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Glossari catala-angles

Acid 5-cafeoilquinic
5-Caffeoylquinic acid

Acid cafeic
Caffeic acid

Acid cafeoilmalic
Caffeoylmalic acid

Acid cafeoilquinic
Caffeoylquinic acid
(Chlorogenic acid)

Acid cafeoiltartaric
Caffeoyltartaric acid
(Caftaric acid)

Acid cinamic*

Cinnamic acid

Acid clorogénic*
Chlorogenic acid

Acid cumaric
Coumaric acid

A. cumaroilcafeoiltartaric
Coumaroylcaffeoyl-
tartaric a.

Acid cumaroilquinic
Coumaroylquinic acid

Acid cumaroiltartaric
Coumaroyltartaric a.
(Coutaric acid)

Acid 3,5-dicafeoilquinic
3,5-Dicaffeoylquinic
acid

Acid dicafeoiltartaric
Dicaffeoyltartaric a.
(Chicoric acid)

Acid dicumaroiltartaric
Dicoumaroyltartaric
acid

Acid el-lagic*

Ellagic acid

Acid fenolic*
Phenolic acid

Acid ferul-lic
Ferulic acid

Acid gal-lic
Gallic acid

Acid hidroxibenzoic
Hydroxybenzoic acid
Acid hidroxicinamic
Hydroxycinnamic
acid
Acid sinapic*
Sinapic acid
Al-lelopatia*
Allelopathy
Antocianidina*
Anthocyanidin
Antocianina*
Anthocyanin
Apigenina*
Apigenin
Campferol
Kaempferol
Capsaicina
Capsaicin
Catequina*®
Catechin
Calcona
Chalcone
Caps blancs
Sweet alyssum
Catecol*
Catechol
Catequina*
Catechin
Cianidina
Cyanidin
Cinamat*
Cinnamate
Cumarina*
Coumarin
Daidzeina
Daidzein
Dihidrocampferol
Dihydrokaempferol
Dihidroquercetina
Dihydroquercetin
Electroesprai*
Electrospray

Elicitor
Elicitor
El-lagitani
Ellagitannin
Epicatequina
Epicatechin
Epicatequina gal-lat
Epicatechin gallate
Epigal-locatequina
Epigallocatechin
Epigal-locatequina gal-lat
Epigallocatechin
gallate
Estilbe
Estilbene
Fenilalanina*
Phenilalanine
Fitoalexina*
Phytoalexin
Fitoquimic*
Phytochemical
Flavan-3-ol°
Flavanona
Flavanone
Flavona*
Flavone
Flavonoide*
Flavonoid
Flavonol®
Floretina
Phloretin
Floridzin
Phloridzin
Gal-locatequina
Gallocatechin
Gal-lotani
Gallotannin
Genisteina
Genistein
Hesperetina
Hesperetin
Hesperidina
Hesperidin



Hidrolasa*
Hydrolase
Hidroxilasa
Hydroxylase
Isoflavona*
Isoflavone
Isoflavonoide
Isoflavonoid
Isomerasa*
Isomerase
Isoramnetina
Isorhamnetin
Isoxantumol
Isoxanthohumol
Lacasa
Laccase
Leucocianidina
Leucocyanidin
Liasa*
Lyase
Lligasa* (Ligasa*)
Ligase
Ligna

Lignan
Lignina*

Lignin
Luteolina

Luteolin
Miricetina

Myricetin
Morina

Morin
Naringenina*

Naringenin

* La majoria de termes no estan normalitzats en llengua catalana. Els mots amb asterisc

Naringenina calcona
Naringenin chalcone
(Chalconaringenin)

Neohesperidosid
Neohesperodise

oidi*

Powdery mildew

Oxidasa*

Oxidase

Oleuropeina*
Oleuropein

p-Cumaroil CoA
p-Coumaroyl CoA

Peroxidasa*
Peroxidase

Polifenol
Polyphenol

Proantocianidina
Proanthocyanidin

Procianidina
Procyanidin

Prodelfinidina
Prodelphinidin

Propelargonidina
Propelargonidin

Quercetina*
Quercetin

Quercetina-3-0-

arabinosid
Quercetin-3-0O-
arabinoside

Quercetina-3-0-galactosid
Quercetin-3-0-
galactoside

Quercetina-3-0-glucosid
Quercetin-3-0-
glucoside

Quercetina-3-0-

glucuronid
Quercetin-3-0-
glucuronide

Quercetina-3-0-

malonilglucosid
Quercetin-3-0-
malonylglucoside

Quercetina-3-0-rutinosid
Quercetin-3-0-
rutinoside (Rutin)

Ramnosa*

Rhamnose

Reductasa*

Reductase

Resveratrol®

Sanguiina
Sanguiin

Sintasa*

Synthase

Tanins condensats*
Condensed tannins

Tanins hidrolitzables*
Hydrolysable tannins

Xantumol
Xanthohumol

Xiquimat*

Shikimate
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Resum

Els compostos fenolics son metabolits secundaris dels organismes vegetals que es
troben presents en molts aliments de la nostra dieta. Nombrosos estudis relacionen
el consum regular d’aliments que contenen aquests compostos i certs efectes
beneficiosos per a la salut, principalment pels seus efectes antioxidants, perd també
per les seves interaccions en el metabolisme que estan relacionades amb una menor
incidéncia de diverses malalties croniques. A part dels aliments d'origen vegetal, I'Us
d'extractes vegetals rics en compostos fenolics en alguns aliments carnis és una
estrategia a considerar per a la industria alimentaria per motius tecnologics i
funcionals.

En aquest sentit, I'objectiu global d'aquesta tesi és dotar d'eines per a la millora del
coneixement que tenim sobre la preséncia de compostos fenolics en els nostres
aliments. L'execucio d'aquest objectiu es materialitza en dues vessants, la primera en
el desenvolupament de metodes analitics per a I'analisi de compostos fenolics en
matrius diferents i de I'altra, en aprofundir el coneixement sobre el contingut fenolic
d’aliments habitualment presents a la nostra dieta. Els aliments escollits sén
tomaquet i enciam, representants de dues matrius vegetals diferents, i embotit sec
curat —fuet i llonganissa— amb extractes vegetals, representant d’'una matriu carnia
amb compostos fenolics afegits de tres origens diferents, dos d'ells de Ilavor de raim i
un de cacau.



La tesi ha permés desenvolupar métodes d'analisi HPLC-DAD i UHPLC-DAD-MS" per a
I'analisi sistematic dels compostos fenolics presents en els aliments descrits, els quals
compten amb una metodologia simplificada, es troben validats i permeten la
valoracio d'un perfil ampli i representatiu dels compostos presents a les mostres.

La informaci6 UHPLC-DAD-MS" d'extractes d'enciam roma permeté identificar
provisionalment quatre acids hidroxicinamics —derivats d'acid cumaric— mai descrits
anteriorment en aquest vegetal. A més a més, dos d'aquests compostos —designats
acid p-cumaroilcafeoiltartaric i acid di-p-cumaroiltartaric— sén inédits a la literatura.

Per primer cop es descriu el contingut de compostos fenolics a tres varietats de
tomaquet, una de comercial —-Caramba- i dues de regionals —Montserrat i Pera de
Girona—. Les analisis en tomaquets Belladonna revelaren que I'aplicacié d’elicitor
—tractament antiflingic ecologic— en absencia de plaga produi un lleuger increment
en el contingut de flavonoides, mentre que en preséncia d'oidi —Leveillula taurica-,
les mostres no tractades amb elicitor en contingueren més.

L'analisi de compostos fenolics a fuets i llonganisses amb extractes de llavor de raim i
de cacau al llarg del seu procés de curacio i de la vida Util permeté comprovar que la
seva estabilitat és suficient per mantenir nivells importants al producte final. Aquests
resultats donen suport a |'Us d'extractes vegetals rics en compostos fenolics en
embotits secs curats amb finalitats funcionals.



Summary

Phenolic compounds are secondary metabolites of plants which are found in a large
number of foods. Many studies have related the regular consumption of foods
containing these compounds to certain health benefits, mainly thanks to their
antioxidant effects but also due to their metabolic interactions, which are related to a
lower incidence of certain chronic diseases. Apart from vegetable-based foods, the
use of vegetable extracts rich in phenolic compounds in some meat foods is also a
strategy to be considered by the food industry, with either technological or functional
purposes.

In this regard, the overall objective of this thesis is to provide tools to improve the
knowledge about the presence of phenolic compounds in our foods. This objective is
twofold; on one hand it is to develop analytical methods for the analysis of phenolic
compounds in different matrices and, on the other hand, to provide data about the
phenolic composition in common foods. The selected foods are tomato and lettuce,
representatives of two different vegetable matrices, and dry-cured sausage —fuet and
llonganissa— with vegetable extracts, representative of a meat matrix with exogenous
phenolic compounds from three different origins, two from grape seed and one from

COCOa.



This thesis has made possible the development of HPLC-DAD and UHPLC-DAD-MS"
analytical methods for the systematic analysis of the phenolic composition in the
selected foods. These methods have a simplified methodology, are validated and let
obtain a wide and representative range of the phenolic compounds in samples.

The UHPLC-DAD-MS" information from romaine lettuce extracts provided the
tentative identification of four hydroxycinamic acids —coumaric acid derivatives—
never described before in this vegetable. Furthermore, two of these compounds,
assigned as p-coumaroylcaffeoyltartaric acid and di-p-coumaroyltartaric acid, are
novel in literature.

For the first time, the phenolic compositions of three tomato varieties, Caramba
—with wide commercial use—, Montserrat and Pera de Girona —both regionally
important—, are described. The analysis of Belladonna tomatoes showed that the use
of elicitor —pest control used in organic farming— in absence of pests induced a slight
increase in flavonoids, whereas in presence of powdery mildew infestation —Leveillula
taurica—, samples without elicitor treatment contained more flavonoids.

The analysis of phenolic compounds in dry-cured sausages with grape seed and cocoa
extracts during ripening and shelf life showed that the compounds are enough stable
to retain important levels at the final product. These results support the use of
vegetable extracts rich in phenolic compounds with functional purposes in dry-cured
sausages.
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Introduccio




1.1 Els compostos fenolics

Descripcio general

El tret comu dels compostos fenolics és la preséncia d’'un o més anells aromatics en la
seva estructura molecular, que a més, inclou com a minim un grup hidroxil —fenol- . La
preséncia, en molts casos, de més d’un fenol en la seva estructura fa que també siguin
coneguts com a polifenols. Constitueixen un enorme grup de metabolits secundaris amb
més de 8000 estructures identificades ). S6n compostos caracteristics de les plantes, tot
i que també poden ser sintetitzats per fongs i procariotes. No participen en el
metabolisme primari, és a dir, no intervenen directament en la fotosintesi, respiracio,
creixement ni en el desenvolupament de l'organisme que I’ha sintetitzat. Les seves
possibles funcions a les plantes es troben descrites a la seccié 1.2.

La seva diversitat estructural va des d’un simple anell fenolic de poc pes molecular fins a
complexes estructures polimériques. Es poden classificar segons el nombre d’anells
fenolics presents en la seva estructura i com aquests es troben units. Els flavonoides i els
acids fenolics son els dos grups més significatius en termes d’abundancia i impacte en
I'alimentacio; els estilbens —amb el resveratrol com a maxim exponent—, els lignans i
les cumarines son altres classes de compostos fenolics d'importancia més especifica

Acids hidroxibenzoics QCOOH

Acids fenolics

Acids hidroxicinamics @—\
COOH

Y o

Flavonoides Cumarines
o
Estilbens Lignans

Estructura molecular basica de les principals classes de compostos fenolics.



en certs aliments ( ). A part de la seva diversitat estructural, en la naturalesa els
compostos fenolics solen trobar-se conjugats amb altres compostos fenolics, acids
organics o glucids, originant aixi un enorme ventall de compostos diferents.

Flavonoides

L'estructura molecular basica compartida dels flavonoides consisteix en un
fenilbenzopira —Cs-Cs-Ce— . Contenen dos anells, A i B, amb propietats aromatiques
—compleixen la regla de Hickel- que presenten 6 electrons deslocalitzats que
confereixen una estabilitat superior a la molécula . A i B estan units per un heterocicle,
C, de tres atoms de carboni i un d’oxigen ( ). La majoria de flavonoides presents en
la naturalesa presenten I'anell B unit a la posicid 2 de I’heterocicle, tot i que aquesta unio
també pot situar-se en la posicié 3 —isoflavonoides— o 4 —neoflavonoides— “@.

Les diferents classes de flavonoides es distingeixen segons I'estructura de I’heterocicle;
els flavonols, flavones, isoflavones, flavanones, antocianidines i flavan-3-ols es troben
entre les classes més comunes presents en els aliments © ( ).

(@]
flavonol isoflavona

o o+ O
N
g 9@ g

OH OH

flavanona antocianidina flavan-3-ol

Estructura general dels flavonoides i de les principals classes presents en aliments.



Els flavonoides constitueixen el grup de compostos fenolics més abundant en els
aliments. D’aquests, els flavonols en sén els més destacats. Els O-glicosids en la posicio 3
de I'anell C sén els més freqlients, especialment de quercetina, campferol, isoramnetina i
miricetina © 7 ( ). La glicosilacié és molt freqiient en els compostos fenolics; la
preséncia d’un glicosid incrementa la polaritat i per tant, la seva solubilitat en aigua,

necessaria per a la seva acumulacié en els vactols cel-lulars .

Quercetina Campferol Isoramnetina Miricetina

Flavonols més abundants en els aliments.

Els flavan-3-ols son el grup més complex des d’un punt de vista estructural. Els carbonis
2 i 3 sOn centres quirals, originant quatre possibles estereoisomers per a la mateixa
estructura molecular. Catequina (2,3-trans) i epicatequina (2,3-cis) son els flavan-3-ols
monomeérics més abundants en els aliments “. Menys abundants sén els seus derivats
amb hidroxilacié en la posicié 5’ (gal-locatequina i epigal-locatequina), els derivats amb
acid gal-lic esterificat en la posicio 3 (catequina gal-lat i epicatequina gal-lat) i els derivats
amb hidroxilacié a 5’ i esterificaci6 amb acid gal-lic a 3 —gal-locatequina gal-lat i
epigal-locatequina gal-lat—. Segons el pla on es situen els substituents, tots els monomers
flavan-3-ols presenten isomeria +/-, tot i que alguns d’aquests enantiomers sén rars en la
naturalesa —és el cas de (-)-catequina i (+)-epicatequina— ( ).

A més a més, les formes basiques monomeriques dels flavan-3-ols poden combinar-se
per formar oligomers i polimers —coneguts com a proantocianidines o tanins
condensats—, els quals es poden trobar en quantitats importants en determinats

©) Les proantocianidines formades per unitats de (+)-catequina i/o (-)-

aliments
epicatequina s’anomenen procianidines, i son les més abundants. Les procianidines tipus
B presenten enllagos carboni-carboni 456 o 48 ( ), i les tipus A presenten
simultaniament els enllacos 4->8 i 2->7. Contrariament a altres classes de flavonoides,

els flavan-3-ols no es troben conjugats amb sucres.
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proantocianidines.
*Propelargonidines, Ry, R,=H;
procianidines, R;=OH, R,=H;
prodelfinidines, Ry, R,=OH.

Proantocianidines*

Les calcones, grup precursor de la resta de flavonoides, presenten I’'heterocicle obert per
la manca de I'atom d’oxigen. Sén molt properes biosinteticament a les flavanones,
podent-se convertir en aquestes —i viceversa— per isomeritzacio6 a determinades
condicions de pH “?. Les flavanones tenen un centre quiral en la posicié 2 —existeixen
estereoisomers R/S—, tot i que les formes 25 sén les més comunes en els vegetals (20)
Solen ser glicosids de rutinosa —6-0-a-L-ramnosil-D-glucosids— o neohesperidosa —2-0-a-
L-ramnosil-D-glucodsids—, units a la posicié 7 2.

En teixits vegetals, les antocianidines es troben exclusivament glicosilades, anomenant-
se antocianines, ja que la forma aglicd és inestable. L'heterocicle C conté dos dobles
enllagos, tot i que no presenta aromaticitat. La O-glicosilacid, principalment en la posicié
3, confereix una elevada estabilitat enfront a condicions de llum, pH i oxidacié que
provocarien la degradacid d’altres flavonoides. Algunes formes es troben estabilitzades
mitjancant la unié a acids organics —acid malic i citric— i acids fenolics **. Les flavones



més abundants sén 7-O-glicosids, tot i que també es poden trobar hidroxilades,
metilades, o presentar grups alquil. Les principals flavones son glicosids de luteolina i
apigenina ) Les isoflavones, d’altra banda, son el grup d'isoflavonoides més important,

amb hidroxilacié a les posicions 5, 7 i 4' —genisteina— o 7 i 4' —daidzeina— 2.

Acids fenolics

Estrictament parlant, els acids fenolics comprenen aquelles molécules que contenen un o
més fenols amb un grup funcional carboxil. No obstant, quan es parla de metabolits
vegetals, el terme acid fenolic sol designar a un grup concret d’acids organics, i
especialment als derivats de |'acid benzoic —acids hidroxibenzoics— i als de I’acid cinamic

—acids hidroxicinamics— *? ( ).

Estructures dels acids fenolics més comuns en els vegetals

H

Ry COOH
R3 Ry

Ry
Acids hidroxibenzoics
Nom Name Ry R, R3 R4
Acid benzoic Benzoic acid H H H H
Acid gal-lic Gallic acid H OH OH OH
Acid gentisic Gentisic acid OH H H OH
Acid p-hidroxibenzoic  p-Hydroxybenzoic acid H H OH H
Acid protocatecuic Protocatechuic acid H OH OH H
Acid salicilic Salicylic acid OH H H H
Acid siringic Siringic acid H OCH; OH  OCH;
Acid vainillic Vanillic acid H OCH; OH H
Acid veratric Veratric acid H OCH; OCH; H
H
R4 ~COOH
Ry
Acids hidroxicinamics

Acid cinamic Cinnamic acid H H H H
Acid cafeic Caffeic acid H OH OH H
Acid p-cumaric p-coumaric acid H H OH H
Acid m-cumaric m-coumaric acid H OH H H
Acid o-cumaric o-coumaric acid OH H H H
Acid ferul-lic Ferulic acid H OCH; OH H

Acid sinapic Sinapic acid H OCH; OH OCH,




Els acids hidroxibenzoics es solen trobar en forma de glucosids. L’acid gal-lic és el més
comd, i es troba principalment esterificat formant estructures complexes d’elevat pes
molecular, els gal-lotanins. Aquests eésters, comunament coneguts com a tanins
hidrolitzables, també poden estar estructurats per dimers d’acid gal-lic —acid el-lagic—
formant els el-lagitanins @),

Els acids hidroxicinamics solen trobar-se en condicions naturals esterificats amb acids
organics, com els acids quinic i tartaric, i també amb glucosa. El terme “acids clorogenics”
designa als ésters d’acid cafeic amb acid quinic, i sén compostos fenolics historicament ja
coneguts en certs aliments ?. Acid clorogénic també s’empra per denominar-ne el més

comu, I'acid 5-cafeoilquinic, emprant la nomenclatura IUPAC (25)

1.2 Biologia dels compostos fenolics en els
vegetals

Metabolisme secundari

Els metabolits secundaris son resultat d’'una extensa i complicada xarxa metabolica, dels
quals els compostos fenolics representen el grup més important en plantes, algues, fongs
i bacteris, tot i que no son rellevants en el regne animal. Des del punt de vista metabolic,
els compostos fenolics sdn un grup heterogeni ja que son produits a través de diferents
rutes biosintétiques. A través de la via del xiquimat —shickimate— es sintetitzen els acids
hidroxibenzoics —acid gal-lic i derivats— i I'aminoacid aromatic fenilalanina. L’enzim
fenilalanina amoni liasa —PAL, EC 4.3.1.5- és clau en la sintesi dels compostos fenolics, ja
que catalitza la conversié de fenilalanina a acid cinamic ( ), mitjangant una
desaminacié no oxidativa "?. Aquesta reaccié és el primer pas en la biosintesi d’un gran
nombre de productes secundaris, en la denominada ruta del fenilpropanoid, que inclou
els acids hidroxicinamics i els seus esters, les cumarines, les lignines, els isoflavonoides i
els flavonoides 179,

A partir de la reaccid catalitzada per PAL, es coneixen més de setze citocrom P450
monooxigenases que s’embranquen en multiples rutes de sintesi per donar lloc als

1 .
16 De totes maneres, lluny de ser una ruta lineal, la

diferents compostos fenolics
biosintesi dels compostos fenolics és un bon exemple de xarxa metabolica on molts dels

compostos poden ser formats a partir d’'intermediaris diferents, i un mateix intermediari
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Esquema de la ruta de biosintesi de les principals classes de compostos fenolics.
Abreviatures dels enzims: 4CL, p-cumarat-CoA lligasa; ANR, antocianidina reductasa;
ANS, antocianidina sintasa; C4H, cinamat 4-hidroxilasa; CHI, calcona isomerasa; CHS,
calcona sintasa; DFR, dihidroflavonol 4-reductasa; F3’H, flavonoid 3’-hidroxilasa; F3H,
flavanona 3-hidroxilasa; FLS, flavonol sintasa; FNS, flavona sintasa; IFS, isoflavona sintasa;
LAR, leucoantocianidina 4-reductasa; PAL, fenilalanina amoni liasa; SS, estilbé sintasa.



pot ser transformat en productes diferents en funcié del complex enzimatic que hi actui
(19)

Regulacié de la biosintesi

Un ampli rang de parametres relacionats amb I'estres i les condicions ambientals poden

modular les rutes de biosintesi .

L'atac de patogens, la presencia de ferides, la
depredacid, les baixes temperatures, I'exposicié a la llum UV i el deficit de ferro, fosfor i
nitrogen sén factors que indueixen I'expressié de PAL ?°. Es coneix que davant la
preséncia d’estimuls inductors es potencia la transcripcid de gens que participen en la

1) Es creu que els gens que catalitzen les reaccions més

sintesi de compostos fenolics
importants per a la sintesi de compostos fenolics es troben agrupats en families
multigeniques, i que cada un dels gens d’una familia pot tenir una resposta individual als
estimuls *®. Aquests gens poden transcriure isoenzims amb propietats cinétiques
lleugerament diferents en funcié dels factors de transcripcié presents, la transcripcid dels
quals també depén del tipus de teixit. Aixi doncs, durant el desenvolupament de les
plantes existeix una regulacid molt fina del metabolisme fenodlic, subjecte a I'edat i a la
localitzacié de la planta 9.

El control de I'activitat dels factors de transcripcid és la base de la regulacié de la
biosintesi de compostos fenolics, ja que activen —o desactiven— I'expressié dels gens que
transcriuen els enzims que hi participen *?. A més a més, la biosintesi també es regula a
través de la inactivacié enzimatica “??. La regulacié pot tenir lloc a diversos nivells de la
ruta de biosintesi; el control de la transcripcié i de I'activitat de PAL determina en bona
mesura la quantitat total de compostos fenolics sintetitzats, ja que és el pas decisiu per
dirigir el flux de carboni cap a la sintesi d’aquests compostos . Més enlla de PAL, el
control es multiplica en les nombroses ramificacions de les rutes de biosintesi, on hi

intervenen les families de factors de transcripcié R2R3-MYB, bHLH i WDR (29,

Transport

Per evitar I'efecte toxic d’alguns dels metabolits intermediaris que sén altament reactius,
es postula que la biosintesi té lloc en complexes multienzimatics situats al citosol i
propers al reticle endoplasmatic; d’aquesta manera s’evitaria el contacte directe entre
els metabolits i els organuls de la cél-lula 24 Els flavonoides s’acumulen en vacuols; en el
cas de les antocianines aquestes sén acolorides i s"anomenen antocianoplasts —abunden
en petals i altres organs pigmentats—. Per a la compartimentacid dels compostos fenolics
en vacuols es creu que és necessari augmentar la seva solubilitat mitjancant la



glicosilacié. A més, se sap que calen sistemes de transport on hi intervenen proteines
especifiques com les glutatié S-transferasa —GST- i un transportador en cassette unit a
ATP —anomenat ABC— %%,

Activitat biologica en les plantes

Les primeres plantes terrestres van haver de desenvolupar estructures que les
sostinguessin i sistemes de defensa que les protegissin de les noves inclemeéncies a que
es van veure sotmeses en el seu cami de colonitzaciéd dels ambients no aquatics. La
irrupcid de PAL va ser clau per a la supervivéncia i evolucié de les primeres plantes
terrestres, podent formar estructures aéries sustentades per lignina, un polimer compost
per unitats de hidroxicinamoil alcohol. Provablement, mutacions i modificacions de les
primeres rutes biosintétiques van anar originant una serie de compostos fitoquimics que,
tot i no tenir un paper directe en el metabolisme primari de les plantes, van significar un
avantatge evolutiu; la preséncia ubiqua de compostos fenolics en plantes terrestres aixi

ho sembla indicar %

En general, les funcions dels compostos fenolics a la planta séon d’interaccié amb el seu
entorn ambiental. La seva sintesi pot ser constitutiva —durant el desenvolupament
normal de la planta— o induida —en preséncia d'un dany, senyal o factor inductor—.
L'emplagament dels compostos fenolics sintetitzats constitutivament sol ser en
compartiments estratégics per a la supervivéncia de la planta, on hi poden actuar com a
agents defensius. En el cas dels compostos induits -també anomenats fitoalexines—, la

seva acumulacié es déna en els punts on s'ha produit el factor d'induccié %

Una de les propietats més reconegudes dels compostos fenolics és la capacitat

(25, 26)

d’absorcié de la radiacié ultraviolada —UV- . En funcié de la seva classe, posseeixen

espectres d’absorci® UV-Vis amb maxims variables dins el rang ultraviolat *”

» que
combinats, poden abastar eficagment tot I'espectre UV, i en particular el rang UV-B (280-
315 nm), que és el més nociu per a la integritat del DNA de les plantes % ( ). Els
compostos fenodlics acumulats en vacuols de cél-lules epidérmiques actuen de pantalla
protectora i eviten el dany a teixits interns @3 Les plantes responen als nivells de radiacié
UV rebuts, augmentant la concentracié de compostos fenolics en teixits sensibles com
fulles i flors. En aquest sentit, s’"ha observat que la llum UV-B estimula la sintesi dels

enzims CHS i CHI %),

La capacitat que tenen algunes plantes de produir compostos quimics que dificulten o
. . . . . (2

perjudiquen a competidors o a enemics naturals s’anomena al-lelopatia *’. Una de les

funcions destacades dels compostos fenolics és precisament la proteccié contra insectes



fitofags. En determinats casos, poden esdevenir toxines o limitar la digestibilitat de la

(23) |’efecte toxic podria ser degut a I'activitat prooxidant que es

planta en depredadors
pot donar dins el sistema digestiu dels insectes, produint I'oxidacié i peroxidacié de
proteines i lipids ®?. Es creu que Iactivitat antiinsectivora dels compostos fendlics és
molt especifica; aquest fet podria explicar per qué les fulles joves de bedoll, les més
sensibles a la depredacié, acumulen fins a 40 compostos diferents B0 Cistus ladanifer
produeix un exsudat ric en 3,7-di-O-metilcampferol, flavonoide que té la capacitat de
dificultar la disponibilitat de Ca®* a les cél-lules musculars esquelétiques i impedint aixi la
relaxacié dels musculs que intervenen en la masticacid; aquesta activitat li permetria
dissuadir a depredadors incloent insectes i conills ®. En alguns casos pero, els insectes
depredadors han aconseguit utilitzar els flavonoides de les plantes que consumeixen per
al seu propi benefici; és el cas d’algunes espécies de lepidopters que acumulen
flavonoides per evitar la depredacid i també per atraccié sexual (30)

Algunes plantes tenen la capacitat de formar comunitats fitosociologiques pobres en
altres especies vegetals, emprant substancies al-lelopatiques que dificulten el naixement

o la supervivencia de les espécies competidores. Per exemple, I’exsudat ric en compostos

fenolics de Cistus ladanifer inhibeix la germinacié de les llavors d’almenys vint especies
(29)

diferents

280 315 400nm
UV NVEE] UNV-A

Perfils d’absorcié UV
solapats dels principals

compostos  fenolics  del
tomaquet, corresponents a
guatre classes diferents.

Blau: acid 5-cafeoilquinic

AU*

(acid hidroxicinamic).
Vermell: quercetina-3-0O-
rutinosid (flavonol);

Verd: naringenina (flava-
nona);

Taronja: naringenina cal-
cona (calcona).

Els espectres han estat obtinguts amb patrons purs dissolts en aigua-metanol (70:30 v/v)
injectats en un sistema HPLC-DAD utilitzant gradient d'aigua-metanol (33,5 — 57,25% MeOH)
com a fase mobil.

*Les unitats d’absorbancia —AU— depenen del factor de resposta del compost i de la seva
concentracio a la mostra

250 300 350 400nm



(52), Quan es

Alguns compostos fenolics també actuen com a transmissors de senyals
produeix una agressié en un teixit de la planta, se sintetitzen compostos a la zona
danyada que posteriorment son transportats per via floematica a altres zones de la
planta, on hi indueixen la sintesi de compostos de defensa. Un dels transmissors més
coneguts és |'acid salicilic, pero també s’ha descrit la participacié d’altres compostos
fenolics en la transmissié de senyals, com per exemple alguns derivats dels acids gallic i

cumaric, implicats en el moviment de les fulles (23)

L'activitat dels compostos de
senyalitzacié també pot ser externa, com és el cas de les plantes que estan en simbiosi
amb microorganismes del sol. Certs bacteris fixadors de nitrogen poden fixar-se a les
arrels de les lleguminoses, en un tipus d’infeccié beneficiosa per a la planta, ja que les hi
permet absorbir nitrogen procedent de I'atmosfera en sols pobres en aquest mineral. Les
arrels de les plantes que estableixen aquesta simbiosi produeixen exsudats de
flavonoides que provoquen que els bacteris implicats produeixin les proteines que sén

(25)

necessaries per a la colonitzacié de les arrels “”’. També s’ha descrit la intervencié de

compostos fenolics en la senyalitzacié d’altres processos fisiologics, com en la germinacié

del pol-len o en la comunicacié entre plantes mitjancant ésters volatils (23)

Influéncia de les practiques agronomiques

La sintesi de compostos fenolics i altres fitoquimics respon a un complex entramat
d’estimuls i variables mediambientals, genétiques i fisiologiques . No obstant aixo, el
coneixement dels mecanismes que influeixen a la sintesi de compostos fenolics va en
augment, i permet intervenir deliberadament per mirar d’obtenir cultius amb nivells més
alts d’aquests compostos. L'obtencié de plantes i productes vegetals amb continguts
elevats de compostos fenolics interessa des del punt de vista de de la qualitat
alimentaria, aspecte i efectes sobre la salut humana, pero també per a la resisténcia de
les plantes a factors d’estrés biotic i abiotic ¥* .

Probablement, la via més directa d’obtenir vegetals amb nivells elevats de compostos
fenolics és mitjancant I’enginyeria genetica i la creacid d’organismes modificats
geneticament. S’han realitzat nombrosos treballs en aquest sentit, ja sigui silenciant gens
per potenciar vies metaboliques que desemboquen en el metabolisme secundari o bé
mitjancant la clonacié de gens heterolegs que intervenen en la sintesi de metabolits

16, 36-38)

secundaris . De totes maneres, I'Us d’organismes modificats genéticament és

. . .7 . . 1 P
controvertit ®¥ i a la Uni6 Europea no s’accepta en la gran majoria de casos “>*Y. Aixo fa
que el control del contingut en compostos fenolics mitjangant les técniques de cultiu i el

maneig de I'entorn adquireixi especial rellevancia 85),



Alguns estudis han pogut relacionar positivament determinades técniques de cultiu amb

54 En general, els factors agrondomics que

nivells més alts de compostos fenolics
provoquen una tendéncia a I'acumulacié de compostos fenolics son aquelles practiques
gue suposen un estrés biotic o abiotic suplementari per a la planta; alguns d’aquests
factors es poden deduir de I'activitat protectora que exerceixen els compostos fenolics

per a la planta.

Alguns estudis han relacionat una major exposicié a la llum solar amb un increment de la
concentracié de compostos fenolics ®?. Un exemple clar el trobem en les varietats de
poma vermella; I'exposicié solar estimula la biosintesi d’antocianines que confereixen el

%) Molt probablement, la llum UV té un paper

color vermell a la pell de les pomes
important en I'estimulacié de la sintesi de compostos fenolics “?. Per exemple, en un
estudi fet en enciam de fulla vermella, es va observar un increment en I'acumulacié dels
flavonoides principals i de polifenols totals en augmentar la radiacié UV incident “?. No
obstant, la relacié entre la radiacié UV-B incident i I'acumulacié de compostos fenolics a
les plantes pot ser no lineal, tal i com fou observat en fulles de raigras perenne (Lolium
perenne), on la sintesi de compostos que absorbeixen llum UV-B segui una tendeéncia
positiva amb la radiacié incident, excepte a dosis altes, on possiblement es supera un
llindar maxim per a la produccié d'aquests compostos “*.

En alguns casos també s'ha observat una relaci6 amb la temperatura ambiental. La
sintesi d'antocianines en algunes varietats de poma i raim es veu estimulada a

(45 4 mentre gue en maduixa la sintesi d'antocianines

(47)

temperatures nocturnes baixes
s'incrementa a temperatures més elevades Donat que les antocianines soén
sintetitzades majoritariament en fruits madurs, un llindar especific de temperatura
podria exercir com a senyal indicador de que la climatologia adequada per a la
maduracié s'acosta: la primavera —temperatura alta— en el cas de les maduixes o finals
d'estiu/tardor —temperatura baixa—, en el cas de les pomes i el raim (33),

Mitjancant la tecnica de fertilitzacié també és possible potenciar els compostos fenolics
del cultiu. En alguns casos s’ha observat que aportacions elevades de nitrogen
comporten un detriment en el contingut de compostos fenolics, degut a que el
metabolisme es canalitza cap a la sintesi de compostos estructurals —augment de la

(35)

biomassa—, en detriment del metabolits secundaris no nitrogenats . En un estudi

“8 en cultiu de tomaquet, la utilitzacié de

realitzat per Mitchell i col-laboradors
practiques ecologiques —incloent-hi la fertilitzacid i el tractament de plagues— va
significar un increment del contingut de compostos fenolics respecte a cultius
convencionals. En aquest mateix estudi, es postula que la menor aportacié de nitrogen al

sol explicaria 'augment de compostos fenolics en els tomaquets de cultiu ecologic.



Els mecanismes naturals de defensa de que disposen les plantes poden ser induits sense
necessitat de cap patologia. S’ha observat que, en contacte amb certs productes d’origen
natural, algunes plantes intensifiquen la biosintesi de compostos fenolics o desenvolupen
estructures que les fa més resistents a I'atac de patogens i plagues “?. Els productes que
tenen aquesta capacitat s"anomenen elicitors, i tenen cada cop més acceptacid per part
dels agricultors degut a la seva eficacia contra les plagues i que en general tenen un
impacte menys negatiu per al medi ambient o per a la salut humana que els pesticides
quimics convencionals “?. Les causes de la induccié de la resisténcia natural son incertes
i poden ser diverses; en molts casos els elicitors indiquen o simulen la preséencia d’un
organisme parasit i produeixen l'activacié del metabolisme secundari i la sintesi

(49)

d’estructures de defensa . S'ha comprovat que els acids araquidonic, jasmonic i

salicilic, aixi com diversos polisacarids, glicoproteines, péptids i fosfolipids posseeixen

49)

icitor “?. No obstant, davant la dificultat d'identificar i aillar els compostos

activitat e
actius, és habitual utilitzar extractes naturals d'origens molt diversos que contenen
compostos amb activitat elicitor. L'eficacia per evitar la proliferacié de fongs i estimular
la sintesi de compostos fenolics en plantes de cultiu ha estat comprovada en |'aplicacidé

(132 de la planta asiatica Fallopia sachalinensis F.Schmidt

(53-55)

d'extractes d'algues marines

i de chitosan, una mescla de polisacarids
(56-58)

—amb el nom comercial Milsana®-—
cationics d’elevat pes molecular obtinguts normalment de I'exosquelet de crustacis

La seleccid de varietats naturalment riques en compostos fenolics, la gestié del deficit
hidric, 'empelta i la regulacié del CO, ambiental sén d’altres practiques agronomiques
que s’han mostrat Utils en alguns casos per a incrementar el contingut de compostos

34, 35

fenolics ®* %), Certes practiques de I'agricultura ecologica afecten a la seleccié d'espécies,

varietats i adobs, parametres que alguns estudis han determinat que tenen un efecte

(960 Cal destacar les practiques que

positiu sobre el contingut de compostos fenolics
permeten limitar o evitar I'Gs de fertilitzants i productes fitosanitaris quimics que poden
ser nocius pels que els manipulen i també pel medi ambient. No obstant, les evidéncies
cientifiques per concloure que els productes ecologics son més saludables que els

. ; . © . . s . N . 1,62
convencionals sén sovint contradictories, i és subjecte de controversia (61, 62)

Estabilitat

S’ha observat que en alguns fruits hi ha canvis rapids i importants del perfil de compostos
fenolics a mesura que van madurant. Aix0 implica probablement que els compostos
preexistents es reciclen per crear nous conjugats, pero també es creu que en altres casos
hi ha una degradacié completa dels compostos fenolics presents al mateix temps que es

sintetitzen nous compostos que els reemplacaran %),
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Reaccions d’oxidacié de compostos fendlics catalitzades per polifenol oxidases —catecol
oxidasa, lacasa— i peroxidases —adaptat de Pourcel i col-laboradors (63 *Activitat
monofenolasa; Sactivitat difenolasa.

D’altra banda, es coneixen diversos enzims que en condicions naturals oxiden els
compostos fenolics, els més importants dels quals sén la lacasa —EC 1.10.2.2-, la catecol
oxidasa —EC 1.10.3.1- i la peroxidasa —EC 1.11.1.7-. Les dues primeres son conegudes
com a polifenol oxidases —PPO- ®*. Aquests enzims tenen un important efecte econdomic
en la industria alimentaria, ja que sén els principals responsables de I'enfosquiment
enzimatic. Aquest procés suposa un detriment de la qualitat visual, gustativa i nutricional

22 Les PPO, en preséncia d’oxigen, catalitzen la

dels aliments vegetals frescos
hidroxilaci6 de monofenols a o-difenols, i posteriorment |'oxidacié dels o-difenols a o-
quinones ( ). Les o-quinones, per la seva banda, polimeritzen i formen una mescla
complexa de pigments foscos marrons en una reaccié sense intervencid enzimatica. En
teixits intactes, PPO i compostos fenolics es troben compartimentats en espais diferents:
la PPO dins de cloroplasts, mitocondris, microsomes, peroxisomes i també al citoplasma,
mentre que els compostos fenolics dins de vacuols. Aixi doncs, talls o ruptures del teixit
vegetal permeten el contacte entre enzims i substrats, iniciant aixi la cadena de reaccions

(63)

que desembocara en la formacié de polimers marrons “”. Les PPO, com la majoria

d’enzims, sén termolabils, per tant, I'escaldat pot ser una estratégia per mantenir els

nivells de compostos fendlics alts en certs aliments vegetals .



1.3 Presencia en els aliments

Acids fenolics a la dieta

Els gal-lotanins, tot i ser la forma més abundant d’acid gal-lic en la naturalesa, sén poc
presents en aliments. En canvi, alguns aliments sén particularment rics en ésters no
glucidics d’acid gal-lic, com el te, el raim i derivats. També es troben el-lagitanins en la
mora, la maduixa, la magrana i en alguns fruits secs .

Els acids hidroxicinamics es troben ampliament representats en aliments d’origen
vegetal, principalment els ésters. El més important és l'acid 5-cafeoilquinic —acid
clorogénic- ", perd també abunden altres derivats amb una o més unitats d’acid cafeic
conjugats amb acid quinic, acid tartaric o acid malic. El cafe, el nabiu, la poma i la cidra
son fonts significatives d’esters d’acid cafeic i acid quinic; I'espinac, I’'enciam, el raim i el
vi son fonts importants d’acid cafeic esterificat amb acid tartaric; i I'enciam i els espinacs
contenen ésters d’acid cafeic amb acid malic. El café també conté ésters d’acid ferul-lic

amb acid quinic, mentre que les cireres contenen ésters d’acid p-cumaric amb acid quinic
(14)

Flavonoides a la dieta

Els flavonols es troben presents a gairebé tot el regne vegetal, exceptuant les algues i els
fongs . Els principals flavonols ingerits en la dieta sén els O-glicosids de quercetina,
campferol, isoramnetina i miricetina, i se’n poden trobar quantitats significatives a la
ceba, la col, el broquil, la mongeta, la poma, la grosellai el te .

Els flavan-3-ols (+)-catequina, (-)-epicatequina i els seus oligomers —procianidines—
constitueixen un dels grups de compostos fenolics més abundant en els aliments,
particularment en el te, el cacau, el raim i els seus derivats © ’afinitat gue tenen les
procianidines per unir-se a proteines salivals provoca l'astringéncia caracteristica dels
aliments rics en aquests compostos % Els flavan-3-ols del raim s’acumulen especialment
a les llavors i a la pell. El vi negre, el most del qual es manté en contacte amb les pells i
les llavors durant el procés de fermentacid, és altament ric en procianidines . Els
processos de secat, fermentacid i torrefaccié ocorreguts en el te i la xocolata indueixen
canvis importants en el contingut i perfil de compostos fenolics respecte a les seves

matéries primeres .



Les flavanones sén caracteristiques dels citrics, pero també es poden trobar en petites
guantitats en tomaquet i menta. El gust amarg dels citrics es deu a les flavanones
glicosilades en posicid 7 amb un disacarid o un neohesperidosid. Curiosament, les
flavanones glicosilades amb un rutinodsid no tenen gust. Es concentren especialment en
el teixit blanc i esponjés anomenat albedo; una taronja sencera pot contenir fins a cinc
vegades més flavanones que un suc de taronja a qui s’ha extret I'albedo 6100 | gs
calcones, per la seva banda, tenen una distribucié limitada en els aliments, i la
naringenina calcona del tomaquet és un dels pocs exemples significatius “%. El llapol
conté derivats prenilats de flavanones i calcones —éssent prenil-naringenina i xantumol
les majoritaries—, que soén transferits a la cervesa i |li confereixen el gust amarg

caracteristic 19,

Les formes estables de les antocianidines, les antocianines, es troben en els vacuols dels
teixits epidermics de flors i fruits, a qui aporten els colors vermells, blaus, rosats i morats
68 Les fruites vermelles sén les principals fonts d’antocianines; la quantitat present en
un fruit esta normalment correlacionada amb la intensitat del color d’aquest. Altres fonts
importants d’antocianines sén algunes hortalisses, com I'alberginia, el rave i les varietats
de ceba vermella, aixi com el vi negre ® ¢”). Les antocianines presents al vi, a qui li donen
color, poden esdevenir altament estables mitjancant fenomens de copigmentacid. La
copigmentacié és la formacié d'un complex estable entre una antocianina i un altre
compost fenolic —copigmentacid intermolecular—- o bé un residu acil de la mateixa
molecula -copigmentacido intramolecular. Aquesta darrera, només possible en
antocianines acilades, és la més estable gracies a les interaccions covalents que s'hi
donen lloc &%)

Les flavones sén poc importants en la dieta, tot i que en el julivert, I'api, en plantes
aromatiques i en cereals poden ser relativament importants. Les més comunes sén
I'apigenina i la luteolina \”’. Les isoflavones sén I'Gnic grup d’isoflavonoides amb certa
importancia en els aliments. Es troben de forma exclusiva en plantes lleguminoses com la

soja ® 7.

Rellevancia dels compostos fenolics en aliments vegetals

Els compostos fenodlics sén omnipresents en el regne vegetal. Cada taxé vegetal té el seu
propi perfil fenolic, que sovint és distintiu de I'espécie, subespécie o cultivar. Alguns
compostos fenolics es troben restringits en determinades espécies o grups vegetals, i la
seva preseéncia pot ser indicadora de I'origen d’un aliment en particular . Tot i aixi, els
nivells de compostos fenolics en aliments documentats en la bibliografia poden variar de



forma important, degut principalment a variacions genétiques, estacionals, de processat,
etc., perd també degut a la técnica d’analisi ). La mostra a tall d’exemple el
contingut de compostos fenolics en enciam, tomaquet, raim i cacau.

Els indicis que es tenen avui dia sobre els efectes positius derivats de l'aportacié de
compostos fenolics en la dieta sdn notables (vegeu seccié 1.4). Un exemple d'aixo és
I'anomenada paradoxa francesa, referint-se al baix index de mortalitat per malalties
cardiovasculars registrat a Franca malgrat el consum elevat de greix saturat —p.ex.
formatge-, que es relaciona amb el consum moderat de vi 2. Tot i aixi, es considera que
el consum d'aliments amb compostos fenolics en els paisos industrialitzats és insuficient
(73) Organismes oficials i també no governamentals han establert diverses iniciatives per
mirar de corregir aquesta tendéncia, comencant per millorar els habits alimentaris —p.ex.

”_ A banda de mantenir una dieta rica en aliments vegetals, també és

Fundacid Alicia
important disposar de vegetals amb bona qualitat nutricional, potenciant aquelles
varietats naturalment riques en compostos fenolics i també aquelles practiques

agronomiques i de postcollita que en preserven el seu contingut.

En general, el consum estimat de compostos fenolics varia entre 20 i 1000 mg al dia,
depenent de la metodologia emprada per a la seva determinacié *7®. En individus con-
sumidors habituals de vi, cafe i te, s’estima que aquestes begudes son la seva principal
font de compostos fenolics. L'impacte d’aquests compostos sobre el metabolisme de qui
els pren esta fortament lligat a la seva absorcid i biodisponibilitat a I'organisme.

Contingut en compostos fenolics en productes escollits, segons bases de dades

Base de dades Compostos mg/kg PF

Enciam cru -Lactuca sativa L.—

USDA flavonoid "*  Quercetina 30,6 +4,3
Luteolina 6,5+1,3
Campferol 3,1+0,8
Apigenina 0,1+0,0

Phenol-Explorer (6015 Acid 5-cafeoilquinic 37,8+£0,0
Quercetina-3-0-(6""-malonil-glucosid) 18,5+ 27,9
Quercetina-3-0-glucuronid 13,4+ 14,4
Luteolina-7-O-glucuronid 4,0+5,7
Quercetina-3-0-glucosid 3,7+6,0
Quercetina-3-0O-ramnosid 1,3+2,2
Quercetina-3-0O-galactosid 1,0+1,1
Quercetina-3-0-(6""-malonil-glucosid)-7-0-glucosid 0,6+1,3

Quercetina-3-0-rutinosid 0,4+0,1




—continuacio-

Tomaquet cru —=Solanum lycopersicum L.—

USDA flavonoid 7**

Phenol-Explorer

(80)8

Naringenina

Quercetina

Miricetina

Campferol

Acid 5-cafeoilquinic

Acid 4-cafeoilquinic

Acid cafeic

Acid ferul-lic
Quercetina-3-0O-rutinosid
Naringenina-7-0O-glucosid
Acid cumaric

Campferol

Quercetina

Llavor de raim -Vitis vinifera L.—-

USDA flavonoid 7**

USDA

proanthocyanidin 61

(-)-Epicatequina
(+)-Catequina
Monomers
Dimers

Trimers

Cacau en pols —-Theobroma cacao L.—-

USDA flavonoid 79

USDA
proanthocyanidin

Phenol-Explorer

(80)8

(-)-Epicatequina
(+)-Catequina
Quercetina

Monomers

Dimers

Trimers

Tetramers a hexamers
Heptamers a decamers
(-)-Epicatequina
Procianidina B1
(+)-Catequina
Procianidina B2
Tetramer cinamtani A2
Procianidina C1

6,8+1,6
58+0,1
1,3+0,3
0,9+0,2
18,4+10,9
11,7£0,0
4,5+5,1
2,7+1,2
1,4£0,6
1,4+0,1
1,3£2,0
0,1+0,1
0,04 £0,07

933,1+ 84,2
746,3+ 57,8
1712,9 £ 805,6
1698,9 +£ 1105,1
322,2£306,3

1964,3 £453,8
648,2 £ 145,3
100,0 + 23,6
3168,3 +4669,8
1834,9 +3471,2
1595,4 + 2564,6
5245,3+7279,8
1889,3 £ 2850,2
1583,30 + 863,4
1120,0£0,0
1077,5£639,5
715,7 £851,4
331,7+185,1
238,3 £105,7

Galactosid de dimer d’epicatequina 50,0+ 16,7

*Contingut en aglicons.
§ Contingut en compostos intactes.
" Contingut en proantocianidines segons el grau de polimeritzacic.



1.4 Biodisponibilitat i activitat biologica en
humans

Biodisponibilitat

El percentatge de compostos fenolics que un cop ingerits en la dieta sén incorporats al
sistema circulatori, és a dir, la seva biodisponibilitat, és un factor clau en I'eficacia
biologica dels compostos fenolics. En el transcurs de la digestié dels compostos fenolics
es poden produir diversos escenaris: i) absorcié directa a I'intesti prim; ii) degradacio per
enzims endogens i absorcid a l'intesti prim; iii) degradacié per enzims de la microbiota
intestinal i absorcié al colon; iv) no absorcid i eliminacié amb la femta. L’estructura
quimica dels compostos fenolics és decisiva en aquests escenaris, afectant aixi al seu
metabolisme i absorcié 7.

La majoria de flavonoides ingerits en la dieta, excepte els flavan-3-ols, es troben
glicosilats. La preséncia d’un sucre a la molécula li confereix polaritat i en dificulta la
difusié passiva a través de les cel-lules en raspall de I'intesti prim. Alguns teixits vegetals
poden contenir B-glucosidases, iniciant-se aixi la degradacié dels compostos glicosidats
durant la masticacié ¥?. Les condicions acides de I'estémac en humans no sén suficients
per a la desglicosilacid, aixi doncs, en molts casos és necessaria la hidrolisi del glicosid
mitjancant glicosidases de la mucosa intestinal o de la microbiota del colon ¥ 77, Les B-
glucosidases endogenes humanes, com la lactasa floridzin hidrolasa —LPH—, permeten la
hidrolisi extracel-lular de la glucosa i probablement d’arabinosa i xilosa; en canvi, els
glicosids de ramnosa només poden ser hidrolitzats per ramnosidases de la microbiota del
colon 7). També es té coneixement d’altres sistemes de transport actiu en mamifers que
permeten absorbir directament els compostos glicosilats. S’han trobat sistemes de

| (23)

transport de cinamat i glicosids de flavono i s’ha detectat quercetina-3-0O-rutindsid en

t (83)

sang en humans després del consum de tomaque . També es coneix la preséncia

d’una B-glucosidasa citosdlica —-CBG— ). S’ha observat que la preséncia de glucosa en

" per

I'estructura augmenta significativament la biodisponibilitat dels flavonoides
exemple, en un estudi de Rifer i col-laboradors (84), la isoflavona daidzeina-7-0O-glucosid

va ser absorbida de tres a sis vegades més que el seu aglicé daidzeina.

Es coneixen pocs detalls sobre I'absorcid dels acids hidroxicinamics; sembla que hi podria
intervenir un cotransportador sodi-dicarboxilat —SDCT1- situat a I'epiteli en raspall de
I'intesti prim. Aquest cotransportador és capag d’incorporar molécules amb almenys dos



%) La majoria d’acids

grups carboxil, com és el cas dels ésters d’acid hidroxicinamic
hidroxicinamics es troben esterificats amb acids organics o sucres. Aquests només poden
ser absorbits després de I'activitat de les esterases de la microbiota del colon 77 El 8 %
dels derivats d’acid cafeoilquinic ingerits en la dieta sén absorbits a través de l'intesti
prim, mentre que el 21 % ho fa a través de I'intesti gruixut (66),

L’absorcié de glicosids de quercetina varia en humans entre un 20 un 50 % i es déna
principalment a la part proximal de l'intesti prim, tot i que en el cas de quercetina-3-0O-
rutindsid de tomaquet, s’ha observat que es ddna al colon, probablement per la

%6 La biodisponibilitat dels glicosids de

preséncia de ramnosa en la seva estructura
guercetina presents a la ceba, principalment B-glucosids, va resultar ser superior a la dels
glicosids de quercetina de poma, que conté majoritariament B-xilosids 7. Aquestes
dades suggereixen que el tipus de sucre contingut en I'estructura dels flavonols també

influeix a la seva biodisponibilitat, malgrat que no es pot descartar I'efecte de la matriu
7)

La biodisponibilitat dels flavan-3-ols depén del grau de polimeritzacié ®” perd no del de
gal-loitzacié ””. Crozier i col-laboradors ¥® han estimat recentment que I'absorcié de
flavan-3-ols representa aproximadament el 83 % de la quantitat ingerida. Aquest valor
correspon a la suma dels metabolits en sang originats a partir del metabolisme dels

flavan-3-ols, i és significativament superior als valors estimats en estudis anteriors ©

,on
s’indicava que l'absorcié dels flavan-3-ols era molt baixa o nul:la perqué només es
consideraven els compostos intactes. La majoria de procianidines son degradades a

4 (65)

monomers o dimers abans de la seva absorcié . Aixi doncs, els flavan-3-ols pateixen

transformacions profundes al llarg del procés de digestid i els seus efectes biolodgics es
deuen principalment als metabolits formats i absorbits en el colon #% 57,

Estudis recents han posat de relleu la importancia del metabolisme dels compostos
fenolics a I'intesti gruixut, on hi intervé la microbiota intestinal. Els compostos fenolics i
els seus metabolits afecten I’estat de la flora intestinal i també del mateix cdlon. Molts
dels catabolits formats en el colon sén absorbits i transportats a través de la vena porta
al fetge, on sén metabolitzats i posteriorment incorporats al sistema circulatori, on hi
mantenen una activitat antiinflamatoria important fins a la seva excrecié % %, La
preséncia de compostos fenolics en el fetge estimula la secrecié d’enzims de la fase I,
que s’encarreguen d’eliminar potencials carcinogens. Justament, I'activacié d’aquests
enzims de la fase Il pot ser una de les causes de I'activitat anticarcinogenica atribuida a

alguns compostos fendlics ¥ i a altres fitoquimics % .



Un cop absorbits, els compostos fenolics sén metabolitzats. Per exemple, els aglicons de
flavonol sén sulfatats, metilats i/o glucuronidats abans de passar al torrent sanguini. La

) En un

sulfatacié es déna exclusivament en els compostos absorbits a I'intesti prim
estudi amb humans, després del consum de cacau amb epicatequina com a compost
fenolic majoritari, els metabolits més abundants detectats en sang foren els isomers de
4’-0O-metil-epicatequina-0-B-D-glucuronid, amb glucuronidacio en les posicions 3’, 5 7
—essent les dues ultimes les més comunes— 2.

En un apat amb aliments que contenen compostos fenolics, aquests i els seus metabolits
comencen a ser presents a la sang mitja hora després de la seva ingestid, i s’assoleix la
concentracid maxima entre una i dues hores, segons estudis realitzats en humans (77, 86)
Per exemple, en un estudi de Bugianesi i col-laboradors ©2) 13 concentracié maxima de
naringenina en sang després del consum de tomaquet va ser al cap de dues hores. En un
altre estudi, el consum de 250 g d’enciam fresc va comportar un increment significatiu a
les 3 hores de la concentracié d’acid cafeic en plasma (63 ug/L), acid p-cumaric (85 pg/L) i
quercetina (66 pg/L), mentre que a les 6 hores els nivells tornaven a ser els basals “).
Curiosament, aquest mateix estudi no va trobar increments significatius de cap compost
fenolic després del consum d’enciam conservat a atmosfera modificada. La concentracio
maxima de flavan-3-ols i els seus metabolits en plasma després del consum de te verd va

4 Després

ser assolida entre 1,6 i 2,3 hores, i es van deixar de detectar a les 24 hores
del consum de ceba, la concentracié maxima de flavonols i els seus metabolits va ser
entre 0,6 i 2,5 hores després de la ingesta i es va deixar de detectar la seva presencia
també al cap de 24 hores ),

La metabolomica ha posat de relleu la gran diversitat de compostos formats a partir de
I'absorcié i metabolisme dels compostos fenolics. Els estudis metabolomics permeten
establir el perfil de metabolits creat a partir de la ingesta de compostos fenolics i fer un
seguiment en el temps de la seva preséncia en el torrent circulatori o en orina & ¥/
Alguns estudis metabolomics han permés coneixer que, en alguns casos, I'evolucié dels
metabolits formats coincideix clarament amb [l'activacié o la potenciacié de
determinades activitats biologiques, podent relacionar aixi el consum de compostos

N7 T . . 1
fenolics amb respostes bioldgiques beneficioses per a la salut %%,

Efectes sobre la salut

Alguns estudis epidemiologics han posat de relleu que les dietes riques en verdures,
hortalisses i fruites redueixen el risc de patir determinades malalties, especialment
malalties cardiovasculars i cancer %Y. Vitamines, minerals, fibra, compostos fenolics i



altres compostos fitoquimics presents en els aliments vegetals han estat assenyalats des
de fa temps com a responsables dels efectes beneficiosos per a la salut. Donada la
mescla heterogénia de compostos que es troben habitualment en els aliments vegetals,
és dificil establir mitjancant estudis epidemiologics quina és la contribucié d’un compost
o familia de compostos a l'activitat biologica mostrada pel consum d’un aliment en
concret %,

Ja al’any 1936 es va observar que una mescla de dues flavanones disminuia la fragilitat i
la permeabilitat dels capil-lars sanguinis en humans, i se li va proposar el nom de
vitamina P %, Més endavant, els flavonoides van deixar de ser considerats vitamines
pel fet que no es cenyien a la seva definicié. Pero no es fins als anys noranta del segle
passat que l'interés de la comunitat cientifica pels compostos fenolics va comencgar a
créixer exponencialment, a mesura que s’anaven publicant estudis sobre les nombroses
activitats biologiques exhibides pels compostos fenolics.

Nombrosos estudis realitzats in vitro, ex vivo, en humans i en animals han mostrat que
els compostos fenolics presenten activitat que els relaciona directament amb els

beneficis observats pel consum d’aliments vegetals * % 103105

. Els compostos fenolics
son antioxidants, donadors d’hidrogen, segrestadors de radicals lliures i inhibidors de la
generacié d’aquests; tenen activitat anticarcinogénica, actuant com a agents
bloquejadors de la proliferacié i d’agents supressors de tumors; son inhibidors

enzimatics i tenen capacitat per unir-se especificament amb receptors cel-lulars %> 1%

Les propietats redox dels compostos fenolics els permet actuar com a donadors

197) "Els radicals lliures, i

d’hidrogen, agents reductors i segrestadors de radicals lliures
especialment les especies d’oxigen reactiu —ROS—, provoquen estres oxidatiu que pot
desembocar en danys a les membranes cel-lulars, als teixits i al DNA. Aquests danys
fisiologics promouen processos patologics relacionats amb I'edat i amb determinades
malalties degeneratives, com sén les malalties cardiovasculars, neurodegeneratives i
diferents tipus de cancer. L'organisme huma disposa de mecanismes endogens de
defensa per anul-lar I'activitat de les ROS, tot i que en molts casos hi intervenen factors
externs que contribueixen a aportar i generar ROS en excés —tabaquisme, dieta rica en
greixos poliinsaturats, pol-lucid, radiacié UV, processos inflamatoris, etc.—. Per aquest
motiu, pot ser necessaria |'aportacié d’antioxidants de la dieta per complementar els
mecanismes endogens de defensa enfront als radicals lliures. Les vitamines A, C, i E i els
carotenoides sén components procedents de la dieta amb activitat antioxidant

contrastada en nombrosos estudis, que es suma a la dels compostos fenolics.



Els flavonoides sén compostos antioxidants reconeguts. La seva activitat antioxidant es
deu a la seva estructura i es veu especialment potenciada per la presencia d’'un doble
enllag entre els carbonis 2 i 3 —flavonols i flavones—, per la presencia de dos grups
hidroxil a I'anell B —és a dir, un grup catecol- i per la preséncia d’un grup hidroxil en la
posicié 3 1. Seyoum i col-laboradors % van determinar que el primer electré en ser
perdut per la morina —flavonol amb grups hidroxils en les posicions 2’ i 4’— en ser oxidada
provenia del grup hidroxil en posicié 3. La preséncia de grups hidroxil en altres posicions
també potencia, en menor mesura, la capacitat antioxidant dels flavonoides (207,
L’activitat antioxidant dels acids fenolics també ve determinada pel nombre de grups
hidroxil presents en I'estructura; els que en presenten dos o més sén els antioxidants
més potents. Per exemple, un flavonoide amb dos grups hidroxil en el seu anell B pot
suprimir almenys dos radicals lliures, amb un primer pas d’oxidacid a radical aroxil

—aroxyl- i un segon d’oxidacié a quinona, una estructura estable 1% ( ).

OH o) 0
OH OH o
HO O HO O o HO O
OH ( \-, mOH ( : \QEJ\OH
OH R® RH OH R’ RH OH

Exemple del segrest de radicals lliures per part de la catequina, amb potencial redox —E,—
0,57 —adaptat de Pietta i col-laboradors 107_ R, radical lliure.

(199 s fruits rics en antocianines van resultar

En I'estudi de Proteggente i col-laboradors
ser els que presentaren més capacitat antioxidant, seguit dels aliments rics en
flavanones, flavonols i acids hidroxicinamics. De totes maneres, els valors de capacitat
antioxidant in vitro estan fortament lligats al tipus de meétode utilitzat per a la seva
mesura i no reprodueixen fidelment les condicions reals in vivo (110}

Els compostos fenolics protegeixen I'organisme de les ROS a diferents nivells: inhibeixen
alguns enzims responsables de la seva formacid —xantina oxidasa i proteina cinasa C,
entre d’altres—, actuen com a agents quelants de metalls necessaris per a la seva

107 " S’ha proposat I'Gs de suplements

formacié i també anul-len ROS ja formades
dietetics rics en un o més compostos fenolics o d'altres antioxidants naturals per
aprofitar les seves propietats antioxidants. No obstant, la utilitzaci6 d’aquests

suplements ha resultat ser contraproduent, donat que alguns antioxidants poden



presentar activitat prooxidant i ser potencialment cancerigens quan sén subministrats a
dosis altes i sota determinades condicions “**. Avui dia es té la certesa que els efectes
beneficiosos dels compostos fenolics estan condicionats a una dieta rica en diferents
antioxidants, lluny de ser atribuibles a un compost en concret. Per a que els beneficis
exhibits a la salut siguin efectius, és necessaria la preséncia d’'una mescla rica i variada de
compostos fenolics i altres antioxidants —com vitamines i carotenoides— en la dieta, que
exerceixin entre ells un efecte sinérgic (16, 112)

Malgrat tot, I'activitat antioxidant com a mecanisme directe per a I'efecte saludable dels
compostos fenolics i altres fitoquimics és actualment motiu de controvéersia. Malgrat que
les ROS sén considerades oncogeniques, també son necessaries per produir danys i

(113) Ep aquest sentit, el codescobridor de

induir apoptosi a cel-lules cancerigenes
I'estructura en doble hélix del DNA i premi nobel James D. Watson ha apuntat
recentment que els antioxidants poden interferir en aquesta "vessant" anticancerigena
de les ROS, resultant aixi contraproduents en la prevencié o en la cura de certs tipus de
cancer 14

Més enlla de [l'activitat antioxidant, estudis recents destaquen cada cop més la
importancia de les interaccions entre compostos fenolics i els seus metabolits amb
proteines involucrades en processos de senyalitzacié i resposta cel-lulars. Per exemple,
I’epigal-locatequina gal-lat inhibeix la ruta de senyalitzacid del factor nuclear kKB —NF-kB—,
un factor de transcripcié que esta involucrat en la génesi de diverses patologies ***. La
quercetina i els flavan-3-ols de te suprimeixen |'activacié d’AP-1, un altre factor de
transcripcié que intervé en la regulacio del cicle cel-lular i que podria estar implicat en la

116 Feng i col-laboradors

proliferacié d’alguns tumors van trobar que l'acid 5-
cafeoilquinic inhibeix el factors de transcripcié NF-kB i AP-1, quan aquests estan induits
guimicament o per radiacié UV, i també que activa els enzims GST i NADPH quinona
oxidoreductasa; ambdds sén eliminadors de toxines de la fase Il i poden prevenir la
proliferacié de tumors. També s’ha observat que diversos compostos fenolics —entre ells
la catequina, I'epigal-locatequina gal-lat, la quercetina i I'acid 5-cafeoilquinic— activen
algunes MAP cinases, factors de transcripcié que intervenen i regulen nombrosos
processos i que poden evitar I'aparicié d’alguns processos patologics cancerosos i

coronaris #7119

. D’altra banda, I'estructura molecular d’algunes isoflavones els fa ser
analegs d’hormones estrogeniques —fitoestrogens—. Poden bloquejar I'ovulacié en
animals herbivors i en humans pot reduir la incidéncia de cancer de prostata i de mama
degut a la seva activitat estradiol "* *??, tot i que, alguns estudis conclouen que poden
produir efectes adversos per interferir en la regulacié hormonal —bloquejar els receptors

B d'estrogen— 12121



1.5 Usos en la industria alimentaria i noves
aplicacions

Propietats organoléptiques

Molts aliments deuen el seu gust amarg, picant o astringent a la preséncia de compostos
fenolics. Les capsaicines del bitxo —chili- sén picants i els neohesperidosids de flavanona
confereixen amargor als citrics, aixi com |'oleuropeina a les olives no processades i el
xantumol —flavonoide prenilat- al llipol —i el seu derivat isoxantumol a la cervesa— %?

( )-

El gust astringent de moltes fruites és conseqliéncia dels tanins hidrolitzables —derivats
d’acid gal-lic- i/o dels tanins condensats —proantocianidines—. Per exemple, els
el-lagitanins aporten astringéncia a les maduixes, a les méres i a les magranes, mentre

que les proantocianidines als caquis, als préssecs, a les pomes i al raim 2.

OH OH
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Exemples de compostos fenolics amb propietats gustatives: (a) capsaicina; (b)
hesperetina-7-O-neohesperidosid —flavanona—; (c) oleuropeina; (d) xantumol —flavonoide
prenilat—; (e) sanguiina H-10 —el-lagitanni-; (f) procianidina B1 —flavan-3-ol-.



Les procianidines tenen un efecte marcadament astringent, degut a la seva capacitat

(122)

d’interaccionar amb les proteines salivars i precipitar-les . Aquest fenomen és

especialment important durant la degustaci6 del vi %

. Els graus de polimeritzacio i la
preséncia d’acid gal-lic a I'estructura de les procianidines influeixen en la percepcié de
'astringéncia, tot i que no hi ha un consens en la seva determinacié “??*. Segons Sun i

col-laboradors %%

, 'amargor i 'astringencia que produeixen les procianidines del vi son
directament proporcionals a la seva concentracié i al pes molecular —per tant, al grau de

polimeritzacié-.

Propietats colorants

El color és un parametre que influeix en gran mesura a la percepcié i acceptabilitat d'un
aliment. Les antocianines sén les responsables dels tons blaus, vermells i violacis de
molts fruits, i poden ser utilitzades com a colorants —E-163— “%*. Al llarg de I'envelliment
del vi, les procianidines formen complexes estables amb les antocianines, generant aixi

nous colors i reduint I'astringéncia deguda a les procianidines lliures 67),

Propietats antioxidants

No hi ha dubte que les propietats antioxidants dels compostos fenolics son
tecnologicament Utils per a I'elaboracié d’aliments 2% El seu Us pot ser especialment
interessant tenint en compte la visié cada cop més negativa dels consumidors envers als
antioxidants sintetics *??. En aquest sentit, s’han realitzat nombrosos treballs per avaluar
I'efecte de I'addicidé d’extractes rics en compostos fenolics cap a la qualitat i vida atil de
productes carnis ( ).

Llum, temperatura, pH i la concentracié d'oxigen, ions metal:lics, enzims i sucres son els
factors més rellevants que afecten I'estabilitat dels compostos fenolics d'un aliment i la
seva capacitat antioxidant *> 2*¥. També pot influir I'estat fisic de la matriu, ja que les
reaccions enzimatiques i d'oxidacid estan afavorides en solucid. Aixi doncs, es pot
preveure que en aliments amb baixa activitat d'aigua —a,,— la degradacié dels compostos

(132)

fenolics és més lenta i la capacitat antioxidant més estable al llarg del temps . Hurst i

col-laboradors **?

, van observar que els nivells de flavan-3-ols i I'activitat antioxidant de
la xocolata es manté estable almenys 2 anys en condicions ambientals, i que llavors de
cacau de més d’'un segle d’antiguitat encara preserven nivells alts de flavan-3-ols i

d’activitat antioxidant.



L'aplicaci6 de temperatures altes pot alterar significativament [Iestabilitat dels
compostos fenolics i, per tant, la seva capacitat antioxidant. Per exemple, segons

Davidov-Pardo i col-laboradors 3%

, els tractaments termics utilitzats habitualment en la
industria alimentaria afecten el perfil de compostos fenolics i I'activitat antioxidant dels
extractes de llavor de raim, rics en procianidines. Les procianidines amb acid gal-lic
esterificat resultaren ser els compostos més sensibles a la temperatura. No obstant,

aquests autors també conclouen que aquests canvis no es poden relacionar directament

Extractes rics en compostos fenolics utilitzats com a antioxidants en aliments carnis

Origen extractes Productes carnis Refs.
Beta vulgaris —remolatxa— Hamburguesa de porc (135)
Borago officinalis —borratja— Embotit sec curat* (136)
Camellia sinensis —flavan-3-ols de te— Carns i peixos crus refrigerats (237)
Salsitxa de porc* (138)
Citrus sp. —subproductes de citrics— Salsitxa de Bolonya (139, 140)
Carn de cabra (141)
Citrus x limon —albedo cru de llimona- Hamburguesa de vedella (242)
Coffea sp. —flavan-3-ols de cafe— Salsitxa de porc* (138)
Epilobium angustifolium —epilobi— Hamburguesa de porc (139)
Malus domestica —poma- Salsitxa de porc (243)
Melissa officinalis —tarongina— Salsitxa de Bolonya* (244)
Olea europaea —fulla d’olivera— Salsitxa de porc (245)
Origanum vulgare —orenga— Salsitxa de Bolonya (240)
Hamburgueses de vedella i porc (246)
Punica granatum —llavor i pela de magrana—  Carn de cabra (141)
Rosmarinus officinalis —romani- Salsitxa de Bolonya (240)
Hamburgueses de vedella i porc (246)
Rubus chamaemorus —maéra vermella— Hamburguesa de porc (239)
(147)

Solanum tuberosum —pela de patata—
Theobroma cacao —fulles de cacau-
Thymus vulgaris —farigola—

Vitis vinifera —llavor de raim—

Carn de xai irradiada

Carn de pollastre

Salsitxa de Bolonya

Carns crues/cuites a 4°C/-18°C

Hamburgueses de vedella i porc

(148)
(139)
(149)

(146)

*Productes carnis enriquits amb PUFA o amb el greix saturat substituit parcialment.



amb la intensitat del tractament térmic. En canvi, en un estudi similar de Chamorro i

col-laboradors **?

, el contingut total de polifenols i tanins, el perfil de compostos fenolics
i I'activitat antioxidant d’extractes de llavor de raim no es van veure afectats en
tractarlos en un forn a 100 °C durant una hora. A més a més, en tractar els extractes a la
mateixa temperatura i durant el mateix temps en un autoclau es va produir una

degradacié intensa dels compostos fenolics, pero I'activitat antioxidant es va mantenir.

Funcionalitat en productes carnis

Un altre motiu per afegir extractes rics en compostos fenolics als aliments, a banda dels
motius tecnologics, és I'aprofitament de les seves propietats beneficioses per a la salut.
Com s’ha comentat anteriorment, alguns dels beneficis derivats d’'una dieta elevada en
compostos fenolics han estat contrastats amb estudis epidemiologics i se n’atribueixen
un bon nombre més. Els aliments —o ingredients— funcionals es defineixen com a aquells
aliments que a part de posseir propietats nutricionals també s’utilitzen per prevenir o
tractar algunes disfuncions o malalties %>

La carn i els productes carnis son una bona font nutricional de vitamines i aminoacids
essencials i no essencials, entre d’altres. No obstant, també contenen elements que en
determinades circumstancies i en proporcions inapropiades tenen un efecte negatiu per
a la salut humana. La industria alimentaria ha d’oferir productes carnis el més saludables
possibles. En aquest sentit, les estratégies 1+D de les empreses carnies cada cop estan
més enfocades a desenvolupar productes amb menys greix, colesterol i sal, al mateix
temps que s’evita I'addicid i I'aparicid de substancies potencialment toxiques durant el
processat i emmagatzematge %

La modificacié del perfil nutricional de la carcassa i la reformulacié dels ingredients sén
dues opcions per millorar el perfil nutricional dels productes carnis. En el primer cas, és
possible disposar de carn amb el perfil de greix menys saturat que el convencional a
través de canvis en I'alimentacid del bestiar o de la seleccié genética, principalment. Pel
que fa a la reformulacid, es poden seguir diferents estrategies per disminuir 'aportacié
de greix saturat, colesterol, sal, nitrits i nitrats. Per exemple, es pot substituir part del
greix animal per greix més insaturat i sense colesterol d’origen vegetal o animal
—principalment de peix—, o bé per fibres d’origen vegetal amb propietats organoleptiques
similars al greix %% 2.

Dins la reformulacié dels productes carnis, una estratégia cada cop més emprada és la
utilitzacié d’ingredients funcionals. S’han descrit ingredients d’origens molt diversos amb
activitat funcional, des de bacteris de I'acid lactic fins a sucres i péptids. Obviament,



també es té en consideracio I'Gs d’extractes rics en compostos fenolics com a ingredients
(151)

funcionals ">~

Les interaccions flavonoid-proteina poden ser un repte per a I'is de compostos fenolics
en productes carnis. Es sap que els compostos fenolics s'uneixen mitjancant interaccions
no covalents a certs dominis proteics, principalment aquells que contenen prolina, tot i
que els productes de l'oxidacié dels compostos fenolics també poden unir-se
covalentment a residus d'aminoacids nucleofilics o oxidables *?. Les interaccions poden
afectar a les propietats gustatives del producte —potenciar I'astringéncia degut a la
precipitacié dels complexes formats— o fins i tot a Il'absorcid i biodisponibilitat dels
compostos fenolics. Els estudis realitzats no coincideixen a confirmar o descartar aquest

(154, 155)

ultim extrem, ja que els seus resultats sén contradictoris . Per exemple, un estudi

realitzat en llet amb cacau conclogué que la preséncia de la llet, altament rica en
proteines, no influi en la biodisponibilitat de I'epicatequina del cacau **9.

Qualsevol mencié sobre la funcionalitat d’un producte alimentari en el seu etiquetatge es
troba estrictament regulada per la llei. Les exigéncies varien segons els estats, pero
tenen en comu que cal una autoritzacié oficial prévia per a la seva mencid i que
I’evidencia cientifica sobre les propietats funcionals de I'aliment ha d’estar fortament

contrastada *°7%9)

. A la Unidé Europea, les mencions o al-legacions poden ser de dos
tipus, les que fan referéncia a les propietats nutricionals d’un aliment —nutrition claims— i

les que es refereixen a I'efecte sobre la salut —health claims—.

A la Unié Europea, la legislacié ve marcada per la regulacié 1924/2006 '**”)

. Aquesta
regulacié exigeix que els productes amb al-legacions funcionals no han de superar la
quantitat recomenada —segons I'EFSA— de tots els nutrients potencialment perjudicials,
principalment alcohol, greix, sal i sucre. Si I'aliment supera la quantitat recomanada d’un
d’aquests nutrients, no es pot fer cap al-legacié funcional sobre la salut, i les mencions
sobre la nutricié es poden fer només si també s’explicita que I'aliment té el contingut
elevat del nutrient en excés. Si I'aliment supera els limits en més d’un dels nutrients
especificats, només els aliments que continguin la quantitat reduida en un d’aquests
nutrients —respecte a aliments equivalents— podran al-legar Unicament que tenen el
contingut baix en aquest nutrient. Per exemple, I'etiqueta d’un fuet baix en greix només
podra contenir l'al-legacié “baix en greix” malgrat contingui altres funcionalitats

nutricionals o sobre la salut, ja que es considera que s’excedeix en greix i sal.

L'aplicacié de la regulacid 1924/2006 comporta que els productes alimentaris que
pretenen al-legar beneficis funcionals, ja siguin nutricionals o sobre la salut, necessiten
una base cientifica solida que recolzi les al-legacions. L’article 5 de la regulacié especifica



que una porcidé normal del producte ha de ser suficient per proveir la quantitat de
nutrient necessaria per tenir I'efecte fisiologic o nutricional al-legat. D’aquest article se’n
desprenen dues dificultats:

i) Cal tenir una caracteritzacio completa dels compostos fenolics presents en el
producte alimentari que es vol al-legar, la seva estabilitat i quins sén els seus
nivells en una porcio6 llesta per al consum.

ii) Cal identificar els efectes nutricionals o fisiologics derivats del consum d’aquests
compostos fenolics i quines sén les dosis necessaries per obtenir el benefici.

Avui per avui hi ha una manca evident d’estudis realitzats entorn els dos punts. Convé

aplicar les metodologies més precises i modernes per a la caracteritzacio dels compostos

(160) £ necessari actualitzar les bases de dades de

(79, 80, 161) |
’

fenolics presents en els aliments

compostos fenolics en aliments —p. ex. Phenol-Explorer, USDA database— es

quals sovint es basen en treballs que han emprat metodologies analitiques que no han
tingut en compte la diversitat real de compostos fenolics presents a les mostres —p.ex.
hidrolisi prévia a I'analisi—. En el cas de productes carnis amb extractes vegetals, gairebé
la totalitat dels estudis realitzats no determinen |'estabilitat dels compostos fenolics ni
els seus continguts en el producte final, i es limiten a caracteritzar la seva activitat

antioxidant %2,

D’altra banda, pel que fa al segon punt, hi ha pocs estudis
epidemiologics que aconsegueixin identificar clarament els compostos o grup de
compostos responsables dels efectes fisiologics beneficiosos derivats del consum

d’aliments vegetals .

A la Unié Europea, un producte alimentari amb compostos fenolics —si reuneix els

requisits comentats més amunt— pot contenir dos tipus d’al-legacions nutricionals ** 2%

i)  Conté + nom(s) dels compostos fenolics —en anglés: Contains—.
ii) Contingut augmentat de + nom(s) dels compostos fenolics —en anglés:

Increased-. En aquest cas, I'augment de contingut respecte a productes similars
ha de ser almenys del 30 %.

. 1 . . s
Pel que fa a les al-legacions sobre la salut *®”, la gran majoria de les que sén proposades
a I’EFSA no tenen prou evidencia cientifica per complir amb les condicions exigides. Entre

les que si s’han acceptat, hi ha I'efecte antioxidant dels compostos fenolics de I'oli d’oliva

L (165)

sobre el colesterol LD , I'efecte beneficids dels flavan-3-ols del cacau sobre el flux

(166), el benefici del

(167 i el benefici

sanguini —manteniment de la vasodilatacié endoteli-depenent-
consum de nous per a la millora del funcionament dels vasos sanguinis
del consum de concentrat de tomaquet soluble en aigua —comercialitzat amb el nom



Fruitflow®— sobre la circulacié sanguinia “®®. Els dos ultims casos no especifica quins sén
els compostos responsables. Actualment, 'EFSA encara esta avaluant un gran nombre
d’al-legacions sobre la salut, pas previ per ser autoritzades o rebutjades per la Comissid
Europea. Es d’esperar que en un futur proxim, noves investigacions permetin I'acceptacié
de més al-legacions sobre la salut referents a |'efecte beneficidos del consum de
compostos fenolics.

1.6 Analisi de compostos fenolics en aliments

Diversitat de métodes

L'eleccid de la tecnica analitica depén basicament del tipus esperat de compostos
fenolics presents en la mostra, del tipus i especificitat dels resultats desitjats i,
inevitablement, de la disponibilitat d’equips. Les técniques de separacié son
particularment interessants per caracteritzar la diversitat de compostos presents en les
mostres, tot i que, les tecniques espectrofotométriques també han estat tradicionalment
molt populars per a la quantificacié de compostos fenolics 2.

Els métodes espectrofotometrics es basen en la formacié de complexes acolorits entre
families de compostos fenolics i certs reactius. El reactiu Folin-Ciocalteu —fosfomolibdat-
fosfotungstat— forma un complex de color blau en solucié alcalina, detectable a 760 nm,
en combinacié amb els compostos fenolics. S’utilitza per a la quantificacié dels fenols
totals, tot i que la presencia d’acid ascorbic i altres agents reductors interfereixen en els
resultats **°. Alguns treballs quantifiquen els flavonoides totals emprant alumini, el qual
s'uneix als grups carbonil i hidroxil dels flavonoides formant un complex rosat
quantificable a 510 nm "), Les multiples variants del métode de la vainil-lina —vanillin-
sén més especifiques, emprant-se per a la quantificacié de flavan-3-ols * i antocianines
) Els principals inconvenients de les técniques espectrofotométriques sén la manca de
validacio, els possibles interferents, la molt baixa especificitat i que no ofereixen dades
sobre compostos individuals. No obstant, la seva simplicitat, baix cost i el fet de generar
resultats facilment comparables amb estudis previs mantenen el seu Us ben vigent (160)
De totes maneres, la necessitat d’una caracteritzacié més especifica ha comportat el
desenvolupament d’'un gran nombre de meétodes analitics basats en técniques de
separacid. La millora de les técniques de separacié esta permetent cada cop més la



caracteritzacié de compostos més complexes, de més pes molecular, menys estables i

més minoritaris

. L'electroforesi capil-lar —CE- i la cromatografia en sén les més
remarcables. Les analisis CE de compostos fenolics solen utilitzar tampons fosfat o borat,
capil-lars de 50-100 um ID i voltatges de 10-30 kV. La deteccié UV-VIS és la més habitual
en CE, tot i que I'acoblament amb espectrometria de masses també és possible “*?. Els
avantatges de la CE sén la seva rapidesa, el baixissim Us de solvents, I'elevada resolucié i
els baixos limits de deteccié "

Les primeres tecniques cromatografiques emprades per a |’analisi de compostos fenolics
foren la cromatografia en paper i la cromatografia de capa fina -thin-layer
(105)

chromatography, TLC— . S’han descrit multiples metodes TLC i TLC a alta ressolucié
—HPTLC- per a I'analisi de compostos fenolics en vegetals, la majoria d’ells utilitzant silice
com a fase estacionaria *®?. Els principals avantatges de la TLC sén el requeriment de poc
volum de solvents organics, la senzillesa per a la preparaciéo de mostres i la capacitat de
processar moltes mostres en una sola seqléncia, el que fa aquesta técnica molt apta per
a screening \*”.

La cromatografia de gasos —GC- és una important técnica cromatografica també
utilitzada per a I'analisi de compostos fenolics. Ofereix una gran resolucid, sensibilitat i
selectivitat, especialment quan és acoblada amb espectrometria de masses ®?. No
obstant, els compostos fenolics han de ser modificats quimicament per a ser analitzables
per GC —derivatitzacid—, donat que la gran majoria no sén volatils en la seva conformacié
natural. Aixo fa les analisis més llargues, costoses i amb patrons de fragmentacio dificils

170, 171) "E|s primers treballs en GC utilitzaven deteccié amb ionitzacié de

d’interpretar
flama, tot i que actualment la més utilitzada és I'espectrometria de masses. La
derivatitzacid consisteix en convertir els grups hidroxil en éters o ésters, mitjancant
metilacio o trimetilsilacid. Les analisis GC solen emprar columnes no polars, separant els
analits amb programes de 30-90 minuts amb temperatures de fins a 300 °C 7,

La versatilitat de la HPLC per a I'analisi de compostos fenolics en matrius vegetals, pel
que fa a selectivitat, sensibilitat i fiabilitat, i la seva disponibilitat instrumental, fan que
esdevingui una téecnica idonia i la més utilitzada actualment per a la separacid i

1 1 172 N .
(13, 95, 160, 172) ponada la rellevancia de la HPLC en

caracteritzacié d’aquests compostos
aquesta tesi, aquest capitol de la introduccié descriu preferentment els procediments
més utilitzats per a la preparacié de mostres, analisi, deteccid i quantificacid de

compostos fenolics en metodes d’analisi HPLC.



Preparacio de les mostres

Els metodes d’analisi de compostos fenolics solen requerir multiples passos, tals com
assecat, homogeneitzacid, filtracié, extraccid, purificacié i concentracié. D’un bon

pretractament de les mostres en depenen la selectivitat, el limit de deteccio, la

13 sigui com sigui, la

(160),

repetibilitat, la reproductibilitat i la precisié del metode analitic
preparacid de les mostres ha de complir amb els seglients objectius basics

i) Aillament dels analits de la matriu primaria i dels compostos interferents que es
trobin presents a la mostra.

ii) Transferencia dels analits a una fase adequada per a la técnica analitica escollida.

jii) Concentraci6 suficient dels analits per permetre’n la seva determinacio.

La deshidratacid és un possible primer pas en el pretractament de les mostres. En alguns
casos, la deshidratacié o la liofilitzaci6 de la mostra ha comportat una pérdua dels

13) sj s’opta per no deshidratar-les, convé

compostos inicialment presents a la mostra
evitar I’accié enzimatica que degrada els compostos fenolics. Es necessari preservar les
mostres a temperatura baixa i evitar en la mesura del possible el contacte amb la llum i
I'oxigen. L'Us de solvents organics com a extractant —p.ex. metanol- o I'addicid
d’antioxidants —p.ex. acid ascorbic— també ajuden a minimitzar la degradacié dels
compostos ¥,

La diversitat estructural dels compostos fendlics presents a la naturalesa es veu reflectida
en I'ampli ventall de propietats fisico-quimiques que aquests posseeixen. Per exemple, la
polaritat dels compostos fenolics es veu molt afectada pels substituents presents en la
seva estructura. Els grups hidroxil i glicosid son altament hidrofils, mentre que els grups
metil i isopentil els hi confereixen hidrofobicitat ) Aixd, sumant-hi 'enorme varietat de
matrius que contenen compostos fenolics, fa que una sola técnica d’extraccié no pugui
ser bona per a tot tipus de mostres. Els metodes d’extraccié s’han d’adaptar al tipus de
matriu i al tipus de compostos que s’hi troben presents, i en general, s’ha d’arribar a un
compromis de condicions que extragui el maxim possible els compostos majoritaris o els

13 E| coeficient de particid oli en aigua —o/w— dels

més rellevants de la mostra
compostos fenolics varia de 6 x 10* a 1,5. Per aquest motiu, s’utilitzen solvents
relativament polars per a la seva extraccio, principalment metanol, etanol, acetona, dietil
eter i etil acetat. Per als acids fenodlics més polars, com els acids hidroxicinamics, cal una
mescla de solvent organic amb aigua per a la seva maxima extraccid. Altres factors que
poden influir en I'eficacia de I'extraccid sén el pH, la temperatura, la relacié de volums

entre mostra i solvent, i el temps d’extraccid (23)



A banda de la classica maceracid, s’han aplicat nombroses tecniques per millorar
I’extraccié. S’ha observat que la sonicacid amb ultrasons augmenta la penetracié del

solvent dins la matriu i per tant millora 'extraccié¢ > 7%

. Altres tecniques emprades,
gue requereixen equipament especialitzat, sdn 'extraccié a alta pressid, I'extraccié amb
fluid supercritic, I'extracci6 amb solvent accelerada —que combina altes pressions i
temperatures— i 'extraccié assistida per microones, entre d’altres 2.

Els extractes fets amb mostres vegetals solen contenir una mescla complexa de
compostos que poden interferir a I'analisi. Si és aixi, es poden eliminar mitjangant
I’extraccié en fase solida —SPE— o per fraccionament. Finalment, els extractes diluits en
excés es poden evaporar parcial o totalment, sota flux de nitrogen per evitar I'oxidacid,

per concentrar els analits i millorar-ne la seva deteccié.

L’enllag glicosidic dels compostos fenolics és facilment hidrolitzable en condicions acides.

Tradicionalment, la hidrolisi dels extractes s’ha utilitzat sistematicament per diversos

motius 7);

i) Reduir el nombre d’analits i fer la separacié cromatografica més facil.

ii) Permetre la quantificacid mitjangant un patrd, ja que no hi ha patré comercial
disponible per a molts glicosids.

iif) Comparacio del contingut en els aliments i la seva biodisponibilitat, considerant
gue anteriorment es creia que els flavonoides s’absorbien a I'intesti només en
forma d’aglico.

iv) Obtencié de resultats comparables amb els estudis realitzats préviament amb
hidrolisi.

S’han publicat molts treballs amb dades quantitatives on la metodologia s’ha basat en la

hidrolisi acida dels extractes “& 175178 1279

(180)

. Alguns treballs també han emprat enzims
condicions basiques per a la hidrolisi. No obstant, la hidrolisi provoca en bona
mesura la degradacié dels compostos fenolics, I'aparicid d’artefactes i no permet

coneixer la diversitat real de compostos presents en una mostra {170

Analisi HPLC

El caracter semi apolar dels compostos fenolics els fa adequats per a la separacié en
columnes de fase reversa —RP—-. Generalment s’utilitzen columnes C18 de 100 a 250 mm
de longitud i amb diametre intern de 2,1 a 4,6 mm. El sistema de fase mobil sol consistir
en un gradient que comenci per una fase predominantment aquosa i incrementant
gradualment la proporcié de solvent organic, habitualment metanol o acetonitril. La



retencié dels compostos en RP es basa en interaccions hidrofobiques i els compostos
més polars s’elueixen primer. Acidificant lleugerament la fase mobil s’aconsegueix
neutralitzar la carrega de molts compostos fenolics, que sén acids febles, i per tant

p (13, 105) (170)

augmentar la seva retencié en R Segons Harnly i col-laboradors , 'ordre

d’elucié dels compostos fenolics en RP segueix certes generalitzacions:

i) Primer elueixen els acids fenolics, els més polars.

ii) Lordre d’elucio segons I'estructura de I'aglicé és flavanona < flavonol < flavona.

jii) El temps de retencio és inferior com més grups hidroxil té la molécula, i superior
com més grups metoxi.

iv) Eltemps de retencio és inversament proporcional al grau de glicosilacio.

v) Lordre d’elucié segons el tipus de sucre és glucosids < pentosids (xilosids i
arabinosids) < ramnosids < glucuronids.

vi) L'ordre d’elucié segons la posicié del sucre és: 7-O-glicosids < 3-O-glicosids < 4’-
O-glicosids.

No obstant, existeixen nombroses excepcions i I'ordre d’elucié de les diverses families de
compostos es solapen en bona mesura. Per poder separar correctament les mescles
heterogenies de compostos fenolics presents en mostres vegetals convé utilitzar
gradients de fase mobil. L’elucié sol consistir en un sistema binari, amb una fase aquosa
polar acidificada amb acid acetic, formic o fosforic i un solvent organic menys polar,

principalment metanol o acetonitril, que també poden estar acidificats 4.

La mida de particula de les fases estacionaries utilitzades en HPLC es troba tipicament

) Amb la reduccié de la mida de particula

compresa entre els 3 i els 10 um
s’aconsegueix uniformitzar el flux de la fase mobil, reduir la distancia de difusié i per tant
augmentar la cinética de transferéncia de massa dins de la columna . Aixd té com a
resultat una millora en I'eficiencia de la columna pero també requereix un augment de la
pressid. L'any 2004 van sortir els primers equips comercials que permetien aplicar una
pressid superior als 500 bar, permetent I'is de columnes amb la mida de particula
inferior als 2 um. Aquesta nova tecnologia, denominada UHPLC —cromatografia liquida
de molt alta resolucié— ha permes des de llavors analisis amb millor resolucid i més
rapides que amb les columnes convencionals. Els limits de deteccidé i quantificacié en
UHPLC sén més baixos que en HPLC, ja que els pics generats amb resolucié més alta son
més estrets i alts, fet que permet detectar i quantificar compostos que a menys resolucié
serien indetectables. Amb UHPLC s’assoleixen valors de plats teorics superiors a 100.000,

mentre que en HPLC els valors es troben habitualment per sota 5.



La identificacid dels compostos fenolics presents en mostres vegetals pot arribar a ser
molt complexa, degut a la gran diversitat de compostos i formes isomeriques existents.
L’espectroscopia ultraviolat-visible —UV-VIS— i I'espectrometria de masses —MS— soén els
métodes predilectes per a la seva deteccié i quantificacié en analisis HPLC 7. La
informacid estructural que ofereixen, juntament amb el temps de retencié, permeten la
identificacio i la quantificacié dels compostos comparant la informacié obtinguda amb
patrons. No obstant, els patrons comercials de la majoria de compostos fenolics presents
a la naturalesa no existeixen; en aquests casos, la identificacié per HPLC-UV-VIS i HPLC-
MS no pot ser inequivoca i es considera provisional. La ressonancia magnética nuclear
—NMR-, per la seva banda, permet la caracteritzacid inequivoca dels compostos sense

necessitar de disposar dels patrons 72,

Deteccio UV-VIS

La naturalesa fenolica amb dobles enllagos confereix als compostos fenolics la propietat
d’absorbir la radiacié electromagnetica a longituds d’ona de I'espectre ultraviolat (UV,
15-400 nm) i del visible (VIS, 400-700 nm). Aquests compostos presenten espectres
d’absorcié UV-VIS caracteristics, amb la preséncia de dues bandes d’absorcio ( ,

). En flavonoides, es creu que la denominada banda Il (240-300 nm) prové de
I'anell A, mentre que la banda I (300-550 nm) de I'anell B 52,

Exemples tipics de bandes d’absorcié maximes —nm- per
. e (27,172)
a les diferents classes de compostos fenolics

Classe Banda ll Banda |
Acids hidroxibenzoics 235-305
Acids hidroxicinamics 227-245;

310-332
Flavonols 250-280 350-385
Flavan-3-ols 275-279
Calcones 240-260 365-390
Flavanones 275-295 310-330
Antocianines 265-275 465-560
Flavones 250-280 310-350

Isoflavones 245-275 310-330




La radiacié UV-VIS electromagnética absorbida provoca transicions electroniques que
poden ser quantificades pels detectors UV-VIS. Els detectors de barra de diodes —DAD,
PAD- acoblats a sistemes HPLC enregistren on-line i simultaniament I'absorcié produida
a tot el rang de I'espectre, permetent aixi I'obtencid dels espectres d’absorcié dels pics i
dels cromatogrames a qualsevol longitud d’ona, p. ex., al maxim especific per a cada
analit. Els espectres d’absorcié dels pics també permeten fer una analisi de la puresa
d’aquests.

Deteccio MS

L'espectrometria de masses ha esdevingut una eina molt atil per a la deteccié de
compostos fenolics en mostres complexes 13 Es mesura el valor massa/carrega —-m/z—
dels compostos ionitzats i dels seus fragments, donant una informacié valuosa sobre el
pes molecular i Iestructura molecular dels compostos ¥ Tots els tipus
d’espectrometres de masses es basen en la dinamica de les particules carregades en

(185)

camps electrics i magnetics en condicions de buit A grans trets, dins un

espectrometre de masses, les mostres passen per quatre processos diferenciats:

i) Introduccié de la mostra. Els espectrometres de masses poden funcionar off-line,

mitjangant la introduccié directa de la mostra —infusié—, o bé acoblats on-line a
un sistema cromatografic -GC o HPLC- on els analits de la mostra han estat

préviament separats "%,

ii) Transferencia de fase liguida a gasosa mitjancant la font de ionitzacié. En

sistemes acoblats a HPLC —HPLC-MS—, els analits passen d’estar en solucié en una
mostral liquida i a pressié atmosferica a estar ionitzats i en estat gasés en
condicions de buit. També denominades interfase, les fonts de ionitzacié més
recomanades per a I'analisi de compostos fenolics son les que produeixen una
ionitzacié suau dels analits, permetent aixi la seva analisi sense alterar-ne
I'estructura %),
La font de ionitzacié més utilitzada és la ionitzacié per electroesprai —ESI-" (

), on la mostra en solucid es fa passar per un capil-lar —eléctrode— que esta
sotmés a una diferéncia de potencial d’1 a 5 KV respecte un segon capil-lar




Con de Con
mostra d'extracci6  Con hexapol RF

Analitzador
de masses
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Esquema d’una font d’ionitzacid electroesprai —ESI-. Adaptat de Allwood i Goodacre,
2010 "%,

—eléctrode auxiliar, counter electrode—. Els ions de la mostra sén conduits per
efecte del camp eléctric fins a I'extrem del capil-lar, on la mostra liquida forma
I'anomenat “con de Taylor”. Els ions, tots carregats amb la mateixa polaritat,
s’acumulen a la superficie de la mostra liquida fins que la forca de repulsié és
més gran que la tensio superficial del liquid, moment en qué multitud de petites
gotetes —aprox. 1 um-— altament carregades amb ions surten emeses en forma
d’aerosol o esprai. Molts aparells comercials utilitzen un flux coaxial de nitrogen
per millorar la formacié de I'esprai —gas de nebulitzacié— quan es treballa amb
fluxos alts de mostra liquida. L’esprai és conduit mitjancant el camp eléctric cap
el segon capil-lar que esta al buit. Una cortina de gas que escombra les molécules
neutres i I'angle en que estan disposats els electrodes permeten que només
entrin les molécules carregades que estan sent arrossegades pel camp eléectric.
Un cop dins el segon eléctrode o capil-lar, les gotetes perden volum per
desintegracio i desolvatacid, fins que finalment els analits queden ionitzats en
fase gasosa. El segon capil-lar es pot escalfar eventualment per facilitar
I’evaporacié del solvent 7,

Una altra interfase molt comuna en sistemes HPLC-MS és la ionitzacié quimica a
pressié atmosferica —APCl-. En aquest cas, la transferéncia a fase gasosa es fa a
través d’un tub de vidre a alta temperatura (350-500 °C) amb flux elevat de
nitrogen, on es produeix una vaporitzacié explosiva. Una agulla amb alt voltatge
—corona de descarrega— provoca la ionitzacié de les molécules de solvent
vaporitzades i dels analits. L’alta temperatura aplicada a I'APCI és un

inconvenient per preservar intacta I'estructura dels compostos fenolics (185)



iii)

La desorcié-ionitzacido amb laser assistit per matriu —MALDI- és una tecnica de
ionitzacié suau per a espectrometres de masses no acoblats a HPLC —off-line—.
Les mostres, que poden haver estat fraccionades préviament per HPLC, es
munten en una matriu cristal-lina i son irradiades amb laser per vaporitzar i
ionitzar els analits. La matriu cristal-lina afavoreix la vaporitzacio i la ionitzacio al
mateix temps que protegeix els analits de I'accid directa del laser. El laser s’aplica

a rafegues individuals, per tant, no és apte per a una entrada continua de mostra
(185)

Les fonts de ionitzacid poden treballar en mode positiu o negatiu, segons la
polaritat del voltatge aplicat. Els compostos fenolics es desprotonen facilment en
mode negatiu, obtenint aixi el i6 pseudomolecular [M-H]". Amb els modes de
ionitzacié positius els compostos fenolics formen facilment adductes amb els
cations presents a la mostra o a la fase mobil, per exemple, amb sodi
—[M+Na+H]*-. En general, es prefereix el mode de ionitzacié negativa, ja que el
senyal obtingut sol ser millor degut a I'acidesa dels protons fenolics .

En sistemes HPLC-MS convé utilitzar fases mobils amb components volatils, per
tal de no interferir en la ionitzacié dels analits. Per exemple, I’Us d’acid formic per
acidificar la fase mobil és adequat degut a la seva elevada volatilitat, mentre que

I'ts de tampons afecta severament la intensitat de la senyal 2.

Recorregut pels analitzadors de masses. Els analits, després de ser transferits a

fase gasosa i ionitzats, sén determinats segons la seva relaci6 massa-carrega
—-m/z— en els analitzadors de masses. Els tipus d’analitzadors més freqlents en
I"analisi de compostos fenolics son els quadrupols —Q-, les trampes ioniques —IT—
i els temps de vol —-TOF- %),

Els quadrupols funcionen com a “filtres de massa”. Utilitzen combinacions de
corrent continu —-DC, direct current— i corrent altern —AC, alternating current—
aplicats en quatre barres d’electrodes paral-leles per barrar el pas dels ions
—filtrar-los— o escanejar-los en funcié de la seva m/z. Segons el tipus de corrent
aplicat, els ions dins un cert rang de m/z passen a través del quadrupol descrivint
una trajectoria oscil-latoria. Els ions que estan fora del rang col-lideixen amb les
barres i sén eliminats de la trajectoria. Els instruments amb quadrupols més
habituals son els que en tenen un —quadrupol senzill, SQ- i els que en tenen tres
—triple quadrupols, TQ o QQQ-. Els SQ permeten obtenir espectres de masses
amb baixa resolucié perd sén els instruments MS més barats del mercat ).



Els TQ ( ) ofereixen informacidé estructural en funcid de com estan
configurats els tres quadrupols. ElI primer —Q1- i el tercer —Q3- quadrupols
funcionen com a filtres de masses mentre que el segon quadrupol —Q2- funciona
com a cel-la de col-lisié. En el mode Scan —-MS— ( ), el TQ funciona com a
SQ, és a dir, un quadrupol —Q1 o Q3- escaneja per obtenir I'espectre de masses
dins del rang m/z especificat, mentre que la cel-la de col-lisi6 —Q2- esta inactiva.
En un sistema HPLC-MS configurat en mode Scan s’obté informacié sobre el pes
molecular —valor m/z- dels analits eluits al llarg d’un cromatograma. En el mode
Product lon Scan ( ) —també anomenat Daughter lon Scan-, Q1 i Q3
actuen com a filtres de masses, treballant aixi en “tandem” -MS? 0 MS/MS—. En
aquest cas, Q1 selecciona els ions d’una determinada m/z —parent ion- que
passen a Q2, on sén fragmentats per col-lisi6 amb un gas inert, normalment un
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Exemple esquematic de la deteccié de tres compostos que coelueixen —A, B, C— en un
triple quadrupol: (a) analisi MS en mode scan, amb el rang de m/z que permet el pas de
A, Bi C; (b) analisi MS® en mode Product ion scan —daughter ions scan— especific per a
la m/z de A; (c) exemples d’espectres de masses obtinguts amb els dos modes
anteriors.



iv)

gas noble. Els productes de la fragmentacié —daughter ions— passen a Q3 que
escaneja per obtenir I'espectre de fragmentacié. En un sistema HPLC-MS?
configurat en mode Product lon Scan s’obté la informacio estructural —valor m/z
dels fragments produits— dels compostos definits préviament 62

La selectivitat de |'espectrometre de masses TQ és especialment uatil per
guantificar compostos en mostres vegetals complexes, de diferent pes molecular
i que coelueixen. En la configuracié Multiple Reaction Monitoring —-MRM-, Q1
selecciona el valor m/z del compost a quantificar, Q2 fragmenta el compost i Q3
filtra els fragments seleccionant els d’un valor m/z caracteristic del compost. La
senyal originada en mode MRM és una transicid "i6 pare - 6 fill" altament
selectiva per al compost determinat, permetent aixi la seva quantificacid evitant
en bona mesura possibles interferents 4%,

La trampa ionica —IT— és un quadrupol modificat que permet retenir els ions de
my/z seleccionada dins una trajectoria estable. Aleshores els ions es fragmenten i
s’analitzen dins el mateix analitzador de masses, és a dir, el primer i el segon
experiments MS estan separats pel temps, i no per I'espai com en un TQ, i només
cal un analitzador de masses per fer multiples experiments MS -MS"-,
permetent aixi successives fragmentacions i analisi dels fragments produits “¢2.
Els analitzadors de masses tipus TOF estan acoblats habitualment a fonts de
ionitzaci6 MALDI —MALDI-TOF-, ja que els dos permeten I'analisi de rangs amplis
de massa i treballen en discontinu. Els TOF acceleren els ions presents a la
mostra mitjancant un voltatge i els separen en funcié del temps que necessiten
per passar —“volar”— per un tub sense camp eléctric. La precisio dels valors m/z
dels TOF és d’uns 0,01 Da, superior a la dels espectrometres convencionals
—entorn 1 Da-. Aixi doncs, el TOF-MS és una eina atractiva per a la identificacié
de compostos fenolics en mostres vegetals complexes, tot i que requereix una
instrumentacié més complexa i cara %),

Deteccid. Els ions analitzats pels analitzadors de masses, en passar o col-lidir per
la superficie del detector, creen una senyal que és transmesa electricament per
crear els espectres de massa. Els detectors dels espectrometres de masses
tipicament han consistit en un multiplicador d’electrons, tot i que els equips
moderns solen contenir un detector tipus plat microcanal —microchannel plate,

MCP- unit a un convertidor temps-digital —time to digital converter, TDC— "%,



Altres métodes de deteccio

Els detectors de fluorescéncia —FL— i electroquimics —ED- aprofiten les propietats
fluorescents o electroquimiques, respectivament, de certs compostos fenolics per
detectar-los amb elevada selectivitat i sensibilitat. No obstant, el fet que només
determinats compostos fenolics presenten aquestes propietats, fa que les deteccions per
FL o ED es considerin alternatives i estiguin habitualment acompanyades per deteccio
UV-VIS o MS. Exemples de compostos amb propietats fluorescents i electroquimiques
son el resveratrol, I'acid gal-lic, la catequina i la quercetina {3

Les millores recents en la ressonancia magneética nuclear -NMR— han permes acoblar
optimament on-line aquesta tecnica a sistemes HPLC, sobretot després de solucionar la
baixa sensibilitat tradicional de la NMR que impedia la deteccié de compostos sortint
d’una columna cromatografica, i la supressié del solvent de la fase mobil. La NMR 1H i
13C ofereixen informacié estructural que permet acotar amb gran precisié la
identificacio dels compostos, tot i que actualment la seva sensibilitat continua per sota

d’altres sistemes de deteccié com UV-VIS i MS (%),

Quantificacio

La intensitat de senyal mesurada pels detectors al llarg d’una analisi HPLC dibuixa un
perfil denominat cromatograma, on els compostos eluits i detectats queden registrats en
forma de pic. La intensitat de senyal produida per un analit esta relacionada amb la
quantitat d’analit injectada, mitjangant I'expressio

Sana/it =KC

on C és la concentracid d’analit injectada, S és la intensitat de senyal —area del pic—i K és
el coeficient de resposta. No obstant, la intensitat total de senyal S depéen de la quantitat
d’analit present a la mostra —=S,..i— pero també de l'instrumental -S,—, és a dir, la senyal
basal produida en abséncia de I’analit. Per tant, les rectes de calibratge s’expressen

S= SO + Sanalft = SO +KC

El valor de K s’estima mitjancant el calibratge, és a dir, construint una recta de regressid
. (134)

amb una série de valors $ obtinguts amb quantitats conegudes de compost patrd
Per al calibratge convé utilitzar patrons purs i completament dissolts en un solvent que
en garanteixi la seva estabilitat. Es distingeixen diferents tipus de calibratge, en funcié
del procediment per crear-los:



i)

i)

Calibratge extern. La recta de calibratge s’obté mitjangant una serie d’injeccions,

en condicions cromatografiques idéntiques, de solucions de compostos patrd en
concentracié creixent. Aquest metode de calibratge no té en compte un possible
efecte matriu, és a dir, les desviacions produides a la intensitat de senyal
degudes a la presencia d’interferents a la matriu i no degudes propiament a la
concentracié d’analit. L'efecte matriu és particularment important en deteccié
per MS, ja que la ionitzacid dels analits es veu facilment alterada per la presencia

de certs components a la mostra 1389,

Calibratge en matriu —matrix-matched-. Es un tipus de calibratge extern on les

solucions de compostos patré també contenen matriu, és a dir, els patrons a
concentracié coneguda s’han afegit a mostres que no contenien analit. Aquest
tipus de calibratge implica disposar de mostres —matriu— que no continguin
I’analit a quantificar, per tant, no és adequat per a la quantificacié de compostos
que es troben de forma natural a les mostres. En analisi d’aliments s’utilitza
tipicament per a la quantificaci6 de drogues i pesticides. Aquest tipus de

calibratge té en compte un possible efecte matriu 2% %9,

Addicié de patré —standard additions—. Es util per tenir en compte I'efecte matriu

en mostres que contenen els analits de forma natural. Es fortifica una mostra a
diferents nivells, és a dir, a una mostra que conté una concentracié desconeguda
d'analit se li afegeix patré de I'analit a diferents concentracions conegudes.
S'obté I'expressidé S =S, + KC, on S, és el valor de senyal degut a I'efecte matriuia
la concentracié endogena de la mostra i C és la concentracié de patré afegida. El
valor absolut de € quan S = 0 correspon a la concentracié d'analit endogena a la

mostra (134 159

Calibratge intern. Requereix I'Us d’un patré intern —p.i.—, que ha de ser un

compost amb un comportament analitic similar als analits a quantificar i no ha
d’estar present a la mostra. Per a cada analit s’obté un factor de resposta, que
permet relacionar els valors senyal/concentracié obtinguts amb I'analit i amb el
patrd intern. Aixi, injectant les mostres amb una concentracié coneguda de patré
intern, es calcula la concentracié d’analit tenint en compte I'area obtinguda de
I'analit, 'area del patrd intern, la concentracié injectada de patrd intern i el
factor de resposta.

El patrd intern també es pot utilitzar per compensar les pérdues produides
durant el procés d’extraccid i analisi, afegint el patré intern a la mostra just abans



de I'extraccié. Aquest Us del patré intern és especialment indicat en analisis on la

preparacié de mostres sigui complexa o variable 3% 289

Validacio

Es important que les analisis quantitatives estiguin validades, és a dir, assegurar
numericament que els resultats quantitatius siguin fiables. Convé validar tot el métode
d’analisi, incloent la preparacié de les mostres, per a tot el rang de concentracions
present a les mostres i per a tots els tipus de matriu utilitzats. Diverses organitzacions
internacionals —ICH, IUPAC, ISO, FDA, etc.— han establert una série de parametres que
son emprats com a criteris de validacié, amb la finalitat d'homogeneitzar el seu Us. No
obstant, les definicions dels parametres o la manera de calcular-los pot variar d'una
organitzacio a l'altra. A continuacio es descriuen els parametres que son més utilitzats en

la validacié dels métodes cromatografics en I'analisi alimentaria 3% 299

i) Recta de calibratge. Es mesura la linearitat del calibratge mitjancant el coeficient

de correlaci6 —R*-. Una bona linearitat assegura una bona relacié entre la
concentracié d’analit present a la mostra i la senyal obtinguda.

ii) Limit de detecci®é —LOD-. Es la concentracié minima d’un analit que pot ser

detectada amb fiabilitat. En HPLC, la manera més corrent de mesurar-la és
multiplicant per tres el soroll de fons d’un cromatograma —intensitat de senyal
en abséencia de pic—. Es considera LOD la concentracié d’analit corresponent a un
pic tres vegades més alt que el soroll de fons extret d'un cromatograma
—senyal/soroll =3-.

jii) Limit_de quantificaci6 —LOQ-. Similar a I'anterior, perd en aquest cas és la

concentracié minima que pot ser quantificada amb fiabilitat. Per al seu calcul
s’utilitza s/n = 10. EI LOD i el LOQ son parametres de validacié instrumentals, ja
gue depenen de les aptituds dels equips instrumentals utilitzats.

iv) Exactitud —accuracy-. Es el grau d’aproximacié del valor mesurat respecte al

resultat real. Per al seu calcul s’utilitzen materials de referéncia, mostres
fortificades o comparacions interlaboratorials.

Sovint s’utilitza la recuperacidé -recovery— com a mesura de ['exactitud.
S’analitzen dues mostres, una fortificada i una sense fortificar. La recuperacio és
el percentatge d’analit afegit a la mostra fortificada que ha estat efectivament
quantificat amb el meétode. La recuperacié també permet calcular quines



v)

vi)

pérdues d’analit s’han produit durant el procés d’extraccié i analisi —si la

fortificacid es realitza abans de I'extraccié—. En metodes d’analisi amb calibratge
extern, convé aplicar un factor de recuperacié per tenir en compte aquestes

perdues en els resultats.

Precisié. Es el grau d’aproximacié entre diferents mesures efectuades a la
mateixa mostra. Es una mesura de les desviacions aleatories degudes al procés
analitic, sense tenir en compte si els valors s’aproximen o no als valors reals. La
precisid normalment s’expressa amb la desviacié estandard —SD- o el coeficient
de variacié —%RSD- d’una serie de repeticions analitiques. Per estimar la precisio
s’'utilitzen habitualment dos parametres, la repetibilitat -repeatability-,
mesurada amb analisis realitzades per un mateix operador, utilitzant el mateix
instrumental i al llarg d’'un mateix dia —intradia— o en dies diferents —interdia—, i
la reproductibilitat —reproducibility—, amb mesures realitzades en diferents

laboratoris per diferents operadors —validacié interlaboratorial-.

Robustesa —robustness—. Es la capacitat d’un métode per reproduir els mateixos
resultats en condicions analitiques diferents. Es calcula realitzant analisis
diferents modificant deliberadament alguns parametres, per tal d’identificar
aquells parametres que més poden influenciar els resultats obtinguts.

D’altra banda, convé controlar regularment que certs parametres instrumentals

funcionen correctament, especialment si s’observa que algun dels parametres de

validacié es desvia de la normalitat. En HPLC, les possibles fonts d’error instrumentals

son

i)

iii)

iv)

v)

oo (134),

Injector. Desviacions en el volum d’injeccid, que comporten una disminucié en la
precisid dels resultats.

Fase mobil. Desviacions en la composicié afecten el temps de retencié dels
analits. La fase mobil també és una possible font de contaminacio.

Flux de fase mobil. Poca estabilitat i variacions en la pressié afecten I'exactitud i

la precisio dels resultats.

Temperatura de la columna. La precisi6 pot veure’s afectada per la mala

estabilitat de la temperatura.

Columna. Un mal funcionament de la columna pot afectar drasticament
I'exactitud i la precisié dels resultats. L'eficacia separadora d’'una columna pot



mesurar-se mitjancant el valor de plats teorics —-N—, que pren un valor concret
per a cada analit. Una manera habitual de calcular N és mitjancant I'expressié

\ (RT)Z
=al—
W%

on a és la constant 5,54, RT el temps de retencié —min— i W% I'amplada del pic a
mitja altura. Desviacions de N, dels temps de retencio i/o de la simetria dels pics
poden ser indicadors del mal funcionament de la columna.

vi) Detector. Un mal funcionament del detector produeix problemes de sensibilitat i
soroll de fons, a part de problemes de precisié i exactitud en els resultats.

La injeccié d’una mostra consistent en només fase mobil —blanc— permet detectar alguns
dels problemes esmentats. El cromatograma resultant reflecteix la linia base, és a dir, la
intensitat de senyal produida pel pas de fase mobil pel detector i pel soroll instrumental.
L’Unic pic hauria de ser degut a la injeccid; la presencia de més pics significa la presencia
de contaminants a la fase mobil o a la columna o bé la retencié excessiva d’'un compost
en una analitica anterior. Els sistemes HPLC permeten controlar la linia base abans
d’injectar les mostres. En iniciar el flux, la linia base sol presentar una deriva que tarda
uns minuts en estabilitzar-se. Si la deriva de la linia base persisteix, reflecteix un
problema de pressié degut a un flux de fase mobil excessiu o a I'obturacié de la fase
estacionaria de la columna.



1.7

Objectius de la recerca i metodologia
emprada

Els objectius principals de la tesi sén els seglients:

i)

ii)

i)

Identificacié dels compostos fenodlics més rellevants, des d’un punt de vista
quantitatiu, en dues matrius vegetals distintes i incloent varietats de distribucio
limitada. Desenvolupament de nous métodes d’andlisi quantitatius per als
compostos fenolics identificats a cada una de les matrius, rapids, senzills i adients
per a estudis que requereixin un gran nombre de mostres.

Aplicacio d’un nou meétode de quantificacié de compostos fendlics en un estudi
global sobre I'efecte de les técniques agronomiques en la composicid nutricional
d’una aliment vegetal.

Identificacid dels compostos fenolics més rellevants en productes carnis elaborats
amb I'addicié d’extractes vegetals rics en compostos fendlics, i desenvolupament
d’un nou metode per a quantificar-los. Aplicacié del métode en un estudi sobre
I'impacte del procés d’elaboracio en la seva estabilitat.

Per a la consecucid de I'objectiu i) es van identificar dos aliments vegetals de reconegut

pes dins la dieta dels paisos mediterranis, com sén I'enciam i el tomaquet. Els dos

aliments representen dues matrius ben diferenciades, el primer com a hortalissa foliar i

el segon com a fruit carnds. Per a la identificacié dels compostos es van utilitzar les dades
cromatografiques obtingudes mitjancant sistemes HPLC-DAD i UHPLC-DAD-MS.

Es habitual que es requereixin grans quantitats de mostra per determinar I'efecte de

determinades condicions de cultiu, processat, etc. sobre la composicié nutricional

d’aliments vegetals. Aixi doncs, el metode d’analisi ideal per a estudis d’aquest tipus

hauria de contemplar el maxim possible els seglients punts:

Identificacid i quantificaci6 d’'un nombre de compostos significatiu i
representatiu del perfil real present en les mostres.

Rapid, senzill i eficag, capacg d’absorbir un nombre elevat de mostres en un temps
limitat.



e Estar adequadament validat.

Els nombrosos metodes d’analisi de compostos fenolics disponibles en la literatura
manquen en almenys un d’aquests punts. Crozier i col-laboradors ©, alerten de la falta
de dades exhaustives i fiables sobre el contingut fitoquimic d’aliments vegetals, que
limiten les conclusions que es poden extreure dels estudis epidemiologics. Aixi doncs, per
a lI'assoliment del segon objectiu, els tres punts esmentats es prengueren com a eix
troncal durant el desenvolupament dels nous métodes d’analisi, i suplementar aixi el buit
existent en la metodologia disponible. S'utilitzaren sistemes HPLC-DAD, una tecnologia
d’abast comu en laboratoris d’analisi d’aliments. Per a I'extraccié i analisi es va donar
prioritat a tecniques rapides i d’Us corrent en laboratoris d’analisi d’aliments. En aquesta
linia, es va descartar la deshidratacid i la liofilitzacié de les mostres, i es va incorporar |'Us
d’ultrasons per accelerar I'extraccié. Finalment, es va requerir una validacié dels métodes
per a confirmar-ne la fiabilitat del seu Us en estudis de composicié nutricional.

La consecuci6 de l'objectiu i) es detalla en els capitols segon i tercer de la present tesi, en
enciam i tomaquet respectivament. Les varietats utilitzades inclouen dues de cultiu
generalitzat —enciam Romaine i tomaquet Caramba— i dues d’ambit regional catala
—tomaquets Montserrat i Pera de Girona—. Les varietats de tomaquet s’escolliren amb la
finalitat d’aportar dades nutricionals inédites de tres varietats sobre les quals no es
disposava de coneixement previ pel que fa al perfil de compostos fenolics.

L'objectiu ii) s’engloba dins el projecte TRUEFOOD del sisé programa marc de la Comissié

74) "En aquest context, es va es va aplicar un nou

Europea -6" Framework Programme—
meétode d’analisi HPLC-DAD de compostos fenolics en un estudi sobre I'impacte de
tecniques fungicides ecologiques sobre la qualitat nutricional del tomaquet Belladonna.
En aquest estudi, la composicid nutricional de les mostres estigué representada pel seu
contingut de flavonoides, carotenoides, acid ascorbic i oligoelements. La consecucié del

segon objectiu es descriu en el capitol quart.

L’addicié d’extractes vegetals rics en compostos fenodlics en productes carnis obre un
ampli ventall de possibilitats i d’aplicacions, d’interés tecnologic i/o nutricional. L'Us de
compostos fenolics com a additius alimentaris comporta necessariament el coneixement
de I'estabilitat d’aquests compostos dins de I'aliment. La practica totalitat dels estudis
realitzats en aquest sentit es limiten a la determinacié de I’activitat antioxidant de les
mostres, i hi ha per tant una manca d’informacid pel que fa a I'estabilitat dels compostos
fenolics dins de matrius carnies. En aquest sentit, per a I'acompliment de I'objectiu iii),
s’utilitzaren dos embotits secs curats de consum generalitzat en I'ambit catala i espanyol:
el fuet i la llonganissa. D’altra banda, es van identificar tres extractes vegetals comercials



diferents amb molt elevat contingut fenolic i disponibles per al seu Us en la industria
alimentaria, dos d’ells de llavor de raim i un de cacau. La manufactura dels fuets i les
llonganisses utilitzats en I'estudi segui el procediment tradicional propi per a I'elaboracié
d’aquests dos embotits, llevat de I'Us dels extractes en la seva formulacid. La identificacié
dels compostos fenolics presents en les mostres, aixi com el meétode d’analisi i
guantificacié desenvolupat, es basa en les dades obtingudes mitjancant analisis UHPLC-
DAD-MS. Per a I'estimacié de I'estabilitat dels compostos, es consideraren tres moments
representatius de I'elaboracid i la vida util dels productes embotits curats: el moment
d’embotit —inici—, el final del procés de curacid —aproximadament un mes després de
I'embotit— i el final de la vida util —tres mesos després de I'embotit—. L'objectiu iii) es
troba detallat en el capitol cinqué d’aquesta tesi.



2.

Analysis of eleven phenolic
compounds including novel
p-coumaroyl derivatives in
lettuce —Lactuca sativa L.— by
UHPLC-PAD-MS

Transcripcio de I'article original publicat
a la revista Phytochemical Analysis,
numero 22 (2011), pags. 555-563.



2.1 Abstract

Lettuce is a widely consumed vegetable and a good source of phenolic
compounds. Several factors —genetic, agronomical and environmental-
can influence the lettuce composition; their effects are not completely
defined and more studies are needed on this topic.

The objective of this study is to develop an improved ultra-high-
performance liquid chromatography —UHPLC- method to quantify the
main target intact phenolic compounds in lettuce.

UHPLC identification of the compounds was supported by PAD spectra
and MS" analyses. Quantification was carried out by PAD, by creating
standard addition calibration curves at the specific wavelength for each
compound.

Sample pretreatment was simplified, with neither purification nor
hydrolysis steps. Chromatographic conditions were chosen to minimise
matrix interferences and to give a suitable separation of the major
phenolic compounds within 27 min. The method allowed the
guantification of 11 intact phenolic compounds in Romaine lettuces,
including phenolic acids —caffeoyl and p-coumaroyl esters— and
flavonoids —quercetin glycosides—. Four p-coumaroyl esters were
tentatively identified and quantified for the first time in lettuce.

The main intact phenolic compounds, including four novel p-coumaroyl!
esters, were simultaneously quantified in lettuce with optimal
performances and a reduced total time of analysis. These findings make
headway in the understanding of the lettuce phytochemicals with
potential nutritional relevance.



2.2 Introduction

Diet is an important factor to promote a good health status and it is widely accepted that
the consumption of vegetables reduces the risk of some chronic diseases, especially
those that cause an important burden in industrialised countries ). Vegetable food
products provide a significant souce of phenolic compounds, secondary plant
metabolites that have been shown to have beneficial effects on human health % 7.
Lettuce —Lactuca sativa L.— is a commonly consumed vegetable all over the world and a
good source of different classes of phenolic compounds, mainly belonging to the groups
of phenolic acids and flavonoids *** 2,

Several studies have shown that abundance of phenolic compounds in lettuce tissues can
be affected by genetic —variety—, agronomical —fertilisation, crop protection strategies,
etc.— and environmental factors 2. In order to evaluate the impact of these factors on
the nutritional quality of lettuce, suitable methods for routine analyses of the phenolic
profile are needed, paying special attention to their time and cost.

Extraction of phenolic compounds in lettuce samples has principally been performed
using methanol, often mixed with water, acetone and/or an organic acidifier “** 1%,
Sonication during extraction has been proved to be a good deal for its simplicity, low cost
and positive effects on extraction in vegetable samples "%, Several HPLC protocols

include an SPE purification of the crude extracts in order to reduce sample interferences
(193, 197)

Acid hydrolysis of glycosilated flavonoids and phenolic acid esters —naturally occurring in
vegetables— has been proposed to allow the evaluation of the phenolic composition in
lettuce samples, especially when simple UV detectors are used. After hydrolysis, caffeic
acid, cyanidin, quercetin, luteolin, myricetin, kaempferol and apigenin have been found
in lettuce sample extracts “* 2% Acid hydrolysis entails longer sample treatment and the
risk of artefact formation. Since the purpose of many studies is the characterisation of
the naturally occurring phenolic compounds —including glycosilated flavonoids and
phenolic acid esters—, analysis of intact phenolic compounds is considered adequate,

even if it requires the use of more sophisticated instrumentation, such as MS or NMR (156,
199)

Recent studies, focused on the quantification of intact compounds, have shown that
dicaffeoyltartaric acid —DiCaTA- and 5-caffeoylquinic acid -5-CaQA- are the main
phenolic compounds in lettuce. Other caffeic acid derivatives and glycosilated flavonoids
have also been found —caffeoyltartaric acid, CaTA; 3,5-dicaffeoylquinic acid, 3,5-DiCaQA,;



caffeoylmalic acid, CaMA; quercetin, kaempferol, luteolin and cyanidin derivatives—,

although some of them seem to be related to specific varieties *** 2% 2%0Even though

p-coumaric acid derivatives are common in vegetables (5. 14)

(93, 201)

only the non-conjugated
form has been characterised in lettuce samples

Currently, the introduction of ultra-high-performance liquid chromatography —UHPLC-
columns with porous particles smaller than 2 um provides reduced retention times
and/or improves dramatically the theoretical plate numbers —greater than 100000-,

compared with conventional HPLC &

. UHPLC has been successfully applied to
characterise the phytochemical profiles in several vegetable extracts ?°* ?°?. The aim of
this work was to develop an improved UHPLC-PAD method to quantify the main intact
phenolic compounds of lettuce. A minimal processing pretreatment of sample was
applied to reduce the total time of analysis, while compounds identification was

supported by MS".

2.3 Materials and methods

Reagents, solvents and standards

Ultra-pure water was obtained with a Milli-Q Advantage system of Millipore Iberica
—Madrid, Spain—. Methanol was HPLC-grade from J.T. Baker -Deventer, The
Netherlands—. Formic acid was purchased from Sigma-Aldrich —Madrid, Spain-.

Standards of 5-CaQA [CAS no. 327-97-9], p-coumaric acid [CAS no. 501-98-4] and
quercetin-3-O-rutinoside —-Q-Rut— [CAS no. 207671-50-9] were obtained from
Sigma-Aldrich —Madrid, Spain—; 1,3-dicaffeoylquinic acid -1,3-DiCaQA- [CAS no.
1182-34-9], CaTA [CAS no. 67879-58-7] and CaMA [CAS no. 39015-77-5] were obtained
from ChromaDex —Santa Ana, CA, USA-; quercetin-3-O-glucuronide —Q-Gluc— [CAS no.
22688-79-5] was obtained from TransMIT —GieRen, Germany—; and DiCaTA [CAS no.
6537-80-0] was obtained from PhytolLab —Vestenbergsgreuth, Germany-. All standards
were diluted in methanol HPLC-grade -J.T. Baker, Deventer, The Netherlands— (1000
pug/mL), and stored at -40°C in darkness.



Samples

Ten lettuce samples of Romaine variety —Lactuca sativa L. var. longifolia— were obtained
from an experimental field in Cabrils —Barcelona, Spain— in 2007. On the day of harvest,
outer leaves were discarded and samples were packed in aluminium bags under vacuum,
and stored at -80°C. Three additional commercial lettuces —Romaine variety— were
purchased in a grocery store and kept at -80°C. Samples were analysed within 6 months.

Extraction

Whole frozen lettuces were minced in a blender-mixer Blixer 3 —Robot Coupe, Isleworth,
UK- in the presence of carbon dioxide ice. Five grams of frozen sample were placed in a
centrifuge tube with 20 g of cold (4°C) methanol. Tubes were sonicated for 15 min at 0°C
in an ultrasonic bath —J.P. Selecta, Abrera, Spain— and centrifuged at 17400g for 10 min
at 4°C in a J2-MC centrifuge —Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA-. Aliquots of 4 g of
methanolic extract were evaporated to dryness with nitrogen, reconstituted with 1 mL of
mobile phase A —water 94.9%—methanol 5.0%—formic acid 0.1%, v/v/v— and filtered
through PTFE 0.2 um porosity filters —Teknokroma, Sant Cugat, Spain—.

UHPLC analysis

The UHPLC chromatographic system consisted of an Acquity UPLC® (Waters, Milford,
MA, USA), equipped with a photodiode array detector —-PAD-, an electrospray —ESI- as a
source of ionisation and a triple quadrupole mass spectrometer. The system was
controlled by MassLynx 4.1 software —Waters, Milford, MA, USA-. The chromatographic
separation was carried out with an HSS T3 100 x 2.1 mm i.d. column with 1.8 um particle
size —Waters, Milford, MA, USA-, kept at 35°C. A linear gradient elution was carried out
by varying the composition of mobile phase from initial 100% A —water 94.9%: methanol
5.0%:formic acid 0.1%, v/v/v—to 50% B —methanol 60.0%: water 39.9%:formic acid 0.1%,
v/v/v— at 30 min, with a flow-rate of 0.50 mL/min. Sample vials on the injector were
maintained at 4°C; the injected volume was 10 pL.

Electrospray was operated in the negative mode (ESI-); the source temperature was
fixed at 140°C, the capillary voltage was set at 2.5 kV and the desolvation temperature
was set at 350°C. The cone gas —nitrogen— flow-rate was 350 L/h. MS experiments were
carried out in “scan” mode, in order to obtain m/z values of molecular ions. MS?
experiments were performed in “daughter ions” mode, in order to obtain the
fragmentation patterns of pseudomolecular ions. MS® parameters for each target



compound were optimised by standards infusion, using the AutoTune software tool for
testing the optimal values of cone voltage and collision energy. The collision gas used
was argon, at 0.1 mL/min flow-rate. MS? experiments were carried out by increasing the
cone voltage up to 45V, to induce a first fragmentation in the cone. Selected daughter
ions were further fragmented, and their product ions —granddaughter ions— were
evaluated in the “daughter ions” mode.

Identification

Peaks obtained in UHPLC system were identified by comparing their retention times, UV
spectra, MS and MS" data with data obtained from pure commercial standards. When
peak data did not agree with available standards, bibliographic data was used for their
tentative identification.

Quantification

Calibration curves were created by spiking lettuce samples with different amounts of
standard compounds, in order to obtain a concentration range in agreement with the
levels observed in lettuce samples. Tentatively identified compounds —with no standard
available— were quantified as equivalents of the most similar compound, taking into
account their molecular weight. Peak areas were registered at 310 nm —p-coumaric acid
derivatives—, 330 nm —caffeic acid derivatives— and 350 nm —flavonols-.

Method validation

The number of theoretical plates —N- was calculated by injecting 100 ng of p-coumaric
acid, 5-CaQA, 1,3-DiCaQA, CaMA, CaTA, DiCaTA, Q-Gluc and Q-Rut. Limits of detection
—LOD- were calculated as the concentration corresponding to S/N of 3 on the basis of
the response of natural and spiked samples. Absolute recoveries were estimated by
comparing spiked sample and the response of external standard at the same
concentration. Accuracy was evaluated by analysing three spiked samples at two
different concentration levels and comparing the observed concentration with the
corresponding expected concentrations. Interday repeatability of the method was
estimated by analysing standards solution per triplicate in two different days.



2.4 Results and discussion

UHPLC-PAD-MS" identification

shows a typical chromatogram of a Romaine lettuce extract. Chromatographic
conditions were chosen to separate the main peaks within twenty-seven minutes. A
satisfactory resolution between the target phenolic compounds was observed, with a
number of theoretical plates ranging from 19000 —caffeoyltartaric acid— to 194000
—quercetin-3-O-rutinoside—. These results are better than those obtained with other
HPLC methods focused on phenolic compounds 9% 194 200 209 |nterferences of other
matrix components were minimised, even using a simplified extraction procedure.
Retention times, UV-vis spectra, MS” conditions and yielded ionic fragments of target
peaks are shown in

UV-vis spectra of the target compounds showed three spectrum typologies,
corresponding to three phenolic groups ¥’ 2% (i) flavonols, with two maximum bands at
A 254-256 and 352-354 nm -peaks 9 and 11-; (i) caffeic acid derivatives, with a
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Typical UHPLC-DAD chromatogram of lettuce extract recorded at A =330 nm.
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PAD spectra of peaks 7 and 8 —p-coumaroyl derivatives—.

maximum band at A 325-328 nm —peaks 1, 3, 5, 6 and 10—; and (iii) p-coumaric acid
derivatives, with a maximum at A 311-313 nm —peaks 2, 4 and 8-. Peak 7 showed a
merged spectrum between caffeic and p-coumaric acid derivatives, with a maximum at A
316 nm ( ).

On the basis of the identification parameters, peaks 1-11 were identified as shown in

. Molecular structures of the compounds are proposed in . Several
recurrent daughter ions produced in MS® experiments were useful to allocate the
candidate in a phenolic group and to define the structure of the parent ion ( ).
For instance, the daughter ion at m/z 191 T2 ([quinic acid — H]7), typical of esters with

d (208)

quinic aci , was found in peaks 3, 4 and 10.

Peaks 1, 3, 5, 6 and 9 were identified as CaTA, 5-CaQA, CaMA, DiCaTA and Q-gluc
—respectively—, on the basis of their concordance with retention time, UV-vis spectra and
MS? fragmentation of the pure standards.

Chromatographic, spectroscopic and spectrometric identification parameters of the main
peaks in crude extracts

Cone Collision MS Mms’
t £SD Amax voltage energy [M-H]” daughters*

Peak Compound (min) (nm) (V) (eV) (m/2) (m/z)
1 CaTA® 3,75+0,03 327 -25 15 311 179 (100 %)

149 (100 %)

2 CoTA 5,72+0,01 313 -30 15 295 163 (100 %)
149 (20 %)

5-CaQA’ 9,11+ 0,02 325 -30 15 353 191 (100 %)




Continued

4 5-CoQA 12,64 + 0,03 311 -25 17 337 191 (100 %)
173 (15 %)
163 (10 %)

5 CaMA® 13,04 + 0,03 328 -30 12 295 179 (20 %),
133 (100 %)
6 DiCaTA® 16,13 + 0,03 328 -30 12 473 311 (100 %)

293 (30 %)
179 (15 %)
149 (20 %)

7 CoCaTA 19,29 + 0,02 316 -30 15 457 311 (70 %)
295 (65 %)
277 (75 %)
179 (100 %)
163 (25 %)
149 (20 %)

8 DiCoTA 22,60 + 0,02 313 -30 12 441 295 (30 %)
277 (100 %)
203 (20 %)
163 (20 %)

9 Q-Gluc® 23,69+0,03 256,353 -30 20 477 301 (100 %)
273 (30 %)
245 (20 %)

10 3,5-DiCaQA 24,83 +0,03 328 -30 17 515 353 (100 %)
335 (10 %)
191 (20 %)
179 (15 %)
173 (10 %)

11 Q-MaGlu 26,21+0,03 255,354 -30 25 549 505 (50 %)
463 (15 %)
415 (20 %)
317 (20 %)
301 (100 %)

* Relative ion intensities within parentheses.

§ Identification supported by commercial standard.

Compounds: 1, caffeoyltartaric acid, caftaric acid; 2, p-coumaroyltartaric acid, coutaric acid; 3,
5-caffeoylquinic acid —-nomenclature according to IUPAC (13) —, chlorogenic acid; 4,
5-p-coumaroylquinic acid; 5, caffeoylmalic acid; 6, dicaffeoyltartaric acid, chicoric acid; 7,
p-coumaroylcaffeoyltartaric acid; 8, di-p-coumaroyltartaric acid; 9, quercetin-3-O-glucuronide; 10,

3,5-dicaffeoylquinic acid; 11, quercetin malonylglucoside.



Proposed molecular structures of the quantified compounds in lettuce extracts. Peaks

identification as in

Recurrent fragment ions yielded in MS" experiments

m/z Fragment ions

Compounds containing the fragment

119 [Coumaric acid — COOH]~

133 [Malic acid — H]™

135 [Caffeic acid — COOH]~

149 [Tartaric acid — H]~

163 [Coumaric acid — H]™

173 [Quinic acid — H20 — H]~

179 [Caffeic acid — H]~

191 [Quinic acid = H]~

277 [Coumaroyltartaric —H20 — H]~
293 [Caffeoyltartaric — H20 — H]~
295 [Coumaroyltartaric — H]~

301 [Quercetin — H]™

311 [Caffeoyltartaric — H]~

353 [Caffeoylquinic acid — H]~

463 [Quercetin glucoside — H]~

505 [Quercetin malonylglucoside — COOH]~

CoCaTA*, DiCoTA*

Cama®

CoCaTA*, 3,5-DiCaQA*

CaTA®, CoTA®, DiCaTA®, CoCaTA*®, DiCoTA*
CoTA®, 5-CoQA®, CoCaTA*®, DiCoTA*®
5-CoQA®, DiCaQA®

CaTA®, caMA®, DiCaTA®, 3,5-DiCaQA®, CoCaTA*®
5-CaQA®, 5-CoQA®, 3,5-DiCaQA*®

CoCaTA?®, DiCoTA®

DiCaTA®

CoCaTA?®, DiCoTA®

Q—Gluc§, Q-MaGlu®

DiCaTA®, CoCaTA®

3,5-DiCaQA®

Q-MaG lu®

Q-MaGIu§

* Obtained in MS’ experiments.
$in ms® experiments.



UV, MS, MS* and MS? data obtained for peak 10 allowed this peak to be tentatively
identified as 3,5-dicaffeoylquinic acid —3,5-DiCaQA- (207),with a MS°® base peak at m/z 191
for the MS* fragment yielded at m/z 353. Peak 11 was tentatively identified as quercetin
malonylglucoside —Q-MaGlu— by comparing obtained data with information found in

(195)

lettuce and other plant samples "% 2% peaks 2 and 4 were tentatively identified as

p-coumaroyltartaric acid -CoTA- and 5-p-coumaroylquinic acid —5-CoQA, respectively—,
by comparison with bibliographic data %% 29921,

No bibliographic information fit with the identification parameters of peaks 7 and 8.
Therefore a tentative identification was suggested on the basis of their UV—vis spectra,
molecular weight of parent ions and MS” fragmentation patterns. Peak 7 yielded MS?
fragment ions at m/z 179 ([caffeic acid — H]"), m/z 163 ([p-coumaric acid — H]") and m/z
149 ([tartaric acid — H]"), indicating the simultaneous presence of p-coumaric, caffeic and
tartaric acids in its molecule. Other MS® fragments seemed to confirm a
“p-coumaric-caffeic-tartaric” structure: ions at m/z 311 ([caffeoyltartaric — H]"), m/z 295
([p-coumaroyltartaric acid — H]") and m/z 277 ([p-coumaroyltartaric — H,0 — H]") (

). In order to clarify the structure, an MS® analysis of the fragments at m/z 311 and
m/z 295 was carried out. The MS> fragmentation of the daughter ion at m/z 311
([caffeoyltartaric — H]) produced ions at m/z 179 ([caffeic acid — H]"), m/z 149 ([tartaric
acid — H]") and m/z 135 ([caffeic acid — COOH]") ( ). On the other hand, the MS?
fragmentation of the daughter ion at m/z 295 ([p-coumaroyltartaric — H]') produced ions
at m/z- 163 ([p-coumaric acid — H]"), m/z 149 ([tartaric acid — H]") and m/z 119
([p-coumaric acid — COOH]") ( ). Therefore, peak 7 was tentatively identified as
p-coumaroylcaffeoyltartaric acid -CoCaTA-.

In a similar way, peak 8 produced MS* daughter ions at m/z 295 ([p-coumaroyltartaric
acid — H]"), m/z 277 ([p-coumaroyltartaric — H,0— H]") and m/z 163 ([p-coumaric acid —
H]') ( ). As described for CoCaTA, the MS® fragmentation of the daughter ion at
m/z 295 ([p-coumaroyltartaric — H]') yielded fragment ions at m/z 163 ([p-coumaric acid —
H]"), m/z 149 ([tartaric acid — H]") and m/z 119 ([p-coumaric acid — COOH]) ( ).
This information supported the putative identification of peak 8 as
di-p-coumaroyltartaric acid —DiCoTA-.

The order of elution of cinnamic acid derivatives reflected the highest polarity of the
caffeic acid moiety in comparison with p-coumaric —i.e. 5-CaQA < 5-CoQA; CaTA < CoTA;
DiCaTA < CoCaTA < DiCoTA-.



All the identified flavonoids were quercetin derivatives ( ); other flavonoids
previously reported in lettuce, such as kaempferol, luteolin and cyanidin glycosides %

199) \were not detected under our conditions.

Even though the presence of free p-coumaric acid in lettuce has been reported before
21 to the best of our knowledge this is the first time that p-coumaroyl derivatives have
been found in lettuce. Furthermore, the presence of CoCaTA and DiCoTA has not been
previously reported in vegetable tissues. Their occurrence in lettuce seems to indicate
that both p-coumaric and caffeic acids esters may play a role in the defense mechanisms
of this Compositae plant.
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MS® fragmentation pattern of peak 7 —-CoCaTA- with the proposed molecular structure

for this compound.
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Method validation

Standard addition calibration equations ( ) were optimised for each compound
and calibration was linear in the range of concentration considered —correlation
coefficients higher than 0.99 in all cases—. Mean accuracy values were comprised
between 89 and 111 %, whereas the limits of detection ranged from 100 to 800 ug/kg
fresh weight ( ). Interday repeatability was lower than 7 %, while absolute
recoveries ranged from 77 to 90 %.

Sample analysis

shows the results of the analyses of 13 romaine lettuces. Caffeoyl derivatives
were the largest phenolic group (90 %), principally as esters with tartaric acid.
p-Coumaroyl derivatives were about 8 % of the phenolic content of the analysed
samples, mainly as esters with tartaric acid —CoCaTA has been considered both caffeoyl
and p-coumaroyl derivative—. Quercetin derivatives were found in lesser extent (5 %).
Previous works have also found that mono- and dicaffeoyl esters with tartaric and quinic
acids are the main group of phenolic compounds in green varieties of lettuce *9* 2%, |n
several samples, p-coumaric acid derivatives were below the level of detection. The

Parameters of the matrix calibration curves

Regression* A of
guantification

Standard b a r’ (nm)
Caffeoyltartaric acid 5.65-10° 0.417 0.999 330
5-Caffeoylquinic acid 1.49-10° 0.999 0.996 330
p-Coumaric acid® 2.82-10" -0.047 0.999 310
Caffeoylmalic acid 6.00-10° -0.164 0.996 330
Dicaffeoyltartaric acid 1.55-10° 1.400 0.999 330
1,3-Dicaffeoylquinic acid’ 1.51-10° -0.377 0.991 330
Quercetin-3-0-glucuronide 1.76:10° -0.204 0.993 350
Quercetin-3-0-rutinosidei 2.38:10° 0.338 0.999 350

* Regression equation: y = bx + a, where y is the concentration in mg/kg fresh weight
and x is the peak area.

$ For quantification of p-coumaroyltartaric acid, 5-p-coumaroylquinic acid, di-p-
coumaroyltartaric acid and p-coumaroylcaffeoyltartaric acid.

" For quantification of 3,5-dicaffeoylquinic acid.

* For quantification of quercetin malonylglucoside.



variability in p-coumaric acid derivatives content may stimulate further studies to
elucidate their metabolic pathway, the agronomic factors which could affect their
content and their nutritional relevance.

Limits of quantification and accuracy for the UHPLC-DAD analysis

Phenolic LOD

compound (ug/kg FW) % Accuracy = SD
Caffeoyltartaric acid 800 96.6 +11.9
p-Coumaroyltartaric acid 100 -
5-Caffeoylquinic acid 140 96.1+11.7
5-p-Coumaroylquinic acid 100 -
Caffeoylmalic acid 500 102.7+6.7
Dicaffeoyltartaric acid 180 89.1+6.6
p-Coumaroylcaffeoyltartaric acid 110 -
Di-p-coumaroyltartaric acid 120 -
Quercetin-3-0-glucuronide 140 111.0+£9.0
3,5-Dicaffeoylquinic acid 150 -
Quercetin malonylglucoside 220 -

FW, fresh weight.

Contents (mg/kg fresh weight) of intact phenolic compounds
in Romaine lettuce (n=13)

Median Max Min

Caffeoyltartaric acid 44.5 128.4 3.8
Coumaroyltartaric acid* 2.8 4.3 n.d.
5-Caffeoylquinic acid 20.9 47.3 2.9
Coumaroylquinic acid* 2.7 4.4 n.d.
Caffeoylmalic acid 4.8 13.0 1.1
Dicaffeoyltartaric acid 35.0 138.8 2.3
Coumaroylcaffeoyltartaric acid* 3.6 7.5 n.d.
Dicoumaroyltartaric acid* 3.9 7.0 n.d.
Quercetin-3-0O-glucuronide 2.1 3.7 0.2
Dicaffeoylquinic acid® 2.8 9.8 0.3
Quercetin malonylglucoside’ 4.8 8.8 1.1

*Expressed as p-coumaric acid equivalents.

§ Expressed as 1,3-dicaffeoylquinic acid equivalents.
" Expressed as quercetin-3-O-rutinoside equivalents.
n.d., not detected (< LOD)
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3.1 Abstract

Awareness of consumers about phenolic compounds and their positive
role in human nutrition is increasing nowadays. Therefore, studies with
large number of samples for determination of the effect of agronomic or
processing conditions on phenolic composition of foods are arising on
importance

This work describes a validated HPLC-DAD method for simultaneous
quantification of ten intact phenolic compounds, including phenolic
acids and flavonoids (4-caffeoylquinic acid, 5-caffeoylquinic acid,
dicaffeoylquinic acids | and |IlI, tricaffeoylquinic acid, quercetin
trisaccharide, quercetin-3-O-rutinoside, kaempferol-3-O-rutinoside,
naringenin, and naringenin chalcone), in tomato fruit extracts.

Extraction treatment and chromatographic system were chosen with
the aim of minimizing time, equipment, and disposable costs in
laboratory. Method was applied for characterization, for the first time,
of three Spanish tomato cultivars (“Caramba”, “Montserrat”, and “Pera
de Girona”) which showed significant differences in their phenolic
content.

Validation parameters for the compounds with commercially available
standards (91-105% accuracy; 68—97% recovery; 5-90 ug/kg LOQ; <10%
RSD repeatability; >0.99 r’ for calibration curves; 5,500-115,000 N) can
be considered suitable for practical purposes in high-throughput
analysis.



3.2 Introduction

Growing evidences indicate that a vegetable based diet, rich in phenolic compounds,
vitamins and fiber, can be beneficial for human health (3 These effects have been
directly correlated with the antioxidant properties of the phenolic compounds %, but
according to recent studies, can also be associated with complex interactions between
these compounds and other molecular targets involved in human metabolism ® 72,
Tomato is the second most important vegetable crop in the world in terms of production
212) ‘and it is a main ingredient in worldwide diets. Its consumption is a source of several
classes of phenolic compounds, mainly phenolic acids and flavonoids “** ?*¥. Several
studies have shown that genotype and agronomic practices such as fertilization and crop
protection strategies can significantly affect the tomato phenolic profile, and

consequently, its nutritional value “& 24 229

. Many of the published methods which
evaluated single phenolic compounds in tomato were based on the hydrolysis of crude
extracts. In this case, free flavonoids and phenolic acids are quantified once released
from their conjugated forms, usually glycosides and esters *& 7% 179 215 after acidic,
alkaline or enzymatic hydrolysis, the main phenolic compounds detected in tomato
extracts were chlorogenic acid, also described as 5-caffeoylquinic acid 15 caffeic acid,
quercetin, kaempferol, and naringenin %% 226,

Anyway, hydrolysis is a time-consuming step that can also produce the partial
degradation of the native compounds and the formation of artifacts . Therefore, the
evaluation of the intact molecules, which are the endogenous or non-hydrolyzed
compounds, seems more appealing to define their levels in vegetal tissues and to
evaluate their nutritional properties and bioavailability “*.

In the recent years, many intact phenolics have been identified in tomato fruits by HPLC-
MS 1199 217:221) 5 HPLC-MS-NMR ¥ 222 Several HPLC methods have been proposed to
quantify the main intact phenolic compounds in tomato. Anyway, if we think about a
cost-effective and reliable method, the suggested methodologies could be improved in at

least one of the following aspects:

i) Long extraction and pre-treatment steps, including freeze drying (36, 214, 217, 220,

223223 15-24 h maceration %% 222 226228 ' opE clean-up ®® 27 2 or multiple
. 214,224, 22
extraction cycles (83, 214, 224, 225)

. . re . . . 214, 22
ii) Quantification of a few molecules, i.e., five compounds or less (83, 214, 228)



iii) Use of sophisticated instrumentation such as time-of-flight and ion-trap mass

spectrometers 7).

iv) Lack of complete validation procedures *% 22% 222 224-226, 228)

For these reasons, there is still a need for validated and cost-effective methods to carry
out the complete characterization of tomato intact phenolic compounds in large
experiments, involving several genetic or agronomic factors.

Consequently, the aim of this work was to obtain a reliable and simplified methodology
for the quantification of a significant number of flavonoids and phenolic acids naturally
occurring in tomato. Extraction procedure was simplified to improve the sample
throughput. Quantification was performed with an HPLC-DAD system giving priority to its
minor costs of operation, while compounds identification was confirmed by UHPLC-DAD-
MS?. Finally, the method was applied to define the phenolic profile of three tomato
cultivars grown in Spain for the first time in literature.

3.3 Materials and methods

Chemicals

Ultrapure water was obtained with a Milli-Q Advantage system —Millipore Ibérica,
Madrid, Spain—. Methanol HPLC grade was from J.T. Baker —Deventer, The Netherlands-.
Acetonitrile LC-MS grade was from Merck —Darmstadt, Germany—. Phosphoric acid and
formic acid were purchased from Sigma-Aldrich —Madrid, Spain—. Standards of caffeic
acid (CAS num. 331-39-5), 5-caffeoylquinic acid (CAS num. 327-97-9), quercetin-3-O-
rutinoside (CAS num. 207671-50-9) and naringenin (CAS num. 67604-48-2) were
obtained from Sigma-Aldrich —Madrid, Spain—. 3-Caffeoylquinic acid (CAS num. 906-33-2)
was obtained from TransMIT —GielRen, Germany—. Kaempferol-3-O-rutinoside (CAS num.
17650-84-9) was purchased from Extrasynthese —Genay, France—. Naringenin chalcone
(CAS num. 73692-50-9) was obtained from Apin Chemicals —Abingdon, UK-. 2 N Folin—
Ciocalteu reagent was obtained from Sigma-Aldrich —Madrid, Spain-.



Samples

Tomato —Lycopersicon esculentum Mill.— seedlings of the cultivars “Pera de Girona”,
“Montserrat”, and “Caramba” were obtained from Gel-Bo-Plant commercial nursery
—Malgrat de Mar, Spain—. “Pera de Girona” and “Montserrat” cultivars have regional
importance in Catalonia and normally are consumed raw in salads. “Caramba” is one of
the most produced cultivars in Spain in summer and is exported all over the world; it is a
suitable for a wide range of uses, such as raw consumption in salads or processed to
obtain tomato derived foods.

Twenty four plants —eight plants per variety— grew up in perlite B-12 type substrate
—medium particle size 0.5 mm-—, in a greenhouse at IRTA Cabrils Center —Cabrils, Spain—.
Fertilization was carried out by controlled nutrient solution via drip irrigation system.
One fruit per plant (n=24) were sampled at maturity stage 10 —commercial ripeness— %%,
then immediately washed with de-ionized water, packed in individual aluminum bags

sealed under vacuum, stored at -80°C and analyzed within 6 months per duplicate.

Extraction of phenolic compounds

Extraction was adapted and simplified from the method described by Gémez-Romero et

al. (217)

, discarding the use of a freeze-drying step. Each sample —i.e., a whole frozen fruit—
was minced in a blender-mixer Blixer 3 —Robot Coupe, Isleworth, UK— in presence of CO,
ice. Five grams of sample were placed in a centrifuge tube with 20 g of cold (4°C)
methanol. Samples and methanol in tubes were weighed in a laboratory balance with a
precision of 0.02 g. Tubes were sonicated for 15 min at 0°C in an ultrasonic bath —J.P.
Selecta, Abrera, Spain— and then centrifuged at 17,400xg for 10 min at 4°C in a J2-MC

centrifuge —Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA-.

Three different tomato samples were extracted twice in order to evaluate the yield of a
second extraction. Total polyphenol content of extracts —as caffeic acid equivalents— was
evaluated according to the method described by Asami et al. (231), using Folin—Ciocalteu
reagent. Absorbances were measured at 725 nm with an UV-240 Graphicord
spectrophotometer —Shimadzu, Kyoto, Japan-.

For identification, aliquots of 7 g of the methanolic extract were evaporated to dryness
with nitrogen, reconstituted with 1 mL of water—acetonitrile—formic acid (94.9:5.0:0.1
v/v/v) and filtered through PTFE (0.2 um porosity) filters —Teknokroma, Sant Cugat,
Spain-. For quantification, aliquots of 7 g of the methanolic extract were evaporated to
dryness with nitrogen, reconstituted with 1 mL of water—-methanol-phosphoric acid



(94.6:5.0:0.4 v/v/v, pH 2.5) and filtered through PTFE (0.2 um porosity) filters
—Teknokroma, Sant Cugat, Spain—.

UHPLC-DAD-MS?’ identification

Main phenolic compounds of methanolic extracts were characterized in a first stage by
using an Acquity UPLC®-DAD-MS2 chromatographic system —Waters, Milford, MA, USA-
equipped with a Diode Array Detector and a Triple Quadrupole Mass Spectrometer
-TQD-. Chromatographic separation was carried out in a BEH Shield RP18 (150x1.0 mm
i.d., 1.7 um particle size) column —Waters, Milford, MA, USA- at 35°C. Samples were
maintained at 4°C and volume of injection was 5 L. A linear gradient elution was carried
out by varying the composition of mobile phase from initial 100% mobile phase A
—water—acetonitrile—formic acid 94.9:5.0:0.1 v/v/v— to 28% mobile phase B —water—
acetonitrile—formic acid 39.9:60.0:0.1 v/v/v— at 25 min, with a flow rate of 0.130 mL/min.
TQD operated on negative electrospray ionization mode (ESI-); the source temperature
was fixed at 140°C, the capillary voltage was set at 2.5 kV, the cone voltage was set at
-30 V, and the desolvation temperature was set at 350°C. The cone gas —nitrogen— flow
rate was 350 L/h. Argon was used as collision gas at 0.1 mL/min flow rate.

UHPLC peaks were identified on the basis of their retention times, UV-vis spectra, MS,
and MS? information, by comparing these datawith those obtained frompure standards.
When no commercial standard was available, bibliographic data were used for a
tentative identification.

HPLC-DAD quantification

Identification of peaks obtained in the UHPLC-DAD-MS? system was transferred to HPLC-
DAD chromatograms, comparing their retention times, relative intensities, and DAD
spectra of the same extracts injected in both systems. Even if samples could be analyzed
for quantification in the UHPLC-DAD-MS? as well, the system transference allowed the
analysis of tomatoes in a more simple and universal equipment which required less
disposable costs and less-trained operators.

HPLC-DAD analyses were carried out in a Breeze system —Waters, Milford, MA, USA-,
equipped with a 1525 Binary HPLC Pump, a 2996 Photodiode Array Detector and a
XBridge Shield RP,g BEH column (150x4.6 mm i.d., 3.5 um particle size) —~Waters, Milford,
MA, USA-. Column was maintained at 35°C and elution was carried out with a linear
gradient between mobile phase A —water—-methanol—phosphoric acid 94.98:5.00:0.02



v/v/v, pH 2.5- and mobile phase B —methanol-phosphoric acid 99.98:0.02 v/v, pH 2.5-
from 30% B to 55% B in 45 min at 1.1 mL/min flow rate. Sample extracts were kept at 4°C
in the auto-sampler, and the injected volume was 80 pL. UV—vis spectra were acquired in

the range 210-450 nm with the Empower 2 Pro® software —Waters, Milford, MA, USA-.
Purity of all quantified peaks in sample extracts was checked by calculating the peak
purity with the Empower® software —Waters, Milford, MA, USA-.

HPLC-DAD quantification was made by creating external calibration curves for those
compounds with commercial standard available. Absolute recoveries and sample dilution
were taken into account. A suitable range of standard concentrations was considered
(n=8 for each compound) to cover the concentration ranges observed in real samples.
When no commercial standard was available, compound quantification was made as
equivalents of the most similar standard, taking into account the corresponding
molecular weights.

Number of theoretical plates —N- was calculated by injecting 10 uL of 5-caffeoylquinic
acid standard solution at 90 mg/L (900 ng), 10 pL of quercetin-3-O-rutinoside standard
solution at 90 mg/L (900 ng), 10 pL of kaempferol-3-O-rutinoside standard solution at 45
mg/L (450 ng), 10 pL of naringenin standard solution at 250 mg/L (2500 ng), and 10 pL of
naringenin chalcone standard solution at 105 mg/kg (1050 ng). Limits of quantification
-LOQ- were calculated on the basis of the calibration curves as the concentration
corresponding to a signal to noise ratio —s/n— of 10. Absolute recoveries were estimated
by spiking frozen ground tomato samples before extraction (n=7) with pure standards at
two concentrations (50 and 100 mg/kg for 5-caffeoylquinic acid; 1.25 and 2.50 mg/kg for
guercetin-3-O-rutinoside; 0.50 and 1.25 mg/kg for kaempferol-3-O-rutinoside; 3.50 and
7.00 mg/kg for naringenin, and 1.50 and 3.00 mg/kg for naringenin chalcone). Response
of spiked samples was compared with those of the standard solutions with the same
concentration. Accuracy was evaluated by analyzing ten spiked samples at different
concentration levels (1.20, 50.00, 100.00, and 150.00 mg/kg of 5-caffeoylquinic acid; 1.25
and 2.50 of quercetin-3-O-rutinoside; 0.50 and 1.25 mg/kg of kaempferol-3-O-rutinoside;
3.50 and 7.00 mg/kg of naringenin and 1.50 and 3.00 mg/kg of naringenin chalcone), and
comparing the calculated values with the corresponding expected concentrations.
Repeatability for each compound was estimated by analyzing duplicates of 12 samples in
a week time frame.



Statistical Analysis

Quantification results were analyzed by a one-way ANOVA test to assess differences
between cultivars, employing the JMP 8 software —SAS Institute Inc., Cary, NC, USA-.
Significance was set at a=0.05.

3.4 Results and discussion

UHPLC-DAD-MS? Identification

Peaks 2, 5, 7, 8, and 10 were identified on the basis of the response of pure standard
solutions as 5-caffeoylquinic acid, quercetin-3-O-rutinoside (quercetin-3-O-rhamnosyl-
glucoside), kaempferol-3-O-rutinoside (kaempferol-3-O-rhamnosylglucoside), naringenin,
and naringenin chalcone, respectively ( ). MS? fragmentation of both flavonol
glycosides —peaks 5 and 7- yielded daughter ions profiles containing the corresponding
deprotonated aglycones: quercetin (m/z” 301 in peak 5) and kaempferol (m/z~ 285 in
peak 7).

Peaks 1, 3, 4, 6, and 9 ( ) did not match with any commercial standard, so a
tentative identification was suggested by comparing their UV-vis spectra and MS’
fragmentation patterns with those reported in related bibliographic references. The DAD
analysis of peaks 1, 4, 6, and 9 showed typical UV—vis spectra of hydroxycinnamic acid
derivatives, with maximum absorbance at A 325-330 nm *”. Pseudomolecular ion [M—-
H]” of peak 1 obtained in ESI negative mode (m/z" 353) was characteristic of
monocaffeoylquinic acids. MS? fragmentation of peak 1 was in agreement with the
structure of 4-caffeoylquinic acid —cryptochlorogenic acid—, with a base peak at m/z” 173
[M-caffeic-H,0-H] ~ (210,221) ‘The analysis of the commercial standard of its isomeric form,
3-caffeoylquinic acid, showed that this compound was under the level of detection in
tomato extracts under our conditions.

Both peaks 4 and 6 had pseudomolecular ions at m/z~ 515 and MS® fragments in
concordance with those reported in literature for dicaffeoylquinic acids % 2% 229 \ith
daughter ions at m/z"353 [M-caffeic-H], m/z~ 179 [M-caffeic-quinic-H]” and m/z” 173 [M-
caffeic-caffeic-H,0-H] . It was not possible to clarify the structure of the possible isomers
by ESI-MS?, so they were tentatively identified as dicaffeoylquinic acids I and I1.



The pseudomolecular ion at m/z” 677 and MS® fragmentation pattern of peak 9 agreed
with previously observed data for tricaffeoylquinic acid “** %?. This peak yielded MS?
daughter ions at m/z” 515 [M-caffeic-H]", m/z" 353 (M-caffeic-caffeic-H]™ and m/z” 173
[M-caffeic-caffeic-caffeic-H,0-H] .

UHPLC-DAD-MS experimental identification parameters

DAD MS
Collision
A max [M-H]-  energy Daughter Identification

Peak Compound identity (nm) (m/z) (eV) ions (m/z) source
1 4-Caffeoylquinic acid* 326 353 -15 191 (40%) (210, 221)

179 (90%)

173 (100%)
2 5-Caffeoylquinic acid 326 353 -15 191 (100%) Standard
3 Quercetin trisaccharide* 255,351 741 -25 609 (50%) (220,222, 233)

301 (100%)
4 Dicaffeoylquinic acid I* 326 515 -30 353 (100%) (196, 199, 210)
5 Quercetin-3-O-rutinoside 256, 357 609 -25 301 (100%) Standard
6 Dicaffeoylquinic acid I1* 326 515 -30 353 (40%) (170, 199, 210)

179 (100%)

173 (60%)
7 Kaempferol-3-O-rutinoside 266, 340 593 -25 285 (100%) Standard
8 Naringenin 288 271 -20 177 (20%) Standard

151 (100%)

119 (40%)
9 Tricaffeoylquinic acid* 329 677 -30 515 (100%) (199, 232)

353 (50%)

173 (100%)
10 Naringenin chalcone 365 271 -20 151 (100%) Standard

119 (15%)
107 (15%)

*Tentative identification —-no commercial standard available—.



UV-vis spectrum of peak 3 was typical of flavonols, with two maximum absorbance
bands at 255 and 351 nm %", This peak yielded a pseudomolecular ion at m/z” 741 and
MS? daughter ions at m/z” 609 [M-pentose-H]” and m/z” 301 [M-hexose-deoxyhexose-
pentose-H], which was in agreement with a quercetin trisaccharide structure
—quercetin-hexose-deoxyhexose-pentose, that is, a quercetin-rutinoside structure linked
to a pentosyl residue— %% 23 Slimestad et al. *?? previously found a quercetin
trisaccharide with similar characteristics in tomato extracts and identified it by NMR as
quercetin-3-(2"-B-apiofuranosyl-6"-a-rhamnopyranosyl-B-glucopyranoside).  Molecular
structures of the compounds identified in tomato extracts are shown in
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Structure of the ten intact compounds evaluated in this study.
*Tentative structure suggested on the basis of LC-MS? fragmentation.

HPLC-DAD Analysis

Results of the multiple extraction assays showed that the second extraction only
increased 2.4% + 0.9% the total phenolic content of the first extraction. With the aim of
developing a high-throughput analysis, the use of a second extraction step was discarded
in view of its low yield. This results could be partially explained by the use of ultrasonic
waves, which can facilitate the penetration of the solvent into the tissues (173,174 3nd



enhance the extraction of phenolic compounds without the need of multiple extraction
steps.

Chromatographic conditions were chosen to provide the separation of the main intact
phenolic compounds within 45 min ( ). Although no extract purification was
carried out, it was possible to separate and quantify ten endogenous phenolic
compounds with a good selectivity from matrix interferences. Previous works, which
were focused on the quantification of phenolic compounds by mass spectrometry, did

not achieve a suitable baseline separation for DAD quantification ?*”.

Under our conditions, chromatographic performances show an improvement of the

@29 or number of

existing methods with DAD quantification in terms of HPLC run time
compounds separated from the matrix interferences (& 222 223225220 £yrthermore, under
these conditions, samples can be injected in the HPLC without large sample pre-
treatment steps as freeze-drying, maceration, multiple extractions steps or SPE
purification. Working with the proposed protocol, an expert technician pre-processed

about 24 samples per day.
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Mean recoveries with a one-time extraction were better than 90% for 5-caffeoylquinic
acid, kaempferol-3-O-rutinoside, and quercetin-3-O-rutinoside ( ). Lower but
stillacceptable recoveries (68-80%) were obtained for naringenin chalcone and
naringenin, respectively. Similar recovery values were observed previously for other
flavanones such as eriodictyol-7-O-rutinoside (82%), naringenin-7-O-rutinoside (78%),
and hesperetin-7-O-rutinoside (26%) in citrus juice “”.

Validation parameters, calibration curves and number of theoretical plates —N- for the
HPLC-DAD analysis

>
S = Calibration curves**
S Accuracy*  Recovery* 5
8 (%) (%) ‘é X Linear Origin
g Mean Mean LoQ s 2» range Slope ordinate
© (£SD) (xSD) (mg/kg) = = N (mg/ke) (b) (a) r
1 - - 0.005" 3.0 - ; ) ) .
2 104.7 96.9 0.005 5.1 5571 0.8-125 3.0-10° 6.0-10° 0.997
(+6.8) (£9.1)
3 - - 0076 21 - - - - -
4 - - 0007" 35 - - - - -
5 98.8 90.9 0.065 4.7 26197 0.08-12 1.610° -7.1-10*  0.999
(£6.4) (£7.4)
6 - - 0.007" 6.0 - ; ; ] ]
7 104.8 95.9 0.055 9.5 35609 0.06-0.93 2.1.10° -1.2:10°  0.998
(x7.7) (x6.6)
8 98.8 80.2 0.025 7.9 59055 0.04-12 3.0.10° -1.8-10° 0.999
(£3.7) (£ 3.5)
9 - - 0009" 64 - - - - -
10 90.7 67.7 0.090 8.3 115414 0.10-10 4.6:10° -2.410°  1.000
(+10.2) (£5.3)

* Calculated only for compounds with standard available.

$Y=bX+a, where Yis chromatographic area (uV-s) and X is mg/kg fresh weight.

7 Expressed as 5-caffeoylquinic acid equivalents.

d Expressed as quercetin-3-O-rutinoside equivalents.

Compounds: 1, 4-caffeolquinic acid; 2, 5-caffeoylquinic acid; 3, quercetin trisaccharide 4,
dicaffeoylquinic acid I; 5, quercetin-3-O-rutinoside; 6, dicaffeoylquinic acid Il; 7, kaempferol-3-O-
rutinoside; 8, naringenin; 9, tricaffeoylquinic acid; 10, naringenin chalcone.



Complete results of method validation are summarized in . Mean accuracy
ranged from 91% to 105%. Limits of quantification were comprised between 5 and 90
ug/kg, while inter-day repeatability —RSD— was always lower than 10%. Inter-day
repeatability values were similar to other values found in other works dealing with
phenolic compounds in food matrices, which usually range between 5% and 10% - 2%,
Calibration curves showed a good linearity in the calibration range (r* higher than 0.99).
Plate number —N- was comprised between 5,500 —5-caffeoylquinic acid— and 115,000
—naringenin chalcone—-. Validation parameters, even though the simplification of the
extraction, were comparable to those obtained by other authors, in terms of limits of

quantification, repeatability, and recovery 27 223),

Phenolic Profile in Samples

The proposed analytical conditions have been used to study the phenolic profile of three
tomato cultivars grown in Spain ( ). Phenolic profile of tomato samples was
significantly affected by cultivar, even if high variability within samples of the same
variety was observed for some compounds, as for kaempferol-3-O-rutinoside and
naringenin in “Caramba” cultivar ( ).

“Montserrat” samples were the richest in total caffeic acid derivatives, containing 79.26
+ 15.31mg/kgFW, while the mean content of these compounds was 59.65 + 15.39 mg/kg
FW in “Pera de Girona” and 48.99 + 4.41 mg/kg FW in “Caramba” fruits.

5-Caffeoylquinic acid was found to be the main phenolic compound in the three cultivars
of our study ( ), with mean concentrations comparable with those reported for
other Spanish cultivars, 27.9, 26.1, and 23.2 mg/kg FW in “Rambo”, “Ramillete”, and

“Remate” cultivars, respectively “*?).

The concentration of 4-caffeoylquinic acid in our samples was similar to those reported

(180, 217, 225)

previously ", but it should be underlined that only few works gave individual

values for both the 4- and 5-caffeoylquinic acid isomeric forms.

The flavonoid profile ( ) showed also significant differences between cultivars.
“Caramba” samples showed the highest levels of naringenin chalcone, quercetin
trisaccharide, and quercetin-3-O-rutinoside, while naringenin and kaempferol-3-O-
rutinoside were found at lower concentrations. On the other hand, the most important
flavonoids in “Montserrat” and “Pera de Girona” cultivars were quercetin-3-O-rutinoside
and quercetin trisaccharide —the latter only in “Pera de Girona”—, whereas the other
flavonoids were not detected.



Similar differences in flavonoid composition have been previously described between
other tomato cultivars **¥; however, it is the first time that a complete phenolic profile
of intact compounds is showed for these three cultivars.

Mean contents (+SD) of intact phenolic compounds in three tomato cultivars

Mean content (mg-kg-1 FW)

Compound cv. Caramba cv. Montserrat cv. Pera de Girona
4-Caffeoylquinic acid* 12.14 £1.30b 12.05 £ 1.66b 8.50 £ 1.95a
5-Caffeoylquinic acid 28.58 +3.41a 49.20 £12.78b 37.29+11.89a
Quercetin trisaccharide® 10.96 £ 2.36b n.d. 0.65+0.21a
Dicaffeoylquinic acid I* 2.01+0.15a 3.03+0.48b 2.11+0.31a
Quercetin-3-O-rutinoside 10.66 + 3.16b 0.82£0.35a 0.90 £ 0.50a
Dicaffeoylquinic acid II* 4.10£0.38a 9.45+2.13b 7.64+2.41b
Kaempferol-3-O-rutinoside 0.22+0.19 n.d. n.d.
Naringenin 0.28+0.13 n.d. n.d.
Tricaffeoylquinic acid* 2.16 +0.21a 5.51+1.40c 4.12 £ 0.94b
Naringenin chalcone 7.55+3.24 n.d. n.d.

* Expressed as 5-caffeoylquinic acid equivalents.

§ Expressed as quercetin-3-O-rutinoside equivalents.

n.d. = not detected.

Superscript letters indicate significant differences (p <0.05) between means on the same line.

3.5 Conclusions

The proposed HPLC-DAD method, involving a simplified sample treatment, has been
shown to be suitable for the simultaneous quantification of five flavonoids and five
caffeic acid derivatives in tomato fruits. Quantification of target phenolic compounds
was faster if compared to other methods, which required more complex procedures
—freeze-drying, maceration, hydrolysis— or quantified only few compounds. Transference
of peaks identification from the UHPLC-DAD-MS? to the HPLC-DAD system allowed the



development of a quantification method on a cheaper platform, because an LC-MS2 can
be five to ten times more expansive than an HPLC-DAD.

Detailed phenolic composition of tomato fruits from the “Montserrat” and “Pera de
Girona” regional cultivars, as well as from the widely distributed “Caramba” cultivar, was
determined for the first time. The HPLC-DAD method showed to be appropriate for
putting in evidence the strong effect of the genetic background to the endogenous
phenolic profile in tomato. The reduced sample manipulation and the relative low cost of
the analysis protocol may stimulate further studies, requiring large number of samples,
to evaluate the effects of genetic, agronomic, or environmental factors on the tomato
phenolic profile.
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different organic anti-fungal treatments on tomato plant productivity and selected nutritional
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(january 2013) : p. 67-72

http://www.jhortscib.org/Vol88/88 1/8.htm

Abstract

Organic farming and horticulture require the use of more environmentally-friendly chemicals to
reduce harmful side-effects on producer and consumer health. Sulphur is one of the most important
natural fungicides used in organic farming to protect plants against attack by powdery mildew —
Leveillula taurica—.The use of natural elicitors to induce natural resistance against fungal diseases
may provide an alternative to conventional treatments. In this work, we compared the effects of
wettable sulphur and two elicitors —Chitoplant® and Milsana®- on the productivity and nutritional
quality of tomato —Solanum lycopersicum L cv. belladonna-.

Both elicitors, and a conventional sulphur treatment, resulted in a similar degree of protection
against powdery mildew. One or more of these three treatments positively affected the
concentrations of some phytochemicals in tomato fruit —e.g., ascorbic acid, quercetin trisaccharide,
guercetin-3-O-rutinoside, B-carotene, or potassium— compared with untreated control plants. The
minimal environmental impact, and the absence of negative side-effects on farmers and consumer
health may encourage the use of these elicitors in organic farming and horticulture.


http://www.jhortscib.org/Vol88/88_1/8.htm
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5.1 Abstract

This work reports for the first time the level of ten target phenolic
compounds in dry-cured sausages added with vegetable extracts. Grape
seed —GSE1 and GSE2- and cocoa extracts, rich in phenolic compounds,
were added in the formulation of dry-cured sausages — “Salchichén” and
“Fuet” —. Evolution of the major monomeric and oligomeric phenolic
compounds of these extracts was evaluated along sausage shelf life by
UHPLC-MS/MS.

Kind of sausage did not affect significantly overall stability of the target
compounds. At the end of the ripening process, catechin and
epicatechin were at 54-61%, gallic acid and galloylated flavan-3-ols at
59-91%, oligomeric flavan-3-ols at 72-95% and glycosylated flavonols at
56-88% (in cocoa treatment) and 82-94% (in GSE treatment) of their
content at the beginning of production. All phenolic compounds levels
did not decrease further significantly after one month of production
until the end of shelf life.

The 0.5% (w/w) addition of vegetal extracts was suitable to enrich dry-
cured sausages with health-beneficial polyphenols.



5.2 Introduction

The high dietary intake of fat in addition to a low intake of fruits and vegetables is a
public health concern in the industrialized countries. An unbalanced nutritional intake
has been related to some chronic diseases, such as obesity, cancer or cardiovascular
disease 7. Besides their fat content, meat products are an important source of highly
bioavailable proteins, vitamins and minerals, so an improvement of their overall
nutritional balance would be appealing from a nutritional point of view 1) cured pork
sausages, generally seasoned with spices, are very typical in the Spanish gastronomy and
their trade involves an important economic sector; about 212,000 tones were produced
in Spain in 2010, from which 47,000 tones were exported overseas ‘*°. “Salchichén” is a
large (35-90 mm @) raw-cured fermented sausage while “fuet” is a thin (20-35 mm @)
raw-cured sausage in a pork gut case, with regional importance in Catalonia %%,

Phenolic compounds constitute a group of plant secondary metabolites that includes
flavonoids and phenolic acids @) Many studies underlined the antioxidant properties and
the capability of phenolic compounds to interact in metabolic processes with positive
effects on human wellness * 7% 1%?)_ |n recent years, many vegetal extracts rich in phenolic
compounds have been put in the market as functional ingredients “*?. Cocoa
—Theobroma cacao L.— extracts are particularly rich in flavan-3-ols —catechin and
epicatechin— and their oligomeric forms —procyanidins—, and contain also glycosides of
quercetin ** %2 Grape -Vitis vinifera L. — seeds extracts are another important source of
phenolic compounds, especially monomeric flavan-3-ols, procyanidins and several
galloylated derivatives %% %4,

These phenolic compounds found in both cocoa and grape seed extracts have been
shown to have in vivo positive effects, such as anti-inflammatory activity and protection
against free radicals, LDL peroxidation, carcinogenic metabolites and altered gene

(254-258)

expression Several works emphasized the potential of dietary phenolic

compounds to prevent undesirable effects for consumers health related to the high

(259)

consumption of fatty foods, as the absorption of malondialdehyde or some

alterations of the lipid metabolism (107, 260)

Phenolic compounds are components recognized for their healthy properties in

127 Also, the use of plant extracts rich in phenolic compounds has been

functional foods
suggested for their technological properties in meat products, such as to extend shelf
life, improve quality and prevent rancidity 2% 136 138 145 261) At the same time, health

concerns about synthetic antioxidants stimulate the use of natural ingredients with



antioxidant properties (125)

. Nevertheless, the use of vegetal extracts as functional
ingredients in meat products should be supported by the evaluation of the phenolics
content in these products and their evolution during shelf life. To the best of our
knowledge, few data are available about the residual levels of phenolic compounds in

dry-cured sausages added with vegetal extracts, namely hesperidin from orange fibre
(262)

Therefore, the aim of this work was to evaluate the concentration of main target
phenolic compounds in typical Spanish dry-cured sausages added with three different
vegetal extracts very rich in phenolic compounds, from their production to the end of
commercial shelf life. Two extracts from grape seed and one from cocoa were
considered, and a suitable UHPLC-MS/MS protocol of analysis was developed to assess
the concentration of the main target phenolic compounds in the specific matrices.

5.3 Materials and methods

Chemicals

Ultrapure water was obtained with a Milli-Q Advantage system —Millipore Ibérica,
Madrid, Spain—-. Acetone and methanol HPLC grade were from J.T. Baker —Deventer, The
Netherlands—. Acetonitrile LC-MS grade, CHAPS, formic acid, ascorbic acid, gallic acid and
procyanidin B2 were obtained from Sigma-Aldrich —Madrid, Spain—. Catechin,
epicatechin, epigallocatechin, epicatechin gallate, epigallocatechin gallate, procyanidin
B1, quercetin-3-O-galactoside and quercetin-3-O-glucoside were purchased from
Extrasynthése —Genay, France—. Procyanidin C1 was from PhytolLab —Vestenbergsgreuth,
Germany- and quercetin-3-0O-arabinoside from ChromaDex —Santa Ana, CA, USA-.

Individual standard stock solutions at 1 g/L were prepared by dissolving the pure
commercial standards in methanol. Fortified samples for calibration, accuracy and
recovery assays were spiked with the appropriate amounts of a standard mix solution (50
mg/L in methanol). Standard solutions for MS infusion were prepared at 100 mg/L by
diluting standard stock solutions with methanol. Chromatographic solutions of each
standard were prepared by diluting stock solutions in mobile phase A.



Vegetal extracts

Two commercial grape seed extracts -Vitis vinifera L. —, "Grape Seed Dry Extract”
—Exxentia, Madrid, Spain— and ”Leucocyanidins Grape Seed Extract” —Euromed,
Barcelona, Spain—, and a commercial cocoa extract —Theobroma cacao L. — “Cocoanox
Extract” —Natraceuticals, Valencia, Spain— were employed for the experiments.
Appearance and available information from suppliers was as follows: brown powder, <
5.0 % moisture and > 45 % total polyphenols for “Cocoanox Extract”; reddish powder, 0.5
% moisture, 2 95 % total polyphenols and 99.6 % < 200 um particle size for “Grape Seed
Dry extract”; pink-reddish powder, 2.4 % moisture, > 85 % total polyphenols, 11.6 %
monomers and 99.7 % < 200 um particle size for “Leucocyanidins Grape Seed Extract”.

Dry-cured sausages

Pork meat from shoulders and bellies was frozen at -20 °C for 3 days, thawed at 4 °C for 2
days and minced at -1 °C in a grinder —Tecmaq, Barcelona, Spain— with an adjustable
plate set at diameter of 6 mm. For each kg of ground meat, the formulation of the
ingredients for the production of “fuet” —fresh weight basis— was as follows: 600 g pork
shoulder meat, 400 g pork belly meat, 20 g sodium chloride, 0.15 g sodium nitrite, 0.15 g
potassium nitrate, 0.5 sodium ascorbate, 2 g dextrose, 2.5 g black pepper, 15 g sodium
lactate and 5 g of vegetal extracts —except control samples—. For each kg of ground meat,
the ingredients dosage in “salchichdn” production —fresh weight basis— was as follows:
600 g pork shoulder meat, 400 g pork belly meat, 24 g sodium chloride, 0.15 g sodium
nitrite, 0.15 g potassium nitrate, 0.5 g sodium ascorbate, 5 g dextrose, 2.5 g black
pepper, 0.25 g lactic acid bacteria —starter— and 5 g of vegetal extracts —except control
samples—. About 13 kg and 40 kg of ground meat were employed for each treatment in
“fuet” and “salchichdn” respectively. Ground meat and other ingredients were mixed in a
mixer —-model 35P, Tecnotrip S.A., Terrassa, Spain-—.

Four different formulations for each kind of sausage were considered: i) Control
—without any vegetal extract—, ii) Cocoa —added with “Cocoanox Extract” -, jii) GSE1
—added with “Grape Seed Dry Extract” — and iv) GSE2 —added with ”Leucocyanidins
Grape Seed Extract”-.

"Fuet" samples were stuffed into 40 mm diameter natural casings and "salchichén"
samples into 80 mm collagen casings —Fibran, Girona, Spain—. Nine replicates for each
formulation and for each production were considered, giving a total of n=36 “fuet” and
n=36 “salchichén” samples. Fresh weight was about 350 g/piece for “fuet” and 1100
g/piece for “salchichén”. “Fuet” sausages were dipped in a Penicillium spp. —Danisco,



Copenhagen, Denmark— suspension and ripened under controlled conditions (12 °C with
a relative humidity of 75-80 %). On the other hand, “salchichén” samples fermented
maintaining the temperature at 20 °C with a relative humidity of 90-95 %, until pH
decreased to 5.0, and then ripened under controlled conditions (12 °C and 75-80 % RH).
The whole ripening process lasted approximately one month for both products (29 days
for “fuet” and 33 days for “salchichon” ). The weight loss during ripening was around 35
% for “salchichén” and 45 % for “fuet”.

Following the ripening process, both “fuet” and “salchichén” sausages were stored at 4
°C up to the end of the shelf life. Three different pieces (n=3) were sampled and analyzed
in duplicate for each kind of sausage and formulation just after production -month 0-, at
the end of ripening —-month 1- and at the end of shelf life —-month 3-. Samples were
vacuum-packed and stored at -20 °C until their analysis. Fat and water content were
measured by near infrared spectroscopy using FoodScan® —FOSS®, Denmark-.

UHPLC-MS/MS analysis

Different extractants were tested: i) 50 % methanol — 0.1 % ascorbic acid; ii) 50 %
methanol — 1 % CHAPS — 0.1 % ascorbic acid; iii) 50 % methanol — 1 % SDS — 0.1 %
ascorbic acid and iv) 70 % acetone — 0.1 % ascorbic acid.

Two grams of samples, added with 25 mg/kg of epigallocatechin from standard stock
solution as internal standard, were homogenized with 15 mL of extractant solution, and
then centrifuged in a J2-MC centrifuge —Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA-. Clear
phase was separated, pellet was mixed again with 5 mL of extractant solution,
centrifuged as above and clear extracts reunified.

Two milliliters of supernatant were evaporated under nitrogen, redissolved in 1 mL
mobile phase A, filtered through PTFE 0.2 um porosity filters —Teknokroma, Sant Cugat,
Spain— and injected to the UHPLC system. Chromatographic system consisted of an
Acquity UPLC® —Waters, Milford, MA, USA-, equipped with a diode array detector
—DAD-, an electrospray —ESI- as a source of ionization and a triple quadrupole mass
spectrometer —-TQD-. The system was controlled by MassLynx 4.1 software —Waters,
Milford, MA, USA-. Chromatographic separation was carried out with a BEH C,5 Shield
column (150 x 1.0 mm id) with 1.7 um particle size —Waters, Milford, MA, USA-, kept at
35 °C. A linear gradient elution was carried out from 100 % mobile phase A —water-
acetonitrile-formic acid, 94.9: 5.0: 0.1 v/v/v— and 0 % B —acetonitrile-water-formic acid,
60.0: 39.9: 0.1 v/v/v—to 55 % A in 15 minutes, with a flow rate of 0.130 ml/min. Sample
vials on the injector were maintained at 4 °C and the injected volume was 5 pL.



Electrospray interface —ESI—- was operated in the negative mode; the source temperature
was fixed at 140 °C, the capillary voltage was set at -2.5 KV and the desolvation
temperature was set at 350 °C. The cone gas —nitrogen— flow rate was 350 L/h and cone
voltage was set at 30 V. MS experiments were carried out in “Scan” mode, in order to
obtain m/z values of molecular ions. MS/MS experiments were also performed to obtain
the fragmentation patterns of molecular ions, in “Daughter lons” mode. The gas used in
the collision cell was argon at a flow rate of 0.1 mL/min.

“Multiple Reaction Monitoring” —-MRM- mode was used to quantify the phenolic
compounds. MS/MS parameters were optimized with the AutoTune software by the
infusion of standard solutions.

Target compounds were identified by comparing retention times, UV spectra, MS and
MS/MS data with pure commercial standards. Standard addition calibration was created
by spiking control samples with known amounts of standards, using epigallocatechin as
internal standard. Quantitation was made by considering the areas obtained with a
specific transition for each compound and epigallocatechin —i.s.— in the MRM mode. A
qualification transition was also acquired to support identification. Limits of detection
(LOD) were calculated on the basis of the calibration curves as the concentration
corresponding to a signal to noise ratio (s/n) of 3. Absolute recoveries were estimated by
comparing the response of three control samples, spiked before extraction with known
amounts of pure standards, with the response of the same samples spiked after
extraction at the same concentration. Accuracy was evaluated by analyzing 3 spiked
control samples at different concentration levels. Repeatability of the method was
estimated by analyzing three samples —at three different aging stages— per triplicate.

Statistical analysis

Statistical treatments of data were made using the JMP 8 software —SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA-. A three-way ANOVA was carried out, to put in evidence the effect of the
independent variables “Formulation” —Cocoa, GSE1 and GSE2-, “Sampling time” (0, 1
and 3 months since production) and “Production set” — “fuet” and “salchichdn” — on the
levels of the target compounds —dependent variables—. Differences between means were
evaluated by an LSD test —LSMeans Differences Student’s t—. The level of significance was
setat p <0.05.



5.4 Results and discussion

UHPLC-DAD-MS/MS analysis

Preliminary trials were carried out with different extracting solutions; better absolute
recoveries were obtained by using acetone: water (70:30 v/v) containing 0.1 % ascorbic
acid. As a general rule, recoveries were higher than 75 % for most compounds except for
some oligomeric compounds, whose values were lower ( ). The higher molecular
size of procyanidins and the well known interaction between such compounds and
proteins © could explain why procyanidin recoveries from a meat-based matrix were
relatively lower.

UHPLC method validation parameters

Calibration parameters*  Recovery Accuracy
(%) (%)

(mean % (mean Lop®
Compound b a r +SD) RSD +SD) N (ng-kg™)
Gallic acid 2.567 4.5-10° 0.998 96 + 12 5.4 104 £ 13 1569 580
Catechin 0.852 0.9-10° 0.998 89+11 4.2 98 +13 31408 470
Procyanidin B1 0.667 -0.6107 0.999 62+4 4.5 108+ 3 33856 300
Epicatechin 0.839 0.5-10° 0.997 755 6.8 94 +10 54262 510
Procyanidin B2 0.682 -0.5-107 0.999 615 7.1 97+8 43531 200
Epigallocatechin gallate 1.897 -0.7-10° 0.997 695 33 102 £13 57712 100
Procyanidin C1 0.273 -0.3:10% 0.999 56+9 2.2 105+11 67981 290
Epicatechin gallate 1.229 -0.6-10° 0.999 85+7 2.3 110+9 69156 110
Quercetin-3-O-galactoside  3.270 1.0-10°  0.993 88+8 5.0 95+12 112929 15
Quercetin-3-0-glucoside 3.473 0.4-10° 0.996 89+6 5.1 90+4 115936 20
Quercetin-3-O-arabinoside  1.335  0.5-10°  0.997 95+9 3.1 89+3 124872 20

N: Theoretical plates

*Regression equation: Y = (b-X) + a, where Y is (Area compound / Area i.s.) and X is (mg-kg™
compound / mg-kg™ i.s.) obtained in MRM mode.

$ LoD: limit of detection.



The UHPLC conditions were chosen to obtain the chromatographic separation within 14

minutes. Under our conditions, the number of theoretical plates ranged from 1570 to

124870, while LODs were comprised in the range between 10 and 600 pg/kg (

),

being relatively high for flavan-3-ols and gallic acid, but still suitable for our scopes,

taking into account the content of the target compounds in samples.

shows the identification parameters for the analysis of the different
compounds on the basis of chromatographic, spectroscopic and spectrometric properties
of the pure standard solutions. Two specific MS/MS transitions and the DAD spectra
were used to confirm the identity of the molecule.

Chromatographic, spectroscopic and spectrometric parameters used to identify and quantify the target
phenolic compounds in samples added with cocoa and grape extracts.

tr DAD signal MS/MS parameters
(mean = SD) [M-H]"  MRMggantification ~ MRMguaiification
Compound (min) Amax (NM) (m/z-) (m/z-) (m/z-)

1 Gallic acid* 1.95+0.01 271 169 169 > 125 169> 79

Epigallocatechin (i.s.) 5.51+0.01 273 305 305> 125 305 > 167
2 Catechin 5.95+0.02 279 289 289 > 245 289 > 109
3 Procyanidin B1 6.19+£0.01 279 577 577 > 289 577 > 407
4  Epicatechin 7.39+0.01 279 289 289 > 245 289 > 109
5 Procyanidin B2 7.90+0.01 279 577 577 > 289 577 > 407
6 Epigallocatechin gallate* 9.59 +0.01 274 457 457 > 169 457 > 125
7  Procyanidin C1 10.00 £ 0.01 280 865 865> 125 865 > 287
8 Epicatechin gallate 12.03 £0.02 278 441 441 > 169 441 > 125
9 Quercetin-3-O-gaIactoside§ 12.78 £0.01 255, 355 463 463 > 301 463 > 271
10 Quercetin-3-O-glucoside 12.96 £ 0.01 256, 353 463 463 > 301 463 > 271
11 Quercetin-3-0-arabinoside§ 14.09 £ 0.03 255, 353 433 433 >301 609 > 271

i.s.: Internal standard
tgz: Retention time

* Only in samples added with grape seed extracts.
§ Only in samples added with cocoa extract.
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Epigallocatechin was not detected in any treatment, pointing out the suitability of using
it as internal standard. shows a typical MRM profile of a “fuet” added with Cocoa
extract, where nine phenolic compounds were identified. The profile of glycosylated
flavonols, monomeric flavan-3-ols and their oligomers is in agreement with those
reported for cocoa samples in other works ** %°?. In addition, a galloylated flavan-3-ol
—epicatechin gallate— was quantified in samples added with Cocoa extract.

shows the MRM profile of a “fuet” added with GSE2 extract. Detection of gallic
acid, quercetin glucoside, monomeric, dimeric and trimeric flavan-3-ols and their
galloylated derivatives as major compounds in grape seed ingredients is in accordance

with previously reported data for this kind of extracts **.

Three-way ANOVA results, with main effects of independent variables and their interactions.

Independent variables Interactions
Type of  Formulation Sampling
Dependent variables sausage (a) (b) time(c) axb axc bxc axbxc
Gallic acid n.s. p <0.001 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Catechin n.s. p<0.001 p<0001 ns. ns. p<0.05 n.s.
Procyanidin B1 n.s. p <0.001 p<0.01 ns. ns. p=g0.01 n.s.
Epicatechin n.s. p<0.001 p<0.001 ns ns. n.s. n.s.
Procyanidin B2 n.s. p<0.001 p<0001 ns.ns. p<0.05 n.s.
Epigallocatechin gallate n.s. p<0.001 p<0.001 ns ns. p<0.001 n.s.
Procyanidin C1 n.s. p <0.001 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Epicatechin gallate n.s. p<0.001 p<0.001 ns. ns. ps0.001 n.s.
Quercetin-3-0-galactoside n.s. p<0.001 p<0.001 ns. ns. p<0.001 n.s.
Quercetin-3-0-glucoside n.s. p<0.001 p<0.001 ns. ns. ps0.001 n.s.
Quercetin-3-0O-arabinoside n.s. p <0.001 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

n.s. : not significant (p > 0.05).



Phenolic compounds behavior in cured sausages

ANOVA results showed that kind of sausage —“fuet” or “salchichén”- did not affect
significantly the dependent variables. On the contrary, the different source of the
vegetable extracts significantly influenced, as expected, the phenolic profile of the
samples. Significant effects on several target compounds were also found for the factor
“sampling time” and the interaction “formulation x sampling time” ( ).

and show the mean values of the target compounds for the combinations
of factors “formulation” and “sampling time” to highlight the level and the behavior of
the phenolic compounds in dry-cured sausages during their production and storage.
Phenolic profile of cocoa samples was characterized by high levels of epicatechin,
procyanidins B2 and C1, and glycosylated flavonols. Samples added with the two grape
seed extracts showed distinct phenolic profiles, being GSE1 samples more rich in
catechin and epicatechin —GSE1-, while GSE2 samples had higher content of
procyanidins, gallic acid and galloylated flavan-3-ols.

As a general rule, phenolic compounds showed an initial reduction at the end of the
ripening process —i.e. the first month after production, when product is ready to be
consumed- ( , ). Anyway, levels of bioactive polyphenols did not
significantly decrease further, at least until the end of commercial shelf life (3 months).

At the end of ripening, catechin and epicatechin were at 54-61 % of their content at the
beginning of production ( ). Oligomeric flavan-3-ols —procyanidins— generally
showed higher residual levels than their corresponding monomeric compounds (72-95 %
residual). During this study no significant changes of the procyanidins concentration was
observed in the samples added with grape seed extract GSE1; in a similar way, catechin
and procyanidin B1 in the samples added with the cocoa extract, and procyanidin C1 in
the samples added with grape seed extract GSE2 did not vary significantly over time (

).

Epigallocatechin gallate and gallic acid were found only in samples added with extracts
from grape seeds, and once again, the relative content of these compounds was
significantly different depending on the extracts. Gallic acid showed a high residual
content at the end of the ripening process in GSE2 samples (81 % of the initial content),
and did not significantly decrease in samples added with GSE1 extract ( ). After
one month from production, epigallocatechin gallate was at 59-68 % of its initial content.
Epicatechin gallate showed a similar behavior in GSE2 samples (61 %), while its stability
was significantly better in GSE1 and Cocoa samples ( ).
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production-. Small letters indicate significant differences (p<0.05) between means.

*Values expressed as mg/kg x 10.
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weight— in dry-cured sausages added with vegetal extracts. Levels of phenolic
compounds in “control” formulation were always under the limits of detection; levels of
gallic acid for “Cocoa” samples and levels of quercetin-3-O-galactoside and quercetin-3-
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x LOD). Month 0 = just after production; month 1 = at the end of ripening; month 3 = at
the end of shelf life —three months after production—. Small letters indicate significant
differences (p<0.05) between means. *Values expressed as mg/kg x 100.



Significantly higher amounts of glycosylated flavonols —quercetin-3-O-glucoside,
quercetin-3-0O-galactoside and quercetin-3-O-arabinoside— were found in samples added
with cocoa extract ( ). At the end of ripening process, flavonols from cocoa extract
were found in dry-cured sausages at a concentration comprised between 56 and 88 % of
their initial content, while the concentration of quercetin-3-O-glucoside in GSE1 and
GSE2 samples was not significantly modified over time ( ).

Phenolics have been pointed out to have a clear protective action against lipid oxidation
in meat products, especially in sausages with high lipid content and for large storage

(45261 ynder our conditions, the satisfactory stability of the phenolic

periods
compounds in dry-cured sausages was probably related with the use of a traditional
formulation, including antioxidant agents —nitrites, nitrates and ascorbic acid—, as well as
with a not very high fat content (18.7 % + 0.5 and 15.4 % * 0.1 for “fuet” and
“salchichdn” respectively, at the end of the ripening period) which increased protection
against oxidation. Results are in concordance with the work of Fernandez-Ldpez et al.
(262 who found that hesperidin, a phenolic compound from orange by-products, was

very stable in dry-cured sausage over time.

Phenolic compounds concentrations on fresh weight basis in products at the end of the
ripening process were higher in “fuet” than in “salchichon” ( ), due to the
different mean water content (33.6 £ 2.1 % and 49.1 + 1.5 % respectively).

Concentration of phenolic compounds ~Means + SD; mg-100g™, fresh weight- in “fuet” and “salchichén”
added with vegetal extracts at the end of the ripening process —one month after production-

"Fuet" "Salchichon"

Compounds Cocoa GSE1 GSE2 Cocoa GSE1 GSE2

Y Monomeric flavan-3-ols* 21.8+4.3 56.7+9.8 30.9+7.2 20.3+3.1 39.4+6.1 27.1+19

2 Gallic acid and galloylated
flavan-3-ols® 0.07+0.05 1.75+0.03 11.95+1.87 0.05+0.02 0.96+0.43 8.73+0.43

s Oligomeric flavan-3-ols’ 34.6+5.8 13.1+3.2 33.4+3.4 23614 9.7+1.1 30.2+3.2
X Glycosylated flavonols® 1.53+0.17 0.05+0.01 0.10+0.01 0.96+0.16 0.03+0.01 0.07+0.01

Total 58.0+104 71.6+13.0 76.4+125 45.0+4.6 50.1+7.6 66.1+5.5

* Sum of catechin and epicatechin.

$ sum of gallic acid, epicatechin gallate and epigallocatechin gallate.

" Sum of procyanidin B1, procyanidin B2 and procyanidin C1.

* sum of quercetin-3-O-galactoside, quercetin-3-O-glucoside and quercetin-3-O-arabinoside.



Available data about dietary phenolic intake vary according to the methodology used for
their estimation and the number of compounds included. As a general rule, estimated
phenolic intake for monomeric and oligomeric compounds ranges from 20 to 860
mg/day (75, 76, 263)

showed values ranging from 250 to 1000 mg/day

, while other works based on Folin-Ciocalteu colorimetric method
(77, 78)

Under our conditions, a portion of 25 g of “fuet” or “salchichén” added with vegetable
extracts may provide an intake of 11-19 mg of monomeric and oligomeric phenolic
compounds ( ), what would contribute significantly to increase the daily
ingestion of these compounds.

5.5 Conclusions

For the first time, eleven phenolic compounds of “fuet” and “salchichén” dry-cured
sausages added with cocoa and grape seed extracts was monitored from their
production to the end of the shelf life. A rapid sample extraction and a suitable UHPLC-
DAD-MS/MS method were employed to quantify the phenolic compounds which are
characteristic of the vegetal extracts of this study, but these conditions could be easily
adapted to assess the behavior of different vegetal extracts in other works on dry-cured
sausages.

In both kinds of dry-cured sausages, the main phenolic compounds showed an initial
reduction at the end of the ripening process, and their level did not further decrease
significantly, at least until the end of the commercial shelf life (3 months). At the end of
the ripening process —i.e., when product is ready to be consumed-, catechin and
epicatechin were at 54-61 % of their initial concentration, while higher residual
percentages were found for gallic acid, galloylated flavan-3-ols, oligomeric procyanidins
and glycosylated flavonols.

Even if more studies on large scale productions and sensorial evaluation are required,
our findings show that overall evolution of the monomeric and oligomeric phenolic
compounds from the vegetal extracts included in this experiment is appropriate for their
use as ingredients in the production of dry-cured sausages. Formulation of dry-cured
sausages with 0.5 % (w/w) addition of vegetal extracts rich in phenolic compounds seems
to be an interesting strategy to develop novel food products with high nutritional value.



5 Estabilitat de compostos fenolics en embotits
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6.1 Desenvolupament de metodes d'analisi
HPLC de compostos fenolics en matrius
vegetals

Extraccio en matrius vegetals fresques

Les mostres van ser immediatament refrigerades després de la seva recol-leccid i
congelades en poques hores a -80 °C fins al moment de I'extraccid, descartant-ne la
deshidratacié i la liofilitzacié, amb el proposit de preservar el maxim possible els
compostos fenolics intactes presents inicialment. L'Us de metanol 100% s'adequa a la

@3) pel que fa a la polaritat optima per a

recomanacié de Hyotyldinen i Kivilompolo
I'extraccid de flavonoides i acids hidroxicinamics, i també en termes d'inactivacio
enzimatica, tenint en compte el percentatge d'aigua present en les mostres congelades i
hidratades. Per a mostres liofilitzades, una mescla aigua-metanol hagués estat més
adequada per a la correcta penetracio als teixits deshidratats {13

Els resultats mostraren que l'extraccid amb quinze minuts d'immersié en un bany
d'ultrasons en aigua-gel augmenta lleugerament el contingut de compostos fenolics en
els extractes (233,13 + 8,87 mg polifenols totals/kg PF), comparant amb extraccions més
llargues de dues hores d'agitacié mecanica a 4 °C (225,18 * 2,37 mg/kg) o amb maceracié
de dotze hores a 4 °C (219,68 * 0,53 mg/kg). En base a aquests resultats, |'extraccié en

(173)' e|S

mostres vegetals fresques es feu aplicant ultrasons. Segons Wang i Weller
ultrasons provoquen una vibracid mecanica en medis solids, liquids o gasosos, amb
fenomens d'expansié i compressié al llarg del medi. Aquests fenomens en un solvent
liqguid com el metanol donen lloc a la cavitacié, formacié de microbombolles que creixen i
exploten formant fluxos rapids de solvent que permeten la seva penetracié enmig de la
matriu i una extraccié accelerada dels seus analits, que en el cas dels compostos fenodlics,
es troben compartimentats en vacuols i per tant, aillats per les membranes vacuolars i
cel-lulars i per les parets cel-lulars. En experiments amb doble extraccié en tomaquet
fresc s'observa que el segon pas d'extraccid només contingué el 2,4% del total de
compostos fenolics extrets —expressats com a polifenols totals—. En conseqiéencia, les
analisis es realitzaren amb una sola extraccid, prioritzant I'estalvi de temps i solvents
davant la recuperacié obtinguda amb la segona extraccié. Possiblement I'Us d'ultrasons
facilita I'elevat rendiment de la primera extraccid, essent aixi una técnica adequada per a

escurcar eficagment el procés d'extraccio.



Els resultats de recuperacid (77 al 90% en enciam i 68-97% en tomaquet) son satisfactoris

(27, 254), i confirmen la idoneitat

en |'analisi de compostos fenolics en mostres biologiques
de I'is de metanol 100% i dels ultrasons per a l'extraccié de compostos fenolics en

mostres fresques d'enciam i tomaquet.

Les resolucions cromatografiques obtingudes en HPLC i UHPLC permeteren separar els
compostos quantificats dels interferents presents de forma eficag a les matrius
estudiades. Aixo ha permeés ometre |'Us de tecniques de purificacid durant el procés
d'extraccid, evitant aixi la possible aparicid d'artefactes i l'allargament del metode
d'analisi.

Meétode d'analisi UHPLC-DAD en enciam i identificacio provisional inédita de compostos
derivats d'acid cumaric

El métode exposat en aquest treball de tesi per a I'analisi de compostos fenolics en
enciam permet la quantificacié d'onze compostos representatius emprant separacions
cromatografiques de vint-i-set minuts, incloent-hi acid cafeoiltartaric —acid caftaric—, acid
dicafeoiltartaric —acid xicoric—, acid cafeoilmalic, acid 5-cafeoilquinic —acid clorogéenic—,
acid 3,5-dicafeoilquinic, acid 5-p-cumaroilquinic, acid p-cumaroiltartaric, acid di-p-
cumaroiltartaric, acid p-cumaroilcafeoiltartaric, quercetina-3-O-glucuronid i quercetina
malonilglucosid.

Aquest treball presenta informacié cromatografica, espectroscopica i espectrometrica
detallada que facilita la deteccié d'aquests compostos en estudis similars. Es destacable
la descripcid, per primer cop en la bibliografia, de la preséncia de derivats d'acid cumaric
en enciam, incloent-hi dos compostos —acid p-cumaroilcafeoiltartaric i acid di-p-
cumaroiltartaric— que no havien estat mai descrits en la literatura. Aquest treball obre les
portes a una caracteritzacid més precisa d'aquests compostos mitjangant NMR. Aquests
compostos foren identificats en mostres d’enciam roma -Lactuca sativa L. var.
longifolia— cultivades a I'aire lliure a Cabrils —Barcelona— en eépoca favorable
—primavera-.

L'eficacia separadora del sistema cromatografic fou particularment elevada, amb valors
de plats teorics compresos entre 19000 —acid cafeoiltartaric— i 194000 —quercetina-3-0-
rutinosid—. Els resultats de validacid, amb una exactitud de 89-111%, limits de deteccio
inferiors a 0,8 mg/kg PF, repetibilitat inferior al 7% i recuperacié compresa entre el 77 i el
90%, fan d'aquest metode valid per al seu us rutinari en I'avaluacié de compostos
fenolics en enciam.



Caracteritzacio del perfil fenolic de I'enciam roma

En aquest estudi, les mostres d'enciam analitzades contingueren un contingut promig de
149,4 (£ 19,1) mg/kg PF de compostos fenolics. Les analisis revelaren la preponderancia
dels acids hidroxicinamics dins el perfil fenolic ( ), principalment ésters d'acid
cafeic amb acids tartaric, quinic i malic (90%). Els flavonoides, presents en forma de
derivats de quercetina, representen un grup menor dins el perfil fenolic (5,4%). Per la
seva banda, el grup d'acids hidroxicinamics derivats d'acid cumaric representaren el
10,2%* del contingut total de compostos fenolics en les mostres analitzades.

La preséncia de derivats d'acid cumaric, tot i que molt similars estructuralment als
derivats d'acid cafeic, pot requerir la preséncia de vies metaboliques no considerades
actualment en l'enciam, aixi com activitats fisiologiques diferenciades a la dels seus
homolegs cafeoil. La seva descoberta pot estimular estudis per revelar-ne el seu
metabolisme, possibles activitats biologiques aixi com els factors que indueixen la seva
sintesi en enciam.
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analitzats.




Meétode d'analisi HPLC-DAD en tomaquet

Aguesta tesi detalla una metodologia rapida, senzilla i validada per a l'analisi de deu
compostos fenolics majoritaris del tomaquet. Permet la quantificacid de cinc acids
hidroxicinamics i cinc flavonoides, incloent-hi acid 4-cafeoilquinic, acid 5-cafeoilquinic
—acid clorogenic—, acid dicafeoilquinic |, acid dicafeoilquinic II, acid tricafeoilquinic,
quercetina-3-0-rutindsid, quercetina trisacarid, campferol-3-O-rutinosid, naringenina i
naringenina calcona.

Existeixen nombrosos métodes publicats que descriuen I'analisi de compostos fenolics en
fruits de tomaquet, no obstant, aquest estudi descriu per primer cop un metode que
reuneix metodologia simplificada, instrumentacié convencional i validacié adequada,
omplint aixi un buit existent a la bibliografia.

L'extraccid i el pretractament de mostra simplificats —no inclou liofilitzacid, maceracid,
hidrolisi, purificacié en fase solida ni cicles multiples d'extracciéo— permeten assimilar un
nombre important de mostres en menys temps i utilitzar menys material i reactius. La
importancia de I'Us d'instrumentacié convencional recau en que el métode pot ser
traslladat a qualsevol laboratori amb instrumentacié HPLC. L'Us de tecnologia UHPLC
permet obtenir temps de retencid inferiors, aixi com prestacions cromatografiques
superiors —vegeu capitol 2—, tot i que I'Us d'aquesta instrumentacié requereix equips i
consumibles més cars que la HPLC convencional. Un altre estudi publicat a posteriori
també ha ressaltat la importancia del desenvolupament de metodes d'analisi de
compostos fenodlics utilitzant tecnologia assequible, metodologies simplificades i una
correcta validacié %%,

L'aplicacié del métode permet obtenir dades complertes i fiables sobre el contingut
fenolic de les mostres, gracies a I'analisi d’'un nombre significatiu d’acids hidroxicinamics i
flavonoides, representatius de la diversitat fenolica real del tomaquet, aixi com dels
resultats de validacié. Aquests ultims es poden considerar satisfactoris per a un metode
de compostos fenolics en mostres naturals, tot i la simplificacié del meéetode i de la
instrumentacié. La puresa dels pics quantificats fou confirmada amb el test de puresa de
pic, que es basa en I'nomogeneitat de l|'espectre UV-Vis. Aixo significa que els
interferents presents als extractes analitzats no afectaren a la integracid dels pics
quantificats, extrem que permet considerar que la selectivitat del métode, és a dir, la
capacitat del meétode per discernir un compost enmig dels interferents **?, fou bona.



Caracteritzacio del perfil fenolic de les varietats de tomaquet Montserrat, Pera de
Girona i Caramba

Els acids hidroxicinamics representen la major part del contingut fenolic en les tres
varietats estudiades, amb l'acid 5-cafeoilquinic —acid clorogénic—- com a compost
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|

\

9,6% g 60,9%
() 0,4% \o oL% 1545

. Acid 4-cafeoilquinic

Bl Acid 5-cafeoilquinic

Acid dicafeoilquinic
Acid dicafeoilquinic Il
Acid tricafeoilquinic
Quercetina trisacarid
Quercetina-3-0-rutinosid
13,9%/ Flavonoides Campferol-3-0- rutinosid
36,3% Naringenina

Naringenina calcona
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Composicid percentual dels compostos fenolics presents en tomaquets de les varietats
Montserrat (), Pera de Girona (b) i Caramba (c).



principal. No obstant, la diferent contribucid6 que tenen acids hidroxicinamics i
flavonoides dins el perfil fenolic de les tres varietats és remarcable ( ). Les mostres
de la varietat Caramba contingueren 48,99 (+ 4,41) mg/kg (PF) d'acids hidroxicinamics,
per sota dels 59,65 (+ 15,39) mg/kg (PF) de la Pera de Girona i dels 79,26 (+ 15,31) mg/kg
(PF) de la Montserrat. La familia de flavonoides és minoritaria en aquestes dues Ultimes
varietats (1,55 + 0,58 i 0,82 + 0,35 mg/kg PF respectivament), mentre que a Caramba la
seva preséncia és significativament superior (29,67 + 7,02 mg/kg PF), principalment
derivats de quercetina i naringenina calcona.

Les diferéncies observades en el perfil de les tres varietats estan en consonancia amb les

13 5n també

dades presentades pel complet review de Slimestad i col-laboradors
s'observa que la concentracid dels diferents compostos fenolics depéen fortament de la
varietat. Els resultats posen de manifest que convé aplicar metodes d'analisi que tinguin
en compte un ampli ventall de compostos, per no perdre informacié important sobre el
contingut fenolic real de les mostres. Per exemple, els métodes d'analisi que es
restringeixen a certes families de flavonoides obtindrien resultats molt poc

representatius si s'apliquessin a mostres de Montserrat i Pera de Girona.

Aquesta tesi presenta per primer cop una analisi detallada del contingut fenolic en dues
varietats importants pero de distribucié limitada a Catalunya —Montserrat i Pera de
Girona— i d'una varietat de distribuci6 amplia i amb important valor comercial
—Caramba-. A l'originalitat dels resultats s'hi ha de sumar la importancia de la
caracteritzacié de varietats horticoles de distribucié limitada. No hi ha dubte que la
globalitzacié en el terreny agricola empeny certes varietats a la desaparicio, en benefici
de varietats amb més rendiment economic. El coneixement del valor nutricional de les
varietats de distribuciéd limitada, sovint superior a les varietats més rendibles
econdmicament, pot permetre donar més arguments per a la seva conservacidé a part
dels motius patrimonials. Aprofundir en el coneixement de les varietats locals és

precisament un dels objectius del projecte Truefood financat per la Unié Europea “%°.



6.2 Aplicacio dels metodes HPLC-DAD d'analisi
de compostos fenolics en estudis de I'efecte
de condicions agronomiques

Com s'ha discutit en el capitol 6.1, el metodes d'analisi HPLC descrits en aquesta tesi
s'han desenvolupat amb la finalitat de ser aplicats en estudis que requereixen un nombre
considerable de mostres, podent processar aixi les mostres necessaries en un temps
optim i utilitzant la instrumentacié HPLC convencional disponible en el laboratori.

En aquest sentit, els métodes desenvolupats varen ser emprats per a diversos estudis
realitzats en el marc del projecte Truefood (266 Els estudis tingueren en comu la recerca
de la influencia de diversos factors agronomics sobre el valor nutricional d'enciams i
tomaquets. En el cas de l'enciam, es busca l'impacte que tingué la presencia de caps
blancs —Lobularia maritima L.— en un cultiu a l'aire lliure, dins una estratégia ecologica
d'atraccio d'insectes depredadors de plagues per substituir I'ds de pesticides. L'us del
meétode HPLC per a l'analisi de compostos fenolics en enciam permeté detectar que la
substituciéd de pesticides per la preséncia de caps blancs influencia positivament la
concentracié d'acids hidroxicinamics en els enciams %7,

El metode d'analisi de compostos fenolics en tomaquet fou aplicat satisfactoriament en
un estudi realitzat sobre les varietats Montserrat, Pera de Girona i Caramba. En aquest
cas, els parametres agronomics estudiats foren I'Us de tractaments antifiingics ecologics i
I'aplicacié de dosis baixes de nitrogen en la fertilitzacié. La quantificacié de compostos
diferents permeté observar diferencies en el perfil fenolic segons els tractaments,
diferéncies a més que estigueren determinades pel tipus de varietat. Els resultats seran
aviat disponibles en un article publicat per Erba i col-laboradors.

El mateix metode, malgrat que quantificant només els compostos de la familia dels
flavonoides, fou aplicat en una altra investigacié sobre l'efecte de I'aplicaciéd de
fungicides ecologics sobre el valor nutricional del tomaquet Belladonna. Aquest darrer
estudi es troba detallat en el capitol 4 d'aquesta tesi. En aquest estudi s'observa que el
perfil fenolic de la varietat Belladonna és similar al de la varietat Caramba, amb una
preséncia destacada de naringenina calcona i derivats de quercetina. En aquesta varietat,
I'aplicacié dels elicitors Chitoplant® i Milsana® —productes naturals aplicats per potenciar
la resistencia natural a les plagues— en abséncia de plagues suposa un lleuger increment
en la concentracié de derivats de quercetina. No obstant, la tendéncia en mostres
cultivades amb presencia d’oidi —Leveillula taurica— fou inversa, les mostres sense



tractament —i més afectades per I'oidi— presentaren un contingut superior en compostos
fenolics, particularment naringenina. Aixi doncs, la preséncia d’oidi possiblement pesa
més que I'aplicacié d’elicitor en la sintesi de compostos fenolics, tot i que en abséncia de
plaga I'Us d’elicitor suposa un augment en alguns dels parametres estudiats. Aquests
resultats sén una mostra de com es pot influenciar agronomicament el contingut en
compostos fenolics, perd també de la seva dependéncia de les condicions ambientals, en
aquest cas, de la preséncia de plagues.

6.3 Analisi UHPLC-DAD-MS de compostos
fenolics exogens en matrius carnies

Extraccio en matriu carnia

Hi ha molt poca informacié bibliografica referent a I'extraccié i analisi de compostos

fenodlics en matrius carnies. Fernandez-Lépez i col-laboradors ?*?

guantificaren un sol
compost fenolic, I'hesperidina —flavanona glicosilada— en embotit sec curat amb fibra de
taronja, utilitzant metanol 100%. En el treball descrit en aquesta tesi es testaren
diferents extractants per optimitzar |'extraccio. La recuperacié de compostos fenolics fou
superior amb acetona 70% que amb metanol 50%. L'acetona 70% ja havia estat descrita
préviament per altres autors com al millor solvent per a I'extraccié de procianidines en
matrius vegetals %%,

Es ben coneguda I'afinitat dels flavonoides per les proteines i la conseqiient formacié de
complexes estables entre aquests compostos ">, Es prova I'Us del detergent CHAPS i del
surfactant SDS per evitar un eventual efecte negatiu en I'extraccié degut a la preséncia
de proteines en les mostres. Les propietats desnaturalitzants i solubilitzadores de
proteines d'aquests dos additius no resultaren en un increment de la recuperacié de
compostos fenolics —resultats no publicats—. Els resultats de recuperacié amb acetona
70% foren en general satisfactoris per a tots els compostos, malgrat que les procianidines
tingueren els valors més baixos, entre 56 i 62%.

La preséncia important de lipids a les mostres féu aconsellable I'is d'un antioxidant,
I'acid ascorbic, per evitar processos d'oxidacié lipidica durant I'extraccié que podrien
provocar la degradacié de compostos fenolics presents en les mostres.



Analisi UHPLC-DAD-MS de compostos fendlics en embotits secs curats enriquits amb
extractes de cacau i de llavor de raim

Els compostos fenolics presents a les mostres i separats cromatograficament foren
identificats utilitzant informacié cromatografica —temps de retencié—, espectral -DAD—- i
espectromeétrica —MS—. L'analisi UHPLC acoblat a detecci6 MS en mode MRM —multiple
reaction monitoring— permeté quantificar un nombre considerable de compostos
monomerics i oligomeérics en només catorze minuts, concretament acid gal-lic, catequina,
epicatequina, epicatequina gal-lat, epigal-locatequina gallat, procianidina B1,
procianidina B2, procianidina C1, quercetina-3-O-glucosid, quercetina-3-O-galactosid i
guercetina-3-0O-arabinosid. A la rapidesa i resolucié del sistema UHPLC s'hi ha de sumar
la capacitat del MRM per detectar compostos amb una elevada especificitat —detecta
només les substancies que presenten una fragmentacid, o transicié, caracteristica d'un
compost determinat—, evitant a més I'emmascarament dels interferents.

Els fuets i llonganisses elaborats contingueren compostos fenolics propis dels extractes

vegetals afegits @2 %%

, mentre que les mostres control —sense extracte vegetal- no
contingueren cap compost fenolic. A diferéncia de les mostres d'enciam i tomaquet, la
guantificacié en fuets i llonganisses es realitza mitjancant calibratge en matriu, utilitzant
les mostres control com a matriu sense analits on s'hi afegiren quantitats conegudes de

compostos patro.

Les mostres afegides amb els tres extractes comercials utilitzats contingueren un
contingut molt important de flavan-3-ols, majoritariament mondmers —catequina i
epicatequina— i oligomers —procianidines— ( ). Les diferencies observades en el
perfil fenolic de les mostres amb els dos extractes de llavor de raim demostren com el
procés d'obtencié dels extractes pot influir molt la composicié fenolica final, tot i
procedir de la mateixa matéria primera. Tomas-Barberan i col-laboradors “” mostren un
exemple en cacau: els autors obtingueren un extracte quatre vegades més ric en
procianidines i vuit vegades més ric en epicatequina i procianidina B2 que un extracte de
cacau convencional, mitjancant el control dels processos de fermentacid, torrefaccid i
escaldat.

Un mes després de la seva produccio, el contingut total de compostos fenolics
monomerics i oligomerics en fuet fou de 716 + 128; 764 + 108; i 580 + 81 mg/kg PF amb
els extractes de llavor de raim GSE1, GSE2 i de cacau, respectivament. En llonganissa, el
contingut fou de 501 + 77; 661 £ 55; i 450 + 57 mg/kg PF en mostres amb GSE1, GSE2 i
cacau respectivament. Els continguts foren més elevats en els fuets que en les



Resultats i discussié generals 6

llonganisses degut a un efecte de concentracié per una major deshidratacié durant el
procés de curat en el cas dels fuets.

Aplicacié del meéetode en un estudi de I'estabilitat dels compostos en fuet i llonganissa

A diferéncia del que es podria pensar a priori, aquest treball demostra que els compostos
fenolics procedents de cacau i llavor de raim sdn relativament estables en una matriu
carnia propensa a l'oxidacid. Alguns compostos disminueixen significativament entre
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Fig. 6.3 Composicié percentual de compostos fenolics presents en els embotits secs
curats enriquits amb extractes de llavor de raim GSE1 (a), GSE2 (b) i de cacau (c),
un mes després de I'elaboracié.
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finalitzada la manufactura dels embotits —inici del procés de curacié— i un mes després
de la produccié. En aquest periode s'hi donen els processos més intensos de curacié i
deshidratacié en els embotits secs curats. No obstant, cap dels compostos analitzats
disminui significativament entre un i tres mesos a partir de la produccid, periode
considerat com a vida util comercial i on el producte es troba refrigerat. L'addicié de
nitrit de sodi i ascorbat de sodi en la formulacid, ambdds amb activitat antioxidant, pot
haver ajudat a preservar |'estabilitat dels compostos fenolics. Els resultats obtinguts en
aquesta tesi estan en concordanga amb els descrits per Fernandez-Lépez i col-laboradors
(62 on es mostra que la flavanona glicosilada hesperidina, procedent de taronja, és

estable al llarg de quatre setmanes d'emmagatzematge en embotit sec curat.

Tal com s'ha destacat en el capitol 1.5 d'aquesta tesi, els compostos fenolics poden ser
utils a la inddstria alimentaria per motius tecnologics i funcionals. La utilitat del seu Us
contrasta amb la manca de coneixement sobre l'evolucié i estabilitat d'aquests
compostos un cop afegits als aliments. Aquesta tesi presenta per primer cop resultats
sobre I'evolucié del contingut de compostos fenolics en embotits curats amb extractes
vegetals, al llarg del procés de curacié i vida atil. A més a més, ofereix un métode
d'analisi cromatografic UHPLC-DAD-MS que és facilment aplicable a altres matrius
carnies similars.

6.4 Discussio general

Consumidors, industria alimentaria i administracions perceben cada cop més la
importancia de disposar d’aliments rics en antioxidants naturals per mantenir un nivell
de vida saludable. Malgrat el coneixement que tenim sobre els beneficis d'un consum
regular d'aliments vegetals, encara queda molt marge per coneixer en profunditat els
mecanismes que regulen la presencia de compostos fenolics en aliments. Paral-lelament,
I'ds d'extractes vegetals com a ingredients amb finalitats funcionals pren importancia a la
industria alimentaria, pero el seu Us requereix la determinacié de [l'estabilitat i la
composicid dels compostos presents en el producte final.

Les administracions, coneixedores de la importancia estrategica d'aquest camp d'estudi,
ha subvencional al llarg dels darrers anys una série de projectes —p.ex., Truefood *,
Flavo %2 QLIF ¥~ amb la finalitat de conéixer millor I'efecte de les variables que
afecten el valor nutricional dels aliments i en particular el contingut de compostos



fenolics. Els metodes analitics desenvolupats en aquesta tesi s'emmarquen dins la
necessitat de disposar de metodes validats i practics per manipular un nombre important
de mostres, per tal d'oferir resultats fiables sobre les variables estudiades en aquest tipus
de projectes.

El projecte de tesi ha permes desenvolupar métodes d'analisi HPLC de compostos
fenolics que permeten caracteritzar rigorosament el contingut fenolic en tomaquet,
enciam i embotit sec curat amb compostos fenolics afegits per motius funcionals,
representant tres matrius ben diferenciades, dues de vegetals —foliar i fruit— i una de
carnia. Les metodologies proposades representen una millora dels metodes existents,
establerts per a les mateixes matrius, donat que reuneixen tots els condicionants
seglients:

i) Utilitzen una instrumentacié relativament senzilla i metodologia simplificada.

ii) Permeten obtenir resultats quantitatius per un nombre de compostos
representatiu de la diversitat fenolica real present a les mostres.

i) Estan validats.

Els capitols 4 i 5 d'aquesta tesi mostren I'aplicabilitat d'aquests metodes, en el primer cas
per a coneixer |'efecte d'unes condicions agronomiques particulars en el valor nutricional
dels tomaquets, i en el segon cas, per coneixer Il'estabilitat dels compostos fenolics
afegits en embotits al llarg de la seva vida util.

La instrumentacié HPLC i UHPLC utilitzada en aquests treballs s'ha mostrat valida i eficag
per a la realitzacié dels estudis. Les condicions cromatografiques descrites permeten
processar nombres elevats de mostres, amb pretractament minim i sense passos
d'hidrolisi o purificacié. La deteccio DAD i MS ha permeés identificar la diversitat de
compostos fenolics presents en les mostres alimentaries, de forma provisional per a
aquells compostos sense patrd disponible. Ha estat possible descriure per primer cop en
enciam quatre acids hidroxicinamics derivats d’acid p-cumaric, dos dels quals son inédits
en la literatura. Es presenta informacid cromatografica, espectroscopica —DAD- i
espectrométrica —-MS"- detallada per facilitar la seva deteccid en nous treballs.

Aquest treball també descriu detalladament per primer cop el contingut en compostos
fenolics a les varietats de tomaquet Caramba, Montserrat i Pera de Girona. El
coneixement de contingut fenolic de Caramba és remarcable pel fet que es tracta d’una
varietat ampliament utilitzada per a fins comercials i llargament consumida per la
poblacié. El coneixement de les varietats Montserrat i Pera de Girona, per la seva banda,
permet aprofundir en el coneixement del valor nutricional de dues varietats de
distribucié geografica molt limitada. La variabilitat obtinguda en el perfil fenolic de les



tres varietats subratlla la importancia del factor genétic per explicar el contingut en
compostos fenolics presents en el tomaquet.

L'Us d'extractes vegetals és una estratégia molt interessant per a la industria alimentaria,
ja que facilita I'obtencié de productes amb el perfil nutricional millorat i amb valor afegit,
unes particularitats que haurien de ser desitjoses des del punt de vista de salut publica
perd també economic, si la millora del perfil nutricional aconsegueix incrementar
I'acceptacid del producte per part del consumidor. El capitol 5 d'aquesta tesi demostra
que és possible elaborar embotits secs curats amb un contingut final de compostos
fenolics desitjable des del punt de vista nutricional, i conjuntament amb les
corresponents avaluacions sensorials, provaria la idoneitat de I'Us d'extractes vegetals en
aquest tipus de productes.
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i)

v)

El metode d'analisi UHPLC-DAD desenvolupat i validat per a la quantificacié de
compostos fenolics en enciam roma permet obtenir informacié amplia i
detallada de la diversitat fenolica present de forma natural en aquesta
hortalissa, representada per cinc derivats d'acid cafeic, quatre derivats d'acid
cumaric i dos derivats de quercetina.

S'ha identificat provisionalment quatre compostos derivats d'acid cumaric per
primer cop en enciam, designats acid 5-p-cumaroilquinic, acid p-
cumaroiltartaric, acid p-cumaroilcafeoiltartaric i acid di-p-cumaroiltartaric, dels
quals, I'acid p-cumaroilcafeoiltartaric i I'acid di-p-cumaroiltartaric sén inédits a
la literatura. La informacié cromatografica, espectroscopica i espectrometrica
presentada en aquesta tesi ha de facilitar la seva deteccié en altres mostres
vegetals, i déna les bases per a la seva caracteritzacié definitiva mitjangant
ressonancia magnetica nuclear. La descoberta de nous compostos fenolics en
enciam aporta informacié nova sobre les rutes metaboliques que tenen lloc en
aquest vegetal.

El metode d'analisi HPLC-DAD desenvolupat i validat en tomaquet permet
guantificar deu compostos fenolics majoritaris d'aquest fruit, obtenint aixi
informacié detallada i representativa de la diversitat fenolica endogena en
mostres de tomaquet. La simplicitat de la metodologia permet obtenir dades
amb menys temps i/o costs que els meétodes d’analisi HPLC anteriors,
particularment d'aquells que permeten quantificar un nombre significatiu de
compostos intactes i es troben validats.

El métode d’analisi en tomaquet ha permes la identificacid i quantificacié per
primer cop dels compostos fenolics presents en les varietats de tomaquet
Caramba, Montserrat i Pera de Girona. Les diferencies observades en el perfil
fenodlic de les tres varietats indica la importancia del factor genétic en el
metabolisme fenolic del tomaquet i la necessitat de disposar de métodes que
descriguin un perfil ampli de compostos per obtenir resultats representatius de
les diferents varietats.

El metode d'analisi HPLC en mostres de tomaquet és apte per ser aplicat en
estudis que requereixin un nombre important de mostres. Permet |'obtencié de
dades quantitatives d'almenys vint-i-quatre mostres diaries, incloent-hi
extraccié i analisi, emprant instrumentacié convencional.



vi)

vii)

viii)

La sintesi de compostos fenolics s'incrementa lleugerament en un cultiu de
tomaquet amb aplicacié dels elicitors Chitoplant® i Milsana®. No obstant, en
presencia d'oidi —Leveillula taurica— les mostres de plantes no tractades amb
elicitor presentaren nivells més alts de flavonoides, possiblement en resposta a
una major afectacié de la plaga.

El métode d'analisi UHPLC-DAD-MS" desenvolupat i validat per a I'analisi de
compostos fenolics en embotits secs curats permet quantificar compostos
fenolics procedents d'extractes de llavor de raim i de cacau, incloent-hi acid
gal-lic, set flavan-3-ols monomerics i oligomerics i tres glicosids de quercetina.

El métode d'analisi en embotit sec curat ha permés determinar I'estabilitat dels
compostos fenolics en fuet i llonganissa. Amb els nivells d'ascorbat i nitrit
habituals en la formulacié d'aquests embotits, els compostos fenolics avaluats
foren suficientment estables per garantir nivells al final de la vida atil amb
finalitats funcionals.
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