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1. RESUM.

Catala

Aquest treball de fi de grau t¢é com a objectiu principal optimitzar la tecnica de la
determinaci6 i quantificacio dels polisacarids no amilacis, utilitzada en el laboratori de
Nutricié Animal de I'IRTA, i alhora implementar-la en el nou cromatograf de gasos.

Per tal de poder aconseguir aquests objectius, s'han dut a terme diferents proves en
mostres diverses, com les de pinsos de porcs i pollastres. Per una banda, s‘han aplicat
certes modificacions a la técnica per assolir una reduccié de temps en la preparativa
de les mostres i per d'altra banda, s'han realitzat diferents proves per implementar el
métode utilitzat en el cromatograf de gasos, amb la corresponen taula de calibratge
per quantificar les mostres. A més a més, s'ha intentat introduir la utilitzacié de patré
intern.

S'ha conclos que els resultats obtinguts amb el metode optimitzat sén comparables als
del métode inicial. No obstant, sera necessari continuar estudiant altres mostres de
diferents tipus per poder comprovar si aquest comportament es manté.

English

The aim of this Bachelor thesis is to optimize the technique of determination and
guantification of non-starch polysaccharides used in the laboratory of IRTA-Animal
Nutrition and at the same time to implement it in a new gas chromatograph.

To achieve these goals, several tests have been carried out in different feeds. On the
one hand, certain modifications found in different bibliography have been applied to
reduce time in the preparation of the samples and on the other hand, different tests
have been performed to obtain the method used in the gas chromatograph, with the
corresponding calibration table to quantify samples. In addition, an attempt to introduce
the use of internal standard has been made.

The results obtained show that the optimized method provides similar results than the
previous with a short time. However, it will be necessary to continue studying with
different types of samples in order to see if the results obtained are the same.



2. OBJECTIU.
Aquest treball té tres objectius principals.

En primer lloc, té com objectiu principal l'optimitzacié de la técnica utilitzada per a la
determinacio dels polisacarids no amilacis, del laboratori de Nutricié6 Animal de I''lRTA a
fi de reduir el temps de la mateixa, ja qué actualment el procediment dura 5 dies.

El segon objectiu és la incorporacié d'un patré intern ja qué en aquesta determinacio
fins ara no s'utilitzava.

| el tercer objectiu és la implantacié del métode en un nou cromatograf de gasos amb
detector de ionitzaci6 de flama, implementant els parametres del metode del
cromatrograf anterior i creant una nova taula de calibratge.



3. INTRODUCCIO.

El treball de fi de grau ha estat realitzat al Laboratori de Nutrici6 Animal de I'lRTA -
Mas Bové. En el laboratori es duen a terme tecniques per determinar-ne diferents
parametres nutricionals com la matéria seca, la proteina bruta, les cendres, els
polisacarids no amilacis (PNA) entre altres.

L'eleccié del tema va anar lligat, d'una banda, en qué la fitxa técnica utilitzada en el
laboratori per la determinacio dels PNA es basa en els articles antics (H. N. Englyst &
Cummings, 1988; Hans N. Englyst & Cummings, 1984)"? i el temps que s'ha de
dedicar a la preparativa de la mostra és de cinc dies naturals, el que fa la técnica una
de les més laborioses i complexes del laboratori. Per d'altra banda, l'interés en vers a
la cromatografia i per tant, en augmentar els coneixements en aquest ambit.

3.1. Polisacarids no amilacis.

Els PNA son polisacarids que no presenten l'enllag glicosidic a-1,4 caracteristic del
mido. Es poden trobar en diferents tipus de mostra com ara en les seguents varietats
de cereals: blat de moro, colza®, arros®, civada, farina de blat, també pésols®, pinsos*”,
i fins i tot, en fruites com s6n els platans®.

Els PNA formen part de la fibra i comprenen una gran varietat de molecules de
polisacarids®. La classificaci6 d'aquests resulta complicada perod, tot i aixi, es
distingeixen tres grups principals: la cel-lulosa, els polimers no cel-lulosics i els
polimers péctics.®

Els PNA impedeixen l'absorcié dels nutrients incorporats en la dieta’*, de manera que
per accedir-hi, els animals han de disposar d'enzims que degradin les parets cel-lulars
dels cereals. Els animals monogastrics, com les aus i porcs, no presenten enzims
capacos de digerir els PNA' que es troben en els pinsos. Es per aixd que les dietes
d'aquests animals es suplementen amb enzims com la xilanasa. Per observar com
actuen els enzims incorporats en els pinsos i valorar-ne la seva eficacia, cal formular
dietes riques en PNA. Com més alta sigui la concentracié de PNA en el pinso, més
activitat enzimatica s'haura d'incorporar a la dieta.

Per a poder determinar la quantitat de cada PNA, és necessari seguir el procediment
de preparativa de mostra (Annex), en la qual s'acaben produint un seguit de reaccions
per tal d'aconseguir els derivats adients que s'introdueixen al cromatograf de gasos.
D'aquesta manera, se'n quantifica els sucres, les estructures que formen els PNA. En
aquest cas son: l'arabinosa, la galactosa, la glucosa, la manosa i la xilosa.

3.2. Tipus de monosacarids.

Dins dels polisacarids no amilacis hi ha un gran ventall de tipus que confereixen
aquest grup™®. En funcié de la molécula de partenca, les molécules obtingudes al final
del procediment seran diferents. Per exemple, si en la mostra hi ha galactomanans,
aquests es fraccionaran en molécules de D-galactosa i D-manosa. En el cas dels
arabinoxilans, aquests donaran lloc a molécules de D-arabinosa i D-xilosa. La
cel-lulosa es descomposara en molécules de D-glucosa.
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H———OH H———OH HO——H
HO——H HO————H HO——H
H———OH HO———H H———OH
H———OH H———OH H———OH
CH,OH CH,OH CH,0H

Imatge 1. D-glucosa, D-galactosa i D-manosa, respectivament realitzat amb ChemDraw 20.1.
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H————OH HO————H
HO————H H————OH
H—T——OH H————OH

CH,0H CH,0H

Imatge 2. D-xilosa i D-arabinosa, respectivament realitzat amb ChemDraw 20.1.

3.3. Patré intern.

En la utilitzacié6 de cromatografia de gasos, es pot utilitzar el patr6é intern. Aquest
compost, que actua com a patrd intern, ha de ser similar a la mostra perd no ha
d'estar-hi present. La quantitat que s'introdueix d'aquest ha de ser coneguda. Perque
aquest compost actui com a patré intern ha de complir diferents requeriment com son:
gue no interfereixi amb la mostra i que el pic cromatografic estigui ben diferenciat. Aixi
doncs, es tracta d'un parametre analitic que dona la seguretat que la realitzacié de la
técnica sigui bona, ja qué, encara que la precisié alhora d'introduir un volum no ho
sigui, la relacié entre I'analit i el patré intern no es veura afectada.

En aquest cas, s'estudiara l'introducci6 d'al-losa com a patré intern.

H\ ©
H————OH
H————OH
H————OH
H————OH
CH,OH

Imatge 3. Moleécula de I'al-losa realitzada amb ChemDraw 20.1.



3.4. Desenvolupament teoric.

El procediment per determinar els PNA en mostres de pinso de porc i pollastre, utilitzat
fins ara al laboratori de Nutrici6 Animal de I'lRTA, consta de diverses etapes que es
produeixen en diferents dies.

3.4.1. Etapa de desgreixatge.

L'etapa per extreure el greix és la primera perd no és obligatoria. Si la mostra conté
entre un 90 - 100% de matéria seca i menys del 10% de greix, es pot obviar aquest
pas.? En la fitxa técnica es pot observar que s'aconsella que el % de greix sigui inferior
al 4% si es vol ometre aquesta etapa. Afegint I'acetona, s'aconsegueix extreure aquest
greix que contenen les mostres. A la Reacci6 1 s'esquematitza aquest procés.

MOSTRA AMB Acetona . MOSTRA SENSE GREIX

POLISACARIDS \ AMB ELS POLISACARIDS

QGreix

Reaccid 1. Desgreixatge de la mostra amb acetona realitzat amb ChemDraw 20.1.

3.4.2. Etapa enzimatica.

En segon lloc, es procedeix a realitzar l'etapa enzimatica. La utilitzacié del
dimetilsulfoxid, DMSO, abans dels enzims ajuda a una extracci6 més senzilla del
mid6.** A continuacio, la introduccié del tampé d'acetat sodic, i dels enzims, l'a-
amilasa i amiloglucosidasa juntament amb la seva incubacié son els encarregats
d'eliminar el midé de les mostres. A la Reacci6 2 s'esquematitza aquest proceés.

o-amilasa
. . TO
MOSTRA SENSE GREIX amiloglucosidasa MOSTRA SENSE GREIX NI
AMB ELS POLISACARIDS DMS (\ > MIDO AMB ELS POLISACARIDS
MIDO

Reaccid 2. Extraccié del midé mitjangant enzims realitzat amb ChemDraw 20.1.

3.4.3. Etapa de precipitacié dels PNA solubles.

Posteriorment, s'introdueix etanol pur per aconseguir que els PNA solubles precipitin.®
Es centrifuga i s'elimina el sobrenedant.

3.4.4. Etapa d'hidrolisi.

En aquest punt, els PNA es fraccionen en sucres. Per fer-ho, es realitza una reacci6
d'hidrolisi amb acid sulfdric. La reaccié s'esquematitza en la Reaccio6 3.



H* .
POLISACARIDS » MONOSACARIDS

H,O0

Reaccid 3. Hidrolisi acida dels polisacarids realitzat amb ChemDraw 20.1.

Cal destacar que hi ha diferents polisacarids no amilacis, i cada un d'ells donara el
corresponent monosacarid. Tal i com s'ha comentat anteriorment en l'apartat 3.2.

Per exemple, a partir de la cel-lulosa s'aconseguira la glucosa com es pot veure en la
Reaccio 4:

H\ ©
HO
H———OH
HO————H
H———OH
H—F——OH
— —'n
CH,OH

Reaccid 4. Hidrolisi de la cel-lulosa a glucosa realitzat amb ChemDraw 20.1.

3.4.5. Etapa de derivatitzacio.

Finalment s'arriba a l'Gltima etapa, la qual modificara els sucres obtinguts per tal
d'aconseguir els derivats que interaccionaran millor amb la columna del cromatograf
de gasos. En aquest punt, s'introdueix un volum de solucié d'amoniac 12M per tal
d'aconseguir un pH basic. | a continuacid, el NaBH, donant lloc a la reduccié de
l'aldehid a alcohol” i aixi obtenir els alditols corresponents. Aquest procediment es pot
observar en la Reaccio 5.

H\ 0 H OH

H———0H H———OH
NaBH,, pH basic, 40°C
HO————H > HO————H
DMSO

H———OH H———OH
H——OH H————OH

CH,0H CH,0H

Reaccid 5. Reduccié de I'aldehid a alcohol amb NaBH, realitzat amb ChemDraw 20.1.

Tot seguit, es produeix la reaccié d'acetilacié dels grups -OH amb acid acetic anhidrid i
I'L-metilmidazol com a catalitzador com s'aprecia en la Reacci6 6.



OH

Al
H\ H\ OAc
H——OCH H———OAc
CH;CO),0 excés
HO H e ) > » AcO——H
1-metilimidazol
H OH H——-——O0Ac
H——©H H———OAc
CHZ0H CH,OAC

Reaccid 6. Acetilacié dels grups alcohol realitzat amb ChemDraw 20.1.

Per ultim, amb la introducci6 de diclormeta s'aconsegueix separar la fase organica de
la fase aquosa. La fase organica sera la d'interés i es trobara en la part inferior ja qué
sera on és trobaran diluits els sucres que s'analitzaran.

Les reaccions esmentades donaran lloc als cinc sucres que es determinaran tal i com
s'indica en la Imatge 4 i 5.

H \ OAc H \ /OAC H \ /OAC
H——T—O0Ac H———T—O0Ac AcO —H
AcO —H AcO —H AcO —H
H——T——O0Ac AcO —H H————O0Ac
H————OAc H—T——OH H—T——OAc
CH,OAc CH,OAc CH,OAc

Imatge 4. Molécules de glucosa, galactosa i manosa acetilades realitzades amb ChemDraw 20.1.

H OAC H \/OAC
H————OAc AcO —H
AcO ——H H———OAc
H—————OAc H——F——0Ac

CH,0Ac CH,0Ac

Imatge 5. Molécules de xilosa i arabinosa acetilades realitzades amb ChemDraw 20.1.
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4. PART EXPERIMENTAL.

Per a realitzar la part experimental, en primer lloc es configura la llista de reactius que
s'han utilitzat en la determinaci6 i quantificacié de les PNA. Es poden veure en la Taula
1. Per a la utilitzacié i manipulacié de tots els reactius s'ha fet servir la proteccio
adequada com ulleres de seguretat, bata, guants, campana extractora i mascareta
FFP2. La mascareta amb filtres quan ha estat necessari.

Reactiu Marca comercial Toxicitat

Dimetilsulfoxid (DMSO) Honeywell No és perillosa perd pot
provocar-ne irritacio
ocular.

Etanol absolut Panreac Es inflamable.

Etanol 96% Panreac Es inflamable

Acid sulfaric 98% Honeywell Pot provocar cremades

Amoniac 30% Panreac

Borohidrur de sodi Panreac Es inflamables, toxic i
perill6s.

1-metilimidazol Sigma Aldrich Perillés i toxic.

Acid acétic glacial Panreac Perillés i pot provocar
cremades.

Anhidrid acétic Panreac Es inflamable i pot
provocar-ne cremades.

Diclormeta Honeywell Es toxic i perillos

Glucosa Sigma Aldrich -

Arabinosa Sigma Aldrich -

Xilosa Sigma Aldrich -

Manosa Sigma Aldrich -

Galactosa Sigma Aldrich -

Al-losa Sigma Aldrich -

NaOH Honeywell Pot provocar cremades

Acetat sodic Panreac Pot ser corrosiu

Clorur de calci Panreac Pot provocar irritacio

a- amilasa termostable (3000 EVELEVAY Y -
U/mL)

Amiloglucosidasa (200 U/mL) Megazyme -
H20 Milli-Q Merck -

Taula 1. Reactius utilitzats per realitzar el treball.

El procediment actual que s'utilitza en el laboratori per a la determinacié i quantificacié
dels PNA i que s'ha seguit en algunes proves del treball, es pot trobar a I'annex.

A continuacio, per una banda, es descriuen les diferents proves realitzades per tal
d'intentar optimitzar la tecnica d'analisis de PNA i la seva posada a punt en un nou
cromatograf de gasos.
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4.1. Optimitzacio de la fitxa técnica.

Primerament, es va cercar informacié per millorar el métode. Un dels articles trobats
tenia una preparativa de mostra similar perd presentava certes diferéncies. No obstant,
es va decidir no posar-lo en practica ja que la matriu on s'analitzaven els PNA eren
diferents varietats de platan®. Com qué el tipus de mostra diferia molt, es va continuar
cercant informacié per tal de trobar un metode més adequat per realitzar-se en pinsos.

Aixi doncs, es va escollir el métode extret dels articles®’ el qual es determinaven els
PNA en pinsos. L'objectiu, tal i com s'ha comentat anteriorment, és que el nou
procediment redueixi el temps de preparacié de la mostra un o dos dies.

Les mostres que s'han analitzat s6n pinsos destinats a dietes d'alimentacio per a porcs
i per a pollastres. La proporcié dels compostos que els formen pot variar en funcié de
I'estudi que es realitzi. En aquest cas, estaven formades per ordi, blat, ségol, farina de
soja, colza etc. Al presentar una gran varietat de components com ordi, blat, farina de
Soja, colza, etc, aixo fa que la matriu dels pinsos sigui forca complexa.

Les mostres escollides per fer les diferents proves han estat les presents en la Taula 2:

Mostra 1 Mostra 2

Pinso A Pinso B
Pinso C Pinso D

Taula 2. Mostres escollides per realitzar les proves.

Prova

Pinsos de porcs
Pinsos pollastres

Es van analitzar dos pinsos de cada una de les espécies seleccionades per tal de
veure'n la comparativa amb les modificacions que presentava el nou métode. En
aquests, s'han dut a terme els diferents assajos per duplicat per aixi poder-ne verificar
el resultat i comprovar la repetibilitat. Cal destacar que de cada mostra per duplicat,
s'acaben obtenint dos cromatogrames per assegurar-ne millor les dades obtingudes.

Cal ressaltar que les modificacions que s'han dut a terme en comparacié amb el
procediment que s'esta realitzant al laboratori han estat:

e Realitzacié de l'etapa de desgreixatge. S'intenta no dur a terme per observar-
ne si hi ha canvis significatius.

e La introduccié de DMSO o la seva omissid: es va seguir les pautes de certs
articles®’, i en un primer moment, se'n va veure que hi havia certs passos que
s'ometien, és a dir no es sabia si es duia a terme utilitzant-ho o no. D'aquesta
manera, es va voler comprovar si era necessari el pas per si es podia ometre.

e El tampo6 d'acetat sodic amb CaCl,: En aquests moments, s'utilitza un tampo
exclusivament d'acetat sodic, perd en bibliografia consultada' es podia
observar que la introduccié de CaCl, ajudava a l'estabilitzaci6 i activacié dels
enzims que s'introduien a continuacio.

e Elvolum d'enzims. S'ha introduit 100 pL tant en la utilitzacié de I'a-amilasa com
en l'amiloglucosidasa, ja qué es va consulta en els articles llegits®’. D'aquesta
manera, s'ha reduit a la meitat el volum d'aquests respecte fitxa técnica.

12



e Temps i temperatura en la incubacié de I'etapa enzimatica. Es l'etapa que se'n
redueix més el temps ja quée s'ha treballat introduint primer l'a-amilasa i
incubant les mostres durant 1 hora a 100°C amb agitacid, i a continuacio,
afegint I'amiloglucosidasa i incubant a 60°C durant 2 hores també amb agitacio.
Seguint la metodologia de la fitxa técnica (Annex 1), el temps total d'incubacié
és en canvi de 18 hores.

e Us del patr6 intern. Es realitza diferents proves per veure la viabilitat d'introduir
el patré intern alhora de quantificar i al mateix temps, que ajudi en la
identificaci6 dels pics.

4.1.1 Metodologia de la fitxa técnica.

En primer lloc, es va comencar realitzant el procés segons la instruccié técnica que
s'utilitza al laboratori en aquests moments, per tal de conéixer i aprendre com es feia la
tecnica i adquirir destresa en la preparativa de la mostra.

Aixi doncs, les dues mostres de pinsos de porc, es van preparar per duplicat.
S'aconsegueixen 4 tubs amb la soluci6 mare obtinguda després de realitzar la
hidrolisis. D'aquests, se'n prenen dos aliquotes en el moment d'agafar mostra per fer la
derivatitzacié i que posteriorment, s'introduira al cromatograf. D'aquesta manera
s'aconsegueix 8 cromatogrames en total per aquestes dues mostres de pinso.

La fitxa tecnica informa que la pesada de mostra ha de ser aproximadament 200 mg.
Els resultats de les pesades han estat els que es poden observar en la Taula 3.

Mostra

Pinso A
Pinso B

Pesada 1 (g) Pesada 2 (g)

0,2194 0,2008

Taula 3. Pesades per realitzar la primera prova.

Es segueix la preparativa exacta de la fitxa técnica, per tant, no s'introdueix patré
intern.

4.1.2 Segona prova.

En segon lloc, es duu a terme el nou procediment amb les modificacions indicades a
continuacio:

La quantitat de mostra que s'introdueix ara és 250 + segons les recomanacions de
larticle®. Les pesades de la segona prova han estat les que es poden apreciar en la
Taula 4.

Mostra Pesada 1 () Pesada 2 (9)

Pinso A 0,2518 0,2518
Pinso B 0,2517 0,2532

Taula 4. Pesades per realitzar la segona prova.
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En aquest cas, es prova de no realitzar I'etapa de desgreixatge per observar si és
necessaria o no.

En l'article esmentat anteriorment®’, hi havia reactius que no s'anomenaven. Es per
aixod que no es va introduir el DMSO a l'inici de l'etapa enzimatica. Per tant, se'n podia
verificar si ajudava a I'extraccio del mid6. A més a més, s'aplica la reduccié del temps
en l'etapa enzimatica. S'introdueix l'a-amilasa i s'incuba a 100°C durant una hora i
després, I'amiloglucosidasa, la qual s'incuba durant dos hores a 60°C.

A part, s'introdueix el patré intern, I'al-losa, la qual se'n pren un volum de 500uL d'una
solucié de 2000 ppm i s'introdueix en un dels duplicats.

4.1.3 Tercera prova.
En tercer lloc, es va voler continuar fent l'etapa de desgreixatge perd ometent la
introduccié de DMSO. El temps i temperatura d'incubacié es va realitzar de la mateixa

manera a l'anterior prova.

Les pesades, en aquesta prova, han estat les de la Taula 5.

Mostra Pesada 2 (g)

Pinso A
Pinso B

Pesada 1 (g)

0,2528 0,2534

Taula 5. Pesades per realitzar la tercera prova.

No obstant, en aquest cas, no es va introduir el patr6 intern, I'al-losa.

4.1.4 Quarta prova.
La segilient prova va realitzar-se seguint la mateixa metodologia que la tercera prova.
En aquest cas, pero introduint el patrd intern. D'aquesta manera, es podria veure la

preséencia del sise pic corresponent a l'al-losa.

Les pesades han estat les de la Taula 6.

Mostra Pesada 2 (g)

Pinso A
Pinso B

Pesada 1 (g)

0,2518 0,2530

Taula 6. Pesades per realitzar la quarta prova.

4.1.5 Cinquena prova.

En aquesta prova, es va 'introduir DMSO abans de realitzar I'etapa enzimatica, un dels
parametres omesos en les anteriors proves.

Tanmateix, I'etapa enzimatica es va continuar realitzant de la mateixa manera que en
les proves anteriors. D'aquesta manera es podra determinar I'efecte del DMSO.
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En aquesta prova es va addicionar 500 pL de patr6 intern, provinent de la solucié de
2ppm.

Les pesades han estat les segtients que hi ha en la Taula 7.
Mostra Pesada 1 (g) Pesada 2 ()

Pinso A 0,2535 0,2537
Pinso B 0,2521 0,2535

Taula 7. Pesades per realitzar la cinquena prova.

4.1.6. Sisena prova.
Finalment, es va realitzar el métode amb les modificacions que s'havia fet servir en la
cinquena prova pero aplicant-se a les mostres de pinsos de pollastre. Per tant, es va

aplicar la introducciéo de DMSO, la reduccié de temps i augment de temperatura en
I'etapa enzimatica.

En aquestes mostres s'ha introduit patr6 intern de la soluci6 de 2 ppm.

Les pesades que s'han realitzat de les mostres son les de la Taula 8.

Mostra Pesada 1 (g) Pesada 2 (g)

Pinso C 0,2521 0,2547
Pinso D 0,2520 0,2547

Taula 8. Pesades per realitzar la sisena prova.
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4.2. Posada a punt de I'equip.

El cromatograf de gasos en que s'han analitzat les mostres ha estat un GC-8890 de la
marca Agilent i es pot veure en la Imatge 6 .

Imatge 6. Cromatograf de gasos Agilent 8890.

Anteriorment a la posada a punt del nou equip, hi havia un altre equip, ja obsolet, el
gual ja tenia configurat un metode amb la seva propia taula de calibratge. S'ha volgut
fer diverses proves per veure amb quines concentracions s'aconseguia una millor taula
de calibratge per crear el metode de punxada i quantificacio.

4.2.1. Metodologia de calibratge 1.

En primer lloc, la preparativa dels patrons es va realitzar de la mateixa manera que la
mostra. Per tant, una tanda de patrons es van dur a terme seguint la fitxa técnica
exceptuant l'etapa de desgreixatge. D'aquesta manera, es va realitzar l'etapa
enzimatica, la de precipitacié dels NSP solubles, la hidrolisi i la derivatitzacio.

Hi ha 4 patrons i cadascu d'ells té una massa més elevada d'un sucre. En aquest cas,
com que s'ha seguit tots els passos de la fitxa técnica, es treballa sense patré intern.
Les pesades han estat les de la Taula 9.

Monosacarid Patré 1 (9) Patré 2 (g) Patré 3 (g) \ Patr6 4 (g)
Glucosa 0,0173 0,0320 0,0641 0,0925
Manosa 0,0626 0,0926 0,0139 0,0319

Arabinosa 0,0190 0,0334 0,0619 0,0953
Xilosa 0,0331 0,0629 0,0932 0,0133
Galactosa 0,0931 0,0153 0,0338 0,0626

Taula 9. Pesades per a fer els patrons de la taula de calibratge seguint la fitxa técnica.
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4.2.2. Metodologia de calibratge 2.

En aquesta prova, es van pesar les mostres i només es va realitzar I'etapa de
derivatitzacio per tal de formar els derivats més adequats per interaccionar amb la
columna i introduir-los al cromatograf de gasos.

Es tornen a realitzar 4 patrons que cadascu d'ells té una massa més elevada d'un dels
sucre. Les pesades han estat les que es poden observar en la Taula 10.

Monosacarid Patré 1 (g) Patré 2 (g) Patr6 3(g) | Patré 4 (g)

Glucosa 0,0126 0,0314 0,0633 0,0938
Manosa 0,0323 0,0688 0,0961 0,0128
Arabinosa 0,0632 0,0954 0,0109 0,0314
Xilosa 0,1014 0,0114 0,0333 0,0720
Galactosa 0,0113 0,0303 0,0629 0,0913

Taula 10. Pesades per fer els patrons de la taula de calibratge amb patré intern amb I'etapa de derivatitzacio.

A més a més, en aquesta prova, s'utilitza patré intern per tal d'observar que no
interaccioni amb els altres analits i es pugui implementar posteriorment. En l'article
llegit, es prepara una solucié d'al-losa de 2ppm°. Es va consultar el volum que
s'introduia als autors del article ja qué no s'especificava i és 500pL.

Per altra banda, es va seguir el mateix procediment pero sense introduir el patré intern
i les pesades van ser les de la Taula 11.

Monosacarid Patré 1 (g) Patré 2 (g) Patr63(g) | Patr6 4 (g)

Glucosa 0,0149 0,0451 0,0644 0,0975
Manosa 0,0630 0,0937 0,0169 0,0324
Arabinosa 0,0172 0,0347 0,0617 0,0929
Xilosa 0,0338 0,0621 0,0923 0,0172
Galactosa 0,0965 0,0142 0,0346 0,0637

Taula 11. Pesades per fer els patrons de la taula de calibratge sense patré intern amb I'etapa de derivatitzacio.

4.2.3. Metodologia de calibratge 3.

També es realitza una tercera prova tractant els patrons amb l'etapa d'hidrolisi i
continuant amb la derivatitzacio.

En aquest cas, es va treballar sense patré intern i les pesades van ser les seglents de
la Taula 12.

Monosacarid Patr6 1 (g) Patro 2 (g) Patro6 3 (g) \ Patro 4 (g)
Glucosa 0,0132 0,320 0,0620 0,0929
Manosa 0,0646 0,0965 0,0139 0,0340

Arabinosa 0,0190 0,0317 0,0666 0,0930
Xilosa 0,0317 0,0699 0,0933 0,0163
Galactosa 0,0920 0,0137 0,0329 0,0614

Taula 12. Pesades per fer els patrons amb I'etapa d'hidrolisi i derivatitzacio sense patré intern.
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4.2.4. Metodologia de calibratge 4.

Mentre es feien les proves de calibratge, en especial la 2, es va observar que si es
partia dels sucres i es procedia a fer la derivatitzacid, com que el volum de reactiu era
minim, costava molt que es dissolguessin. En relacié a aquest fet, es va voler provar
d'aconseguir una taula de calibratge partint d'una soluci6 mare de cadascun dels
sucres, per tal que ja no hi hagués aquest problema.

Per aconseguir les solucions mare de cada sucre, és va pesar al voltant de 0,700 g de
cada sucre i es va enrasar a un matras de 10 mL.

Les pesades de cada sucre van ser les corresponents a la Taula 13.

Monosacarid Pes (9)

Glucosa 0,7004
Manosa 0,7039
Arabinosa 0,7038
Xilosa 0,7106
Galactosa 0,7023

Taula 13. Pesades per fer les solucions mare dels sucres.

Aixi doncs, les solucions mare tenien una concentracié d'aproximadament 70.000
ppm. D'aguesta soluci6 se'n va prendre els volums que indica la Taula 14 per preparar
els 4 patrons per fer la recta de calibratge.

Monosacarid Patré 1 (uL) Patré 2 (uL) Patr6 3 (uL) | Patré 4 (uL)

Glucosa 10 30 40 70
Manosa 50 90 10 20
Arabinosa 10 30 40 70
Xilosa 30 40 80 10
Galactosa 100 10 30 30

Taula 14. Volum per fer els patrons a partir de la solucié mare, realitzats per I'etapa de derivatitzacié i amb patré
intern.

En aquest cas, es van preparar uns patrons amb patro intern i uns altres sense aquest.
Per fer aquesta prova és va realitzar una soluci6 mare de patré intern més
concentrada, 16000 ppm. El volum que s'introduia era 500uL.

4.3. Condicions cromatografiques.
Els patrons i les mostres es van introduir amb vials per tal de poder injectar-los al
cromatograf de gasos per mitja del "Autosampler”. El solvent en qué s'ha eluit els
compostos ha estat diclormeta.
Les condicions cromatografiques escollides han estat les seguents:

e La columna utilitzada ha estat una Supelco ciano 90/10, (90% biscianopropil /

10% cianopropilfenil siloxd) amb dimensions 30m x 250pum x 0,2 pum. Una
columna amb fase estacionaria polar.
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e L'injeccié de la mostra s'ha fet mitjancant "Autosampler” i en mode Split. El
volum d'injecci6 ha estat 1pL..

e La fase mobil ha estat I'heli. La utilitzaci6 d'aguest gas aporta diferents
avantatges: ja que és inert, pur, no inflamable i és compatible amb la majoria
dels detectors i els analits.

e Elflux ha estat determinat a 0,8 mL/min.

e El detector de I'equip ha estat un detector de ionitzacio de flama (FID).

e L'ordre d'eluci6 dels compostos ha estat arabinosa, xilosa, manosa, galactosa i
glucosa. El temps de retenci6 de l'arabinosa i la xilosa és menor com a
conseqliencia de la seva estructura, la qual presenta cinc carbonis, mentre que
la resta dels sucres son hexoses i al tenir un carboni més hi haura més
interaccions que faran que el temps de retenci6 sigui major.

El programa determinat per a la quantificacié dels PNA ha correspost al mostrat en la
Taula 15.

| . Temperatura (°C) Temps (min) | Temps total d'analisi

. Condicions
Taula 15. Condicions de temperatura i temps del métode utilitzat per PNA en el GC.

Aixi doncs, com es pot apreciar el rang de temperatura establerta per aconseguir els
cromatogrames ha estat isoterm. Per tant, s'ha mantingut fixa la temperatura de la
columna a 235°C.
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5. RESULTATS I DISCUSSIO.

A continuacié es presenten els resultats que s'han obtingut al llarg de tot el
procediment que s'ha exposat i la seva discussio.

5.1. Mostres.

Els valors dels monosacarids s'expressen en % d'area. La suma dels cinc pics és el
100%.

5.1.1. Mostres realitzades amb la metodologia de la fitxa técnica.

En la primera prova es va seguir la fitxa técnica del laboratori (Annex 1). Hi havia dos
pinsos de porcs, pinso A i B. De cada mostra se'n fa un duplicat i per dur a terme la
derivatitzacio, es torna a prendre dos aliquotes per tenir més informacié en els
cromatogrames.

Com es pot veure en la Imatge 7, el cromatograma obtingut per la mostra de pinso A
ha estat el seglient que es pot observar en la Imatge 7:

FID1A
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Time [min]

Imatge 7. Cromatograma del pinso A realitzat seguint la fitxa técnica del laboratori.

Tal i com és d'esperar, s'observen els cinc pics corresponents als diferents sucres que
es guantifiquen: l'arabinosa, la xilosa, la manosa, la galactosa i glucosa.

En la mostra A, un duplicat no es va introduir en el cromatograf perqué una vegada la
mostra estava al vial, aquest no es va tancar bé i la mostra es va evaporar. Es per aix0
gue, enlloc de quatre cromatogrames amb els respectius resultats, n'hi ha tres.

Monosacarids tr 3r
(min) resultat resultat resultat

Area % Area] Area % Area % Area
Arablnosa 6,836 112,78 24,58 25,62 25,21 51,86 26,75
Xilosa 8,445 142,82 31,12 33,55 33,01 62,63 32,31
Manosa 11,524 32,86 7,16 8,54 8,40 13,23 6,83
Galactosa 12,757 30,13 6,57 5,81 5,72 12,04 6,21
Glucosa 14,1251 140,30 30,57 28,11 27,66 54,08 27,90
Total 100 100 100

Taula 16. Resultats de la primera i segona pesada de la mostra A en la primera prova.
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En la taula 16 s'aprecia que el % d'area entre els diferents cromatogrames és molt
similar, és a dir, la relaci6 de cada monosacarid acaba sent del mateix ordre encara
gue l'area dels pics disti una mica entre ells. Aix0, pot ser degut a pérdua de mostra
durant el procediment, a un error en el pipeteig alhora d'agafar I'aliquota per realitzar la
derivatitzacio, etc. A part, els compostos surten als mateixos temps de retencio.

A continuacio, en I'lmatge 8 es presenten els resultats del pinso B:
ACAA
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Imatge 8. Cromatograma del pinso B realitzat seguint la fitxa técnica del laboratori.

El cromatograma obtingut del pinso B, Imatge 8, és similar a l'anterior i també
apareixen els cinc pics d'interés. Els resultats d'area i % d'area es presenten en la
Taula 171 18:

Monosacarids

t,
(min)

1r

resultat

2n

resultat

| %Areal Area % Area
Arabinosa 6,834 49,64 24,97 94,14 23,68
Xilosa 8,438 68,33 34,37 135,88 34,18
Manosa 11,522 13,03 6,55 27,03 6,80
Galactosa 12,754 10,90 5,48 25,42 6,39
Glucosa 14,115 56,90 28,62 115,09 28,95
| Total 100 100

Taula 17. Resultats de la primera pesada de la mostra B per la primera prova.

Monosacarids tr
(min) resultat resultat

% Area Area % Area
Arablnosa 6,834 32,07 25,04 87,95 24,66
Xilosa 8,438 40,72 31,79 113,62 31,85
Manosa 11,522 10,43 8,14 29,65 8,31
Galactosa 12,754 7,36 5,75 23,49 6,59
Glucosa 14,115 37,50 29,28 102,00 28,59
Total 100 100

Taula 18. Resultats de la segona pesada B per la primera prova.

Comparant els resultats de la Taula 16 amb les Taules 17 i 18 que s'’han aconseguit,
es pot veure que l'area dels pics fluctua bastant pero tot i aixi, la relacio respecte el %
area entre els cinc pics en total és molt similar en els quatre cromatogrames.
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5.1.2. Mostres realitzades amb la segona prova.

En la segona prova es va realitzar amb les mostres de pinso (A i B), en les quals no es
va fer el desgreixatge, se'n va reduir el temps d'incubacio i no es va introduir el DMSO.

En un dels duplicats d'aquestes mostres es va introduir 500 pL de la solucié de 2000
ppm de patré intern i se'n havia omés l'etapa de desgreixatge.

Per una banda, el pinso A té els seglents resultats presentats en la Taula 19:

Les mostres en qué s'ha introduit el patr6 intern se'n pot observar clarament el pic en
la Imatge 9. Mentre que les mostres en qué no s'ha introduit I'al-losa, presenten la
caréncia d'aquest pic en el temps de retenci6é 10,1 minuts.

FACAA
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Imatge 9. Cromatograma del pinso A seguint les modificacions de la segona prova amb patro intern.

Monosacarids tr
(min) resultat resultat

Area % Area % Area
Arabinosa 6,808 48,30 31,84 56,87 26,47
Xilosa 8,405 50,78 33,48 68,76 32,00
Manosa 11,473 6,34 4,18 9,17 4,27
Galactosa 12,695 7,98 5,26 13,24 6,16
Glucosa 14,052 38,28 25,24 66,81 31,10

Total 100 100

Taula 19. Resultats de les mostres de la segona prova de pinso A amb patré intern.

Els valors d'area donen similars entre ells i la relacié del % d'area és molt similar tret
d'algun compost que dista una mica en la Taula 19.

En aquest cas, es pot observar el cromatograma obtingut sense patrd intern en la
Imatge 10.
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Imatge 10. Cromatograma de les mostres de la segona prova de pinso A sense patré intern

Monosacarids

(min)

1r
resultat

2n
resultat

Area % Area | Area % Area
Arabinosa 6,812 180,89 25,15 172,48 25,63
Xilosa 8,412 240,83 33,49 233,96 34,77
Manosa 11,476 37,46 5,21 36,06 5,36
Galactosa 12,703 55,98 7,78 51,53 7,66
Glucosa 14,072 204,05 28,37 178,87 26,58
Total 100 100

Taula 20. Resultats de les mostres de la segona prova de pinso A sense patré intern.

En aquest cas, els valors d'area també donen similar entre ells, indicant una bona
repetibilitat dels resultats com es presenten en la Taula 20.

Per d'altra banda, en el pinso B s'han obtingut els segiients resultats en la Imatge 11:

ey
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Time: [min]

Imatge 11. Cromatograma de les mostres de la segona prova de pinso B amb patré intern.

Com es pot veure en el cromatograma, s'aprecia un pic molt gran en la tercera posicio.
Aquest és el patré intern introduit partint de la solucié de 2000 ppm. Veient que la
senyal dona tan alta respecte a la resta de pics, per a mostres futures, es podria
introduir una concentracié menor. També es pot observar que el pic de I'al-losa no esta
guantificat i es qué la taula de calibratge utilitzada ha estat la provinent de la prova de
calibratge 3, en la que no hi havia el patré intern.

Els resultats obtinguts per la mostra B amb el patré intern ha estat els seglient de la
Taula 21:

23



Monosacarids tr
(min) resultat resultat

Area % Area Area % Area
Arabinosa 6,807 39,70 28,73 32,76 35,76
Xilosa 8,404 46,06 33,33 38,46 41,97
Manosa 11,467 5,94 4,30 4,38 4,79
Galactosa 12,695 7,91 5,73 5,63 6,14
Glucosa 14,048 38,59 27,92 10,39 11,34
Total 100 100

Taula 21. Resultats de les mostres de la segona prova de pinso B amb patroé intern.

De la mateixa manera que en la mostra anterior, els resultats del duplicat segueixen
tenint una bona repetibilitat.

Pel que fa als resultat de la mostra B sense patro intern, també es pot veure I'omissio

del pic clarament en la Imatge 12.
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Imatge 12. Cromatograma de les mostres de la segona prova de pinso B sense patro intern.

Monosacarids

t,
(min)

1r
resultat

2n
resultat

| Area % Area| Area % Area
Arabinosa 6,807 123,16 26,38 109,66 31,13
Xilosa 8,404 151,27 32,40 150,38 42,68
Manosa 11,465 22,45 4,81 20,60 5,85
Galactosa 12,694 34,60 7,41 30,81 8,74
Glucosa 14,0551 135,34 28,99 40,87 11,60
| Total 100 100

Taula 22. Resultats de les mostres de la segona prova de pinso B sense patré intern.

En la Taula 22, es poden observar que els valors d'area també tenen una bona
repetibilitat tot i que hi ha un compost, la glucosa que, en el segon resultat, si que
presenta una diferéncia significativa. Com que la tendéncia de la mostra és a tenir el
nivell de glucosa elevat, es podria considerar aquest resultat com un "outlier".

En general, comparant entre tots els resultats de la prova, es pot observar una
diferéncia en el resultat de les arees que contenen patrd intern respecte les que no el
contenen. Aix0 es degut a la introduccio del patr6 intern, el qual el volum introduit fa
gue quan s'aplica, acaba diluint més els compostos que ja presenta la mostra.
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Tot i aixi, la relaci6 de % darea acaba sent molt similar entre ells. | per tant
s'aconsegueix una bona repetibilitat.

A més a més, es poden observar que els resultats obtinguts son similars als que venen
a continuacié amb la tercera i quarta prova. En conseqgiéncia, no seria necessari el
pas de desgreixar per pinsos de porc amb un percentatge de greix entre 0 - 4% ja que
no ha influit en els resultats finals.

5.1.3. Mostres realitzades amb la tercera prova.

En les mostres realitzades en aquesta prova es feia l'etapa de desgreixatge pero per
contra no es va posar el patro intern. A més a més, es va ometre la introduccié de
DMSO i el patr6 intern.

En la mostra A, es va obtenir el seglient cromatograma de la Imatge 13:
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Imatge 13. Cromatograma de les mostres de la tercera prova de pinso A sense patro intern.

Els cromatogrames obtinguts de la mostra A tenen el mateix aspecte que el mostrat en
la Imatge 13 i els resultats de les quatre mostres analitzades son els mostrats a
continuacio en la Taula 23 i 24:

Monosacarids tr 1r 2n

(min) | resultat resultat
| Area % Area| Area % Area
Arabinosa 6,813 141,11 25,87 158,86 23,85

Xilosa 8,413 174,90 32,06 218,35 33,20
Manosa 11,482 29,28 5,37 32,43 4,93
Galactosa 12,708 40,50 7,42 46,75 7,11
Glucosa 14,074 159,67 29,27 203,34 30,92

Total 100 100

Taula 23. Resultats de la primera pesada de les mostres de la tercera prova de pinso A sense patro intern.
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Area % Area | Area % Area
Arabinosa 6,811 136,11 24,20 129,54 24,92
Xilosa 8,410 178,08 31,66 168,13 32,35
Manosa 11,472 29,50 5,24 27,14 5,22
Galactosa 12,706 42 58 7,57 36,30 6,98
Glucosa 14,069 176,23 31,33 158,64 30,52
Total 100 100

Taula 24. Resultats de la segona pesada de les mostres de la tercera prova de pinso A sense patro intern.

Monosacarids tr 1r 2n
(min) | resultat resultat

Es pot veure clarament la tendencia a que els resultats siguin molt similars entre si.
Sobretot en el % d'area, el qual en tots els monosacarids no disten gaire entre ells.

Pel que fa en la mostra B, el cromatograma que s'ha obtingut ha estat el de la Imatge
14:
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Imatge 14. Cromatograma de les mostres de la tercera prova de pinso B sense patré intern.

Monosacarids tr 2n
(min) resultat resultat

Area % Area Area % Area

Arabinosa 6,809 150,34 24,01 170,09 26,45
Xilosa 8,411 199,08 31,79 212,54 33,05
Manosa 11,471 30,66 4,90 32,40 5,04
Galactosa 12,702 47,05 7,51 47,61 7,40
Glucosa 14,068 | 199,06 31,79 180,53 28,07

Total 100 100

Taula 25. Resultats de la primera pesada de les mostres de la tercera prova de pinso B sense patré intern.

Monosacarids t, 1r 2n
(min) | resultat resultat
Area % Area | Area % Area
Arabinosa 6,808 153,17 22,93 163,13 24,66
Xilosa 8,409 214,17 32,06 222,73 33,67
Manosa 11,467 32,72 4,90 34,09 5,15
Galactosa 12,696 47,55 7,12 48,73 7,37
Glucosa 14,068 | 220,44 33,00 192,76 29,14

Total 100 100

Taula 26. Resultats de la segona pesada de les mostres de la tercera prova de pinso B sense patré intern.
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Observant els diferents resultats de la mostra B de la Taules 25 i 26, també es veu una
bona relacié entre ells, tant amb els valors d'area com amb el % d'area.

5.1.4. Mostres realitzades amb la quarta prova.

Les modificacions del métode d'extraccio d'aquestes mostres sén les mateixes que en
la prova anterior a excepcioé que en aquest cas s'ha introduit el patr6 intern. Pel que fa
a la mostra de pinso A, els cromatogrames sortien com en la Imatge 15:
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Imatge 15. Cromatograma de les mostres de la quarta prova de pinso A amb patré intern.

Monosacarids

t,
(min)

1r
resultat

2n
resultat

| Area % Areal Area % Area
Arabinosa 6,812 37,23 30,16 41,33 28,63
Xilosa 8,410 41,02 33,23 48,61 33,68
Manosa 11,475 5,02 4,07 6,26 4,34
Galactosa 12,708 7,17 5,81 7,91 5,48
Glucosa 14,060 33,00 26,73 40,22 27,87
| Total 100 100

Taula 27. Resultats de la primera pesada de les mostres de la quarta prova de pinso A amb patroé intern.

Monosacarids

t,
(min)

1r
resultat

2n
resultat

Area % Area % Area
Arabinosa 6,811 40,10 27,83 59,88 26,79
Xilosa 8,408 46,33 32,16 69,84 31,25
Manosa 11,480 6,94 4,81 10,66 4,77
Galactosa 12,701 8,54 5,93 14,74 6,60
Glucosa 14,062 42,16 29,26 68,37 30,59
Total 100 100

Taula 28. Resultats de la segona pesada de les mostres de la quarta prova de pinso A amb patré intern.

Pel que fa als resultats de la mostra de pinso B, sén els seguents com s'observa en la

Imatge 16:
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Imatge 16. Cromatograma de les mostres de la quarta prova de pinso B amb patré intern

Monosacarids tr
(min) resultat resultat

% Area % Area
Arablnosa 6,808 48,43 29,47 49,06 27,02
Xilosa 8,406 55,54 33,80 58,40 32,16
Manosa 11,467 6,84 4,16 8,04 4,43
Galactosa 12,697 10,09 6,14 10,68 5,88
Glucosa 14,053 43,44 26,43 55,40 30,51

Total 100 100

Taula 29. Resultats de la primera pesada de les mostres de la quarta prova de pinso B amb patro intern.

Monosacarids t, 1r 2n
(min) | resultat resultat

A % Area A % Area
Arabinosa 6,806 56,89 27,10 64,60 27,56
Xilosa 8,404 67,94 32,37 80,26 34,24
Manosa 11,468 9,37 4,47 11,05 4,71
Galactosa 12,695 11,89 5,66 13,78 5,88
Glucosa 14,054 63,380 30,40 64,71 27,61
Total 100 100

Taula 30. Resultats de la segona pesada de les mostres de la quarta prova de pinso B amb patré intern.

Com es pot apreciar en les Taules 27, 28, 29 i 30, el valor de les arees s'ha reduit
considerablement en relacié als resultats mostrats en la tercera prova. Aixo es degut a
gué la introduccié del patré intern augmenta el volum en qué es troben dissolts els
compostos de la mostra. D'aguesta manera, l'area dels pics sera menor ja qué els
compostos es troben més diluits. No obstant aixi, la relacié en % d'area es manté i es
pot observar que els resultats sén bastant similars.

En les mostres de la segona i quarta prova, es va haver de repetir la derivatitzacio ja
gué s'havia comeés un error en la preparacio d'un reactiu. Aixi doncs, es va poder
introduir un patro intern més concentrat.
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5.1.5. Mostres realitzades amb la cinquena prova.

En aquest cas, s'ha introduit préviament a la incubacié de la mostra amb els enzims, el
DMSO i posteriorment, s'ha portat a ebullicié durant una hora. Aquest dissolvent actua
intentant alliberar d'una manera més senzilla el mid6 present a la mostra.

En aquest cas, en aguestes mostres és va introduir la solucio de patré intern provinent
de la solucié mare de 2 ppm.

Pel que fa a la mostra A, el cromatograma obtingut ha estat el mostrat en la Imatge 17:
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Imatge 17. Cromatograma de les mostres de la cinquena prova de pinso A amb patré intern.

La preséncia del patr6 intern no és pot veure. Aix0 és degut a qué aquestes mostres
es van preparar amb la soluci6 més diluida de patr6 intern, la qual s'ha pogut
comprovar que necessita estar més concentrada perqué aquest component pugui
veure's als cromatogrames.

Els resultats d'arees i pics han estat els de la Taula 31 i 32 per la mostra A:

Monosacarids tr 1r 2n

(min) | resultat resultat

% Area | Area % Area

Arabinosa 6,847 40,80 23,51 28,72 25,72
Xilosa 8,458 42,69 24,60 24,58 24,94
Manosa 11,555 9,96 5,74 7,29 6,59
Galactosa 12,793 16,01 9,23 9,94 8,99
Glucosa 14,166 64,04 36,91 37,34 33,76

Total 100 100

Taula 31. Resultats de la primera pesada de les mostres de la cinquena prova de pinso A amb patré intern.

Monosacarids t, 1r 2n
(min) | resultat resultat

| Area % Area| Area % Area
Arabinosa 6,811 40,43 23,67 38,63 23,59

Xilosa 8,408 46,78 27,38 44,90 27,42
Manosa 11,480 8,92 5,22 8,81 5,38
Galactosa 12,701 12,86 7,53 12,46 7,61
Glucosa 14,062 61,84 36,20 58,98 36,01

Total 100 100

Taula 32. Resultats de la segona pesada de les mostres de la cinquena prova de pinso A amb patro intern.

29



Pel que fa la mostra B, els resultats han estat els segiients corresponents a la Imatge
18:

FIDiA

2H
L ‘r""\‘?}s“
i P 4 15
I‘_ﬂ-" }l.-l:ﬁ\'
5] - £
1
< 1
iH
L g
.-uT,‘-:*'J'__\.
= o
4 Lh, I
— L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 & 7 B 9 W M 12 13 4 45 #6 17 &8 19 D H 22 3 M X X IF B3 B 3
Time: [min]

Imatge 18. Cromatograma de les mostres de la cinquena prova de pinso B amb patré intern.

Monosacarids tr
(min) resultat resultat

Arablnosa

Xilosa
Manosa
Galactosa
Glucosa

Total

Taula 33. Resultats de la primera pesada de les mostres de la cinquena prova de pinso B amb patré intern.

Monosacarids t, 1r 2n
(min) | resultat resultat

A % Area A % Area
Arabinosa 6,832 39,52 22,21 33,38 22,45
Xilosa 8,437 46,25 25,99 38,93 26,18
Manosa 11,520 10,10 5,68 8,25 5,55
Galactosa 12,756 12,99 7,30 10,72 7,21
Glucosa 14,120 69,10 38,83 57,42 38,61
Total 100 100

Taula 34. Resultats de la segona pesada de les mostres de la cinquena prova de pinso B amb patré intern.

En aquesta prova, es pot veure que els resultats obtinguts en la Taula 31, 32, 33 i 34
segueixen una tendéncia similar entre ells amb les diferents pesades fetes. Per tant,
aixo significa que la repetibilitat entre els duplicats és bona.

No obstant, un altre punt a destacar és la comparacié entre la quarta i la cinquena
prova, en la qual s'ha omés la introducci6 de DMSO o per contra si s'ha introduit
respectivament abans de realitzar |'etapa enzimatica. Observant els resultats, la teoria
deia que el DMSO actuava ajudant a que I'extraccié de midé fos més senzilla. Per tant
les mostres que s'’han dut a terme amb aquest dissolvent haurien de tenir un pic de
glucosa inferior a les altres. No obstant, els resultats han estat al revés, tot i que una
dada curiosa és que amb el DMSO, la quantitat de les hexoses ha augmentat, mentre
gue les pentoses han disminuit relativament. Aquest comportament no s'esperava i és
repeteix en les dos mostres en que s'ha treballat. D'aquesta manera, es continuara
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investigant quina relacié pot tenir el DMSO amb els sucres que presenten una
estructura d'hexosa.

A més a més, si es comparen els resultats obtinguts de la primera prova amb la
metodologia que hi ha al laboratori amb la quarta i la cinquena prova, se'n pot observar
qgue el resultats tendeixen a ser bastant més similars amb la quarta que amb la
cinquena prova. Per tant, s'haura de veure realment com afecta el DMSO a les
mostres.

5.1.6. Mostres realitzades amb la sisena prova.

Finalment, per tenir més resultats aplicant el nou procediment, també es va realitzar en
I'extraccid de PNA en pinsos de pollastres. Les mostres van ser dos pinsos, pinso C i
pinso D. Es va seguir els mateixos passos que en la cinquena prova i I'Gnica diferéncia
era el canvi de mostra. Cal destacar que en aquesta prova també es va introduir patrd
intern provinent de la solucié de 2 ppm.

Pel que fa a la mostra C, el cromatograma obtingut en aquest cas ha estat el de la
Imatge 19:

FDAA

LTI R i

BEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE:
Tirme: [mir]

Imatge 19. Cromatograma de les mostres de la sisena prova de pinso C amb patré intern.

% Area % Area
Arabinosa 6,846 40,67 21,81 28,42 22,09
Xilosa 8,457 57,45 30,80 39,11 30,39
Manosa 11,552 10,47 5,61 7,62 5,92
Galactosa 12,795 16,67 8,94 11,50 8,94
Glucosa 14,160 61,26 32,84 42,02 32,66

100 100

Taula 35. Resultats de la primera pesada de les mostres de la sisena prova de pinso C amb patroé intern.

Monosacarids t, 1r 2n
(min) | resultat resultat
A % Area A % Area
Arabinosa 6,829 40,92 20,71 4250 20,33
Xilosa 8,432 57,59 29,14 60,40 28,90
Manosa 11,514 12,00 6,07 12,70 6,08
Galactosa 12,747 18,31 9,27 19,19 9,18
Glucosa 14,111 68,80 34,81 74,21 35,51
Total 100 100

Taula 36. Resultats de la segona pesada de les mostres de la sisena prova de pinso C amb patré intern.
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Aquestes mostres son de pinso de pollastre. Els resultats s'assemblen bastant als
anteriors. Cal destacar que també s'ha introduit patrd intern perd de la soluci6 més
diluida, 2 ppm. D'aqui que les arees surtin més baixes perd que no s'aprecii el pic.

Pel que fa a la mostra D, els resultats obtinguts han estat els mostrats en la Imatge 20:
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Imatge 20. Cromatograma de les mostres de la sisena prova de pinso D amb patré intern.

Monosacarids t;
(min) resultat resultat

% Area % Area

Arabinosa 6,830 35,87 21,95 29,88 20,93
Xilosa 8,434 45,75 28,00 38,92 27,25
Manosa 11,516 10,45 6,40 9,40 6,58
Galactosa 12,750 16,30 9,98 14,09 9,87
Glucosa 14,111 55,01 33,67 50,50 35,37

Total 100 100

Taula 37. Resultats de la primera pesada de les mostres de la sisena prova de pinso D amb patré intern.

Monosacarids t, 1r 2n
(min) | resultat resultat
A % Area A % Area
Arabinosa 6,829 43,48 22,95 35,87 21,71
Xilosa 8,434 55,96 29,54 47,77 28,91
Manosa 11,516 12,65 6,67 11,17 6,76
Galactosa 12,749 19,64 10,37 17,27 10,45
Glucosa 14,112 | 57,72 30,47 53,15 32,17
Total 100 100

Taula 38. Resultats de la segona pesada de les mostres de la sisena prova de pinso D amb patré intern.

En la mostra D succeeix el mateix que en les mostres C. La repetibilitat entre ells no
ha estat tant bona i pot ser degut als problemes comentats anteriorment com pérdua

de mostra o pipetejar malament la quantitat necessaria en el moment de dur a terme la
derivatitzacio.

En general, podem observar que els resultats realitzats amb les diferents proves
segueixen una bona repetibilitat, tot i haver pesat més mostra que en la primera prova
realitzada amb la metodologia de la fitxa técnica. Per tant, com que els valors de
percentatge d'area segueixen un repetibilitat correcta, tret d'algun punt discrepant,
podrem determinar una reducci6 en el temps d'analisi de les mostres.
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5.2. Taula de calibratge.

S'han realitzat diverses proves per aconseguir una bona taula de calibratge ja que es
desconeixia si certes etapes del procés d'extraccié dels PNA afectaven als patrons o,
si encara que no afectessin, s'havien de tractar de la mateixa manera. Aixi doncs, els
resultats obtinguts han estat els seguients:

5.2.1. Preparacio dels patrons amb la metodologia de calibratge 1.

Una vegada realitzada la preparativa dels patrons, la qual estava feta seguint totes les
etapes que segueix una mostra (Annex 1), I'etapa enzimatica, la precipitacié dels PNA
solubles, la hidrolisi i la derivatitzacio, exceptuant l'etapa de desgreixatge. Es van
introduir al cromatograf donant lloc a diversos cromatogrames, segons el patré punxat.
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Imatge 21. Cromatograma dels patrons realitzats amb totes les etapes.

Com es pot observar en la Imatge 21, l'ordre d'elucié dels components és arabinosa,
xilosa, manosa, galactosa i glucosa. En aguest cromatograma es pot apreciar la zona
en que haurien de sortir els diferents pics. No obstant, tant el pic de I'arabinosa com el
de la xilosa no es troben presents, és a dir, no sén resultats valids. D'aquesta manera,
es procedeix a continuar introduint les altres proves al cromatograf.

5.2.2. Preparaci6 dels patrons amb la metodologia de calibratge 2.

En aquesta prova, es realitzava la preparacié dels patrons a partir de les diferents
pesades i aplicant exclusivament I'Ultim pas de la fitxa técnica, la derivatitzacio
(Annex). També es va introduir patré intern.

PPatré 2.3 | FIDIA

Response [p4]

Imatge 22. Cromatograma dels patrons realitzats exclusivament amb I'etapa de derivatitzacié per primer cop.
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En relacié a la Imatge 22, es pot observar que d'una banda, hi pot haver preséncia de
contaminacié del patr6 preparat ja que els pics obtinguts a partir del minut 10 no es
poden donar per valids.

En aquest cas, es va voler repetir I'analisi, i es va dur de la mateixa manera una
segona vegada pero sense introduir patré intern.

PPatr6 A SENSE hidro | FIDIA
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Imatge 23. Cromatograma dels patrons realitzats exclusivament amb I'etapa de derivatitzacié per segon cop.

Aixi doncs, tal i com mostra la Imatge 23, es va concloure que la realitzacié dels
patrons mitjancant tant sols I'Gltima etapa (derivatitzacid) no era viable ja que els
resultats en els diferents cromatogrames presentaven uns pics no quantificables. Un
motiu que podria explicar aquests resultats és la dificultat en la que els diferents sucres
es podien dissoldre ja qué al principi de I'etapa el volum dels reactius introduits és
bastant reduit.

5.2.3. Preparaci6 dels patrons amb la metodologia de calibratge 3.

En aquesta prova, els patrons es van tractar seguint la instruccié técnica com si fossin
mostres d'excretres, per tant, es pot observar que els volums dels reactius afegits en la
hidrolisi varien. S'utilitza 1 mL d'acid sulfaric i 11 mL d'aigua. (Annex).

En els patrons preparats amb l'etapa d'hidrolisi i derivatitzacié, es podia observar certa
millora en relacié a la dificultat de solubilitat que es tenia respecte l'anterior prova de
calibratge.

Patrd & amb hidro | FID1& Patrd B amb hidro | FID1 2 Patrd C amb hidro | FID1 A,

Responss

L

Retention time:

Imatge 24. Cromatograma dels patrons realitzats amb hidrolisi i derivatitzacid.

Com es pot veure en la Imatge 24, aquests resultats van esdevenir valids ja que se'n
podia extreure la taula de calibratge per tal de poder quantificar les mostres. Com que
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cada patré tenia una quantitat de sucre diferent, es podia obtenir la recta de calibratge
per cada monosacarid.

D'aquesta manera, es va calcular les concentracions dels sucres que s'havia introduit
en cada patro.

El calcul de les concentracions es va dur a terme a partir del seglient factor de
conversio:

g de patré introduit  0,2mL 10°uy 1mlL
V aforat 2mL 1g 103pL

= Quantitat ug/uL

El volum aforat és la suma dels reactius utilitzats en l'etapa d'hidrolisi, 12 mL.
D'aquesta soluci6 mare, se'n pren 0,2 mL per realitzar l'etapa de derivatitzacio.
Després del procediment, els sucres acabaran a la part organica, el diclormeta, el qual
s'introdueix 2 mL.

Exemple: En el patr6 1, s'hi introdueix 0,0190 g d'arabinosa.

0,0190g 02mL 10°u 1mL
12 mL 2mL  1g 103uL

= 01583 "9/,

Es segueix el mateix calcul per aconseguir saber totes les concentracions dels
diferents monosacarids en els quatre patrons mostrat en la Taula 39.

Monosacarid Patro 1 Patr6 2 Patré6 3 Patré 4

(Mg/pL) (Hg/pL) (ng/pL) (Mg/uL)

Glucosa 0,1100 0,2667 0,5167 0,7742
Manosa 0,5383 0,8042 0,1158 0,2833
Arabinosa 0,1583 0,2642 0,5550 0,7750
Xilosa 0,2642 0,5825 0,7775 0,1358
Galactosa 0,7667 0,1142 0,2742 0,5117

Taula 39. Concentracions de cada monosacarid en els patrons.

A partir d'aquestes concentracions, s'obtenen les diferents rectes de calibratge
corresponents a cada sucre.

Cal destacar que s'intenta obtenir el R> més elevat possible. Per tant s'usa una
equacio lineal i es for¢a passar la recta pel punt (0, 0). Duent a terme aixo, la forma de
I'equacio sera:

y =mx
5.2.3.1. Recta de calibratge de 'arabinosa.

Com es presenta a continuacio, la recta esta formada pels quatre punts originats pels
nivells corresponents i es representa en funcié dels ug de sucre (eix de les x) vers
I'area obtinguda (eix de les y).
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Imatge 25. Recta de calibratge de I'arabinosa.

La recta obtinguda en la Imatge 25 és y = 1211,0449x. El pic de l'arabinosa és el
primer en sortir i ho fa en el minut 6,9. Forcant el pas de la recta per l'ordenada a
I'origen s'aconsegueix un R?= 0,99479. Per tant, podem donar per valida la recta.

5.2.3.2. Recta de calibratge de la xilosa.

En segon lloc, succeeix el mateix que I'anterior compost. La recta de calibratge esta
formada pels quatre punts obtinguts pels patrons i representa els ug de sucre (eix de
les x) vers l'area obtinguda (eix de les y) .

Calibration Curve X

Xilosa, 8.400 min
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Imatge 26. Recta de calibratge de la xilosa.

La recta obtinguda en la Imatge 26 és y = 1154,1861x. El temps de retencié d'aguest
monosacarid és el minut 8,4. Es pot donar la recta com a correcta ja que el
R?=0,99903.

5.2.3.3. Recta de calibratge de la manosa.

Es continua realitzant la mateixa recta de calibratge que en els sucres anteriors pero
amb els valors de la manosa. Continua representant-se els pg de sucre (eix de les x)
vers l'area obtinguda (eix de les y)

Calibration Curve X

Manosa, 11.527 min
Formuia: y = 12465388 x
s

r:087770
R?: 0.95580

ArealpAs]

Imatge 27. Recta de calibratge de la manosa amb el segon punt com outlier.
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Com es pot apreciar en la Imatge 27, en aquesta recta hi ha un punt discrepant que fa
que el R?= 0,95590. Per millorar aquest parametre, s'elimina aquest punt ja qué es
tracta d'un "outlier".

Calibration Curve

D Calibration table

Imatge 28. Recta de calibratge de la manosa ometent I'outlier.

D'aguesta manera en la Imatge 28, s'aconsegueix millorar el coeficient de correlacid, el
qual esdevé R?*= 0,99773. La recta de calibratge acaba sent y = 1170,290x. La
manosa surt amb un temps de retencié aproximat de 11,527 minuts.

5.2.3.4. Recta de calibratge de la galactosa.

La quarta recta de calibratge és per la galactosa. Es continua realitzant el mateix
procediment per donar lloc als quatre patrons i aixi aconseguir la corresponent recta
corresponen a la Imatge 29. La recta representa els pg de sucre (eix de les x) vers
I'area obtinguda (eix de les y)

Calibration Curve

Imatge 29. Recta de calibratge de la galactosa.

Com es pot observar, tot i que el tercer punt podria ser un outlier, el R? de I'equaci6 és
de 0,99038. Aixi doncs, es pot veure que no és tan problematic com en el cas anterior.
La recta que s'aconsegueix és y = 1323,3594x. La galactosa es detecta a un temps de
retencié de 12,800 minuts aproximadament.

5.2.3.5. Recta de calibratge de la glucosa.

Per Ultim, la recta de calibratge de la glucosa es duu a terme com els compostos
anteriors. La recta representa els pug de sucre (eix de les x) vers l'area obtinguda (eix
de les y) i es pot observar en la Imatge 30.
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Glucosa, 14.100 min
1125670 x

0.00 005 010 015 020 025 030 035 040 045
Amourtfug]

Imatge 30. Recta de calibratge de la glucosa.

La recta de calibratge obtinguda és y = 1112,5670x. La glucosa és I'Ultim compost que
surt en el cromatograma i surt amb un temps de retenci6 de 14,100 minuts. . El R? =
0,99213, per tant la recta es pot donar per valida.

5.2.4. Preparaci6 dels patrons amb la metodologia de calibratge 4.

Com a ultima prova, i després d'haver observat que realitzar la derivatitzacié directa a
partir dels sucres sense diluir no funcionava, es va provar de fer solucions mare i
introduir en cada patr6 un volum de cada monosacarid diferent.

Cal destacar que, en aquest cas, es va realitzar introduint patré intern, I'al-losa, amb
una solucié més concentrada ja que en altres analitiques no s'apreciava el pic.

FID1A D293093-Patrd B PI | FID1A D293093-Patrd C PI|FID14

Response

Retention time
Imatge 31. Patrons realitzats a partir de solucions mare i patré intern.

En la Imatge 31, es pot veure la diferéncia en relacié a les altres proves ja que el tercer
pic, el qual es manté constant en els quatre patrons, correspon al patré intern introduit,
l'al-losa. Pel que fa a les altres senyals, també s'aprecien diferents punts
corresponents a les diferents concentracions, les que permeten determinar les
diferents rectes de calibratge.

Com qué no es sabia la concentracid que aniria bé de patré intern per tal que es
pogués visualitzar correctament, se n'ha anat provant de diferents. | s'ha pogut
determinar una altra manera correcta de fer els patrons, en la qual s'estalvia fer tots
els passos que requereix una mostra. A més a més, es redueix el temps de preparacio
a un dia, de manera que l'opcié utilitzada sén dos dies.
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A part, com es pot observar a continuacio, les mostres presenten una concentracié de
sucres molt menor als patrons preparats. En el moment de tornar a preparar patrons i
implementar el patré intern, caldra doncs reduir la concentracié d'aquests. La solucio
de patr6 intern que s'ha introduit en la prova de calibratge 4 partia d'una concentracio
de 16.000 ppm, la qual s'’ha pogut observar massa concentrada.

D'aguesta manera, encara que els procediment és correcte, els valors obtinguts en els
patrons s6n massa elevats en comparacié amb les mostres. Es fixa com a taula de
calibratge la prova calibratge 3 amb la qual s'ha obtingut bons cromatogrames i rectes
de calibratge.
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6. CONCLUSIONS.

Catala.

Pel que fa a les mostres, es pot concloure que s'ha de continuar investigant si l'etapa
de desgreixatge afecta o no als resultats ja que en les mostres on s'ha omes el pas, no
s'ha vist massa diferéncia. S'hauria de continuar provant possiblement en mostres que
tinguessin un % de greix més elevat per valorar la possibilitat d'eliminar I'etapa o no.
També destacar que els resultats obtinguts entre les mostres que presentaven la
introduccié de DMSO vers les que no, no han estat els esperats. D'aguesta manera,
sera una altra consideraci6 a tenir en compte per continuar desenvolupant en el
moment de decidir la metodologia escollida per implementar en el laboratori, ja sigui la
utilitzada en la quarta o la cinquena prova. A partir dels resultats aconseguits, el
procediment corresponent a la quarta prova seria el més indicat ja qué el pic de
glucosa surt més baix, aixo ens indica que pot haver una menor possibilitat de que part
d'aquesta glucosa provingui del midé6 no extret. Tanmateix, la determinacié i
guantificacié dels PNA es pot dur a terme amb altres tipus de mostra com continguts
intestinals, excretes, etc. Aixi doncs, també s'hauria de fer proves a aquestes aplicant
aquestes modificacions per veure'n els resultats obtinguts i observar si podria ser
viable el nou procediment. Tot i aixi, a primera vista, se'n podria reduir el temps
d'analisi de les mostres.

Pel que fa a I'is del patré intern, s’haura de continuar estudiant la concentracié que
s'ha de posar a les mostres ja que s'ha observat que tant la solucié de 16.000 ppm
com la de 2000 ppm d'al-losa presenten una concentracié massa alta.

En relacié a la recta de calibratge, tot i que la metodologia utilitzada pel laboratori
aplicant l'etapa d'hidrolisis i derivatitzacié és correcta, la utilitzacié de solucions mare
és la millor opcid, ja qué s'obtenen resultats equiparables i es redueix el temps de
dedicacio en la preparacié dels patrons. A més a més, s'evitara I's d'acid sulfuric, el
gual no és rellevant en aquest pas.

Finalment, es pot concloure que el desenvolupament dut a terme en aquest treball
servira per aplicar noves millores en aquesta técnica. | en un futur, quan s'hagin pogut
realitzar més proves, poder aconseguir reduir el temps de preparacioé necessari de les
mostres.
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English

Regarding to the optimization of the sample extraction procedures, it can be concluded
that it is necessary to continue investigating whether the degreasing is necessary or
not since in the samples where the step was omitted, did not differ too much with the
ones in which it is performed. The test of samples with a higher fat percentage should
be carried out to assess the possibility of eliminating this stage or not. Also, it has
remarked that the results obtained among the samples with or without DMSO have not
been expected. Based on the results obtained, the procedure followed in the 4th
determination would be the most appropriate because the glucose level was lower than
in other methods. Therefore, there was a low probability of having glucose from non
extracted starch. Before to consider validated the proposed modifications, the
determination and quantification of NSP's PNA's should be carried out with other types
samples such as intestinal contents, faeces, etc, in which this procedures is usually
carried out. However, it could be possible to reduce the determination’s time.

Regarding the use of an internal standard, it can be concluded that it is necessary to
continue studying the concentration that must be applied in the samples since it has
been observed that both solutions of 16,000 ppm and that of 2000 ppm of allose the
concentration is either too high or too low.

In relation to the calibration, although the methodology used by the laboratory applying
the hydrolysis and derivatization stage is correct. The use of mother solutions is the
best option, as comparable results are obtained and the time that is dedicated to the
preparation of patterns could reduce. In addition, the use of sulfuric acid, which is not
relevant in this step, is avoided.

Finally, it can be concluded that the development carried out in this work to reduce the
preparation time of the samples will serve to apply new improvements in this technique
and in the future, when more tests will be available.
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La fitxa técnica utilitzada en aquests moments al laboratori és la que es troba a
continuacio. Cal destacar que el treball es centra exclusivament en la part
cromatografica del procediment.

PROCEDIMENT ANALITIC.

Es pot fer només la determinaci6 cromatografica (CR), la determinacié
colorimetrica (CL) o les dues al mateix temps (CRL).

1r dia

1. Pesar la quantitat de mostra adient en funcié de la técnica que volem emprar:
per a CR: 0,5 g de mostra
per a CL: 0,2 g de mostra
per a CRL: 0,2 g de mostra

2. Sila mostra té un 90-100% M.S. i menys del 2-3% de greix es continua en el punt 3.
Si no, cal extreure el greix de la seguent manera:

2.a. Afegir 30 mL d'acetona.
2.b. Agitar durant 30 min i centrifugar durant 15 min i 20°C a 4000 RPM.

2.c. Separar la fase liquida i assecar la mostra posant-la en un bany d'H20 a
70°C.

2n dia

3. Afegir 1 mL d'etanol del 85% homogeneitzar. Afegir 2 mL de DMSO homogeneitzar i
posar en un bany a ebullici6 durant 1 hora. Comptar el temps de que la mostra bulli.
Agitar cada cert temps.

4. Escalfar el tampé a 45°C i posar 8 mL de tampé per tub, agitar immediatament.
5. Refredar els tubs a 45°C i afegir 200uL amiloglucosidasa i 200uL d'a-amilasa.
6. Incubar durant 18h a 45°C preferiblement amb agitacié continuada.

3r dia

7. Afegir 25 mL d'etanol absolut, homogenitzar i deixar 1 hora a temperatura ambient.
8. Centrifugar a 4000RPM i a 20°C durant 15 min.
9. Treure el sobrenedant i repetir I'operacio 2 vegades més amb 30 mL d'etanol 85%.

10. Afegir 30 mL d'acetona, agitar durant 5 minuts i després centrifugar. Treure el
sobrenedant i assecar la mostra al bany a 70°C.
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El 4rt i 5€& dia seran en funcié de la determinacio:

4t dia

39. Afegir 0,5 mL de H2SO4 12 M per pinsos i matéries primeres.
Afegir 1 mL de H2S0O4 12 M per excretes i continguts.
Agitar i posar durant 1 hora en un bany a 37°C.

40. Passat aquest temps, afegir 5,5 mL d'aigua per pinsos i matéries primeres i 11 mL
d'aigua per excretes i continguts. Homogeneitzar.

41. Posar tots els tubs durant 2 hores a 110°C.
42. Refredar els tubs a T.A.

5¢é dia (acabament determinacié cromatografica)

53. Deixar una estona a temperatura ambient i agafar aliquotes del sobrenedant de 0,2
mL.

54. Afegir 0,1 mL de NH3 12 M i homogeneitzar.
55. Afegir 0,5 mL de borohidrur de Na al 2% en DMSO.
56. Homogeneitzar i posar durant 90 minuts a 40°C.

57. Refredar durant 10 minuts i afegir 0,1 mL i afegir 0,1 mL d'acid acétic, agitar
vigorosament.

58. Afegir 0,2 mL d'l-metil-imidazole i 2 mL d'anhidrid acetic, agitar i deixar reposar
durant 15 minuts.

59. Afegir 5 mL d'H20 agitar i deixar refredar en un bany de gel durant 15 minuts.

60. Afegir 2 mL de diclormeta homogeneitzar i deixar separar fases. Filtrar i punxar en
el cromatograf.
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