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CAPÍTOL II.- METODOLOGÍA ANALÍTICA EN PLANTES 

II.1. INTRODUCCIÓ I OBJECTIUS 

 

Una alternativa a l’ús de plaguicides sintètics pel control de les males herbes i/o plagues 

podria venir donat per explotar les defenses químiques naturals que presenten els 

cereals, entre ells el blat. Un dels passos a dur a terme en l’estudi de l’al·lelopatia és 

identificar quins metabòlits estan implicats en el metabolisme de defensa de les plantes. 

Tal i com s’ha comentat a la introducció, els àcids hidroxàmics juntament amb les 

benzoxazolinones podrien ser uns possibles substituts dels plaguicides sintètics en la 

protecció agrícola. Per aquestes raons es fa necessari el disposar de metodologies 

analítiques per tal de determinar el contingut d’aquests compostos en cultius, i en 

concret en la present tesi en el cultiu de blat. La LC amb detecció UV ha estat la tècnica 

més àmpliament usada en l’anàlisi de compostos al·lelopàtics. No obstant, donada la 

baixa selectivitat i especificitat d’aquesta tècnica es fa necessari el desenvolupament de 

noves metodologies més avançades. La GC-MS també ha estat aplicada en l’anàlisi 

d’aquests compostos però el fet d’invertir força temps en la preparació de la mostra la fa 

desfavorable per a l’anàlisi d’un nombre elevat de mostres. 

 

El desenvolupament de la LC-MS en l’anàlisi de mostres ambientals pot oferir avantatges 

tals com la reducció en el temps de preparació de la mostra, millora dels límits de 

detecció i una major selectivitat i especificitat.Un punt important a tenir en compte en el 

desenvolupament de les metodologies analítiques és l’estabilitat dels analits. Les 

benzoxazinones són inestables a la hidròlisi, especialment aquelles que tenen un 

hemiacetal cíclic en la seva estructura (DIBOA, DIMBOA) i la seva degradació és 

catalitzada en condicions bàsiques. Per tal d’estabilitzar aquests compostos, la seva 

extracció i anàlisi es du a terme generalment en medi àcid. 
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L’altre punt a tenir en compte és com dur a terme l’anàlisi quantitativa. La majoria dels 

treballs descrits no han usat la incorporació de patrons interns amb la finalitat de 

determinar la recuperació dels analits, i per tant no aporten informació sobre l’eficiència 

de la recuperació, pèrdues durant la preparació de la mostra o l’eficàcia de la tècnica 

analítica emprada. La seva quantificació s’ha dut a terme únicament per comparació amb 

les corbes de calibratge de solucions de patrons purs i el compost BOA ha estat usat com 

a patró intern, però el seu ús és desaconsellable ja que pot estar present en les matrius a 

analitzar.  

 

A continuació es presenten i es discuteixen les metodologies analítiques 

desenvolupadesdurant el transcurs de la tesi per dur a terme l’anàlisi de compostos 

al·lelopàtics en plantes de blat mitjançant la LC-MS. En aquest context, els principals 

objectius plantejats han estat: 

 

1.- Optimitzar les condicions per a la ionització de les benzoxazinones i la seva 

fragmentació, amb la finalitat de realitzar una anàlisi mitjançant LC-MS en el mode 

d’adquisició SIM. 

 

2.- Desenvolupar una metodologia analítica ràpida i simple per determinar les 8 

benzoxazinones simultàniament en matrius complexes, com són les fulles i les 

arrels del blat mitjançant l’extracció amb PLE seguit d’una etapa de neteja amb 

SPE. 

 

3.- Optimitzar la quantificació de benzoxazinones en matriu per LC-MS, fent una 

valoració de l’efecte de supressió iònica a través de diferents metodologies com 

són l’addició estàndard, la dilució de la mostra, i l’ús de patró intern. 

 

II.2. SELECCIÓ DELS ANALITS I DISPONIBILITAT DELS ESTÀNDARDS 

 

En base a la bibliografia consultada [1-6] i els objectius establerts en el projecte 

FATEALLCHEM, els compostos químics identificats amb més potencial al.leloquímic en el 

blat, pertanyen a la família de les benzoxazinones. A la Figura II.1 es presenten els analits 

d’estudi. 
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Figura II.1.- Estructura dels analits d’estudi 

 

Un dels punts més crítics associats a l’anàlisi d’aquests compostos és la baixa 

disponibilitat comercial dels patrons analítics, fet que implica haver de sintetitzar o aïllar 

de les mateixes plantes els compostos d’interès. Els estàndards que es varen fer servir per 

dur a terme les anàlisis provenen de fonts naturals i ens van estar subministrats per 

diferents laboratoris, que han desenvolupat mètodes per aïllar aquests compostos de la 

planta, principalment del blat de moro, o bé han desenvolupat vies de síntesi per a la seva 

obtenció. Els derivats metoxilats (Dimboa-Glc, HMBOA, DIMBOA) es poden aïllar de les 

plantes del blat de moro [7], mentre que la resta (Diboa-Glc, HBOA, DIBOA) s’obtenen de 

les arrels de l’Aphelandratetragona [8].En la Figura II.2 es mostra el procediment bàsic 

d’obtenció d’aquests analits. 

 

 

Figura II.2.- Esquema de l’aïllament dels compostos glucosats, aglucones i benzoxazolinones de fonts naturals. 
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Aquest procediment es basa principalment en: una primera extracció amb MeOH/H2O en 

medi àcid seguit d’una extracció amb acetat d’etil. A partir d’aquest moment, es tracten 

per separat la fase aquosa i la fase orgànica.La fase orgànica es passa per una columna del 

gel de sílice per tal d’obtenir les aglucones, mentre que la fase aquosa s’extreu amb 

butanol (n-BuOH) i es purifica en una columna de Sephadex per tal d‘obtenir els 

compostos glucosats. Posteriorment, les benzoxazolinones MBOA i BOA s’obtenen 

escalfant solucions aquoses de DIMBOA i DIBOA, respectivament, a 70
o
C durant 1 hora 

[9]. A banda dels mètodes desenvolupats per a l’aïllament dels analits de les plantes, 

també han estat desenvolupades diferents rutes de síntesi per a la obtenció d’aquests 

compostos [10-15].  

 

Degut a l’elevada degradació i/o baixa estabilitat que presenten els analits d’interès [9],es 

va creure necessari fer un estudi preliminar de la seva estabilitat per tal d’assegurar-ne la 

qualitat de l’anàlisi. Per determinar l’estabilitat dels analits, solucions patró d’aquests es 

van conservar a diferents temperatures: a temperatura ambient (20
o
C), a 4

o
C i a -20

o
C en 

MeOH en medi àcid (1% àcid acètic (HOAc)). Diàriament i durant una setmana es van 

analitzar per triplicat les solucions de patró conservades a les diferents temperatures 

mitjançant LC-MS. Els millors resultats es van obtenir conservant les mostres a -20
o
C. A la 

Figura II.3es mostren els resultats obtinguts als 7 dies a la temperatura de conservació de 

-20
o
C.  

 

Figura II.3.-  Degradació dels analits seleccionats als 7 dies a la temperatura de -20
o
C. 
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Com es pot comprovar, els resultats mostren que els compostos Dimboa-Glc, BOA i MBOA 

romanen estables, els analits HBOA i DIBOA pateixen una pèrdua del 10% i HMBOA i 

DIMBOA són els menys estables amb una degradació del 20%. Aquest fet ens va implicar 

haver de treballar de forma molt acurada preparant els patrons i les mostres just abans 

dela seva anàlisi i conservant-los sempre a -20
o
C i mai passats 7 dies des de la seva 

preparació. 

 

Si es vol avaluar l’eficàcia del procediment del tractament en cadascuna de les mostres, 

és recomanable treballar amb patrons interns (o surrogates). Aquests, són compostos 

amb característiques químiques similars als analits d’interès i són addicionats en una 

quantitat coneguda abans del procés de preparació de la mostra. Per tal que sigui viable, 

ha de tenir un comportament molt semblant als analits objectiu, una similitud en 

l’estructura química, recuperacions semblants i no ha d’estar present en les mostres a 

analitzar. Per tot això, el més ideal seria usar patrons marcats isotòpicament, però a la 

pràctica és difícil poder disposar d’aquests patrons tant per la seva disponibilitat 

comercial com pel seu elevat cost.  En el nostre cas es van provar tres compostos amb 

característiques similars als analits d’interès: el 2-MeO-HBOA, l’Indoxyl-Glc i Quercetin-3-

O-rutinoside, les estructures dels quals es mostren a la Figura II.4. 

 

 

 

  

Indoxyl-β-D-glucosat Quercetin-3-o-rutinoside 2-MeO-HBOA 

Figura II.4.- Estructures dels compostos químics testats com a patrons interns 
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II.3. PUBLICACIONS CIENTÍFIQUES 

 

El treball referent a la metodologia analítica en plantes emmarcat en aquest capítol ha 

donat lloc a dues publicacions científiques. La primera tracta sobre el desenvolupament i 

validació del mètode d’anàlisi i es troba descrit a la secció II.3.1 del present capítol, amb 

el títol: “Determination of Benzoxazinone Derivatives in Plants by Combining Pressurized 

Liquid Extraction-Solid Phase Extraction Followed by LiquidChromatography-Electrospray 

Mass Spectrometry”. Mentre que la publicació referent a l’estudi de l’efecte matriu es 

troba descrit a la secció II.3.2 del present capítol, amb el títol: “Matrix effect in liquid 

chromatography–electrospray ionization mass spectrometry analysis of benzoxazinoid 

derivatives in plant material”.  
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II.3.1. Desenvolupament i validació d’una metodologia analítica en l’anàlisi 
de benzoxazinones i els seus derivats en el blat 

 

 

 

 

 

 

Publicació científica #2 

 

“Determination of Benzoxazinone Derivatives in Plants by Combining Pressurized Liquid 

Extraction-Solid-Phase Extraction Followed by Liquid Chromatography-Electrospray 

Mass Spectrometry”  

 

Per: 

Marta Villagrasa, MiriamGuillamón, EthelEljarrat i Damià Barceló 

Revista: 

Journal of AgriculturalandFoodChemistry 
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II.3.2. Avaluació de l’efecte matriu en l’anàlisi de benzoxazinones 

 

 

 

 

 

 

Publicació científica #3 

“Matrixeffect in liquid chromatography–electrospray ionization mass spectrometry 

analysis of benzoxazinoid derivatives in plant material”. 

 

 

Per: 

Marta Villagrasa, EthelEljarrat i Damià Barceló 

Revista: 

Journal of Chromatography A 
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II.4. DISCUSSIÓ DELS RESULTATS 

 

Les metodologies desenvolupades en aquest capítol, han fet possible dur a terme l’anàlisi 

simultània dels compostos glucosats (Diboa-Glc, Dimboa-Glc), les aglucones (DIBOA i 

DIMBOA), les benzoxazolinones (BOA, MBOA) i les lactames (HBOA i HMBOA). En ambdós 

estudis, inclosos en aquesta secció, es van aconseguir optimitzar i validar les condicions 

de preparació, anàlisi i quantificació dels compostos objectiu permetent la seva 

determinació en mostres de fulla i arrel de blat, mitjançant protocols d’anàlisi senzills i 

robustos.  

 

Anàlisi Instrumental 

 

L’anàlisi instrumental es va dur a través de la LC-MS. L’elecció de realitzar les anàlisis per 

LC ve donada per la polaritat i la baixa volatilitat dels compostos. L’acoblament a MS ens 

va permetre obtenir una major sensibilitat i selectivitat respecte a les anàlisis descrites en 

la bibliografia que basen les seves anàlisis principalment a través de LC-UV. 

 

Per altra banda, en el nostre laboratori ja s’havia desenvolupat una metodologia d’anàlisi 

utilitzant la LC-MS/MS [16], aportant major selectivitat i sensibilitat envers la LC-MS. Però 

donat que en aquell moment aquestametodologia era d’elevat cost, hi havia un nombre 

elevat de mostres a analitzar, i els nivells presents en la planta ens permetien usar la MS 

simple, es va decidir desenvolupar una nova metodologia basada en aquesta tècnica. 

 

Les fases mòbils més comunament usades per l’anàlisi de les benzoxazinones han estat 

mescles d’H2O amb modificadors àcids (HOAc o fosfòric (H3PO4)) o solucions tampó 

(Na2HPO4) com a solvent aquós i MeOH com a solvent orgànic. El treball de Bonnington et 

al. [16] ens va servir com a base per a la optimització cromatogràfica i la fase mòbil usada 

va ser H2O/H
+
 (0.05% HOAC) i MeOH/H

+
 (0.05%).  

 

L’anàlisi de MS es va dur a terme en mode SIM (Select IonMonitoring) on es seleccionen 

els ions més abundants en la fragmentació de cadascun dels analits per a la seva 

quantificació i els menys abundants per a la confirmació.Les condicions òptimes en 
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l’anàlisi de MS van ser escollides en funció a l’abundància i fragmentació de cada analit en 

el mode d’escombrat (SCAN). 

 

L’espectròmetre de masses equipat amb font d’ionització a pressió atmosfèrica (API), va 

ser usat amb interfase ESI en polaritat negativa.Per tal d’obtenir la informació estructural 

necessària i la màxima sensibilitat,es van optimitzar diferents paràmetres com la pressió 

del gas de nebulització, de 50 a 60psi; la temperatura del gas, de 250 a 350
o
C; i el 

potencial de fragmentació, de 70 a 250V. Les condicions òptimes del potencial de 

fragmentació van ser de 250V pels compostos més polars (glucosats, HBOA, DIBOA, 

HMBOA i DIMBOA) i de 70V per la resta.A tall d’exemple es mostra a la Figura II.5 la 

senyal obtinguda pels compostos glucosats amb el potencial de fragmentació a 250V que 

és millor que la obtinguda a 70V. Amb un voltatge de fragmentació de 250V la molècula 

glucosada es fragmenta i ens proporciona major senyal.  

 

 

Figura II.5.- Senyal obtinguda a diferents voltatges de fragmentació pels compostos glucosats 

 

La separació cromatogràfica s’engloba en dues finestres cromatogràfiques, una 

corresponent als compostos que s’elueixen de 0-15 min aplicant el potencial de 

fragmentació a 250V i l’altre als que ho fan a partir del minut 15 amb potencial de 

fragmentació de 70V.A part de l’anàlisi per LC-MS els diferents analits varen ser 

confirmats on-line amb el detector UV Model 996 photodiodeArray en l’interval de 250-

440nm (Taula II.1). 
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Taula II.1.- Taula dels compostos analitzats, el seu pes molecular, el pic corresponent al cromatograma (Figura II.6) i la 

longitud d’ona a la que són monitoritzats (* Patrons interns). 

Compost MW Pic DAD(nm) 

Indoxyl-β-D-glucosat* 295 1 229,280 

Diboa-Glc 343 2 255,280 

Dimboa-Glc 373 3 263,280 

HBOA 165 4 229,280 

DIBOA 135 5 263,280 

HMBOA 195 6 255,280 

DIMBOA 165 7 255,263,280 

BOA 135 8 229,280 

Quercetin-3-0-rutinoside*  610 9 229,280 

MBOA 165 10 229,280 

2-MeOH-HBOA * 179 11 255,280 

 

A la Figura II.6 es mostra el cromatograma obtingut per a una mescla patró, mitjançant 

DAD (a) i MS (b). Com es pot observar, per al DAD la separació entre compostos no és la 

òptima i inclús el BOA i el Quercetin 3-o-Rutinoside coelueixen en un sol pic. No obstant, 

al treballar en MS en mode SIM la separació és bona per a la totalitat dels compostos. 

 

a) 

 

b) 

 

Figura II.6.- Cromatograma corresponent a un patró de 1ng/µL (a) DAD a 280 nm. (b) Ions monitoritzats per analit 
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Tractament de la mostra 

 

El procediment analític seguit en el tractament de les mostres consta d’una sèrie d’etapes 

interrelacionades entre si com són: la liofilització del material de la planta,una extracció 

dels analits per PLE, una etapa de concentració i filtració, seguit d’una etapa de purificació 

(Figura II.7). 

 

 

Figura II.7.- Esquema del procés de preparació de les mostres de blat 

 

Tal i com queda descrit en l’article sobre la metodologia d’anàlisi, les etapes més 

determinants en quant a l’estabilitat i la recuperació dels analits durant la preparació de 

la mostra van ser l’extracció i el procés de neteja de l’extracte obtingut. Donat l’elevat 

nombre de mostres a analitzar i la coneixença de la inestabilitat dels analits, es va optar 

per dur a terme l’extracció per PLE. No s’han trobat referències de l’extracció de 

compostos al·lelopàtics per PLE, essent per tant, el primer mètode desenvolupat per a 

l’extracció de benzoxazinones a través d’aquesta tècnica. En el moment en que es va dur 

a terme la optimització de la present metodologia, la PLE era un mètode d’extracció 

relativament nou, amb l’avantatge respecte altres tècniques d’extracció, de baix consum 

de dissolvents i temps d’extracció més curts. Tal i com s’ha comentat a la introducció, els 

paràmetres més influents per tal d’obtenir un mètode d’extracció per PLE eficaç  són, els 

dissolvents d’extracció; la temperatura; la pressió; els cicles en que es repeteix 

Liofilització

Extracció

ASE 200 Dionex

Concentració

Filtració

Purificació (SPE)

Cartutx RP C18

Temps:24h

Dissolvent: MeOH/H+

Tª: 150ºC

Flux:60%

Rotaevaporació fins a 

sequedat

Filtres

FP 30/5.0 CN

f1: 100% H20

f2: MeOH/H20/H+ 



 

133 
 

 Metodologia analítica en plantes 

l’extracció; la quantitat de dissolvent que entra dins la cel·la en cada cicle, expressat en 

percentatge de volum total de la cel·la (% flux); el temps estàtic d’extracció; i el temps  

necessari per escalfar la cel·la des de que entra dins el forn fins que assoleix la 

temperatura desitjada. Així doncs, per a l’etapa d’extracció, es van optimitzar tres dels 

paràmetres més influents com són la composició del dissolvent, la temperatura i el % de 

flux.Coneixent la baixa estabilitat del Dimboa-Glc i el DIMBOA envers la temperatura, es 

van fer proves addicionant únicament aquests analits i es va dur a terme l’extracció a 

diferents temperatures per tal de comprovar si durant el procés d’extracció, aquests es 

degradaven a DIMBOA i MBOA, respectivament. Tot i que les recuperacions obtingudes 

no són molt elevades, en cap dels casos es va determinar la presència de MBOA en els 

extractes analitzats.  

 

Una possible explicació a aquest fet, tot i que dur a terme l’extracció a elevades 

temperatures, podria estar vinculat a una degradació d’aquests compostos, segons el 

principi de funcionament de la PLE, l’aplicació de temperatures altes redueix la viscositat i 

la tensió superficial dels solvents i augmenta la difusió solut-dissolvent, millorant així el 

contacte entre els analits i els solvents d’extracció. També ajuda a trencar les interaccions 

fortes entre el compostos i la matriu, facilitant l’alliberació d’aquests al medi d’extracció. 

Treballar a pressió elevada assegura que el dissolvent no excedeixi el seu punt d’ebullició, 

mantenint-se en estat líquid durant tot el procés i a més a més, ajuda a que les bombolles 

d’aire que es puguin formar es desfacin, exposant així, la major quantitat de mostra al 

medi d’extracció. No obstant, hi pot haver l’inconvenient d’extreure altres components 

que no siguin els d’interès. 

 

Donat que les matrius a extreure són complexes, es va creure convenient aplicar una 

etapa de filtració i purificació de l’extracte. De la bibliografia consultada, només l’article 

deBaumeler et al. [8] descriu una etapa de purificació de les mostres i ens va servir de 

base per a l’etapa de purificació aplicada al nostre mètode. Tot i així, es van dur a terme 

algunes modificacions per tal d’obtenir recuperacions acceptables dels analits objectiu.No 

obstant, s’ha de tenir en compte que tot i les millores proposades, els compostos més 

polars (Diboa-Glc, Dimboa-Glc, DIBOA i HBOA) elueixen principalment enla primera 

fracció d’elució, essent necessari analitzar les dues fraccions per tal de quantificar-los. 
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Aquest fet no implica un handicap important en l’aplicació d’aquesta etapa a les mostres 

de blat, ja que tal i com s’ha comentat anteriorment, els compostos majoritarisen el blat 

corresponen als compostos amb el grup metoxi en la seva estructura, que elueixen 

principalment en la segona fracció d’elució. 

 

En resum, en cadascuna de les etapes es varen obtenir bones recuperacions per a tots els 

analits a excepció de les obtingudes per al Quercetin-3-O-rutinosidedurant el procés 

d’extracció i la obtinguda pel Indoxyl-ββββ-D-glucosat en el procés de neteja (Taula II.2). 

Aquest fet fa que l’ús d’aquests analits com a patrons interns (surrogate) no sigui una 

opció viable. Tot i que l’analit 2-MeOH-HBOA va presentar bones recuperacions en totes 

les etapes, finalment es va decidir usar-lo posteriorment com a patró intern de 

quantificació juntament ambl’Indoxyl-β-D-glucosat. 

 

 

Taula II.2.- Recuperacions obtingudes en les diferents etapes de pretractament de la mostra 

Etapa Rang de recuperació Compost amb baixa recuperació 

Liofilització  81-105  

Concentració 95-102  

Filtració 76-111  

Extracció 70-126 Quercetin-3-O-rutinoside (11) 

DIMBOA (29) 

Purificació 67-106 Quercetin-3-O-rutinoside (25) 

Indoxyl-β-D-glucosat (35) 

 

 

Un cop optimitzats tots els paràmetres del procés de preparació de la mostra, es va 

fortificar una mostra d’arrel i una altra de fulla amb una mescla de patrons. Les 

recuperacions obtingudes, en el procés sense matriu i per a les dues matrius d’estudi, es 

troben representades en un diagrama de barres en la Figura II.8. Per a la matriu arrel, a 

excepció del HMBOA i DIMBOA,  les recuperacions dels analits van ser comparables a les 

obtingudes amb patrons. En el cas de la fulla, els compostos Diboa-Glc, Dimboa-Glc, BOA i 

MBOA van mostrar recuperacions comparables a les obtingudes amb patrons, mentre 

que pel HMBOA, el DIMBOA, el HBOA i el DIBOA es van obtenir recuperacions més baixes. 

En vista d’aquests resultats, es va pensar que les baixes recuperacions obtingudes dels 

compostos tan en la mostra d’arrel com en la de fulla, podrien ser degudes a l’efecte 
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matriu, fet que implicaria una afectació molt negativa sobre la quantificació de les 

mostres.  

 

 

Figura II.8.- Recuperacions del procés complert. *Anàlisi de la primera i segona fracció d’elució 

 

Estudi de l’efecte matriu 

 

La quantificació és un dels aspectes més crítics a l’hora d’assegurar la qualitat dels 

resultats obtinguts a través de qualsevol tècnica d’anàlisi. D’aquesta manera per tal de 

poder validar la metodologia desenvolupada es va estimar oportú fer un estudi de l’efecte 

matriu en les mostres per tal d’intentar minimitzar-lo i obtenir un mètode d’anàlisi i 

quantificació fiable i reproduïble. 

 

Amb alguns detectors com els basats en UV, és relativament freqüent que els 

components de la matriu també absorbeixin a la mateixa longitud d’ona que l’analit, 

especialment en mostres complexes i el mateix pot passar amb analitzadors de quadrupol 

simple. D’aquesta manera, és possible que en alguns casos, quan es comparen les àrees 

corresponents als pics del patró amb els d’una mostra fortificada al mateix nivell, es pot 

trobar falta de concordança entre les mateixes. Això és degut a la presència d’interferents 

en la matriu que afecten a la ionització dels analits, comportant que la resposta sigui 

diferent en absència o presència de la mateixa. Normalment el resultat d’aquests efectes 

es tradueix en una supressió de la senyal de l’analit en presència de matriu, tot i que 

també es pot donar l’efecte contrari, és a dir, un augment de la mateixa. En tot cas, les 
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conseqüències de l’efecte matriu es tradueixen en importants errors en la quantificació 

dels analits d’interès. L’efecte de matriu depèn de les característiques físico-químiques de 

l’analit, de la interfase usada i especialment de les característiques dels interferents que 

elueixin de la columna al mateix temps de retenció que l’analit. D’aquesta manera és fàcil 

pensar que els analits poden presentar un efecte matriu diferent en funció del temps de 

retenció en els qual elueixen. L’avaluació de l’efecte de matriu (EM) es pot dur a terme 

comparant la resposta de l’analit en presència i absència de matriu de la següent manera: 

 

% �� =
Resposta de l′analit addicionat a matriu

Resposta de l′analit en un patró pur a la mateixa concentració
x100 

On: 

%EM=100, indica que no hi ha EM 

%EM>100, indica que hi ha EM produït per un realç de la senyal 

%EM<100, indica que hi ha EM produït per una supressió de la senyal 

 

A la Figura II.9 es mostren els valors de %EM calculats a partir de la resposta dels 

diferents analits en matriu fulla i arrel respecte a la senyal en el patró pur. Tal i com 

s’observa en la Figura II.9, l’EM calculat per a tots els compostos és inferior al 100% tan en 

la matriu arrel com en la fulla, el que ens indica que hi ha un efecte de supressió de la 

senyal dels analits en matriu respecte la senyal en el patró. Els compostos HBOA, DIBOA i 

HMBOA són els que es veuen més afectats per l’efecte de matriu especialment en la fulla 

amb %EM de 8, 22 i 13 %, respectivament. 

 

 

Figura II. 9.- EM calculat en una mostra de fulla (verd) i arrel (taronja) 
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Degut a la importància d’aquest fenomen i les repercussions que pot tenir en la 

quantificació, resulta necessari eliminar-lo o bé minimitzar-lo amb la finalitat que els 

errors comesos siguin acceptables. Hi ha diferents estratègies que poden ser dutes a 

terme per tal de minimitzar aquest efecte com són: el mètode de calibratge per patró 

intern, addició estàndard, dilució de l’extracte i un tractament de la mostra més 

exhaustiu. Algunes d’aquestes metodologies queden recollides en el segon article 

presentat en aquest capítol. A continuació es detallen els trets més importants d’aplicar-

les i els resultats obtinguts.  

 

1.- Optar pel mètode de calibratge per patró intern seria una estratègia efectiva per 

reduir la supressió de la senyal. No obstant, un important requisit és que l’analit i el patró 

intern presentin característiques químiques similars i per tant temps de retenció el més 

propers possibles. Malgrat el potencial d’aquesta metodologia, en el nostre cas, no és una 

tècnica viable donada la manca de patrons marcats isotòpicament. També cal esmentar 

que en el cas que fossin disponibles, aquests tenen un cost elevat al qual no tots els 

laboratoris poden accedir. En aquest estudi només disposàvem de dos compostos no 

marcats isotòpicament per tal d’avaluar-los com a possibles patrons interns i corregir així 

la supressió de la senyal. A tall d’exemple es mostra la Figura II.10com es pot compensar 

l’efecte de matriu en la fulla pels compostos glucosats usant l’Indoxyl-β-D-glucosat com a 

patró intern.  

 

En el cas del calibratge extern pel Diboa-Glc quan comparem les pendents de la recta amb 

patrons i en matriu fulla, tenim una disminució del pendent del 37%. Aquesta disminució 

es veu reduïda quan s’introdueix el patró intern fins a un 17%.  En el cas del Dimboa-Glc 

es passa del 62% al 49%. Així doncs, s’observa una reducció en l’efecte de matriu però 

degut a que el patró intern no és elmés adequat, es segueix observant efecte de matriu. 

Per aquesta raó aquest mètode va ser descartat.  
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Figura II.10.-Corbes de calibratge pels els compostos glucosats obtingudes per calibratge intern i extern 

 

2.- El mètode d’addició estàndard seria el més adient en la correcció de l’efecte de 

supressió observat, però aquesta estratègia requereix d’un major nombre d’anàlisis on 

cada mostra ha de ser calibrada i quantificada per separat. Un altre dels inconvenients 

per poder aplicar aquesta metodologia a les nostres mostres és el de no disposar d’una 

matriu control, sense presència d’analits, per a preparar les rectes d’addició estàndard i 

poder quantificar així totes les mostres d’interès. 

 

3.- La tercera aproximació d’estudi va ser la de dur a terme una dilució de l’extracte amb 

l’objectiu de disminuir la quantitat de mostra injectada. La dilució de l’extracte pot reduir 

l’efecte de la supressió de la senyal, però també pot donar lloc a una disminució de la 

mateixa. Per tant, s’ha d’arribar a un compromís amb la sensibilitat del mètode. El fet de 

diluir la mostra ens permet reduir al màxim l’efecte de matriu i dur a terme la 

quantificació dels analits d’interès amb la recta de calibratge preparada en MeOH/H
+
. 

 

Tal i com queda descrit en el segon article científic del present capítol, es va dur a terme 

un estudi de dilució de la mostra successivament a la meitat que va ser comparada amb la 

senyal d’un patró preparat sense matriu a les mateixes dilucions. El fet de diluir l’extracte 

de matriu a la meitat indicaria també una reducció de la senyal de l’analit a la meitat. No 
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obstant, en molts casos el que succeeix és que la senyal obtinguda és superior a la inicial 

de l’analit sense diluir l’extracte, fet que indica que hi ha hagut una reducció de l’efecte 

provocat per la matriu. En el moment en que la senyal obtinguda és igual a la senyal 

teòrica a la dilució corresponent, es considera que s’ha reduït al màxim l’efecte en la 

supressió de la senyal de l’analit.  

 

Per a la matriu arrel, l’estudi es va fer amb matriu fortificada amb els analits Diboa-Glc, 

HBOA, DIBOA i BOA (Figura II.11).La dilució que es considera on l’efecte matriu s’ha 

eliminat o reduït al màxim possible correspon a la de color groc. Per al Diboa-Glc, HBOA, 

DIBOA i BOA la dilució correspondria a 1:4. 

 

 

Figura II.11.- Gràfics de la dilució de l’arrel fortificada 

 

Per a la resta de compostos (Dimboa-Glc, MBOA, HMBOA i DIMBOA), donat que els nivells 

presents en la matriu són elevats, es va fer l’estudi amb la matriu sense fortificar (Figura 

II.12).  Aquests compostos s’han detectat en la matriu sense diluir, però es pot veure que 

al diluir la mostra a la meitat la senyal obtinguda no es redueix a la meitat. En proporció la 

senyal és major, fet que ens fa  pensar en que hi ha efecte matriu. En el moment en que 

la senyal és la meitat que l’anterior suposem que ja no existeix efecte matriu o que 
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aquesta s’ha reduït al màxim. Per aquest grup de compostos la dilució necessària (barra 

de color groc) correspondria a 1:8, excepte per al DIMBOA on seria necessària una dilució 

de 1:32. Vàrem concloure que diluir l’extracte d’arrel 5 vegades ,ens permetia poder 

quantificar les mostres utilitzant la recta de calibratge preparada amb els patrons en 

MeOH/H
+
 sense matriu. 

 

 

 

Figura II.12.- Gràfics de la dilució de l’arrel sense fortificar 

 

 

Els resultats de la matriu fulla també es mostren en forma de gràfic similar als anteriors 

(Figura II.13). La dilució on es considera que l’efecte matriu s’ha eliminat o reduït al 

màxim possible en la matriu fulla va correspondreen tots els casos a la dilució 1:8 excepte 

per al HBOA i HMBOA que és de 1:16. Arribant a un compromís es va decidir diluir les 

mostres 10 vegades.  
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Figura II.13.- Dilució de la matriu fulla fortificada 

 

4.- Dur a terme un pretractament de la mostra més exhaustiu, com pot ser l’aplicació 

d’una etapa de purificació més extensivatambé ens podria aportar a minimitzar aquest 

efecte. El principals inconvenients derivats d’aquesta acció són el temps que es 

consumeix, es podria donar una major pèrdua dels analits, una contaminació de la mostra 

o bé una preconcentració d’un major nombre d’interferents. Així doncs, tal i com queda 

descrit en l’article presentat en aquest capítol el mètode que ens va aportar millors 

resultats va ser el d’aplicar la dilució de les mostres.  
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 Capítol II 

Valoració del mètode desenvolupat 

 

Un cop optimitzats els diferents paràmetres tant instrumentals com de tractament de la 

mostra i dut a terme la valoració de l’efecte matriu sobre la ionització dels analits 

d’interès en fulles i arrels a través de la dilució de la mostra, es va dur a terme la validació 

del mètode determinant els paràmetres de qualitat com són: els intervals de linealitat, les 

recuperacions, la reproductibilitat i la sensibilitat amb els límits de detecció i 

quantificació. Les recuperacions obtingudes varen ser majors del 61% en ambdues 

matrius per a tots els compostos excepte pel DIMBOA amb recuperacions del 22% en fulla 

i del 27% en arrel. La baixa recuperació d’aquest compost va ser atribuïda a la seva baixa 

estabilitat. 

 

Dins del projecte FATEALLCHEM es va dur a terme un exercici intercomparatiu entre dues 

metodologies d’anàlisi on es va comparar tant el procediment d’extracció com l’anàlisi 

instrumental realitzat en dos laboratoris diferents. La primera metodologia, 

desenvolupada al Institute of SoilScienceand Plant Cultivation de Polònia, estava basada 

en dues extraccions per ultrasons MeOH/H
+
 (1%HOAc) intercalades amb una extracció en 

fred amb un temps de preparació de mostra de més de 16 hores. La segona metodologia, 

és la desenvolupada en la present tesi, on l’extracció dels analits es va dur a terme 

mitjançant PLE, amb un temps d’extracció de no més de 30 minuts. La purificació dels 

extractes va ser la mateixa en ambdós casos i el mètode d’anàlisi es va dur a terme per 

LC-DAD en el Laboratori de Polònia amb una anàlisi de més de 80 min i per LC-MS en el 

nostre laboratori. A la Figura II.14 es mostren les concentracions obtingudes dels analits 

determinats per cadascuna de les metodologies per a una mateixa mosta d’arrel. Tal i 

com es pot veure, el contingut total d’al·leloquímics determinat per ambdós laboratoris 

va ser del mateix nivell. Però, si es miren els resultats obtinguts compost per compost, es 

pot observar que el primer mètode degrada el compost glucosat (Dimboa-Glc) donant lloc 

a valors de DIMBOA més elevats, mentre que amb el mètode desenvolupat en aquesta 

tesi, és possible arribar a determinar el contingut de Dimboa-Glci DIMBOA per separat. 

Aquest fet indica que es tracta d’un mètode més ràpid i sòlid en la determinació del 

contingut dels diferents compostos al·lelopàtics en les mostres de blat. 
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Figura II.14.-Comparació de l’anàlisi dels compostos objectiu obtinguts en ambdós estudis 

 

Per últim, si comparem el mètode de LC-MS amb el prèviament desenvolupat mitjançant 

LC-MS-MS, es pot observar que la sensibilitat del MS-MS és superior (Taula II.3). Si bé els 

límits de detecció instrumentals (iLOD) són del mateix ordre de magnitud, quan ens 

movem a matrius (mLOD), la millora d’aquests és de 2 a 100 vegades usant la LC-MS-MS. 

No obstant i com es podrà veure amb els resultats de l’anàlisi de les mostres, en el Capítol 

IV, la LC-MS ens proporciona una sensibilitat suficient per arribar a identificar i quantificar 

els analits d’interès en les mostres de fulla i arrel de blat. 

 

Taula II.3.- Comparació de la sensibilitat del mètode desenvolupat per LC-MS envers els mètode prèviament 

desenvolupat per LC-MS-MS 

 iLOD (ng/µµµµL) mLOD (µµµµg/g dw) 

 LC-MS LC-MS-MS LC-MS LC-MS-MS 

HBOA 0.005 0.004 9 0.2 

DIBOA 0.003 0.023 8 1.1 

HMBOA 0.010 0.003 10 0.1 

DIMBOA 0.003 0.003 8 0.2 

BOA 0.002 0.010 1 0.5 

MBOA 0.002 0.002 1 0.1 
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