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BREU INTRODUCCIÓ A LA METABOLÒMICA I PRESENTACIÓ

El terme metaboloma ha sorgit recentment per definir el conjunt de metabòlits 

sintetitzats per un organisme, si bé, tal com passa amb altres termes com proteoma i

transcriptoma, pot aplicar-se a diferents nivells de complexitat, que van des d’organismes,

teixits o cèlul·les, fins a compartiments cel·lulars. Així, la metabolòmica podria definir-se com

l’estudi dels metabòlits d’un organisme o de parts d’ell. D’altra banda, però, es parla també 

d’altres termes que, si bé moltes vegades s’utilitzen com a sinònims, no tenen exactament el

mateix significat. Quan es parla de target analysis es refereix a l’estudi dels metabòlits 

resultants d’un enzim en concret, de manera que es poden eliminar tots els altres i

disminuir, així, les interferències. El terme metabolite profiling (o definició del perfil

metabòlic) s’aplica quan l’estudi s’amplia als metabòlits que intervenen en una ruta 

metabòlica sencera i en les diferents branques relacionades. Només es podria parlar de 

metabolòmica quan s’estudien tots els metabòlits d’una entitat orgànica, en que s’intenta

evitar l’exclusió de qualsevol compost. Finalment, quan s’estudia un ampli ventall de mostres

i no és necessari determinar la identitat de cada metabòlit individual, es parla de metabolic

fingerprinting. Aquests termes, però, sovint es barregen, i moltes vegades s’engloben dins el

terme metabolòmica (Fiehn, 2002).

Fins avui, l’estudi dels metabòlits s’ha portat a terme mitjançant tècniques de 

ressonància magnètica nuclear (NMR) i d’espectrometria de masses (MS). La tècnica de NMR

té l’avantatge que s’ha utilitzat durant molts anys, de manera que ha estat intensament 

validada. A més, es tracta d’una tècnica que permet recuperar la mostra, fet que pot ser

determinant en certs casos. D’altra banda, però, presenta els inconvenients de tenir una

sensibilitat i resolució baixes, i de només ser aplicable als productes que es troben en una 

major proporció. La introducció de la MS a l’estudi metabòlic és més recent, i el seu

acoblament a la cromatografia de gasos i a la cromatografia de líquids ha fet possible 

l’anàlisi d’un ampli ventall de metabòlits a la vegada (Fernie et al., 2004; Saghatelian &

Cravatt, 2005). La tècnica d’espectrometria de masses acoblada a cromatografia de gasos 

(GC-MS) fa més temps que s’utilitza per la determinació del perfil metabòlic, i per tant, 

existeixen protocols estables per a la posada a punt i manteniment dels aparells, la

preparació de les mostres, la realització de les anàlisis, l’avaluació dels cromatogrames i la 

interpretació de les dades. En canvi, la utilització de la cromatografia de líquids acoblada a

espectrometria de masses (LC-MS) és més recent i no s’ha adquirit tanta experiència, de

manera que encara no es disposa de protocols prou validats, i es necessita més temps en la

interpretació de les dades. Tot i així, presenta una sèrie d’avantatges respecte la GC-MS,

com ara que és aplicable a un ventall més ampli de molècules (la GC-MS només és aplicable
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a compostos volàtils, o bé que poden esdevenir volàtils per derivatització), és molt útil en la 

detecció de rutina de drogues, es pot portar a terme en mescles complexes, i no apareixen

residus fruit de les reaccions de derivatització. A més, la combinació en tàndem (LC-MS/MS)

augmenta encara més la sensibilitat i l’especificitat de les anàlisis. Així, es poden detectar tot 

tipus de metabòlits secundaris, com ara alcaloides, flavonides, glucosinolats, isoprens,

saponines, etc (Fernie et al., 2004; Saghatelian & Cravatt, 2005). 

En algunes ocasions, la presència o absència d’un determinat metabòlit és suficient

per a la validesa d’un resultat (com en la detecció de drogues); però, en els estudis de

metabolòmica, les anàlisis quantitatives són habitualment necessàries. En aquests casos, les

dades són sovint expressades com a ràtio respecte un compost control o una mostra control.

Altres vegades, però, és necessària una quantificació absoluta d’un o d’uns quants 

metabòlits determinats, per la qual resulta d’utilitat la disponibilitat de substàncies estàndard

de referència i la utilització d’eines estadístiques (Fernie et al., 2004).

Tot i els grans avenços que s’han portat a terme en el camp de la metabolòmica,

encara es tracta d’un tipus d’estudi relativament recent, i presenta dos problemes

fonamentals. D’una banda, un organisme procariota com l’Escherichia coli pot sintetitzar fins

a 750 metabòlits diferents, però els organismes eucariotes del Regne Vegetal en poden

sintetitzar de 4.000 a 20.000. Així, resulta impossible, fins al moment, disposar d’un mètode 

d’extracció que no negligeixi cap metabòlit. D’altra banda, tot i que es poden detectar molts 

compostos a la vegada, s’ha estimat que en una anàlisi per GC-MS típica, només es poden 

identificar sense ambigüitat d’un 20 a un 30% dels pics detectats.

Actualment, la mesura dels metabòlits té un gran interès, ja que formen part de les 

rutes bioquímiques, tenen funcions reguladores, intervenen en patologies tant animals com

vegetals, poden ser marcadors diagnòstics, etc. De fet, aquest últim punt és l’aplicació més

freqüent de la metabolòmica i el camp on més ràpidament s’ha estès, ja que la detecció,

identificació i quantificació de metabòlits és clau en la diagnosi de malalties i en el seguiment 

d’un tractament farmacològic. Els metabòlits també són importants per les seves funcions

reguladores, com a components de rutes bioquímiques i com a productes finals de reaccions

enzimàtiques. Així, la seva combinació amb la genòmica i la proteòmica resulta de gran 

utilitat en l’assignació de funcions genètiques i enzimàtiques. També són claus en l’estudi de

les interaccions entre diferents sistemes, ja siguin entitats orgàniques o teixits, o bé

organismes sencers. Tenint en compte que qualsevol sistema biològic està definit per la seva

composició metabòlica, la importància de la metabolòmica serà decisiva en el futur (Fernie

et al., 2004). 
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OBJECTIUS

L’objectiu del present treball de tesi és una aproximació a l’estudi metabolòmic de

diferents plantes, emprant diferents estratègies i tècniques en funció de l’objectiu particular 

plantejat en cadascuna de les espècies estudiades. 

Dins la gran varietat de metabòlits secundaris de les plantes, s’han triat, per la seva

especial rellevància, dos tipus de compostos, els compostos fenòlics i els alcaloides (en 

concret, els alcaloides de les Amaryllidaceae). Els compostos fenòlics (particularment els 

àcids benzoics i hidroxicinàmics, i els flavonoides) tenen una gran importància com a 

substàncies bioactives, ja que són responsables d’un ampli ventall de funcions biològiques

dins la planta, i al mateix temps, gràcies a la seva activitat antioxidant, poden exercir

nombrosos efectes beneficiosos en el camp de l’alimentació i la farmacologia. De la mateixa 

manera, els alcaloides de les Amaryllidaceae, que també tenen una gran importància

biològica en les plantes d’aquesta família, constitueixen un tipus d’alcaloides amb moltes

activitats farmacològiques i de gran interès en l’elaboració de fàrmacs, com per exemple la 

utilització de la galantamina en el tractament de la malaltia de l’Alzheimer. 

Així, s’han realitzat estudis de tipus metabolòmic en diferents espècies vegetals,

mitjançant l’aplicació de diferents tècniques com ara GC-MS, LC-MS/MS, LC-MS-TOF, i NMR.

Dins el gran ventall de possibilitats i aplicacions de la metabolòmica, el treball d’aquesta tesi 

s’ha centrat en els següents aspectes: 

� Estudi de l’activitat antioxidant del material de rebuig del lavandí després de

la destil·lació dels seus olis essencials, i identificació dels compostos fenòlics

responsables d’aquesta activitat, relacionant, a més, l’estructura d’aquestes

molècules amb el tipus d’activitat antioxidant que porten a terme. Aquest 

objectiu concret s’engloba dins la recerca de noves fonts d’antioxidants

naturals fent ús de material vegetal de rebuig.

� Estudi del paper dels compostos fenòlics en la resposta de les plantes

davant l’estrès abiòtic i la senescència, a través de la identificació i 

comparació qualitativa i quantitativa d’aquests metabòlits en diferents 

mostres de plantes de tabac i d’Arabidopsis thaliana.

� Aïllament, identificació i caracterització de flavonoides de Crinum humile,

espècie vegetal poc coneguda del Camerun.
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� Identificació dels alcaloides de les Amaryllidaceae de Pancratium canariense,

espècie poc estudiada en termes de composició química, amb especial

atenció a la possible detecció de nous derivats de la galantamina, compost 

amb activitat anticolinesteràsica, utilitzat pel tractament de la malaltia de 

l’Alzheimer.

El present treball de tesi no pretén, però, ser una anàlisi metabolòmica completa

d’un seguit de plantes, sinó una contribució a la metabolòmica, una petita mostra de la gran

varietat de possibilitats de la seva aplicació, i una aportació d’una sèrie de resultats que 

poden ser útils, tant en el camp de la recerca de la bioquímica vegetal, com en el camp de la 

farmacologia i la fitoquímica.
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1.1.- Compostos fenòlics 

1.1.1.- Concepte 

 

Els compostos fenòlics constitueixen un grup molt nombrós de substàncies 

procedents del metabolisme secundari de les plantes, que presenten una gran diversitat 

estructural i funcional, ja que realitzen un ampli ventall de funcions biològiques. De fet, 

l’adaptació de les plantes a l’entorn terrestre va produir-se gràcies a la formació massiva de 

compostos fenòlics, de manera que, actualment, al voltant del 40% del carboni orgànic que 

hi ha a la biosfera està relacionat, directa o indirectament, amb aquest tipus de compostos. 

Aquesta elevada proporció es deu, en part, a la dificultat que presenten alguns fenols 

complexes a biodegradar-se (Croteau et al., 2000). 

 

Els fenols presents a les plantes tenen en comú la presencia d’un o més grups 

hidroxil units a estructures aromàtiques més o menys complexes. Acostumen a ser solubles 

en aigua, ja que freqüentment es troben combinats amb sucres formant glicòsids, i es solen 

localitzar als vacúols cel·lulars (Harborne & Dey, 1989; Robards et al., 1999). Una altra 

característica important és la seva acidesa, que en major o menor grau, ve donada per la 

tendència de l’enllaç entre l’oxigen i l’hidrogen a trencar-se formant el corresponent anió 

fenòxid, que augmenta la seva solubilitat en l’aigua (Waterman & Mole, 1994).  

 

1.1.1.1.- Diversitat estructural 

 

L’estructura dels compostos fenòlics varia des de molècules simples com ara els 

àcids benzoics, fins a compostos polimeritzats d’alt pes molecular com les lignines i els 

tanins condensats. A la Taula 1.1 es mostra una classificació dels compostos fenòlics més 

significatius segons el seu esquelet carbonat, responsable de la diferenciació estructural 

entre els grups. 

 

Tipus Estructura base

Fenols simples C6

Àcids benzoics C6-C1

Àcids hidroxicinàmics C6-C3

Cumarines C6-C3

Lignines (C6-C3)n

Estilbens  C6-C2-C6

Flavonoides C6-C3-C6

Tanins condensats (C6-C3-C6)n

 

Taula 1.1.- Classificació dels principals compostos fenòlics
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Fenols simples 

 

Estan formats per un anell aromàtic i un o més grups hidroxil com a substituents. Els 

fenols simples porten a terme diverses funcions fisiològiques, tant en el món vegetal 

(regulació de la germinació, resistència envers fitopatògens, o activació d’enzims) com en el 

món animal. Poden trobar-se antisèptics (com el fenol i el catecol), expectorants, diürètics, 

inhibidors de la mutagènesi i la citotoxicitat, etc. També existeixen compostos fenòlics de 

gran utilitat en fins diagnòstics i en el tractament de l’acne i la psoriasi. D’altra banda, cal 

destacar també les aplicacions de molts d’aquests compostos en la indústria. Així, el fenol i 

el p-cresol són utilitzats en la manufactura de resines i explosius, i l’hidroquinona i el catecol 

són reveladors fotogràfics. També es poden trobar aplicacions dels fenols simples com a 

mescles antioxidants, herbicides i en l’elaboració de perfums i cosmètics (Harborne & Dey, 

1989). 

 

 

OH

OH

OH

OHOH

 

 hidroquinona catecolfenol  

 

 
Figura 1.1.- Exemples dels fenols simples més rellevants 

 

 

Àcids benzoics i hidroxicinàmics 

 

Constitueixen un grup força abundant de compostos fenòlics. Dins dels àcids 

benzoics (C6-C1) hi ha compostos tan significatius com l’àcid gàl·lic (component fonamental 

dels tanins hidrolitzables) i l’àcid salicílic.  

 

Els àcids hidroxicinàmics (derivats C3-C6) tenen una distribució molt àmplia i 

constitueixen l’origen biosintètic de tots els fenilpropanoides (veure apartat 1.1.2 i Figura 

1.7). En molts casos es troben associats a altres compostos, com és el cas de l’àcid 

clorogènic (producte de l’esterificació de l’àcid cafeic amb l’àcid quínic). Aquests compostos, 

incloent-hi els seus èsters, estan àmpliament distribuïts en les plantes medicinals i en els 
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aliments d’origen vegetal, i s’utilitzen com a diürètics (àcid cafeic i àcid rosmarínic), per 

tractar problemes digestius (àcid clorogènic) o com a antioxidants (àcid rosmarínic). També 

tenen activitat bactericida, fungicida i antitumoral (Escarpa & González, 2001).  

 

 

COOH

OH

OH

OH

COOH

 
àcid salicílic àcid cafeic 

 

 

Figura 1.2.- Exemples d’àcids benzoics (salicílic) i hidroxicinàmics (cafeic) 

 

 

Flavonoides i estibens 

 

Els flavonoides constitueixen un grup de compostos fenòlics de gran rellevància, ja 

que tenen una alta prevalença en els aliments (fruites, verdures, te, etc), una especial 

importància i significació biològica, i una gran varietat d’estructures. De fet, es coneix 

l’estructura de més de 9000 flavonoides (Justesen et al., 1998; Martens & Mithöfer, 2005; 

Erdman et al., 2007).  

 

L’estructura dels flavonoides està constituïda per un esquelet difenilpropà (sistema 

C6-C3-C6), format per dos anells aromàtics (A i B) units per una unitat C3, la qual sol estar 

ciclada formant un O-heterocicle (anell C) (Robards et al., 1999).  

 

O
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Figura 1.3.- Estructura base d’un flavonoide
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Tant en els anells A i B, com en la fracció C3, es poden trobar diversos grups hidroxil 

com a substituents. Segons el grau d’oxidació de la fracció C3 (anell C), els flavonoides es 

classifiquen en diferents grups, els més significatius dels quals són els flavonols, les 

flavones, les isoflavones, els dihidroflavonols, les flavanones, els 3-hidroxiflavans, i les 

antocianidines (Ryan et al., 1999). 

 

 

O

O

O

O

O

O

O

OH

OH

O

O

3

dihidroflavonol

+

antocianidina

flavanona

3

3

flavonol flavona isoflavona

3-hidroxiflavà

O

O

OH

O

OH

3

 

 

 

 Figura 1.4.- Principals classes de flavonoides 
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Els flavonoides acostumen a ser solubles en aigua, ja que normalment es troben en 

forma de glicòsids. Aquesta glicosilació, a part d’augmentar la solubilitat en l’aigua, 

disminueix la reactivitat i toxicitat del compost, i facilita l’emmagatzematge en els vacúols, 

evitant efectes adversos en el citosol. Podem trobar O-glicòsids (en les posicions 3, 7 i 4’) i 

C-glicòsids (posicions C-6 i C-8), tot i que aquests últims són poc freqüents. El sucre que 

apareix amb més freqüència és la glucosa, tot i que la galactosa, la ramnosa, la xilosa i 

l’arabinosa també són força comunes (Cuyckens & Claeys, 2004). Els flavonoides també 

poden unir-se a altres molècules com l’àcid glucurònic, o bé polimeritzar-se, donant lloc a 

formes dimèriques i oligomèriques. Els polímers més importants formen el grup dels tanins 

condensats. Cal diferenciar entre tanins condensats (polímers de flavonoides) i tanins 

hidrolitzables, que són derivats glucosilats de l’àcid gàl·lic o dels seus derivats (Cook & 

Samman, 1996; Nijveldt et al., 2001; Ferreres et al., 2004). 

 

 

Els flavonoides són responsables de nombroses funcions biològiques. Són 

reconegudes les seves activitats antial·lèrgica, antiinflamatòria, antiviral, anticancerosa i 

antioxidant. Afecten a gran quantitat d’enzims i proteïnes associades a la fotofosforilació, i 

són capaços de neutralitzar radicals lliures i quelar cations metàl·lics. Entre les accions 

beneficioses dels flavonoides presents en la dieta, destaquen la prevenció del càncer, 

l’Alzheimer, l’aterosclerosi, les malalties cardiovasculars, etc (Harborne & Williams, 2000; 

Manthey, 2000). 

 

 

O

OH

OH

O
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OH

OH
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OH

HO

OH
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 Figura 1.5.- Exemples de flavonoides de tipus flavonol 
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Els estibens, estretament relacionats amb els flavonoides, són sintetitzats per un 

grup d’espècies vegetals no relacionades com la vinya (Vitis vinifera), el cacauet (Arachis 

hypogaea) i el pi (Pinus sylvestris). Degut a la seva estructura bàsica (sistema C6-C2-C6), que 

no permet ciclacions addicionals, formen un grup reduït de productes. Dins els estilbens 

s’inclouen productes tan significatius com el resveratrol, que presenta activitat antitumoral, 

antiinflamatòria i antioxidant, entre altres (Jang et al., 1997). 

 

 

HO

OH

OH

resveratrol  

 

 
Figura 1.6.- Exemple d’estilbè
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1.1.2.- Biosíntesi dels compostos fenòlics 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ruta siquimat 

(eritrosa-4-fosfat i fosfoenolpiruvat) estilbens acetil Co-A

àc. gàl·lic

siquimat 

àc. cinàmic

àc. cumàric

àc. cafeic

àc. clorogènic

malonil Co-Acumaroïl Co-A

xalcones

flavanones

dihidroflavonols

leucoantocianidines

tanins 
condensats

antocianines 

flavonols

flavones

tanins 
hidrolitzables

àc. quínic

fenilalanina

antocianidines

ACC

STS

catequines

lignines

PAL

C4H

C3H

4CL CHS

CHI

F3H

DFR

ANS

ANR

LAR

3GT

àc. benzoics 

Ruta dels fenilpropanoides

Rutanaftoquinones corismat 
acetat-malonatantraquinones 

Ruta mixta 

isoflavonesFNS IFS

FLS

epicatequines 

Figura 1.7.- Esquema de la ruta sintètica dels diferents tipus de compostos fenòlics. PAL, Fenilalanina amoni-
liasa; C4H, cinamat-4-hidroxilasa; C3H, cumarat-3-hidroxilasa; 4CL, 4-cumarat CoA-lligasa; ACC, acetil CoA-
carboxilasa; STS, estilbè-sintetasa; CHS, xalcona-sintetasa; CHI, xalcona flavanona-isomerasa; FNS, flavona-
sintetasa; IFS, isoflavona-sintetasa; F3H, flavanona-3-hidroxilasa; FLS, flavonol-sintetasa; DFR,
dihidroflavonol-4-reductasa; LAR, leucoantocianidina-reductasa; ANS, antocianidina-sintetasa; ANR,
antocianidina-reductasa; 3GT, antocianidina-3-glicosiltransferasa (Adaptació de Croteau et al., 2000; Xie & 
Dixon, 2005)
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1.1.2.1.- Ruta dels siquimat-fenilpropanoides 

 

La via del siquimat uneix el metabolisme dels glúcids amb la biosíntesi de compostos 

aromàtics. De fet, proporciona els elements bàsics per a la síntesi dels aminoàcids 

fenilalanina, tirosina i triptòfan, així com de molts altres compostos aromàtics de gran 

importància pels organismes productors.  

 

Aquesta via només es porta a terme en plantes i en microorganismes. En plantes 

superiors s’origina en els cloroplasts a partir de fosfoenolpiruvat i eritrosa-4-fosfat. 

Mitjançant 7 passos s’arriba a la formació de corismat, intermediari clau (punt de 

diversificació) important per a la biosíntesi de nombrosos compostos aromàtics (àcids 

benzoics, naftoquinones, antraquinones, aminoàcids aromàtics, fenilpropanoides, entre 

altres). A més dels productes que es formen a partir del corismat, els intermediaris 

precorísmics també serveixen de punt de partida per a la formació d’alguns compostos 

fenòlics importants, com ara l’àcid gàl·lic (precursor de tanins hidrolitzables) i l’àcid quínic 

(precursor d’èsters d’àcids cinàmics).  

 

L’entrada a la ruta dels fenilpropanoides es produeix per acció de l’enzim fenilalanina

amoni-liasa (PAL). Aquest enzim, mitjançant un procés de desaminació oxidativa, actua 

sobre la fenilalanina donant lloc a l’àcid cinàmic. La resta d’àcids hidroxicinàmics (cumàric, 

cafeic, ferúlic, sinàpic) es formen a partir de l’àcid cinàmic mitjançant hidroxilases (cinamat-

4-hidroxilasa, C4H; cumarat-3-hidroxilasa, C3H) i O-metiltransferases (cafeoat-3-O

metiltransferasa, COMT). Els àcids cinàmics són el punt de partida de tots els 

fenilpropanoides, que inclouen productes tan diversos com èsters i amides d’àcids 

hidroxicinàmics (àcid clorogènic), cumarines, alcohols cinàmics, polímers (lignines i lignans), 

àcids benzoics (àcid salicílic) i derivats, hidroquinones, etc. Per poder sintetitzar els 

compostos esmentats, cal que els àcids cinàmics siguin activats (majoritàriament en forma 

de derivats-CoA), sent la 4-cumaroïl-CoA-ligasa (4CL) l’enzim més significatiu (Winkel, 

2004). 

 

-

 

 

En l’actual model de la biosíntesi de les lignines (Figura 1.8) pot observar-se com la 

conversió de cumaroïl-CoA a cafeoïl-CoA es dóna principalment a través de l’actuació de 

l’enzim C3H a nivell d’èsters de l’àcid cumàric amb els àcids quínic o siquímic. Aquests èsters 

es sintetitzen en gran quantitat com a intermediaris en la formació de les lignines, ja que 

una part molt important del carboni que entra en la ruta dels fenilpropanoides va dirigit cap 

a la síntesi de lignines, que representen el segon polímer més abundant a la Terra, només 

superat per la cel·lulosa (Humphreys & Chapple, 2002; Hoffmann et al., 2003; Hoffmann et

al., 2004). 
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 indicades amb fletxes ne

 

Figura 1.8.- Model revisat de la ruta dels fenilpropanoides enfocat cap a la síntesi de lignines. Les reaccions que es
creuen que són claus en la biosíntesi de lignines estan gres. Els compostos intermediaris i els
enzims considerats en el camí prominent d’aquesta biosíntesi estan ressaltats en color blau. (Figura extreta de 
Humphreys & Chapple, 2002) 

 

1.1.2.2.- Ruta de l’acetat-malonat 

 

La ruta de l’acetat-malonat comença amb la formació de malonil-CoA, a partir de 

l’acetil-CoA mitjançant l’acetil-CoA carboxilasa (ACC). Aquest compost és clau en la síntesi 

dels policètids. El grup dels policètids inclou un gran nombre de compostos fenòlics: dicètids, 

tricètids, tetracètids (àcids benzoics, alcaloides com la conitina, flavonoides i estilbens), 

pentacètids, hexacètids com les naftoquinones, octacètids com les antraquinones, 

nonacètids com les tetraciclines, o decacètids com les aflatoxines. La formació dels policètids 

implica la utilització d’enzims multifuncionals, que parteixen d’una molècula iniciadora (acetil-

CoA, malonil-CoA, malonamoïl-CoA, antranilil-CoA, cinamoïl-CoA, p-cumaroïl-CoA o 4-

hidroxibenzoïl-CoA), a la que uneixen diferents molècules de malonil-CoA (o bé derivats seus 

com el metilmalonil-CoA o l’etilmalonil-CoA). Els compostos intermediaris resultants són 

ciclats mitjançant mecanismes de condensació intramolecular (per formar estructures 

aromàtiques), de lactonització (per formar O-heterocicles) i de formació de bases de Schiff 

(per la síntesi de N-heterocicles) (Shen, 2000; Weissman, 2004). 

-
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1.1.2.3.- Ruta mixta  

 

Aquesta ruta és la que dóna lloc a la formació de tots els flavonoides. 

Biosintèticament, els flavonoides són considerats tetracètids de síntesi mixta, ja que utilitzen 

el p-cumaroïl-CoA com a molècula iniciadora, a la qual s’uneixen tres molècules de malonil-

CoA, amb una posterior condensació intramolecular de Claisen mitjançant l’enzim xalcona-

sintetasa (CHS), donant lloc a la naringeninxalcona (2’,4,4’,6’-tetrahidroxixalcona), molècula 

d’estructura C6-C3-C6, precursora de tots els flavonoides (Winkel-Shirley, 2001; Austin & 

Noel, 2003). 

 

La conversió de xalcones en flavanones és catalitzada per la xalcona flavanona-

isomerasa (CHI). La naringeninxalcona, de color groc, dona lloc a la flavanona naringenina, 

que és incolora. És habitual l’associació de la CHS i la CHI en un complex, que garanteix la 

direccionalitat i l’especificitat estereoquímica que requereixen els següents enzims del camí 

metabòlic. A partir de les flavanones poden formar-se les flavones, els 4-hidroxiflavans, les 

isoflavones i els dihidroflavonols. 

 

Les flavones es formen per l’acció de la flavona-sintetasa (FNS), que crea un doble 

enllaç entre les posicions 2 i 3. La majoria de les flavones estan glicosilades, constituint un 

dels grups de flavonoides més nombrosos, presentant-se en quasi tots els teixits vegetals 

(Martens & Mithöfer, 2005).  

 

Els 4-hidroxiflavans s’originen mitjançant la dihidroflavonol 4-reductasa (DFR), el 

mateix enzim que convertirà els dihidroflavonols en leucoantocianidines. Les isoflavones es 

formen gràcies a l’activitat del complex de la iso lavona sinte asa (IFS), i a partir d’elles 

s’origina la resta d’isoflavonoides. Pràcticament només es troben isoflavonoides en la família 

de les Fabaceae, ja que la IFS és un enzim de distribució restringida (Ayabe & Akashi, 

2006).  

-

f - t

-

 

Els dihidroflavonols (3-hidroxiflavanones) es sintetitzen per acció de la flavanona-3

hidroxilasa (F3H), i a partir d’ells poden formar-se els flavonols (per acció de la flavonol-

sintetasa, FLS) i les leucoantocianidines (per acció de la DFR). A partir de les 

leucoantocianidines poden formar-se antocianines (prèvia formació d’antocianidines) i tanins 

condensats (prèvia formació de catequines o epicatequines). Les antocianines es formen 

prèvia conversió de les leucocianidines en antocianidines per l’acció de l’antocianidina-

sintetasa (ANS), les quals donen lloc a les antocianines mitjançant les antocianidina-3-

glicosiltransferases (3GT) (Dixon et al., 2005; Xie & Dixon, 2005). Els tanins condensats són 

estructuralment més complexes que els hidrolitzables, i tenen una distribució molt ample, 

constituint el grup de polímers de flavonoides més significatiu. De fet, els tanins condensats 
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són productes de polimerització de 3-hidroxiflavans (catequines o epicatequines) i de 3,4-

dihidroxiflavans (leucoantocianidines) que es presenten com a cadenes de 4 a 8 unitats. Les 

catequines (2,3-trans-) s’originen a partir de les leucoantocianidines per acció de la 

leucoan ocianidina-reductasa (LAR), mentre que les epicatequines (2,3-cis-) es formen a 

partir de les antocianidines mitjançant l’antocianidina reductasa (ANR) (Figura 1.9) (Bartel & 

Matsuda, 2003; Tanner et al., 2003; Xie et al., 2003; Dixon et al., 2005; Xie & Dixon, 2005). 

t

-

 

 

 

dihidroflavonols

 

 

 

 

 

 

 

 

La majoria dels flavonoides estan glicosilats, dels quals els més abundants són els 

glicòsids de flavones, de flavonols i d’antocianidines. L’especificitat de substrat de les 

glicosiltransferases és força elevada i la glicosilació pot incloure, a més de monosacàrids, 

una gran varietat de disacàrids i trisacàrids, que solen acumular-se en els vacúols o en 

secrecions hidrofíliques. 

 

Els estilbens es sintetitzen mitjançant l’acció de l’estilbè-sintetasa (STS), que actua 

de forma similar a la CHS, de manera que a una molècula de p-cumaroïl-CoA se l’hi uneixen 

3 molècules de malonil-CoA, però, en aquest cas, el procés de ciclació dóna lloc una 

estructura bàsica de tipus C6-C2-C6, a partir de la qual es formaran tots els estilbens. 

 

 

 

leucoantocianidines

antocianines

antocianidines catequines

epicatequines

tanins
condensats

DFR

ANS LAR

ANR
GT

Figura 1.9.- Síntesi dels tanins condensats a partir de les leucoantocianidines, catequines i epicatequines
(DFR, dihidroflavonol-4-reductasa; ANS, antocianidina-sintetasa; 3GT, antocianidina-3-glicosil-
transferasa; LAR, leucoantocianidina-reductasa; ANR, antocianidina-reductasa) (Adaptació de Xie & 
Dixon, 2005) 
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1.1.3.- Els compostos fenòlics i la seva importància com a antioxidants

 

1.1.3.1.- Els radicals lliures i les espècies reactives d’oxigen 

 

1.1.3.1.1.- Concepte de radical lliure 

 

Un radical lliure és una molècula o fragment de molècula que conté un o més 

electrons desaparellats en l’orbital extern d’un dels seus àtoms. Aquests electrons 

desaparellats confereixen al radical una gran reactivitat química, ja que en ser inestables, 

tenen tendència a cedir o a captar un electró d’una altra molècula o radical per tal 

d’aconseguir una configuració electrònica estable (Halliwell, 1995). Aquesta alta reactivitat 

implica una baixa especificitat química, de manera que poden reaccionar amb tot tipus de 

molècules veïnes, ja siguin lípids, proteïnes, hidrats de carboni o DNA. A més, aquesta 

elevada reactivitat també fa que aquests radicals no sobrevisquin més d’uns quants 

microsegons en el medi, i en unes concentracions molt baixes. Tot i la presència d’electrons 

desaparellats en les capes més externes, aquests no determinen per si mateixos la càrrega 

global de la molècula resultant, així doncs podem trobar radicals que estiguin carregats 

positivament, negativament, o neutres. Una molècula neutra pot convertir-se en negativa 

guanyant un electró, o bé positiva perdent-lo, i de la mateixa manera, una molècula 

carregada positivament o negativament pot esdevenir neutra per l’addició o subtracció d’un 

electró (Cheeseman & Slater, 1993). 

 

 Els radicals lliures es generen tant a l’exterior del nostre organisme, com a l’interior, 

pels mecanismes següents: 

 

a) Trencament homolític d’un enllaç covalent. Aquest mecanisme és poc freqüent 

en sistemes biològics, ja que requereix una gran quantitat d’energia (llum, 

radiacions UV o ionitzants). 

b) Pèrdua d’un electró d’una molècula neutra 

c) Addició d’un electró a una molècula neutra 

 

1.1.3.1.2.- Concepte d’espècie reactiva d’oxigen (ROS) 

 

Els radicals lliures més importants en els sistemes biològics són aquells derivats de 

l’oxigen, però també hi ha algunes molècules que tenen oxigen i que no són radicals lliures, 

com el peròxid d’hidrogen (H2O2), l’àcid hipoclorós (HOCl), l’oxigen molecular (O2), i l’ozó 

(O3), que participen de forma activa en les reaccions dels radicals lliures en els sistemes 

biològics. Per englobar totes aquestes substàncies derivades de l’oxigen, radicals i no 

radicals, s’ha creat el terme espècie reactiva d’oxigen (ROS). Així doncs, podem trobar ROS 
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que siguin radicals com el radical hidroxil (·OH), molècules com el peròxid d’hidrogen (H2O2), 

ions com el peroxinitrit (ONOO-), i ions i radicals simultàniament com l’anió-radical superòxid 

(O2
·-), tal com es mostra a la Taula 1.2 (Yildirim et al., 2000; Halliwell, 2006). 

 

 

Espècies reactives d’oxigen 

(ROS)

Radicals No radicals

Superòxid (O2
·-) Peròxid d’hidrogen (H2O2) 

Hidroxil (·OH) Oxigen (O2) 

Òxid nítric (NO·) Ozó (O3) 

Peroxil (ROO·) Peroxinitrit (ONOO-) 

Alcoxil (RO·) Hidroperòxid (ROOH) 

 Àcid hipoclorós (HOCl) 

 

 

 
Taula 1.2.- Classificació dels tipus de ROS segons si són radicals o no radicals 

 

 1.1.3.1.3.- Breu descripció de les ROS més significatives  

 

Anió-radical superòxid (O2
·-) 

 

Es forma en organismes aeròbics per la reducció de l’oxigen amb l’addició d’un 

electró, mitjançant enzims com la NADPH-oxidasa (en el procés de la fagocitosi), la 

citocrom-oxidasa mitocondrial (en la respiració cel·lular), el citocrom P-450 hepàtic (en el 

metabolisme oxidatiu dels xenobiòtics) o la xantina-oxidasa (en la fase de repercussió per 

isquèmia). La generació accidental d'aquest radical es deu, fonamentalment, a la fuga 

d’electrons de diferents sistemes (cadena de transport electrònic dels mitocondris i 

cloroplasts, citocroms P-450 i enzims donadors d’electrons). També hi ha fonts externes de 

O2
·-, especialment el fum de les cigarretes (Asada, 1999). 

 

 

 
NADPH   +   2 O2                      NADP+   +    2 O2

·-

NADPH-oxidasa 

 

Aquest radical té una vida mitjana molt curta, per la qual cosa no s’allunya gaire del 

lloc on ha estat generat. En solució aquosa és poc reactiu, i es destrueix per dismutació 

donant lloc a H2O2, de manera natural o mitjançant l’enzim superòxid-dismutasa (SOD). 
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Els radicals O2
·-, per si mateixos, no són particularment perillosos, però algunes 

molècules diana poden reaccionar fàcilment amb ells, jugant un paper molt important en la 

formació d’altres intermediaris més reactius. En aquest sentit, la principal transcendència es 

deu al fet que són la font més important de H2O2 i que actuen com a reductors de metalls de 

transició, sent ambdós precursors del perillós radical ·OH. També pot reaccionar, entre 

d’altres, amb el radical òxid nítric (NO·) donant lloc al peroxinitrit (ONOO-) (Cheeseman & 

Slater, 1993).  

 

 

Peròxid d’hidrogen (H2O2)

 

El H2O2 pot originar-se a partir de la reducció de l’oxigen per dos electrons, però en 

sistemes biològics s’origina a partir de la dismutació espontània o enzimàtica (SOD) del 

radical O2
·-. De fet, la major part dels radicals O2

·- formats in vivo són eliminats per la SOD, 

ja que aquest radical és més tòxic que el H2O2 i és important la seva ràpida eliminació. En 

els peroxisomes, el H2O2 també pot generar-se per l’acció de diverses oxidases (glicolat-

oxidasa, xantina-oxidasa, etc). 

 

 
2 O2

·-   +   2H+                     H2O2   +   O2
 SOD 
 

 

Tot i que el H2O2 pot produir-se en un lloc i desplaçar-se a un altre, és un agent 

oxidant que a baixes concentracions no és particularment reactiu, però que a elevades 

concentracions pot atacar diversos sistemes de producció d’energia de les cèl·lules. És capaç 

d’oxidar els grups tiol de les proteïnes, i també està implicat en la producció de HOCl en els 

neutròfils. De totes maneres el seu efecte més nociu es deu a la producció de radicals ·OH 

en presència de metalls de transició i del radical O2
·-. 

 

Fisiològicament, el H2O2 s’elimina per l’acció de la ca alasa i la glutatió-peroxidasa 

(GPX) tal com s’indica a continuació: 

t

 

 

 

 

 

 

 

 

2 H2O2          O2   +   2 H2O 
 
 
 

2 GSH   +   H2O2          GSSG   +   2 H2O

catalasa

GPX
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Radical hidroxil (·OH)

 

Es tracta de la ROS més reactiva en els sistemes biològics, ja que és capaç 

d’interaccionar amb quasi totes les biomolècules del seu entorn en el mateix lloc on és 

generat  i no existeixen mecanismes fisiològics de defensa que el puguin eliminar. A més, 

indueix la peroxidació lipídica (Cheeseman & Slater, 1993). 

 

El ·OH pot originar-se a partir del H2O2 mitjançant les reaccions de Haber-Weiss i de 

Fenton, però també pot formar-se in vivo per fissió homolítica dels enllaços de l’aigua per 

l’acció de radiacions ionitzants.  

 

La Reacció de Haber-Weiss utilitza el radical O2
·- com a donador d’electrons: 

 

O2
·-   +   H2O2        ·OH   +   -OH   +   O2 

 

 

 

En la Reacció de Fenton es substitueix el O2
·- per l’ió ferrós (Fe 2+), que actua com a 

agent reductor: 

 

 

 
 

Fe2+   +   H2O2          Fe3+   +   ·OH   +   -OH 

 

També poden donar-se les dues reaccions de manera simultània, mitjançant 

l’anomenada Reacció de Haber-Weiss catalitzada per Fe: 

 

 

Fe3+   +   O2
·-      Fe2+   +   O2

 
 
 
Fe2+   +   H2O2     Fe3+   +   ·OH   +   -OH 

 

 

 

 

 

  

En condicions normals, però, el pool de Fe2+ lliure disponible en l’organisme per 

catalitzar la reacció és limitat, ja que es disposa de diversos transportadors de Fe per 

prevenir l’alliberament imprevisible, i així limitar la seva disponibilitat per catalitzar la reacció. 

L’evidència, encara no confirmada, que un excés de Fe està relacionat amb un increment del 
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risc de malalties cardiovasculars i càncer, podria explicar-se pel paper que juga el Fe en la 

formació dels d’aquests radicals ·OH (Weiss & Gordeuk, 2005). 

 

Oxigen singlet (1O2) 

 

El 1O2 és una forma electrònicament excitada de l’oxigen, amb una vida mitjana molt 

curta, entre 10-6 i 10-5 segons. Per la formació d’aquesta ROS és necessària l’aportació 

d’energia, que sol provenir de la llum solar. L’absorció d’aquesta energia fa desplaçar un dels 

electrons a un orbital d’energia superior. Presenta una activitat oxidant molt forta, sent 

capaç de combinar-se amb molècules que no reaccionen amb l’oxigen en el seu estat bàsic. 

Els seus objectius preferencials són els dobles enllaços dels àcids grassos poliinsaturats 

(PUFA) o de les bases nitrogenades. Aquest radical juga un paper molt important en 

l’aparició del càncer de pell, ja que aquest teixit està molt exposat a la llum. 

 

 1O2

h�  

 
O2

·-
O2 

 

 

En els sistemes biològics, el 1O2 es pot formar mitjançant reaccions de 

fotosensibilització quan determinats fàrmacs, cosmètics, toxines de plantes i pigments són 

il·luminats en presència d’oxigen. També pot generar-se de forma enzimàtica per acció de 

peroxidases o lipooxigenases, per la reacció del H2O2 amb el HOCl o el ONOO-, o bé durant 

l’explosió respiratòria (respiratory burst) del fagòcits (Steinbeck et al., 1992; Di Mascio et al., 

1996).  

 

 El 1O2 pot ser eliminat per l’àcid ascòrbic (vitamina C) (en fase aquosa), i pel �-

tocoferol (vitamina E) i els carotenoides (en fase lipídica).  

 

Òxid nítric (NO·) 

 

 Es tracta d’un radical lliure gasós, que es forma a partir de la L-arginina per l’acció 

de l’enzim òxidnítric-sintetasa (NOS), principalment a les cèl·lules de l’endoteli vascular, als 

neutròfils i als macròfags.  

 

 Aquesta ROS té una gran importància biològica degut al seu paper com a molècula 

de senyalització, regulant un ampli espectre d’accions al sistema nerviós, cardiovascular i 
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inmunològic com per exemple la  inhibició plaquetària, la regulació de la pressió arterial, la 

mort cel·lular programada o la resposta a infeccions (Wink & Mitchell, 1998; Mount & Power, 

2006). 

 

En les cèl·lules de l’endoteli vascular poden formar-se petites quantitats de O2
·-, que 

poden reaccionar amb el NO· formant ONOO-. Com que el NO· és un agent vasodilatador, la 

capacitat del O2
·- per eliminar aquests radicals pot produir efectes vasoconstrictors. Per això 

s’ha suggerit el paper del O2
·- en la patogènesi de la hipertensió (Wink & Mitchell, 1998). 

 

 El radical NO· també intervé en la inducció de la lipoperoxidació, de manera directa, 

o bé en combinació amb el O2
·- (Rajaraman et al., 1998). 

 

 

Peroxinitrit (ONOO-)  

 

El ONOO- es produeix per la reacció del NO· amb el radical O2
·-. Com a resultat 

d’aquesta reacció entre dos radicals es forma un no radical.  

 

O2
·-   +   NO·           ONOO-

 

El ONOO- pot oxidar els grups sulfhidril de les proteïnes o induir la peroxidació de 

lípids. De fet, pot exercir la seva toxicitat directament o bé descomponent-se en altres 

productes tòxics i inestables. 

 

ONOO-   +   H+          ·OH   +   NO2
·

 

 

Àcid hipoclorós (HOCl)  

 

 El HOCl és un potent oxidant que es sintetitza com a principal agent bactericida en 

els neutròfils. Es forma per l’acció de la mieloperoxidasa (MPO) sobre els ions clorur en 

presència de H2O2. Aquesta reacció es porta a terme en els fagosomes dels neutròfils 

després de la seva fusió amb els lisosomes que contenen MPO.  

 

 

H2O2   +   Cl-          HOCl   +   -OH 
MPO 

El HOCl és capaç de travessar les membranes cel·lulars i, en presència d’ions de 

metalls de transició, pot generar ·OH (Aruoma, 1994).  
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S’ha observat que el HOCl pot iniciar la peroxidació dels lípids i que, combinant-se 

amb H2O2, pot lesionar el DNA i els seus mecanismes de reparació, alterant, al mateix 

temps, la concentració de Ca2+ intracel·lular i el pH. D’altra banda, el HOCl reacciona amb 

els grups sulfhidril i amino de les proteïnes, i pot clorar les bases puríniques del DNA, 

contribuint a les lesions dels teixits durant els processos inflamatoris. Degut a aquestes 

propietats, el HOCl s’utilitza en molts blanquejadors basats en clor i en desinfectants 

utilitzats en àrees de manipulació d’aliments (Panasenko, 1997). 

 

L’àcid ascòrbic i l’albúmina són potents desactivadors del HOCl a concentracions 

fisiològiques.   

                                                 

Radicals peroxil (LOO·) i alcoxil (LO·) 

Els radicals LOO· i LO· es formen com a intermediaris en el procés de la peroxidació 

lipídica (veure apar a  1.1.3.2.2), que s’inicia amb la subtracció d’un àtom d’hidrogen d’un 

PUFA. Els hidroperòxids de lípids (LOOH) es formen per acció de les lipooxigenases, en 

presència de metalls de transició (Brash, 1999). Els LOO

t t

· i LO· generats poden propagar la 

peroxidació en reaccionar amb els àcids grassos adjacents. Cal tenir en compte que els 

metalls de transició (especialment el Cu i el Fe) són potents promotors de radicals lliures, i 

que les lipooxigenases poden generar peròxids en els aliments i en les lipoproteïnes de baixa 

densitat (LDL), facilitant el desenvolupament de l’arterosclerosi. D’altra banda, els aldehids 

(productes generats en darrer terme en el procés de peroxidació de lípids), en reaccionar 

amb grups amínics de pèptids i proteïnes, poden estar implicats en el mecanisme de 

modificació de lipoproteïnes. 

 

LOOH   +   Fe2+ (Cu+)         LO·   +   Fe3+ (Cu2+)   +   -OH 

 

LOOH   +   Fe3+ (Cu2+)          LOO·   +   Fe2+ (Cu+)   +   H+

 

 

 La peroxidació lipídica de la membrana produeix alteracions de les funcions 

secretores i dels gradients iònics. A més, molts residus químics d’aquestes reaccions poden 

difondre i provocar edemes, alterar la permeabilitat vascular, desencadenar reaccions 

inflamatòries i quimiotaxi, estimular la fosfolipasa A2 i induir l’alliberació de l’àcid 

araquidònic, amb la conseqüent formació d’eicosanoides. Tanmateix, s’ha trobat una estreta 

relació entre l’elevació de les concentracions d’alguns productes terminals de la peroxidació 

lipídica, l’activació de proto-oncogens i la promoció de tumors (Biasi et al., 2007).  
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 Entre els neutralitzadors més importants d’aquests radicals es troben el glutatió 

(GSH) i la vitamina C en fase aquosa, i la vitamina E i els �-carotens en fase lipídica.  

 

1.1.3.2.- Estrès oxidatiu 

 

1.1.3.2.1.- Definició d’estrès oxidatiu 

 

 La formació de ROS és un procés natural, constant i inevitable associat a la vida en 

condicions aeròbiques. Totes les cèl·lules produeixen ROS contínuament, a més, també 

n’arriben procedents de l’exterior de l’organisme. La formació d’aquestes ROS és necessària i 

beneficiosa per la supervivència dels éssers vius (Figura 1.10), però si aquestes espècies 

reactives estan en excés, seran perjudicials. Aleshores cal l’existència d’unes defenses 

antioxidants endògenes que les neutralitzin, de manera que es mantingui un equilibri entre 

la quantitat de ROS i les defenses antioxidants (Bulguer & Helton, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efectes positius de les ROS
 

� Actuen com a senyals intercel·lulars i reguladors de gens implicats en el procés de 

creixement i desenvolupament cel·lular  

 

� Poden induir l’expressió de gens 

 

� Regulen l’estructura i funció de les proteïnes, mitjançant la modificació de residus de 

cisteïna 

 

� Intervenen en el control del to del múscul llis 

 

� Intervenen en la síntesi de tiroxina en la glàndula tiroides  

 

� Participen en processos d’eliminació de patògens en la fagocitosi de macròfags i 

neutròfils

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 1.10.- Funcions fisiològiques i efectes beneficiosos de les ROS
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 L’equilibri que s’estableix entre els sistemes oxidants i antioxidants, constitueix un 

element essencial en el desenvolupament i la fisiologia normal dels organismes vius, així 

com en la regulació general del metabolisme. 

 

 

 

Figura 1.11.- Representació de l’equilibri  entre les ROS i les defenses antioxidants

 

 

L’estrès oxidatiu es pot definir com l’estat en el qual el nivell de ROS sobrepassa les 

defenses antioxidants de l’organisme, com a resultat d’un desequilibri entre els sistemes de 

formació i eliminació de ROS (Finkel & Holbrook, 2000; Mittler, 2002). 

 

Existeixen una sèrie de factors externs que poden fer desequilibrar aquesta balança i 

desencadenar una situació d’estrès oxidatiu. Aquests factors poden ser químics (com ara 

metalls pesats, herbicides, pesticides, xenobiòtics i fàrmacs), físics (com poden ser les 

radiacions ionitzants i UV, o bé l’hiperòxia), i orgànics o metabòlics (dieta hipercalòrica o 

amb un baix contingut en antioxidants, diabetis mellitus, exercici extenuant, processos 

inflamatoris, traumatismes, isquèmia-reperfusió, etc). 

 

1.1.3.2.2.- Efectes perniciosos de l’estrès oxidatiu 

 

Un estrès oxidatiu està associat a un excés de ROS, que poden reaccionar amb 

diferents tipus de components cel·lulars com lípids, proteïnes i àcids nucleics, produint 

traumatismes locals i una eventual disfunció dels òrgans.  

 

Entre els mecanismes pels quals els radicals lliures malmeten les cèl·lules hi ha la 

peroxidació lipídica, el cross-linking (que consisteix en reaccions de fusió entre proteïnes o 

molècules de DNA), la destrucció de la membrana cel·lular (que fa que s’alteri el pas de 
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substàncies a través d’ella), la destrucció de lisosomes, i l’acumulació de pigments com la 

lipofuscina, que interfereix en la química celul·lar. 

 

Peroxidació lipídica 

 

Els lípids són probablement les biomolècules més susceptibles a l’atac dels radicals 

lliures. Les ROS, en particular el radical ·OH, tenen com a objectiu preferent els PUFA que 

formen part de la fase lipídica de les membranes cel·lulars. La peroxidació lipídica es 

desenvolupa mitjançant una sèrie de reaccions en cadena, que un cop engegada, es 

propaga ràpidament donant lloc a lesions que disminueixen la fluïdesa de les membranes. 

 

 El procés (Figura 1.12) s’inicia amb la pèrdua d’un electró d’un doble enllaç d’un 

PUFA (LH), donant lloc al radical L· (Brash, 1999). El radical lliure format pot tenir diferents 

destinacions. Una de les més freqüents és la reacció amb una molècula d’oxigen, formant el 

radical LOO·. En la fase de propagació, aquest radical LOO· pot captar un electró d’un altre 

PUFA (L’H) proper, donant lloc a un hidroperòxid lipídic (LOOH) i a un nou radical (L’ ·), que 

a la vegada pot reaccionar amb oxigen formant un altre peroxiradical, i així successivament. 

D’altra banda, el radical LOO· pot interaccionar amb un altre LOO·, unint les cadenes laterals 

entre sí mitjançant un enllaç covalent. També pot formar un enllaç covalent reaccionant amb 

un radical (L·). En ambdós casos, la formació de radicals arriba a la fi. Tanmateix, els LOOH 

poden descompondre’s en diferents radicals i/o donar lloc, finalment, a aldehids, diens 

conjugats i altres productes. Com a conseqüència d’aquest conjunt de reaccions (fase de 

terminació), es produeix una desorganització de les membranes (resultat de la deformació 

de les cadenes laterals dels àcids grassos), amb canvis letals per a la cèl·lula, que es poden 

estendre a teixits, i fins i tot a òrgans sencers. La lipoperoxidació s’associa a l’etiologia de 

diferents patologies o situacions fisiològiques, com l’aterosclerosi, l’artritis reumatoide, 

l’emfisema pulmonar, el càncer, i el procés d’envelliment cel·lular. De totes maneres, la idea 

que la peroxidació lipídica té només un efecte destructiu ha canviat. Actualment es sap que 

molts hidroperòxids lipídics participen en la transducció de senyals i en la formació de 

compostos com ara prostaglandines i jasmonats (Blokhina et al., 2003). 
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LH   +   R·                    L·   +   RH

L·   +   O2                    LOO·

 

LOO·   +   L’H                    LOOH   +   L’ ·

 

LOO·   +   L’OO·                     LOOL’   +   O2                  

LOO·   +   L’ · LOOL’                     

L·   +   L’ ·                    L-L’ 

LOOH                    LOO·, LO·, aldehids, diens conjugats... 

Iniciació

Propagació

Terminació

 

 

 
Figura 1.12.- Reaccions en cadena de la peroxidació lipídica

 

Lesions a pro eïnes t

 

Les proteïnes també poden ser atacades per les ROS, produint-se canvis estructurals 

i funcionals. Ara bé, les proteïnes no són tan susceptibles als atacs dels radicals lliures com 

els PUFA, i hi ha menys possibilitats per a la progressió de les reaccions en cadena. De fet, 

l’atac dels radicals lliures a les proteïnes només es dóna quan es produeix una acumulació 

de radicals, o quan l’atac, facilitat per la unió de la proteïna a un ió d’un metall de transició, 

convergeix en un lloc concret de la proteïna. Tanmateix, els aldehids procedents de la 

peroxidació lipídica poden reaccionar amb grups sulfhidril o amb aminoàcids bàsics 

(histidina, lisina). Cal tenir en compte que, tot i que totes les cadenes laterals dels 

aminoàcids que conformen les proteïnes són susceptibles de ser atacades, les més 

vulnerables són les cadenes laterals de la tirosina, la fenilalanina, el triptòfan, l’histidina, la 

metionina, la lisina i la cisteïna. Les estructures més afectades solen ser les proteïnes de 

membrana (canals iònics i receptors) i les proteïnes estructurals responsables del procés de 

contracció muscular. 

 

Lesions al DNA 

 

 Les lesions al DNA, tal com passa a les proteïnes, no són tan freqüents, i només es 

donen quan els radicals lliures es formen al seu costat (per exemple com a conseqüència 

d’una irradiació). En aquest cas, els efectes més freqüents dels atacs dels radicals lliures són 

les modificacions de les bases, el trencament de les fibres i la formació d’enllaços creuats. 

(Cadet et al., 1997). Les lesions oxidatives al DNA, en condicions metabòliques normals, són 
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força elevades, i moltes d’elles donen lloc a mutacions. Tot i així, existeix un grup d’enzims, 

anomenats reparadors, que reparen aquestes lesions, encara que no són eficaços al cent per 

cent. Per tant, les lesions oxidatives i les mutacions van acumulant-se amb l’edat i poden 

contribuir al desenvolupament de malalties com el càncer i processos inflamatoris crònics 

(Wiseman & Halliwell, 1996). 

 

 1.1.3.2.3.- Malalties i disfuncions orgàniques relacionades amb l’estrès oxidatiu 

 

 Durant els últims anys s’ha posat de manifest l’existència d’una estreta relació entre 

aquesta situació de desequilibri i una sèrie de processos fisiopatològics que limiten la qualitat 

i l’expectativa de vida de moltes persones. Entre aquests processos destaquen 

l’aterosclerosi, la carcinogènesi, les inflamacions, les malalties neurodegeneratives 

(Alzheimer, Parkinson), les cataractes, la diabetis, la malària, les malalties autoimmunitàries, 

etc. A més, els processos patogènics propis de l’envelliment s’acceleren en relació directa 

amb la magnitud de l’estrès oxidatiu (Fridovich, 1998; Yildirim et al., 2000; Waris & Ahsan, 

2006). 

 

 El fenomen de l’envelliment ha centrat un debat intens en els darrers anys, però 

entre les diferents teories que han sorgit al respecte, la que situa l’estrès oxidatiu com a 

punt clau del procés, i els antioxidants com a mecanismes per aturar-lo, és la que ha anat 

agafant més força. Així, mentre que en un principi es va afirmar que els organismes que 

més anys vivien eren aquells amb una taxa metabòlica inferior, ara s’ha demostrat que són 

aquells amb més i més bones defenses antioxidants els que més anys viuen, tot i tenir una 

taxa metabòlica elevada (Finkel & Holbrook, 2000). 

 

1.1.3.3.- Mecanismes de defensa davant l’estrès oxidatiu 

 

1.1.3.3.1.- Els antioxidants 

 

Els antioxidants són substàncies capaces de prevenir, aturar o retardar determinades 

reaccions d’oxidació, protegint les molècules biològiques de les agressions oxidatives. Degut 

al seu caràcter altament reductor, reaccionen amb les substàncies oxidants abans que les 

molècules biològiques, impedint així que aquestes resultin danyades. 

  

Per contrarestar la quantitat de ROS que es formen en l’organisme de manera 

natural i les que hi arriben de l’exterior, el propi organisme disposa d’una sèrie de 

substàncies i mecanismes antioxidants, l’anomenat sistema antioxidant (Finkel & Holbrook, 

2000). Aquests mecanismes es basen principalment en la capacitat de reduir ROS i quelar 

metalls, evitant així les reaccions catalitzades pels radicals lliures com la peroxidació lipídica. 
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Tot i així, l'activitat antioxidant també pot donar-se de manera indirecta, ja que molts 

antioxidants són cofactors o bé moduladors de l’expressió de gens que codifiquen per 

enzims amb activitat antioxidant, com la peròxid-dismutasa o la GPX (Soobrattee et al., 

2005).  

 

Gràcies a aquesta capacitat protectora davant l’oxidació i l’acció de les ROS, els 

antioxidants són de gran ajuda pel tractament i la prevenció de diferents malalties. Entre les 

accions beneficioses, destaquen la reducció de l’oxidació de les LDL, la disminució de 

l’agregació plaquetària, el bloqueig dels efectes de la promoció d’oxidacions induïdes per 

diverses hormones secretades en situacions d’estrès com l’adrenalina i la noradrenalina, la 

reducció dels  efectes oxidants dels radicals lliures, la inhibició de processos aberrants del 

metabolisme, la participació en la resposta immunitària davant les infeccions virals i diferents 

tipus de càncer, la disminució dels efectes perjudicials del sistema immunitari en la resposta 

inflamatòria (com els que es donen en l’artritis reumatoide o l’Alzheimer), o la protecció 

contra processos degeneratius del cervell i el control del procés de l’envelliment. De totes 

maneres, els antioxidants són agents preventius a llarg termini. No poden invertir el procés, 

però poden retardar-lo. Els efectes que condueixen a malalties cròniques són acumulatius, 

normalment després de dècades. Per això, és important que els antioxidants siguin 

administrats diàriament i al llarg de la vida.  

 

La quantitat d’antioxidants propis de l’organisme no és il·limitada, i per tant, cal 

renovar constantment les seves fonts, ja sigui de forma endògena o bé amb suplements 

procedents de l’exterior. De fet, el nostre cos produeix antioxidants de manera endògena, 

com ara els enzims GPX i catalasa, l’àcid �–lipoic, o el coenzim Q-10, però també n’hi 

arriben molts a partir de la dieta, sobretot de les fruites i verdures. A més, també hi ha 

suplements dietètics, molt utilitzats en països com els Estats Units, on la dieta habitual és 

deficient en antioxidants. Cal tenir en compte que l’estil de vida pot influir en gran mesura 

en la generació d’una situació d’estrès oxidatiu. Com a hàbits negatius es poden destacar el 

sedentarisme, una dieta inadequada, i tòxics com el tabac, les drogues o l’alcohol. D’altra 

banda, una alimentació rica en fruites i verdures ha demostrat que pot disminuir el risc de 

patir malalties cròniques associades a l’estrès oxidatiu, ja que tenen un alt contingut de 

compostos antioxidants (Ramarathnam et al., 1995). 

 

1.1.3.3.2.- Tipus i fonts naturals d’antioxidants (el sistema antioxidant) 

 

Existeix un ampli ventall de sistemes i compostos antioxidants. Aquests es poden 

classificar segons diferents criteris, com per exemple segons el mecanisme d’acció 

(enzimàtics, no enzimàtics), el punt d’actuació en la cadena oxidativa (preventius, 
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reparadors), o segons la seva procedència (endògens, exògens). Tots aquests antioxidants 

tan diversos no actuen per separat, sinó que es complementen entre ells, regenerant-se els 

uns als altres i intervenint en diferents punts, de manera que conformen un equilibri de 

peces destinat a evitar un excés de substàncies oxidants a l’organisme, i els seus efectes 

perjudicials. A continuació s’exposa una breu descripció de cada tipus d’antioxidant segons la 

seva procedència: 

  

Fonts endògenes 

 

Una part important del sistema de defensa antioxidant a l’interior de les cèl·lules 

està constituïda pels enzims antioxidants. L’elevada presencia d’aquests enzims en sistemes 

biològics, dóna testimoni de la importància que tenen per a la supervivència de l’organisme.  

 

Superòxid dismutasa (SOD) -

 

La SOD converteix dos radicals O2
·- en una molècula de H2O2 i una d’oxigen. Aquest 

enzim es troba en totes les cèl·lules i pot presentar-se en tres formes diferents: la Mn-SOD, 

que es troba en els mitocondris; la CuZn-SOD, que es troba en el citosol i altres orgànuls 

cel·lulars; i la Cu-SOD que es troba en l’espai extracel·lular, secretada per determinades 

cèl·lules com fibroblasts i cèl·lules endotelials. La forma predominant és la CuZn-SOD.  

 

 

2 O2
·-   +   2 H+          H2O2   +   O2

SOD  

 

Aquest enzim és fonamental com a primera línia de defensa. Tot i així, el mateix 

increment de H2O2 inactiva lentament la CuZn-SOD, però d’altres enzims com les catalases i 

les peroxidases seran responsables de la reducció d’aquest H2O2 (Fridovich, 1995).  

 

 Recentment s’ha descobert que el gen de la SOD és defectuós en pacients amb 

esclerosi lateral amiotròfica. A més, les investigacions sobre la patogènesi del Síndrome de 

Down han mostrat una sobreproducció de SOD, revelant la possibilitat d’una relació amb 

l’increment de l’activitat dels radicals lliures (Zana et al., 2007). 
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Catalases 

Les catalases, juntament amb les peroxidases són els enzims responsables de 

l’eliminació del H2O2, convertint-lo en aigua i oxigen. Les catalases tenen una afinitat pel 

substrat més baixa que les peroxidases, ja que la reacció necessita l’accés simultani de dues 

molècules de H2O2 al centre actiu de l’enzim (Willekens et al., 1997).  

 

2 H2O2          2 H2O   +   O2
catalasa

 

 

 Les catalases tenen 4 subunitats proteiques, amb un grup prostètic de tipus hemo 

cadascuna. Es localitzen en els peroxisomes de la majoria de cèl·lules aeròbiques i, en els 

animals, es concentren fonamentalment al fetge i als eritròcits. 

 

Glutatió-peroxidasa (GPX) i glutatió-reductasa (GR) 

 La GPX és una proteïna tetràmera amb 4 àtoms de Se units en forma de seleno-

cisteïna. Aquest enzim catalitza la reducció del H2O2 (i de tots els LOOH en general), oxidant 

el GSH. Es distribueix per tots els teixits, i dins la cèl·lula es localitza en el citosol i a l’interior 

dels mitocondris. 

 

 

H2O2   +   2 GSH          GSSG   +   2 H2O 
GPX 

 

LOOH   +   2 GSH          GSSG   +   LOH   +   H2O 
GPX 

 

 

 La regeneració del GSH a partir de la seva forma oxidada (GSSG), és catalitzada per 

la GR, que utilitza NADPH com a font de poder reductor. 

 

GSSG   +   NADPH   +   H+          2 GSH   +   NADP+      
GR  

 

 En animals, el GSH és l’agent reductor més utilitzat per les peroxidases com la GPX, i 

l’activitat d’aquests enzims depèn, en part, de la relació GSSG/GSH. La concentració relativa 

d’aquests compostos és un reflex de l’estat redox de la cèl·lula i un factor important en els 

processos de neutralització de LOOH (Halliwell, 1995).  
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Ascorbat-peroxidasa (APX)  "Cicle de l’ascorbat - glutatió" ,

-

 En les cèl·lules vegetals, el substrat reductor més important per a l’eliminació del 

H2O2 és l’ascorbat. La APX utilitza dues molècules d’ascorbat per a reduir el H2O2 a aigua, 

amb la concomitant generació de dues molècules de monodehidroascorbat (MDHA), radical 

que, si no és reduït ràpidament, pateix una desprotonació convertint-se en ascorbat i 

dehidroascorbat (DHA). El MDHA pot ser reduït directament a ascorbat mitjançant la MDHA

reductasa (MDHAR), però malgrat la possibilitat d’aquesta regeneració directa, la ràpida 

desprotonació del radical MDHA implica que sempre es produeixi una quantitat important de 

DHA. Aleshores, aquest DHA és reduït a ascorbat mitjançant la DHA-reductasa (DHAR), que 

utilitza GSH com agent reductor. El GSSG format com a conseqüència, és reciclat de nou a 

GSH mitjançant la GR. Aquest conjunt de reaccions que tanquen el cicle es coneix com a 

“Cicle de l'ascorbat-glutatió” (Noctor & Foyer, 1998; Blokhina et al., 2003). 

 

 

 
Figura 1.13.- Cicle de l’ascorbat-glutatió

 

 

Altres antioxidants endògens 

f

t

 Hi ha tot un conjunt d’enzims ( osfolipasa A2 i C, endo i exonucleases, ADN-

glicosilases, peroxidases i metioninasulfòxid-reduc asa) que tenen la responsabilitat de la 

reparació directa dels danys produïts a proteïnes, DNA, RNA, lípids i glúcids. També 

degraden les molècules oxidades, conservant les estructures bàsiques no danyades, i 

eliminen els productes malmesos de forma irreversible. També hi ha antioxidants endògens 

no enzimàtics, com el GSH, els pèptids d’histidina, proteïnes com la ferritina i la transferrina, 

el coenzim Q-10, la melatonina, l’urat i els grups tiols de proteïnes plasmàtiques (Pietta, 

2000). 

 

Fons exògenes 

 

En els organismes animals, el fet que l’eficiència de les defenses antioxidants sigui 

incompleta, i que a més estiguin sotmesos contínuament a situacions ambientals oxidants 

(fum del tabac, contaminació, radiació ultraviolada, etc), fa necessari el subministrament 

d’antioxidants de manera exògena a partir de la dieta (Pietta, 2000). Les fruites i les 

 27



Compostos fenòlics                                                                                   INTRODUCCIÓ 

verdures són molt riques en antioxidants com ara les vitamines C, E o A. Tanmateix, moltes 

plantes són riques en compostos fenòlics, compostos que també tenen propietats 

antioxidants i que, fins i tot, poden arribar a ser més actius que altres compostos de 

naturalesa no fenòlica com la vitamina C (Soottbratee et al., 2005).  

 

Aquests sistemes antioxidants, però, no són enzimàtics, de manera que, a diferència 

dels enzims, es consumeixen en el procés i han de ser reemplaçats. És per això que 

l’aportació d’aquests compostos a partir de la dieta cobra una importància clau en el 

manteniment de l’equilibri entre ROS i antioxidants. L’origen d’aquests compostos és 

fonamentalment vegetal, de manera que una dieta rica en fruites, verdures, llegums i 

cereals assegura una bona defensa antioxidant. A més, també hi ha la possibilitat 

d’aconseguir aquests compostos a partir de preparats de suplements dietètics, important en 

països on la dieta tradicional és pobra en vegetals. 

 

Vitamina E (�-tocoferol) 

El �-tocoferol és l’antioxidant liposoluble més abundant. Es troba en totes les 

membranes cel·lulars, ja que el seu caràcter lipofílic li permet situar-se a l’interior de la 

bicapa lipídica, on juga un paper molt important en la protecció dels lípids davant l’oxidació, 

evitant la formació d’enllaços covalents entre les cadenes laterals dels àcids grassos. També 

realitza un important paper en la modulació de la transducció de les senyals relacionades 

amb les ROS. A més, la vitamina E pot eliminar directament determinades ROS com ara O2
·-, 

·OH i 1O2 (Upston et al., 1999; Azzi & Stocker, 2000; Blokhina et al., 2003). 

 

El �-tocoferol (�-TOH)  pot transferir un electró a un radical lliure, eliminant el 

radical abans que aquest pugui interaccionar amb les proteïnes de la membrana o bé iniciar 

la peroxidació dels lípids. Quan el �-TOH es combina amb un radical lliure, es converteix en 

�-TO·, sent ell mateix un radical relativament estable, que pot ser reconvertit a la forma 

original per via enzimàtica. Per aconseguir-ho, el �-TO· reacciona amb l’ascorbat produint-se 

MDHA i �-TOH. L’ascorbat es regenera mitjançant el cicle de l’ascorbat-glutatió (Upston et 

al., 1999). 

 

�-TOH   +   LOO·          �-TO·   +   LOOH 

�-TO·   +   LOO·          �-TO-OOL 

 

 

 A més de mantenir la integritat de les membranes cel·lulars, la vitamina E inhibeix la 

formació de nitrosamines gràcies a la seva capacitat per a captar NO·. També protegeix la 
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vitamina A, els aminoàcids sulfurats i la vitamina C de la seva destrucció. A més, alleugera el 

cansament, prevé i dissol els coàguls sanguinis, protegeix els pulmons de la contaminació, 

retarda l’envelliment cel·lular, accelera la cicatrització de les cremades, i ajuda a la prevenció 

d’avortaments espontanis. A més, és vital pel metabolisme del fetge, del teixit muscular (llis i 

estriat) i del miocardi. També protegeix la glàndula suprarenal del deteriorament, és 

essencial en la formació de fibres de col·lagen i elàstiques del teixit conjuntiu, estimula la 

resposta immune, protegeix de l’aterosclerosi, i la seva deficiència produeix 

neurodegeneració. Alguns estudis han mostrat una baixa incidència d’infeccions quan els 

nivells d’aquesta vitamina són elevats, i que pot inhibir la iniciació del càncer mitjançant un 

increment de la immunocompetència (Azzi & Stocker, 2000). 

 

 

Carotens (�-carotè) 

Els carotens constitueixen un nombrós grup d’antioxidants liposolubles, tot i que no 

són tan potents com el �-tocoferol. Molts d’ells són precursors de la vitamina A i es troben a 

les membranes cel·lulars o associats a lipoproteïnes. El �-carotè, que pot donar dues 

molècules de vitamina A, és el més estudiat. Altres carotens significatius són el �-carotè, la 

luteïna, el licopè i la zeaxantina (Schafer et al., 2002).  

 

L’activitat antioxidant del �-carotè es deu a la seva habilitat per a eliminar el 1O2, 

captar radicals lliures i protegir els lípids de les membranes dels efectes perniciosos de la 

degradació oxidativa. L’eliminació del 1O2 implica una reacció en la qual l’energia de l’oxigen 

excitat és transferida al carotenoide, formant-se una molècula en estat excitat. Tot i així, la 

capacitat del �-carotè i altres carotenoides per a eliminar oxigen excitat és limitada, ja que el 

carotenoide pot patir una autooxidació durant aquest procés (Krinsky, 1993).  

 

Els carotens, però, també són capaços d’eliminar altres ROS. En aquest sentit, el �-

carotè (CAR) podria reaccionar directament amb el LOO· a baixes pressions d’oxigen, fet que 

podria proporcionar algun sinergisme amb la vitamina E, que reacciona amb els LOO· a 

elevades pressions d’oxigen. 

 

CAR   +   LOO·          LOO-CAR·

LOO-CAR·   +   LOO·          LOO-CAR-OOL 

 

 

 Els carotens són necessaris pel desenvolupament dels ossos, pel manteniment de les 

cèl·lules de la mucosa i de la pell i, en general, per prevenir les infeccions respiratòries. El 
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retinol ajuda a millorar la visió nocturna. La ingestió d’una baixa quantitat de carotenoides 

es correlaciona amb un increment en la incidència de càncer de pulmó, displàsia cervical, 

cataractes i malalties cardiovasculars, però una ingesta elevada (per exemple en forma de 

suplements) pot produir retinopaties (Krinsky, 1998).   

 

Vitamina C (Àcid ascòrbic)  

L’àcid ascòrbic és l'antioxidant hidrosoluble més significatiu i un dels més estudiats. 

S’ha detectat en la majoria de les cèl·lules i orgànuls, i es presenta tan en forma intra com 

extracel·lular. El paper de la vitamina C en la salut ha despertat molt interès. De fet, 

constitueix la primera línia de defensa antioxidant en el plasma davant diferents tipus de 

ROS. També s’ha demostrat que protegeix les LDL de manera més efectiva que la vitamina 

E. Hi ha evidències basades en estudis epidemiològics, que indiquen que el subministrament 

adient de vitamina C disminueix el risc de càncer, malalties cardiovaculars i cataractes 

(Noctor & Foyer, 1998; Smirnoff, 2000; Blokhina et al., 2003). 

 

Com a antioxidant, l’àcid ascòrbic és capaç de reduir un ampli ventall de compostos 

com l’oxigen molecular, els nitrats, els citocroms A i C, els radicals ·OH, LOO· i O2
·-, el H2O2, 

el HOCl, i el 1O2.  

 

La seva acció està relacionada amb la formació dels radicals MDHA i DHA, que es 

regeneren mitjançant el cicle de l’ascorbat-glutatió, (Noctor & Foyer, 1998). Com s’ha 

comentat anteriorment, la vitamina C també contribueix a la regeneració de la vitamina E 

donant protecció a les membranes. De fet, l’administració de vitamina C als animals 

condueix a un increment dels nivells plasmàtics i tissulars de vitamina E. 

 

ASC   +   O2
·-   +   2 H+          H2O2   +   MDHA 

(ASC = àcid ascòrbic) 

 

 La vitamina C intervé en la síntesi de col·lagen i en la producció d’hormones. És 

important en el creixement i reparació de les cèl·lules de diferents teixits com genives, vasos 

sanguinis, ossos, o dents. També contribueix al metabolisme dels greixos, inhibeix la 

carcinogènesi per nitrosamines, i neutralitza els radicals lliures produïts pels contaminants de 

l’aire (O3, òxids nitrosos i fum de les cigarretes). Així, millora la cicatrització de les ferides, 

alleugera el sagnat de les genives, redueix l’efecte de moltes substàncies productores 

d’al·lèrgies i, en general, enforteix les defenses de l’organisme (Smirnoff, 2000; Blokhina et

al., 2003). 
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Compostos fenòlics 

S’ha demostrat que les dietes riques en fruites i verdures protegeixen davant 

l’aparició de malalties cardiovasculars i de diferents tipus de càncer (Strandhagen et al., 

2000; Soobrattee et al., 2005). Aquests efectes s’havien atribuït inicialment a coneguts 

antioxidants que es troben als aliments com el �-carotè o les vitamines C i E, però també 

s’ha vist que els compostos fenòlics hi juguen un paper important. De fet, els polifenols 

presenten un ampli ventall d’efectes biològics com a conseqüència de les seves propietats 

antioxidants tant en els compartiments hidròfils com lipòfils de l’organisme. Aquests 

compostos sovint actuen de forma sinèrgica amb la vitamina C i la vitamina E, augmentant i 

prolongant els beneficis d’aquestes vitamines. Als compostos fenòlics també se’ls atribueixen 

moltes altres propietats biològiques i farmacològiques com la interacció en la transducció de 

senyals, la modulació de l’expressió de gens, la quelació de metalls, beneficis en processos 

inflamatoris, efectes inmunomoduladors, activitat antiradicalària, etc (Rice-Evans et al., 

1996; Vinson et al., 1995; Soobrattee et al., 2005). Diversos estudis han demostrat que, a 

més dels efectes antioxidants protectors, alguns tipus de polifenols (àcids benzoics, tanins 

hidrolitzables i particularment els flavonoides) tenen efectes anticarcinògens i 

antimutagènics, ja que poden interferir en diversos passos del desenvolupament dels tumors 

malignes, desactivar compostos carcinògens, inhibir l’expressió de gens mutats i l’activitat 

d’enzims implicats en l’activació de procarcinògens, i activar sistemes enzimàtics implicats en 

la desintoxicació de xenobiòtics (Bravo, 1998). Tot i així, també poden actuar com a 

prooxidants en determinats sistemes i condicions, de manera que cal anar en compte amb 

les recomanacions de suplements alimentaris i aliments enriquits en aquest tipus de 

compostos, ja que tot i que quantitats correctes de compostos fenòlics són beneficiosos per 

la salut, grans quantitats poden resultar perjudicials (Halliwell, 2007). 

 

 

1.1.3.4.- Relacions d’estructura-activitat antioxidant dels compostos 

fenòlics

 

Moltes de les accions biològiques dels compostos fenòlics son degudes a la seva 

activitat antioxidant. Aquesta es pot portar a terme a través de diferents mecanismes: la 

captació de radicals lliures, la quelació de metalls que intervenen en les reaccions de 

formació de ROS, la modulació de l’expressió de gens responsables de la síntesi d’enzims 

antioxidants, l’activació o inhibició d’enzims, i la interacció amb senyals cel·lulars (Huang et

al., 2005; Soobratee et al., 2005). 
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El mecanisme més estudiat ha estat la captació de radicals lliures. Aquesta propietat 

depèn de l’estructura química de la molècula, ja que el principal determinant és el nombre i 

localització dels grups hidroxil donadors d’electrons. En donar un electró al radical lliure, la 

molècula es queda amb un electró desaparellat, que s’estabilitza gràcies a la deslocalització 

permesa pels dobles enllaços, segona característica important per l’activitat antiradicalària. 

Per tant, com més grups hidroxil i més dobles enllaços té la molècula, major activitat 

antiradicalària. Tot i així, cal tenir en compte que, particularment en la lipoperoxidació, un 

major nombre de grups hidroxil disminueix l’activitat antioxidant, ja que fa que la molècula 

sigui menys lipòfila, i resti amb més dificultat a les membranes cel·lulars (Siquet et al., 

2006). De fet, les relacions d’estructura-activitat han demostrat que el grup catecol és el 

principal determinant de l’activitat antioxidant dels fenols, fet que justifica que l’àcid 

clorogènic i l’àcid cafeic siguin uns antioxidants més efectius que no pas antioxidants clàssics 

com ara l’ascorbat (Rice-Evans et al., 1996). De totes maneres, cal tenir en compte que 

aquests compostos per una banda presenten una activitat antioxidant, però per l’altra, una 

activitat prooxidant. Tot i així, hi ha dos factors que limiten el seu comportament com a 

prooxidants: la major estabilització de l’electró desaparellat per ressonància degut al doble 

enllaç de la cadena (àcid cafeic), i l’esterificació del grup carboxil terminal (àcid clorogènic). 

Així, l’àcid dihidrocafeic presenta una major activitat prooxidant que els àcids cafeic i 

clorogènic, malgrat que les propietats dels seus grups catecol siguin similars. Aquest fet 

permet explicar que els fenilpropanoides no es trobin normalment en forma lliure a les 

plantes, sinó que es presentin en forma conjugada (lligats a sucres o bé a àcids orgànics), 

permetent que aquests compostos es comportin, in vivo, preferentment com a antioxidants 

(Grace & Logan, 2000). 

 

En el cas particular dels flavonoides, les estructures que afavoreixen l’activitat 

captadora de radicals lliures són: els grups hidroxil en les posicions 5 i 7 de l’anell A, en la 3’ 

i 4’ de l’anell B, i en la 3 de l’anell C; i el doble enllaç entre les posicions 2 i 3 de l’anell C, en 

conjugació amb el grup carbonil a la posició 4 de l’anell C (Figura 1.14) (Cos et al., 1998; 

Soobrattee et al., 2005). L’absència o la glicosilació d’algun d’aquests grups hidroxil fa 

disminuir la capacitat captadora de radicals lliures. 

 

A diferència dels àcids benzoics i els hidroxicinàmics, els flavonoides, a més de 

captar radicals lliures també tenen la propietat d’inhibir alguns enzims responsables de la 

producció de ROS com la xantina-oxidasa (Cos et al., 1998; Khlebnikov et al., 2007). 

L’activitat inhibidora d’enzims depèn en gran mesura de la configuració de la molècula, de 

manera que per inhibir la xantina-oxidasa és bàsica una estructura coplanar (amb el doble 

enllaç entre les posicions 2 i 3 de l’anell C), i els grups hidroxil en les posicions 5 i 7 de l’anell 

A. Si hi ha grups hidroxil glicosilats en les posicions 6 i 8, l’activitat inhibitòria disminueix ja 

que es creen interaccions estèriques (Cos et al., 1998). 
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Figura 1.14.- Principals característiques moleculars importants per l’activitat antioxidant dels 
compostos fenòlics

 

 

 

 

 

1.1.4.- Els compostos fenòlics i el seu paper biològic a les plantes

 

A diferència dels animals, les plantes són capaces de sintetitzar compostos fenòlics 

en els seu metabolisme, ja que la via del siquimat només es dóna en les plantes i en els 

microorganismes. Aquests compostos desenvolupen un paper molt important en la 

homeòstasi, creixement i supervivència de les plantes. Entre les múltiples funcions que 

porten a terme, es poden destacar les següents: 

 

Estructural  

 

Polímers de naturalesa fenòlica, com ara lignines i tanins condensats, s’acumulen a 

les parets cel·lulars, contribuint a la seva estabilització i estructura, aportant força i 

resistència (Humphreys & Chapple, 2002). 

 

Pigments 

 

Els pigments són senyals visuals per animals, que actuen com a pol·linitzadors, 

dispersors de llavors, etc. Juntament amb les clorofil·les, les antocianines representen el 

grup més important de pigments visibles a l’ull humà. Constitueixen una gran família de 

compostos de diferents colors, que es troben, pràcticament, en totes les parts de la planta. 

De fet, la majoria dels pigments de les flors són antocianines (vermelles o púrpures), però 

també són freqüents les aurones i xalcones (grogues) (Harborne & Williams, 2000; Kong et

al., 2003).  
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Protecció en front la llum UV 

 

Les plantes terrestres reben grans quantitats de radiacions, que poden ser altament 

mutagèniques, fet que fa necessària l’existència de mesures per tal de protegir-se. Una de 

les respostes més generals a l’excés de radiació UV és l’activació de la transcripció dels gens 

de la biosíntesi de flavonoides, que són forts absorbents de la llum UV. Tot i que els 

fenilpropanoides com l’àcid clorogènic poden servir també com a filtres UV, el seu coeficient 

d’absorció de radiacions es inferior. Una barreja de flavanones, flavones i flavonols en el 

vacúol central de les cèl·lules epidèrmiques de les fulles serveix com a filtre protector de les 

cèl·lules del mesòfil, on es porten a terme els processos fotosintètics. Cal tenir en compte 

que els fotosistemes són molt sensibles a les radiacions UV-B. A més, aquests compostos 

fenòlics tenen una important activitat antimutagènica (Harborne & Williams, 2000). 

 

Influència en el metabolisme i activitat hormonal 

 

Alguns compostos fenòlics poden actuar com a senyal molecular en la regulació de 

l’activitat hormonal. Així, en la degradació de les auxines, alguns flavonoides actuen com a 

inhibidors i d’altres com a activadors de l’enzim àcid indol-3-acètic-oxidasa. A més, alguns 

flavonoides poden actuar com a inhibidors del transport de l’auxina àcid indol-3-acètic (AIA) 

a través de la membrana plasmàtica. D’altra banda, la naringenina, per exemple, és una 

antagonista de les gibberel·lines. 

 

Interaccions simbiòtiques planta-microorganisme  

 

L’exemple més destacat és la fixació de nitrogen per les plantes de la família de les 

Fabaceae, que es porta a terme gràcies a la simbiosi amb microorganismes fixadors de 

nitrogen del gènere Rhizobium. En aquestes plantes, gens de la biosíntesi de flavonoides són 

activats a les puntes de les arrels joves. Aquest fet permet la síntesi i exsudació d’una 

mescla de flavonoides, que són reconeguts pels microorganismes esmentats, i provoquen 

l’activació dels seus gens nod, que produiran els factors Nod. Com a resposta als factors Nod 

es produeix una nova síntesi de flavonoides a les arrels de la planta, que serveix per 

mantenir activada l’expressió dels gens nod, tot i que també es creu que juga un paper molt 

important en la inducció de la divisió cel·lular i en la formació dels nòduls, ja que els 

flavonoides tenen la capacitat d’inhibir el transport de les auxines i, per tant, fer decréixer la 

relació auxina/citoquinina, que permet la diferenciació cel·lular per la formació de teixit 

nodular (Waterman & Mole, 1994; Crawford et al., 2000).  
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Interaccions entre plantes  

 

Moltes substàncies al·lelopàtiques són compostos fenòlics. Existeixen exemples de 

fenols que actuen per mecanismes de volatilització (àcids benzoics), de rentat 

(naftoquinones, àcids benzoics i derivats), d’exsudació (àcids cinàmics, àcids benzoics) i de 

descomposició (tanins, derivats d’àcids cinàmics). 

 

Interaccions entre plantes i microorganismes patògens 

 

En la majoria dels casos, la resistència de les plantes està correlacionada amb una 

resposta hipersensible (HR), que es caracteritza per ser ràpida i localitzada al voltant del 

punt d’infecció. Aquesta resposta defensiva inclou, entre altres aspectes, un reforçament de 

les parets cel·lulars, mitjançant l’increment dels dipòsits de lignines i la síntesi de 

fitoalexines, entre les quals es troben isoflavonoides, estilbens, cumarines i àcids 

hidroxicinàmics conjugats com ara l’àcid clorogènic. En aquest punt es molt interessant 

l’acció de l’àcid salicílic com a intermediari en la transducció de la senyal. D’altra banda, 

però, l’acetosiringona (fenol simple secretat quan es produeix una ferida) és reconeguda pel 

bacteri Agrobacterium tumefaciens, i indueix l’expressió dels gens vir del microorganisme, 

responsables de la seva infecció (Harborne & Williams, 2000). 

 

Interaccions entre plantes i predadors  

 

En aquest camp es poden mencionar alguns exemples com ara els compostos 

fenòlics amb activitat fitoestrogènica (fonamentalment isoflavonoides com la genisteïna), els 

tanins (que en interaccionar amb les glucoproteïnes del predador, formen uns complexes 

que redueixen l’activitat dels enzims digestius), algunes prototoxines com ara la floridzina, 

etc. Cal esmentar també, el cas de les lignines, que redueixen la qualitat i digestibilitat dels 

farratges (Humphreys & Chapple, 2002; Simmonds, 2003). 

 

Tot i així, un dels papers més destacat dels compostos fenòlics en les plantes ve 

donat per les seves propietats antioxidants, que justifiquen moltes de les funcions abans 

esmentades. Així, mitjançant la modulació de l’estrès oxidatiu, intervenen en la defensa 

davant diferents tipus d’estrès, tant biòtics com abiòtics, i en la modulació de diferents 

estats  fisiològics com ara la senescència. 

 

1.1.4.1.- Els compostos fenòlics i l’estrès oxidatiu a les plantes 

 

Els sistemes de defensa antioxidant de les plantes actuen de forma ordenada i 

coordinada. Els estudis previs sobre el paper dels sistemes d’eliminació i control de les ROS 
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s’han enfocat cap a l’expressió dels enzims antioxidants (SOD, APX, MDHAR, GR i catalasa), i 

cap als antioxidants de baix pes molecular (ascorbat i GSH). Però com a resposta a l’estrès, 

també s’ha observat un increment en la síntesi de compostos fenòlics, que cal justificar 

(Alscher et al., 1997; Foyer et al., 1997). 

 

Per a conèixer la possible significació dels compostos fenòlics com a antioxidants, cal 

un bon coneixement, tant de les seves fonts fisiològiques, com de la seva localització 

intracel·lular. En les espècies de fulla ample, el vacúol central és el principal lloc 

d’emmagatzematge intracel·lular de compostos fenòlics (Hutzler et al., 1998). D’altra banda, 

durant els processos fotosintètics, el cloroplast és la principal font de radicals lliures. Sota 

condicions normals, aquests oxidants són eliminats en els propis cloroplasts mitjançant 

l’acció coordinada dels enzims SOD, APX, MDHAR i GR, però sota condicions d’estrès sever, 

la capacitat de neteja dels cloroplasts pot ser superada, particularment si el pool d’ascorbat 

arriba a oxidar-se (Asada, 1999). Tenint en compte que els radicals lliures no poden difondre 

des dels cloroplasts fins a l’interior dels vacúols, no sembla lògic que els fenols puguin actuar 

com a captadors primaris dels O2
.- generats en els processos fotosintètics. Dins el cloroplast, 

però, aquests radicals són convertits ràpidament en H2O2 mitjançant mecanismes tant 

enzimàtics com no enzimàtics. El H2O2 sí que pot difondre, i pot moure’s lliurement cap a 

l’interior del vacúol que, en les cèl·lules del mesòfil, ocupa la major part del seu volum. 

Estudis recents suggereixen que els nivells de H2O2 serveixen com a indicador de l’estat 

redox cel·lular, i que actuen com a inductors en l’activació transcripcional d’un gran nombre 

de gens lligats a l’estrès (Hirt, 2000). 

 

Els compostos fenòlics, però, no reaccionen directament amb el H2O2, sinó que s’ha 

proposat que actuen com a netejadors secundaris, en conjugació amb l’enzim guaiacol-

peroxidasa (Yamasaki et al., 1997; Grace & Logan, 2000). 

 

Els compostos fenòlics han de mantenir-se en estat reduït per poder funcionar com 

a antioxidants efectius. Com que estan contínuament exposats a radicals lliures i als enzims 

oxidants, cal que hi hagi algun mecanisme capaç de mantenir un pool de fenols reduïts. 

Aquests mecanismes podrien ser enzimàtics, però no han estat identificats. De totes 

maneres, l’ascorbat (l’antioxidant hidròfil més significatiu de les plantes) pot actuar com a 

reductor químic, tan de quinones com d’hemiquinones (formes oxidades dels compostos 

fenòlics). Com que l’ascorbat es troba en el vacúol, pot actuar com a reductor secundari en 

la reacció de la guaiacol peroxidasa, reciclant la forma activa de l’àcid clorogènic i d’altres 

substrats fenòlics, a partir de les seves respectives hemiquinones (Takahama & Oniki, 1997; 

Grace & Logan, 2000). L’ascorbat, al seu torn, pot ser regenerat mitjançant el cicle de 

l’ascorbat-glutatió (Noctor & Foyer, 1998).  

-
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Com a models il·lustratius d’aquests fets, a continuació es faran unes breus 

descripcions del paper dels compostos fenòlics en la modulació d’estats fisiològics 

(senescència) i de processos d’estrès (biòtics i abiòtics). 

 

1.1.4.1.1.- Paper dels compostos fenòlics en la senescència 

 

La senescència, a diferència de la HR de la planta, que es produeix de manera 

ràpida per evitar que s’escampi una infecció, és una mort cel·lular programada, que es dóna 

de forma lenta per tal de recuperar el màxim de nutrients d’aquella cèl·lula. Així doncs, la 

mort cel·lular no és només una conseqüència de la resposta a l’estrès, sinó que també és 

una part fonamental en el desenvolupament de la planta. És la responsable, per exemple, de 

la maduració dels embrions, i dels òrgans sexuals.  

 

 La senescència es dóna en les fases terminals del desenvolupament vegetal de tots 

els teixits i òrgans, i, tot i que normalment constitueix un procés lent, pot arribar a ser molt 

ràpida (per exemple les flors de Ipomoea tricolor duren només un dia). S’activa per 

determinats camins metabòlics i pot estar significativament influenciada tant per condicions 

ambientals, com per factors endògens (Dangl et al., 2000). 

 

 Els factors iniciadors de la senescència poden ser hormonals, ambientals, de 

desenvolupament, o patològics. De la mateixa manera, també existeixen factors hormonals, 

ambientals o de desenvolupament que són inhibidors o acceleradors de la senescència 

(Schenk et al., 2005). 

 

 En el procés de senescència es poden diferenciar tres fases, la fase d’iniciació (en 

que es produeix una alteració de l’equilibri redox cel·lular, del metabolisme i de les cascades 

de transduccions de senyals), la fase de reorganització (en que s’activen determinats camins 

metabòlics, es canvia el metabolisme autotròfic a heterotròfic, i es rediferencien 

irreversiblement diferents orgànuls), i la fase terminal (en que es produeix una acumulació 

d’agents antibiòtics i de ROS, s’eliminen metabòlits restants i es dóna la pèrdua irreversible 

de la integritat i viabilitat de la cèl·lula). 

 

 Entre els canvis que es donen a l’interior de la cèl·lula durant la senescència, 

destaquen la pèrdua de clorofil·la i carotenoides (que es posa de manifest amb el canvi de 

color de fulles i fruits durant la maduració), i l’acumulació de metabòlits secundaris com 

antocianidines. Així per exemple, diversos autors han observat un augment de compostos 

fenòlics en teixits senescents (Paull et al., 1985; Treutter et al., 1987; Hegde & Fletcher, 

1996; Sharma & Vaid, 1997). La regulació d’aquests canvis en el metabolisme resulta un 

important camp d’investigació, ja que poc es sap de les rutes i de les funcions de 
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l’acumulació d’aquests metabòlits (Kandil et al., 2004). D’altra banda, el metabolisme 

oxidatiu hi juga un paper clau, ja que s’ha demostrat un augment de ROS en les cèl·lules 

senescents, i s’ha postulat la seva intervenció en els estadis finals de la senescència (Dangl 

et al., 2000; Morris et al., 2000). 

 

 En la senescència es donen, doncs, una sèrie de canvis importants en el 

transcriptoma de la planta, activant-se diversos factors de transcripció, molts dels quals 

estan regulats per molècules de senyalització cel·lular com l’àcid salicílic, l’àcid jasmònic, o 

l’etilè (Morris et al., 2000; Buchanan-Wollaston et al., 2005; Schenk et al., 2005; Miao & 

Zentgraf, 2007). 

 

1.1.4.1.2.- Estrès biòtic i les ROS a les plantes 

 

 En les plantes, els processos metabòlics aeròbics com la respiració i la fotosíntesi 

porten inevitablement a la producció de ROS, concretament als mitocondris, als cloroplasts i 

als peroxisomes. Aquestes ROS són principalment O2
·-, H2O2 i 1O2, i com s’ha dit 

anteriorment, tenen la capacitat de causar dany oxidatiu a proteïnes, lípids i DNA. Aquestes 

propietats citotòxiques expliquen l’evolució de complexos mecanismes de detoxificació. Tot i 

així, existeixen evidències que indiquen que aquestes ROS també funcionen com a senyals 

cel·lulars en la regulació del desenvolupament de la defensa envers agents patògens (Apel & 

Hirt, 2004). 

 

 En condicions fisiològiques, les plantes produeixen ROS contínuament com a 

subproductes de diferents camins metabòlics. A les plantes, destaquen com a enzims 

productors de ROS la NADPH-oxidasa (similar a la dels neutròfils dels mamífers), que 

catalitza la producció de O2
·-, peroxidases lligades a la paret cel·lular (productores de O2

·- i 

H2O2), i les diamina i poliamina-oxidases (productores de H2O2) entre d’altres. Entre els 

mecanismes de defensa envers aquestes espècies en les plantes trobem els enzims SOD, 

APX, catalasa, i GPX, però també existeixen diferents sistemes no enzimàtics com els 

compostos fenòlics, l’àcid ascòrbic, el �-tocoferol, el GSH o els carotenoides (Taula 1.3) 

(Mittler, 2002). 
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Mecanisme Localització ROS primària

Producció

Fotosíntesi Cloroplast O2
·-

Respiració Mitocondri O2
·-

NADPH-oxidasa Membrana plasmàtica O2
·-

�-oxidació dels àcids grassos Peroxisoma H2O2

Oxalat-oxidasa Apoplast H2O2

Xantina-oxidasa Peroxisoma O2
·-

Peroxidases de la paret cel·lular Paret cel·lular O2
·-, H2O2

Diamina i poliamina-oxidasa Apoplast H2O2

Neutralització

SOD Cloroplast, citosol, mitocondri, 

peroxisoma, apoplast 

O2
·-

APX Cloroplast, citosol, mitocondri, 

peroxisoma, apoplast 

H2O2

Catalasa Peroxisoma H2O2

GPX Citosol H2O2

Àcid ascòrbic Cloroplast, citosol, mitocondri, 

peroxisoma, apoplast 

O2
·-, H2O2, 

·OH, 1O2

GSH Cloroplast, citosol, mitocondri, 

peroxisoma, apoplast 

H2O2

�-tocoferol Membranes LOOH, 1O2

Carotenoides Cloroplast 1O2

 

 

 

 

Taula 1.3.- Principals mecanismes de producció i neutralització de ROS a les plantes (Mitter, 2002)
En el grup d’elements neutralitzants de les ROS caldria afegir, però, els compostos fenòlics, ja que tot i 
que l’autor no els ha considerat, la seva activitat captadora de ROS pot ser, fins i tot, més potent que la
de l’àcid ascòrbic o el �-tocoferol.

 

 D’altra banda, però, les plantes produeixen ROS de manera diferent com a resposta 

a atacs per part de patògens. Una de les respostes més immediates és l’anomenada 

“explosió oxidativa” (oxidative burst), que consisteix en un ràpid increment de ROS 

(principalment de H2O2 i O2
·-). Aquest ràpid increment de ROS es veu facilitat pel fet que els 

enzims responsables de la detoxificació d’aquestes ROS, com són la APX o la catalasa, són 

inhibits pel NO· i l’àcid salicílic. Així doncs, ens trobem en una situació en que augmenten les 

ROS al mateix temps que disminueixen les defenses antioxidants que les neutralitzen, 

donant lloc a un increment de ROS molt ràpid. Quan un insecte herbívor mossega el teixit 

vegetal d’una planta, li provoca una ferida, que fa que s’activin oxidases localitzades a la 

membrana plasmàtica o a l’apoplast, i es produeixin, així, radicals O2
·-, altament tòxics, que 

ajuden a combatre el patogen invasor. D’altra banda, el O2
·- és ràpidament transformat a 

H2O2 que, a diferència del O2
·-, és capaç de travessar la membrana plasmàtica, donant com 

a resultat el ràpid increment de H2O2 en les cèl·lules vegetals del voltant de la ferida. Aquest 

 39



Compostos fenòlics                                                                                   INTRODUCCIÓ 

H2O2 actua com a missatger induint l’expressió de gens involucrats en la defensa envers 

ferides, com els que codifiquen enzims implicats en la mort cel·lular programada 

(mecanisme similar a l’apoptosi dels mamífers), que impedeix que l’àrea de la ferida i la 

infecció s’estenguin per la resta de la planta (Figura 1.16). Aquesta “explosió oxidativa” no 

només es dóna a nivell local, sinó que pot activar-se, un temps més tard, una segona 

“explosió oxidativa” en altres zones distals de la infecció, donant lloc a una espècie 

d’immunitat sistèmica (Bi & Felton, 1995;  Wojtaszek, 1997; Álvarez et al., 1998; Apel & 

Hirt, 2004). 

 

1.1.4.1.3.- Estrès abiòtic i les ROS a les plantes 

 

Darrerament, l’estrès abiòtic ha adquirit una gran importància a causa de les grans 

pèrdues de producció que ocasiona en els camps de cultiu. Aquestes pèrdues, a part de la 

important reducció dels beneficis econòmics, suposen un perill d’insuficiència d’abastament 

de la població, sobretot tenint en compte el canvi climàtic que s’està produint 

(Intergovernmental Panel on Climate Change, 2007). 

 

Dins l’estrès abiòtic s’inclouen diferents factors com la salinitat, l’excés o deficiència 

d’aigua, el O3, altes o baixes temperatures, l’excés de llum i metalls pesats, etc. Aquests 

factors són capaços de fer variar les respostes fisiològiques i bioquímiques de les plantes, 

així com els equilibris cel·lulars hídrics i iònics. Aquests canvis donen lloc a l’aparició de 

metabòlits tòxics, a la desorganització de les membranes cel·lulars, a la inhibició de la 

fotosíntesi i a l’alteració dels processos d’adquisició de nutrients (Sreenivasulu et al., 2007). 

Tots aquests canvis poden activar mecanismes de resistència de la planta, que portaran a la 

seva supervivència, o bé, si la planta és susceptible, a la seva mort. Els factors que 

determinen la resistència o susceptibilitat de la planta venen determinats per 

característiques de l’estrès (severitat, duració, nombre d’exposicions, combinació de 

diferents estressos) i de la pròpia planta (òrgan o teixit afectat, estadi de desenvolupament, 

genotip, etc) (Figura 1.15) (Bray et al., 2000). 

 

Moltes d’aquestes alteracions es donen com a conseqüència de l’augment de ROS 

que suposa l’estrès oxidatiu amb el qual estan interrelacionats aquests estressos abiòtics. 

Així, un excés de llum dóna lloc a la fotoinhibició del fotosistema II en el procés de la 

fotosíntesi, que provocarà un dràstic augment de l’espècie 1O2. El tancament dels estomes 

mitjançat per l’àcid abscísic (ABA) durant la sequera és activat per determinades ROS, i els 

processos de gravitropisme també són produïts per l’activació de determinats gens per part 

d’algunes ROS. Així doncs, l’estrès oxidatiu és clau en els efectes ocasionats per l’estrès 

abiòtic (Apel & Hirt, 2004; Baxter et al., 2007). 
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Figura 1.15.- Esquema de la resposta de la planta a l’estrès ambiental (Adaptació de Bray et al., 2000)

 

 

 

 

 Les ROS, especialment el radical ·OH, son altament destructives de diferents 

molècules com lípids, àcids nucleics i proteïnes, i quan les defenses cel·lulars no son capaces 

de neutralitzar-les, acaba produït-se la mort cel·lular. Però a part del seu paper destructiu, 

aquestes ROS son capaces de portar a terme diferents accions dirigides a la defensa de la 

planta en resposta a l’estrès. Si en la defensa envers l’atac de patògens es donava una 

inhibició de la síntesi d’enzims detoxificants (veure apartat 1 1.4.1 2.), en l’estrès abiòtic el 

paper de les ROS és oposat, ja que precisament activen la síntesi d’aquests enzims (Figura

1.16). Aquesta diferència pot ser deguda al fet que, en aquest cas, la producció de ROS es 

dóna principalment en el cloroplast i al mitocondri, llocs de transport electrònic, on un 

augment de ROS per sobre de nivells tòxics activa els mecanismes de captació d’aquestes 

espècies per tal que es produeixi una detoxificació cel·lular (Apel & Hirt, 2004). 

. .
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Figura 1.16.- Comportament de les ROS en les situacions d’estrès biòtic i abiòtic (Adaptació d’Apel &
Hirt, 2004)  

 

 

L’estrès oxidatiu, però, ocasiona molts més canvis en les plantes que sovint han 

estat passats per alt (Baxter et al., 2007). Es sap, per exemple que els enzims del cicle dels 

àcids tricarboxílics són inhibits per una acció oxidativa (Sweetlove et al., 2002), i que d’altres 

proteïnes es modifiquen, perdent fins i tot la seva funció (Hancock et al., 2005; Moller & 

Kristensen, 2006).   

 

 Darrerament, s’ha començat a fer estudis dels canvis en el metaboloma de les 

plantes com a conseqüència de l’estrès oxidatiu. En aquest sentit, s’han detectat increments 

dels nivells de metabòlits lligats a la ruta de la glucòlisi, especialment de les hexoses-fosfat. 

Aquests nivells elevats corresponen a una disminució de l’activitat enzimàtica d’aquest cicle, 

amb la corresponent inhibició de la formació dels metabòlits precursors de la síntesi 

d’aminoàcids, necessaris per la generació de noves proteïnes. També es detecten una 

disminució dels transcrits que codifiquen els enzims responsables de la formació de les 

poliamines putrescina i espermidina (Baxter et al., 2007). Així, per exemple, els nivells 

elevats de sacarosa induïts per l’estrès hídric podrien proveir la cèl·lula d’una energia 

addicional per sobreviure en condicions de mancança d’aigua (Burke, 2007). 

 

 

42 



Compostos fenòlics                                                                                   INTRODUCCIÓ 

1.1.4.1.4.- El paper dels compostos fenòlics en l’estrès biòtic i abiòtic 

 

Els compostos fenòlics contribueixen de manera decisiva a la defensa envers 

patògens. Per exemple, les quinones generades per polifenol-oxidases (PPO) han demostrat 

ser potents dissuasius alimentaris limitant l’accessibilitat d’insectes herbívors a proteïnes 

vegetals i inhibint els seus enzims digestius (Pourcel et al. 2007). A més, la polimerització 

d’alcohols hidroxicinàmics mitjançant les PPO té un important paper en la formació d’una 

barrera física de lignina que impedeix la penetració de patògens (Dixon et al., 2005). 

 

Altres mecanismes pels quals els compostos fenòlics contribueixen a la defensa de la 

planta envers l’estrès biòtic són l’activació directa de gens de resistència a patògens, i 

l’actuació com a missatgers secundaris i com a mediadors de la HR de la planta (ràpida 

activació de reaccions de defensa de la cèl·lula com a resposta a un patogen, que porta a la 

mort cel·lular), on els àcids salicílic i benzoic hi tenen un paper destacat (Hammond-Kosack 

& Jones, 2000).  

 

 L’àcid salicílic i el seu glucòsid també intervenen en la inducció de la resistència 

sistèmica adquirida (SAR), un tipus de resistència d’ampli espectre, que es dóna com a 

conseqüència de l’atac d’un patogen en teixits i òrgans distants del lloc d’infecció (Chong et

al., 2001; Hammond-Kosack & Jones, 2000; Verberne et al., 2002). Tot i així, el paper 

exacte d’aquest mediador encara es desconeix, ja que hi ha autors que afirmen que és 

provable que no sigui l’àcid salicílic el senyal per conferir la SAR a llarga distància (Zeier, 

2005). Tanmateix, el seu paper en la inhibició de la catalasa, i per tant en l’augment de 

H

 

 

2O2, com a conseqüència d’infeccions, sembla ben acceptat (Takahashi et al., 1997; 

Hammond-Kosack & Jones, 2000). D’altra banda, l’àcid salicílic també s’acumula en resposta 

a l’estrès abiòtic produït per O3 i radiació UV (Yalpani et al., 1994). 

 

S’ha demostrat l’acumulació de compostos fenòlics en els teixits de les plantes en 

diferents situacions d’estrès abiòtic. Per exemple, l’estrès causat per baixes temperatures 

s’ha vist traduït en un increment en la concentració d’antocianines en plantes de patata; la 

llum té un paper destacat en la inducció de la biosíntesi de fenilpropanoides, com demostra 

l’augment d’àcid clorogènic en arrels de patata o l’envermelliment de les fulles de Mahonia

repens com a conseqüència de l’acumulació d’antocianines a l’epidermis; i l’estrès hídric 

indueix un increment en la síntesi de flavonoides en fulles d’arròs (Logan et al., 1998; Reyes 

& Cisneros-Zevallos, 2003; Ithal & Reddy, 2004).  

 

El paper dels compostos fenòlics en les situacions d’estrès abiòtic és multifactorial. 

Per una banda actuen com a captadors de ROS produïdes en l’estrès oxidatiu com a 

conseqüència de l’estrès abiòtic, a més de prevenir la seva formació quelant metalls (Pourcel 
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et al., 2007). D’altra banda, gràcies a la seva capacitat d’absorbir la radiació UV, també s’ha 

postulat que actuen com a protectors d’aquesta radiació en les plantes, ja que diferents 

estudis han demostrat una disminució de la resistència envers la radiació UV en plantes 

transgèniques d’Arabidopsis thaliana en les quals s’havia desactivat els enzims responsables 

de la síntesi d’antocianines (Li et al., 1993; Kliebenstein, 2004). A més, els compostos 

fenòlics també poden actuar com a senyals i missatgers secundaris, activant i desactivant 

determinats gens involucrats en la resistència a l’estrès.  

 

1.1.4.2.- Els compostos fenòlics i les poliamines 

 

 1.1.4.2.1.- Concepte, metabolisme i funció de les poliamines 

 

 Les poliamines són compostos nitrogenats de baix pes molecular, que són presents 

en tots els organismes vius. La presència dels grups amino fa que aquests compostos es 

trobin protonats a pH fisiològic, de manera que es solen unir a molècules carregades 

negativament, com àcids nucleics, fosfolípids, proteïnes, etc. Les poliamines putrescina, 

espermidina i espermina són les més abundants a la naturalesa (Figura 1 17), tot i que la 

cadaverina i l’agmatina també són freqüents en algunes espècies vegetals. Les quantitats en 

que es troben en els organismes varien, en gran mesura, en funció de les condicions 

ambientals i de l’espècie vegetal en concret, però aproximadament van de concentracions 

micromolars a milimolars (Galston & Sawhney, 1990; Walters, 2003). 

.
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Figura 1.17.- Estructura química de les poliamines més abundants
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 Les poliamines són necessàries pel desenvolupament normal tant de les cèl·lules 

procariotes, com de les eucariotes. En les plantes participen en processos com el creixement 

de les arrels, l’embriogènesi somàtica, la iniciació floral i el desenvolupament de flors i fruits. 

Així  mateix, també estan implicades en diferents processos de resposta a estrès biòtic i 

abiòtic (Galston et al., 1997; Kumar et al., 1997). 

 

 La síntesi de les poliamines en els animals i en la majoria de fongs es fa a partir de 

l’ornitina, via ornitina-descarboxilasa (ODC), donant com a resultat la diamina putrescina. En 

les plantes i bacteris existeix, a més, una via alternativa a partir de l’arginina, via arginina-

descarboxilasa (ADC), donant com a resultat final, després de diferents intermediaris, la 

putrescina. La posterior formació d’espermidina i espermina es fa mitjançant l’addició d’un 

grup aminopropil a la putrescina i a l’espermidina, respectivament. Aquestes reaccions estan 

catalitzades pels enzims espermidina-sintasa (SpdS) i espermina-sintasa (SpmS). El grup 

aminopropil prové de la descarboxilació de la S-adenosilmetionina (SAM), gràcies a l’acció de 

l’enzim S-adenosilme ionina-descarboxilasa (SAMDC). D’altra banda, la cadaverina es forma 

a partir de l’aminoàcid lisina, mitjançant l’enzim lisina-descarboxilasa (LDC) (Tiburcio et al., 

1997; Walters, 2003; Kuznetsov et al., 2006) (Figura 1.18). 

t

 

 

 

 

 

ornitina putrescina espermidina
SpdS esperminaSpmSODC

arginina

S-adenosilmetionina

grup aminopropil grup aminopropilagmatina

N-carbamoïlputrescina

NCAH

AIH

ADC
SAMDC SAMDC

S-adenosilmetionina

lisina cadaverina
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Figura 1.18.- Biosíntesi de les principals poliamines en les plantes. ODC, Ornitina-descarboxilasa;
ADC, Arginina-descarboxilasa; LDC, Lisina-descarboxilasa; SpdS, Espermidina-sintasa; SpmS,
Espermina-sintasa; AIH, Agmatina-iminohidrolasa; NCAH, N-Carbamoïlputrescina-amidohidrolasa;
SAMDC, S-Adenosilmetionina-descarboxilasa (Adaptat de Tiburcio et al., 1997 i Kusano et al.,
2007).
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Els enzims ODC i ADC tenen localitzacions cel·lulars diferents. Mentre que el ODC es 

localitza en el nucli cel·lular tal com passa en animals, l’enzim ADC es situa en les 

membranes dels tilacoides dels cloroplasts (Bortolotti et al., 2004). D’altra banda, la 

formació de putrescina per la via ADC es sol associar a les respostes de la planta en 

situacions d’estrès, de manera que en aquestes condicions, les poliamines sintetitzades en 

aquesta segona localització poden estabilitzar els complexes fotosintètics de les membranes 

tilacoidals (Kuznetsov et al., 2006). 

 

  El fet que la sobreexpressió dels enzims ODC i ADC porti a un marcat augment dels 

nivells de putrescina, però no d’espermidina o espermina, fa pensar que la regulació de la 

formació d’aquestes dues poliamines a partir de la putrescina, es troba sota control 

homeostàtic (Bhatnagar et al., 2001; Alcázar et al., 2005). 

 

 En el catabolisme de les poliamines intervenen diamina-oxidases (que contenen Cu2+ 

i  oxiden la putrescina i la cadaverina) i poliamina-oxidases (que contenen una flavoproteïna, 

i oxiden l’espermidina i l’espermina), donant com a resultat ROS (com H2O2), grups NH4
+, i 

àcid �-aminobutíric (GABA), que passarà al cicle de Krebs. La producció de H2O2 pot ser 

força important en determinades ocasions, contribuint a “l’explosió oxidativa” i a la 

conseqüent mort cel·lular programada que es dóna en la resposta a l’atac per patògens 

(Cowley & Walters, 2002; Yoda et al., 2006). A més, les poliamines també poden intervenir 

en aquesta “explosió oxidativa”, juntament amb el Zn2+ a través de la modulació de la 

producció de O2
·- per la NADPH-oxidasa de la membrana cel·lular, tot i que encara no està 

clar el mecanisme d’aquesta modulació (Cuevas et al., 2004). D’altra banda, el GABA, que 

s’acumula ràpidament en condicions d’estrès, és un potencial modulador de diferents 

processos fisiològics. Aquesta acumulació dóna lloc a la formació de glutamat via el cicle de 

Krebs, que al seu torn accelera la biosíntesi de polimanines (Kuznetsov et al., 2006). 

 

 El paper de les poliamines a les plantes ha estat extensament estudiat. S’ha 

demostrat que són essencials en el procés de creixement, així com en el control de la 

morfogènesi de determinats òrgans i teixits vegetals sota determinades condicions (Tiburcio 

et al., 1990). Així, mitjançant la inhibició de la síntesi de poliamines amb difluormetilarginina 

(DFMA), s’ha pogut inhibir el creixement cel·lular i l’elongació de plantes d’arròs i tomàquet, 

i de fongs. La DFMA i la difluormetilornitina (DFMO) són anàlegs estructurals dels aminoàcids 

arginina i ornitina, respectivament, en que s’ha substituït l’hidrogen del carboni alfa per un 

grup difluorometil, de manera que es combinen irreversiblement amb els centres actius dels 

enzims ADC i ODC, impedint la unió amb l’arginina i l’ornitina, donant com a resultat una 

disminució de la síntesi de putrescina i del creixement. De fet, la DFMO va ser sintetitzada 

originalment en el procés de recerca de la teràpia antineoplàsica, i, tot i que de moment els 
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resultats no son concloents, es segueixen fent estudis clínics. Tot i així, es recomana aquest 

fàrmac com a coadjuvant en la teràpia anticancerígena 

(National Cancer Institute,                                                                           

http://www.cancer.gov/search/ResultsClinicalTrialsAdvanced.aspx?protocolsearchid=308375

0).  

 

 El paper de les poliamines en la senescència ha estat força discutit. S’ha vist, per 

exemple, que el contingut en poliamines, així com l’activitat dels enzims ADC i ODC, 

d’òrgans i teixits joves és superior al d’òrgans i teixits senescents. També s’ha vist com la 

inoculació de poliamines exògenes en teixits vegetals prevé de l’aparició dels símptomes de 

la senescència (Galston & Sawhney, 1990; Sood & Nagar, 2003). De fet, s’han proposat 

diferents mecanismes pels quals aquestes poliamines poden retardar la senescència. D’una 

banda, tenen capacitat per estabilitzar i protegir les membranes cel·lulars, de manera que 

poden evitar la pèrdua de clorofil·la a través de les membranes til·lacoidals que es dóna en 

la senescència (Besford et al., 1993). D’altra banda, poden retardar la degradació de la 

clorofil·la mitjançant la inhibició de peroxidases (Sood & Nagar, 2003), i inhibir la síntesi 

d’etilè (Chen & Kao, 1991).  

 

 Darrerament, s’ha estudiat la capacitat de les poliamines d’unir-se a àcids nucleics, i 

modular, d’aquesta manera, l’expressió de gens. En aquest sentit s’apunta que les 

poliamines nuclears són principalment l’espermidina i l’espermina, ja que degut a la 

disposició dels grups amino, tenen millor interacció amb el DNA, i millor capacitat de 

protecció envers les endonucleases nuclears. Així, s’ha observat que les poliamines tenen la 

capacitat d’inhibir la degradació mitjançada per endonucleases del lligand internucleosomal 

del DNA, induïda per determinades preparacions anticancerígenes, obrint d’aquesta manera, 

un nou camp d’investigació del paper de les poliamines com a possibles agents 

antiapoptòtics (Kuznetsov at al., 2006). 

 

 La intervenció de les poliamines en els processos de cascades de transducció de 

senyals intracel·lulars també apunta cap a una possible funció com a missatgers secundaris, 

ja que diferents estudis mostren la participació de l’espermidina i l’espermina en la 

mobilització del Ca2+ intracel·lular (interrompent cadenes de senyalització que porten a 

l’activació d’enzims com la PAL), i en l’activació de la fosfolipasa C (Messiaen & Van Cutsem, 

1999; Echevarría-Machado et al., 2004). 

 

 Recents investigacions han estudiat el paper de les poliamines en la modulació dels 

canals iònics cel·lulars animals, i han demostrat la seva capacitat per bloquejar canals 

dependents de cations, amb el següent ordre de potència: espermina > espermidina >> 

putrescina. Aquests estudis s’han estès, també, al món vegetal, demostrant, per exemple, el 
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bloqueig dels canals vacuolars catiònics de plantes de cibada per part de poliamines 

intracel·lulars. La investigació dels canvis que poden generar aquests compostos en la 

homeostasi a través del bloqueig dels canals iònics cel·lulars és un dels reptes que està 

prenent més força actualment en la recerca sobre poliamines (Kusano et al., 2007). 

 

 El paper de les poliamines com a antioxidants també ha estat àmpliament discutit. 

Així, es senyalen l’espermidina i l’espermina com a eficients antioxidants, protegint el DNA 

de l’acció oxidativa de les ROS. Aquesta capacitat antioxidant pot ser deguda a la capacitat 

de neutralitzar ROS com O2
.- o ·OH (Cohen, 1998; Ha et al., 1998, Bray et al., 2000). 

 

 A més, s’ha suggerit que l’espermina (que, a diferència de la putrescina i 

l’espermidina, ha demostrat no ser essencial en el creixement i desenvolupament de la 

planta) té un important paper en la síntesi de NO·, ja que n’és una potent inductora. En 

aquesta activitat, l’espermidina resulta menys potent, i la putrescina és inactiva (Kusano et

al., 2007). 

 

 

 Les poliamines també tenen un paper destacat en processos d’estrès, tant biòtic 

com abiòtic. S’ha observat el seu augment en infeccions virals, i la seva contribució a 

“l’explosió oxidativa”. En aquest sentit, es senyala l’espermidina com a principal poliamina 

responsable de l’augment de H2O2 en la HR, ja que, a diferència de la putrescina i 

l’espermina, s’acumula a l’apoplast (Kusano et al., 2007). 

 

  Tanmateix, tot i que l’estrès abiòtic ha estat poc estudiat, plantes d’Arabidopsis 

thaliana mutades amb incapacitat per sintetitzar espermina han demostrat ser més sensibles 

a situacions d’estrès hídric i salí, i a l’inrevés, plantes de tabac amb sobreexpressió de 

l’enzim ODC han demostrat un augment de la tolerància a aquest estrès (Alcázar et al., 

2006b; Yoda et al., 2006; Yamaguchi et al., 2006; Kusano et al., 2007). També s’ha 

observat un augment de la tolerància a la sequera en plantes d’arròs sobreexpressores de 

ADC, i, mentre que aquestes, en condicions normals, tenen una alta concentració de 

putrescina, en condicions d’estrès augmenten l’espermidina i l’espermina. Aquest fet porta a 

pensar que els compostos que realment protegeixen de l’estrès siguin l’espermidina i 

l’espermina, tot i que no es sap amb certesa quina d’aquestes tres poliamines juga el paper 

principal, i es creu que depèn de l’espècie vegetal i del tipus d’estrès (Capell et al., 2004). En 

el mecanisme pel qual les poliamines actuen com a protecció dels estressos abiòtics 

existeixen dues hipòtesis, d’una banda es parla de la seva activitat neutralitzadora de ROS 

comentada, i de l’altra, es proposa la seva actuació com a molècules de senyalització 

cel·lular (Alcázar et al., 2006b). 

 

48 



Compostos fenòlics                                                                                   INTRODUCCIÓ 

1.1.4.2.2.- Els conjugats de poliamines amb àcids hidroxicinàmics. Característiques i 

funció 

 

 Les poliamines es solen unir covalentment a diversos tipus de molècules. Aquestes 

molècules poden ser d’alt pes molecular com proteïnes o àcids nucleics, o bé de baix pes 

molecular, de les quals les més freqüents són els àcids hidroxicinàmics, que donen lloc a les 

amides d’àcids hidroxicinàmics (HCAA) (Figura 1.19). Aquestes unions covalents es formen a 

partir de l’activació del grup carboxil dels àcids hidròxicinàmics amb un grup acetil-CoA, i la 

posterior incorporació al grup amino de la poliamina mitjançant una transferasa específica 

de cada poliamina: putrescinahidroxicinamoïl-transferasa (PutHT), 

espermidinahidroxicinamoïl-transferasa (SpdHT), i esperminahidroxicinamoïl-transferasa 

(SpmHT) (Walters, 2003; Kuznetsov et al., 2006).  
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Figura 1.19.- Exemples de poliamines conjugades a àcids hidroxicinàmics 
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 Aquesta conjugació de les poliamines resulta important en el control de les 

concentracions intracel·lulars de poliamines, i en la seva interacció amb elements de la paret 

cel·lular com ara lignines i hemicel·luloses. Alguns autors afirmen que també podrien 

contribuir al  transport de poliamines, així com servir de substrat d’amino-oxidases i amino-

peroxidases (Kuznetsov et al., 2006). 

 

 A aquests compostos se’ls atribueix un seguit de funcions biològiques. Existeixen 

diferents evidències del seu paper destacat en la floració, tal com demostra la seva 

acumulació en teixit meristemàtic de flors i fruits i no en teixits vegetatius, la disminució del 

seu contingut després de la floració, o l’acumulació de nivells anormals de poliamines lliures 

en mutants estèrils de plantes de tomàquet (Cohen, 1998; Facchini et al., 2002). Una altra 

propietat destacada està relacionada amb l’adaptació de la planta a l’estrès, tot i que hi ha 

controvèrsia respecte el seu paper. D’una banda, s’ha proposat que la conjugació d’àcids 

hidroxicinàmics amb poliamines disminueix la toxicitat dels àcids hidroxicinàmics lliures, amb 

propietats antifúngiques, ja que s’ha observat que cultius de plantes de canya de sucre amb 

una conjugació d’àcids hidroxicinàmics amb poliamines augmentada, són més sensibles a 

una infecció per fongs que les plantes normals. D’altra banda, altres autors els atorguen 

propietats inhibidores de la germinació d’espores de fongs (Legaz et al., 1998; Walters et

al., 2001). 

 

 

 S’ha observat, també, que les HCAA estan implicades en la resistència a infeccions 

virals, ja que es dóna una correlació positiva entre l’acumulació de HCAA i la resistència a 

aquests patògens. S’ha postulat que els mecanismes pels quals desenvolupen la seva acció 

són la inhibició de la replicació viral, i la inducció de la mort cel·lular programada en la HR,  

que podria estar induïda per l’espermidina sense la dependència de l’àcid salicílic (Walters, 

2003). 

 

 D’altra banda, també s’ha proposat la seva participació en la resistència a diferents 

estressos abiòtics, ja que per exemple, s’ha observat la seva acumulació en situacions 

d’estrès per fred (Jin et al., 2003). 

   

 Tot i que el contingut d’aquests conjugats en condicions d’estrès és contradictori, ja 

que depèn en gran mesura de l’espècie vegetal i del contingut d’àcids hidroxicinàmics i de 

poliamines com a substractes, les seves propietats antioxidants són reconegudes, sent 

superiors a les de les poliamines lliures. Així, s’ha proposat aquest mecanisme com a sistema 

de defensa per contrarestar els possibles danys cel·lulars derivats de la situació d’estrès, ja 

que, com s’ha apuntat anteriorment, tant l’estrès biòtic com l’estrès abiòtic porten a una 

situació d’estrès oxidatiu (Kuznetsov et al., 2006). 
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 Així com s’ha vist que les poliamines lliures disminueixen en els processos de 

senescència, i que, al contrari, els compostos fenòlics augmenten, no s’han trobat 

referències respecte la relació de les HCAA i la senescència. Així doncs, constitueixen un 

grup de metabòlits secundaris amb funcions i comportament encara poc estudiats en les 

diferents situacions biològiques de les plantes. 
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1.2.- Alcaloides

1.2.1.- Generalitats dels alcaloides 

1.2.1.1.- Concepte d’alcaloide 

 

 Els alcaloides constitueixen un dels grups de metabòlits secundaris més divers, tant 

per la seva varietat estructural i biosintètica, com per les seves activitats farmacològiques.  

 

 El terme alcaloide prové de l’àrab al-qali (sosa) i del grec eidos (aspecte), i va ser 

introduït per Carl Meissner al 1819 per definir substàncies bàsiques d’origen vegetal. Així, els 

alcaloides es definien originàriament com a compostos d’origen vegetal, que contenien 

nitrogen, de caràcter bàsic, i amb propietats farmacològiques. Malgrat que aquesta definició 

encara és vàlida en molts casos, en d’altres no resulta del tot adequada, ja que encara que 

els alcaloides han estat tradicionalment aïllats de plantes, fonamentalment en dicotiledònies, 

també se n’han trobat en alguns animals superiors, insectes, invertebrats marins i 

microorganismes. 

 

 Actualment es considera que els alcaloides són compostos orgànics naturals, de 

caràcter generalment bàsic, que contenen un o més àtoms de nitrogen formant part d’un 

heterocicle, que biogenèticament deriven d’aminoàcids, i que, llevat de poques excepcions, 

presenten un ampli ventall de propietats farmacològiques. 

 

 Aquesta definició, però, encara resta un pèl ambigua, ja que existeixen alguns 

compostos considerats tradicionalment com alcaloides que no compleixen totes les 

característiques. Per això, s’ha introduït els termes de pseudoalcaloide per anomenar aquells 

que no deriven d’aminoàcids (com els alcaloides terpènics o els derivats de policètids), i de 

protoalcaloide per anomenar aquells en els quals el nitrogen no és heterocíclic (com 

l’efedrina, la gramina o la mescalina) (Croteau et al., 2000; Máñez & Giner, 2003). 

 

 El primer alcaloide va ser identificat al 1806 per Friedrich Setürner, a partir de 

l’anàlisi dels components individuals de l’opi. Les propietats narcòtiques de l’opi ja eren 

conegudes des de l’antiguitat, per això aquesta primera substància aïllada va ser anomenada 

morfina, en honor a Morpheus, el déu grec dels somnis. Posteriorment es van anar aïllant 

molts altres alcaloides com a principis actius de drogues, i actualment es poden 

comptabilitzar més de 12.000 alcaloides (Wink, 1998a; Croteau et al., 2000). 
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 La principal font d’alcaloides són les angiospermes, on quasi el 20% de les espècies 

contenen aquests compostos. Dins les monocotiledònies, són freqüents en les famílies 

Amaryllidaceae i Liliaceae, però es concentren majoritàriament en les dicotiledònies. Dins les 

dicotiledònies, els alcaloides es troben en major proporció en les famílies més primitives 

(Menispermaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae, Lauraceae, Magnoliaceae, Berberidaceae) 

o en les més evolucionades (Apocynaceae, Loganiaceae, Solanaceae, Rubiaceae), i 

disminueix la proporció en les famílies intermèdies. De totes maneres, la majoria d’alcaloides 

presenta selectivitat quimiotaxonòmica, i cada grup estructural es sol localitzar en una 

mateixa família, o en famílies pròximes taxonòmicament. 

 

 La biosíntesi d’alcaloides està regulada per factors ambientals i sovint induïda per 

fitopatògens, ions de metalls pesants, radiacions UV o ferides. En molts casos, a més, 

requereix un cert grau d’especialització cel·lular. Un cop sintetitzats, els alcaloides poden ser 

transportats i emmagatzemats en altres parts de la planta i poden acumular-se en 

determinats òrgans com llavors (Strychnos nux-vomica L.), fruits (Piper nigrum L.), fulles 

(Atropa belladonna L.), bulbs (Narcissus pseudonarcissus L.) i escorces (Cinchona pubescens  

Vahl.). Dins la cèl·lula, els alcaloides es solen localitzar en els vacuols, i es poden trobar, 

fonamentalment, en forma de sals d’amoni quaternari, N-òxids i/o conjugats. 

 

 El contingut en alcaloides de les plantes pot ser molt variable, amb un marge de 

concentració que va de mg/Kg fins a un 8% del pes sec. Aquest contingut, però, tampoc és 

constant en la mateixa planta, ja que varia en funció de la fase del cicle biològic, de les 

condicions ambientals, etc. Pot variar, fins i tot, en un mateix dia (Wink & Roberts, 1998). 

 

 Entre les seves propietats físico-químiques destaquen el fet que solen ser sòlids 

blancs i cristal·lins. La seva solubilitat depèn del pH de la solució: en l’estat de base lliure 

són solubles en dissolvents orgànics de polaritat mitjana o baixa, mentre que en medi àcid 

es protonen formant sals hidrosolubles. Tots són solubles en alcohols, i la basicitat de 

l’alcaloide depèn de la disponibilitat del parell d’electrons de l’àtom de nitrogen, de manera 

que els substituents electrodonadors adjacents al nitrogen augmenten la seva basicitat (com 

per exemple l’efedrina), mentre que els electroatraients la disminueixen (colquicina). 

 

 La funció dels alcaloides en les plantes es considera que és, d’una banda, defensiva 

envers patògens, insectes, etc, i de l’altra, de senyalització cel·lular. Així, molts alcaloides 

són tòxics per insectes o altres animals, dissuadint-los d’alimentar-se a partir d’aquella 

planta que els ha sintetitzat. Alguns provoquen només molèsties o tenen un gust amarg 

desagradable, però d’altres poden resultar mortals. També existeixen alcaloides amb 

propietats antimicrobianes com la quinina, activa en front el virus X de la patata (Wink, 

1998b). 
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 Malgrat la seva basicitat, els alcaloides tenen un gran ventall de propietats 

farmacològiques, de les quals destaquen les que afecten al sistema nerviós central, 

particularment a l’acció dels neurotransmissors (per exemple la morfina és depressora). 

També hi ha alcaloides que afecten el sistema nerviós autònom, com l’efedrina amb acció 

simpàticomimètica, o l’atropina amb acció anticolinèrgica. D’altra banda, també existeixen 

alcaloides amb acció curaritzant com la tubocurarina, antifibril·lant com la quinidina, o 

antitumoral com la vincristina i la vinblastina. 

 

 Gràcies a aquestes propietats farmacològiques, els alcaloides tenen un gran interès 

terapèutic. Molts d’ells s’utilitzen directament com a fàrmacs, i molts d’altres serveixen de 

matèria primera per a la semisíntesi, o de model estructural per a la síntesi completa 

d’anàlegs amb millors propietats (amb un increment d’activitat i selectivitat, millora de la 

biodisponibilitat, disminució de la toxicitat, etc) (Máñez & Giner, 2003). 

 

1.2.1.2.- Classificació

 

 Deixant a part els pseudoalcaloides, els alcaloides deriven d’una o diverses 

molècules d’aminoàcids, tot i que alguns poden tenir, també, carbonis addicionals. Així, els 

alcaloides derivats d’aminoàcids es poden classificar segons l’aminoàcid precursor en els 

següents grups (Máñez & Giner, 2003): 

 

Derivats de l’ornitina, la lisina i l’àcid nicotínic (àcid aspàrtic) 

 

 Dins aquest grup es troben els alcaloides pirrolidínics, pirrolizidínics, tropànics, 

piperidínics, quinolizidínics i piridínics. 

 

Derivats de la fenilalanina i la tirosina 

 

 Aquí es troben les feniletilamines, els alcaloides isoquinolínics, els 

benziltetrahidroisoquinolínics i els alcaloides de les Amaryllidaceae, entre d’altres. 

 

Derivats de l’àcid antranílic i el triptòfan  

 

En aquest grup s’inclouen els alcaloides quinolínics, quinazolínics i indòlics en 

general. 

 

Derivats de l’histidina 

 

 Aquí s’inclouen els alcaloides imidazòlics. 

 54 



Alcaloides                                                                                                INTRODUCCIÓ 

1.2.2.- Alcaloides de les Amaryllidaceae 

 

1.2.2.1.- Característiques generals 

 

 La família Amaryllidaceae té la particularitat que presenta un grup exclusiu 

d’alcaloides, anomenats alcaloides de les Amaryllidaceae, que estan presents en tots els 

gèneres d’aquesta família. Aquests constitueixen un nombrós grup d’alcaloides derivats de la 

fenilalanina i la tirosina, la major part dels quals no està present en cap altra família 

botànica. El primer alcaloide aïllat en aquesta família va ser la licorina, al 1877 en l’espècie 

Narcissus pseudonarcissus. Tot i que s’ha portat a terme un gran progrés en la investigació 

de les plantes d’aquesta família i dels seus alcaloides, encara queda molt camp d’estudi, ja 

que a més de la investigació de la composició alcaloïdica de espècies no estudiades, les 

noves tècniques en la recerca de molècules bioactives poden fer possible, també, el 

descobriment de nous alcaloides presents en baixes concentracions en plantes prèviament 

estudiades. 

 

 Fins el moment, s’han aïllat més de 300 alcaloides de plantes de la família 

Amaryllidaceae. Tot i que les seves estructures poden variar considerablement, aquests 

alcaloides estan relacionats biogenèticament. El fet que s’hagi aïllat, de forma puntual, un 

alcaloide d’aquest tipus en una altra família (crinamida en l’espècie Dioscorea dregeana 

(Dioscoreaceae)) i alcaloides d’altres tipus en plantes de la família Amaryllidaceae, ha posat 

darrerament sota debat, l’actual definició d’alcaloides de les Amaryllidaceae (Bastida et al., 

2006). 

 

 Com que la presència d’alcaloides en les plantes és el resultat d’un procés 

d’adaptació del sistema de defensa de la planta envers agents patògens, la presència d’un 

grup particular d’alcaloides en aquesta família podria ser deguda al fet que aquests 

alcaloides estiguin relacionats amb el cicle de desenvolupament, ja que les Amaryllidaceae 

tenen el major creixement a principis de primavera, moment en que altres espècies de 

plantes tot just estan començant a néixer. 

 

 Les espècies de la família Amaryllidaceae presenten una variació ontogènica dels 

seus alcaloides. Tot i que es disposa de pocs estudis al respecte, sembla ser que durant el 

període vegetatiu el bulb té una proporció d’alcaloides inferior a la de la part aèria, i en el 

moment en que la flor ha estat fecundada, aquests es transporten cap al bulb. S’ha vist, per 

exemple, que després de la fecundació de les flors, la pseudolicorina s’acumula en forma de 

derivats acetilats en els bulbs de Narcissus assoanus. Els alcaloides també s’acumulen en 

més quantitat en els teixits més vulnerables, fet que recolza la idea que els alcaloides actuen 

com a sistema de defensa. D’altra banda, factors com l’estrès, ferides o atacs d’insectes 
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també poden fer variar la composició alcaloídica, ja que aquests factors provoquen una 

hidròlisi dels alcaloides emmagatzemats en forma de conjugats, i una posterior oxidació i 

mobilització (Bastida et al., 2006). 

 

1.2.2.2.- Classificació i biosíntesi 

 

 Els alcaloides de les Amaryllidaceae es poden classificar en 9 subgrups segons el seu 

tipus d’esquelet (Figura 1.20). Així, trobem alcaloides de les Amaryllidaceae tipus 

Norbelladina, Licorina, Homolicorina, Crinina, Hemantamina, Narciclasina, Tazetina, 

Montanina i Galantamina. El sistema de numeració és el proposat per Ghosal et al., 1985a. 
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Figura 1.20.- Tipus d’alcaloides de les Amaryllidaceae
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 La biosíntesi d’aquests alcaloides és el resultat de diferents tipus d’acoblaments 

fenol-oxidatius del precursor comú norbelladina o del derivat 4’-O-metilnorbelladina tal com 

mostra la Figura 1.21. Aquests precursors provenen de la condensació de dos derivats dels 

aminoàcids fenilalanina i tirosina. A partir de la L-fenilalanina s’obté un aldehid protocatèquic 

per la via dels àcids cinàmics, i a partir de la L-tirosina s’obté la tiramina mitjançant una 

descarboxilació. L’aldehid protocatèquic i la tiramina es condensen formant una base de 

Schiff, que per reducció donarà lloc, finalment, a la norbelladina o el seu derivat (Dewick, 

2002; Herrera Velázquez, 2001). 

L-fenilalanina L-tirosina

Via dels àcids cinàmics

tiramina

Via formació base de Schiff i reducció 

norbelladina

4’-O-metilnorbelladina  

COOH

NH2

CHOHO

HO

HO

H2N COOH

HO

H2N

HO

MeO

NH

HO

HO

MeO

NH

HO

Figura 1.21.- Biosíntesi d’alcaloides de les Amaryllidaceae
 

 57



Alcaloides                                                                                                INTRODUCCIÓ 

 A partir de la 4’-O-metilnorbelladina s’originaran els diferents tipus d’alcaloides 

segons el tipus d’acoblament fenol oxidatiu (orto-para’, para-pa a’, o para-orto’) (Figura

1.22). 

r  
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Figura 1.22.- Tipus d’acoblament fenol oxidatiu en la biosíntesi dels diferents grups estructurals
d’alcaloides de les Amaryllidaceae 

 

 

1.2.2.3.- Accions farmacològiques

 

 Les plantes de la família de les Amaryllidaceae s’han utilitzat durant milers d’anys 

com a plantes medicinals, però no ha estat fins als darrers anys que han estat objecte de la 

investigació química i farmacològica. Moltes de les seves propietats farmacològiques són 

degudes als seus alcaloides, molts dels quals han pogut ser aïllats i la seva activitat biològica 

investigada. Existeix un ampli ventall d’efectes fisiològics d’aquest tipus d’alcaloides, entre 

els que destaquen una activitat antitumoral, antiviral, inhibitòria de l’acetilcolinesterasa, 
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immunoestimuladora, i antimalàrica. Aquestes propietats fan que aquests compostos tinguin 

un interès particular pel seu potencial ús en la teràpia clínica. De fet, la galantamina 

(alcaloide majoritari en les espècies del gènere Leucojum, Cyrtanthus i Galanthus entre 

d’altres) presenta activitat anticolinesteràsica i es comercialitza com a principi actiu pel 

tractament pal·liatiu de la malaltia de l’Alzheimer, sota el nom comercial de Reminyl® i, tot i 

que s’ha sintetitzat químicament, la seva obtenció actual segueix realitzant-se principalment 

per extracció a partir de les escasses poblacions naturals de Leucojum aestivum, que 

resulten del tot insuficients. Tot i així, l’aïllament de grans quantitats d’aquests alcaloides a 

partir de material vegetal no resulta massa rentable, ja que es troben en baixa quantitat. 

Tanmateix, la seva utilització en la síntesi i semisíntesi de nous fàrmacs o anàlegs amb 

millors propietats, resulta de gran interès (Máñez & Giner, 2003; Bastida et al., 2006). 

L’activitat biològica d’alguns dels alcaloides de la família Amaryllidaceae identificats en 

l’espècie Pancra ium canariense es troben resumits a la Taula 1.4 (Bastida & Viladomat, 

2002). 

t

 

Alcaloide Activitat

Caranina • Analgèsic feble 

 • Convulsiu i hipotensor 

 • Inhibidor de l’acetilcolinesterasa 

 • Actiu contra la leucèmia linfocítica P-388 (en forma d’acetilcaranina) 

Galantamina • Potent analgèsic (potència comparable a la morfina) 

 • Anticonvulsiu 

 • Hipotensor 

 • Inductor d’hipotèrmia en rates 

 • Inhibidor de l’acetilcolinesterasa, amb efectes farmacològics centrals i 

perifèrics (ús en el tractament de l’Alzheimer)  

 • Atenua o reverteix els dèficits cognitius induïts per drogues i lesions en 

models animals. 

 • Agonista nicotínic no competitiu 

 • Reverteix la depressió respiratòria induïda per opiacis. 

 • Antagonitza la paràlisi muscular induïda per la d-tubocurarina i el 

bloqueig ganglionar, i incrementa la resposta contràctil. 

 • Efectes perifèrics i centrals en la forma de bromhidrat: 

- Antagonitza la depressió respiratòria induïda pels derivats morfínics. 

- Reverteix els efectes de la intoxicació per escopolamina. 

- Escurça la latència i incrementa la densitat del REM.  

- Reverteix el bloqueig neuromuscular produït pels relaxants 

musculars del tipus curare (ús en postoperatoris per contrarestar 

els efectes de l’anestèsia, i en el tractament de desordres 

neurològics com la paràlisi, la miastènia gravis, o les distròfies 

musculars progressives). 
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 • Afecta la contracció del múscul esquelètic. 

 • Incrementa la resistència durant l’exercici i retarda l’aparició de la fatiga 

(comercialitzada com a Energix®). 

 • Citotòxic en cèl·lules LMTK 

 • Té una biodisponibilitat del 90% després de l’administració oral, i una 

vida mitja plasmàtica de 6 hores. 

 • Produeix intoxicació a nivell digestiu (nàusees i vòmits), respiratori, 

neuromuscular i de sistema nerviós central; fins al moment no s’ha 

demostrat toxicitat hepàtica. 

N-formilnorgalantamina • Citotòxic moderat en el limfoma Molt 4 i en l’hepatoma HepG2 

 • Citotòxic en cèl·lules LMTK 

Galantina • Analgèsic 

 • Hipotensor 

 • Citotòxic feble en cèl·lules limfoides Molt 4 

Hipeastrina • Antiviral. Actiu contra l’Herpes simplex tipus I 

 • Dissuasiu alimentari 

 • Significativament actiu contra les línies cel·lulars LNCaP i HT 

 • Citotòxic en cèl·lules LMTK  

 • Citotòxic lleu en cèl·lules limfoides Molt 4 

Licorina • Emètic 

 • Analgèsic  

 • Antiinflamatori 

 • Estimulant respiratori, expectorant. Utilitzat en el tractament de la 

bronquitis i l’asma bronquial 

 • Relaxant en artèries pulmonars pre-tractades amb epinefrina 

 • Augmenta la contractilitat i el ràtio de perfusió coronària, a través de 

l’estimulació dels receptors �-adrenèrgics. 

 • Inhibidor específic de la biosíntesi d’àcid ascòrbic a través de la inhibició 

de la L-galactono-�-lac ona-deshidrogenasa (molts dels efectes fisiològics 

de la licorina sembla ser que són deguts a aquesta inhibició) 

t

 • Inhibidor de la respiració resistent al cianur 

 • Inhibidor de l’augment de peroxidases 

 • Potent inhibidor del creixement i divisió cel·lular en plantes superiors, 

algues i llevats, a través de la inhibició del cicle cel·lular en la interfase 

 • Inhibidor de la divisió cel·lular de fibroblasts de rata 

 • Inductor de morfologia llisa en els fibroblasts transformats K-ras-NRK 

 • Inhibidor de la síntesi proteica, a través del bloqueig de la formació de 

l’enllaç peptídic 

 • Inhibidor del creixement de plantes per la inhibició de la síntesi proteica 

 • Antitumoral moderat (Es creu que el mecanisme és a través de la 

inhibició de la síntesi proteica a nivell del ribosoma) 

 • Inhibidor de creixement viral a través de la inhibició de la síntesi proteica 
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del propi virus. No afecta l’activitat de la transcriptasa inversa. Actiu en 

diversos virus DNA i RNA 

 • Inhibidor de la síntesi de DNA (És capaç de distingir les cèl·lules que 

contenen DNA mitocondrial de les que no en contenen, inhibint el 

creixement només de les primeres) 

 • Citotòxic en diverses línies de cultius cel·lulars 

 • Inhibidor del creixement de cèl·lules HeLa 

 • Antimalàric 

 • Antiprotozoari feble 

 • Inhibidor de la germinació de llavors i del creixement d’arrels (La 1-O-�-

D-glucosil-licorina té l’efecte invers, i presenta activitat mitogènica en 

cèl·lules animals) 

 • El seu metabòlit ungeremina és responsable, en part, dels efectes 

citotòxics i inhibidors del creixement de la licorina. Algunes bactèries 

poden transformar la licorina en pancrasidina, metabòlit menys tòxic que 

la ungeremina. 

 • Paper en els mecanismes protectors i reparadors en resposta a l’estrès 

de les plantes que el sintetitzen 

 • Insecticida 

Narwedina • Hipotensor 

 • Augmenta l’amplitud i la freqüència respiratòria. 

 • Augmenta l’amplitud i disminueix la freqüència de les contraccions 

cardíaques. 

 • Disminueix els efectes narcòtics de l’etanol i els barbitúrics. 

 • Incrementa els efectes analgèsics de la morfina. 

 • Protegeix de la intoxicació per tiopental. 

 • Augmenta els efectes de la cafeïna, nicotina, corazol i arecolina. 

 • Agent potencial pel tractament de l’Alzheimer 

Pseudolicorina • Actiu en la leucèmia murina de Rausher 

 • Inhibidor de la síntesi proteica de cèl·lules tumorals mitjançant la 

inhibició de la formació de l’enllaç peptídic (Té un lloc d’unió al centre de 

la peptidil-transferasa de la subunitat 60S del ribosoma diferent al de la 

licorina) 

 • Disminueix la síntesi de DNA, sense pràcticament alterar la de RNA. 

 • Citotòxic en cèl·lules Molt 4 i en cèl·lules LMTK 

 • Moderadament actiu en l’hepatoma HepG2 

 • Inhibidor del creixement de cèl·lules HeLa 

 • Antiviral (Actiu en Herpes simplex de Tipus I i en virus RNA neuròtrops. 

No inhibeix l’activitat de la transcriptasa inversa) 
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Vitatina • Analgèsic feble en ratolins 

 • Augmenta l’efecte analgèsic de la morfina. 

 • Taquicàrdic en gossos 

 

 

 

 

 

Taula 1.4.- Activitats biològiques d’alguns dels alcaloides identificats en les plantes de Pancratium canariense.
Molt 4, limfoma humà infantil; LMTK, fibroblasts murínics alveolars no tumorals; HepG2, línia cel·lular
derivada d’hepatoma humà; LNCaP, línia cel·lular derivada de carcinoma de pròstata humà; HT, línia cel·lular
derivada de carcinoma de vesícula urinària;  K-ras-NRK, cèl·lules de ronyó de rata transformades amb el virus
del sarcoma murí de Kirstein; HeLa, línia cel·lular derivada de carcinoma de cèrvix huma; REM, etapa del son 
de moviment ocular ràpid.
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2.1.- Obtenció del material vegetal 

2.1.1.- Lavandula x intermedia Emeric ex Loiseleur, Lamiaceae (lavandí)

El lavandí (Lavandula x intermedia Emeric ex Loiseleur, Lamiaceae) és un híbrid

espontani entre la Lavandula angustifolia Mill. i la Lavandula latifolia Medic.. Les espècies 

d’espígol són originàries de les costes mediterrànies, concretament de l’oest mediterrani. El

seu aprofitament per part de l’home es remunta als temps dels antics romans, on ja eren

utilitzades per conservar la roba blanca i per perfumar els banys. A partir de l’Edat Mitjana

es va començar a cultivar l’espígol per obtenir els olis essencials de les seves flors, però va 

ser a partir del segle XIX que es va desenvolupar el seu cultiu a gran escala, sobretot a la 

zona de la Provença, que va adquirir una gran popularitat gràcies a aquest cultiu i a la

indústria de la perfumeria que va portar al darrera. Posteriors estudis van demostrar que el

lavandí tenia una major proporció d’aromes i un creixement més ràpid que les dues espècies 

d’espígol de les quals procedeix, així doncs, el seu cultiu sistemàtic va prendre relleu cap als

anys 1950. Actualment els principals productors de lavandí són França, Espanya i Bulgària.

El lavandí és un petit arbust perenne, de fulles lineals d’un color verd-grisós. La

inflorescència és en forma d’espiga, i les flors, que consten d’una corol·la amb 5 pètals

soldats a la base en forma de tub, són d’un color porpra intens. El calze té 5 sèpals 

igualment soldats. Les tiges són quadrangulars, i el fruit consisteix en 4 grans. L’època de 

floració és la primavera. La seva apreciada fragància prové dels olis essencials, que es 

fabriquen en glàndules incrustades als petits pèls que cobreixen les flors i les tiges (Meuiner,

1992).

La hibridació de la L. angustifolia Mill. i la L  la ifolia Medic. es dóna de forma

espontània a través dels insectes (sobretot les abelles), que transporten el pol·len d’una 

espècie a l’altra, donant lloc a la formació de llavors de lavandí. El lavandí, però, és estèril, 

de manera que la seva propagació es fa per esqueixos, tant de les parts aèries com de les

arrels (Meuiner, 1992). 

. t

Les propietats medicinals de l’espígol són ja conegudes des de l’antiguitat, i 

actualment apareix a la farmacopea europea com a “flor d’espígol” i com a “oli essencial

d’espígol”. Està indicat tant el seu ús intern (pel malestar associat als estats d’intranquil·litat

i agitació, l’insomni, trastorns funcionals de l’aparell digestiu, migranyes, o tos) com l’extern 

(per combatre l’acne, el reumatisme, per fer massatges, com a perfum, etc). Les parts

utilitzades de la planta són les fulles, les tiges i les flors (Lis-Balchin & Hart, 1999; European 

Pharmacopoeia Commission, 2004). 
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Figura 2.1.- Imatge d’una mata de lavandí 

El lavandí es cultiva de manera intensiva en zones mediterrànies principalment per a

l’obtenció dels seus olis essencials, que són àmpliament utilitzats en la fabricació de

perfums, sabons, cosmètics, ambientadors, etc. Aquests olis són incolors o lleugerament

grocs, i s’obtenen per destil·lació. Mesclats amb alcohol i altres essències donen lloc a l’aigua

d’espígol, també molt utilitzada en perfumeria (Dronne et al., 1999; Charles et al., 2002). La

composició d’aquests olis ha estat ben estudiada en els darrers anys, i s’ha caracteritzat

mitjançant tècniques de cromatografia de gasos (GC)  i cromatografia de gasos acoblada a 

espectrometria de masses (GC-MS). Així, els compostos que formen part dels olis essencials

han estat identificats, fonamentalment, com a monoterpens i altres compostos volàtils de 

baix pes molecular (Shellie et al., 2002; Morgan et al., 2006). 

Els exemplars de lavandí utilitzats en el present treball van ser cultivats en camps

experimentals a Cetina (Saragossa), en condicions agronòmiques controlades. Les parts

aèries van ser recol·lectades durant l’època de floració, i posteriorment, a nivell de planta 

pilot, es van destil·lar els olis essencials a la planta experimental La Alfranca (Saragossa), de

la Diputació General d’Aragó. Aquest procés de destil·lació, amb corrent de vapor, es va 

portar a terme segons un protocol estàndard del Minis e io de Ag icultura  Pesca i

Alimentación. Després de la destil·lació, el material va ser assecat, triturat i emmagatzemat

a 4ºC. 

t r r ,
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2.1.2.- Nicotiana tabacum L., Solanaceae (tabac)

La planta de tabac (Nicotiana tabacum L.) pertany a la família de les Solanaceae,

una família complexa i diversa, que representa la tercera família en importància des del punt 

de vista econòmic. En concret, el cultiu de Nicotiana tabacum té un pes important en 

l’economia de molts països lligat a la indústria tabaquera. D’altra banda, el tabac també juga

un paper important com a sistema model en la biotecnologia de les plantes, ja que és 

fàcilment transformable. Aquest fet fa que sigui un sistema experimental idoni per a la 

realització d’estudis pilot per la creació de nous transgènics. A més, presenta una gran

quantitat de biomassa, que fa possible la seva utilització per a la producció en massa de 

diferents substàncies com fàrmacs, vacunes, etc. D’altra banda, també s’utilitza en la recerca

dels principis de la resistència de les plantes a malalties, i de la síntesi de metabòlits

secundaris. Però malgrat la seva extensa utilització i els avantatges que presenta, el seu 

estudi genètic encara està en els estadis inicials. Aquest fet es deu bàsicament a que, a

diferència de l’Arabidopsis thaliana, el tabac té un genoma molt gran amb moltes de les 

parts repetides, ja que es tracta d’una espècie tetraploide amb n=24 cromosomes. No ha

estat fins recentment, amb la creació de The Tobacco Genome Initiative

(http://tgi.ncsu.edu/index.html), que s’han agrupat esforços per fer una caracterització del

seu genoma. Aquesta iniciativa té per objectiu la màxima identificació d’aquest genoma, i 

actualment ja es disposa d’un primer esborrany que pot servir d’esquelet per a l’anàlisi

complet del genoma del tabac (Bindler et al., 2007). 

Per l’obtenció del material vegetal de tabac necessari per la realització del present 

treball experimental, es varen sembrar llavors de Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsin en un

substrat compost per una barreja de turba, perlita i vermiculita (2:1:1), en una cambra de 

cultiu a 22ºC de temperatura i 70% d’humitat, amb un fotoperíode de 8 hores de llum d’una

intensitat de 190 �mol m-2 s-1, seguides de 16 de foscor.

Per avaluar els metabòlits secundaris en teixits senescents, un grup de plantes es va 

deixar créixer fins a 24 setmanes, moment en que es van recol·lectar mostres de teixit de 

les fulles de la part superior de les plantes, d’un color verd intens i turgents (com a mostra-

control de teixit jove, TU) i de les fulles de la part inferior de les mateixes plantes, d’un color 

groc pàl·lid i de textura pansida (com a mostra-control de teixit senescent, TD).  Les

mostres van ser congelades immediatament en nitrogen líquid i es van emmagatzemar a -80

ºC, per tal d’inactivar qualsevol activitat enzimàtica que pogués alterar el perfil metabòlic del

material.
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Per avaluar l’efecte de l’estrès hídric en el perfil metabòlic, es van deixar créixer

noves plantes de tabac fins a 3 setmanes després de la germinació. En aquest moment es

va deixar de regar un grup de plantes (TE), que va correspondre a les mostres amb estrès

hídric, mentre que el grup que es va seguir regant va correspondre a les mostres control

(TC). Al cap de 3 setmanes més es van recol·lectar mostres de fulles dels dos grups de 

plantes (TE i TC). El material va ser, de la mateixa manera, congelat immediatament en

nitrogen líquid i emmagatzemat a -80ºC.

Figura 2.2.- I·lustració d’una planta de tabac

2.1.3.- Arabdopsis thaliana L. (Heynh.), Brassicaceae

 L’Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. és una petita planta de la família Brassicaceae. Es

tracta d’una herba anual, de 2 a 60 cm d’alçada, amb fulles basals el·líptiques formant una

roseta, i amb fulles lanceolades més petites al llarg de la tija. Les flors són petites i 

blanques, i les llavors, també petites, són de color vermell-marronós i el·lipsoides. La seva

època de floració i de desenvolupament del fruit és de gener a juny, i el seu hàbitat són

zones obertes com prats i ribes de rius. Creix en sòls arenosos, tot i que també se’n pot 

trobar en vessants muntanyoses rocoses i sota matolls. Pot viure entre el 0 i els 4250 m 

d’alçada (Al-Shehbaz & O’Kane, 2002).
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L’Arabaidopsis thaliana s’ha pres com a planta model en nombrosos estudis del 

metabolisme de les plantes, ja que presenta una sèrie d’avantatges com són un temps de

generació curt, una mida petita, una alta taxa de descendència, i un genoma nuclear 

relativament petit, que ha permès la seva completa seqüenciació. Aquest fet ha facilitat 

l’obtenció d’exemplars amb modificacions genètiques i, a través de la proteòmica i la 

metabolòmica, l’estudi de funcions específiques dels diferents gens. Les implicacions

d’aquests descobriments no només són rellevants en el camp de la biologia molecular, sinó

també en la indústria agrícola, la biologia de l’evolució, la bioinformàtica, la química

combinatòria, i la medicina molecular (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Per 

exemple, la seqüenciació d’aquest genoma ha permès la identificació dels gens involucrats

en la síntesi de les poliamines (Alcázar et al., 2006b).

Una particularitat de l’Arabidopsis thaliana és l’absència de l’enzim ODC, de manera

que la síntesi de poliamines es porta a terme exclusivament a través de l’enzim ADC.  Només

s’ha detectat, de moment, un altre organisme eucariota que presenti aquesta particularitat,

el protozou T ypanosoma cruzi (Hummel et al., 2004). Tot i així, en l’Arabidopsis existeixen

dos gens que codifiquen per l’enzim ADC, el gen ADC1 i el gen ADC2. Aquests dos gens no 

s’expressen de la mateixa manera en les mateixes condicions, ja que la planta no té l’enzim

ODC que actua en diferents condicions que el ADC en les altres plantes. Així, l’especialització

dels gens ADC1 i ADC2 en l’Arabidopsis adquireix una especial rellevància. En aquest sentit,

el gen ADC1 mostra una activitat transcripcional elevada en condicions de fred, mentre que 

l’activitat transcripcional de ADC2 és superior en les etapes de germinació de llavors i de

desenvolupament d’arrels i fulles. També s’ha observat que ADC2 és induït en diferents 

situacions d’estrès abiòtic com ara la sequera, la deficiència de K

r

+, l’estrès osmòtic i el salí

(Soyka & Heyer, 1999; Hummel et al., 2004; Alcázar et al., 2006a; Alcázar et al., 2006b).

Mitjançant tècniques de biologia molecular s’han obtingut plantes amb

sobreexpressió del gen ADC2. Aquestes plantes presenten nanisme, retard en la floració

degut a una deficiència de gibberel·lines, una disminució en la regulació de diferents gens, i

una elevada acumulació de putrescina en comparació amb les plantes control. Aquesta gran

quantitat de putrescina es va veure que corresponia a la fracció de putrescina conjugada

(Alcázar et al., 2006b). Com s’ha dit anteriorment, les poliamines es solen conjugar amb

àcids hidroxicinàmics formant les HCAA. Aquests tipus de compostos encara no han estat

ben caracteritzats i identificats en la planta d’Arabidopsis thaliana, objectiu que es va 

pretendre amb el present treball, mitjançant tècniques de LC-MS/MS.

Per a la realització d’aquest estudi es varen utilitzar llavors d’Arabdopsis thaliana L.

(Heynh.), (varietat Columbia 0) obtingudes de la casa comercial Lehle seeds®
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(http://www.arabidopsis.com). Les llavors de la mateixa varietat amb sobreexpressió del gen 

ADC2 obtingudes per tècniques d’enginyeria genètica, van ser cedides pel Grup de Recerca 

de Poliamines de la Unitat de Fisiologia Vegetal del Departament de Productes Naturals,

Biologia Vegetal i Edafologia, de la Facultat de Farmàcia de la Universitat de Barcelona.

Les llavors dels dos tipus d’Arabidopsis (wt i amb sobreexpressió del gen ADC2) van 

sembrar-se en un substrat compost per una barreja de turba, perlita i vermiculita (2:1:1), en

una cambra de cultiu a 22ºC de temperatura i un 70% d’humitat, amb un fotoperíode de 8 

hores de llum d’una intensitat de 190 �mol m-2 s-1, seguides de 16 de foscor. Tres setmanes

després de la germinació, un grup de plantes wt va deixar de regar-se durant 3 setmanes. 

Aquest grup de plantes va correspondre a les mostres d’Arabidopsis amb estrès hídric (AE).

L’altre grup wt que es va continuar regant va correspondre a les mostres control (AC). Les 

parts aèries dels tres grups de plantes (ADC2, AE, i AC) es van recol·lectar 6 setmanes

després de la germinació, i es van congelar en nitrogen líquid immediatament. Les mostres

van ser conservades a -80ºC fins al moment de l’extracció.

Figura 2.3.- Imatge d’una planta d’Arabidopsis thaliana
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2.1.4.- Crinum humile Herb., Amaryllidaceae

 El gènere Crinum L. és l’únic gènere de la família de les Amaryllidaceae de caràcter

pantropical, amb diferents espècies distribuïdes per Àfrica, Amèrica, Àsia i Austràlia. De fet, 

la bona adaptació de les seves llavors a la dispersió oceànica ha contribuït en gran mesura a 

la seva àmplia distribució (Meerow et al., 2003). Actualment consta d’unes 180 espècies, de 

les quals 7 formen part de la flora del Camerun (C. purpurascens, C. natans, C. jagus, C.

glaucum, C. zeylanicum, C. distichum, i C. humile) (Nordal, 1987).

Com la majoria de plantes de la família Amaryllidaceae, el gènere Crinum presenta

un bulb, del qual surten unes fulles lineals. La seva inflorescència és en forma d’umbrel·la, i

pot tenir d’1 a 15 flors grans. El fruit és una càpsula amb nombrosos grans. Aquest gènere, 

però, juntament amb els gèneres Hippeastrum, Hymenocallis i Stenomesson, presenta

polimorfisme (Nordal, 1987; Meerow & Snijman, 1998; Meerow et al., 2003). 

A part de l’ús ornamental, les plantes de Crinum s’han utilitzat en preparacions per

la pell i desordres intestinals, tot i que a altes dosis poden resultar molt tòxiques (Meerow &

Snijman, 1998). Al Camerun, poden trobar-se diferents espècies de Crinum cultivades en 

jardins i prop de les cases (Nordal, 1987). 

 El Crinum humile és una planta herbàcia d’hàbitat tropical. Es localitza en la zona de

l’Àfrica tropical, des de la Guinea fins a la República Centreafricana, principalment al

Camerun. Viu en zones humides, en boscos prop de rius, o en les zones periòdicament

inundades (Nordal, 1987; Snijman & Linder, 1996). Presenta uns bulbs de 3 a 4 cm de 

diàmetre. Les fulles apareixen al mateix temps que les flors o bé després, poden arribar a

uns 30 cm de longitud, es disposen en forma de roseta basal, i tenen una tonalitat 

vermellosa en la base. Les flors són grosses (de 7.5 a 9 cm de llargada) i campanulades, de

pètals blancs amb una línia dorsal de color rosa o porpra. L’aparença del Crinum humile és

força semblant a la del Crinum distichum, fet que pot portar a confusió a l’hora de 

reconèixer-les (Figura 2 4). Ambdues espècies son poc conegudes (Nordal, 1987)..

Tot i que les espècies de la família Amaryllidaceae han estat particularment

estudiades pel seu contingut en alcaloides i les seves propietats farmacològiques, alguns

flavonoides aïllats en aquesta família també han resultat tenir importants activitats

citotòxiques i anticancerígenes (El Hafiz et al., 1991; Min et al., 2001). Així, la part de la

recerca fitoquímica de l’espècie Crinum humile que es va centrar en la identificació de

flavonoides, és la que s’inclou en el present treball de tesi.
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Per l’estudi d’aquests metabòlits secundaris de Crinum humile, varen recol·lectar-se

plantes senceres (fulles i bulbs) en època de prefloració, al juny de 2004, a la província de 

Dschang, a l’oest del Camerun.

Figura 2.4.- Il·lustració de Crinum humile (1), en comparació amb Crinum distichum (2). 
(Il·lustracions extretes de Nordal, 1987) 

2.1.5.- Pancratium canariense Ker Gawler, Amaryllidaceae

 El gènere Pancratium (Amaryllidaceae) comprèn prop de 20 espècies diferents, que

es distribueixen per la zona costanera del Mediterrani, la zona subtropical de l’Àfrica

Subsahariana i d’Àsia, i les Illes Canàries. Les espècies que formen aquest gènere son: P.

angustifolium, P. arabicum, P. biflorum, P. canariense, P. cen ale, P. foeticum, P. illyricum,

P. landesii, P. maritimum, P. maximum, P. parvum, P. saharae, P. sickenbergeri, P.

tr
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tenuifolium, P. tortuosum, P. triflorum, P. verecundum, i P. zeylanicum. D’aquestes, el P.

maritimum és l’espècie més coneguda i estudiada, ja que és la més freqüent a la zona del

Mediterrani.

 El Pancra ium cana iense és un endemisme de les Illes Canàries. Allà se la sol

anomenar “Lágrimas de la Virgen”, “Pancracia”, o “Azucena de Risco”, i se l’ha utilitzat

principalment com a ornamental en els jardins de les cases, tot i que aquest ús s’està

perdent a favor del cultiu de plantes ornamentals foranes.

t r

Es tracta d’una planta perenne, de tija herbàcia i fulles lineals, que surten de bulbs

d’uns 12-15 cm de diàmetre. Té una inflorescència en forma d’umbrel·la, d’entre 8 i 12 flors

de pètals blancs i grans, i perfumades. El fruit és una càpsula amb llavors de color negre. Es 

sol localitzar en les vessants nord de les muntanyes, no exposades a sequera extrema o a 

temperatures massa elevades. Sol florir a principis de la tardor.

Per l’estudi del perfil alcaloïdic del Pancratium canariense, varen recol·lectar-se

plantes senceres en època de postfloració, la primera setmana de desembre de 2006, a la

zona del Barranco del Sao (Municipi d’Agaete), situat al nord-est de l’illa de Gran Canària. 

Figura 2.5.- Imatge de Pancratium canariense
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2.2.- Mètodes extractius 

2.2.1.- Consideracions generals 

Els processos extractius de metabòlits secundaris varien segons el tipus de mostra i 

el tipus de compostos que es desitja recuperar, és a dir, seran diferents segons s’utilitzi

mostra fresca, congelada o bé dessecada, segons si els compostos d’interès són monomèrics

o polimèrics, i segons la forma química en que es trobin en estat natural a la planta, és a dir,

si estan lliures, en forma de sal, etc. Les extraccions es poden fer en aigua, en dissolvents

orgànics de diferent polaritat, o bé en mescles de diferents proporcions de dissolvents

orgànics i aigua. S’acostuma a realitzar l’extracció a temperatura ambient, tot i que també es 

pot escalfar. (Tura & Robards, 2002). 

Existeix un ampli ventall de processos extractius, que van des d’una extracció simple

amb dissolvent o amb Soxhlet, fins a d’altres de més sofisticats com l’extracció de fluids en

estat supercrític (SPE), o l’extracció assistida per microones (MAE). La introducció d’aquestes

noves tècniques ha estat deguda a la demanda, cada vegada més gran, de nous mètodes 

extractius, més ràpids i automàtics, i que requereixin menys quantitat de dissolvents. Tot i

així, els mètodes convencionals d’extracció encara dominen aquesta àrea. Els lípids i els 

pigments com les clorofil·les poden ser eliminats dels extractes, si és necessari, a través

d’una partició amb cloroform o hexà. Els extractes poden ser analitzats directament o bé 

purificats mitjançant una nova extracció amb EtOAc, butanol o CHCl3 abans de l’anàlisi, per 

tal d’obtenir un extracte uniforme, enriquit en els compostos d’interès, i lliure d’impureses 

(Tura & Robards, 2002; Robards, 2003; Naczk & Shahidi, 2006). 

2.2.2.- Extracció de compostos fenòlics de lavandí

Una quantitat de 927 g del material vegetal, prèviament mòlt i dessecat, es va 

deixar macerar en MeOH durant 24 hores a temperatura ambient. El sobrenedant es va

recollir i portar a sequedat a 40ºC en pressió reduïda. Aquesta operació es va repetir 3 

vegades, obtenint-se, finalment, 66.51 g d’extracte metanòlic sec (E1).

Per eliminar els greixos i clorofil·les, es va fer una partició amb hexà i H2O. Després 

d’evaporar el dissolvent de la fracció orgànica en un rotavapor a 40ºC, es van obtenir 3.44 g 

d’extracte d’hexà sec (EHx). La fracció aquosa es va filtrar, i posteriorment es va fer una 

altra partició amb EtOAc. El dissolvent orgànic de la fracció de EtOAc també es va evaporar

en un rotavapor a 40ºC obtenint 9.48 g d’extracte de EtOAc sec (EAE). La fracció aquosa es

va liofilitzar, donant lloc, finalment, a 27.54 g d’extracte aquós sec (EAq).
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Per portar a terme aquest procés d’extracció de compostos fenòlics es va seguir el 

protocol descrit per Parejo et al., 2004a. 

2.2.3.- Extracció de compostos fenòlics i derivats conjugats amb poliamines de

tabac i d’Arabidopsis thaliana

Els compostos fenòlics i les poliamines tenen característiques químiques diferents 

que fan necessaris mètodes extractius específics. En el present treball de tesi es van assajar

diferents mètodes publicats, a partir dels quals es van fer algunes modificacions. Van

assajar-se diferents dissolvents i mescles de dissolvents en diferents proporcions, i es va

comprovar l’eficiència de l’extracció mitjançant anàlisis per HPLC-DAD i LC-MS/MS.

Extracció de compostos fenòlics de tabac

Per extreure els diferents derivats d’àcids hidroxicinàmics (glicòsids i HCAA) i de

flavonoides era necessari un mètode adient pels diferents tipus de compostos a la vegada,

que optimitzés al màxim la seva recuperació. Així, l’extracció es va fer en base als mètodes 

proposats per Keinänen et al., 2001; Gális et al., 2004; i Camacho-Cristóbal et al., 2004. El

mètode que va mostrar uns millors resultats i que, per tant, va ser l’escollit per fer les 

anàlisis qualitatives i quantitatives, va ser el següent:

1 g de material vegetal (FW) conservat a -80ºC va ser triturat en N2 líquid, i macerat

immediatament amb 3.5 mL d’una barreja al 50% de MeOH i H2O/HCOOH (97:3) durant 30 

min en un bany d’ultrasons a temperatura ambient. Després d’una centrifugació a 12000

rpm durant 20 min, es va retirar el sobrenedant, i el dissolvent va ser evaporat al buit. El

residu sec va dissoldre’s en 2.5 mL d’una solució de HCOOH al 0.1% i, finalment, va filtrar-

se en filtres de PTFE de 0.45 �m (Waters). 

Extracció de compostos fenòlics d’Arabidopsis thaliana

Per l’extracció dels mateixos compostos d’Arabidopsis thaliana es van assajar

diferents mètodes i modificacions dels descrits per Li et al., 1993; Burbullis et al., 1996;

Shenan, 1996; Hagemeier et al., 2001; i Von Roepenack-Lahaye et al., 2004. Finalment, el

mètode escollit va ser el mateix que es s’havia seguit en l’extracció de la planta de tabac, 

però amb la següent modificació: la maceració va fer-se en una solució de MeOH/HCOOH

(97:3).
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2.2.4.- Extracció de flavans de Crinum humile

El mètode d’extracció de flavans seguit en aquest treball va ser una modificació del

proposat per Ramadan et al., 2000. Així, 1.33 Kg de bulbs de Crinum humile secs es van

triturar i deixar macerar en MeOH durant 48 hores. Aquest procés es va repetir dos cops

més. El dissolvent de l’extracte metanòlic cru es va evaporar en un rotavapor. Amb el residu 

sec obtingut es va fer una partició amb CHCl3 i H2SO4 al 2%. La fracció orgànica es va rentar 

amb H2O destil·lada i es va concentrar sota pressió reduïda, fins a obtenir un residu viscós,

del qual es van eliminar els greixos amb èter de petroli, obtenint, finalment, un residu sec de 

5.46 g (CHUS).

2.2.5.- Extracció d’alcaloides de Pancratium canariense

Per l’extracció d’alcaloides es va seguir una modificació del mètode d’extracció

descrit per Labraña et al., 2002. Es va partir de 400 g de material vegetal fresc (bulb, tiges i

fulles), que es van triturar i deixar macerar en MeOH durant 48 hores, procés que es va 

repetir dos cops més. El dissolvent de l’extracte metanòlic cru es va evaporar a pressió

reduïda. El residu sec obtingut es va dissoldre en H2O, i va acidificar-se amb H2SO4 al 5% 

fins a pH 3-4. Posteriorment es va extreure el material neutre amb Et2O. La fase aquosa

àcida resultant va ser basificada amb NH4OH al 20% fins a pH 10-11, i es va extreure amb

EtOAc i EtOAc/MeOH (3:2) repetides vegades. Els dissolvents es van anar evaporant al

rotavapor fins a obtenir un extracte alcaloïdic sec de 3.84 g (EAA1) en l’extracció amb 

EtOAc, i de 0.19 g en l’extracció amb EtOAc/MeOH (3:2) (EAA2).

2.3.- Fraccionament i purificació dels extractes de lavandí, Crinum

humile i Pancratium canariense

2.3.1.- Cromatografia de líquids al buit 

 L’extracte CHUS de Crinum humile es va fraccionar segons una modificació del 

mètode descrit per Ramadan et al., 2000, a través d’una cromatografia de líquids al buit, 

amb silicagel 60 A C.C de 6-35 mm de granulometria (SDS) com a fase estacionària. Com a

eluent es va utilitzar èter de petroli, i es va anar augmentant la polaritat amb una proporció

creixent de EtOAc fins arribar a un 100% de EtOAc. D’aquest fraccionament es van poder

aïllar dos compostos, CHU1 i CHU2.
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Pel fraccionament de l’extracte alcaloïdic de Pancratium canariense (EAA1 i EAA2),

es va portar a terme una cromatografia de líquids al buit segons el mètode descrit per 

Labraña et al., 2002, utilitzant silicagel 60 A C.C de 6-35 mm de granulometria (SDS) com a

fase estacionària, i una mescla de diferents dissolvents de polaritat creixent com a fase 

mòbil. Es va començar amb hexà al 100%. Posteriorment es va seguir amb mescles d’hexà

amb creixent proporció de EtOAc fins arribar a un 100% de EtOAc, i finalment amb mescles 

de EtOAc amb creixent proporció de MeOH, fins arribar a EtOAc /MeOH 80:20.

2.3.2.- Cromatografia de gel-filtració 

Per la purificació de l’extracte sec EAE de lavandí es va utilitzar una columna

cromatogràfica de tipus gel-filtració, amb Sephadex® LH-20 (Pharmacia) com a fase

estacionària, i MeOH com a fase mòbil (Parejo et al., 2004a; Naczk & Shahidi, 2006). Aquest 

tipus de cromatografia es basa en la separació selectiva de les molècules de solut per 

exclusió de grandària, és a dir, les molècules més petites entren dins els porus de les

partícules de la fase estacionària i queden més retingudes, tardant més temps a ser eluïdes.

Les molècules més grans, en canvi, no entren dins els porus de les partícules i baixen 

directament. Així, a diferència de la sílice, no es dóna una adsorció de les molècules de solut

en la fase estacionària, sinó que es dóna una exclusió de les molècules de grandària superior

a un determinat diàmetre de porus. Aquest tipus de cromatografia líquida permet una

elevada recuperació del solut i, tot i que presenta una resolució relativament baixa, resulta 

ràpida, senzilla i compatible amb un ampli rang de fases mòbils (Hostettmann et al., 2001). 

2.3.3.- Monitorització per cromatografia en capa fina (TLC)

El seguiment de la purificació dels compostos amb cromatografies de líquids al buit i

de gel-filtració es va fer mitjançant una cromatografia en capa fina (TLC) de silicagel 60

(Machery-Nagel, Alugram	 SIL G/UV 254), amb indicador de fluorescència sota llum

ultraviolada. Com a fase mòbil es va utilitzar una mescla de EtOAc/H2O/HOAc (10:3:2) pels

compostos fenòlics, i una mescla de MeOH i EtOAc (1:9) pels alcaloides. Per una millor 

visualització es van utilitzar diferents solucions reveladores específiques per cada tipus de 

compost. Així, pels compostos fenòlics es va utilitzar una solució d’àcid difenilbòric a l’1% 

p/v en MeOH, que tenyeix aquests compostos d’un color groc-ataronjat, visible, també, sota

la llum UV a � de 254 i 365 nm. Concretament pels flavans, va utilitzar-se un indicador de 

FeCl3, que fa que els compostos fenòlics adquireixin un color blau-verdós sota llum UV a una

� de 254 nm. Pels alcaloides es va utilitzar el reactiu de Dragendorff, que tenyeix els

compostos nitrogenats de color vermell-ataronjat. Amb aquest seguiment es va poder 
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realitzar correctament el fraccionament i la purificació dels extractes (Ramadan et al., 2000;

Labraña et al., 2002; Parejo et al., 2004a).

Figura 2.6.- Visualització d’una TLC sota llum UV de compostos fenòlics 
del lavandí

2.4.- Tècniques d’identificació de compostos 

La identificació de productes naturals com ara els polifenols o els alcaloides ha estat

útil en camps de la ciència molt diversos. Històricament ha servit per identificar plantes en 

base a la quimiotaxonomia, i com a empremta dactilar per a la autentificació de vins, olis i

altres productes comercials (Revilla et al., 2001; Tura & Robards, 2002). Paral·lelament,

s’han descobert i identificat nous compostos, dels quals s’han estudiat les seves propietats

biològiques i/o farmacològiques. A més, la gran disponibilitat d’assaigs in vitro per a les 

activitats d’aquests compostos, ha permès fer un extens screening de nombrosos productes

naturals. Això ha portat al descobriment de noves molècules amb propietats farmacològiques

i de relacions d’estructura-activitat que han proporcionat les bases pel disseny de nous 

fàrmacs.

2.4.1.- Cromatografia de líquids d’alta resolució acoblada a DAD (HPLC-DAD)

En l’actualitat, la cromatografia de líquids d’alta resolució (HPLC) s’ha convertit en la

tècnica més popular i fiable de separació de compostos fenòlics, motiu pel qual s’utilitza de

manera rutinària en l’estudi fitoquímic de plantes i/o extractes vegetals.
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S’han estudiat diferents sistemes per a la separació i identificació de polifenols. El

que s’ha trobat més útil per aquest tipus de compostos consisteix en una cromatografia de

líquids en fase invertida (RPLC), amb una columna de fase estacionària C18. El gradient en

una RPLC comença amb un elevat percentatge del component aquós i, de mica en mica, 

s’augmenta la proporció del component orgànic (ACN o MeOH), de manera que els

compostos fenòlics més polars són els primers a ser eluïts. Amb aquestes condicions, l’ordre 

d’elució dels compostos fenòlics és el següent: àcids benzoics - àcids cinàmics - flavonoides.

Dins els flavonoides que tenen el mateix patró de substitució, primer elueixen els glicòsids 

de flavanones, seguits dels de flavonols i flavones. Finalment, elueixen les aglicones lliures

en el mateix ordre (Shahrzad & Bitsch, 1996).

Existeixen diferents tipus de detectors, alguns d’ells universals per tot tipus de 

molècules, i d’altres, en canvi, específics per determinats compostos. Els detectors de 

fluorescència s’han utilitzat, per exemple, en la detecció i identificació de poliamines, prèvia

derivatització per addició d’un grup amb emissió fluorescent com el dansil (Marcé et al.,

1995). D’altra banda, els de UV es basen en la capacitat dels compostos d’absorbir aquest

tipus de llum, i poden ser de longitud d’ona fixa o de longituds d’ona variable. Aquests 

darrers, anomenats detectors en sèrie de diodes (DAD), proporcionen una informació

addicional molt útil en la identificació de la molècula, ja que mostren la corba d’absorció UV 

característica de cada compost i, a través de la comparació amb la de compostos estàndard,

faciliten la seva identificació. Compostos fenòlics com àcids benzoics, àcids hidroxicinàmics i 

flavonoides han estat tradicionalment analitzats per aquesta tècnica gràcies als dobles

enllaços carboni-carboni conjugats que contenen, que fan possible l’absorció de llum de

longituds d’ona corresponents a  la zona de UV. Normalment s’analitzen a 280 nm, tot i que 

també es solen emprar algunes � més específiques per determinats tipus de compostos com

ara els 360 nm pels àcids hidroxicinàmics o els 530 nm per les antocianines. La sensibilitat

dels detectors de UV pot resultar adequada per la determinació de compostos que formen 

part d’un extracte, i també per fer estudis farmacocinètics en pacients. Tot i així, en alguns

casos aquesta sensibilitat no és suficient i es requereixen tècniques més potents, com ara

l’espectrometria de masses (Waksmundzka-Hajnos, 1998; Robards, 2003). 

2.4.2.- Espectrometria de masses (MS) 

La MS és una eina amb un gran potencial per l’elucidació i identificació de 

compostos. Aquesta tècnica és capaç de proporcionar molta informació: massa molecular

dels compostos, estructura de l’aglicona, punts de substitució de la molècula, patrons de

glicosilació, metilació o sulfuració, tipus de sucres, etc. A més, permet fer aquests tipus

d’estudis amb molt poca quantitat de mostra (Stobiecki, 2000). 
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La MS també s’ha portat a terme on-line, acoblada a tècniques de separació com

cromatografies de líquids, de gasos o electroforesis. Aquest fet encara la converteix en una

tècnica més potent per a la identificació de compostos, ja que combina la informació

estructural que proporciona la MS amb la capacitat de separació de la HPLC (Robards,

2003). Cal tenir en compte, però, que la HPLC i la MS no requeriran les mateixes condicions

de treball. Així, mentre que per la HPLC és necessària l’aplicació, a temperatura ambient,

d’un flux i pressió elevats, per la MS es requereix una alta temperatura i un flux i pressió

baixos, arribant al buit (He, 2000). 

El fonament d’aquesta tècnica consisteix en la ionització de la molècula, que fa que 

aquesta pugui ser detectable d’acord amb la seva relació massa/càrrega (m/z). Els dos punts 

claus d’aquesta tècnica són la font de ionització i l’analitzador.

Fonts d’ionització

Existeixen diferents sistemes de ionització com l’impacte electrònic (EI), la ionització

química (CI), l’electrosprai (ESI), o la ionització química a pressió atmosfèrica (APCI) (He,

2000; Stobiecki, 2000). El sistema de EI consisteix en la ionització de les molècules d’analit a

través de l’impacte amb electrons altament energètics, que han estat accelerats per una

diferència de voltatge de 50-70 eV. Aquesta ionització provoca una fragmentació de la 

molècula molt energètica, però permet la determinació de la seva estructura. En la CI els 

analits s’ionitzen per la reacció amb ions de molècules de gasos de massa molecular

relativament petita com el metà (com a CH5
+), l’isobutà (com a (CH3)3C+) o l’amoni (NH4

+).

Aquest tipus de ionització aporta menys energia a la molècula analit, de manera que els ions 

formats es fragmenten menys que en el EI. Per això, la CI proporciona menys informació

per determinar l’estructura de la molècula, però a canvi, pot proporcionar la massa 

molecular del compost, ja que aquesta, a vegades, pot quedar totalment fragmentada per el

EI i no ser visible. Tant en el EI com en la CI els ions entren directament en fase gasosa al 

detector, fet que permet l’acoblament amb la cromatografia de gasos (GC-MS). El sistema

de ESI, en canvi, permet l’acoblament amb la cromatografia de líquids, ja que es crea un

aerosol de la mostra líquida. Aquest aerosol es sotmet a un alt voltatge en una cambra de

pressió propera a l’atmosfèrica per aconseguir la ionització i, paral·lelament, es tracta amb

un gas assecant per tal d’evaporar el solvent de les gotes d’aerosol amb l’analit ionitzat.

Finalment els ions entren en el detector en fase gasosa. El ESI va suposar un gran avenç en

l’anàlisi de compostos per MS, ja que l’acoblament amb la cromatografia de líquids va 

proporcionar una millora en la sensibilitat, potència i resolució de les anàlisis de compostos

no volàtils sense la necessitat de derivatitzar-los (Smith et al., 1990, Abian, 1999). Com el

ESI, el APCI també permet l’acoblament de la cromatografia de líquids amb l’espectrometria 

de masses, ja que també s’evapora la fase mòbil a pressió semblant a l’atmosfèrica, en
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aquest cas mitjançant una font de calor a temperatures superiors a 500ºC. La ionització es 

realitza per la transferència de càrrega de molècules ionitzades de la fase mòbil als analits a 

través de reaccions químiques. Aquesta tècnica, però, no és aplicable a molècules d’alt pes 

molecular (superior a 1500 unitats de massa atòmica) i/o termolàbils i, a diferència del ESI

(que permet l’anàlisi de tot tipus de molècules, especialment les de polaritat mitjana-alta),

és utilitzat principalment per l’anàlisi de molècules de polaritat mitjana-baixa (Rosenberg,

2003; Smith, 2004).

Analitzadors de masses

També existeixen diferents tipus d’analitzadors de masses. Els més utilitzats són els 

de temps de volada (TOF) i els de transmissió de quadrupol (Q). L’analitzador TOF es basa 

en el principi que diferents ions als quals se’ls aplica la mateixa energia inicial, tindran

velocitats proporcionals al seus valors de m/z. Els ions, un cop surten de la font d’ionització,

són accelerats a través d’un tub de volada gràcies a l’aplicació d’un potencial elèctric. 

L’espectre de masses s’aconsegueix a través del senyal que rep el detector en funció del

temps que arriba cada ió, i és convertit en m/z per un sistema de conversió de dades. 

D’altra banda, els quadrupols (Q) són, potser, els analitzadors més utilitzats ens laboratoris

d’analítica orgànica. Un quadrupol està constituït per quatre varetes paral·leles a les quals

se’ls aplica un voltatge i una ràdiofreqüència. Quan les molècules ionitzades entren al

quadrupol, comencen a oscil·lar a causa d’aquest voltatge. En un determinat voltatge,

només les molècules que oscil·len a la freqüència correcta podran passar a través del

quadrupol i arribar al detector. 

Figura 2.7.- Esquema d’un quadrupol, format per les quatre varetes paral·leles. Els ions verds vibren a la 
freqüència correcta, de manera que són transmesos al llarg del quadrupol i arriben al detector. Els ions 
taronges, en canvi, no vibren a la freqüència especificada, i surten fora del quadrupol abans d’arribar al
detector.
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Experimen s de masses en tàndem (MS/MS) t

Les tècniques de ionització a pressió atmosfèrica comentades són relativament

suaus, i generen principalment molècules protonades [M + H]+ o desprotonades [M – H]-, o 

bé ions que representen pèrdues moleculars simples com la pèrdua d’aigua [M + H – H2O]+.

La informació de la massa molecular del compost resulta molt útil, però no permet 

determinar l’estructura de la molècula. Per obtenir aquest tipus d’informació és necessària la

fragmentació de l’espècie ionitzada. Aquesta operació es realitza en una cel·la de col·lisió, a

través de l’impacte amb un gas inert. Aquest fenomen és conegut amb el nom de dissociació

induïda per col·lisió (CID). En un aparell que disposi de triple quadrupol o bé

quadrupol/quadrupol/temps de volada com a analitzadors, la dissociació es porta a terme en

el segon quadrupol, mentre que al tercer quadrupol o al TOF es genera l’espectre dels ions 

resultants. El primer quadrupol pot restar estàtic o ser un seleccionador d’ions segons el

tipus d’experiment que es realitzi.

Figura 2.8.- Esquema d’un triple quadrupol, amb el quadrupol 2 com a cel·la de col·lisió, on es 
fragmenten les molècules d’analit per l’impacte amb àtoms de nitrogen gas 
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En el cas del triple quadrupol es poden realitzar els següents tipus d’experiments:

Full scan

En aquest experiment no es realitza fragmentació dels ions. Es fixa un rang de m/z i 

s’analitzen tots els compostos de m/z compresa en aquest rang. S’obté un cromatograma

amb tots els pics, a més de l’espectre de masses de cada pic. Aquest experiment pot

realitzar-se amb el Q1 o el Q3, ja que només és necessari un quadrupol.

Product ion scan (PIS)

En aquest experiment es fixa el Q1 a una determinada m/z, de manera que només van a 

la cel·la de col·lisió (Q2) els ions d’aquella m/z fixada. Aquests ions impacten amb els 

àtoms de nitrogen i passen al Q3, que analitza les seves m/z. Aleshores s’obté l’espectre 

de masses dels fragments dels ions que s’han seleccionat en el Q1.

Precursor ion scan (Prec)

En aquest experiment es fixa el Q3 a una determinada m/z, i s’analitza en el Q1. Així

doncs només s’analitzaran aquells ions precursors que tenen per fragments producte els 

ions fixats en el Q3. S’obté l’espectre de masses d’aquelles molècules que es trenquen 

donant lloc a un fragment d’aquella m/z fixada. 

Neutral loss scan (NL)

Aquí s’escaneja simultàniament en el Q1 i en el Q3, amb una determinada diferència de

massa, de manera que es detecten tots els ions que tinguin una pèrdua d’aquella massa

específica. S’utilitza molt per fer screening de grups de compostos que donen lloc a la 

mateixa pèrdua. Per exemple, una hexosa (glucosa o galactosa) suposa una pèrdua d’una

massa de 162, un àcid glucurònid de 176, una ramnosa de 146 i una rutinosa de 308.

Multiple reaction monitoring (MRM)

En aquest cas tant el Q1 com el Q3 actuen com a seleccionadors (Q1 selecciona un ió

precursor i Q3 selecciona un ió producte del precursor seleccionat a Q1). Aquest 

experiment és altament selectiu, de manera que és l’útilitzat en la quantificació dels

analits. D’altra banda, però, no proporciona informació espectral.
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Experiment Q1 Q3

Product ion scan Estàtic, selecciona el precursor Escaneja

Precursor ion scan Escaneja Estàtic, selecciona l’ió producte 

Neutral loss scan Escaneja, sincronitzat amb Q3 Escaneja, sincronitzat amb Q1

MRM Estàtic, selecciona el precursor Estàtic, selecciona l’ió producte 

Taula 2.1.- Experiments de MS/MS que es poden realitzar en múltiples etapes

En el present treball experimental es van utilitzar diferents aparells i sistemes de LC-

MS/MS, LC-MS-TOF i GC-MS. 

2.4.2.1.- Cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de masses 

(GC-MS)

Per l’anàlisi dels alcaloides de les Amaryllidaceae dels extarctes EAA1 i EAA2 de 

Pancratium canariense es va utilitzar un cromatògraf de gasos 6890 N, acoblat a un

espectròmetre de masses 5975 inert XL (ambdós d’Agilent Technologies).

La columna utilitzada va ser una HP-5 (30 m x 0.25 �m x 0.25 mm) (Agilent

Technologies). La rampa de temperatura aplicada va ser la següent: 2 minuts a la 

temperatura inicial de 100 ºC, amb un increment de 15ºC/min fins a 180ºC, 1 min a 180ºC, 

un increment de 5ºC/min fins a la temperatura final de 300ºC, i 1 min a aquesta

temperatura final. Les temperatures de la font, injector i detector van ser de 230, 250, i

280ºC respectivament. La ionització dels compostos es va portar a terme mitjançant EI.

Les mostres es van preparar extemporàniament a una concentració de 30 mg/mL en 

MeOH.

Els alcaloides de les Amaryllidaceae purs utilitzats com a estàndards per a la 

identificació d’alcaloides en Pancra ium cana iense van ser proporcionats pel Grup de

Recerca de Fitoquímica de la Unitat de Fisiologia Vegetal del Departament de Productes 

Naturals, Biologia Vegetal i Edafologia, de la Facultat de Farmàcia (Universitat de Barcelona), 

aïllats prèviament de diferents espècies de la família de les Amaryllidaceae, i identificats per

tècniques de NMR. 

t r
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2.4.2.2.- Cromatografia de líquids acoblada a espectrometria de masses en 

tàndem (LC-MS/MS) 

En l’anàlisi dels compostos fenòlics es van portar a terme experiments de LC-ESI-

MS/MS.

Per la cromatografia de líquids es va utilitzar un aparell HPLC Perkin-Elmer Serie 

200, equipat amb un detector UV de � fixa, i amb una columna Luna C18 (Phenomenex) de

150 x 2.1 mm, i 5 �m de mida de partícula.

Figura 2.9.- Imatge dels aparells HPLC i MS acoblats utilitzats en aquest treball

Per la separació dels compostos fenòlics del lavandí es va utilitzar una fase mòbil A

(H2O 0.05% HOAc) amb creixent proporció de fase mòbil B (ACN 0.05% HOAc), amb el 

següent gradient d’elució: 

Temps

(min)

A (%) 

(H2O 0.05% HOAc)

B (%) 

(ACN 0.05% HOAc)

0 95 5

10 85 15

30 65 35

40 20 80

45 95 5

Taula 2.2.- Gradient d’elució utilitzat en la separació de compostos fenòlics del lavandí
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Les mostres es van preparar dissolent 500 �g d’extracte sec en 1,5 mL de fase mòbil

A, filtrant, després, a través de filtres de PTFE de 0.45 �m (Waters). El volum d’injecció va

ser de 25 �L, i el flux de 0.4 mL/min. Els compostos es van analitzar a una � de 280 nm. 

Per la identificació dels compostos fenòlics del lavandí es van portar a terme 

experiments de Full scan, PIS, Prec i NL.

Per la separació dels compostos fenòlics del tabac i d’Arabidopsis thaliana, es va 

utilitzar la mateixa fase mòbil A, i MeOH amb 0.05% de HOAc com a fase mòbil B. El

gradient d’elució va ser el següent: 

Temps

(min)

A (%) 

(H2O 0.05% HOAc)

B (%) 

(MeOH 0.05% HOAc) 

0 100 0

25 66 34

30 46 54

35 20 80

37 0 100

40 0 100

43 100 0

50 100 0

Taula 2.3.- Gradient d’elució utilitzat en la separació de compostos fenòlics del tabac i de
l’Arabidopsis thaliana

El volum d’injecció també va ser de 25 �L, i el flux de 0.4 mL/min. Els compostos es 

van analitzar a una � de 280 nm.

Per la identificació dels compostos, es van portar a terme experiments de Full scan,

PIS, Prec, NL, i MRM. 

L’espectròmetre de masses acoblat a HPLC va ser un triple quadrupol API 3000

d’Applied Biosystems (Sciex). Les anàlisis es van portar a terme utilitzant una font de ESI

Turbo Ionspray, en mode negatiu en el cas dels compostos fenòlics, i en mode positiu en el 

cas dels derivats de poliamines. Els paràmetres instrumentals s’indiquen a la Taula 2.4.
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Paràmetre Valor

Voltatge capil·lar 3500 V / -3500 V (segons el mode positiu o 

negatiu)

Gas nebulitzador (N2) 10 (unitats arbitràries)

Gas cortina (N2) 12 (unitats arbitràries)

Gas de col·lisió (N2) 4 (unitats arbitràries) 

Potencial del focus -200 V 

Potencial d’entrada 10 V

DP (declustering potential) 60, 40, 30 V  / -60, -40, -30 V (segons la

molècula i el mode positiu o negatiu)

CE (energia de col·lisió) 20, 30, 40 V / -20, -30, -40 V (segons la

molècula i el mode positiu o negatiu)

Gas auxiliar (N2) Escalfat a 400 ºC i introduït a un flux de 

8000 cm3/min

Taula 2.4.- Paràmetres instrumentals emprats pels experiments de MS i MS/MS 

 En el Full scan es va analitzar un rang de m/z entre 80 i 1000, en un cicle de temps

de 2 segons. Els experiments MS/MS es van portar a terme mitjançant el sistema CID.

Els compostos estàndard utilitzats per la identificació de compostos fenòlics van ser

obtinguts de Fluka® (luteolina, àcid cafeic i àcid ferúlic), de Sigma® (kaempferol, rutina, àcid

clorogènic i àcid cumàric) i d’Extrasynthese® (àcid rosmarínic, apigenina i quercetina-3-O-

glucòsid).

Els compostos purs derivats de putrescina (cafeoïlputrescina, cumaroïlputrescina i 

feruloïlputrescina) i el derivat d’espermidina (N8-feruloïlespermidina) van ser cedits pel Dr. 

Jonathan Negrel de la UMR Plante-Microbe-Environnement, INRA (Université de Bourgogne, 

França).

2.4.2.3.- Cromatografia de líquids acoblada a espectrometria de masses

amb detector TOF (LC-MS-TOF)

L’aparell de MS-TOF utilitzat va ser un Mariner Biospectrometry, també acoblat a 

HPLC. Es va utilitzar la mateixa columna cromatogràfica, flux, volum d’injecció i gradient 

d’elució que en les anàlisis de LC-MS/MS. El calibratge extern es va fer amb NaI, i l’intern

amb daidzeïna, que té una m/z  [M – H]- isotòpica de 253.05009.

Aquest aparell permet el càlcul de la massa exacta de l’analit amb una precisió fins a

tres decimals, però no permet fer experiments de MS/MS.
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2.4.3.- Ressonància magnètica nuclear (NMR)

Quan les dades obtingudes en l’espectre de masses són insuficients per establir

l’estructura definitiva d’una molècula, la NMR resulta una eina molt útil per a l’elucidació

estructural. Cal tenir en compte, però, que els espectres de NMR dels compostos fenòlics i 

alcaloides són freqüentment complexos, i la identificació dels compostos aïllats resulta

complicada. Així, l’espectroscòpia de NMR bidimensional (2D NMR) completa la informació

proporcionada per la monodimensional. La sensibilitat limitada i la necessitat d’aïllar 

quantitats de mostra relativament grans, són habitualment les principals limitacions de 

l’espectroscòpia de NMR. Per a la completa elucidació estructural d’un nou compost és

necessari portar a terme anàlisis de 1H-NMR, 13C-NMR i DEPT, a més d'experiments de

correlacions bidimensionals: 1H-1H (COSY), i 1H-13C (HSQC i HMBC).

Per l’elucidació estructural dels compostos CHU1 i CHU2, aïllats de Crinum humile,

es varen utilitzar els aparells Gemini 300 i Mercury 400 (Varian). Van realitzar-se

experiments de 1H-NMR, 13C-NMR i DEPT, i correlacions bidimensionals de 1H-1H (COSY), i 
1H-13C (HSQC i HMBC). Les mostres es van preparar a una concentració de 5 mg/mL en

CDCl3.

2.4.4.- Espectroscòpia d’infraroig (IR) 

L’espectoscòpia d’infraroig és una eina molt fiable en el camp de la identificació de 

molècules, ja que l’espectre d’absorció en la regió del IR depèn de la vibració dels enllaços

que constitueixen l’estructura molecular, i és diferent i característic de cada molècula, ja que 

és possible relacionar certes bandes d’absorció de IR amb la presència de determinats 

enllaços o grups funcionals en la molècula. A part de la seva àmplia utilització en el camp del

control de qualitat, l’espectroscòpia de IR té un gran interès en el camp de la investigació, ja 

que, conjuntament amb altres tècniques espectroscòpiques, permet l’assignació

d’estructures de noves molècules (Valls, 1998).

Els espectres de IR dels compostos CHU1 i CHU2 aïllats del Crinum humile van 

realitzar-se en un espectrofotòmetre Perquin-Elmer 1430, utilitzant pastilles de NaCl d’1cm 

d’espessor.
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2.4.5.- Dicroïsme circular (CD) 

L’anàlisi del dicroïsme circular és una potent eina per establir la configuració

absoluta de molècules amb centres quirals com flavonoides o alcaloides. Es basa en el 

principi que la llum circularment polaritzada (definida com a suma de dos components

esquerre i dret, en fase, i de la mateixa amplitud), en entrar en contacte amb un medi 

òpticament actiu el qual absorbeix un rang de longituds d’ona que conté el de la llum 

polaritzada, el pla de polarització de la llum rota en un angle �, ja que el medi absorbeix la

llum polaritzada esquerra i dreta de manera diferent, fent que la llum resultant sigui 

el·lípticament polaritzada. Aquesta diferència d’absorció és el senyal que s’anomena

dicroïsme circular (Berova et al., 2000; Slade et al., 2005).

Les anàlisis de CD que es van portar a terme en el present treball es varen realitzar

en un espectropolarímetre Jasco J-810. La concentració en que està preparada la mostra a

analitzar és un factor important en la resolució de l’anàlisi. En aquest cas, les mostres van 

ser preparades a una concentració d’1mg/mL en MeOH.

2.5.- Quantificació de compostos fenòlics

Fins fa poc l’interès en la quantificació dels compostos fenòlics era relativament

menor que en la seva caracterització, ja que el ventall de compostos fenòlics de referència

disponibles comercialment era molt baix. Actualment, però, aquesta tendència està canviant

ràpidament. S’ha vist, per exemple, que les concentracions de polifenols varien molt d’unes 

plantes a les altres, fet que fa necessària una quantificació per tal de poder fer estudis

comparatius entre diferents espècies, diferents situacions ambientals i/o fisiològiques, sobre 

la localització dels compostos en les diferents parts de la planta, etc. A més, el problema de

la disponibilitat comercial de compostos de referència s’està resolent a mesura que se’n van

identificant i sintetitzant de nous (Escarpa & González, 2001). 

2.5.1.- Quantificació dels àcids rosmarínic i clorogènic en el lavandí 

La quantificació dels àcids rosmarínic i clorogènic es va fer mitjançant una corba de 

calibratge per HPLC-DAD, amb estàndards comercials dels corresponents compostos, 

obtinguts d’Extrasynthese® (àcid rosmarínic) i de Sigma® (àcid clorogènic). L’aparell HPLC

utilitzat, així com la columna cromatogràfica, el gradient de solvents, i el volum d’injecció, 

van ser els mateixos aplicats en l’anàlisi qualitativa del lavandí per LC-MS/MS, descrits en 

l’apartat 2.4 2.2..
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Els compostos estàndard es van dissoldre en MeOH i es van preparar diferents

concentracions (150, 100, 75, 50, 25 i 10 �g/mL). Cada concentració es va assajar per 

duplicat, i de cada duplicat es van realitzar dues injeccions.

El material vegetal es va preparar de la següent manera: una quantitat de 250 mg

(DW) de material de rebuig del lavandí polvoritzat es va macerar en 25 mL d’una solució

MeOH/H2O al 50% en un bany d’ultrasons durant 30 minuts. Després de 10 min de 

centrifugació a 14000g es va recollir el sobrenedant i es va ajustar el volum a 25 mL.

Immediatament, es va analitzar per HPLC-DAD. Van analitzar-se un total de 10 extraccions,

de les quals es va calcular la desviació estàndard.

2.5.2.- Quantificació de derivats de compostos fenòlics en el tabac

2.5.2.1.- Quantificació relativa per normalització interna per LC-MS/MS 

El mètode de quantificació per normalització interna es basa en el principi que el

senyal analític de cada solut és proporcional, amb un marge de linealitat, al d’un determinat 

solut (estàndard intern) afegit a la mostra a una determinada concentració. Aquest mètode

presenta una sèrie d’avantatges com ara que es requereixen poques injeccions. D’aquesta

manera es limiten els possibles errors produïts per la pesada, manipulació i injecció de 

nombroses mostres (Vial et al., 2001).

Tot i que no es tracta d’un mètode de quantificació exacte, resulta útil per comparar

l’abundància relativa dels metabòlits i el seu augment o disminució en diferents situacions,

com ara la senescència i l’estrès hídric en les plantes de tabac.

En el present treball es va realitzar una quantificació per normalització interna dels

derivats de compostos fenòlics en plantes de tabac mitjançant el mètode de MRM de LC-

MS/MS.

El compost utilitzat com a estàndard intern va ser la taxifolina (dihidroquercetina) 

(Sigma®), de Mw de 304, que va ser afegit a les mostres de manera que la concentració

final en el vial d’anàlisi fos de 5 �g/mL. L’aparell LC-MS/MS va ser el mateix utilitzat en

l’anàlisi qualitativa, així com la columna cromatogràfica, el gradient de solvents i les 

condicions d’anàlisi (descrits en l’apartat 2.4.2 2). El volum d’injecció va ser de 10 �L, i

l’anàlisi es va portar a terme en mode negatiu. Les DP i CE aplicades a cada compost van ser 

les òptimes per a cadascun, determinades prèviament mitjançant una anàlisi de PIS dels

compostos a diferents DP i CE. Els dos fragments escollits per la monitorització en MRM van

.
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ser la m/z de l’ió precursor i la m/z de l’ió producte que apareix amb més intensitat en les

anàlisis de PIS,  que es resumeixen a la Taula 2.5.

Compost Fragments MRM

(m/z)

DP CE

Taxifolina 303/285 -50 -20

Àcids cafeoïlquínics 353/191 -50 -20

Àcids cumaroïlquínics 337/191 -50 -20

Àcids feruloïlquínics 367/191 -50 -20

Glucòsids d’àcid cafeic 341/179 -60 -30

Glucòsid d’àcid cumàric 325/163 -50 -20

Glucòsid d’àcid ferúlic 355/193 -60 -30

Glucòsid d’àcid salicílic 299/137 -30 -30

Glucòsids d’àcid sinàpic 385/223 -50 -20

Glucòsid d’àcid trihidroxicinàmic 357/195 -50 -20

Kaempferol-7-O-neohesperidòsid 593/285 -60 -40

Rutina 609/301 -60 -40

Taula 2.5.- Transicions de MRM, DP i CE dels derivats de compostos fenòlics quantificats per
normalització interna en el tabac

2.5.2.2.- Quantificació de l’àcid neoclorogènic i la rutina per HPLC-DAD

mitjançant una corba de calibratge

Per l’especial rellevància, en termes de concentració, dels compostos rutina i àcid

neoclorogènic respecte la resta de derivats fenòlics presents en el tabac, es va realitzar una 

quantificació més acurada d’aquests compostos. Aquesta quantificació es va portar a terme 

mitjançant la realització d’una corba de calibratge per HPLC-DAD amb compostos estàndard

de rutina i àcid clorogènic (Sigma®), dels quals varen preparar-se dissolucions en MeOH a 

diferents concentracions (100, 50, 25, 10 i 5 �g/mL). Cada concentració es va assajar per

duplicat, i de cada duplicat es varen realitzar dues injeccions.

El procés d’extracció dels compostos va ser el mateix descrit en l’aparta  2.2.3.

Varen analitzar-se mostres de 10 extraccions, de les quals es va calcular la desviació 

estàndard.

t

89



    MATERIAL I MÈTODES

2.5.2.3.- Quantificació de conjugats de putrescina amb àcids

hidroxicinàmics per LC-MS/MS mitjançant una corba de 

calibratge

Degut a la baixa concentració que presenten aquests compostos en les fulles de 

tabac, no eren detectables a través de HPLC-DAD, de manera que va ser necessària la

utilització de la tècnica de LC-MS/MS en mode MRM, el mode més sensible, per a la seva

quantificació.

Varen realitzar-se tres corbes de calibratge amb compostos purs de 

cafeoïlputrescina, cumaroïlputrescina i feruloïlputrescina. Aquests compostos es van

dissoldre en una solució de HOAc al 0.05% i es van preparar diferents concentracions, 0.05,

0.25, 0.5, 1, i 2 �g/mL pels compostos feruloïlputrescina i cumaroïlputrescina, i 0.01, 0.05,

0.25, 0.5, 1, i 2 �g/mL en el cas de la cafeoïlputrescina.

El procés d’extracció dels compostos també va ser el mateix descrit en l’apartat

2.2.3, i varen analitzar-se mostres de 10 extraccions, de les quals es va calcular la desviació

estàndard.

Els instruments de LC-MS/MS i les condicions d’anàlisi va ser els mateixos emprats

en l’anàlisi qualitativa (apartat 2.4.2.2), amb la diferència que el volum d’injecció va ser de 

10 �L, i que es van portar a terme amb el mètode de MRM, en mode positiu. Les DP i CE

aplicades a cada compost van ser les òptimes, determinades prèviament amb experiments 

de PIS dels compostos purs. Els dos fragments escollits per la monitorització en MRM van

ser la m/z de l’ió precursor, i la m/z de l’ió producte que apareixia amb més intensitat en les 

anàlisis prèvies de PIS dels compostos purs, i que es resumeixen a la Taula 2.6.

Compost Fragments MRM

(m/z)

DP CE

Cafeoïlputrescina 251/163 20 20

Cumaroïlputrescina 235/147 20 20

Feruloïlputrescina 265/177 20 20

Taula 2.6.- Transicions de MRM, DP i CE dels derivats de poliamines quantificats en el tabac
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2.6.- Avaluació del contingut total en compostos fenòlics i de 

l’activitat antioxidant de les diferents fraccions de l’extracte 

del lavandí

2.6.1.- Determinació del contingut total en compostos fenòlics (TPhC) pel mètode

de Folin-Ciocalteu

Per determinar el TPhC existeixen diferents mètodes basats en mesures

colorimètriques, utilitzant un nombre de reactius amb selectivitat variada envers els fenols.

Però la gran diversitat d’estructures englobades dins el terme de compostos fenòlics fa que 

no existeixi un reactiu específic ideal, de manera que és necessària l’elecció d’un reactiu de 

compromís, o bé la utilització de reactius diferents per determinar compostos específics. Tot

i la seva manca d’especificitat, el test de Folin-Ciocalteu és el més utilitzat, ja que és ràpid,

senzill i econòmic, i malgrat els seus inconvenients, resulta d’utilitat com a dada orientativa 

en correlació amb l’activitat antioxidant. Per això, aquest ha estat el mètode escollit per

avaluar el TPhC en aquest treball.

El test de Folin-Ciocalteu es basa en una reacció colorimètrica entre els compostos

fenòlics i el reactiu de Folin, una solució d’ions polimèrics complexes dels àcids fosfomolíbdic

i  fosfotúngstic, de color groc, que en medi bàsic oxida ràpidament els fenols a ions fenolat,

produint complexes de molibdè-tungstè de color blau. La mesura espectrofotomètrica de 

l’absorbància de la solució final permet conèixer la concentració total de fenols. Com a 

compost de referència s’utilitza l’àcid gàl·lic, de manera que els resultats són expressats en

equivalents d’àcid gàl·lic (GAE)/mg de pes sec (DW) (Khokhar & Magnusdottir, 2002).

Reactiu de Folin   +   fenols   ions fenolat   +

(�max = 765 nm)
OH - complexes colorats blaus

Procediment

Elaboració de la recta patró

Per preparar les mescles de reacció es va partir de diferents quantitats (entre 0 i 1

mL) de solució d’àcid gàl·lic, a una concentració de 50 �g/mL. Posteriorment es va afegir la 

quantitat corresponent de H2O (especificada a la Taula 2.7), 0.5 mL del reactiu de Folin-

Ciocalteu (Panreac	), i dos minuts més tard 1.5 mL de Na2CO3 al 20%. Es va deixar incubar

durant 2 hores i, posteriorment, es va llegir l’absorbància de les mostres en un 

espectrofotòmetre (Hitachi U-2000) a una � de 765 nm.
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Solució

d’àcid gàl·lic

(mL)

H2O

(mL)

Reactiu de

Folin-Ciocalteu

(mL)

Solució de 

Na2CO3 al 20% 

(mL)

Equivalents

d’àcid gàl·lic

(GAE)

(�g/10 mL 

mescla)

Absorbància

(nm)

1.0 7.0 50 0.589

0.8 7.2 40 0.481

0.6 7.4 30 0.367

0.4 7.6 20 0.256

0.2 7.8 10 0.141

0.1 7.9 5 0.075

0.0 8.0

0.5 1.5

0 0.017

Taula 2.7.- Taula-guia de la preparació de la recta patró d’àcid gàl·lic, amb els valors d’absorbància 
obtinguts per cada concentració.

A partir d’aquests valors d’absorbància i concentració es va calcular la recta patró:

y = 0.0114x + 0.0217
R2 = 0.9996
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Figura 2.10.- Recta patró corresponent a l’àcid gàl·lic. A partir de l’equació de la 
recta obtindrem el valor de la pendent: 0.0114 

La inversa de la pendent de la recta és el valor F que serà necessari per fer els

càlculs amb la mostra que es vulgui avaluar. En aquest cas, el valor F calculat va ser de 

87.72.
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Elaboració de l’assaig

La mescla de reacció va consistir en 0.1 mL d’extracte (o MeOH en el cas del blanc)

a una concentració entre 1 i 10 mg/mL segons l’activitat de l’extracte, 7.9 mL de H2O

destil·lada, 0.5 mL de reactiu de Folin-Ciocalteu, i 1.5 mL de solució de carbonat sòdic al 

20%. El moment en que s’addiciona el reactiu de Folin és el punt d’inici de la reacció, i la

solució de Na2CO3 s’afegeix al cap de 2 minuts. La mescla de reacció es va deixar incubar

durant 2 hores i, posteriorment, es va mesurar l’absorbància de les solucions colorades de 

blau en un espectrofotòmetre a una � de 765 nm. L’assaig es va realitzar per triplicat, i les 

solucions van ser preparades diàriament.

Problema

(mL)

Control

(mL)

Extracte 0.1 -

MeOH - 0,1

H2O 7,9 7,9

Reactiu de Folin 0,5 0,5

Na2CO3 (20%) 1,5 1,5

Volum total 10  mL 

Taula 2.8.- Taula-guia per la preparació de l’assaig de Folin-Ciocalteu amb la mostra

Càlculs

El TPhC es calcula mitjançant la fórmula següent: 

mostraGAE/mg
C/DxV

 x mostraA
TPhC 



F

A = absorbància

F = inversa de la pendent de la recta-patró de l’àcid gàl·lic

C = concentració de la solució d’extracte

D = dilució 

V = volum de la mostra 

(en aquest cas D x V = 1/10)
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2.6.2.- Determinació de l’activitat antioxidant 

Els mètodes de determinació de l’activitat antioxidant són extremadament diversos, i

han estat objecte d’un gran nombre de reculls bibliogràfics (Arnao et al., 1999; Abuja &

Albertini, 2001; Antolovich et al., 2002; Cos et al., 2002; Sánchez-Moreno, 2002;

MacDonald-Wicks et al., 2006; Naczk & Shahidi, 2006; Hermans et al., 2007). L’activitat

antioxidant habitualment es mesura de forma indirecta, és a dir, a través de l’extensió d’una 

oxidació. La principal limitació, però, és la manca d’un substrat universal per aquest 

procediment d’oxidació, fet que justificaria el gran nombre de mètodes descrits. La mesura 

de l’activitat antioxidant, especialment d’antioxidants que són barreges multifuncionals, o bé 

que actuen en un sistema multifase complex, no pot avaluar-se de forma satisfactòria amb

un sol test sense tenir en compte les múltiples variables que poden interferir en els resultats.

Així doncs, és convenient la utilització de diferents mètodes per avaluar l’activitat antioxidant 

d’un producte o extracte (Koleva et al., 2002; Aruoma, 2003; Katsube et al., 2004; Hermans 

et al., 2007). 

En una reacció d’oxidació hi intervenen el substrat, l’oxidant, l’iniciador, els 

productes intermediaris i el producte final. La mesura de qualsevol d’aquests paràmetres pot 

ser utilitzada per valorar l’activitat antioxidant, donant lloc a múltiples estratègies analítiques 

vàlides.

Els mètodes per determinar l’activitat antioxidant dels compostos fenòlics inclouen

tests in vitro i in vivo. Els tests in vitro resulten molt útils, ja que són ràpids, senzills, i de 

resultats  més fàcilment reproduïbles gràcies a la facilitat d’estandarditzar i validar les

condicions d’assaig. Per contra, les dades que proporcionen són difícils d’extrapolar a

sistemes biològics. Els tests in vivo, en canvi, tot i que són difícils de portar a terme per la

dificultat de reproduir les condicions fisiològiques capaces d’influir en la biodisponibilitat dels

compostos un cop ingerits, presenten l’avantatge de tenir en compte si aquests

s’absorbeixen, i si mantenen l’activitat després de ser absorbits i metabolitzats en 

l’organisme. Així, caldrien estudis in vivo per determinar si el potencial antioxidant trobat en

els assaigs in vitro realment es manté en un sistema biològic. Cal diferenciar, doncs, entre 

activitat antioxidant i capacitat antioxidant. En els sistemes biològics es parlaria de capacitat 

antioxidant, mentre que en sistemes in vitro es parlaria d’activitat antioxidant, entesa com la

suma de totes les activitats antioxidants d’una barreja de molts antioxidants, per exemple un 

extracte vegetal o aliment. Els mètodes descrits per a la determinació de l’activitat 

antioxidant es poden dividir en dos grans grups: aquells que avaluen la peroxidació lipídica, i

aquells que mesuren la capacitat de captar radicals lliures (Antolovich et al., 2002; Sánchez-

Moreno, 2002; Hermans et al., 2007). 
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En el present treball, per la seva facilitat d’anàlisi i reproductibilitat de resultats, 

s’han utilitzat tres assaigs diferents basats en la mesura de la capacitat captadora de radicals

lliures dels compostos fenòlics: el mètode de determinació de l’activitat captadora del radical 

DPPH·, la determinació de l’activitat captadora del radical ·OH pel mètode de 

quimioluminescència del luminol induïda per Co(II)/EDTA, i la determinació de l’activitat 

captadora del radical O2
·- pel mètode del nitro-blue tretazolium (NBT2+) i el sistema

hipoxantina/xantina-oxidasa.

2.6.2.1.- Determinació de la capacitat captadora del radical DPPH·

El radical sintètic 2,2’-difenil-1-picrilhidrazil hidratat (DPPH·) és de color violeta

intens, i serveix, a la vegada, de radical susceptible de ser reduït i d’indicador de la reacció,

ja que el seu color es perd quan passa a la seva forma reduïda (DPPH-H), gràcies a la

donació d’un electró per part d’un antioxidant antiradicalari (AH) (Figura 2.11). La mesura

espectrofotomètrica de la disminució de la coloració a �max = 517 nm permet la determinació

de l’activitat antioxidant de l’espècie donadora d’electrons. Per determinar aquesta activitat, 

es calcula la concentració inhibitòria 50 (IC50), paràmetre àmpliament utilitzat per la mesura

i comparació de la capacitat captadora de radicals lliures de diferents mostres (Sánchez-

Moreno et al., 1998; Robards, 2003). 

N

O2N

NO2

NO2

·N

DPPH·

(color violeta)

O2N

NO2

NO2

HN

+   AH + A·

DPPH-H
(color groc)

N

(�max = 517 nm)

Figura 2.11.- Reacció entre el radical DPPH· i un agent antioxidant donador d’electrons (AH) 

95



    MATERIAL I MÈTODES

Procediment

Elaboració de l’assaig

Es va preparar una solució metanòlica del radical DPPH· (Sigma	) de 20 �g/mL i 

solucions metanòliques de la mostra a assajar a diferents concentracions, segons l’activitat 

de l’extracte, per exemple: 50, 25, 10, 7.5 i 5 �g/mL. A continuació es van mesclar 750 �L

de solució problema (o de MeOH en cas del blanc) amb 1500 �L de solució metanòlica de

DPPH·, i  es va incubar a la foscor durant 20 minuts. Posteriorment es van mesurar les 

absorbàncies de les solucions en l’espectrofotòmetre. L’assaig es va realitzar per triplicat.

MeOH

(�L)

Solució d’extracte 

(�L)

Solució DPPH· 20 �g/mL

(�L)

Control 750 -

Problema - 750 1500

Volum total 2.25 mL 

Taula 2.9.- Taula-guia per la realització de l’assaig DPPH·

Càlculs

La capacitat de decoloració de la mostra respecte el blanc es va calcular mitjançant

la fórmula següent:

100 x 
blancA

mostraA
1ódecoloraci% �

�



�
�
� �


A mostra = absorbància de la mostra 

A blanc = absorbància del blanc 

Per calcular la IC50 es va fer una recta de regressió del percentatge de decoloració 

en front la concentració de la mostra. El valor es va obtenir a partir de l’extrapolació d’un

50% de decoloració a la recta. De cada triplicat va obtenir-se una recta patró i una IC50, i es 

va calcular la desviació estàndard dels tres valors.
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y = 0.732x + 1.8401
R2 = 0.9961
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Figura 2.12.- Gràfica d’exemple on es representen els % de decoloració a diferents
concentracions de mostra en un test de DPPH·

2.6.2.2.- Determinació de la capacitat captadora del radical ·OH pel 

mètode de quimioluminescència del luminol induïda per

Co(II)/EDTA

Aquest mètode es basa en la reacció quimioluminescent de la molècula de luminol

amb el radical ·OH (Figura 2.13). L’addició de captadors de radicals lliures dóna lloc a la 

disminució de la intensitat d’aquesta quimioluminescència, quantificable mitjançant un

luminòmetre. La quantificació d’aquesta disminució d’intensitat de la quimioluminescència

permet avaluar la capacitat antioxidant de la substància captadora de radicals lliures. La 

producció de radicals ·OH al medi de reacció es basa en la reacció de Fenton a partir de 

H2O2, catalitzada per Co(II) (Figura 2.13) (Parejo et al., 2000, Parejo et al., 2002).

Co2+   +   H2O2     Co3+   + ·OH   + -OH

O2
·-   +   Co3+  O2   +   Co2+

NH

N

NH2 O-

O

O

O

NH2 O-

O-

+  N2 +  llum+ ·OH

(�max = 430 nm)

luminol

Figura 2.13.- Reacció de Fenton catalitzada per Co(II), i reacció simplificada entre el luminol i el radical ·OH
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Procediment

Elaboració de l’assaig

Per portar a terme aquest assaig de químioluminescència (CL), es van preparar una

sèrie de solucions: una solució tampó d’àcid bòric a pH 9, una solució de luminol (100

�g/mL), una solució de Co(II) (200 �g/mL) i EDTA (1 mg/mL), i una solució de H2O2 a una 

concentració de 0.05 M. Les solucions del tampó d’àcid bòric i de H2O2 es van preparar en

H2O destil·lada, mentre que les solucions de luminol i Co(II)/EDTA en el tampó d’àcid bòric. 

Paral·lelament es van fer diferents dilucions de la mostra a assajar, per exemple 100, 75, 50,

25, 10 i 5 �g/mL en MeOH. Tots els reactius (luminol, Co(II) i EDTA) van obtenir-se de la 

casa comercial Sigma	. Les solucions es van mesclar en un tub d’assaig. La reacció comença

en el moment en que s’afegeix el H2O2. La mescla es va incubar durant 30 minuts a la foscor

i, posteriorment, es va llegir la intensitat de quimioluminescència emesa en un luminòmetre

(Berthold LB 9507). Cada concentració de mostra es va assajar per triplicat, i també es va 

fer un blanc de control amb MeOH. 

Problema

(�L)

Blanc

 (�L)

Solució Co(II)/EDTA 

tampó d'àcid bòric

300 300

Solució de luminol 25 25

MeOH - 25

Extracte 25 -

H2O2 50 50

Volum total de l’assaig 400 �L

Taula 2.10.- Taula-guia per la realització de l’assaig de CL
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Càlculs

Per calcular l’activitat captadora de l’extracte es va aplicar la següent fórmula: 

100 x 
I
I

1AA ��
�



��
�

�
�


�

AA = activitat captadora de radicals ·OH de l'extracte (%)

I � =  promig de les mesures de la intensitat de quimioluminescència emesa pel blanc (URL) 

I = promig de les mesures de la intensitat de quimioluminescència emesa per la mostra

(URL)

(URL = Unitats relatives de llum) 

Per avaluar l’activitat antioxidant, també es va calcular el paràmetre IC50, a partir

d’una recta de regressió del percentatge d’activitat captadora en front la concentració de la 

mostra. Per cada triplicat es va obtenir una recta de regressió i un valor IC50, dels quals es 

van calcular les desviacions estàndard.

y = 0.3307x + 5.4724
R2 = 0.9934
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Figura 2.14.- Gràfic d’exemple on es representen % d’activitat atrapadora a diferents
concentracions de mostra en un test de CL 
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2.6.2.3.- Determinació de la capacitat captadora del radical O2
·- pel 

mètode del nitro-blue tretazolium (NBT2+) i el sistema

hipoxantina/xantina-oxidasa

 La xantina-oxidasa és un enzim capaç de generar radicals O2
·- per l’oxidació de 

l’hipoxantina a xantina, en medi aquós. Aquests radicals, al seu torn, són capaços de reduir 

compostos com el nitro-blue tretazolium (NBT2+) a formazan, cromòfor de color blau que

presenta el seu màxim d’absorció a una � de 560 nm (Figura 2.15).

N

N N
H

N

OH

N

N N
H

N

OH

HO

hipoxantina xantina

O2
·-O2

xantina-oxidasa

NBT2+   +   2 O2
·-        formazan   +   2 O2

(�max = 560 nm)

Figura 2.15.- Reacció de formació de xantina a partir d’hipoxantina en medi aquós mitjançant l’enzim
xantina-oxidasa, amb la corresponent producció de O2

·-, i reacció de formació de formazan a partir de NBT2+

Aquells principis actius que són capaços de captar el radical O2
·- disminueixen la 

velocitat de formació del cromòfor. Aleshores, es pot calcular l’activitat antioxidant dels

compostos assajats mitjançant la quantificació de la disminució de la velocitat de formació 

d’aquest cromòfor (Paya et al., 1992, Masaki et al., 1995).

Aquest mètode enzimàtic mesura, doncs, l’activitat captadora de radicals O2
·-, tot i

que alguns compostos com els flavonoides presenten, a més, activitat inhibidora de la

xantina-oxidasa. Així, la disminució d’absorbància que provoquen els flavonoides, serà 

deguda tant a la captació de radicals O2
·-, com a la disminució de producció d’aquests 

radicals per la inhibició de la xan ina oxidasa (Cos et al., 1998). t -
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Procediment

Elaboració de l’assaig

Per portar a terme l’assaig de la xantina-oxidasa (XO), es va partir de mostres dels 

diferents extractes a una concentració de 500 �g/mL dissolts en H2O destil·lada. Es va

preparar una solució de tampó fosfat (NaH2PO4/Na2HPO4) per mantenir el pH constant a 7.5,

una solució d’hipoxantina (Sigma	) a una concentració de 0.2 mM, una solució de NBT2+

(Sigma	) 1 mM  i una solució de l’enzim xantina-oxidasa (Sigma	) a una concentració de 1.2

U/mL. També es va necessitar H2O destil·lada per la realització dels blancs. 

Els reactius es van mesclar segons la Taula 2.11. L’enzim va ser l’últim reactiu a 

afegir, just abans de llegir l’absorbància a l’espectrofotòmetre. En el moment de l’addició de

la xantina-oxidasa comença la reacció d’oxidació de l’hipoxantina a xantina, amb la

conseqüent formació del radical O2
·-. Aquest radical reacciona amb el NBT2+ i es comença a

formar el formazan. La lectura de l’absorbància es va fer a una � de 560 nm, just en el

moment en que es va arribar al màxim d’absorbància, que correspon a la finalització de la

reacció. L’assaig es va realitzar per triplicat, minimitzant l’exposició a la llum. Per tal de 

verificar la correcció de l’assaig, es va fer un control paral·lel amb quercetina (Sigma	).

També es van realitzar blancs en els quals no es va afegir enzim, tant en la mostra, com en

el control amb H2O, i en el control amb quercetina. 

Blanc

 control 

(�L)

Control

(�L)

Blanc

quercetina

(�L)

Quercetina

(�L)

Blanc

mostra

(�L)

Mostra

(�L)

Tampó fosfat 380 380 380 380 380 380

Solució d'hipoxantina 

0,2 mM 

63 63 63 63 63 63

H2O destil·lada 126 63 63 - 63 -

Quercetina

(500 ��g/mL)

- - 63 63 - -

Mostra (500��g/mL) - - - - 63 63

Solució NBT2+

(500��g/mL)

63 63 63 63 63 63

Solució de xantina-

oxidasa

(1.2 U/mL) 

- 63 - 63 - 63

Volum total 632 �L

Taula 2.11.- Taula-guia per la realització de l’assaig de la XO 
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Càlculs

La capacitat captadora del radical O2
·- s’expressa en % de captació, i es va calcular 

aplicant la següent fórmula:

100 x 
C

MC
captació% �

�



�
�
� �




C = absorbància control - absorbància blanc control

M = absorbància mostra - absorbància blanc mostra
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3.1.- Lavandí 

 

3.1.1.- Extracció i fraccionament 

 

 En l’extracció inicial varen obtenir-se un total de 66.51 g de E1. De la seva posterior 

partició es varen obtenir 3.44 g de EHx, 9.48 g de EAE, i 27.45 g de EAq. 

 

3.1.2.- Contingut total en compostos fenòlics (TPhC) i activitat antioxidant 

 

 Els valors obtinguts de l’avaluació del TPhC i de l’activitat antioxidant (apartat 2.6) 

es mostren a la Taula 3.1. Aquests resultats confirmen que el material de rebuig del lavandí 

té una clara activitat antioxidant i conserva un important contingut en compostos fenòlics 

després de la destil·lació dels olis essencials. Aquest procés de destil·lació es porta a terme a 

elevades temperatures, però, tot i que aquestes, de vegades, poden alterar alguns 

compostos com antocianines o flavonols (Tomás-Barberán & Espín, 2001), aquesta 

degradació no sol ser gaire significativa (Buchner et al., 2006). A més, el tractament tèrmic 

pot inhibir enzims com polifenol-oxidases (PPO) i peroxidases (POD), responsables de la 

degradació oxidativa dels compostos fenòlics, fet que pot contribuir a la conservació 

d’aquests compostos (Tomás-Barberán & Espín, 2001; Pourcel et al., 2007). 

 

  Activitat antioxidant 

 TPhC 

(GAE/mg) � SD 

DPPH· 

IC50 � SD 

(�g/mL) 

CL 

IC50 � SD 

(�g/mL) 

XO 

AA (%) � SD 

(500 �g/mL) 

E1 59.96 � 1.65 168.51 � 18.49 69.49 � 5.91 32.88 � 4.86 

EHx 41.56 � 2.43 631.70 � 91.20 109.36 � 16.03 7.68 � 1.31 

EAE 240.01 � 13.24 40.63 � 5.91 10.82 � 4.61 68.16 � 2.61 

EAq 32.56 � 1.99 421.48 � 42.73 187.88 � 22.29 25.34 � 5.68 

A 124.53 � 9.71 190.34 � 23.27 19.10 � 1.92 19.34 � 2.49 

B 423.82 � 13.79 57.01 � 5.72 5.25 � 0.52 60.99 �  1.67 

C 783.36 � 24.61 7.98 � 0.97 7.67 � 0.28 81.48 �  1.70 

BHA - 9.70 � 0.92 2.14 � 0.01 67.51 �  0.30 

Quercetina - 6.11 � 0.53 5.13  � 0.12 97.45 � 3.25 

 

 

 

 

Taula 3.1.- Contingut total en compostos fenòlics i activitat antioxidant resultant dels tres assaigs antiradicalaris 
(DPPH·, CL, i XO) dels diferents extractes del material de rebuig del lavandí (E1, EHx, EAE, EAq) i de les
fraccions de EAE (A, B i C), comparat amb els valors obtinguts dels compostos de referència BHA i quercetina.
SD, desviació estàndard calculada de 10 replicats.
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 L’extracte EAE va resultar el més actiu en tots els assaigs d’activitat antioxidant, 

amb una IC50 de 40.63 i 10.82 �g/mL en els assaigs de DPPH· i CL respectivament, i una 

activitat antioxidant d’un 68.16% en l’assaig de XO. L’activitat antioxidant de l’extracte EAE 

es va correspondre amb el TPhC, ja que aquest extracte també va ser el que va mostrar els 

valors més elevats (240.01 GAE/mg). Aquests resultats indicaven que l’extracte EAE era el 

més adient per realitzar la posterior identificació de compostos fenòlics responsables de 

l’activitat antioxidant. Així, es va procedir a una posterior purificació i fraccionament d’aquest 

extracte amb una cromatografia de gel-filtració amb suport de Sephadex® (veure apar at 

2.3.2).  

t

 

 Les fraccions A, B i C obtingudes de EAE van ser també avaluades en el TPhC i en 

l’activitat antioxidant. El major TPhC es va trobar a la fracció C (783.36 GAE/mg). Aquesta 

fracció també va mostrar una activitat antioxidant més elevada en els assaigs de DPPH· (IC50 

de 7.98 �g/mL) i de XO (81.48% d’activitat antioxidant). L’activitat antioxidant resultant 

d’aquest darrer assaig va ser superior a la del compost de referència BHA 

(butilhidroxianisol). D’altra banda, però, la fracció B va mostrar l’activitat captadora del 

radical ·OH en el test de CL més elevada (IC50 de 5.25 �g/mL), tot i que la quantitat de 

compostos fenòlics era menor que en la fracció C.  

 

3.1.3.- Identificació de compostos fenòlics per LC-MS/MS 

 

 En base a la composició química del gènere Lavandula (Areias et al., 2000; Upson et 

al., 2000; Harborne & Williams, 2002) es varen programar diferents experiments de tàndem 

MS/MS (Product ion scan, Precursor ion scan i Neutral loss scan). A més, es van assajar els 

DP i CE òptims per la correcta fragmentació de cada tipus de molècula. Varen identificar-se 

un total de 23 compostos fenòlics per primera vegada en el material de rebuig del lavandí, 

compostos que tampoc havien estat anteriorment identificats en la planta de lavandí, amb 

l’excepció de l’àcid rosmarínic, que s’havia trobat en els seus cultius cel·lulars (López-

Arnaldos et al., 1997). Els resultats de la identificació, així com els temps de retenció (tR), els 

experiments realitzats, i els DP i CE es resumeixen a la Taula 3.2. 
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     Experiments MS/MS 
 
 
Pic 

 
 

Compost 

 
tR 

(min) 

 
 
Fracció 

 
 
[M – H]-

Product 
ion scan 
(m/z) 

 
Fragments 

 (m/z (abundància relativa, %)) 

 
Neutral loss 

scan (u) 

Precursor 
ion scan 
(m/z) 

 
 
DP(v) CE(v) 

1 Àcid protocatèquic 5.69 C 153 153 109 (100)   -60 -35 
2 Àcid cumàric-O-glucòsid 1 13.65 B 325 325 119 (100), 163 (20) 162  -60 -35 
3 Àcid cafeic 15.28 C 179 179 135 (100)   -60 -35 
4 Àcid ferulic-O-glucòsid 1 16.98 B 355 355 149 (100), 193 (20) 162  -60 -35 
5 Àcid cumàric-O-glucòsid 2  19.39 B 325 325 119 (100), 163 (20) 162  -60 -35 
6 Àcid trihidroxicinàmic-O-

glucòsid 
19.47 B 357 357 151 (30), 177 (20), 195 (100) 162  -60 -30 

7 Àcid 3-O-cafeoïlquínic 
(àcid clorogènic) 

20.50 B 353 353 119 (100), 173 (80), 179 (60), 
191 (100) 

  -60 -35 

8 Àcid cafeic-O-glucòsid 1 21.63 B 341 341 135 (100), 179 (80) 162  -60 -35 
9 Àcid ferúlic-O-glucòsid 2 21.75 B 355 355 149 (100), 193 (20) 162  -60 -35 
10 Eriodictiol-O-hexòsid 22.42 B 449 449 135 (100), 151 (80), 287 (20) 162  -60 -30 
11 Àcid cafeic-O-glucòsid 2 22.90 B 341 341 135 (100), 179 (80) 162  -60 -35 
12 Quercetina-3-O-glucòsid 

(isoquercitrina) 
23.61 C 463 463 151 (<5), 179 (<5), 301 (100) 162 301 -60 -35 

13 Luteolina-O-hexòsid 1 23.69 C 447 447 285 (100), 447 (10) 162 285 -60 -30 
     285 133 (100), 151 (20), 285 (50)   -80 -40 
14 Crisoeriol-O-hexòsid 23.73 C 461 461 285 (100), 299 (80) 162 299 -60 -35 
15 Apigenina-O-hexòsid 26.00 C 431 431 269 (100), 431 (10) 162  -60 -35 
16 Luteolina-O-hexòsid 2 26.42 C 447 447 285 (100), 447 (10) 162 285 -60 -30 
     285 133 (100), 151 (20), 285 (50)   -80 -40 
17 Crisoeriol-O-glucurònid 28.86 C 475 475 285 (60), 299 (70) 176 299 -60 -30 
18 Luteolina-O-glucurònid 1 29.58 C 461 461 285 (100), 461 (10) 176 285 -60 -30 
     285 133 (100), 151 (20), 285 (50)   -80 -40 
19 Àcid rosmarínic  31.60 C 359 359 161 (100), 179 (25), 197(20)   -60 -35 
20 Àcid rosmarínic metilèster 33.12 C 373 373 135 (80), 179 (100)   -60 -35 
21 Luteolina-O-glucurònid 2 34.57 C 461 461 285 (100), 461 (10) 176 285 -60 -30 
     285 133 (100), 151 (20), 285 (50)   -80 -40 
22 Apigenina 35.20 C 269 269 117 (100), 151 (90)   -60 -35 
23 Luteolina-O-glucurònid 3 35.61 C 461 461 285 (100), 461 (10) 176 285 -60 -30 
     285 133 (100), 151 (20), 285 (50)   -80 -40 

 

 l

 

Taula 3.2.- Compostos fenòlics identificats en el materia de rebuig del lavandí per LC-MS/MS, amb el temps
de retenció (tR), la fracció on han estat trobats, i els fragments característics obtinguts en els diferents 
experiments MS/MS realitzats

 

 3.1.3.1.- Àcids benzoics i hidroxicinàmics, i derivats hidroxicinamoïlquínics 

 

 A la fracció C es va trobar un àcid benzoic (pic 1) i un àcid hidroxicinàmic (pic 3), 

que van ser identificats temptativament com a àcid protocatèquic i àcid cafeic 

respectivament. L’espectre de masses en Full scan del pic 1 va presentar un ió de m/z 153, 

que corresponia a la molècula desprotonada [M – H]-. L’experiment de Product ion scan 

(PIS) d’aquest ió va donar com a resultat l’ió m/z 109, que va correspondre a la pèrdua del 

grup carboxílic  [M – H – COO]-. El pic 3 va mostrar un ió [M – H]- de m/z 179 en l’espectre 

de masses en Full scan, amb el fragment característic de m/z 135 després de l’experiment 

de PIS d’aquest ió, que corresponia al patró de fragmentació de l’àcid cafeic (Sánchez-

Rabaneda et al., 2003a; Sánchez-Rabaneda et al., 2003b). El pic 7, només detectat en la 

fracció B, va mostrar un ió [M – H]- de m/z 353, el qual, després de la fragmentació per PIS, 

va proporcionar un ió fragment base de m/z 191, i un ió fragment secundari prominent de 

m/z 179. Aquest compost va ser identificat com a àcid 3-O-cafeoïlquínic (àcid clorogènic) 

d’acord amb Clifford et al., 2003. També varen identificar-se altres derivats de l’àcid cafeic, 

com l’àcid rosmarínic (pic 19) i el seu derivat metilèster (pic 20). Aquests compostos, d’ions 

[M – H]- de m/z 359 i 373 respectivament, són característics de la família Lamiaceae, i tenen 

en comú el fragment iònic de m/z 179, característic dels derivats de l’àcid cafeic (Parejo et 

al., 2004a). 
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 3.1.3.2.- Glucòsids d’àcids hidroxicinàmics 

 

 Els 7 glucòsids d’àcids hidroxicinàmics identificats van ser trobats a la fracció B. 

Experiments MS/MS de Neu ral loss (NL) de 162 u van revelar l’existència d’aquests 

glucòsids, i els PIS dels corresponents [M – H]

t
- van confirmar les seves identitats. Un NL de 

162 u podria també indicar una pèrdua de galactosa en lloc de glucosa, però, fins al 

moment, no s’han descrit galactòsids d’àcids hidroxicinàmics en la bibliografia, de manera 

que el més probable és que es tracti de glucòsids (Clifford et al., 2007). Així, els pics 2 i 5 

van ser temptativament identificats com a glucòsids de l’àcid cumàric, ambdós amb un ió [M 

– H]- de m/z 325, i ions fragments de m/z 163 i 119; els pics 4 i 9 com a glucòsids de l’àcid 

ferúlic, ambdós amb un ió [M – H]- de m/z 355, i ions fragments de m/z 163 i 149; i els pics 

8 i 11 com a glucòsids de l’àcid cafeic, ambdós amb un ió [M – H]- de m/z 341, i ions 

fragments de m/z 179 i 135. El patró de fragmentació de tots aquests compostos es va 

correspondre amb el descrit per Sánchez-Rabaneda et al., 2004. 

 

 El fet que els primers compostos eluïts en la columna tinguin un grup àcid lliure, 

sembla indicar que els primers derivats d’àcids hidroxicinàmics eluïts (2, 4 i 8) podrien tenir 

el grup àcid de la part cinamoïl lliure, mentre que els compostos 5, 9 i 11 podrien tenir 

aquest grup esterificat amb el sucre. 

 

 El pic 6 va mostrar un ió [M – H]- de m/z 357, i ions fragment de m/z 195, 177, i  

151. La injecció d’aquesta fracció en mode NL de 162 u va confirmar que aquest compost es 

tractava d’un glucòsid, mentre que la fragmentació de la part acídica per PIS era 

característica de l’àcid trihidroxicinàmic (Fang et al., 2002), donant lloc a la identificació 

temptativa d’aquest compost com àcid trihidroxicinàmic-O-glucòsid, tal com es mostra en la 

Figura 3.1. Tot i que no existeixen referències de la detecció d’aquest compost per LC-MS, 

s’ha trobat l’àcid trihidroxicinamoïlquínic en prunes (Fang et al., 2002). La presència d’aquest 

glucòsid en el lavandí podria suggerir un mecanisme alternatiu en la síntesi de l’àcid gàl·lic 

per una �-oxidació de l’àcid trihidroxicinàmic (Werner et al., 1997). A més, els derivats 

hidroxicinàmics trihidroxilats han demostrat una activitat citotòxica i antiproliferativa superior 

als dihidroxilats com l’àcid cafeic, així com una activitat captadora de radicals lliures més 

elevada (Gomes et al., 2003). Aquests efectes s’incrementen per la presència d’una 

insaturació en la cadena carbonada, que no és present a l’àcid gàl·lic (Fiuza et al., 2004). 

Així doncs, amb la presència dels tres grups hidroxil i de la insaturació en la cadena 

carbonada, l’acid trihidroxicinàmic compliria amb dues característiques bàsiques per una 

bona activitat citotòxica i captadora de radicals lliures. 
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Figura 3.1.- Experiment de PIS de [M – H]- de l’àcid trihidroxicinàmic-O-glucòsid (357), amb els 
fragments característics obtinguts després de la fragmentació (195, 177, i 151), i la possible estructura del
compost

 

 

 

 3.1.3.3.- Flavonoides 

 

 Tots els flavonoides van ser trobats en la fracció C, excepte l’eriodictiol-O-hexòsid 

(pic 10), que ho va ser a la fracció B. Els experiments de NL de 162 u van revelar la 

presència d’altres 5 hexòsids de flavonoides, que van ser identificats com a isoquercitrina 

(quercetina-3-O-glucòsid) (pic 12), luteolina-O-hexòsids (pics 13 i 16), crisoeriol-O-hexòsid 

(pic 14), i apigenina-O-hexòsid (pic 15). D’altra banda, experiments de NL de 176 u van 

revelar la presència de 4 glucurònids de flavonoide: el crisoeriol-O-glucurònid (pic 17), i tres 

luteolina-O-glucurònids (pics 18, 21 i 23). A la fracció C també es va identificar una 

aglicona, l’apigenina (pic 22). La identificació dels flavonoides es va fer per comparació amb 

compostos estàndard i amb dades bibliogràfiques (Parejo et al., 2004c; Sánchez-Rabaneda 

et al., 2004). Els ions fragments van ser confirmats per experiments de PIS. El fet que els 

enllaços entre el sucre i l’aglicona fossin C-O també es va confirmar pels experiments de PIS, 

ja que no mostraven els fragments de 120 i 90 m/z, característics dels enllaços C-C 

(Sánchez-Rabaneda et al., 2003a). 
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 Els espectres de masses de la luteolina i el kaempferol presenten el mateix ió [M – 

H]- de m/z 285. L’experiment de PIS d’aquest ió dóna com a resultat els mateixos ions 

producte per ambdues molècules, però amb intensitats relatives diferents, ja que la luteolina 

presenta un major grau de fragmentació que el kaempferol a les mateixes intensitats de DP i 

CE. Aleshores, els derivats de luteolina trobats en la fracció C van ser identificats mitjançant 

la comparació de les intensitats relatives dels fragments resultants del PIS amb les de 

compostos estàndard (Figura 3.2).  
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Figura 3.2.- Cromatogrames i espectres de masses dels experiments de PIS de [M – H]- de m/z 285 a un DP 
de 60 i un CE de 40, dels compostos estàndard de kaempferol (A) i de luteolina (B), i de la fracció C (C). Es 
pot comprovar la diferent intensitat de fragmentació del kaempferol i la luteolina, i la correspondència de la 
fracció C amb la fragmentació de la luteolina
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 La presència de derivats d’eriodictiol i l’absència de derivats de kaempferol sembla 

indicar que, en aquesta planta, la quercetina s’origina a partir de l’eriodictiol i la 

dihidroquercetina, tal com es mostra en la Figura 3.3. És interessant destacar, també, la 

important presència de flavones (apigenina, luteolina i crisoeriol) en el lavandí, especialment 

de luteolina. D’altra banda, el fet que la majoria de flavonoides identificats (excepte 

l’apigenina) requereixin l’enzim flavonoid-3’-hidroxilasa (F3’H) per la seva síntesi, pot 

suggerir que aquest enzim té una activitat elevada en aquesta planta.  
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3.1.4.- Relacions d’estructura-activitat antioxidant dels compostos identificats 

 

 Tal com s’ha exposat en la introducció, l’activitat antioxidant es pot manifestar per 

diferents mecanismes.  

 

 La fracció C, la composició de la qual es basa principalment en flavonoides, és la 

més activa davant els assaigs antioxidants de DPPH· i XO. En aquest últim assaig els 

flavonoides poden actuar tant neutralitzant els radicals O2
·- produïts, com disminuint la seva 

producció a través de la inhibició de la xantina-oxidasa. D’altra banda, no s’han trobat 

flavonoides en la fracció B, sinó que tots els compostos son glucòsids i altres derivats d’àcids 

hidroxicinàmics, que actuen només com a captadors del radical O2
·- en l’assaig de la XO. 

Aquesta fracció, però, ha demostrat ser la més activa en l’assaig de CL, el qual avalua la 

capacitat dels compostos de neutralitzar el radical ·OH, tot i que no és la més rica en 

compostos fenòlics, tal com mostren els resultats obtinguts de l’assaig de Folin-Ciocalteu. 

Aquest fet podria suggerir que l’estructura dels glucòsids i altres derivats dels àcids 

hidroxicinàmics és més adient que la dels flavonoides per la neutralització dels radicals ·OH, 

els radicals lliures més perillosos. 

 

 El fet que tots els flavonoides trobats en el lavandí tinguin les posicions 3’ i 4’ 

substituïdes per grups hidroxil (excepte el crisoeriol, que té un metilèter en lloc d’un hidroxil 

en la posició 3’) formant un grup catecol, indica que es tracta de flavonoides amb marcada 

activitat antioxidant, ja que el grup catecol constitueix una característica estructural 

important pel desenvolupament d’aquesta activitat. 

 

3.1.5.- Quantificació dels àcids clorogènic i rosmarínic 

 

 Els àcids clorogènic i rosmarínic estan regularment presents en les espècies de la 

família Lamiaceae, essent l’àcid rosmarínic el compost fenòlic dominant en aquesta família 

(Harborne & Williams, 2002; Shan et al., 2005). Així, per la seva especial significança, es va 

procedir a la quantificació d’aquests dos derivats de l’àcid cafeic en el material de rebuig del 

lavandí, ja que no s’han trobat, fins al moment, referències ni d’identificació ni de 

quantificació d’aquests àcids en aquest material.  

 

 L’àcid clorogènic va resultar ser un dels principals compostos fenòlics del material de 

rebuig del lavandí, amb una concentració de 215 � 6.8 mg / 100 g de pes sec. Comparant 

aquest contingut amb el d’altres espècies de plantes (Taula 3.3), pot observar-se que el 

material de rebuig del lavandí és particularment ric en aquest compost, només superat per 

Co ea pseudozangueba iae. ff r
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Material vegetal mg /100 g DW Referència 

Coffea pseudozanguebariae Bridson  780 Bertrand et al., 2003 

Material de rebuig del lavandí 215  

Foeniculum vulgare L. 208 Parejo et al., 2004b 

Prunus domestica L. 123 Nakatani et al., 2000 

Cynara scolymus L. 15 Schütz et al., 2004 

 
Taula 3.3.- Contingut d’àcid clorogènic de diferent material vegetal (DW, pes sec) 

 

 

 D’altra banda, tot i que l’àcid rosmarínic és un dels principals compostos fenòlics de 

les espècies de la família Lamiaceae, la seva presència en el material de rebuig del lavandí 

ha resultat ser comparativament baixa en relació amb la d’altres espècies, amb una 

concentració de 124 � 11.2 mg / 100 g de pes sec (Taula 3.4).  

 

Material vegetal mg /100 g DW Referència 

Lepechinia graveolens Willd. 2800 Parejo et al., 2004a 

Origanum vulgare L. 

 

 

 

2562 Shan et al., 2005 

Salvia officinalis L. 2186 Shan et al., 2005 

Mentha canadensis L. 1908 Shan et al., 2005 

Lavandula latifolia L. 700 Lamaison et al., 1990 

Rosmarinus officinalis L. 550 Troncoso et al., 2005 

Material de rebuig del lavandí 124  

 

 
Taula 3.4.- Contingut d’àcid rosmarínic de diferent material vegetal (DW, pes sec) 

 

 

 

3.2.- Tabac  

 

3.2.1.- Identificació de compostos fenòlics per LC-MS/MS 

 

 Quan es varen analitzar les mostres de tabac de teixit jove (TU), senescent (TD), 

amb estrès hídric (TE) i control (TC) per LC-DAD, es van detectar, en totes les mostres, tres 

compostos amb un espectre UV que coincidia amb el de l’àcid clorogènic (àcid 3-O-

cafeoïlquínic) estàndard, fet que suggeria que els compostos fossin àcids cafeoïlquínics, un 

d’ells el clorogènic i els altres dos, possibles isòmers. Les posteriors anàlisis per LC-MS/MS 

van confirmar que es tractava de derivats cafeoïlquínics, i van permetre la determinació de 

la identitat de cada isòmer. A més, es van identificar temptativament quatre àcids 
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hidroxicinamoïlquínics més, set glucòsids d’àcids hidroxicinàmics, un glucòsid de l’àcid 

salicílic, dos flavonoides i tres conjugats de putrescina amb àcids hidroxicinàmics (HCAA). Els 

resultats de la identificació, junt amb els tR i els trencaments obtinguts en els diferents 

experiments es mostren a la Taula 3.5. 

 
     Experiments MS/MS 
 
 
Pic 

 
 

Compost 

 
tR 

(min) 

 
 

Mode 

 
[M – H]-/ 
[M + H]+  

Product 
ion scan 
(m/z) 

 
Fragments 

 (m/z (abundància relativa, %)) 

 
Neutral loss 

scan (u) 

Precursor 
ion scan 
(m/z) 

 
 
DP(v) CE(v) 

1 Àcid 3-O-cafeoïlquínic 
(àcid clorogènic) 

22.99 - 353 353 119 (100), 173 (80), 179 (60), 
191 (100) 

 191 -50 -20 

2 Àcid 5-O-cafeoïlquínic 
(àcid neoclorogènic) 

25.52 - 353 353 179 (<5), 191 (100), 353 (10)  191 -50 -20 

3 Àcid 4-O-cafeoïlquínic 
(àcid criptoclorogènic) 

29.60 - 353 353 173 (100), 179 (60), 191 (30), 
353 (30) 

 191 -50 -20  

4 Àcid 5-O-p-cumaroïlquínic  30.09 - 337 337 173 (10), 191 (100), 337 (20)  191 -50 -20  
5 Àcid 4-O-p-cumaroïlquínic 33.60 - 337 337 163 (20), 173 (95), 191 (100), 

337 (30) 
 191 -50 -20 

6 Àcid 5-O-feruloïlquínic 31.60 - 367 367 191 (100), 367 (20)  191 -50 -20  
7 Àcid 4-O-feruloïlquínic 34.46 - 367 367 173 (100), 367 (20)  191 -50 -20 
8 Àcid cafeic-O-glucòsid 1 22.65 - 341 341 135 (100), 179 (80) 162 179 -60 -30 
9 Àcid cafeic-O-glucòsid 2 24.84 - 341 341 135 (100), 179 (80) 162 179 -60 -30 
10 Àcid cumàric-O-glucòsid   22.14 - 325 325 163 (100), 325 (20) 162 163 -50 -20 
11 Àcid ferulic-O-glucòsid  25.13 - 355 355 193 (100), 355 (5) 162 193 -60 -30 
12 Àcid salicílic-O-glucòsid 21.56 - 299 299 93 (30), 137 (100), 299 (10) 162  -30 -30 
13 Àcid sinàpic-O-glucòsid 1 24.19 - 385 385 179 (<5), 223 (100) 162  -50 -20 
14 Àcid sinàpic-O-glucòsid 2 27.03 - 385 385 153 (100), 179 (20), 223 (60) 162  -50 -20 
15 Àcid trihidroxicinàmic-O-

glucòsid 
23.38 - 357 357 195 (100), 357 (10) 162  -50 -20 

16 Kaempferol-7-O-
neohesperidòsid 

36.72 - 593 593 151 (<5), 285 (100), 327 (<5), 
593 (30) 

308 285 -60 -40  

     285 133 (<5), 151 (<5), 285 (100)   -60 -40  
17 Rutina 34.90 - 609  151 (10), 301 (100), 609 (80)  308 301 -60 -40  
18 Cafeoïlputrescina 12.00 + 251 251 89 (60), 163 (100), 234 (50), 

251 (70) 
   20  20    

19 Cumaroïlputrescina  13.38 + 235 235 89 (30), 147 (100), 218 (40), 
235 (50) 

   20  20 

20 Feruloïlputrescina 12.31/
16.45 

+ 265 265 89 (10), 177 (100), 248 (20), 
265 (50) 

   20  20  

 Taxifolina (estàndard 
intern) 

30.45 - 303 303 125 (30), 177 (30), 285 (100), 
303 (20) 

  -50 -20 

 

 

 

 

Taula 3.5.- Compostos fenòlics analitzats i identificats per LC-MS/MS en les mostres de tabac, amb el temps de
retenció (tR), el mode d’ionització (positiu o negatiu), i els fragments característics obtinguts en els diferents
experiments MS/MS realitzats

 

 3.2.1.1.- Àcids hidroxicinamoïlquínics 

 

 Els experiments de PIS i Prec van permetre la identificació dels tres àcids 

cafeoïlquínics i la diferenciació entre els tres isòmers. Així, els compostos van ser identificats 

temptativament com a àcid 3-O-cafeoïlquínic (àcid clorogènic) (compost 1), àcid 5-O-

cafeoïlquínic (àcid neoclorogènic) (compost 2), i àcid 4-O-cafeoïlquínic (àcid 

criptoclorogènic) (compost 3). Aquests àcids presenten un ió [M – H]- de m/z  353. La 

diferenciació entre els tres isòmers es va portar a terme segons la comparació de la 

intensitat relativa dels ions fragments resultants del PIS de l’ió m/z 353 a la mateixa 

intensitat de DP i CE, d’acord amb Clifford et al., 2003. Així, l’àcid clorogènic va ser 

identificat  per la presència d’un pic base de m/z 191, corresponent a la molècula d’àcid 

quínic desprotonada, i un pic secundari de m/z 179, corresponent a la molècula d’àcid cafeic 

desprotonada; l’àcid neoclorogènic només presentava un sol fragment de m/z 191; i l’àcid 

 113



                                                                                               RESULTATS I DISCUSSIÓ 

criptoclorogènic un pic base característic de m/z 173, corresponent a la pèrdua d’un grup 

hidroxil de l’àcid quínic (Figura 3.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Els àcids cumaroïlquínics van presentar un ió [M – H]- de m/z 337, i les seves 

identitats van ser assignades de la mateixa manera. El compost que va presentar un pic 

base de 191 m/z resultant del PIS de l’ió m/z 337, va ser identificat com a àcid 5-O-p-

cumaroïlquínic (compost 4), mentre el compost amb un pic base de m/z 173 va 

correspondre a l’àcid 4-O-p-cumaroïlquínic (compost 5). Les identitats dels àcids 

feruloïlquínics també es van assignar per la diferent intensitat relativa dels fragments 

resultants del PIS de l’ió [M – H]-, que en el cas dels feruloïlquínics va ser de m/z 367. El 

compost amb un ió fragment base de m/z 191 va ser identificat com a àcid 5-O-feruloïlquínic 

(compost 6), mentre que el que mostrava un ió base de m/z 173 va correspondre a l’àcid 4-

O-feruloïlquínic (compost 7) (Clifford et al., 2003). L’absència de senyals en el PIS de m/z 

515 ([M – H]- de l’àcid dicafeoïlquínic) i en els Prec dels ions de m/z 353, 337 i 367, va 

permetre descartar la presència d’àcids dihidroxicinamoïlquínics (Clifford et al., 2005). 
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Figura 3.4.- Experiment de PIS del [M - H]- dels àcids cafeoïlquínics (m/z 353). Diferenciació
dels 3 isòmers per la diferent fragmentació per CID.
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 3.2.1.2.- Glucòsids d’àcids benzoics i hidroxicinàmics 

 

 Experiments de NL de 162 u van posar de manifest la presència de dos glucòsids de 

l’àcid cafeic (compostos 8 i 9), un glucòsid de l’àcid cumàric (compost 10), un glucòsid de 

l’àcid ferúlic (compost 11), dos glucòsids de l’àcid sinàpic (compostos 13 i 14), i un glucòsid 

de l’àcid trihidroxicinàmic (compost 15). Els corresponents experiments de PIS dels ions [M 

– H]- van confirmar les seves identitats. Així, els glucòsids de l’àcid cafeic van mostrar un ió 

[M – H]- de m/z 341, i els fragments de m/z 179 i 135 característics del trencament d’aquest 

àcid; el glucòsid de l’àcid cumàric, amb un ió [M – H]- de m/z 325, mostrava els ions 

fragments característics de m/z 163 i 119; el glucòsid de l’àcid ferúlic, amb un ió [M – H]- de 

m/z 355, mostrava els fragments característics de m/z 193, 178 i 149; i de la mateixa 

manera, els glucòsids de l’àcid sinàpic, amb un ió [M – H]- de m/z 385, mostraven els 

fragments característics de m/z 223 i 179. Els patrons de fragmentació d’aquests compostos 

es van correspondre amb els de la bibliografia (Sánchez-Rabaneda et al., 2004). El glucòsid 

de l’àcid trihidroxicinàmic també va ser temptativament identificat, mostrant un ió [M – H]- 

de m/z 357, i un ió fragment característic en el seu PIS de m/z 195. 

 

 Els experiments de NL de 162 u també van revelar l’existència d’un compost amb un 

ió [M – H]- de m/z 299. El seu PIS va mostrar dos fragments de m/z 137 i 93. Aquest 

compost va ser identificat com a glucòsid de l’àcid salicílic (compost 12) després de ser 

comparat un compost estàndard i amb dades bibliogràfiques (Sánchez-Rabaneda et al., 

2004).  

  

 3.2.1.3.- Flavonoides 

 

 La injecció dels extractes al sistema LC-ESI-MS/MS amb experiments de PIS, Prec, i 

NL de 308 u van mostrar la presència de dos flavonoides, el kaempferol-7-O-

neohesperidòsid (compost 16), i la rutina (quercetina-3-O-rutinòsid) (compost 17). La rutina 

va mostrar un ió [M – H]- de m/z 609, i l’ió característic de la quercetina de m/z 301 després 

del seu PIS. El kaempferol-7-O-neohesperidòsid, amb un ió [M – H]- de m/z 593, va mostrar 

els ions fragments característics de m/z 327, 285 i 151 després del seu PIS. Els rutinòsids i 

neohesperidòsids de flavonoide presenten la mateixa massa molecular per una mateixa 

aglicona, i només es diferencien per la posició del sucre com a substituent i en el tipus 

d’enllaç interglicosídic entre els dos monosacàrids. Els experiments de PIS, però, permeten 

la diferenciació entre un rutinòsid i un neohesperidòsid, ja que les intensitats relatives dels 

diferents fragments resultants són diferents: els neohesperidòsids resulten més fragmentats 

que els rutinòsids. Així, les identitats dels compostos 16 i 17 van ser confirmades per la 
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seva coincidència amb compostos estàndard i amb dades bibliogràfiques (Cuyckens et al., 

2001; Sánchez-Rabaneda et al., 2003a).   

 

 La presència de rutina en el tabac ja s’havia descrit anteriorment (Li et al., 2003), 

però fins ara, no s’havien trobat referències de la presència de kaempferol-7-O-

neohesperidòsid al tabac. 

 

 3.2.1.4.- Amides d’àcids hidroxicinàmics (HCAA) 

 

 Les HCAA han estat tradicionalment detectades i identificades mitjançant tècniques 

de HPLC amb detecció de fluorescència. Les mostres on s’havien detectat aquests 

compostos procedien de les parts florals de plantes, com ara pol·len o pistils, on les HCAA hi 

estaven en una concentració molt alta. Aquests compostos, a més, es consideraven 

marcadors filogenètics, ja que hi havia espècies en que hi eren absents. Aquest fet, però, no 

era realment cert, ja que les HCAA són compostos presents en totes les plantes, i 

necessàries pel seu correcte funcionament. La manca de detecció era, doncs, conseqüència 

de la poca concentració en que es trobaven a la planta i de la baixa sensibilitat de les 

tècniques utilitzades. La concentració, però, també depèn de l’òrgan analitzat, de la fase de 

desenvolupament, de l’edat, de la situació ambiental, etc (Meurer et al., 1988; Leubner-

Metzger & Amrhein, 1993; Panagabko et al., 2000). 

 

 Posteriorment es va començar a utilitzar la MS per a una identificació més acurada. 

Tot i així, la informació proporcionada era només de la massa molecular del compost, i es 

seguien analitzant mostres amb concentracions elevades de HCAA (Bokern et al., 1995; 

Werner et al., 1995; Hedberg et al., 1996). Més endavant, la MS/MS comença a definir els 

trencaments d’aquestes molècules. Així, es van analitzar compostos estàndard de 

cumaroïlespermidina, feruloïlespermidina (sintetitzada per hidroxicinamoïl-transferases 

extretes de calls de tabac), diferents derivats d’espermidina (extrets de pol·len de Quercus 

dentata), i cumaroïlputrescina (extreta de toxines d’aranyes) (Negrel et al., 1991; Bigler & 

Hesse, 1995; Hu et al., 1996; Nimtz et al., 1996). Finalment, es va posar en pràctica la 

tècnica de LC-MS/MS per l’anàlisi d’aquests compostos en mostres complexes, sense la 

necessitat de passos previs de purificació i concentració. Aquesta estratègia va permetre la 

detecció d’aquests compostos en altres localitzacions i espècies vegetals on les anteriors 

tècniques no havien tingut èxit degut a la baixa especificitat i/o sensibilitat. Així, s’ha 

aconseguit detectar cafeoïlputrescina i dicafeoïlputrescina en plantes de tabac amb 

deficiència de bor; cafeoïlputrescina en plantes de tabac transgèniques amb invertases 

derivades de llevats; diferuloïlputrescina i p-cumaroïlferuloïlputrescina en extractes lipídics 

de grans de blat de moro; i cumaroïlputrescina, feruloïlputrescina, cumaroïlagmatina i 
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feruloïlagmatina en arrels de civada (Peipp et al., 1997; Baumert et al., 2001; Moreau et al., 

2001; Camacho-Cristóbal et al., 2004). 

 

 En el present treball es va optar per aquesta estratègia de LC-MS/MS per la 

identificació de HCAA, tant en el tabac com en l’Arabidopsis thaliana. 

 

Per la detecció de les HCAA en les anàlisis de LC-MS/MS es va utilitzar el mode 

positiu, degut a la fàcil protonació dels grups amino en medi àcid.  

  

 La cafeoïlputrescina (compost 18) va identificar-se al tabac mitjançant experiments 

de PIS de l’ió corresponent a la molècula protonada [M + H]+ (m/z 251), mostrant els ions 

fragments característics de m/z 163 i 89 (Figura 3.5). Aquest patró de trencament, 

juntament amb el tR, van coincidir amb els del compost estàndard, i amb les dades 

bibliogràfiques (Chen et al., 2006). 

 

 Per tal d’identificar altres HCAA, es van injectar els extractes en mode MRM, el més 

sensible en un instrument de triple quadrupol. Mitjançant experiments de MRM programats 

de diferents combinacions d’àcids hidroxicinàmics amb poliamines, es van identificar 

temptativament dos derivats més de putrescina,  la cumaroïlputrescina (compost 19), i la 

feruloïlputrescina (compost 20), que corresponien a les parelles d’ions de m/z 235/147 i 

265/177 respectivament, essent el primer nombre l’ió  [M + H]+  i el segon, l’ió  [M – 

putrescina + H]+. Aquests trencaments, junt amb els tR, es corresponien amb els de 

compostos estàndard, tot i que no es van poder confirmar per experiments de PIS degut a la 

poca concentració a la qual es trobaven a la mostra, ja que el mode PIS presenta una 

sensibilitat inferior al MRM. No es varen detectar derivats d’espermidina i espermina, ja que 

els resultats de MRM de parelles d’ions corresponents als trencaments de diferents conjugats 

d’àcids hidroxicinàmics amb espermidina o espermina van donar negatiu.  
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Cafeoïlputrescina

m/z 251

m/z 163

m/z 89

O

HN
NH2

OH
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OH

OH

H3N
NH2+

+

 

Figura 3.5.- Fragmentació per CID de la cafeoïlputrescina

 

 

3.2.2.- Quantificació dels derivats d’àcids benzoics i hidroxicinàmics, dels 

flavonoides, i de les amides d’àcids hidroxicinàmics (HCAA) 

 

 Els derivats hidroxicinamoïlquínics, els glucòsids d’àcids benzoics i hidroxicinàmics, i 

els flavonoides van ser quantificats per normalització interna, utilitzant taxifolina com a 

estàndard intern. Les unitats d’àrea relativa resultants en les diferents mostres (TU, TD, TC, 

i TE) es resumeixen a la Taula 3 6. Per la seva important presència en el tabac, l’àcid 

neoclorogènic i la rutina van ser quantificats per HPLC-DAD utilitzant una corba de calibratge 

amb compostos estàndard. Els continguts resultants es corresponen amb els obtinguts de la 

normalització interna, i es resumeixen en la Taula 3.7. Les HCAA identificades van ser 

quantificades amb una corba de calibratge utilitzant compostos estàndard i el mode de MRM 

de LC-MS/MS, ja que aquest és el mètode més sensible, i les concentracions d’aquests 

compostos no eren prou elevades perquè fossin detectades per HPLC-DAD. Els valors 

obtinguts es resumeixen a la Taula 3.8. 

.
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 Compost TU TD TC TE 

Derivats d’àcids benzoics i hidroxicinàmics i flavonoides 

1 Àcid 3-O-cafeoïlquínic  

(àcid clorogènic) 

9.00 ± 0.42 385.80 ± 26.94 20.85 ± 5.16 87.70 ± 10.24 

2 Àcid 5-O-cafeoïlquínic 

(àcid neoclorogènic) 

397.33 ± 41.49 9736.76 ± 764.84 233.4 ± 92.94 434.33 ± 44.15 

3 Àcid 4-O-cafeoïlquínic  

(àcid criptoclorogènic) 

110.83 ± 25.01 772.66 ± 35.13 41.82 ± 9.10 136.33 ± 9.93 

4 Àcid 5-O-p-cumaroïlquínic  17.30 ± 2.26 30.77 ± 3.43 1.19 ± 0.24 1.39 ± 0.16 

5 Àcid 4-O-p-cumaroïlquínic  21.70 ± 1.45 22.06 ± 3.66 2.46 ± 0.45 3.41 ± 0.39 

6 Àcid 5-O-feruloïlquínic  23.83 ± 2.14 80.50 ± 4.19 5.38 ± 0.87 9.38 ± 0.68 

7 Àcid 4-O-feruloïlquínic  9.09 ± 1.51 17.21 ± 1.83 2.35 ± 0.46 5.00 ± 0.47 

8  Àcid cafeic O-glucòsid 1 10.31 ± 1.65 16.92 ± 0.80 0.56 ± 0.07 1.22 ± 0.35 

9 Àcid cafeic O-glucòsid 2 3.50 ± 0.34 9.12 ± 2.26 0.51 ± 0.04 1.35 ± 0.17 

10 Àcid cumàric O-glucòsid 11.81 ± 3.45 77.51 ± 17.51 0.75 ± 0.13 1.23 ± 0.14 

11 Àcid ferúlic O-glucòsid 8.69 ± 0.56 97.49 ± 11.99 4.17 ± 0.79 9.38 ± 0.95 

12 Àcid salicílic O-glucòsid 0.06 ± 0.01 12.35 ± 2.65 - - 

13 Àcid sinàpic O-glucòsid 1 18.20 ± 5.46 100.99 ± 12.18 0.77 ± 0.11 3.84 ± 0.49 

14 Àcid sinàpic O-glucòsid 2 28.50 ± 3.18 148.37 ± 28.22 4.42 ± 0.57 14.55 ± 0.42 

15 Àcid trihidroxicinàmic O-

glucòsid 

10.39 ± 0.76 10.43 ± 1.39 0.22 ± 0.04 0.50 ± 0.09 

16 Kaempferol-7-O-

neohesperidòsid 

35.75 ± 0.64 940.31 ± 170.06 5.01 ± 0.57  10.00 ± 0.53 

17 Rutina 33.23 ± 5.60 1744.44 ± 394.65 1.40 ± 0.28 3.19 ± 0.46 

 

 

 

 

Taula 3.6.- Quantificació per normalització interna dels diferents derivats d’àcids benzoics i hidroxicinàmics i
flavonoides (1-17). Valors expressats en unitats d‘àrea relativa respecte la taxifolina (5ppm) ± SD. TU, mostra de
fulles de tabac joves; TD, mostra de fulles de tabac senescents; TC, mostra control de fulles de tabac; TE, mostra
de fulles de plantes de tabac sotmeses a estrès hídric 

 

 

 Compost TU TD TC TE 

2 Àcid 5-O-cafeoïlquínic  

(àcid neoclorogènic) 

200.20 ± 20.13 223.54 ± 11.38 70.44 ± 10.81  190.32 ± 20.32 

17 Rutina 213.14 ± 50.46 1134.62 ± 140.31 93.64 ± 20.31 263.24 ± 20.51 

 

 

 

Taula 3.7.- Quantificació per corba de calibratge de l’àcid neoclorogènic (2) i la rutina (17). Valors expressats en
�g/g FW ± SD. FW, pes fresc.

 

 Compost TU TD TC TE 

Amides d’àcids hidroxicinàmics (HCAA) 

18 Cafeoïlputrescina 2.75 ± 0.12 0.32 ± 0.02 0.25 ± 0.01 0.55 ± 0.10 

19 Cumaroïlputrescina - -  - - 

20 Feruloïlputrescina 0.13 ± 0.01 - - - 

 

Taula 3.8.- Quantificació per corba de calibratge de les HCAA (18-20). Valors expressats en �g/g FW ± SD.
FW, pes fresc.
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 Es pot observar com, a excepció de les HCAA, hi ha una quantitat superior de 

compostos fenòlics en les fulles senescents (TD) que en les joves (TU). Aquest fet corrobora 

l’acumulació de compostos fenòlics que es dona en la senescència descrita en la introducció 

del present treball (apartat 1.1 4.1.1). El fet que aquests metabòlits tinguin propietats 

antioxidants podria indicar un intent de la planta de contrarestar l’acumulació de ROS que es 

dóna paral·lelament en la senescència. D’altra banda, els derivats d’àcids hidroxicinàmics 

conjugats amb poliamines tenen un comportament diferent, ja que, de la mateixa manera 

que en la bibliografia es parla d’una disminució de poliamines lliures durant la senescència 

(Chen & Kao, 1991; Hurng & Kao, 1993), en el present treball s’ha observat que les HCAA 

també disminueixen. Aquesta disminució podria explicar-se pel fet que aquests compostos 

són importants en la reproducció activa de les plantes i en la generació de teixit nou, 

activitats que no es donen en els teixits senescents. 

.

.

 

 Contràriament al què està descrit en la bibliografia (Bate et al., 1994; Howles et al., 

1996; Mayer et al., 2001), l’àcid clorogènic no és el compost fenòlic majoritari en el tabac, 

sinó que és el seu isòmer, l’àcid neoclorogènic, ja que la seva quantitat supera en gran 

mesura la dels altres derivats hidroxicinamoïlquínics. Tot i així, l’àcid clorogènic va mostrar 

un increment superior al 40% en la seva concentració en la comparació del teixit jove amb 

el senescent. Els àcids cumaroïlquínics i feruloïlquínics van presentar molt poc increment en 

el teixit senescent, igual que els glucòsids d’àcids benzoics i hidroxicinàmics, amb l’excepció 

del glucòsid de l’àcid salicílic, el contingut del qual va incrementar enormement en les 

mostres TD. Aquest fenomen podria ser degut al fet que l’àcid salicílic juga un paper 

important com a factor de senyalització en el procés de la senescència (Buchanan-Wollaston 

et al., 2005; Schenk et al., 2005; Miao & Zentgraf, 2007). Al seu torn, la rutina també 

experimenta un important augment en les mostres TD. 

 

 Les mostres sotmeses a estrès hídric (TE) també van experimentar un increment en 

tots els compostos fenòlics, incloent les HCAA, en relació amb les mostres control (TC). 

Aquest increment podria ser degut a un intent de la planta per defensar-se de la gran 

quantitat de ROS que es generen en l’estrès hídric, tal com s’ha suggerit en el cas de la 

senescència. D’altra banda, s’ha vist que el nivell de lignines, així com l’activitat d’enzims 

responsables de la lignificació, disminueix en plantes sotmeses a estrès hídric, ja que la 

lignificació en la zona d’elongació foliar en absència de creixement podria comprometre la 

posterior recuperació del creixement després d’una rehidratació (Vincent et al., 2005). 

Tenint en compte aquest fet, l’increment de compostos fenòlics (precursors de les lignines 

(apartat 1 1.2.1)) observat en la situació d’estrès hídric podria ser degut a aquesta 

disminució de la lignificació. 
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3.3.- Arabidopsis thaliana 
 

3.3.1.- Identificació de compostos fenòlics per LC-MS/MS  

 

 En l’anàlisi per LC-MS/MS de les mostres d’Arabidopsis sotmeses a estrès hídric 

(AE), amb sobreexpressió del gen ADC2 (ADC2) i control (AC) es van identificar diferents 

compostos fenòlics, que es resumeixen en la Taula 3 9. En les diferents mostres 

d’Arabidopsis analitzades (AC, AE i ADC2), no va detectar-se cap diferència a nivell 

qualitatiu, ja que es van identificar els mateixos compostos en els tres tipus de mostres.  

.

 

 
     Experiments MS/MS 
 
 
Pic 

 
 

Compost 

 
tR 

(min) 

 
 

Mode 

 
[M – H]-/ 
[M + H]+  

Product 
ion scan 
(m/z) 

 
Fragments 

 (m/z (abundància relativa, %)) 

 
Neutral loss 

scan (u) 

Precursor 
ion scan 
(m/z) 

 
 
DP(v) CE(v) 

1 Sinapoïlmalat 19.38 - 339 339 165 (20), 223 (100), 339 (<5)   -60 -30 
2 Àcid salicílic-O-glucòsid 21.51 - 299 299 93 (30), 137 (100), 299 (10) 162  -30 -30 
3 Àcid sinàpic-O-glucòsid 22.03 - 385 385 179 (<5), 223 (100) 162  -50 -20 
4 Kaempferol-O-hexòsid-

diramnòsid 
22.31 - 739 739 285 (20), 430 (40), 593 (100), 

739 (20) 
146, 162 285 -60 -40 

     285 133 (<5), 151 (<5), 285 (100)   -60 -40 
5 Kaempferol-O-diramnòsid 26.37 - 577 577 285 (30), 431 (80), 577 (100) 146 285 -60 -30 
     285 133 (<5), 151 (<5), 285 (100)   -60 -40  
6 Cafeoïlespermidina 9.37 + 308 308 146 (30), 163 (100), 291 (20), 

308 (<5) 
 146, 163  20  10    

7 Cumaroïlespermidina 9.80 + 292 292 146 (50), 147 (100), 275 (<5), 
292 (70) 

 146  

 

 Taula 3.9.- Compostos fenòlics identificats per LC-MS/MS en les mostres d’Arabidopsis, amb el temps de 
retenció (tR), el mode d’ionització (positiu o negatiu), i els fragments característics obtinguts en els diferents
experiments MS/MS realitzats 

 

 

 En mode negatiu, l’espectre de masses va mostrar un ió de m/z 339, que podia 

correspondre al compost sinapoïlmalat. L’experiment de PIS de 339 va mostrar el fragment 

de m/z 223, característic de la fragmentació d’aquest compost. Per tant, el compost 1 va ser 

temptativament identificat com a sinapoïlmalat. 

 

 Experiments de NL de 162 u van revelar la presència d’un glucòsid d’àcid salicílic 

(compost 2) i un glucòsid d’àcid sinàpic (compost 3). Aquests compostos van presentar uns 

ions [M – H]- de m/z 299 i 385 respectivament. Els posteriors experiments de PIS d’aquests 

ions [M – H]- van confirmar les seves identitats. El glucòsid de l’àcid salicílic va mostrar un 

fragment de m/z 137, característic de l’ió [M – H]- de l’àcid salicílic, i l’ió m/z 93, característic 

de la fragmentació d’aquest àcid, per la pèrdua del grup àcid. El glucòsid de l’àcid sinàpic va 

ser identificat per la fragmentació característica d’aquest compost en l’experiment de PIS del 

seu ió [M – H]- de m/z 385, el qual va donar lloc als fragments de m/z 223 i 179. 
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 Experiments de NL de 162 i 146 u van revelar la presència de dos derivats glicosilats 

de kaempferol (compostos 4 i 5). Ambdós van donar positiu en el NL de 146 u 

(corresponent a la pèrdua d’una ramnosa), però només el compost 4 va donar positiu al NL 

de 162 u (corresponent a la pèrdua d’una glucosa o una galactosa). Posteriors experiments 

de PIS dels ions [M – H]- corresponents, i de Prec de l’ió m/z 285 van confirmar les seves 

identitats. Així, el compost 4 va ser identificat temptativament com a kaempferol-O-hexòsid-

diramnòsid, ja que mostrava un ió [M – H]- de m/z 739, i una pèrdua de dues ramnoses i 

una hexosa; i el compost 5 com a kaempferol-O-diramnòsid, ja que mostrava un ió [M – H]- 

de 577 m/z, i només la pèrdua de dues ramnoses (Figura 3.6). Les dades obtingudes per LC-

MS/MS no permeten assignar la posició de l’enllaç dels sucres, però segons la bibliografia, 

els compostos podrien ser kaempferol-3-O-ramnosilglucòsid-7-O-ramnòsid (compost 4), i 

kaempferol-3,7-O-diramnòsid (compost 5) (Stobiecki et al., 2006). 
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Figura 3.6.- Experiment de PIS de l’ió [M - H]-  de m/z 577 (compost 5). Els fragments resultants
(431 i 285) corresponen a la pèrdua de dues ramnoses.

 

 En mode positiu, l’espectre de masses va mostrar la presència d’un compost de 

força intensitat a un tR de 9.37, i amb un ió [M + H]+ de m/z 308 (compost 6). Els 

experiments de PIS d’aquest ió van mostrar uns fragments de m/z 291, 163, i 146, 

característics del compost cafeoïlespermidina. El patró de fragmentació es va comparar amb 
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el del compost estàndard de feruloïlespermidina. Així, la identitat del compost 6 es va 

assignar temptativament com a cafeoïlespermidina. Les mostres van presentar un altre 

derivat d’espermidina (compost 7), amb un ió [M + H]+ de m/z 292, la identitat del qual 

(cumaroïlespermidina) també va ser confirmada per experiments de PIS de l’ió [M + H]+ i 

Prec. Els trencaments corresponents a aquests compostos es mostren a la Figura 3 7a i

3.7b. Segons la recerca bibliogràfica portada a terme, aquests compostos no s’havien 

identificat anteriorment en l’Arabidopsis thaliana. 

.  
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Figura 3.7a.- Fragmentació per CID de la cafeoïlespermidina en mode positiu  (Hu et al., 1996) 

 123



                                                                                               RESULTATS I DISCUSSIÓ 

Cumaroïlespermidina
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 Figura 3.7b.- Fragmentació per CID de la cumaroïlespermidina en mode positiu  (Hu et al., 1996) 
 

 

 Tal com es va fer en el cas del tabac per comprovar la presència de derivats d’àcids 

hidròxicinàmics amb espermidina i espermina que no eren detectables per Full scan del LC-

MS/MS, en l’Arabidopsis es varen programar diferents experiments MRM dels trencaments 

corresponents a diferents àcids hidroxicinàmics conjugats amb putrescina i espermina, i 

altres àcids hidroxicinàmics, diferents del cafeic i el cumàric, en combinació amb 

l’espermidina. El resultat va ser que no es van detectar HCAA derivades ni de putrescina ni 

d’espermina, apareixent només els derivats d’espermidina identificats prèviament 

(cafeoïlespermidina i cumaroïlespermidina).  

 

 Així doncs, segons les dades del present treball, sembla que, mentre que el tabac 

presenta HCAA de putrescina, l’Arabidopsis en presenta d’espermidina, i principalment 

cafeoïlespermidina. 
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3.4.- Crinum humile 
 

3.4.1.- Identificació dels compostos aïllats CHU1 i CHU2 per tècniques de NMR i 

CD 

 

 3.4.1.1.- 7-Hidroxi-3’,4’-metilendioxiflavà (CHU1) 

 

 El compost CHU1 va ser identificat com a 7-hidroxi-3’,4’-metilendioxiflavà (Figura 

3.8) mitjançant de tècniques espectroscòpiques de NMR, IR i CD. 

 

 Les dades espectroscòpiques de NMR monodimensionals van suggerir que es podia 

tractar d’un flavà, per la presència d’un anell aromàtic en la posició 2, i l’absència d’una 

insaturació entre els carbonis 2 i 3. Les dades obtingudes dels experiments de NMR 

bidimensionals van permetre l’assignació completa de les dades espectrals de 1H i 13C, i es 

van comparar amb les proposades anteriorment per Ghosal et al. 1985b per aquest 

compost. Les dades obtingudes dels experiments de NMR es mostren a la Taula 3.10, 

mentre que els espectres es recullen en l’annex (A1-A6). 

 

 Les dades obtingudes de les tècniques de CI-GC-MS i IR van permetre la confirmació 

de l’estructura de la molècula (espectres A7 i A8 de l’annex respectivament). 

 

 L’espectre obtingut per la tècnica CD va mostrar un mínim al voltant de 300 nm, tal 

com mostra la Figura 3.9. Segons les dades bibliogràfiques, en una estructura de tipus flavà, 

aquest mínim correspon a la configuració absoluta 2S, mentre que un màxim en aquesta 

zona hagués indicat la configuració 2R (Slade et al., 2005). 
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Figura 3.8.- Estructura de 7-hidroxi-3’,4’-metilendioxiflavà (CHU1) 
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Posició H� (J en Hz) COSY HSQC HMBC 

2 4.94 dd (2.5; 10.2) H-3a 78.0 d  - 

3a 2.02 dddd (5.2; 10.2; 11.2; 13.5) H-2, H-3b, H-4a 24.7 t  - 

3b 2.14 dddd (2.5; 3.4; 5.6; 13.5) H-3a, H-4b 24.7 

 

 

 

t  - 

4a 2.72 ddd (3.4; 5.2; 16.0) H-3a, H-4b 30.3 t  C-2; C-9; C-10 

4b 2.89 ddd (5.6; 11.2; 16.0) H-3b, H-4a 30.3 t  C-9; C-10 

5 6.93 d (8.0) H-6 108.4 d  C-9 

6 6.39 dd (2.4; 8.0) H-5 108.2 d  C-10 

 - - 155.0 s (C-7)  

8 6.38 d (2.4) - 103.7 d  C-9 

 - - 156.0 s (C-9)  

 - - 114.4 s (C-10)  

 - - 135.8 s (C-1’)  

2’ 6.91 d (1.6) H-6’ 106.9 d  C-2; C-4’ 

 - - 148.0 s (C-3’)  

 - - 147.4 s (C-4’)  

5’ 6.80 d (8.0) H-6’ 130.4 d  C-2; C-1’; C-3’ 

6’ 6.86 dd (1.6; 8.0) H-2’, H-5’ 119.8 d  C-2; C-2’; C-4’ 

OCH2O 5.96 s - 101.3 t  C-3’; C-4’ 

 

 

 

Taula 3.10.- Dades dels espectres de 1H (H) amb el desplaçament químic (�) en ppm, la multiplicitat, i les constants
d’acoblament (J); de 13C (HSQC); i les correlacions COSY i HMBC de 7-hidroxi-3’,4’-metilendioxiflavà (CHU1)
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 Figura 3.9.- Espectres de CD de 7-hidroxi-3’,4’-metilendioxiflavà (CHU1) (en verd) i 3-hidroxi-7-metoxi-
3’,4’-metilendioxiflavà (CHU2) (en blau) 
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 Segons la recerca bibliogràfica portada a terme, el compost 7-hidroxi-3’,4’-

metilendioxiflavà, fins ara, només havia estat aïllat de l’espècie Zephyranthes flava Roem. & 

Schult. (Amaryllidaceae), espècie utilitzada tradicionalment pel tractament de la diabetis i 

algunes infeccions virals (Ghosal et al., 1985b; Li et al., 2001), i de Knema laurina Warb 

(Myristicaceae) (Gonzalez et al., 1996).  

 

 3.4.1.2.- 3-Hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflavà (CHU2) 

 

 El compost CHU2 va ser identificat com a 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflavà, 

en base a les dades espectroscòpiques de NMR, confirmades per tècniques de GC-MS per CI, 

i IR. La configuració absoluta del flavà (2R i 3S) va ser determinada per CD, per comparació 

amb les dades bibliogràfiques (Slade et al., 2005). 

 

 L’estructura de la molècula es mostra en la Figura 3.10, i l’espectre de CD en la 

Figura 3.9. L’assignació de l’estructura per les dades de NMR es mostren a la Taula 3.11. En 

l’annex es recullen els espectres de NMR (A9-A14), CI-GC-MS (A15), i IR (A16).  
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 Figura 3.10.- Estructura de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflavà (CHU2)

 

 

 A diferència del compost anterior, aquesta estructura presenta un grup hidroxil en la 

posició 3, de manera que el protó de la posició 2 només acobla amb un protó de la posició 

3. Aquest compost també presenta un grup metoxil que fa que aparegui un singlet a 3.78 

ppm. 
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                                                                                               RESULTATS I DISCUSSIÓ 

Posició H� (J in Hz) COSY HSQC HMBC 

2 4.99 s H-3 78.8 d  C-2’ 

3 4.24 br t (3.5) H-2, H-4a, H-4b 67.1 d  - 

4a 2.90 dd (3.5; 16.4) H-3, H-4b 33.1 t  C-2; C-3; C-5; C-9; C-10 

4b 3.19 dd (3.5; 16.4) H-3, H-4a 33.1 t  C-9; C-10 

5 7.01 br d (8.4) H-6 131.1 d  C-4; C-7; C-9 

6 6.54 dd (2.8; 8.4) H-5, H-8 108.8 d  C-10 

 - - 159.6 s (C-7)  

8 6.53 br s (2.8) H-6 101.7 d  C-6; C-7; C-9; C-10 

 -  - 154.9 s (C-9)   

 - - 110.7 s (C-10)  

 - - 132.3 s (C-1’)  

2’ 7.04 d (1.6) H-6’ 107.3 d  C-2; C-4’; C-6’ 

 - - 148.2 s (C-3’)  

 - - 147.7 s (C-4’)  

5’ 6.86 d (8.0) H-6’ 108.6 d  C-1’; C-3’ 

6’ 9.96 dd (1.6; 8.0) H-2’, H-5’ 119.9 d  C-2; C-2’; C-4’ 

OCH2O 5.98 s - 101.4 t  C-3’; C-4’ 

OCH3 3.78 s - 55.6 q  C-7 

 

 

 

 

Taula 3.11.- Dades dels espectres de 1H (H) amb el desplaçament químic (�) en ppm, la multiplicitat, i les constants
d’acoblament (J); de 13C (HSQC); i les correlacions COSY i HMBC de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflavà
(CHU2)

 

 Fins ara, aquest compost només havia estat aïllat i identificat en l’espècie 

Hippeastrum ananuca Phil. (Amaryllidaceae) mitjançant de dades cristal·logràfiques (Kimura 

et al., 1979), però segons la recerca bibliogràfica realitzada, el present treball de tesi 

representaria la primera aportació de les dades de NMR, CD, IR i MS d’aquest compost.  

 

3.4.2.- Presència de flavans en el gènere Crinum 

 

 Crinum, Zephyranthes i Hippeastrum constitueixen els únics gèneres de la família 

Amaryllidaceae en que s’han identificat flavans (Ghosal et al., 1985b; Kimura et al., 1979). 

Concretament, el 7-hidroxi-3’,4’-metilendioxiflavà i el 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-

metilendioxiflavà s’identifiquen per primera vegada en el gènere Crinum en el present 

treball. En la Taula 3 12 es mostra un recull bibliogràfic dels flavans identificats fins al 

moment en l’esmentat gènere. 

.
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                                                                                               RESULTATS I DISCUSSIÓ 

Flavà Espècie Referència 

2(S),3’,4’-Dihidroxi-7-metoxiflavà C. bulbispermum (Ramadan et al., 2000) 

(-)4’-Hidroxi-7-metoxi-8-metilflavà C. augustum (El-Hafiz & Ramadan, 1990) 

4’-Hidroxi-7-metoxiflavà C. americanum (Ali et al., 1988) 

 C. augustum (El Hafiz et al., 1991) 

 C. bulbispermum (El Hafiz et al., 1991) 

 C. moorei (Kamel, 1996) 

 C. asiaticum (Min et al., 2001) 

4’-Hidroxi-7-metoxiflavà-3-ol C. bulbispermum (Ramadan et al., 2000) 

4’-Hidroxi-7-metoxi-5’-metilflavà-3-ol C. americanum (Ali et al., 1988) 

 

 Taula 3.12.- Flavans identificats en diferents espècies del gènere Crinum (Tram et al., 2002).
 

 

 

3.5.- Pancratium canariense 
 

3.5.1.- Identificació d’alcaloides de les Amaryllidaceae per GC-MS 

 

 En les fraccions resultants de la cromatografia de líquids al buit que contenien 

alcaloides dels extractes EAA1 i EAA2 de Pancratium canariense (apartat 2 3 1), es varen 

identificar un total de 25 alcaloides, cap dels quals, excepte la pancracina (Pérez de Paz & 

Hernández Padrón, 1999), havien estat identificats anteriorment en aquesta espècie. Els 

alcaloides van ser identificats per comparació dels seus espectres de masses amb els 

d’estàndards prèviament aïllats en altres espècies de la família Amaryllidaceae i identificats 

per NMR (compostos 1, 3, 4, 5, 6, 8, 11, 13, 18, 21, 22, 23 i 24), amb dades 

bibliogràfiques (Ali et al., 1986) (compost 2) i amb la base de dades NIST 05 (compostos 7, 

9, 10, 12, 14, 15, 16, 17, 19, 20 i 25).  

. .

 

Els alcaloides identificats, juntament amb els seus fragments característics i la seva 

intensitat relativa es mostren en la Taula 3.13. 
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                                                                                               RESULTATS I DISCUSSIÓ 

  
Alcaloide 

tR

(min) 
 

RI 
 

M+
Fragments característics 

(m/z (intensitat relativa,%)) 
1 Hordenina a   7.653 1469 165 58 (100) 
2 Trisferidina b 19.048 2282 223 224 (15), 223 (100), 222 (40), 167 (8), 165 (9), 164 (14), 138 (20), 137 

(9), 128 (10), 113 (16), 111 (13) 
3 Galantamina a 20.980 2406 287 286 (100),  270(15), 256(2), 244(30), 230(15), 216(39), 174(37), 128(9), 

115 (15) 
4 N-Demetilgalantamina a 21.580 2443 273 274 (17), 173 (95), 272 (100), 242 (8), 230 (34), 228 (8), 202 (27), 201 

(10), 181 (9), 174 (13), 128 (10), 115 (14) 
5 Vitatina/Crinina a 21.998 2472 271 271 (100), 270 (15), 254 (14), 242 (9), 228 (25), 224 (10), 216 (11), 215 

(10), 214 (18), 212 (11), 211 (11), 201 (18), 200 (28), 199 (95), 198 (13), 
188 (19), 187 (85), 185 (18), 174 (13), 173 (28), 172 (21), 169 (10), 160 
(18), 159 (10), 141 (13), 139 (12), 129 (26), 128 (32), 127 (18), 115 (33), 
77 (14), 57 (15) 

6 Narwedina a 22.173 2478 285 286 (14), 285 (83), 284 (100), 242 (19), 228 (10), 199 (18), 174 (30), 128 
(13), 115 (13) 

7 Anhidrolicorina c 22.450 2501 251 251 (43), 250 (100), 192 (12), 191 (11) 
8 8-O-Demetilmaritidina/ 

Macowina a
22.540 2510 273 274 (19), 273 (100), 272 (21), 256 (22), 254 (13), 244 (16), 230 (20), 228 

(11), 226 (16), 216 (13), 211 (20), 203 (15), 202 (27), 201 (83), 190 (11), 
189 (42), 188 (11), 175 (20), 174 (23), 173 (12), 157 (12), 147 (11), 131 
(13), 129 (14), 128 (23), 117 (11), 116 (10), 115 (24), 91 (11), 57 (19), 
56 (12) 

9 Caranina c 22.790 2523 271 272 (10), 271 (56), 270 (33), 253 (10), 252 (45), 250 (11), 227 (44), 226 
(100), 135 (9) 

10 Acetilcaranina c 22.850 2526 313 314 (10), 313 (55), 254 (13), 253 (19), 252 (91), 250 (13), 227 (38), 226 
(100) 

11 Habrantina a 23.127 2548 303 303 (16), 302 (10), 231 (20), 230 (100), 213 (26), 187 (10), 174 (17), 152 
(12), 141 (11), 128 (14), 115 (22), 77 (10)  

12 Dihidrocaranina c 23.417 2562 273 273 (43), 272 (100), 254 (9), 176 (11), 175 (13), 147 (9) 
13 Assoanina a 23.666 2580 267 268 (8), 267 (50), 266 (100), 250 (22), 222 (12), 180 (12) 
14 Norpluviina c 23.870 2596 273 274 (11), 273 (68), 272 (41), 255 (10), 254 (45), 240 (9), 229 (45), 228 

(100), 214 (13), 186 (10), 77 (12) 
15 Hipamina   

(licorina 2-O-metilèter) c
24.020 2675 301 301 (16), 300 (11), 268 (10), 252 (12), 250 (21), 228 (12), 227 (82), 226 

(100), 147 (18), 125 (16), 119 (12), 110 (10) 
16 Pancracina c 25.301 2718 287 288 (18), 287 (100), 286 (23), 243 (20), 223 (22), 214 (15), 199 (22), 185 

(30), 128 (11), 115 (13) 
17 Galantina c 25.548 2720 317 317 (20), 316 (15), 298 (9), 284 (11), 268 (16), 244 (14), 243 (89), 242 

(100), 162 (10)  
18 Hamaina/ 

11-Hidroxivitatina a
25.511 2699 287 259 (16), 258 (100), 211 (12), 187 (9), 186 (17), 181 (11), 153 (10), 129 

(12), 128 (19), 115 (17) 
19 Licorina a 26.046 2746 287 287 (31), 286 (19), 268 (24), 250 (15), 228 (14), 227 (79), 226 (100), 147 

(15), 119 (12), 91 (14), 82 (10), 77 (11), 65 (15)  
20 Dihidrolicorina c 25.911 2747 289 289 (37), 288 (100) 
21 Incartina a 26.283 2761 333 334 (13), 333 (58), 332 (100), 296 (10), 260 (15), 259 (80), 258 (81), 244 

(12) 
22 N-Formilnorgalantamina a 26.983 2816 301 230(130), 226(11), 225(26), 223(11), 213(11), 212(12), 211(29), 200(11), 

199(10), 197(12), 195(13), 193(12), 187(12), 185(11), 181(14), 169(10), 
165 (13), 153(10), 152(10), 141(12), 128(17), 115(26) 

23 Pseudolicorina a 27.231 2830 289 289 (22), 288 (16), 252 (12), 230 (11), 229 (69), 228 (100), 214 (10), 147 
(17), 111 (18) 

24 Hipeastrina a 28.185 2917 315 126 (8), 125 (100), 124 (9) 
25 Narcissidina c 28.490 3420 333 333 (10), 332 (23), 316 (13), 315 (48), 314 (12), 284 (100), 266 (39), 259 

(10), 258 ( 45), 242 (16), 241 (11), 231 (9), 230 (58), 229 (12), 228 (50), 
214 (11), 189 (12), 162 (18), 151 (20), 147 (11), 91 (13), 80 (12), 77 
(14), 53 (10) 

 

 

 

 

  

Taula 3.13.- Alcaloides de les Amaryllidaceae identificats en Pancratium canariense amb el temps de retenció (tR),
l’índex de retenció (RI), l’ió molecular M+ i els fragments característics amb la intensitat relativa.
a identificació per comparació de l’espectre de masses amb el d’estàndards aïllats
b identificació per comparació de l’espectre de masses amb dades bibliogràfiques (Ali et al., 1986) 
c identificació per comparació de l’espectre de masses amb la base de dades NIST 05
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                                                                                               RESULTATS I DISCUSSIÓ 

 La tècnica de GC-MS no permet la diferenciació entre dos estereoisòmers, ja que 

presenten la mateixa massa molecular i el mateix patró de fraccionament per EI. Aquest és 

el cas dels compostos 5, 8, i 18 (Figura 3.11). Per poder determinar de quin estereoisòmer 

es tracta (vitatina o crinina,  8-O-demetilmaritidina o macowina, i hamaina o 11-

hidroxivitatina) cal la tècnica de CD, però per portar a terme aquestes anàlisis 

satisfactòriament és necessari que els compostos siguin aïllats i purificats, fet que no va ser 

possible degut a la baixa concentració en que es troben aquests compostos en l’espècie 

Pancratium canariense.  
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 Figura 3.11.- Estereoisòmers que poden presentar el mateix trencament per EI 
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                                                                                               RESULTATS I DISCUSSIÓ 

 Es va fer una recerca bibliogràfica sobre els alcaloides identificats en altres espècies 

del gènere Pancratium. La relació d’alcaloides junt amb la referència bibliogràfica 

corresponent es mostren en la Taula 3.14. 

 

Alcaloide Espècie Referència 

Acetillicoramina P. maritimum (Youssef, 1999) 

Bufanisina P. maritimum (Sener et al., 1994; Berkov et al., 2004) 

Crinà-3-ona P. maritimum (Berkov et al., 2004) 

Crinina P. maritimum (Sener et al., 1994; Youssef, 1999; Berkov 

et al., 2004) 

N-Demetilgalantamina P. maritimum (Berkov et al., 2004) 

9-O-Demetilhomolicorina P. maritimum (Vázquez Tato et al., 1998)

(-)-N-Demetillicoramina P. maritimum (Youssef, 1999) 

Demetilmaritidina P. maritimum (Berkov et al., 2004)

(8-demetilmaritidina) P. sickenbergeri (Abou-Donia et al., 2002) 

6�-Deoxitazetina P. maritimum (Berkov et al., 2004)

�-Dihidrocaranina P. maritimum (Berkov et al., 2004)

Dihidrolicorina P. maritimum (Sandberg & Michel, 1968) 

3-11-Dihidroxi-1,2-dehidrocrinà P. maritimum (Sener et al., 1994) 

6-11-Dihidroxi-3-metoxi-1,2-dehidrocrinà P. maritimum (Sener et al., 1994)

O,N-Dimetilnorbelladina P. maritimum (Vázquez Tato et al., 1998)

N-Formilnorgalantamina P. maritimum (Berkov et al., 2004) 

Galantamina P. illyricum (Boit & Ehmke, 1957) 

 P. arabicum (Ahmed et al., 1964) 

 P. tortuosum (Ahmed et al., 1964) 

 P. trianthum (Dabire & Muravjova, 1983) 

 P. maritimum (Vázquez Tato et al., 1998; Berkov et al., 

2004)

4-O-�-D-Glucopiranosilnarciclasina P. maritimum (Abou-Donia et al., 1991)

Gracilina P. maritimum (Berkov et al., 2004) 

Habrantina  P. maritimum (Vázquez Tato et al., 1998)

Hemantamina P. maritimum (Sandberg & Michel, 1968; Sener et al., 

1994; Vázquez Tato et al., 1998; Berkov et 

al., 2004)

 P. sickenbergeri (Abou-Donia et al., 2002) 

Hemantidina  P. arabicum (Ahmed et al., 1964) 

 P. tortuosum (Ahmed et al., 1964) 

 P. trianthum (Dabire & Muravjova, 1983) 

 P. maritimum (Vázquez Tato et al., 1998) 

 P. sickenbergeri (Abou-Donia et al., 2002) 

6-hidroxibufanisina P. sickenbergeri (Abou-Donia et al., 2002) 

(-)-8-Hidroxi-9-metoxicrinina P. maritimum (Sener et al., 1994) 
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Hipadina P. maritimum (Hoshino, 1998)

Hipeastrina P. trianthum (Dabire & Muravjova, 1983) 

 P. maritimum (Vázquez Tato et al., 1998)

Homolicorina P. maritimum (Hoshino, 1998)

8-Hidroxi-9-metoxicrinina P. maritimum (Hoshino, 1998)

11-Hidroxivitatina P. maritimum (Vázquez Tato et al., 1998)

 P. sickenbergeri (Abou-Donia et al., 2002) 

Licoramina P. maritimum (Youssef & Frahm, 1998) 

Licorenina P. arabicum (Ahmed et al., 1964) 

 P. maritimum (Hoshino, 1998)

Licorina P. sickenbergeri (Sharaf et al., 1960; Abou-Donia et al., 

2002) 

 P. arabicum (Ahmed et al., 1964) 

 P. tortuosum (Ahmed et al., 1964) 

 P. triflorum (Rao & Devi, 1965) 

 P. longiflorum (Rangaswami & Rao, 1966) 

 P. trianthum (Dabire & Muravjova, 1983) 

 P. biflo um r

r

r

r

r

(Ghosal et al., 1984) 

 P. maritimum (Vázquez Tato et al., 1998; Berkov et al., 

2004) 

Licorina-1-O-�-D-glucòsid P. biflo um (Ghosal et al., 1984) 

Maritidina P. maritimum (Youssef & Frahm, 1998) 

6-O-Metilhemantidina P. maritimum (Vázquez Tato et al., 1998)

Neronine P. longiflorum (Rangaswami & Rao, 1966) 

Norgalantamina P. sickenbergeri (Abou-Donia et al., 2002) 

Norneronine P. longiflorum (Rangaswami & Rao, 1966) 

Norpluviïna P. maritimum (Sandberg & Michel, 1968) 

Pancracina P. maritimum (Hoshino, 1998; Berkov et al., 2004)

 P. sickenbergeri (Abou-Donia et al., 2002) 

Pancratistatina P. littorale (Pettit et al., 1984) 

 P. maritimum (Youssef, 2003) 

Pancritamina P. maritimum (Youssef, 1999) 

Pretazetina P. biflo um (Ghosal et al., 1984) 

Pseudolicorina P. biflo um (Ghosal et al., 1984) 

 P. maritimum (Hoshino, 1998)

Pseudolicorina-1-O-�-D-glucòsid P. biflo um (Ghosal et al., 1984) 

Sickernbergina P. arabicum (Ahmed et al., 1964) 

 P. tortuosum (Ahmed et al., 1964) 

 P. maritimum (Hoshino, 1998)

Tazetina P. arabicum (Ahmed et al., 1964) 

 P. tortuosum (Ahmed et al., 1964) 

 P. trianthum (Dabire & Muravjova, 1983) 
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 P. biflorum (Ghosal et al., 1984) 

 P. maritimum (Berkov et al., 2004) 

Trisferidina P. trianthum (Dabire & Muravjova, 1983) 

 P. maritimum (Hoshino, 1998; Berkov et al., 2004)

Ungeremina P. maritimum (Hoshino, 1998)

Ungiminorina P. maritimum (Vázquez Tato et al., 1998)

Ungiminorina-N-òxid P. maritimum (Vázquez Tato et al., 1998)

Vitatina P. tortuosum (Ahmed et al., 1964) 

 P. maritimum (Vázquez Tato et al., 1998)

 P. sickenbergeri (Abou-Donia et al., 2002) 

Zefbetaïna P. maritimum (Hoshino, 1998)

 

 Taula 3.14.- Alcaloides de les Amaryllidaceae identificats en diferents espècies del gènere Pancratium
 

 

 Després de contrastar els resultats de la recerca amb els alcaloides identificats en 

l’espècie P. cana iense, es va determinar que dels 25 alcaloides identificats, 10 eren inèdits 

en el gènere Pancratium. Aquests 10 són l’acetilcaranina, l’anhidrolicorina, l’assoanina, la 

caranina, la galantina, l’hipamina, l’hordenina, l’incartina, la narcissidina, i la narwedina.  

r
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               CONCLUSIONS

Si bé en cada secció d’aquesta memòria ja s’han exposat les conclusions extretes

dels diferents treballs desenvolupats, a continuació s’exposen les més rellevants de cadascun

d’ells:

� L’estudi dels compostos fenòlics del material de rebuig del lavandí ha

permès determinar la seva composició fenòlica i la seva correlació amb

l’activitat antioxidant, de manera que aquest material podria constituir una 

nova font d’obtenció de compostos antioxidants d’origen vegetal, i de fàcil

accés, fet que implicaria, a més, el reciclatge d’aquest material després de la

destil·lació dels olis essencials.

� L’important paper dels compostos fenòlics en els processos de senescència i

estrès hídric es fa palès en plantes de tabac, en que, particularment els

derivats d’àcids benzoics i hidroxicinàmics, i flavonoides, augmenten

considerablement en els teixits senescents, però no els conjugats d’àcids

hidroxicinàmics amb poliamines, que disminueixen. Tots els compostos 

fenòlics, però, augmenten en plantes sotmeses a estrès hídric respecte les

plantes control.

� Les amides d’àcids hidroxicinàmics principals en les plantes de tabac són 

derivades de putrescina (cafeoïlputrescina, cumaroïlputrescina i

feruloïlputrescina), mentre que les d’Arabidopsis thaliana són derivades 

d’espermidina (cafeoïlespermidina i cumaroïlespermidina).

� L’estructura de dos flavans (7-hidroxi-3’,4’-metilendioxiflavà i 3-hidroxi-7-

metoxi-3’,4’-metilendioxiflavà) extrets de l’espècie Crinum humile ha estat 

determinada. Ambdós compostos s’han identificat per primera vegada en el

gènere Crinum, i s’aporten, per primer cop, les dades espectroscòpiques de

NMR de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflavà.

� Una sèrie de 25 alcaloides de les Amaryllidaceae han estat identificats en

l’espècie Panc a ium canariense, 10 dels quals són inèdits en el gènere 

Pancratium.

r t

Així doncs, es pot afirmar que, de manera global, els mètodes i tècniques proposats

com a eines per l’estudi metabolòmic han resultat efectius per la consecució dels diferents

objectius, aprofitant i adaptant les característiques i avantatges de cadascuna, a les

necessitats i requeriments de cada objectiu.
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A8.- Espectre de IR de 7-hidroxi-3’,4’-metilendioxiflavà (CHU1)



ppm (f1)
0.01.02.03.04.05.06.07.0

ppm (f1)
6.506.606.706.806.907.007.10

H
-4

a

H
-4

b

H
-3

H
-2

O
C

H
2O

O
C

H
3

C
D

C
l 3

H
-2

’
H

-5
H

-6
’

H
-5

’

H
-6

H
-8

O

OH

O

O

H3CO 2

5 4

3

9

8

7

6

6'

5'

4'

3'

2'

1'

10

A9.- Espectre de NMR de 1H de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflavà (CHU2)



ppm (f2)
0.01.02.03.04.05.06.07.0

-1.0

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

7.0

8.0
ppm (f1

P
os

iti
ve

N
eg

at
iv

e

A10.- Espectre de NMR de COSY de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflavà (CHU2)



ppm (f1)
100110

ppm (f1)
050100150

C
-2C

-5

C
-2

’

C
-8

C
-4C
-3

C
-6

O
C

H
2O

C
-1

0

C
-6

’

C
-5

’

C
-1

’

C
-4

’
C

-3
’C
-9C
-7

O
C

H
3

O

OH

O

O

H3CO 2

5 4

3

9

8

7

6

6'

5'

4'

3'

2'

1'

10

A11.- Espectre de NMR de 13C de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflavà (CHU2)



ppm (t1)   Cross Section #0 (row): 3.33 ppm
050100150

ppm (t1)   Cross Section #1 (row): 1.67 ppm
050100150

CH/CH3

CH2

CH

A12.- Espectre de NMR de DEPT de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflavà (CHU2)



ppm (f2)
0.01.02.03.04.05.06.07.0

0

50

100

150
ppm (f1

P
os

iti
ve

N
eg

at
iv

e

A13.- Espectre de NMR de HSQC de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflavà (CHU2)



ppm (f2)
0.01.02.03.04.05.06.07.0

50

100

150

ppm (f1

P
os

iti
ve

N
eg

at
iv

e

A14.- Espectre de NMR de HMBC de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflavà (CHU2)



A
15.-Espectre de m

asses de 3-hidroxi-7-m
etoxi-3’,4’-m

etilendioxiflavà
(C

H
U

2)obtingut per G
C

-M
S

per C
I. 

A
pareix l’ió

[M
+ H

] +de
m

/z301, que correspon a una M
w

de 300.



A16.- Espectre de IR de 3-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilendioxiflavà (CHU2)


