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It's the possibility of having a dream come true that makes life interesting
Paulo Cohelo

In an age when man has forgotten his origins and is blind even to his most essential
needs for survival, water along with other resources has become the victim of his
indifference.

Rachel Carson (Silent Spring - Chapter 4, 1962)
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PRESENTACIO DE LA MEMORIA
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2.- RESUM

El blat és un dels cereals més cultivats i d’elevada significanca a nivell mundial. Amb
I"augment de la poblacié i el voler mantenir un elevat rendiment en la produccié d’aquest
cereal, des de els anys 50 el sistema de control de plagues, males herbes i malalties s’ha
dut a terme amb I'Us de productes quimics sintetics, els plaguicides. Derivat de I'Us
continuat d’aquests productes, a mida que augmenta la demanada per una gestio agricola
més economica, creix la preocupacié per l'impacte ambiental i la salut humana derivat de
I’Gs abusiu dels plaguicides, la resistencia desenvolupada envers a aquests per les males
herbes, i els creixents costos en produccié i proteccié dels cultius. Tots aquests fets, han
portat als productors agricoles i als cientifics de molts paisos a buscar alternatives menys

agressives al medi ambient i a la poblacid en general.

L'al-lelopatia es pot definir a grans trets com la influencia directa d'una substancia
quimica, alliberada per una planta, sobre el desenvolupament i creixement d'una altre.
Des de que es coneix que els compostos al-leloquimics (provinents del metabolisme
secundari) i els seus productes de descomposicid juguen un paper important en la
resisténcia d’una planta envers a la lluita contra plagues i males herbes, ha augmentat I’
interés cientific per potenciar I'Gs de I'al-lelopatia. Per a poder avaluar les conseqiiéncies
de I'Us d’aquests compostos i facilitar la comprensié del mecanisme de I'al-lelopatia, és
important identificar quins d’ells sén presents en la planta. Dins la gran diversitat de
molecules procedents del metabolisme secundari de les plantes, els principals compostos
amb propietats al-leloquimiques en les graminies pertanyen a la familia de les
benzoxazinones. Es troben per exemple en el blat (Triticum aestivum), blat de moro (Zea
mays) o cente (Secale cereale). lLes estructures de totes les benzoxazinones es
caracteritzen per tenir un hemiacetal ciclic en combinacié amb un acid hidroxamic ciclic o
una lactama ciclica. Dins les benzoxazinones es poden diferenciar entre: els acids
hidroxamics, les lactames, els metil derivats i les benzoxazolinones. Els acids hidroxamics
s’acumulen a la planta en forma de glucosids. Aquests, son biologicament inactius, pero
enzimaticament transformats a les actives aglucones per I'accié de la 3-glucosidasa quan
el teixit vegetal es veu danyat. Posteriorment, les aglucones sdon espontaniament

degradades a les corresponents benzoxazolinones. Tots els organs vegetals contenen



guantitats variables de substancies potencialment al-lelopatiques que poden ésser
alliberades al medi ambient per mitja de I'exsudacié de les arrels, lixiviacid, volatilitzacio i
descomposicié dels residus de les plantes en el sol. Es precisament a partir de I'exsudacié
de les arrels per on principalment son alliberades les benzoxazolinones. Un cop
alliberades aquestes sén transformades a traves de factors tan biotics com abiotics a
altres compostos quimics els quals poden tenir una activitat fitotoxica molt més

destacada.

Factors ambientals i climatics, tals com la quantitat de nutrients en sol, el tipus de
fertilitzants aplicats, la temperatura, la radiacio solar, i I'Us de productes quimics pot
influenciar en el contingut de compostos al-leloquimics. També és conegut que certes
varietats de blat poden tenir un potencial al-lelopatic diferent en la lluita contra les males
herbes, el que indica que la seleccid de les varietats al-lelopatiques pot ser una estratégia

util en el control integrat de males herbes.

Amb el principal objectiu de determinar el contingut de compostos al-lelopatics en
plantes de blat i els seus productes de degradacio en el sol agricola, en diferents varietats
de blat cultivades sota diferents sistemes de cultiu, durant el transcurs d’aquesta tesi
s’han desenvolupat diverses metodologies per al seu analisi. Fins fa relativament poc
temps, la gran majoria dels procediments descrits per a la separacié i quantificacio de les
benzoxazinones s’havia dut a terme a través de la cromatografia de liquids (LC) amb
detectors ultraviolats (UV). Alguns métodes basats en la LC acoblada a I'espectrometria
de masses (LC-MS) van ser posteriorment desenvolupats. Les metodologies d’analisis
presentades son més sensibles i selectives que les descrites en bibliografia. Degut a la
baixa estabilitat dels analits, es va prioritzar el desenvolupament de metodologies rapides
i simples en I'analisi dels compostos al-lelopatics en el blat i el sol agricola. Dites
metodologies es basen en una extraccié per liquids pressuritzats (PLE), seguit d’una
purificacié de l'extracte i el posterior analisi a través de la cromatografia de liquids
acoblada a l'espectrometria de masses (LC-MS). S’han dut a terme les proves de
recuperacié en les diferents matrius, i s’han optimitzat els diferents parametres del
metode tant a nivell de preparacié de la mostra com de I'analisi instrumental. Durant la

optimitzacié de les metodologies, es va detectar la problematica que algunes vegades es



déna en I'analisi a través de la LC-MS com és I'efecte de matriu (EM). D’aquesta manera
es va dur a terme |'avaluacio de |'efecte de matriu a través de diferents métodes com sén
el de I'addicié estandard, el patré intern i la dilucié de la mostra, essent el darrer el més
apropiat. Mentre que LC-MS presenta la sensibilitat necessaria per a l'analisi de les
benzoxazinones en les fulles i arrels del blat, en el cas dels compostos al-lelopatics en el
sol, en un primer estadi es va dur a terme el desenvolupament d’una metodologia
d’analisi per LC/MS, pero degut als baixos nivells d’aquests analits presents en el sol va
ser necessari desenvolupar un meétode més sensible basat en la LC acoblada a

I’espectrometria de masses en tandem (LC-MS/MS).

Ambdues metodologies varen ser aplicades satisfactoriament en I'analisi de mostres de
blat i sol agricola en dues campanyes de presa de mostra. Els resultats obtinguts de la
determinacié dels diferents analits corresponen a mostres de diferents varietats de blat
cultivades sota I'agricultura convencional (Us de plaguicides) i organica. En cadascuna
d’aquestes campanyes es van analitzar mostres de blat i sol a diferents estadis de
creixement de la planta. Amb l'objectiu de determinar en quina part de la planta es
troben els diferents metabolits, es van analitzar les fulles, les arrels i les llavors
germinades. Els resultats obtinguts evidencien que la conservacié de les mostres és un
punt important a tenir en compte donada la baixa estabilitat dels compostos analitzats.
S’ha observat que el contingut de compostos disminueix a mida que la planta creix,
evidenciant que aquests analits sén sintetitzats en les primeres etapes de creixement de
la planta. En general s’observen majors concentracions en les plantes de blat cultivades
en condicions convencionals que organiques. Mentre que el nivell total de compostos és
més elevat en les fulles dels primers estadis de creixement i després el contingut decau
d’un estadi a un altre, en 'arrel aquesta davallada és menys pronunciada i es manté més
estable a mida que la planta creix. L'estudi ANOVA factorial aplicat a I'analisi de les
mostres de la segona campanya mostren que els factors estadi de creixement, el tipus de
matriu i el tipus d’agricultura aplicada tenen un pes important en el contingut total de
compostos al-leloquimics presents en la planta de blat. L’analisi de les mostres de sol
agricola corroboren les vies de degradacié de les benzoxazolinones, presentades en

diferents estudis de biotransformacid dutes a terme a nivell de laboratori.



3.- ESTRUCTURA DE LA TESI

La present memoria esta estructurada en 5 capitols i s’ha escrit com a compendi
d’articles. En el primer capitol s’introdueix el tema de l'al-lelopatia en plantes com a
alternativa a I'ds de compostos sintétics en la gestid agricola. Es descriuen quins son els
punts més importants en l'estudi d’aquest fenomen, els compostos implicats, el seu
origen i es revisen quines son les metodologies analitiques per a la seva determinacid en

plantes de blat i sols agricoles.

Els capitols del 2, 3 i 4, recullen el treball experimental realitzat durant el transcurs de la
Tesi Doctoral, i presenten una estructura similar. Cada capitol s’inicia amb una introduccio
al tema desenvolupat, seguit dels objectius concrets plantejats. El treball experimental
realitzat es presenta en forma de publicacions cientifiques i posteriorment, des de una
perspectiva global, es discuteixen els resultats obtinguts. Finalment s’inclou la bibliografia

consultada.

El capitol 2 presenta el desenvolupament i optimitzacié d’'una metodologia analitica per a
la determinacié de 8 benzoxazinones en la fulla i arrel de plantes de blat. Dita
metodologia es basa en una extraccio per SPE seguit de I'analisi per LC-MS. També es du a
terme una valoracié de I'efecte de matriu trobat durant I'analisi de les mostres per tal de

dur a terme una correcta quantificacio dels analits objectius d’estudi.

El capitol 3 presenta el desenvolupament i optimitzacié d’'una metodologia analitica per a
I’analisi dels compostos de degradacid en el sol agricola. Dita metodologia va requerir el
desenvolupament d’'una metodologia més sensible donats els baixos nivells dels analits
present en les mostres de sol. Dita metodologia es basa en una extraccidé per PLE seguit

de I'analisi per LC-MS/MS.

En el capitol 4 s’exposen els resultats obtinguts d’aplicar les metodologies
desenvolupades i els resultats obtinguts en quant a nivells de concentracid i distribucio en

la planta i el sol agricola en funcio a les diferents condicions establertes.



Finalment, en el capitol 5 es recullen les conclusions generals obtingudes en aquesta Tesi
Doctoral. A continuacié, al final de la memoria s’inclouen I'index d’abreviatures i
acronims, I'index de figures, I'index de taules i les publicacions realitzades durant el

transcurs de la Tesi Doctoral que no han estat incloses en la memoria.

La distribucio de les publicacions incloses en aquesta memoria és la seglient:
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Capitol Ill.- Metodologia analitica en sols

Publicacio cientifica #4:  Guillamon, M., Villagrasa, M.; Eljarrat, E.; Barcelo, D.
Development of a liquid chromatography-electrospray mass spectrometric method for
the simultaneous analysis of benzoxazolinones and their degradation products. Journal of

Chromatography A, 2004. 1052: p. 53-59.

Publicacio cientifica #5: Villagrasa, M., Guillamon, M.; Navarro, A.; Eljarrat, E.; Barcelo, D.
Development of a pressurized liquid extraction-solid phase extraction followed by liquid

chromatography-electrospray ionization tandem mass spectrometry method for the
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