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Degut a 'emergéncia sanitaria causada pel COVID-
19, les practiques en les que es basa aquest TFG
van quedar incompletes, impedint amb aixo el
desenvolupament de totes les tasques i objectius
que es varen plantejar.

Aixo va causar un lleuger canvi de format, aixi com
una certa rebaixa de les expectatives a obtenir del
mateix. Malgrat aquesta incidéncia, en I'actual
treball es detalla els processos que s’haguessin
acomplert en un escenari de normalitat, amb
I"objectiu de mostrar la planificacio inicial del
mateix.
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Primerament, agrair a Biosfer Teslab i tot el seu personal per 'oportunitat de treballar
amb ells i pel tracte de respecte i valoracio de la feina fet que han tingut cap a mi, aixi

com la seva rapida resposta en quan a I'acceptacié de la meva sol-licitud.
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en els que he tingut el plaer de treballar amb ell.
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d’abans que ningu. A '’Anabel, per haver estat la meva guia académica i una amiga en
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el David, la Paula, la Noelia i la resta de persones que he conegut en aquests anys, i
gue han contribuit a fer que fos un dels millors periodes de la meva vida. Al Marti i la
resta del meu grup de D&D, per haver estat la meva valvula d’escapament i un motiu
per mirar amb ganes al cap de setmana. Molt especialment, a I'Elisabet, per haver
esdevingut el meu pilar i la meva llum, i convéncer-me que podia seguir aguantant
sempre una mica meés. Per sobre de tot, vull agrair-ho als meus pares per no haver
dubtat mai de mi, fins i tot quan jo no creia en mi mateix. | per dltim, a totes les persones
a qui estimo i respecto amb tot el cor, tot i no haver estat aqui citades, doncs no ho

podria haver fet sense vosaltres.
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Biosfer Teslab, empresa spin-off de la Universitat Rovira i Virgili (URV) i I'Institut de
Recerca Sanitaria Pere Virgili (IISPV), opera en el sector del diagnostic in vitro amb
I'objectiu de proporcionar serveis analitics per estudiar i monitoritzar les alteracions del
metabolisme amb la finalitat d’avancgar en el coneixement i en la millora de la salut de
les persones. Els serveis van dirigits tant a universitats com a centres d’investigacio,
professionals sanitaris, empreses farmaceutiques, empreses alimentaries, i laboratoris
d’analisis cliniques que desenvolupin la seva activitat en el camp de les malalties

metaboliques.

Biosfer Teslab es va crear amb la voluntat de reduir al maxim el temps entre els resultats
cientifics basics i la seva aplicacié futura als pacients, per convertir-se en una empresa
de referéncia a escala europea en l'analisi de bio-fluids, mitjancant la tecnologia d’alt
rendiment de Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN). Fruit d’aquesta vocacio, neix el
test Liposcale®, revolucionant la caracteritzacio del perfil de lipoproteines (particules
que transporten els lipids pel torrent sanguini) en permetre determinar de manera directa
i rapida la grandaria, la composicio lipidica i el nombre de particules de les principals
classes de lipoproteines (VLDL, LDL i HDL), aixi com la concentracié de particules de
nou subclasses diferents, sense haver de fraccionar el sérum sanguini. Aquest és el

producte principal de 'empresa a dia d’avui i el focus central dels treballs alla realitzats.

Alternativament, també estan treballant en altres métodes d’analisis de metabolits de
baix pes molecular en sérum intacte, el test de glicoproteines en sérum intacte,
lipidomica de sérum, de cultius cel-lulars i de teixits (tant animals com a humans) i
caracteritzaci6 de metabolits aquosos per a cultius cel-lulars, medis de cultiu i

teixits/biopsies (tant animals com a humans).

.} BiosferTeslab

Figura 1: Logotip de Biosfer Teslab
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En aquest treball, es busca determinar un métode per a I'extraccié de LMWM de femta
humana, optimitzar-lo per obtenir el major rendiment i automatitzar-lo per a un Us
industrial. Primerament, es va realitzar una cerca bibliografica de diferents métodes,
duent a la pre-seleccioé de dos d’ells, basats un en metanol:aigua i un altre en PBS.
Posteriorment, es van realitzar una série de proves per a determinar quin d’aquests
oferia millor resultat, basant-nos en analisi amb H-RMN, i es van valorar els resultats
obtinguts amb l'ajuda del software TopSpin. Es va seleccionar el métode PBS, per ser
més rapid i oferir millors resultats, i es va optimitzar en proporcions i refinaments fins a

seleccionar una quantitat de 0.7 mL de PBS i dos cicles de congelacié descongelacio.
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Les anomenades “ciéncies omiques” son, a dia d’avui, la punta de llanga de la
investigacio, i han canviat totalment el paradigma i la forma en la que afrontem les
investigacions. Hi ha una gran quantitat de disciplines, o més aviat, vessants d’aquestes
que existeixen, tals com la lipidomica, la protedmica, la genodmica, la transcriptomica o
la metabolomica, que s’han desenvolupat especialment des d’inicis del mil-lenni (Lo et
al., 2017). Unit amb laugment de la capacitat d’analisis que les noves eines
informatiques, com la sequienciacié de nova generacié (NGS) (Lo et al., 2017) permeten,
ara és possible analitzar metabolits en massa per a estudiar el conjunt de les vies de
senyalitzacioé actives i les reaccions presents en I'organisme, en comptes de veure’s
limitat a una Unica cada vegada, cosa que ha aportat una enorme quantitat de dades
(Clish, 2015) i fugir aixi de I'enfocament dirigit per a poder actuar amb un enfocament

holistic.

La metabolomica (Metabolomics - an overview | ScienceDirect Topics, no date; Jang,
Chen and Rabinowitz, 2018) és la cieéncia que estudia el conjunt de metabdlits presents
en l'organisme en un moment determinat (Deda et al., 2015), aixi com les seves
interaccions i relacions, permetent aixi obtenir nous biomarcadors per a generar perfils
en diferents estats i aixi afrontar la investigacié de forma no-dirigida (holistica). Utilitza
técniques analitiques d’alt rendiment per estudiar alhora una gran quantitat de metabolits
en un gran rang d’espécimens (Karu et al. 2018), cosa que la converteix en una eina
molt potent i valuosa (Jain et al. 2019). Com mostra la Figura 2, linterés en la
Metabolomica ha anat en augment des del seus inicis, cap al 1998, disparant-se de
forma quasi exponencial en els Ultims anys, cosa que s’explica pels avengos recent

mencionats.

OPTIMITZACIO | AUTOMATITZACIO D’UN METODE D’EXTRACCIO DE METABOLITS DE BAIX PES MOLECULAR EN FEMTA HUMANA 7



e UNIVERSITAT
(-&) BiosferTeslab @" ROVIRA i VIRGILI

Nombre d'articles de "Metabolomics" a PubMed al llarg dels
anys
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Figura 2: Nombre d'articles de "Metabolomics", evolucid al llarg dels anys. Extret de PubMed (‘Pubmed @
Www.Ncbi.NIm.Nih.Gov’, 2003)

Tot i aix0, és una ciéncia amb certes limitacions, degut a la gran disparitat en la natura
del metabdlits a analitzar, que varien en polaritat, solubilitat, i caracteristiques
fisicoquimiques, cosa que es sol solucionar mitjancant separacions en diferents
extraccions (Clish, 2015). Aixd no obstant, engloba un gran ventall de compostos
diferents, cosa que ha implicat una evolucié més lenta respecte altres dmiques amb un

rang més limitat.

El que pretenem estudiar son els Low Molecular Weight Metabolites (LMWM), un terme
generalista que agrupa una gran quantitat de composts de baix pes molecular que
intervenen en el metabolisme de I'organisme. Aix0 inclou metabodlits energétics, com
podria ser la glucosa, el lactat, o el succinat; d’altres derivats de la dieta, com la xilosa
o la galactosa; aixi com tot tipus de Short Chain Fatty Acids (SCFA) o aminoacids. Un
llistat dels metabolits que ja avui en dia s’ofereixen com a part de I'analisi de LMWM a

Biosfer esta present en la Taula 1.
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Taula 1: Llista de metabolits detectats en femta amb el métode actual de Biosfer

Format
Propionat
Valerat
Acetat
Butirat
Isobutirat

Isovalerat
Lisina
Alanina
Glicina
Glutamat
Metionina
Tirosina
Fenilalanina
Valina
Leucina
Isoleucina
TMAO
Dimetilamina
Glucosa
Lactat
Succinat
Xilosa
Galactosa
Uracil
Uridina
Oxipurinol
Hipoxantina
Inosina
2-deoxiinosina
Creatina
Creatinina
Malonat
Colines

3-fenilpropionat
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La capacitat d’analitzar els metabdlits presents en l'organisme en un moment
determinant ens permet valorar-ne I'estat i establir patologies, si en coneixem les
alteracions que aquestes causen. La femta és una matriu interessant a estudiar per
diversos motius: mostren la interaccid de 'organisme amb la microbiota (Jain et al.
2019), la qual fa una important funcid, que implica la absorcié de nutrients, la regulacio
energeética, o la transformacié de xenobiotics. Malgrat aquests poden ser presents en
d’'altres matrius, aquesta n’és especialment adequada degut al seu origen. No sén
meétodes intrusius, pel que s6n més practics pels pacients i tot aixd, mentre segueixen

detectant una gran quantitat de metabdlits.

En el cas de la femta, especialment, aquesta permet també estudiar malalties com la
malaltia inflamatoria intestinal, els tipus principals dels quals sén la malaltia de Crohn i
la colitis ulcerosa (Deda et al., 2015; Lamichhane et al., 2015). També es pot estudiar el
cancer colorectal (Le Gall et al., 2018), en el qual, entre d’altres, hi ha nivells elevats de
isovalerat, isobutirat i fenilacetat; aixi com es poden estudiar malalties cardiovasculars,

aterosclerosi o diabetis (Jain et al. 2019).

La espectroscopia de H-RMN és una eina potent amb capacitat per a I'estudi de
I'estructura, la dinamica, i les interaccions de molécules bioldgiques (Marion, 2013), aixi
com per a l'analisi metabolomic de diferents matrius bioldgiques. Aquesta tecnica es
basa en la capacitat dels nuclis atdmics per a ser magnéticament actius. Aixd s'anomena
espin, i Unicament es manifesta en nuclis amb un nombre senar de protons, neutrons o
ambdés. El *H i el 13C s6n les espectroscopies més comunes. Aixi doncs, tractant el

nostre cas de H-RMN, estarem parlant d’'una espectroscopia basada en H.

En aquesta técnica, es sotmeten els nuclis magnéticament actius sota la influencia d’'un
camp magnetic, el qual provoca que els espins, abans aleatoris, s’orientin en dues
posicions: o bé en espin positiu (seguint la direccié del camp), que és I'estat anomenat
de minima energia, o bé en espin negatiu (oposat al camp), que és I'estat anomenat de
maxima energia. Un cop ja s’ha aplicat el camp magnétic, s’irradia la mostra amb un

pols de radiacié de la zona de radiofreqiiencia, que duu a un canvi en I'estat energeétic,
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que causa que els nuclis entrin en ressonancia. L’espectrometre detecta I'energia
alliberada pels nuclis al tornar al seu estat energétic original, i I'avalua sobre el temps (a
aguesta representacid se l'anomena Free Induction Decay). Després s'aplica la
transformada de Fourier per a passar de domini temps a domini freqiencia. La
freqliencia es divideix per una frequéncia de referéncia per tenir aixi una unitat
independent del camp magnetic de I'espectrometre (desplacament quimic en ppm), tal
com es descriu en la Figura 3. L'espectre resultant contindra senyals que apareixeran a
desplacaments quimics concrets, i la intensitat sera proporcional al nombre de nuclis

que contribueixen a ella (Shi et al., 2007).

0= V muestra = V ref.

X 108

V ref.

Figura 3: Férmula que descriu el desplagament quimic d'un protd dintre I'espectre. El desplagament quimic és igual a
la freqiiéncia de la mostra menys una freqtiencia de referéncia (TSP en el nostre cas), partit entre la freqiéncia de
referéncia adequada per I'aparell utilitzat.

Aquestes freqliiencies d’absorcié varien entre nuclis, ja que cadascun esta en un entorn
guimic determinat, i poden presentar variacions degut a I'apantallament. Per altra banda,
cada metabolit té associada una senyal a I'espectre de RMN, la intensitat de la qual és
proporcional a la concentracié del metabdlit i la deconvolucié de l'area de la senyal

permet quantificar la concentracié del metabalit.

La seleccid d'un metode d’extraccid és un punt critic per a la realitzacié d’estudis
metabolomics. Els solvents, temps, procediments, i altres punts del métode tindran un
impacte determinant en quins metabolits s’extrauran, perd també en la capacitat de
distingir-los o les interferencies, pel que en una disciplina amb un rang tant gran de
molécules a comparar, generalment es busca un metode amb capacitat per a molts tipus
diferents. Amb aquests objectius, es va dur a terme una recerca exhaustiva de

bibliografia, en la qual es van comparar diversos metodes.
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L’extraccié de metabolits amb metanol és un métode comu en I'estudi de LMWM (Deda
et al., 2015). El metanol és un solvent apolar molt adequat pel tipus de finalitat que es
busca (Lamichhane et al., 2015). Generalment, es considera més rapid i menys complex
el metode que usa PBS, pero el metanol pot revelar metabdlits que en certs casos no
mostren tal preséncia amb altres métodes, tals com N-acetils, residus lipids, i certes

senyals anomeriques dels carbohidrats (Lamichhane et al., 2015).

El métode basat en PBS (buffer de fosfat sodic) va ser seleccionat a partir de la
bibliografia, on s’observa com el métode més comu (Deda et al., 2015). El nostre
procediment es descriu en l'article de Kostidis (Kostidis et al., 2017), el qual ajusta certes
proporcions per a femta. Aixd és perqué aquest tipus d’extraccié s’ha usat també per
orina, com fa Shi (Shi et al., 2007), el qual és una modificaci6 de Beckwith-Hall
(Beckwith-Hall et al., 1998), el qual fou desenvolupat per plasma. El PBS regula el rang
de pH, un punt clau ja que un desequilibri en aquest pot degradar molts dels metabolits.
Posteriorment s’afegeix acid 3-trimetilsililpropionic-(2,2,3,3-d4), més conegut com a
TSP, que és un estandard per a la mesura amb RMN que ens permet quantificar, pel

gue forma part del solvent de reconstitucid, format principalment d’aigua deuterada.

Un metode menys comu és aquell que té dos passos, un primer que incorpora
acetonitri:metanol, i un segon de metanol:aigua. Aixo és degut a que el metanol, per si
sol, té bona capacitat per extraure els metabolits de bio-fluids humans, aixo no obstant,
I'acetonitril ajuda a la precipitacié de proteines, un factor d’especial importancia en la
femta; a més, ajuda a eliminar els fosfolipids degut a la baixa solubilitat d’aquests en
acetonitril (Jain et al. 2019). El segon pas amb metanol:aigua és el que implica
I'extraccio, ja que degut a la natura no-polar del metanol posseeix un gran rang
d’extraccio. En aquest pas ja s’han desnaturalitzat les proteines, pel que la extraccio és
de qualitat. Aquest métode va ser extret d’un article de Nature Scientifics reports Jain
et al. 2019), pero protocols similars poden ser trobats en altres publicacions (Dettmer et
al., no date; Deda et al., 2015; Filla and Edwards, 2016; Karu et al. 2018).

Hi ha molts més métodes, i tantes variacions com grups d’estudi diferents, pero

considerarem aquests tres com a alguns dels més rellevants per a I'estudi a realitzar.

Biosfer Teslab, com a empresa, té com a objectiu poder donar sortida i aplicabilitat als
coneixements en ressonancia magnetica nuclear i bioinformatica a nivell comercial.

Reduir el temps de processat de mostres no només implica poder analitzar-ne un major
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nombre, sind també poder oferir preus més competitius als clients i apropar la recerca
en aquest ambit a més gent (Nuestro valor afiadido - Biosfer Teslab, no date). Aixo
implica processar un gran nombre de mostres en periodes breus, cosa que pot ser
facilitada en gran part gracies a l‘automatitzacié amb robot. Aquests poden processar
un nombre elevat de mostres alhora, generalment unes 48-96, cosa que és més del que

generalment un usuari pot manipular alhora.

Programar aquest procés requereix d’'una certa inversido de temps i refinament, no
obstant, aquest es recupera amb facilitat degut al rendiment molt superior que la
maquina pot oferir. Aixi doncs, per una empresa de mida reduida, aquest pas és
essencial, doncs facilita les tasques a realitzar amb menor quantitat de treballadors, i
per tant, també incrementar significativament el nombre de mostres que poden acceptar-
se alhora.
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L’espectrometria magnética nuclear de proté (H-NMR) pot utilitzar-se per a I'extraccio
de metabolits de baix pes molecular (LMWM) en femta humana, i aquest métode pot

automatitzar-se per a un as industrial.
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Aquest treball busca poder processar mostres de femta humana per a extraure’'n LMWM,
principalment per estudis i aplicacions médiques. L’objectiu és obtenir mostres
perfectament dessecades i congelades, evitant al maxim la humitat, que podria intervenir

en la mesura, ja que eliminant I'aigua de la mostra, parem I'activitat biologica.

Per a fer aixo, les mostres arriben en tubs Eppendorf i es congelen amb nitrogen liquid,
I posteriorment es processen durant un temps d’entre 24-48 hores liofilitzant-se. En el
nostre cas, les mostres es van sotmetre inicialment a 5 hores de liofilitzacio, pero al
veure que aix0 no era suficient, vam procedir a ampliar aquest temps fins al mati
seglent, deixant-ho tota la nit treballant. Aquest temps depeén del contingut d’humitat de
les mostres, i és indispensable assegurar-se un correcte processat en aguest punt per

tal de poder obtenir resultats de qualitat.

Un cop aquest pas ja ha estat realitzat, es separa cada mostra en tubs de 25 mg de
mostra en cadascun, per a emmagatzematge i extraccio posterior, i s'emmagatzemen a
-80°C.

Havent fet I'avaluacio prévia dels potencials métodes, es va decidir testar Unicament dos
meétodes: el métode metanol:aigua i el métode PBS. Aquests dos havien demostrat ser
habituals en estudis del camp; el métode amb el primer pas de metanol (descrit a la
Figura 4) era, a l'inici de practiques, el métode utilitzat a 'empresa. D’altra banda, el
metode amb acetonitril implicava passos extres i nous reactius, que suposen un
sobrecost i un augment de temps de processat respecte els altres dos, pel que degut a
la poca diferéncia de resultats establerta en la bibliografia, decidim descartar aquest

metode.

En quant a materials, la gran majoria és compartit. A banda del material fungible habitual
en qualsevol practica de laboratori (com puntes, pipetes, Eppendorf i demés), en

ambdds protocols es necessita un vortex, un sonicador i el buffer PBS deuterat. Per
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altra banda, cada protocol implica un solvent d’extraccié diferent, i a més, el métode

metanol:aigua requereix de speedvac per al assecat.

Les proves es van realitzar seguint els procediments de les Figures 4 i 5, i els pesos de

les mostres s’inclouen a la Taula 2.

Taula 2: Pesos reals de les proves de métode

5mg
5mg
10 mg
10 mg
20 mg
20 mg

12.5
mg
12.5
mg
25 mg

25 mg

25 mg

5.4 mg
5.4 mg
10.1 mg
10.2 mg
20.3 mg
20.5mg
12.3 mg

12.7 mg

24.9 mg
25.3 mg
25.5 mg

No
No
No
No
No
No
No

No
Si

Si
Si

Posteriorment, vam decidir afegir un pas extra al procediment: dos cicles de

congelacid/descongelacid, cadascun d’ells de 30 minuts a -80°C. Aquest procediment

es realitza amb el proposit de disminuir el soroll de fons i és habitual en molts articles

(Deda et al., 2015; Kostidis et al., 2017), i nosaltres busquem comprovar si millora el

procés d’extraccid i si aquests passos varien I'estabilitat.

El primer métode que descriurem, doncs, és el de metanol, tal qual es pot observar a la

Figura 4.
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50 mg femta + 1mL MeOH 8:1
1 Vortex (fins homogenitzar)
1 Sonicar 10 minuts

1 Centrifugar 10 minuts
Extraure 600 uL de sobrenedant
1 Speedvac 5 hores

Reconstituir en 700 pL de PBS
deuterat

Figura 4: Procediment inicial per a
I'extraccio de LMWM en femta amb
metanol:aigua

En aquest, es va voler ajustar la concentracié minima de femta necessaria per a obtenir
resultats significatius i de qualitat, doncs es va poder observar durant la preparacié de
mostres que en molts casos les quantitats de mostres proporcionades eren insuficients
pel plantejament inicial. Amb aixd en ment, es van plantejar proves amb quantitats
inferiors als 50 mg pensats originalment: 5, 10 i 20 mg de femta per a 1 mL de MeOH
8:1, amb dues aliquotes per cada quantitat.

Per altra banda, el métode en el que s’utilitza PBS com a substrat d’extraccié (descrit a
la Figura 5) no havia estat provat préviament a 'empresa, pero els resultats positius de

la bibliografia ens van impulsar a testar-lo.

12.5 mg femta + 500 pL PBS 10%
deuterat

1 Vortex (fins homogenitzar)
1 Sonicar 10 minuts

1 Centrifugar 10 minuts
Extraure 200 uL de sobrenedant

Reconstituir en 700 pL de
PBS deuterat (buffer)

Figura 5: Procediment inicial per a
I'extraccié de LMWM en femta amb PBS
10%
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Inicialment, es va plantejar una Unica prova amb 12’5 mg de femta, un pes en el mateix
rang analitzat en la prova del métode MeOH, per tal d’assolir certa comparabilitat. En

cas d’éxit, es procedirien a realitzar més proves per a refinar aquest.

Un cop les mostres ja han estat extretes, passem aquestes a tubs per H-RMN,
destinades a Bruker 600, i s’analitzen. L’analisi dels espectres es realitza a la seccio de
Resultats. Degut a la millor definicié dels pics (que permet millor deconvolucio) en el
metode PBS, aquest métode és preferible de cara al software de deconvolucié dels
espectres. A més, com s’ha comentat anteriorment, aquest procediment és més simple,
més rapid i utilitza reactius compatibles amb altres tests de 'empresa, aquest métode
resulta preferible també de cara a manipulacié. En conjunt, és un procediment que
ofereix molts avantatges i pocs inconvenients, pel que decidim seleccionar aquest com

a punt de partida per al refinament posterior.

En aquest punt es discuteixen quins aspectes afrontar per tal de poder obtenir els millors
resultats possibles amb el métode PBS. El primer que es va plantejar va ser incloure
cicles de congelacid, que en la bibliografia atorguen beneficis considerables (Kostidis et
al., 2017) i sén ubiques en diferents metodologies. Les proves que es proposen sén 2
analisis amb 25 mg de femta, un amb 2 cicles de congelacié/descongelacié i un sense.
Per minimitzar les enormes diferéncies interindividuals, utilitzem una mostra en la qual
hi ha prou material per a fer-se servir per tots els analisis, pel que podem assegurar que

en tots els analisis hi ha el mateix substrat, és a dir, sén replicats amb diferents métodes.

La dues primeres proves es van realitzar, doncs, amb 25 mg de femta i seguint el
protocol habitual ja descrit a la Figura 5. Un cop es van obtenir els resultats, es van

analitzar, tal com es descriu a I'apartat de Resultats.

Per aquest motiu, es va decidir fer dues proves més: una amb 700 pyL de PBS, i una
altra amb 1 mL de PBS, ambdues amb 2 cicles de congelacié/descongelacid. Aixo és
degut a que, al llarg dels estudis, el parametre que més varia (i que es considera menys
optimitzat) és el rati femta:PBS (Deda et al., 2015). Aquestes foren les Ultimes proves
que es varen realitzar, i el resultat d’aquestes sera el métode seleccionat per 'empresa

per al analisi de LMWM.
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Es discuteix sobre el millor suport a utilitzar per a 'automatitzacié del procés. Les
opcions a debatre sén el Gilson PIPETMAX i el Aligent Velocity 11 Bravo. Aquests tenen

capacitats de processat diferents, de 48 i 96 mostres, respectivament.

No obstant, aguesta part de les practiques, que estava programada i havia de realitzar-
se la setmana seguent, no va poder dur-se a terme degut al confinament causat per la
pandemia del COVID-19.

Els programes utilitzats en el desenvolupament d’aquest treball sén dos: TopSpin 4.08
(Bruker, 2019) i Chenomx (Chenomx, 2020). TopSpin és un programa utilitzat per a
visualitzar i processar els espectres de H-NMR, i ha estat fet servir per a obtenir resultats
sobre rendiment, capacitat d’extraccid, optimitzacié dels diferents components i

realitzacié de les diferents proves (Howe, 2016).

Chenomx és un programa que permet la identificacié dels diferents metabolits presents
en un espectre, per bé que és un programa que requereix d’una feina més exhaustiva i
manual, pel que es va utilitzar un cop el métode definitiu ja va estar establert, per tal
d’identificar els metabolits capacos de ser extrets amb aquest métode, havent discernit
ja el millor d’entre els proposats. En certs casos, per tal de fer la verificacié de certs
metabolits dubtosos, es va consultar la Human Metabolome Database (HMDB) (HMDB,
2020), una de les principals bases de dades metaboldomiques. En aquesta, es
comparava la situacié de certs suposats metabdlits i la forma de la seva senyal. Aquesta

part no es pogué realitzar degut a les circumstancies del COVID.
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Els tres metodes proposats es mostraren, doncs, com tres protocols comuns i amb
resultats ampliament satisfactoris, susceptibles per a un estudi posterior com a candidat
a métode d’extraccié de LMWM en femta per Biosfer. Es important que tingui una bona
rendibilitat i que es redueixi al minim el temps d’operari i el preu dels reactius, pel que
es va decidir descartar I'acetonitril degut a que el seu cost és considerablement més
elevat en comparaciéo amb el metanol o el PBS, ja utilitzats en altres procediments de
I'empresa; addicionalment, la diferéncia descrita a la bibliografia en quant a rendiment i
a metabolits detectats era minima. Es per aix0 que es va decidir dur a terme proves amb
els métodes metanol:aigua i PBS. Aquest tipus de consideracié s6n importants de cara
a l'aplicacié comercial del mateix en un futur. Per a totes les proves que es discuteixen
a continuacié, la mostra prové d’'una Unica mostra de femta de la qual hi havia quantitat
suficient per al conjunt de proves, per tal de poder garantir I'objectivitat i reproductibilitat

de les valoracions.

Tal qual s’ha comentat a 'apartat anterior, el métode PBS, al no contar amb el pas de
speedvac, un pas dassecat de 5 hores, és considerablement més rapid.
Addicionalment, a simple vista s’observa una major nitidesa en la mostra reconstituida
en el métode PBS que en el métode metanol, en el qual es pot observar terbolesa.
Aquesta es manifesta també en la formacié de “vels” que poden interferir en I'analisi per
RMN ja generant contaminacié en I'espectre, pel que l'operari ha de ser curds d’evitar-
ho. Aquests grumolls no desapareixen malgrat es centrifugui la mostra, pel que
probablement siguin degut a compostos no solubles en PBS deuterat, que implicaria
una limitacié propia del métode que no pot ser solucionat analiticament. Aquest pas, que
en el cas de manipular-se manualment no implica més que una precaucié addicional,
resulta una limitacio important a 'nora d’automatitzar-ho, ja que un robot no pot realitzar
els subtils moviments i la observacié necessaria per aquest. El métode PBS, doncs, que
ja inicialment és més breu, presenta la possibilitat d’automatitzar també el pas de
dispensar la fase aquosa dels Eppendorf a tubs de H-RMN. Aix0 representa un punt a

favor del métode PBS fins i tot abans de I'analisi del mateix en espectres.

Aquestes proves seran analitzades a 'apartat d’analisi d’espectres. Un cop vam haver
obtingut aquestes dades, es va analitzar el valor de cada métode. Independentment dels

aspectes qualitatius (que seran analitzats posteriorment), un factor important per aquest
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projecte és poder aplicar-ho a nivell d’'industria i obtenir-ne el maxim rendiment possible.
Per aix0, un andlisi dels materials, reactius, aparells i temps implicats per cada

procediment era de vital importancia.

En les Figures 6 i 7, situades sota, podem observar els diversos passos implicats en els
métodes d’extraccid, des del processat de mostres (assumint que aquestes han estat ja
liofilitzades i congelades) fins a I'analisi mitiancant H-RMN. Podem observar que el pas
més llarg, amb diferéncia, és l'assecat amb speedvac, que de mitjana tarda unes 5

hores, perd aquest temps a més és variable en funcié de la mostra i pot allargar-se.

2-3 minuts/mostra 30 segons/mostra 30 segons/mostra 10 minuts
p | 4 ) —
Pesat de la mostra Afegir 1mL MeOH Vortejar fins obtenir Sonicar les mostres
(10-15 mg) coloracio

Ha de venir ja fet

10 minuts 1-2 minuts/mostra 5 hores
— I > —
Centrifugar a 15000 Agafar  sobrenedant Secat a I’speedback
rpm (600pL)
1 minut-30
1 minut-30 segons/mostra 15 minuts/mostra
segons/mostra
)| 4
Reconstituir en Passar a tub RMN Lectura RMN

buffer PBS (700puL)

Figura 6: Cronograma del metode Metanol:aigua, a partir de les primeres proves
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2-3 minuts/mostra 30 segons/mostra 30 segons/mostra 10 minuts
D | ) | ) Ea—
Pesat de la mostra Afegir 500 pL PBS 10% Vorteja.r’ fins obtenir Sonicar les mostres
(10-15 mg) deuterat coloracio
Ha de venir ja fet
1 minut-30
10 minuts 1 minut-30 1 minut-30 segons/mostra
segons/mostra segons/mostra
E—) | 4 ) 4
Centrifugar a 15000 Agafar  sobrenedant Afegir  400uL  PBS Passar a tub RMN
rpm (200uL) deuterat (buffer)
15 minuts/mostra
Lectura RMN

Figura 7: Cronograma del metode PBS, a partir de les primeres proves

Aixi doncs, el procediment de metanol dura unes 5 hores i 45 minuts, mentre que el
protocol amb PBS, uns 40 minuts aproximadament. Evidentment, aixo fa preferir aquest

darrer métode vers I'anteriorment utilitzat a Biosfer.

Cal mencionar que en la Figura 7, es representa el procediment sense incloure passos
de congelacié. Posteriorment, es va provar el métode PBS (pel fet de ser més rapid)
incloent dos passos de congelacio-descongelacio, per tal de comprovar si aquesta
addicio podia resultar d'utilitat en el meétode, tal com s’observa en la Figura 8. Aix0
incrementa en aproximadament 1 hora i 20 minuts el procediment, pero aquest temps
no requereix I'atencié de I'operari, que pot aprofitar-lo per a realitzar altres tasques, pel

gue no és un periode critic en quant a les decisions.
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2-3 minuts/mostra 30 minuts

> |

30 segons/mostra

Pesat de la mostra
(10-15 mg)
Ha de venir ja fet

Afegir 500 L PBS 10% Congelacié a -80°C

deuterat

30 minuts 10 minuts

30 segons/mostra

10 minuts

Descongelacié de les
mostres

10 minuts 10 minuts

E—— E—

Congelacid a -80°C Descongelacio de les

mostres coloracio

Vortejar fins obtenir

Sonicar les mostres Centrifugar a 15000
rpm

1 minut-30
1 minut-30 1 minut-30 segon_g/mos:ra 15 minuts/mostra
segons/mostra segons/mostra
| 4 4 4
Agafar  sobrenedant Afegir  400pL  PBS Passar a tub RMN Lectura RMN
(200pL) deuterat (buffer)

Figura 8: Cronograma del metode PBS incloent passos de congelacio-descongelacio

En resum, cada métode ens atorga uns avantatges i uns inconvenients, que cal tenir en
compte a I'’hora de decidir quin escollir. EIl métode metanol té 'avantatge d’una efectivitat
provada, i un us aplicat a 'empresa. A més, a partir de l'aprés en la bibliografia,
considerem que hi ha potencial de millora si s’optimitzen les concentracions i s’afegeixen
modificacions, com un pas de congelacié-descongelacié, que segons es descriu en la
bibliografia (Kostidis et al., 2017), millora la definici6 en certs pics associats a certs
compostos, ampliant la capacitat del métode. El métode PBS, per altra banda, té com a
avantatges el fet de ser molt més rapid, per més quasi 5 hores, la no necessitat d’'un pas
d’assecat amb speedvac, que és el causant de la disminuci6é de temps i que a més, ens
simplifica les necessitats d’equipament. A més, els reactius s6n comuns a la preparacio
de mostres de sérum a Liposcale, cosa que ens atorga compatibilitat i major rendibilitat

en aquests.

Pel que fa als inconvenients, el métode metanol és notablement més llarg, degut al pas
d’assecat, que a més crea dependéncia de I'speedvac. El MeOH pot causar una
contaminacio de I'espectre si no s’asseca correctament, distorsionant els resultats, per
bé que aquest problema no es va donar en el nostre cas, indicant un bon procedir. Un
problema més de cara a I'automatitzacio és la terbolesa i grumolls que s’observen. Per
altra banda, el métode PBS té com a principal problema una potencial supressié d’aigua
(Price, 1999), un problema que seria observable als resultats. En tots els analisis que

hem realitzat, es realitza una presaturacio de la senyal d’aigua, que implica irradiar la
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zona durant un periode perllongat per tal de saturar-la i aixi evitar que en el moment de
I'adquisicié hi hagi senyal, malgrat només aconsegueix atenuar-la. En el metanol, el pas
d’assecat elimina la major part de l'aigua, pel que aquesta banda amb prou feines
apareix. Aixd no obstant, com aquesta es déna a una regio de I'espectre (4,5-5,5 ppm)

on no hi ha metabdlits d’interés, en general considerem que no perdem informacié.

Els diferents espectres obtinguts amb anterioritat van ser tots processats amb TopSpin
per tal d’ajustar la fase i obtenir imatges analitzables (Bruker Topspin NMR Training
Manual, no date). Primerament, cada una de les repeticions va ser estudiada
individualment per observar la qualitat de I'extraccidé. Posteriorment, es van comparar
per tal de comprovar la reproductibilitat i per seleccionar la millor d’entre les dues
repliqgues presents en cada experiment, doncs com s’ha mencionat amb anterioritat, la
femta és una matriu que presenta una gran variabilitat fins i tot dintre la mateixa mostra,
i a més, homogeneitzacions molt agressives duen a la degradacié de metabolits. Els
espectres estan presents als Annexos, aqui es mostraran alguns dels més
representatius i necessaris per a la obtencio de resultats. Alla s’inclouen totes les proves,
les tries entre repeticions com a model per a altres comparacions i ampliacions justificant
aguestes tries. Amb tria ens referim a escollir I'espectre que ha resultat més clar i més
informatiu d’entre les dues repeticions, que tedricament son iguals, perdo degut a
imperfeccions, a vegades poden ser lleugerament diferents, malgrat [lalta
reproductibilitat del métode, i que poden ser causades per petits errors de manipulacié.

Cada un d’aquests experiments es va comparar amb d’altres.

Val la pena mencionar que malgrat hem fet analisis comparant les dues repeticions de
cada quantitat, en conjunt el métode H-RMN ha demostrat una sensibilitat menor que
altres, perod sobretot una gran reproductibilitat, amb prou feines detectant diferéncies,
que s6n més aviat justificades degut a la propia natura de la matriu, doncs la femta és
en general molt heterogenia, tal qual pot ser observat en la Figura 9. Aquesta gran
reproductibilitat, a més, ens permet utilitzar només dues repeticions, doncs observem

com no hi ha quasi diferéncies.
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Figura 9: Espectres 1H-RMN de dos répliques de femta humana utilitzant el metode d’extraccio PBS. Es mostra
amplificada la regié de 0.80 a 1.1 ppm, mostrant la enorme reproductibilitat del metode.

Aixi doncs, tal qual s’ha descrit anteriorment, es va comparar inicialment el métode
MeOH amb el métode PBS per tal de decidir quin ofereix millor rendiment. Primerament
vam avaluar la quantitat Optima de mostra necessaria per a una correcta extraccié de
metabolits, i aquest es feu amb el métode MeOH. La Figura 10 mostra aquesta
comparacio, i es pot apreciar com 20 mg sembla ser la quantitat més apta per als nostres
proposits, malgrat que a partir de 10 mg ja es mostren resultats satisfactoris. Pel contrari,
la prova amb 5 mg no ofereix prou intensitat ni definicié de senyal. Seleccionem 20 mg,

doncs, com a quantitat de mostra a utilitzar.
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Figura 10: Espectres 1H-RMN de femta humana utilitzant el métode d’extraccio MeOH partint de diferents
concentracions de femta (5, 10 i 20 mg). Es mostra ampliada la regié entre 0.80i 1.10 ppm per tal de valorar les
diferéncies causades per la concentracio.

Un cop ajustada la quantitat de mostra necessaria per al métode PBS, vam passar a
comparar-lo amb el métode PBS. Tal qual s’observa a la Figura 11, el métode PBS
presenta una enorme senyal entre 6 i 5 ppm, molt major que no pas en el metode MeOH.
Aquesta senyal és la senyal de supressio d’aigua, i és degut a que en el métode MeOH
hi ha el pas de speedvac, el qual és un assecat que elimina la major part d’aigua de la
mostra, i al no donar-se aquest pas en l'altre métode, aquesta posseeix aquesta senyal,
a meés, en MeOH es reconstitueix Unicament en solvents deuterats, al contrari que en
PBS (Water suppression MRA - Questions and Answers in MRI, no date). Els deuteris
s’intercanvien espontaniament amb protons, pel que sempre acabara havent-hi cert
contingut d’aigua. No obstant, aquesta no ens interfereix en la determinacio de cap dels
composts que ens interessen, aixi que podem negligir aquest fet. Cal mencionar que
els pesos de mostra no son iguals, ja que comparem 20 mg de femta en el métode
MeOH respecte 12.5 mg en el metode PBS, que és el que vam trobar per la bibliografia.
No obstant aix0, si que considerem que malgrat no pugui estudiar-se quantitativament,
si que ens serveix per estudis qualitatius, doncs certs pics son inexistents en el métode
MeOH, com es pot apreciar en la Figura 12, on es veu la regio al voltant de 1.35 ppm.
S’ha inclds una ampliacié d’aquesta regio, aixo no obstant és observable en altres punts

de I'espectre, on es detecten metabolits que abans no eren presents.

OPTIMITZACIO | AUTOMATITZACIO D’UN METODE D’EXTRACCIO DE METABOLITS DE BAIX PES MOLECULAR EN FEMTA HUMANA 26



i UNIVERSITAT
), BiosferTeslab m' ROVIRA i VIRGILI

=
ID_PruebaHeces PBS 002 11 1 “"F:\Backup‘Doduments versosiFeina U| l\SeﬂFG Biotec-BiosferjProyes espectrogiModificats" n E
7.081 ppm 7D 4250532HHg=s_MeH20 20mg 001 11 1 F:\Backyf\Documents dive s\Feina Uni\5&\TFG Bioflec-Biosfer\Pjovesq efpectros\Modif cats"[_ =
ID_PyuebaHeces_PBS_002 11 1 (F:\BackufhDocuments dive: s\Feina Uni\5&\TFG Biofec-Biosfef\Pjoves eLpecczos\HodiE cat,s"I: 0

-

o

o

P

o

0

<

o

i
0.00

T
2 0 [ppm]

Figura 11: Espectres 1H-RMN de femta humana comparant el métode d’extraccié PBS i el métode MeOH (20 mg).
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Figura 12: Comparacio entre els métodes PBS i MeOH (20 mg femta), ampliacid de la regié 1.8 ppm a 1.1 ppm.
Podem observar com el méetode PBS permet la identificacio de nous metabalits.

Altrament, el metode PBS presenta major intensitat en moltes de les senyals, aixi com
major definicid, tal qual es pot observar amb major claredat en la Figura 13. Aquest
factor, unit a la major practicitat técnica que s’ha descrit amb anterioritat i el menor

temps, ens duu a seleccionar aquest com a metode per a seguir el nostre estudi.
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Figura 13: Seccié ampliada de la comparativa dels dos metodes, on es pot observar la major definicio i major
quantitat de metabolits detectats del metode PBS. Ampliacio de la regid entre 0.6 i 4.1 ppm.

Amb l'objectiu de poder refinar aquest métode, es va valorar la possibilitat d’incloure
passos de congelaci6-descongelacié, que segons la bibliografia s6n un pas comua en
una molts protocols i comunament utilitzats en métodes amb PBS. Vam decidir (tal com
es descriu als Annexos) utilitzar 0.7 mL de PBS degut al menor solapament entre pics,
gue implica major definicid, que provoca respecte I'extracci6 amb 1 mL, com es pot

apreciar a la Figura 14.
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Figura 14: Comparativa de les proves amb congelacio de 1i 0.7 mL de PBS i sense congelar (amb 0.7 mL).S’observa
com la prova amb 1 mL de PBS ofereix un pitjor rendiment vers les altres. Ampliacio de 2.05 a 2.36 ppm.
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En la Figura 15 es poden valorar els resultats d’'ambdos métodes, els quals ens van dur
a la conclusié que el pas de congelacio representava una millora en la definicié dels pics
respecte l'altre. Val la pena mencionar que la diferéncia, relativament baixa, entre els
dos espectres pot ser causada degut a que les nostres mostres ja havien estat
préviament conservades a -80°C i havien estat un cert temps sent manipulades abans
de tornar-hi, el que ja implica una série de cicles de congelacié-descongelacié. Per tant,
el que valorem és l'efecte de dos cicles seguits i estrictes, malgrat les mostres no

estaven en les condicions ideals per a aquesta avaluacio.
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Figura 15: Imatge comparativa dels dos espectres del métode PBS utilitzant 12. 5 mg de femta, un amb 0.7 mL sense
congelar i un congelant, en una seccié ampliada on s'observa per que seleccionem el métode amb congelacid.
Ampliacio de 2.05 a 2.36 ppm.

Inicialment, I'objectiu era analitzar el métode definitiu amb Chenomx per tal d’identificar
cadascun dels metabolits presents a la mostra, no obstant, aixo no es va realitzar degut
a les circumstancies del COVID, que dificultaren I'obtencié dels espectres fins a un

periode molt posterior a 'esperat.

Aix0 no obstant, és d’esperar que, majorment, tots els metabolits detectats amb el
meétode metanol, com els citats a la Taula 1, es detectessin amb major facilitat (degut a
la major definicid, ja descrita, del metode PBS respecte I'anterior), i probablement fos
possible detectar-ne algun d’altre. Aquest seria un punt a ampliar en futurs etapes del

projecte.
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Es volgué automatitzar, doncs, el métode PBS amb pas de congelacié, no obstant,
degut a les circumstancies del COVID-19, aix0 no fou possible.
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En aquest treball, es va pretendre cercar, optimitzar i automatitzar un métode per a
l'extracci6 de LMWM en femta humana per a un Us industrial i de recerca. Aquest
objectiu ha estat parcialment assolit, per bé que la darrera part no ha estat possible
degut a la crisi del COVID-19.

En I'ambit de la seleccié de métode, la recerca bibliografica, malgrat trobar certa varietat
de técniques, va acabar reduint els candidats principals a dos: el métode d’extraccio
amb PBS i el métode d’extraccié amb metanol. Aquests foren posteriorment assajats i
estudiats per tal de comparar el métode optim i refinar-lo, que resulta ser el métode PBS.
Aquest fou seleccionat i optimitzat per I'is intencionat, que era ser compatible amb una

automatitzacié del mateix per tal de permetre un processat de moltes mostres alhora.

Aquest darrer objectiu no va ser possible degut al tancament del COS, i al fet de ser una
feina que requereix treball in situ. Aixd no obstant, tot el procediment esta llest per ser

aplicat.

Considerem, doncs, aquests resultats com a satisfactoris i a 'assoliment dels objectius

proposats.
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Aquest treball deriva de la meva experiéncia de practiques curriculars, realitzada amb
Biosfer Teslab. EI motiu pel que vaig seleccionar aquestes practiques fou, principalment,
per a intentar ampliar la meva perspectiva respecte al que l'ambit de la
Bioquimica/Biotecnologia té per aportar a nivell laboral. Ja havia realitzat amb
anterioritat practiques extracurriculars, en el grup TecnEnol de la Universitat Rovira i
Virgili, en el transcurs dels tres estius anteriors a aquest curs, cosa que em va servir per
a refinar les meves habilitats de manipulacié de mostres i treball en laboratori, i em va
aportar una visié de la vessant d’investigacié en una entitat publica. Es per aixd que vaig

voler col-laborar amb una empresa, per veure I'aplicacié del nostre camp a la industria.

Les practiques es van realitzar, majorment, al Centre de Ciéncies Omiques (COS. Les
tasques de laboratori realitzades alla van ser relativament similars a les que havia
realitzat amb anterioritat en les altres practiques, doncs es van basar en I'extraccioé de
metabolits de femta humana, aixi com una feina extensiva de preparacié de mostres.
En aquest sentit, I'experiéncia prévia en extraccié de DNA va resultar molt atil. El punt
més novedos per mi fou treballar amb ressonancia magnética nuclear de proté (H-RMN),
un aparell que, degut al seu volum i complexitat, no és habitual en les practiques que es
realitzen en la carrera, i que pel contrari és la tecnologia central de 'empresa. Aquesta
practica fou complexa i enriquidora per mi, doncs malgrat la preparacié és prou simple,
la interpretaci6 dels espectres obtinguts i 'aprenentatge del software relacionat han estat
reptes. Va faltar poder completar I'automatitzacié del procediment per robot, cosa que
m’hagués agradat aprendre, perd ja hem parlat amb Biosfer per poder completar
aguesta part del projecte un cop es pugui tornar a accedir als laboratoris,

independentment de que acabi al TFG o no.

El major aprenentatge, pero, vingué de les reunions d’empresa, en les que es planifiquen
les tasques, s’avaluen els resultats obtinguts, i es plantegen els passos a seguir. Des
del primer dia, se’'m permeté intervenir en aquestes amb total llibertat i se’m va demanar
I'opinié sobre diferents temes, cosa que em va forgar a considerar tots els punts de la
meva formacié i a aprendre a marxes for¢cades sobre un tema (RMN) que no dominava
en absolut. Aquesta integracid en l'equip ha estat sens dubte el punt més valuds
d’aquestes practiques, aconseguint que em sentis valorat no només per les capacitats
tecniques d’operar amb certs procediments, siné per les idees i coneixements a aportar
al projecte comu, un punt que sovint he trobat que manca en altres enfocaments de

practiques.
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Incloem aqui els espectres individuals de cadascuna de les proves que es van realitzar.
Tots ells han estat processats utilitzant el mateix métode, analitzats a partir d’'una unica
mostra i amb el mateix espectrometre de H-RMN. A més, la visualitzacié aqui adjunta
s’amplia a tots per igual mesura, amb I'anim de poder ser valorat amb la maxima
objectivitat possible en un estudi d’aquest tipus. Podem apreciar que entre les dues
repeticions de cada procediment, els resultats sén quasi idéntics, mostrant clarament la
altissima reproductibilitat de la H-RMN, que no és present en altres metodes d’estudi.
Els resultats aqui presentats s’ordenen de la segiient forma: primerament, s’inclouen els
espectres individuals de cada repeticid, posteriorment, s’inclou un grafic solapant els
dos espectres, i posteriorment es mostra una ampliacié d’aquest en algun punt on la

diferencia sigui notoria per tal de seleccionar una de les repeticions.
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Figura 16: Imatge comparativa dels dos espectres del metode MeOH utilitzant 5 mg de femta.
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Figura 17: Imatge comparativa dels dos espectres del metode MeOH utilitzant 5 mg de femta, en una seccio
ampliada on s'observa per qué seleccionem el métode 2
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Figura 18: Imatge comparativa dels dos espectres del métode MeOH utilitzant 10 mg de femta
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Figura 19: Imatge comparativa dels dos espectres del métode MeOH utilitzant 10 mg de femta, en una seccio
ampliada on s'observa per qué seleccionem el métode 2
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Figura 20: Imatge comparativa dels dos espectres del metode MeOH utilitzant 20 mg de femta
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Figura 21: Imatge comparativa dels dos espectres del métode MeOH utilitzant 20 mg de femta, en una seccio
ampliada on s'observa per qué seleccionem el métode 1
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Figura 22: Imatge comparativa dels espectres del métode MeOH amb diferents quantitats de femta. Aquesta es
realitza amb les proves optimes a partir de les versions seleccionades.
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Figura 23: Imatge comparativa dels espectres del métode MeOH utilitzant diverses quantitats de femta, en una
seccio ampliada on s'observa per qué considerem la quantitat optima entre 10 i 20 mg de femta, on es mostra major
definicio pero també major apantallament a més quantitat.
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Figura 24: Imatge comparativa dels dos espectres del metode PBS utilitzant 12.5 mg de femta
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Figura 25: Imatge comparativa dels dos espectres del métode PBS utilitzant 12.5 mg de femta, en una seccio
ampliada on s'observa per qué seleccionem el métode 2
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Figura 26: Imatge comparativa dels dos espectres del métode PBS utilitzant 12. 5 mg de femta, ambdds amb pas de
congelacio, en una seccié ampliada on s'observa per qué seleccionem usar 0.7 mL.

OPTIMITZACIO | AUTOMATITZACIO D’UN METODE D’EXTRACCIO DE METABOLITS DE BAIX PES MOLECULAR EN FEMTA HUMANA 40



i UNIVERSITAT
@ BiosferTeslab @' ROVIRA i VIRGILI

=
ID_Prueb3aHeces_25mg_Cong_1mLPBS 11 1 "F! Kup its div Feina Uni\5&é\TFG BigteqrBiosfer\Prov ¥ ‘-v;‘\?v1uu1ificats - E
778267 ppi [7046975 091 Hzscans 11 1 “F:\Backupilgcuments {diversosiFeina Y\ S&\TFG Biotec-Biosfer@Picites es tros\Hoflificats congellacid™ =
es_|25mg_Cong_700uLPBS 11 1 “F:\Backup\Idcuments |diversos)\Feina Wi 5¢\TFG Biotec-BiosferfPtoes e dtros\Hofificats conge]acié"E 0
=
o

Pruel _25mg_Cong_lmLPBS 11 1 “F:\Backup\Pgcuments |diversos\Feina Wi 58\ TFG Biotec-Biosfer§PEofes e dgtros\Maflificats congelacid”L |

0.10

|

0.05

J’W A

0.00

Figura 27: Imatge comparativa dels espectres del metode PBS, amb i sense pas de congelacio
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