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ABSTRACT

Atthe presenttime, vitamins are becoming quiteimportant due to the high déficits that
have emerged throughout history from our awareness of good nutrition. As a result
arose the need to compensate for this deficiency with food suplements. The deficit of
these can be the cause of certain diseases such asrickets due to the absence of vitamin
D or keratomaldcia caused by vitamin A deficiency. Vitamin E deficiency is unusual in
humans and is almost never associated with low intake but other causes have been
observed such as peoplewho can’t absorb the nutrient throughdiet. On the other hand,
thisinterestisalso reflected inanimal nutrion also given that some legislations equate
theirnutrition with human.

The purpose of this project is the develop a method to identify and quantify these fat
soluble vitaminsin foods like animal feeds, food suplements, etc.

The Technique used forthe identification and quantification of these vitaminsis HPLC-
uv.

For the determination of vitamins it is necessary to carry out a sample treatment
consisting of saponification and aliquide-liquide extraction from the different matrices.



1. Objectius

Aquest projecte tractadel desenvolupamentd’un metode perladeterminacié de les vitamines
liposolubles A, D3y E en mostres perl’alimentacié com podenserels suplements alimentosos,
pinsos complementaris peranimals, etc. mitjancant HPLC-UV.

Essent aquest I’objectiu del projecte, s’utilitzara el metode desenvolupat per a determinar el
contingut d’aquestesvitamines en un suplementalimentdsienun pinso peranimals.

D’altrabanda es calcularalarecuperacié quan esrealitzal’extraccié Liquid-Liquid i es validara el
metode.



2. Introduccié

Laboratori Isbo és un laboratori que es troba situat a Salou; esta recolzat amb més de 15 anys
d’experiéncia i especialitzaten control de qualitat: aiglies, aliments, productes industrials, sOls,
etc. El laboratori aporta solucions a les incidencies productives, les necessitatsi controls
mediambientals i sanitaris del sectoragrari, ramader, de producciéide I’hostaleria.

Amb una cartera de més de 130 clients, el laboratori es troba en un punt de creixement, tant
d’infraestructures, com de personal i equips.

L'objectiu principal del laboratori és|’augment del seu cataleg d’analisi i satisferles necessitats
de clients més exigents; a mésa més, esta treballant pertal d’acreditar-se ambla norma UNE-
EN ISO/IEC 17025 pelslaboratoris d’assaigi calibracions.

2.1 Les Vitamines

Les vitamines son substancies organiques essencials pel bon funcionament de |I’organisme,
aquestes es poden sintetitzar a I’organisme, pero la majoria de vitamines essencials no les
podem sintetitzar, llavors s’han d’obtenir per la dieta de manera equilibrada. Aquestes son
essencialsperlarealitzacid de funcionsvitals de I’organisme ja que poden actuar com coenzims,
antioxidantsi hormones. Segons lasolubilitat de les mateixes es poden classificar en vitamines
liposolubles i hidrosolubles. Un bon exemple d’aixo son les diferents formes de la vitamina K;
com la K1 d’origen vegetal, la K2 d’origen flora intestinal i la K3 que es tracta d’un compost
sintetic, les dues primeres son hidrosolublesi I’ ltima és liposoluble®®.

- VitaminaA
- VitaminaD
LIPOSOLUBLES ‘ - VitaminaE
- VitaminaKk

VITAMINES

- VitaminaB
HIDROSOLUBLES | mmmmp - VitaminaC

2.2 Les Vitamines Liposolubles

Aquestes es caracteritzen perlaseva participacio en diferentsprocessos com la coagulacié de la
sangilavisié. Aquestesadiferenciade lesvitamines hidrosolubles; son méssensiblesala llum
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i calor. ’emmagatzemen al greixi ateixit delnostre organisme,lasevaabsorcidisecrecié no és
facilil’excés d’aquests pot sertoxic®®.

2.3 Aliments, suplements Alimentosos i pinsos peranimals

En la fabricacié dels aliments poden utilitzar-se una amplia gamma de nutrients i altres
ingredients, com vitamines, minerals, acids grassos essencials, aminoacids, fibres i diverses
plantesiextractes d’origen.

Els fabricants alimentaris afegeixen vitamines i minerals als aliments amb diverses finalitats, un
dels motius es que degut al procés de fabricacié, emmagatzemament o manipulacié es perd una
part de la concentracid; llavors fan aquest procediment amb la finalitat de donar el valor
nutricional aproximat dels aliments dels quals pretenen ésseralternatives.

Una alimentacioé saludable hasigut sempre lamillor manerad’assegurar un contribucié optima
de vitaminesinutrients. Perd aquestasituacidideal noes portaa terme pertotes les vitamines
i minerals, ni pertots els grups de poblacié. Toti aixil’addicié d’aquestes substancies als aliments
estaregulat pel Reglamento (CE) N21925/2006 DEL PARLAMENTO EUROPEO YDEL CONSEJO de
20 de diciembre de 2006 sobre la adicion de vitamines, minerales y otras sustancias
determinadas a los alimentos.

Pertal de compensaraquestes necessitats, laindustria dels suplements alimentosos ha estat en
creixement i variant constantment. Aquests foren creats amb la finalitat de complementar la
nostra alimentacié i que tinguin un efecte nutricional o fisiologic.

Segons la directiva 2002/46/CE DEL PARLAMENTO EUROPEQ Y DEL CONSEJO de 10 de junio de
2002 relativa a la aproximacion de las legislaciones de los estados miembros en materia de
complementos alimenticios, només es pot utilitzar en la fabricacié de complements alimentosos,
les substancies vitaminiquesi minerals citatsa I’ANEX Il d’aquesta directiva, ala taula 1 només
escitara les substancies d’interés que son les vitamines liposolubles.
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Taula 1. Substancies vitaminiques segons la directiva 2002/46/CE

Vitamina A Vitamina D Vitamina E
- Retinol - Colecalciferol - D-atocoferol
- Acetat de - Ergocalciferol - DL- a tocoferol
retinil - Acetatde D- a tocoferol
- Palmitat de - Acetatde DL- a tocoferol
retinil - Succinatacid de D- a tocoferil

- Beta-carote

En aquest cas les vitamines en les quals es centra el treball, son la vitamina A, vitaminaD i
vitaminaE; amb les estructures segilients:

OH

Figura 1. Estructura retinol (vitamina A)

HO'

Figura 2. Estructura ergocalciferol (Vitamina D2)
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HQ ‘

N

Figura 3. Estructura colecalciferol (Vitamina D3)

Figura 4. Estructura alfatocoferol (Vitamina E)

En aquestesfiguress’observen les estructures de les formes principals de les vitamines, com és
elretinol perlavitaminaA, I’ergocalciferol perlavitamina D2 d’origen vegetal, el colecal ciferol
per lavitaminaD3 d’origen animal i la D-alfa-tocoferol perlavitaminaE; pero aguestes formes
suposenun cost elevat. Els fabricants solen triarles opcions més economiquesi es on apareix el
paper de les anomenades pro-vitamines o vitamines preformades que son substancies que es
transformen en el cos mitjancant el propi metabolisme, com es el cas de |'acetat de retinil,
palmitat de retinil per la vitamina A i Beta-caroté com a pro-vitamina A. Per aquest motiu
s’utilitzen els patrons descrits més endavant.

D’altrabandael pinso peranimals potarribarasuplirtot!’aliment querep, donat que estaideat
per cobrir totes les necessitats de I’animal, tot i que existeixen altres pinsos que s’anomenen
pinsos complementaris que serveixen com aliment complementari a altres productes de laseva
dieta. Les empreses productores de pinso han desenvolupat solucions especifiques per cada
animal i cadaraca, amb aquestesformules es pretén respondreales necessitatsespecifiquesde
la nutricid animal.

El Reglament (CE) N2 178/2002 DEL PARLAMENTO EUROPEQ YDEL CONSEJO de 28 de enero de
2002 por el que se establecen los principios y los requisitos generales de la legislacion
alimentaria, se crea la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y se fijan procedimientos
relativos a la Seqguridad alimentaria, equiparalaseguretat de I’alimentacid animalala seguretat
de I’alimentacié humana. Aquest estableix que els operadors del sectorde I’alimentacié animal
han de disposar d’un sistema de tracgabilitat dels aliments, llavors han de tenir sistemes i
procediments que permetin coneixeral proveidor de tots els productes afegits als aliments per
animals.
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2.4 Antecedents

Préviament el laboratori havia desenvolupat un metode per la determinacié de vitamines
liposolubles, pero aquest métode noteniaunabonaseparacidiidentificacié peralavitamina A,
pero perlarestade vitaminessi era bo. Pertant |’empresava proposar modificar aquest métode
o fer-ne un altre nou, aixi doncs es va decidir desenvolupar un de nou, després de la recerca
bibliografica corresponent esvadecidirseguirlesnormes UNE-EN i UNE-EN ISO perlaVitamina
A, perlavitaminaDiperlavitaminaE;i desenvoluparun métode perladeterminaciésimultania
d’aquestesvitamines.

El fet de desenvolupar aquest métode a partir de les normes ISO suposa un avantatge degut a
que a diferenciadels métodes desenvolupats pels laboratoris, lasevavalidacié es simplifica.

Es pot diferenciar dues definicions, la validacié com la definicié d’un requisit analitic i la
confirmacié de que aquest metode té les capacitats consistents amb les aplicacions requerides;
per altra banda la verificacié com la confirmacié mitjangant algun treball experimental de que
metodes validats com les normes ISO compleixen els requisits especificats. En aquest cas el
laboratori és I’encarregat de confirmar que aquest métode és aplicable, aleshores estariem
parlantde verificacié®.

Taula 2. Caracteristiques habituals avaluades en la validacio del métode

Caracteristiques d’acompliment

Selectivitat

Limit de deteccié (LOD) i limit de quantificacié (LOQ)

Interval de treball

Sensibilitatanalitica

Veracitat

e Biaix, recuperacié

Precisio

e Repetibilitat
e Precisidintermitja
e Reproductibilitat

Incertesade mesura

Robustesa

14



3. Fonamentteoric

Dintre d’aquest projecte s’ha fet us de diferents técniques analitiques per tal d’extreure i
determinar les vitamines liposolubles, en aquest apartat s’explica breument el fonament de
cadascuna d’aquestes.

3.1 Tecniquesanalitiques

3.1.1 Meétodepatrd intern

L'objectiu principal d’un metode quantitatiu, és determinar la quantitat d’'una substanda
desconegudaenunamostra, perd perdur-laa terme s’ha de tenirmoltacura enla preparacidi
tractament de lamostra. Sempre que una mostra és traslladada o manipulada aquesta pot patir
pérdues en la concentracié dels analits d’interés; pero existeixen estratégies per minimitzar la
pérduaofinsitot teniraquestapérduaencompteipoderfermesuresicalculs precisosal’hora
de donar un resultat.

L’addicié d’un patré intern (PI) a la calibracié resulta esser una eina que serveix per tenir en
compte les perduesde l’analitenla manipulacié de lamostrai disminuirels errors sistematics.
Aquest Pl és una quantitat coneguda d’un compost o element que no es troba presenta la
matriu i s’addiciona a les mostres problema, aquest no ha de suposar un problema
d’interferéncia a I’analisi. Les caracteristiques que ha de tenir un patrd intern son tenir
compatibilitat amb la mostra i el patré com poden ser la solubilitat, les caracteristiques
guimiques i fisicoquimiques semblants a I’analit d’interés i també una resposta diferencdada
respecte al’analit; ésa dir, que el métode sigui capacde diferenciarlasenyal d’unid’altre.

La base d’aquest metode és la proporcionalitat de les senyals de I’analit d’interes i el patré
intern, donat que la seva resposta als errors del metode i la instrumentacié emprada son
semblants deguta les caracteristiques abans esmentades. Amésa més, un dels avantatges de
ferusdel patréintern ésal’horad’avaluarel factorrecuperaciéperacadamatriu, aquest queda
implicit dins d’aquest métode. Per altra banda, essent aquest un analisi de rutina suposa un
menor cost pel laboratori adiferenciade la utilitzacio de calibracio peraddicions estandards®.

Inicialment per aquest projecte es van trobar referéncies de patré intern per lavitaminaDi la
vitamina E pero no per la vitamina A. S’ha fet servir la vitamina D2° com a Pl de totes les
vitamines d’interes del métode a desenvolupar encara que es tingui referencies del Pl de |la
vitamina E® no esva poderaccediraell.

La calibracié de la vitamina A, Vitamina D3 i Vitamina E es va dur a terme amb el patré intem
D2, afegint la mateixa concentracié a totes les solucions estandards de la calibracié.
Conseqlientment s’estableix les relacions entre les arees de I’analit i el patrd intern per la
realitzacié de larectade calibratge.
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3.1.2 Cromatografia Liquida d"alta resolucid (HPLC)

La cromatografia és una tecnica de separacid no quantitativa, aguesta permet separar
fisicament els distints components d’una solucioé per I’adsorcid selectiva mitjancant una fase
estacionaria solida o liquida, dels constituents d’una mescla. A diferencia de la cromatografica
de gasos, aquest té unafase mobil liquida.

Dins aquestatécnicaes pot classificar diferents tipus de cromatografia, unade les maneres de
classificacido més comuna és segons I’equilibri; és a dir, pot ser de particid, adsorcid, intercanvi
ionic, exclusid i afinitat. Per altre banda es diferencia també entre una fase estacionaria polar;
parlem de fase normal, i quan tenim present una fase estacionaria apolar; parlem d’una fase
reversa’.

En aquest cas estreballaamb unacromatografiade particié i fase reversaamb una columna que
fausd’unanovatecnologiaanomenada “Core-shell” que dona millors resultats que les columnes
amb revestiment poros.

Per la fabricacié de columnes “Core-shell” es fa servir tecniques sol-gel que incorpora
nanotecnologiaalasevaestructura. Es crea unacapaporosa homogeniairesistent sobre el nudli
solid de silice per formar una particula de tipus “Core-shell”, aquestes caracteristiques
produeixen menys eixamplament de pics en comparaciéamb columnesque fan Us de particules
totalment porosesi degutaixo, els nivells d’eficacia son superiorsé.

Tal i com descriu I’equacié 1de van Deemter, els motius pels quals I’eixamplament de pics es
produeix degut a la difusio per diferents camins dels analits (A), difusié longitudinal (B)i la
transferénciade massa (C) on u és lavelocitat de flux de lafase mobil.

H=A+B/p+C=*p
Equacio 1. Equacio de van Deemter

Aixi doncs aquesta nova tecnologia juntament amb la tecnologia d’empaquetament de
columnes, permet disminuir les causes de |'eixamplament de pics i poder tenir millors
separacions cromatografiques amb millor resolucid, més sensibilitat i capacitats de pic
milloradestalicoms’observaalafigura7.
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Figura 5. Kinetex Core-shell Figura 6. Totalment porosa

Kinetex Core-Shell

o G |

Fully Porous

Figura 7. Difusio de particules en ambdos tipus de tecnologia .

I"

Coms’observaalafigura5, laKinetex “Core-shel
molthomogenia, aguesta caracteristicaredueix els efectes d’eixamplament de bandes deguta
I’efecte multicamidisminuintladiferenciaentreels caminsde difusié. Peraltrabandaalafigura
6 s’observa |’estructura totalment porosa, aquesta és menys homogéniai per aquest motiu
accentuamés|’efecte multicamiproduint pérdues de rendimentilimitant els nivellsd’eficacia®.

té unaaltadensitat significat d’'una estructura

En aquest cas al laboratori es disposade dues columnes amb aquestatecnologia, unaC18i una
C18 polar que consta d’una superficie polar modificada que proporciona una retencio polari
apolaren un 100% d’estabilitaten mediaquds.

Tot seguitesrealitzen proves experimental pertal d’escollirlacolumnaadient jaque els analits
que esvolenretenirsonapolars.

3.1.3 Detector UV

Com ja s’ha parlat préeviament, sense un detector no es pot dir que la cromatografia sigui una
técnica quantitativa. A un equipcromatografic s’hipoden acoblar diferents detectorscom poden
serel DAD, espectroscopia de masses, fluorescéncia, ultraviolada visible, etc. Aleshores estariem

17



parlant d’una técnica amb una gran diversitat d’analisis. En aquest cas s’utilitza un detector
Ultraviolada Visible.

4. Partexperimental

4.1 Dissolventsipatrons

La llistadels dissolventsi patrons es poden observara la seglient taula, a mésa més es disposa
de les fitxes técniques al ANEX 2 amb la finalitat de saber la seva toxicitat i les precaucions
prévies que s’hande prendre abans de lamanipulacié.

Taula 3. Llistat de dissolvents i reactius

Dissolvents Reactius

2-propanol (isopropanol) HPLC gradient L-acid ascorbic crystalline (subministrat per
(subministrat per Sigma Aldrich) sigmaAldrich)

Metanol HPLC gradient (subministrat per D-L-retinol 97.9 % (HPLC) (subministrat per
Sigma Aldrich) sigmaAldrich)

Aigua Ultrapura (H,0 Mq) 1-Alpha-tocopherol 98 % (HPLC)

(subministrat persigmaAldrich)

n-hexa HPLC gradient (subministrat per Colecalciferol 99.8% (HPLC) (subministrat
sigma Aldrich) perSigma Aldrich)

Eter dietilicHPLC Gradient (subministrat per  Ercocalciferol 98.5% (subministrat persigma
sigma Aldrich) Aldrich)

- Hidroxid de potassi, KOH

A la taula 3 s’observa les diferents solucions emprades pel desenvolupament del metode.
Isopropanol com a dissolvent per I’elaboracio dels patrons de calibratge, el metanol com a
dissolvent part de la saponificacié de la mostra, aigua ultrapura com a dissolvent part de la
saponificacié de la mostra, amb el reactiu KOH es fa una solucié del 50% en pes d’hidroxid de
potassi com a medi basic alcali per la reaccié de saponificacid. D’altra banda en tenim els
components del dissolvent d’extraccid liquid-liquid i de lafase mobil. Aixitambé s’ utilitza I’acid
ascorbiccom antioxidanti els corresponents patrons en el grau de puresa descrit.

4.2 Equipsisoftware

- Balanga analitica ADAM NIMBUS 2000
- Calefactor/Agitador magnéticamb control de temperatura IBX instruments HO3D
- RotavaporHeidolph
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- Equipd’osmosiperlafabricacié de I’aigua ultrapurainsitu, Labolan Direct Pure
- Sistemacromatograficsubministrat per Perkin ElImer

e Recipientperlesfases mobils

e Desgasificador Flexar

e Modul d’injeccié automatica Flexar

e Modul de bombeig Flexar

e Detector UV flexar

e ColumnaKinetex® 2.6 pum €18 100 A, LC Column 100 x 4.6 mm, Ea i

e ColumnaKinetex® 2.6 um C18 Polar 100 A, LC Column 100 x 4.6 mm, Ea
Forn Flexar

- Adquisicié de dades Chromera Speciation software
- Adquisicié de dades Totalchrom Workstation software
- Tractamentde dades amb Microsoft Excel

4.3 Metodologia

Per tal de realitzar la separacié de les vitamines de la part lipidica de la mostra per al seu
posterior analisi mitjancant HPLC-UV son necessaris uns tractaments previs abans de poder
determinarelsanalits. Aquest metode s’haelaborata partir de les normes UNE-EN 12821 per
la vitaminaD3°y D2, la UNE-EN 12822 per la vitamina E® i la UNE-EN ISO 14565 perla vitamina
A°. Com les vitamines d’interés tenen el mateix tractament de mostra i el mateix procediment
analitic, s’"haelaborat el métode perlasevadeterminacié simultania.

43.1 Pretractamentdelamostra

Les matrius que s’estudien sén suplements alimentosos i pinsos peranimals. Per aquest motiu
es precisa de I’homogeneitzacié d’una part representativa de la mostra, la saponificacé
d’aquesta amb ajuda d’hidroxid de potassi i aixi separar els analits de la part lipidica, una
posterior extraccié liquid-liquid amb el dissolvent adient i finalment una reconstruccié amb el
dissolvent adient, havent evaporat previament el dissolvent d’extraccid mitjancant el rotavapor.
En el seglients apartats es passa a descriure els diferents tractaments de les matrius per al
posterioranalisi.

S’ha de tenir cura a I’hora de treballar tant amb els patrons com a I’hora de portar a terme el
tractamentde lamostra, ja que les vitamines liposolubles, son fotosensibles i amb contacte amb
I’atmosfera aquestes poden oxidar-se. En aquest projecte s’ha treballat amb la minima llum
possible.

4.3.2 Saponificacié de lamostra

Aquest és un procés quimic conegut antigament per I’elaboracid de sabd. La reaccié produida
és una hidrolisi basica de greixos i lipids (hidrolisi d’esters) produint sals alcalines dels greixos
(sabd)iglicerina. Lareaccié succeeix mitjancant un mecanisme de substitucié nucleofilaal grup
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acil, formant un intermedi tetraédric; aunasegonaetapa esregenerael grup acil per la pérdua
del grupacil i una posterior reaccié acid-base originant els grups alcohols™.

Q
OH

Ry
o
CH
% ¢ Ro Ri J-I— o—K
T + K—oH > +
Y OH
07\

Rx
o

Figura 8. Reaccid d’hidrolisi de triglicerids mitjancant una hidrolisi basica

També resulta esser una bona técnica d’extraccié d’analits liposolubles i per aguest motiu és
idoni perel tipus de mostres aanalitzar. A més amés com és usual que els fabricants no afegeixin
lesvitamines sindestructures a partir de les quals es puguin arribaraquestes mitjancant alguna
reaccié quimicadins|’organisme com pot esserla hidrolisid’aquestes estructures. Es coneix que
a molts productes no s’afegeix retinol com a vitamina A, siné acetat de retinil o palmitat de
retinil que son esters de retinol com mostra la taula 1, per aixo el calibratge es fa amb retinol
perque les estructures estériques en presencia de medi basic hidrolitzen cap al retinol com
s’observaalafigura9.

J— 0—K
0 — Ra + KON > Ri _—oH + Ra

Ry
Figura 9. Reaccio general d’hidrolisi d'esters

En aquestcas per dura terme lasaponificacié peral nostre metode, es precisade :

- De 0.1-3 g de mostra homogeneitzada mitjangant un molinet
- 30 mLde MetOH HPLC gradient
- 1g d’antioxidant (acid ascorbic)
- 10 mLde lasolucié 50% KOH
o 10mL de H20 Ultrapura amb unaproveta i 5 g de KOH pesat al granetari
- Deixarreaccionar15-60 minutsa una temperatura de 70-1002C
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NOTA:si encara s’observagreix ala solucid, s’addicionara més quantitat de lasolucié 50% KOH
durant unamica mésde temps. | entot el procediments’intentatreballaramb laminimallum
possible.

4.3.3  Extraccid Liquid-Liquid

Un cop ha finalitzat la saponificacié es passa a I'extraccié liquid-liquid dels analits, pero
préviaments’had’afegir 30mLd’aiguaultrapuratal que lacomposicié alamesclasigui 1:1 amb
el metanol afegit®.

Seguidament es realitzen de 2-4 extraccions amb 50mL d’una solucié de n-hexa amb el 20%
d’eteretilic; el ferservirunamesclaamb un dissolvent una mica més polar, augmenta la polaritat
del primer dissolvent millorant I'extraccié i recuperacié, s’ha escollit aquest 20% ja que
I’optimitzacié d’aquest factor requereix d’una experimentaciéo més exhaustiva®.

Amb lafase organicarecuperadaesrealitzen de 2-4neteges amb 50mLd’aigua ultrapura pertal
d’eliminar les impureses hidrosolubles que puguin interferir a la quantificacio dels analits.
Seguidament la fase organica s’asseca amb una quantitat adient de sulfat de magnesi penta-
hidratat, assecat préviament al’estufaa unatemperatura de 105-1202C. En aquest procediment
experimental es precisa treballar amb la minima llum possible. Per tant el material adient son
un embut de decantacid de topazi o un embut de decantacié normal pero folrat amb paper
alumini, i un matras erlenmeyer folrat amb paperalumini perrecollirla fase organica.

4.3.4 Evaporaciéi Reconstruccid

Després d’haverextretelsanalits, es passaa evaporarla solucié d’hexa 20% d’eter dietilicamb
I’ajuda d’un rotavapor amb pressié controlada seguint les condicions de la taula 4. Com s’ha
mencionat abans, s’ha de treballaramb la minimallumi a més al matras rodé de fons rodd ha
de contenir una espatula d’acid ascorbic per disminuir les possibilitats d’oxidacié de les
vitamines durant aquest procediment®. Un cop evaporat el dissolvent es reconstruira amb un
volumde 5mL d’isopropanol HPLC gradient.

Taula 4. Condicions de rotavapor

Temperatura de Bany (2C) 40
Pressio (kPa) 20
Revolucions (rpm) 260
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4.4 Optimitzaciéd meétode cromatografic

Per tal d’optimitzaraquest métode s’haavaluat la separacié cromatografica de les vitaminesa

les dues columnes disponibles al laboratori que s’observen ala taula 5, tenint en compte els
antecedents.

Taula 5. Columnes cromatografiques disponibles

Tipus de Columna

ColumnaKinetex® 2.6 um C18 100 A, LC Column 100 x 4.6 mm, Ea

ColumnaKinetex® 2.6 um C18 polar 100 A, LC Column 100 x 4.6 mm, Ea

Seguidament es va determinar el temps de retencid i les longituds d’ona maximes per cada
vitamina. També esva optimitzarla composicié de lafase mobil representatalataula 6, avaluant
el factor deresolucié de lesvitaminesamb I’equacio 2; que relaciona elstemps de retencid de
les vitamines D2 y D3 i la mitjana de I’'amplaria dels dos pics, que son els que tenen menys
separacio.

Tr.D3 - Tr,DZ

~ (Wpat+ws)
2

Equacid 2. Avaluacié de resolucié cromatografica.

Taula 6. Composicid de dissolvents per la fase mobil

Composicié %A: H20 Composicié %B: MetOH
5 95
7 93
10 90

D’altra banda per tal d’avaluar els factors que poden influenciar al parametre d’interés del
meétode que en aquest cas es la resposta de I’equip, s’ha elaborat un disseny experimental
Plackett-Burman amb la finalitat de trobar els valors de les variables que donin un valor optim
de resposta.

Aquest disseny permet avaluar el nombre maxim de factors amb el minim nombre
d’experiments. S’efectuen N experiments, amb N multiple de 4. Aquest disseny de N
experimentsavalua N-1factors. Si el nombre de factors a avaluar ésinferioraN-1, escompleta
elsexperimentsamb factors ficticis!!2,
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En aquest cas el métode constadels factors observatsala taula7.

Taula 7. Factors d’influéncia pel disseny Plackett-Burman

Factors d’influéncies

Domini Experimental

Nivell inferior

Nivell superior

Dissolvent d’extraccid

n-hexa

n-hexa 20% eterdietilic

Tipus d’antioxidant Acid ascorbic BHT

ll-luminacié sensellum amb llum

Atmosferade treball Sense atmosferade nitrogen Amb atmosfera  de
nitrogen

Dissolventde la mostra Etanol Metanol

Temperatura de saponificacié 70 2C 100 °C

Temps de saponificacié 15min 60min

Ne d’extraccions 2 4

N2 de neteges 2 4

Conseqlientment amb |’ajuda de la matriu model per aquest disseny experimental fraccionat,
es pot elaborar la matriu de treball tal i com s’observa a I’ANEX 1.X. Aixi mateix tindrem dotze
experiments amb dos factors ficticis. Peravaluarlainfluencia dels factors, es calculen els efectes
delsfactors!®. La interpretacio d’aquests es realitzaamb els valors absoluts conjuntament amb
I’elaboracié del graficPareto™.

Pertal d’assignarelsfactorsinfluents, es realitza un significat estadisticdels efectes. Unade les
opcions és la realitzacio de repliques, en aquest cas s’ha decidit fer duesrepliques i calcular la
variancia percada experiment seguint|’equacio 3.

n =2
52 = Z vij — )
=

n—1

“w;n

Equacio 3. Variancia estimada per a cada experiment “i

Es pren un 95% de I'interval de confiancga per I’efecte estimat. Amb I’ajuda de I’equacié 4i 5
s’arriba al valor de I’efecte i si aquest interval de confianca conté el 0, aquest efecte no és
significatiu®?.
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Equacio 4. Desviacio estandard dels efectes emprant repliques
b i ZSb

Equacid 5. Significacio estadistica dels efectes

Una vegada s’ha determinat els factors d’influéncia, es passa a optimitzar aquests factors
mitjancant un disseny experimental de superficie resposta Box-Behnken. Els dissenys de
superficie resposta s’utilitzen amb freqliencia per tal d’optimitzar els models després d’haver
determinat els factors d’influencia mitjangant els dissenys experimentals factorials com el de
Plackett-Burman. Aquest disseny com el de Plackett-Burman te menys punts de disseny ; és a
dir, disminueix elnumero d’experiments amb el mateixnumero de factors; gracies aaixo es pot
determinarlaconfiguracié més optima percadafactor?.

Degut al treball exhaustiu que requereixaquests disseny no es va poder portara terme, i llavors
es va haver d’elaborar un disseny alternatiu suposant que els valors d’influéncia sén la
temperatura de saponificacié, temps de saponificacid, numero d’extraccions i numero de
netegesamb un puntcentral entre el limitinferiorisuperiortalicom s’observaalataula7.

Taula 8. Disseny experimental d’optimitzacio del metode

Experiments/variables Temperatura (2C) Temps(min) N2extraccions N2 neteges

1 70 45 2 2
2 85 45 2 2
3 100 45 2 2
4 85 15 2 2
5 85 45 2 2
6 85 60 2 2
7 85 45 2 2
8 85 45 3 2
9 85 45 4 2
10 85 45 2 2
11 85 45 2 3
12 85 45 2 4
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Aquestataulaaniravarianta mesuraque avancil’optimitzacié. pertal de disminuirel temps de
cada analisi s’ha fixat el numero inicial d’extraccions i de neteges a 2 fins que s’arribi a
I’optimitzacié d’aquests factors.

4.5 Validacid del metode cromatografic

Un cop el métode s’hagioptimitzat, és necessarivalidar-loi peraixoes segueixlaguia Eurachem?
per la validacié de metodes i temes relacionats conjuntament amb la norma ISO 17025 tal.
Aquest ésunrequisit moltimportant en la practica de qualsevolanalisis quimici aixi estaindicat
a |'apartat 5.4.2 de la ISO/IEC 17025, “el laboratori ha d’utilitzar els metodes d’assaig o
calibracio, inclosos els de mostreig, i han de satisfer les necessitats del client i han d’esser
apropiats peraquests assaigs...”.

Aixidoncs es pot definirla validacié d’'un métode com “la confirmacio a través de I'examen i
aportacio d’evidéncies objectives, de que es compleix els requisits particular per una finalitat
especifica prevista”.?

Tal i com s’ha parlat préviament el fet de validar un metode normalitzat amb petites
modificacions té avantatges davant de lavalidacié d’'un métode desenvolupat pel laboratori.

4.5.1 Selectivitat
Es pot definircom “elgrau en elque un metode pot ser utilitzat per determinar analits particulars
en mescles o matrius, sense interferéncies d’altres components de comportament similar” 3. Es
important que el métode sigui capac de diferenciar I’analit de les interferéncies aixi doncs es
podraevitar causar un biaix en el resultat de mesura que puguiaugmentaro disminuirel senyal.

Es determina analitzant una mostra d’assaig i material de referencia amb el meétode
desenvolupatialtres métodesindependents. Es comparaels resultats peravaluarles capacitats
del métode perconfirmarlaidentitatde I’analiti la capacitat per mesurar I’analit aillat d’altres
interferéncies®.

4.5.2 Limit de deteccié (LOD)ilimitde quantificacio (LOQ)

Es important conéixer la concentracié més baixa de I’analit que pot ser detectada pel métode,
és a dir, a quina concentracié es pot afirmar que existeix analit. D’altra banda és important
establirel valormés baix amb el que es pot acceptar la quantificacio de I’analitamb el métode.
Perla determinacié d’aquests limits és suficient el proveir un valoraproximat d’aquests.

Pertal d’assignarel limitde detecciéserasuficientles mesures perduplicat de deu patrons amb
unaconcentracid baixaamb lescondicionscromatografiques establertes, ies calculala desviacio
estandard dels resultats, seguidament es determina el valor amb I’equacié 6. On la desviacid
estandard calculadas’aconsegueix amb I’equacié 7on “n” esel numerode repliques.

LOD = 35’0

Equacio 6. Determinacio del Iimit de deteccio
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Per altra banda per tal d’assignar el limit de quantificacid s’aconsegueix de la mateixa manera
que el limit de deteccid, mesurant per duplicat 10 patrons de baixa concentracié amb les
mateixes condicions cromatografiques, seguidament es determina el valor amb I’equacié 8 on
kq usualment és 10. On la desviacio estandard calculadas’aconsegueix amb I’equaci6 7.3

1350

Sn=
0 \/ﬁ

Equacid 7. Desviacié estandard calculada pel LOD i LOQ
LO Q =k QxSIO

Equacio 8. Determinacio del limit de quantificacio

4.5.3 Interval detreballirangde linealitat

Aquest és l'interval en el qual el métode proporciona resultats amb una incertesa acceptable.
L'extreminferior esta determinat pellimit de quantificacidi el limit superior serala concentracié
on s’observenanomalies com potserlapérduade linealitat. En aquest cas s’avalual’interval de
treball de I'instrument, que esta definit per els senyals de les concentracions dels patrons
utilitzats per la calibracié de I'instrument. En la validacié es necessari confirmar que la relacié
lineal de I'interval de treball i el rangindicat en el métode son compatibles.

Aixidoncs, laexperimentaciéconsta de dues etapes: una primeraanalitzant un grup de patrons
equiespaiats en un rang molt ampli de concentracions (comencant pel LOQ abans calculat, i
finalitzanten concentracions més gransales que s’esperen enles mostres) onlavaloracié de la
linealitat es realitza sense un analisi estadistic exhaustiu; i una segona, un cop escollit el rang
lineal, on s’analitzen patrons per duplicat, agrupant més d’aquests al extrems per minimitzar
I’errordela calibraciéifentunanalisis de residuals per detectaranomalies i possibles outliers®.

4.5.4 Recuperacio

Com s’ha esmentat abans el fet de no poder treballar amb patrd intern obliga a realitzar
I’avaluacié de larecuperacid pel tipus de matriu atractar.

En aquest cas s’ha analitzat 3 vegades una mostra de rutina sense dopari 3 més dopantamb
concentracions conegudes. Conseqlientment amb [|’ajuda de |'equacié 9 es calculen les
concentracions normalitzades de les vitamines en |les diferents mostres esmentades.!3

., _ [Vit]instrument
[Vlt]ni -
massQpesada

Equacio 9. Concentracié normalitzada

Per tal de calcular les recuperacions es segueix I’equacié 10, que relaciona les concentracions
normalitzades amb lesconcentracions afegides en les mostres dopades. Aquest procediment es
realitza pertotes 3 vitamines.!3

26



[Vit], — [Vlt]n,dopada

[Vl t] addicionat

x100

Recuperacio (%) =

Equacio 10. Recuperacid per una matriu determinada.

455 Precisio

La precisid és una mesura per avaluar quan propers son els resultats entre ells. Descriu la
propagacié dels resultats (desviacié estandard relativa), calculada a partir dels resultat obtinguts
mitjancantla mesurareplicada en un material adient sota condicionsespecifiques. Es pot dividir
la precisio depenent d’aquestes condicions, aixidoncs es parlade repetibilitat quan els analisis
es realitzen amb les mateixes condicions (mateix analista, mateix equip, mateix laboratori,
mateix dia), de precisié intermitja quan els analisis es realitzen amb les minimes variacions
d’aquestes condicions (diferents analistes, mateix equip, mateix laboratori, diferents dies) i
reproductibilitat quan els analisis es realitzen amb el maxim de variacié de condicions possibles
(diferents analistes, diferents equips, diferent laboratori, diferents dies). Lavalidacié del nostre
metode, només es centrara en la repetibilitati la precisié intermitja, degut a que en aquest
momentno es possible realitzaranalisisinterlaboratori.

Per tal d’avaluarla repetibilitat laEurachem descriu que es necessari I’analisi perduplicatde 6
a 15 mostres amb les condicions de repetibilitat i determinar la desviacié estandard dels
resultats i seguidament la desviacié estandard de repetibilitat per cada material. Pel que fa
I’avaluacid de la precisidintermitja es necessari realitzar el mateix numero d’analisi per duplicat
amb les condicions abans descrites, seguidament determinar la desviacié estandard dels
resultatsi estimarladesviacio estandard de la precisid intermitja.?

Pertal de disminuirel tempsde I’experimentacid, seguint ’ANEX Cde la guia Eurachem es pot
obtenir una serie de dades replicades que es poden agrupar d’'una mateixa manera, per
exemple, per analista, instrument, dia, laboratori, etc. Aquest tipus de disseny rep el nom de
“anidado”, ja que correspon a un experiment en el que es poden avaluar distintes mesures de
precisié3.

La variacié total en aquestaserie complertaes potrepresentar com lacombinacié de variancies
entre grupsi dintre de grups. S’utilitza I’analisi estadistica ANOVA pertal d’avaluarels resultats
mitjancant el tipus d’estudi experimental. Conseqlientment, per determinar la precisié s’ha
optat per la realitzacié d’analisis per duplicat d’'una mostra rutina 4 dies diferents amb les
condicions de repetibilitat.

Per tant s’obtenen 4 grups de dades (p) i 16 resultats (N). Amb I’ajuda del software Microsoft
Excel es desenvolupal’estructurade ’ANOVA d’unfactordescritalataula9. Conseqlientment
es calcula la desviacié estandard de repetibilitat amb I’equacié 11i la desviacié estandard de
precisidintermitjaamb|I’equaci6 123.
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Taula 9. Estructura d'una taula ANOVA d’un factor

Font de Suma de G.ll Quadrat F P Feu
variacio quadrats (SS) promig (MS)

Entre grups SSe p-1 MSe = SSe/(p-1) MSe/MSi

Intra grups  SSi N-p  MSd=SSd/(N- -

(residuals) p)

Total SStot=SSe+SSi N-1 - -

S, =/MS;

Equacid 11. Desviacid estandard repetibilitat

S, = [s+s?

Equacio 12. Desviacié estandard precisio intermitja

Equacid 13. Contribucid a la variacio total del factor agrupament

5. Discussidde resultats

5.1 Condicionsinicials e identificacid dels pics

Taula 10. Condicions inicials HPLC

Volumd’injeccié 20 pL
Flux Isocratic 1 mL/min
Temperatura 35¢C
Detector Vitamines Longituds d’ona
(nm)
Vitamina A 325
Vitamina D2 265
Vitamina D3 265
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Vitamina E 292

Temps d’analisi 10min

Tal i com s’ha parlat préviament, s’ha avaluat el temps de retencié especialment a la vitamina
A. El temps de retencié de la vitamina A és molt baix per la columna C18 polar degut a que es
més polar i per tant lainteraccié és menor. Pertant la columnaKinetex C18¢és la milloropciéi
elstempsderetencidilongituds d’ona maxima peraquesta columnas’observenalataulall.

Taula 11. Temps de retencid i longituds d’ona maxima a la columna C18

Tipus de Vitamina Temps de retencio Longitud d’ona Temps d’activacio
(min) maxima (nm) (min)
Vitamina A 1.9 325 2,5
Vitamina D2 4.3 265
2,5
Vitamina D3 4.5 265
Vitamina E 6.0 292 4

Per altra banda s’avalua el factor de resolucié de les vitamines mitjangant I'equacié 2, on la
concentracions de les vitamines s’aproximen a 1ppm, i es conclou que lacomposicié optima de
la fase mobil éslade 95% MetOH i 5% Aigua ultrapura.

Taula 12. Comparacié composicié fase mobil

Composicié Fase mobil T, D2 T, D3 Wp, Whps R
%MetOH/%H,0

90/10 10.31 10.56 0.329 0.442 0.6485
93/7 6.02 6.17 0.291 0.574 0.3468
95/5 4.29 4.40 0.179 0.366 1.17

Com es pot observara la figura 10 i a la taula 12, la separacio de la vitamina D2 y D3 al 95%
MetOH i 5% H,O es pot treballar perque el valor de la R és més gran que per les altres
composicions,iaR mésgrans millorresolucio!.
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Figura 10. Cromatograma de determinacio simultania Vitamina A, D2, D3 i E a 95% MetOH i 5% H;0

5.2 Optimitzacié del metode

Comja s’haparlat previament pertal de realitzar I’optimitzacié del métode, s’ha portataterme
el disseny experimental descrit a la taula 8 i degut a que no es té cap recta de regressio les
comparacions de resultats es porten a terme comparant les Arees dels cromatogrames
obtinguts i la seva relacié [Area vitamina]/[Area Vitamina D,] (PI). A les taules que apareixena
continuacié només es veuen reflexats els valors de les arees de pics, els resultats de la relacié
esmentadaespodenapreciaral’ANEX 2.

Pel que fa I'avaluacié de la temperatura de saponificacié tal i com descriu el disseny
experimental, avalua el limit superior, el limit inferior i un punt central. Els resultats obtinguts
guans’ha analitzat les vitamines d’interesamb el Pl escollit s’observen alataula 13.

Taula 13. Avaluacié de temperatura de saponificacio

Vitamina [mg/L] Area (uV-s) 702C Area (uV-s) Area (uV-s)
852C 1002C
Vitamina A 20 710832.15 636244.74 69602.16
Vitamina D2 20 287739.95 241225.98 239706.11
Vitamina D3 50 2679816.75 2634249.92 2653356.62
Vitamina E 28.7 193752.16 172389.03 183695.82

Coms’observaalataula 13, algunes vitaminescomencenadegradar-se quan latemperatura de
saponificacié augmenta a 1002C. Malgrat aix0 es pot treure la conclusié que la temperatura
optimade lasaponificacié és 709C; ja que les relacions amb el Plson aproximadament semblants
a70i85°C i pertants’avalual’obtencié de mésarea.

30



—1.66
—1.81

3.67
4.35
4.50

6.30
8.4

[

= 1
E 200—
= _
g =
£ =]
g _
2 150—]
K ]
100—]
=
=] i 7 —1
50—_ T
N | g |
z zz z
= == =
< < < <<
E s =
> > > >

I\IIIIII\II\IIlIIII||I\I||II\’I\I|‘II|I|II I IIII|I\I|‘!I|\|I||I||||I|I|JI‘||H’|I\I|\III
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

Time [min]
Figura 11. Cromatograma d'optimitzacio a 70°C

Tal i com s’aprecia, laconcentracié escollidaperlavitamina D2 i D3 resultauna mica alta i aixo
faque laidentificacidiseparacié cromatografica resulta complicada. Amb aquestes apreciacions
s’ha optat percanviar la concentracié de la vitaminaD2 i D3 a 2 i 5ppm respectivament perels
seglients factors a optimitzar.

Seguint amb |'optimitzacié dels factors influents es fixa la temperatura optima de la
saponificacié a 702C i en aquest cas s’ha avaluat el temps de la saponificacié obtenint els
resultats reflexats alataula 14.

Taula 14. Avaluacié del temps de saponificacio

Vitamina [mg/L] Area(pV-s) Area (pV-s) Area (uV-s)

15 min 45min 60min
Vitamina A 20 722193.5 743374.78 708364.61
Vitamina D2 2 27562.69 32704.02 33209.14
Vitamina D3 5 308856.67 315393.73 306824.87
Vitamina E 28.7 - - -

Per aquesta avaluacié no es va deixar el temps suficient d’equilibri per la columna, per aguest
motiu el picde la vitamina E va sortir molt desplacati no es va poder determinar |’area que
pertanyia aquest pic tal i com s’observa a la figura 12. Cal saber que just abans es va estar
treballantamb un métode onlafase mobil es unasolucié tampd la qual cosa feia dificil tenir un
temps curt d’equilibri al canviaral métode que s’esta optimitzant.
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Figura 12. Cromatograma d’optimitzacio 15 minuts

No obstantes va fer la comparacié amb els resultats obtinguts de les vitamines A, D2i D3, i no
es te en compte els resultats de la vitamina E. Aixi doncs es pot concloure que el temps Optim
de saponificacid és45minuts, jaque la relacid amb el Pl és semblant entre els experimentsi als
45 mins’obté mésarea.

Per altra banda, a I'optimitzacid dels factors influents a I’extraccié d’analits s’ha avaluat el
numero d’extraccions que es realitzen, obtenint els resultats reflexats alataula 15.

Taula 15. Avaluacio del numero d'extraccions

Vitamina [mg/L] Area (uV-s) Area(pV-s) 3 Area(uV-s)
2 extraccions extraccions 4 extraccions
Vitamina A 20 73250.18 73100.71 72990.89
Vitamina D2 2
36679.72 36504.62 36203.34
Vitamina D3 5
Vitamina E 28.7 18174.84 17990.13 18200.31

En aquest cas per motius que encara no es sabia les vitamines D2i D3 no van tenirla separacid
esperada, toti que elstemps de retencié semblen asimplevistano haver-sedesplagattali com
s’observaen el cromatograma de la figura 13 referenta 2 extraccions. Es va haver d’avaluarla
suma delesareesd’aquestes, pero noesvapoderavaluar larelacié amb el PI.
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Figura 13. Cromatograma d'optimitzacié 2 extraccions

Malgrat aix0, s’avaluen els resultats i es conclou que no es troben diferencies significatives.

Llavors pertal de disminuir el temps d’analisi es pren 2 extraccions com avalor Optim peraquest
factor d’influéncia.

Finalment amb |’avaluacié del numero de neteges que s’ha de realitzar a la fase organica
recuperada a lI’extraccid, es finalitza amb |I'optimitzacié del metode. Els resultats es poden
observara la taula 16.

Taula 16. Avaluacié del numero de neteges

Vitamina [mg/L] Area (pV-s) Area (pV-s) Area (uV-s)

2 extraccions 3 extraccions 4 extraccions
Vitamina A 20 663572.54 665143.04 513924.15
Vitamina D2 2 34359.57 31205.50 25148.37
Vitamina D3 5 317542.46 316687.86 267049.24
Vitamina E 28.7 - - -

Com s’observa, amb 4 extraccions es comenca a tenir perdues degut als errors sistematics del
procediment analitic. Peraltrabandas’observa que entre2i 3 netegesno estroben diferencies
significatives ni amb la relaciéd amb el Pl ni amb les arees, llavors per tal de disminuir el temps
d’analisi es pren 2 extraccions com a valor optim peraquest factor d’influéncia.

5.2.1 Condicionsfinals de I’analisi
Aixidoncs les condicions perl’analisi de mostres consisteix en pesarde 0,1a 3 grams de mostra

homogeneitzada per un molineti amb les condicions finals pel tractament de la mostra
reflexadesalataulal7.
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Taula 17. Condicions finals del I’analisi amb el metode desenvolupat

Condicions saponificacio

Volum metanol (mL) 30
Acid ascorbic (g) 1

Volum solucié KOH 50% (mL) 10
Temperatura (2C) 70
Temps de reaccié (min) 45
VolumH,0 per1:1 MetOH 30

Condicions Extraccio

Volum extraccié solucié n-hexa20% eter 50
dietilic(mL)

Numero d’extraccions 2

Numero de neteges 2

Condicions evaporacio

Temperatura Bany H,0 (2C) 40
Pressio (kPa) 20
Revolucions per minut 260

Condicions Cromatografiques

Composicié Fase mobil 95:5
%(MetOH: H,0) tequiibri (MiN) tanaiisi (Min)
isocratic 10 9
Flux (mL/min) 1
Volum d’injeccio (pL) 20
Temperatura Forn (2C) 35
Vitamina  Temps(min) I'.ongitud
Detector d’ona(nm)
A 2.5 325
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D3 2.5 265

E 4 292

FinalitzadaI’optimitzacié delmétode,van sorgir problemes al’hora de validar-lo, a causa de que
la columna cromatograficavacomencar a donar problemesal’horade laseparacio dels pics del
que era el Pl; la vitamina D2, i I'analit vitamina D3. En primer lloc, es va pensar que la causa
podria ser el poc temps d’equilibri posterior a la utilitzacié de la columna per I’altra métode
mencionat o un error de I’analista. Per tant es van analitzar patrons de 1 ppm de D2i D3 per
separat i combinats. Com es seguia obtenint el mateix resultat es va pensar que el problema
podriasercausats pels patrons, com contaminacié d’aquestso degradacié del patrd ; peraquest
motiu es va tornar a elaborarels patrons de D2 i D3 i realitzarles mateixes proves d’abans. Tot
i aix0 es seguia obtenint el mateix resultat.

Un cop descartat aquestes possibles causes, es va pensar que podria ser un problemade la
columna, aixi doncs es va portar a terme la netejade la columnasegonsles especificacions del
fabricant.

{59 I ) 6 P o O ) I e 3 T P 3 o 5 o 5 3 B ) R I T I ) ) [ P4 [ I P ) et o P 3 e A L P I ) ) [ . L ) L
05 1.0 1.5 20 25 20 35 4.0 5 5.0 5.5 8.0 €.5 7.0 7.5 8.0 8.5

Figura 14. Cromatograma superposat dels patrons de la Vitamina D2 individual (senyal negre), Vitamina D3
individual (senyal blava) i el patré combinat D2 i D3 (senyal blau cel).

Per tant amb aquests resultats es va optar posar-se en contacte amb Phenomenex; el
distribuidor de la columna, que va suggerir regenerar la columna amb les condicions
especificades en la informacié técnica facilitada, aquest procediment va tenir una durada de 1
dia. Pero com s’observaala figura 14, la separacié cromatograficano esva poderrecuperar.
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Davant aquestinconvenient, les condicions actuals obliga a deixar de costat I’opcié d’utilitzadd
de patrd intern, peraquest motiu les calibracions s’han portataterme amb unaregressio lineal
de patrons externsiobligantadeterminarlarecuperacié de cada matriu utilitzada.

5.3 Validacié del metode

La validacié d’un métode com s’ha vist, és molt laboriosa ja que consta d’un procediment
experimental exhaustiu. Al laboratori no es va poderdisposar de blancs de matriu ni mostres de
referencia, peraquest motiu lavalidacié complertanova ser possible. Pero en un futur proper
s’esperal’obtencid d’aquestsi poderfinalitzarlavalidacié dels parametres de selectivitati biaix
d’aquest métode. Als seglients apartats s’exposen elsresultats dels parametres que s"han pogut
validar.

5.3.1 Determinaciéde LODiLOQ

Perla determinacié d’aquests limits, s’"han portat a terme 10 analisis de patrons combinats amb
concentracions properes al LOD de les 3 vitamines d’interés, seguidament els valors de LOD i
LOQ esvan calcularamb lesequacions 6,78 i els resultats s’observenalataula 18.

Taula 18. Resultats dels analisis per la determinacié de LOD i LOQ

N2 Analisi Vitamina A Vitamina D3 Vitamina E
[0.1 mg/L] [0.2 mg/L] [1.3 mg/L]

1 0.1603 0.1765 1.3128

2 0.1265 0.2257 1.5083

3 0.1471 0.1948 1.3208

4 0.1372 0.2151 1.4032

5 0.1289 0.1788 1.4941

6 0.1332 0.2246 1.3111

7 0.1477 0.2094 1.3949

8 0.1451 0.1955 1.3117

9 0.1313 0.2002 1.3188

10 0.1437 0.2047 1.2485
DESVIACIO 0.0105 0.0169 0.0854
ESTANDARD
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LOD 0.0315 0.0507 0.2562

LoQ 0.1052 0.1696 0.8539

5.3.2 Interval detreballiinterval delinealitat

Inicialment es van analitzar 6 patrons combinats (amb totes 3 vitamines), a els segilients rangs
(comencant pel LOQabans calculat) amb concentracions equidistants3:

e VitaminaA:[0,1-12,5] mg/L
e VitaminaD3:[0,2-12,5]mg/L
e VitaminaE:[0,8-50]mg/L

Alafigura 15 esrepresentalesrectes obtingudes. Com es pot observar qualitativament, elrang
escollitmanté, a priori, lalinealitat.

INTERVAL DE TREBALL

y=261625x-6278,8
R?=0,997
L 4

1600000
1400000

1200000
o [VitA]

1000000

® [Vit D3]
800000

AREA

[Vit E]
600000 y=50647x-1508,8

R2=0,9892 ; )
400000 y = 8583x-938,94
R2=0,9963

200000

0

0 5 10 15 20 25

[MG/L]
Figura 15. Representacio de la regressio lineal de I’interval de treball. Recta taronja Vitamina D3, Recta blava

Vitamina A i recta gris vitamina E.

Per acabar de definirI’interval lineal, i conseqlientment la nostra recta de calibracié, es va
decidirtreballaren unsrangs mes curts, que s’ajustaven millorales necessitats del laboratori.

Aixidoncs, es van analitzar per duplicat patrons a 6 concentracions diferents, pero aquest cop
definintmillor els extrems de larectade calibracio, jaque segons ladistribucié de errors en una
recta, aguestazonaésla méscritica.

Els patrons utilitzats vanser:

e VitaminaA(mg/L):0.1-0.5-1.5-3.5-4.7-5.0
e VitaminaD3(mg/L):0.2—-0.5-1.5-3.5-4.7-5.0
e VitaminaE(mg/L):0.8 -3.0—7.0-14.0 —18.0 —20.0
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En aquest cas, per confirmar que elmodel escollit (calibracié amb regressidlineal) ésel correcte,
es fa un estudi estadistic dels residuals, a més d’una primera avaluacié del coeficient de
determinacio (R?)*°.

En la calibracid de la vitamina A s’obté un R? de 0.997. Tradicionalment, i com s’indica a la
referencia[14], un R?superiora0.99, com en aquestcas, indicala possible linealitatde larecta,
pero no la confirma. La figura 16, correspona la calibracié obtingudai el residuals al llargde la
recta. S’observaunadesviacié granen|’dltim puntde larecta.

Corba de regressid ajustada
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Figura 16. Corba regressio ajustada Vitamina A

Fent un grafic dels residuals estandarditzats, es pot avaluar possibles tendéncies i punts
discrepants o outliers presents. A la figura 17, el grafic de residuals indica una clara tendéncia
descendent,aexcepcié de I’Ultim punt,que té unvalor perdamuntde 2, confirmant que estem
davantd’un outlier *°.

Grafic dels residuals estandards
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Figura 17. Primer grafic de residuals Vitamina A

Eliminant aquest punt, s’obté una nova recta de calibracié i un nou grafic de residuals; figura
18i 19 respectivament. S’observa com latendencia abans esmentada desapareixen el nou grafic
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de control, distribuint-se els puntsaleatoriament al voltant del 0. Pertant, es pot confirmar que

aquestaultimarectaésvalida.

Corba de regressid ajustada
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Figura 18. Corba de regressio Vitamina A sense el punt discrepant
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Figura 19. Grafic de residuals Vitamina A sense el punt discrepant

Seguidament es torna a fer el mateix estudi estadistic per alavitamina D i E. En aquests casos
no es troba cap tendéncia ni punt discrepant. En la figura 20 i 21 s’observen les distribucions
delsresiduals estandard, on nos’observa cap tendencia ni cap valor per damunt de 2.

Grafic dels residuals estandards
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Figura 20. Grafic de residuals Vitamina D3 amb distribucid aleatoria i cap punt discrepant
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Figura 21. Grafic dels residuals Vitamina E amb distribucio aleatoria i cap punt discrepant.

En darrer terme, es finalitzaamb lavalidacié de les rectes de calibratge obtenintelsresultats a
la taula19.

Taula 19. Rectes de calibratge finals per totes 3 vitamines

Vitamines Pendent Ordenada a lI'origen Coeficientde
determinacio

Vitamina A 261618x -1255.4 0.9998
Vitamina D3 51601 -196.88 09976
Vitamina E 8427.2 -140.69 1

5.3.3 Recuperacié

Amb la recta de calibratge feta, esvan analitzarles mostres de rutina de suplements vitaminics
abans esmentat; sense dopari dopades, essent les concentracions addicionades les seglients:

e VitaminaA(mg/L):0.95
e VitaminaD3 (mg/L):0.67
e VitaminaE(mg/L):5.51

A lataula 20 s’observen els resultats de les concentracions normalitzades de les vitamines ales
mostres dopadesisense dopar, amésdel valorde larecuperacid.

Taula 20. Resultats del calcul de la recuperacio

Mostres [Al. (mg/L) [Ds]. (mg/L) [Al. (mg/L)
Mostra 1 1.29 1.70 13.80
Mostra 2 1.17 1.61 13.43
Mostra 3 1.37 1.71 12.72
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Mostra 4 dopada 2.12 2.18 17.99
Mostra 5 dopada 1.97 2.18 18.28
Mostra 6 dopada 2.06 2.34 17.96
Mitjananodopada  1.27 1.67 13.32
Mitjana dopada 2.05 2.23 18.07
Recuperacio (%) 81.34 83.46 86.32

Com s’observaaaquestataula, els valors de recuperacié no son superiors al 90%, pero aixo pot
serdegutaque nos’harealitzatlacalibracio amb Pl com s’havia plantejatinicialment o no haver

fet Us d’una corrent de nitrogen per evitar les oxidacions de les vitamines al tractament de la

mostra.

5.3.4 Precisio

Com s’hamencionat previaments’hadesenvolupat el disseny “anidado” pertal de disminuirel
numero d’experiments per la validacié d’aquest parametre. A la taula 21 es presenta els
resultats haventaplicatel factorde recuperacié abans calculat.?

Taula 21. Resultats de les 8 mostres analitzades amb el metode sota condicions de repetibilitat amb diferents

analistes.
Dia Analista/mostra [A] mg/Lreal [Ds;] mg/L real [E] mg/L real

Bryan M1 7.04 9.54 75.76

' Bryan M2 7.16 10.14 76.60
Alba M1 8.61 10.37 77.43

’ Alba M2 8.34 10.35 81.29
lvan M1 7.91 10.19 73.67

’ lvan M1 6.95 9.92 75.44
Héctor M1 8.44 9.67 80.02

* Héctor M2 8.19 9.94 78.85
Mitjana 7.83 10.01 77.38
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Seguidamentamb I’ajudade les eines d’analisi estadisticde Microsoft Excel, es realitzal’analisi
de variancia per cada vitaminai posteriorment calcularla desviacid estandard de repetibilitat i
precisid intermitja percadascunad’elles.

En primerllocs’avalua la repetibilitat i precisid intermitja de la vitamina A. Obtenint I’analisi
ANOVAdelaTaula22 i23.

RESUM

Grups Compte Suma mitjana Variancia
ivan 2,00 14,20 7,10 0,01
alba 2,00 16,95 8,48 0,04
bryan 2,00 14,86 7,43 0,47
Hector 2,00 16,63 8,32 0,03

Taula 22. Taula resum de I’analisi ANOVA per la vitamina A

ANALISIS DE VARIANCIA

Origen de les variacions Suma de quadrats  Graus de llibertat (g.ll) Mitjana dels quadrats F Probabilitat ~ Valor critic per F
Entre grups 2,69 3,00 0,90 6,58 0,05 6,59
Dintre dels grups 0,54 4,00 0,14
Total 3,23 7,00

Taula 23. Resultats dels valors d'’ANOVA d’un factor per lavitamina A

Amb aquestsresultats, es calculaladesviacié estandard de larepetibilitatamb I’equacié 11. On
MS; es calculaamb I’arrel quadrada de lamitjanadels quadrats dintre dels grups obtinguts de la
taula 23.

Pel que fa la desviacié estandard de la precisié intermitja es calcula amb I'equacid 12. Que
presental’arrel quadradade lasuma de la varianciade la repetibilitati el quadrat de la variadé
total del factoragrupament calculatamb I’equacié 133. On MS, és lamitjana dels quadrats entre
grupsi MS; lamitjanadels quadrats dintre dels grups obtinguts alataula 23.

Conseqlientment es realitza el mateix procediment per les vitamines D; i E, obtenint els
resultats; ala taula 24,de la precisié entant per cent mitjancantl’equacié 14i 15.

s
Repetibilitat % = ——=x100
[vit]

Equacid 14. Equacid per la repetibilitat en tant per cent. Com a quocient de S, i la mitjana de les concentracions de les
vitamines

S
Precisi6 intermitja % = —L_x100
[vit]

Equacid 15. Equacio per la precisid intermitja en tant per cent. Com a quocient de S; i la mitjana de les concentracions
de les vitamines
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Taula 24. Resultats de I'avaluacio de precisio

Precisio
Vitamines
Condicionsrepetibilitat % Condicions Precisid intermitja %
Vitamina A 4.71 9.17
Vitamina D; 2.51 3.11
Vitamina E 2.05 3.45

Els valors de repetibilitat no han de superar el 5% *> ® ° i en aquest ca s’obtenen valors
acceptables. Per altra part la precisié intermitja acostuma a ésser més elevat deguta que la
causa de les desviacionsson alienesa les condicions de mesura. Malgrat aix0, es pensa que
aquestesvariacions es poden disminuiramb la utilitzacié de patrd interni corrent de nitrogen.

6. Conclusions

Peracabar, es conclou que els objectius del treball han quedat complerts. Malgrat als problemes
guevan sorgira|’horade validarel métode.

El laboratori queda pendent de trobar una solucié amb I’ajuda del fabricant, per la separacié
cromatograficade lesvitamines Damb la columnatreballada.

Peraltra banda queda pendent confirmar que amb la utilitzacié d’'una corrent de nitrogenil’us
de PI pel tractament de la mostra, s’obtenen millors recuperacionsi per tant els valors de
precisio seran més baixos.

Amb I’adquisicié de blancs de mostres i material de referéncia, queda pendent finalitzar la
validacié del metode.

Amb elsresultats obtinguts s’acceptal’optimitzacié del métode.
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ANNEX 2. Relacions [Area Vit]/ [Area Pl]

Temperatura (2C) [AreaVit.A]/[Area  [Area Vit D3]/ [Area [AreaVitE]/[Area
PI] PI] PI]

70 2.47 9.31 0.67

85 2.63 10.90 0.71

100 0.30 11.07 0.76

Taula A. Relacions ambel Pl a la temperatura de saponificacio.

Temps (min) [Area Vit.A]/[Area  [Area Vit D3]/ [Area [AreaVitE]/[Area
PI] PI] PI]

15 26.20 11.20 -

45 22.12 9.7 -

100 21.33 9.24 -

Taula B. Relacions amb el Pl al temps de saponificacio.
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ANNEX 3. F|txestecn|ques

Fichas Internacionales de Seguridad Quimica

CAS: 67-56-1 CH,O/ CH,OH
RATECS PC1400000 Masa molecular: 32.0
Nu: 1230
CE Indice Anexo I: 603-001-00-X
CE / EINECS: 200-659-6
TIPO DE PELIGRO / | PELIGROS AGUDOS / PREVENCION PRIMEROS AUXILIOS /
EXPOSICION SINTOMAS LUCHA CONTRA INCENDIOS
INCENDIO Altamente inflamable. Ver Evitar las lamas, NO produck | Polvo, esp al alcoh
Notas. chispas y NO fumar. NO poner agnmwmmhﬁthsdﬁrdo
en contacto con oxdantes. de carbono.
EXPLOSION Las mezclas vapor/aire son | Sistema cerrado, versiladan, En caso de incendio: mantener frios los
explosivas. pmawb::mma Rk Y oaac
are comprimido para lerar, vadar rockndo 0on AQuK.
o manipular. Utlicerse
Parramientas manualkes no
generadoras de chispas.
{EVITAR LA EXPOSICION DE
EXPOSICION ADOLESCENTES Y NINOS!
Inhalacion Tos. Vértigo. Dolor de Ventilacién. Extraccian Aie limpio, reposo. Proporcionar
cabeza Niuseas Debilidad. | localizada o p i i i m ek
Aleraciones de la vista. respiratoria
Piel |PUEDE ABSORBERSE! Guantes de proteccion. Traje | Quitar ka5 ropas contaminadas. Aclarar con
g S & .
Piel seca. Enrojecmiento. de proteccidn. a3a
Ojos Enrcjecmiento. Dalor. (‘am stadas de idad, | Enjuagar con bundante durama
T op e ocular combinada | varnos ?“:ﬂlh&“uﬂm
sl con
con Ea proteccion respiratoria puedo e
Ingestion Dolor abcomina. Jadeo. No comer, ni baber, ni fumar Provecar el vémito (JUNICAMENTE EN
Conwds duranie el trabajo. Lavarse las | PERSONAS CONSCIENTES!).
ol conocimianto (Para mayor | manoe artes de comer. Praporc: istencia médi
vexse
DERRAMES Y FUGAS ENVASADO Y ETIQUETADO
Evacuar la zona de pelgro. Ventitar. Recoger el liguido No transportar con alimentos y piensos.
procedante de fa fuga en recipientes precimables. Clasificacion UE
Eimnuelmnnconmd:um Eliminar vapor | Simbolo: F. T
con agua pulverizada. Traje de pr A 11-2024/25-392723/24/25,
incluyendo equipo aulénomo de retpnaﬁn S: (1/2-)7-16-38/37-45
Clasificacion NU

Clasificacidn de Peligros NU: 3
Riesgos Subsidiarios de kas NU: 6.1; Grupo de Envasado NU: I

RESPUESTA DE EMERGENCIA ALMACENAMIENTO
Ficha do emengencla do (Transport A prueba de incendia. Separado de axid fuertes, al y
Card): TEC (R)-3051230. Codigo NFPA-H 1; F 3 R 0; piensos. Mantener en lugar fresco.

=z (,)O- = O

Preparada en o Ci

in entre of IPCS y ka Comisién Europea @ IPCS, CE 2000

VEASE INFORMACION IMPORTANTE AL DORSO




Fichas Internacionales de Seguridad Quimica

PROPAN-2-OL ICSC: 0554
DE SEGURIDAD E HIGIENE
| EN EL TRABAJO
PRO'PAN-Z-OL
2-Propanol
Alcohol Isopropiico
Isopropanol
C3HgONCH3)zCHOH
Masa molecular: 60.1
N° CAS 67-63-0
N RTECS NT8050000
IN° ICSC 0554
'N‘ NU 1219
N CE 603-117-00-0
PELIGROS/ SINTOMAS PRIMEROS AUXILIOS!
AGUDOS PREVENCION LUCHA CONTRA INCENDIOS

Evitar llama abienta, NO producir
lchispas y NO fumar.

Polvos, espuma resistente al alcohal,
agua en grandes canlidades. didaido
ide carbono.

Las mezcias vaporare son Sistema cerrado, ventilacion, equipo  [En caso de incendio: mantener frios
explasivas. 0 y de sumbrado 3 prueba de [l bi y dems instalacs
jones, por pubverizacian con agua.
l l
Dokor de garganta. 10s. dolor de eniacion, exiraction localizads o & impio, (eposo y someler &
vértigo, semnalenci prolecadn respiratona HON Mbdica.
(Ver Ingesticn)

Piel seca.  |Guantes proteciores. f las ropas contaminadas,
arar la piel con agua y jabén.
Enrgjecimiento. Gafas sjustadas de sequridad Enjuagar con agua abundants
o proteccién ocular combinada con la Gurante varios minutos (quitar fas
protectitn respiratoria. lerdes de contaclo si puede hacerse

con faciidad), despuds consuitar &
un médico.

Dolor abdomnal, dficultad respiratona, [Nom.bebevnimawamed [Enmahboa‘NOpmmd
ndusea, pérdida del i0. senito y a atencé o
ST vomutos. (Ademnds, ver inhalacion). oo
| DERRAMAS Y FUGAS I ALMACENAMIENTO l ENVASADO Y ETIQUETADO
[Proteccion parsonal: moparagasesy [A peusba de incendio. Separado de [simbolo F
vapores organicos. |oxidantes fuertes. Mantener en lugar frio. | simbolo Xi
lliquida procedente de ta vugaemecpoema |Bien cerrado. [R: 11.36-67
(herméticos, absorber o liquido residual en %S: (2-)7-16-24/25-26
‘arena o absorbente inerte y trasladarto  un Nota 6
lugar seguro. |Clasificacitn de Peligros NU: 3
Geupo de Envasado NU. I
(CE
| .

VEASE AL DORSO INFORMACION IMPORTANTE

Preparada en o Contesto de Coaperacion entre of IPCS y ia Comisidn de las Comunidades Europeas © CCE

1cSC: 0554 o sypersh
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Fichas Internacionales de Seguridad Quimica

KcsC: 0279
D€ IRGURIDAD E MGIENE
ENEL TRABAJO
 TWPOSDE
wiar 1as Hamas. NO produck Povo, AFFF, aspuma, adadode
ispacs y NO dimar |camona

CICO y O Suniado 3 prueda S8 IS DNOones y demds natalaciones
leploskones. NO Wlzar s
COMEAMIcs para Bena, vacar e
\manguar Utkensa heramentas
|manuses no generasras de
s pas.

(AR VPO, FepOaD  POpONCOnal
|m-mua

|

|Oustar las ropas Comaminasas,
|ckaer y lavar 3 pied con agua y
[JAbAN ¥ PrOpOconas askincia
|mbdsca.

|Efyuagar con agul abundanie
|GUrante varios Mnuins (Quitar s
hartas 08 COMACY S pUsdE hacerse
[con facldad) y proporsona

| e nca mésca.

pohlie, @ NGuod que se demara y ol ya
GTEMado en MCPRmas hemiticos,
Aaorter of IGuds resdual an aena o
AWAHBENS iNeNe ¥ MRS & un lugar
Wguo. NO wanerno al doanmdian, NO

PO GuE S5 roduc Quimico @
0PN amtanie. Profccidn personal
R0 e sQr e Qises y vapos i

simidlo F
noendo. Separado de simialo Xn
Nantenes ben cemado. simedo N

R 11-384820-51/53-62.85 67
S (2-)9-16-20-33.3407-61-82
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Fichas Internacionales de Seguridad Quimica

DIETILETER

ICSC: 0355

chispas y NO fumar. NO poner en
contacto con superfices calientes.

DIETILETER
Eter dietilico
Eter etilico
C4Hy 00
Masa molecular: 74.1
N® CAS 60-29-7
N° RTECS KIS775000
N® ICSC 0355
N° NU 1155
e PELIGROS! SINTOMAS PREVENCION PRIMEROS AUXILIOS/
AGUDOS LUCHA CONTRA INCENDIOS
Extremadamente inflamable. Evitar las llamas, NO preducir Espuma resistente al aicohol,

polvo, didxido de carbono.

ts mezcias vaporiaire son

Sistema cemado, ventilacidn, equipo
eléctrico y de alumbrado a prueba de
explosiones. Evitar la ganeracion de
cargas electrostaticas (por ejemplo,
mediante conexion a tierra). NO
utdizar aire comprimido para lenar,
vaciar o manipular. Utilicanse
herramientas manuales no
|generadoras de chispas.

En caso de incendio: mantenes frios
|os bidones y demas instalaciones
rociando con agua.

N° CE 603-022-00-4
~ TIPOSDE
PELIGRO/
EXPOSICION

[

de cabeza, somnolencia,
narcosis, pérdida del

Ventilacion, extraccidn locallzada o
proteccién respiratona.

-

Aire limpio, reposo, respiracion
artificial si estuviera indicada y

proporcionar asistencia médica.

Guantes protectores. Quiter Ias ropas contaminacas,
aclarar la piel con agua abundante o
ducharse.
rojecimiento, dolor. Galas ajustadas ce seguridad. Enjuagar con agua abundante

durante varics minutos (quitar las
lentes de contacto si puede hacerse

con facilidad) y proporcionar

| asislencia médica.
Plemgo. somnolencia, vomios. INo comer, ni beber ni fumar durante 12 boca. NO provocar e vomito.
| !e| trabajo. Dar uno o dos vasos de agua.

I DERRAMAS Y FUGAS | ALMACENAMIENTO I ENVASADO Y ETIQUETADO

Evacuar 1a zona e pelgro. Consultar aun  |A prueba de incendio. Separado de [ Hermético.

experto. Eliminar toda fuente de ignicidn. oxidantes fuenes. Ver Peligros Quimicos. simboio F+

Recoger & liquido procedente de la Mantener en lugar fresco y en la oscuridad. | simboio Xn

fuga en recipientes herméticos, absorber el |Aimacenar solamente si esta estabilizado. R: 12-19-22-66-67

liquido residual en arena o absorbente S: (2-)9-16-28-33

inene y trasladario a un lugar seguro. Clasificacion de Peligros NU: 3

Proteccion personal adicional: respirador Grupo de Envasado NU: |

de fitro para gases y vapores organicos.

LIS
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Fichas Internacionales de Seguridad Quimica

Niusein Vandos Shock o colagrsa.

HIDROXIDO DE POTASIO ICSC: 0357
Mayo 2010
Cas 1510563 Potinss cacatcn
NU. 1813 Hiduo de potasio
CE hdeu Anesst  019002.008 mam [
CEJEINECS. 215-181.3
Masa molecular: 56.1
TIPODE PEUGRO/ | PELIGROS AGUDOS ! PREVENCION PRMEROS AUXILIOS J
EXPOSICION SINTOMAS LUCHA CONTRA
INCENDIOS
NCENDIO N comdcatibie. E! contacie con le NO poost en contecn En caso de incendio en of antirng wi
humslad © of sgus, pusde genens con g wn medo de eExtnodn sdecusdo
£ Cor pare p b igrmcad
da mstenakes combusities
EXFLOSION Feago de noende y axpiesedn an NO poner en contactn
conlactn con (wir Pulgeos Ouemices) con sl aded
ncenpatties. (Ver
Puigros Cuimcos)
EXPOSICION AL MEDICO BN TODOS
Dortrmince. | [Sachon
b e
Intakecdn Tos Dokr de gasganta S dor de E - d e Are mpee, repess. Moporoonss
Quemasin [+ = mbdcs
Pl Enrcpecamanio. Ddor Gusartics de grotecsion Oorter lues ropecs contimnidas. Ackers
O " Grives A L Trge da el con aturdame o duchurse
Suraete 15 mesuios come minimo
Proporcone asstencis médcn
Ofes Emvopecimuenia Dofor Viiidn borasa Pactelly facd o Erguager con dx. Ararts
Ouesaduras grves. profeccdn oculie wirionk misuios (Quiter ks lermes du
combinsdy con o puade con fecicdad)
. < o ; T
Ingustén Dok abdorrenal Quurmadurio un 4 No conmme, e babar, 1 Erquagat la tocu NO grovocs of vissin

DERRAMES Y FUGAS ENVASADO Y ETIQUETADO

D & tuber un v paguedo de ugud,

o d o e g
Proporconis asstencis médcs
Tabalasenis

™ Yige du px = mcioyendo equpo | No cen ¥
Athrtmo S reapirecdn. NO permite Sue ssle prod. : s | Clasficachn UE
 arvs Barrer ln O s = = Simtols C

wnun de plis Recoge: o resideo y R 2235

Wasladari § COMNLICION | LN LG Segus. S (12-28-36/37130-45
Clusfenctn NU
Cinfcucdtn du Pudigros NU- §
Griupo de Esvinadio NU- I
Clusfcastn GHE

o

Wmmommtw
Provocs grives quermaduces o (o el y lesiones coules.
Pusde =

RESPUESTA DE EMERGENCIA ALMACENAMIENTO

Cosgo NFPA 13 FO R

Superstc i aimenios y paraos, Sodos foertus v metihes. Almacenar
o ol recpartie cngined. Martures en g seco B currads.
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