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Problematica

Brucela Mellinesi.
Ocasiona problemas en el sistema
reproductor de machos y hembras.
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Fig 1. Aparato reproductor de macho Cabrio.

dderson, H. Smith. The Metabolism of Erythritol by Brucella abortus.
icrobiology. 38, 109-124 (1965).



Reaccion de derivatizacion
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Objetivos.

» Establecer las condiciones optimas de separacion
y analisis cromatografico para determinar eritritol
en tejido de macho cabrio utilizando un sistema
de CLAR con deteccion UV-Vis.

» Determinar el mejor tratamiento de la muestra
que permita obtener de manera reproducible la
recuperacion del analito.




Separacion cromatografica

» Tabla 2. Gradiente de elucion
Tiempo % MeOH | % Agua Flujo
(min) (mL/min)
0 65 35 1.2
6 85 15 1.2

8 65 35 1.2

Tiempo de equilibrio= 4 min

Tiempo de analisis= 12 min

.



Optimizacion de la derivatizacion

Tipo de A C
soluciodn

Eritritol -ACN 100 pL 100 pL 100 uL
(40 mg/L)

PNBC -ACN 150 pL 150 pL 150 pL
(20000 mg/L)

Buffer X X 100 pL
carbonato
(0.1 %) pH

11.22

Buffer boratos X 100 uL X
(0.1 M) pH 8.2




Area promedio
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Fig 3. Comparacion de las areas obtenidas
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Separacidon cromatografica

Columna ZORBAX SB-Phenyl de 250 mm de largo, 4.6 mm de ancho y
diametro de particula de 5 um. Longitud de onda de trabajo: 260 nm.

4.004
3.80
3.60
3.40
3.20
3.004
2.80
2.60
2.404
2.204
2.004
1.80
1.60
1.404
1.20 D
1.00
0.804

0:60- ]

0.404
0.204 k
0.00

1.1 —
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00

2 Minutes, 1.6199 AU Minutes

Fig x. Cromatograma de un std de eritritol con PNBC. Derivado en medio
de boratos (rojo) y el derivado con carbonato (negro).
a0 de derivatizante, 1=Derivado eritritol-PNBC




Cambio de columna

» Columna ZORBAX XDB-Phenyl de 150 mm de

argo, 4.6 mm de ancho y diametro de
narticula de 3.5 ym.

» Flujo isocratico compuesto por 75% MeOH.
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Tabla 2. Preparacion de la curva de calibracion.

 Sistema | A | B | ¢ | D | E
Eritritol | 25 uL 50 pL /5 uL 100 pL 150 uL
40 mg/L

PNBC 150 pL 150 pL 150 pL 150 pL 150 pL
(20000

mg/L)

Buffer 100 pL 100 pL 100 uL 100 uL 100 pL
carbonato

S
(0.1 M)

Conc. ] 2 3 4 6
Eritritol

[mg/L]




Curva de calibracion
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Muestras de tejido de cabra.

Fig 5. Tejido fresco. Fig 6. Tejido liofilizado.




Evaluacion del efecto matriz en extractos de
musculo de testiculo de caprino
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EFvaluacion en extractos de musculo de caprino.
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Figura 9. Comparacion de las areas obtenidas con un
extracto de testiculo caprino fortificado a 5 mg/L y una
disolucion estandar a la misma concentracion de eritritol.




Conclusiones

» Se encontraron las condiciones
cromatograficas que permiten la
determinacion de eritritol mediante CLAR-UV
a través de una reaccion de derivatizacion
con PNBC.

» El sistema se ajustdo a un modelo lineal,
siendo reproducible entre dias.

» Se continua trabajando en el tratamiento de
la muestra y se plantea usar un estandar
Interno.
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