Metodologia de extraccion de metabolitos desde agar para analisis por LC-MS
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Objetivo

Establecer un procedimiento estandarizado para la extraccion de metabolitos a partir agar de colonias
microbianas (flngicas o bacterianas), para su posterior analisis mediante Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Masas.

Alcance

Este procedimiento aplica a muestras fungicas o bacterianas cultivadas en medios sdlidos, y se
realizara en el laboratorio de “Estudio y Aprovechamiento de Productos Naturales Marinos y Frutas de
Colombia” con el fin de obtener extractos para analisis metabolomico.

Materiales y Equipos

Puntas de micropipeta de 1000 pL estériles (se usara la parte de atras para tomar los plugs).
Tubos Eppendorf de 2 ml estériles.

Isopropanol grado HPLC o destilado.

Acetato de etilo grado HPLC o destilado.

Acido formico frado HPLC.

Metanol grado masas.

Bafio de Ultrasonido.

Centrifuga (minimo 10000 RPM).

Centrivap.

Viales para cromatografia e insertos reductores de volumen de 0.2 mL.

Micropipetas y puntas estériles.

Procedimiento (ver figura 1)

1.

Cortar tres Plugs de agar (aproximadamente 5-6 mm de didmetro) de la colonia utilizando la
parte de atras de una punta de micropipeta de 1000 u estéril.

Transferir los plugs a un tubo Eppendorf de 2 ml estéril.
Afadir 1 ml de una mezcla de isopropanol:acetato de etilo (1:3 v/v) al 1 % de acido férmico.

Sonicar durante 60 minutos.



Transferir el extracto a un nuevo tubo Eppendorf de 2 ml.
Evaporar el solvente en centrivap a 40 °C por 2 horas o hasta secar.
Disolver el residuo seco en 0.3 ml de metanol grado masas.

Sonicar durante 10 minutos para favorecer la disolucion.
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Centrifugar a minimo 10000 RPM durante 15- 30 minutos.
10. Transferir cuidadosamente el sobrenadante a los viales de cromatografia.

11. Conservar los viales a temperatura adecuada hasta el analisis (-4°C si el anélisis se realiza
pronto 0 -20 °C si el analisis tarda mas de un mes).
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Figura 1. Metodologia de extraccion de metabolitos desde agar para anélisis por UHPLC-MS
realizado en BioRender.com
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