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® Resumen

En el presente trabajo se realiza un estudio de las propiedades fluorescentes de la vancomicina en
funcidndel pH, el tipoy composicion del disolvente y lanaturaleza del buffer parael desarrollo de unnuevo
método por cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion por fluorescencia molecular para su
determinacion. Las condiciones idéneas para medir la fluorescencia de lavancomicina se obtuvieron en
una solucion de 1-butanol al 5 % y pH 5 empleando KH,PO,/H.PO, (0,04 molL) como buffer. Las
mediciones se realizaron en discontinuo a 302 y 335 nm de longitud de onda de maxima excitacion y
emision, respectivamente. El conocimiento adquirido enel procedimiento se empled en lapreparacionde
un método por HPLC con detector de fluorescencia, empleando una columna Luna 5u C18 (250 mm
L - 2mm DI), aun flujo de 0,15 mLminy adicion post-columna de 1-butanol. El procedimiento resulto
lineal entre 0,01-10 ugmL*, con limites de deteccion y cuantificacién de 2 y 5 ngmL™, respectivamente.
El mismo fue aplicado satisfactoriamente en la determinacion de vancomicina en agua en estudios de
reenlace de polimeros de impresion molecular.

Palabras clave: vancomicina, resistencia antimicrobiana, fluorescencia molecular, HPLC.

® Abstract

The present work describes the analysis of the vancomycin fluorescence properties related to pH,
kind and proportion of solventand buffer nature over vancomycin fluorescence intensity in order to further
development of a sensitive new method by high performance liquid chromatography with molecular
fluorescence detection for its quantification. Practical conditions to measure vancomycin fluorescence
were obtained in a solution of 1-butanol 5 %, pH 5 employing a KH,PO,/H,PO, (0,04 molL) buffer in
not continuous way. Measurements were acquired at 302 and 335nm of excitation and emission
wavelengths, respectively. Knowledge obtained from these results was employed to develop a new high
performance liquid chromatography method with fluorescence detection, using a Luna 5u C18 (250 mm
L -2mm ID) column, with 0,15 mLmin*flow, adding 1-butanol post column. This method resulted linear
between 0,01-10 pgmL*with detection and quantification limits of 2 and 5 ngmL™, respectively. This
method was successfully applied to determine vancomycin in water samples from the rebinding studies
of molecular imprinted polymers experiments.

Keywords: vancomycin, antibacterial resistance, molecular fluorescence, HPLC.
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® Introduccion

Lavancomicina (VCM)esunantibidticode Gltima
generacion considerado hasta el momento como uno
de los méas efectivos /1/ (figura 1). Es un
antimicrobiano natural producido por Spectromices

orientalis. La misma pertenece a la familia de los
glicopéptidos y se aplica cuando la infeccion en
pacientes es producida por bacterias Gram positivas,
incluyendo Staphylococcus aureus, o cuando existe
resistencia a la meticilina /2, 3/.

Fig. 1 Estructurade lamoléculade vancomicina.

La fuente primaria de vertimiento de VCM al
medio ambiente es su excrecion debido a la
metabolizacion incompleta por humanosy animales.
Otras fuentes pueden incluir los desechos de las
plantas de produccién del farmaco, efluentes de
plantas de tratamiento de aguas de desecho e
instalaciones industriales. El vertimiento continuo e
indiscriminado de antibidticos al medio ambiente se
ha asociado a la aparicion de resistencia bacteriana.
En este sentido, se han descrito algunas cepas de
Enterococcus (E. Faecalis, E. Faecium y E.
Gallinarum), aislados de muestras clinicas con altos
niveles de resistencia a VCM /3-7/.

Por estas razones esimportante conocery controlar
los niveles de VCM en muestras de aguas que
permitan la evaluacién apropiada de los riesgos,
efectos e impactos potenciales.

Se han publicado numerosos métodos para la
determinacion de VCM en muestras bioldgicas y de
medicamentos como los espectrofotométricos,
inmunoldgicos, bioldgicosy cromatograficos/8/. Entre
las técnicas mas empleadas para el analisis de VCM
seencuentralacromatografialiquidade altaresolucién

(HPLC) /9-16/, alcanzando limites de deteccion
cercanos a 1 pgmL* /9-15/; sin embargo estos
métodos convencionales son por lo general muy
lentosy conunasensibilidady selectividad insuficiente
para el anélisis en muestras tan complejas como las
ambientales, donde los antibidticos se encuentran, por
lo general, en el orden de los pg-ngL™ /9-13/.

La solucion actual a este problema requiere del
empleo de HPLC con tdndem de masas, pero esta
técnica resulta cara y demanda el empleo de
especialistas altamente calificados /16, 17/. En este
sentido los Polimeros de Impresion Molecular (P1M)
pueden ser una alternativa para la extraccion y
determinacion selectiva de VCM en agua, los cuales,
por su alto grado de selectividad, estan jugando un
papel significativo en los procesos de extraccién en
fase sdlida en las Ultimas décadas /18/.

La combinacion de los métodos cromatogréficos
con la deteccién fluorescente (HPLC-FL) /11, 19/,
permite alcanzar valores adecuados de sensibilidad y
selectividad, haciendo posible larealizacion de estudios
de reconocimiento y preconcentracion en polimeros
impresos sintetizados para la determinacion de
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vancomicina. En este sentido, los pocos métodos de
HPLC con deteccion por fluorescencia para VCM
descritos se han aplicado solo en muestras de suero
111,12/,

En el presente trabajo se realiza un estudio de las
propiedades fluorescentes de la vancomicina en
funciondel pH, eltipoy composicion del disolvente asi
como de la naturaleza del buffer con vistas a la
implementacion de un nuevo método por
cromatografialiquidade altaresolucion con deteccion
por fluorescenciamolecular paraladeterminacionde
la vancomicina, con la selectividad y sensibilidad
requerida, en estudios de reenlace durante la
caracterizacion de polimeros de impresién molecular.

Experimental

Reactivos quimicos

Vancomicina (90 %), CIPLA, India.
Dihidrogenofosfato de potasio (KH,PO)),
tetrahidrofurano, metanol, etanol, 1-propanol, 1-
butanol, 1-pentanol y acido ortofosférico (grado
analitico) UNI CHEM, China. Trietilamina y
acetonitrilo (grado cromatogréafico) obtenidos de
Scharlab (Barcelona, Espafia). 1,3,6-Hexanotriol, cido
etanoico (CH,COOH, acido acetico), etanoato de
sodio (CH3COONa, acetato de sodio), hidroxido de
sodio, &cido propanoico, acido butilico (acido butirico),
acido benzoico, acido citrico (CA), citrato de sodio,
tris(hidroximetil)-aminometano (Tris) y dodecilsulfato
de sodio (grado analitico) fueron adquiridos de
MERCK (Clonmel, Irlanda). Dimetilformamiday 2-
propanol de BDH (London, Inglaterra); N, N-dimetil-
formamida, metoxietanol, alcohol bencilicoy 2-butanol
(grado analitico) de FLUKA (Buchs, Suiza). Agua
purificada fue obtenidade un sistemade agua ultrapura
Heal Force, China. Los polimeros molecularmente
impresos de tipo sol-gel fueron sintetizados en el
Instituto de Cienciay Tecnologia de Materiales de la
Universidad de la Habana, Cuba.

Instrumentacion

Se empleo un espectrofluorimetro convencional
RF-5301-PC (SHIMADZU, Jap6n). Los ajustes de
pH se realizaron conun pH-metro (PHSJ-3F, China),
y ademads se utiliz6 un HPLC SHIMADZU

(Prominence High Pressure System, Japdn)
compuesto por dos bombas (LC-20AT), un inyector
automatico (SIL 20A), un horno (CTO-20A) y un
detector de fluorescencia (RF-10A, ). Parael estudio
se emple6 una columna Luna C18 (2mm DI - 25¢cm
L), con particulas de 5u de tamafio. Para la adicion
post-columnase utilizé unabomba peristalticamodelo
PRR-2A (SHIMADZU) a través de una conexion de
aceroen T.

Preparacion de las disoluciones

Todas las disoluciones se prepararon en frascos
volumétricosde 10mL, afiadiendo 5mL de VCM (100
mgmL-1), ImL del buffer seleccionado (0,4 molL?)y
diferentes volimenes del disolvente orgéanico
especificado dependiendo del objetivo de la prueba,
enrasando avolumen final con agua destilada. Todas
las mediciones se realizaron con cubetas estandar de
cuarzo de 1cm - 1cm de paso oOptico.

Muestras a caracterizar: polimeros de
impresion molecular (PIMs)

Los materiales poliméricos de tipo sol-gel
analizados en este trabajo se sintetizaron previamente
mediante catélisis acida, empleando 3-glicidilpropil-
trimetoxisilano (GPTMOS) y 3-aminopropil-
trietoxisilano (APTES) como mondmeros funcionales
y tetrametoxisilano (TMOS) como entrecruzador,
disueltosenetanol. Laplantillaempleadafue lapropia
moléculade VCM. Se obtuvierontres PIMs diferentes,
uno empleando solo GPTMOS (PIM 1), el segundo
utilizando solo APTES (PIM I11) y el tercero con una
mezclaequimolar deambos (PIM 1), quedando listos
para el estudio de HPLC-FL después de la remocion
delaVVCMdesuinterior mediante lavados continuos.
Ademas se elaboraron los respectivos polimeros no
impresos (PINs), sintetizados de lamisma formapero
sin laadicion de laplantilla.

Estudio de las propiedades fluorescentes de
Ia vancomicina

Se investigd la influencia del pH, disolvente
seleccionado y tipo de buffer empleado sobre la
intensidad de fluorescenciade lavancomicina (IFV).
Las medidas de fluorescenciase llevaron a cabo a las
longitudes de onda 6ptimas determinadas a partir de
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los espectros de excitacion y emision de la VCM,
variando las rendijas del instrumento hasta obtener
una sefial suficientemente intensa.

Influencia de la naturaleza del disolvente

Lainfluenciade lanaturalezadel disolvente sobre
IFV se verifico afadiendo separadamente 1 mL de
cadadisolvente, 5mL de VCM (100 mgmL*)y 1 mL
de KH,PO, (0,4 molL™), enrasando a 10 mL con
aguadestilada. Los disolventes seleccionados fueron
trietilamina, acetonitrilo, tetrahidrofurano,
dimetilformamida, metanol, etanol, 1-propanol,
1-butanol, 1-pentanol, 2-propanol, 1,3,6-hexanotriol
(LmolLt), metoxietanol, alcohol bencilico (saturado),
2-butanol, dodecilsulfato de sodio, acido acético,
propanoico y butirico. Debido a sus bajas constantes
desolubilidad en aguase afiadieron solamente 0,5 mL
de 1-butanol y 0,1 mL de 1-pentanol.

Influencia de Ia proporcion del solvente

Este estudio se llevé a cabo afiadiendo 5 mL de
vancomicina (100 mgmL™), 1 mL de KH,PO, (0,04
molL™) ajustado a pH 5 y volimenes separados de
metanol (0,1;0,2;0,5;1,2y3mL). Unestudiosimilar
fue realizado empleando etanol, 1-propanol y ademés
con 0,1, 0,2 y 0,5 mL de 1-butanol. Todas las
disoluciones se completaron hasta los 10 mL con
agua destilada.

Influencia de la naturaleza del buffer
y el pH

Se afiadieron 5 mL de VCM (100 mgmL?), 1
mL de KH,PO,, acetato de sodio, acido citrico o
buffer Tris, separadamente en volumétricos de 10
mL diferentes, todos a 0,04 molL?, cada uno
ajustado previamente apH 3, 4,5y 6. Se adicion6
1-butanol para obtener una concentracion final
de 5 % (V/V).

Condiciones cromatograficas

Se estudiaron dos métodos diferentes:

Método 1: Se emplea como fase movil KH_PO,
(0,04 molL*) a pH 5 con 1-butanol al 5 % usado en
un modo isocratico.

Método 2: Se estudian tres variantes del
mismo. La variante 1 emplea: gradiente binario
de dos fases moviles: A-acetonitrilo/trietilamina/
tetrahidrofurano /agua (7/0,2/1/91,8 (v/v)),y B-
con los mismos disolventes, pero en proporcion
(29/ 0,2/ 1/69,8 (v/v)), manteniendo A de O a 2
min 100 %; de 2 a 4 min A—B (100 %),
sosteniendo B a 100 % durante 6 min hasta el
final, utilizando en ambos casos una columna
Luna 5p C18 (2 mm DI - 25 cm L) y fijando el
flujo a 0,15 mLmin?® para un volumen de
inyeccién de 100 pL. La temperatura del horno
se establecio en 30 °C.

La variante 2 utiliza estas mismas
condiciones, pero adicionando buffer KH,PO,
(0,04 molLt) a pH 5 con 1-butanol al 5 % post-
columna. En la tercera variante, se mantienen
las condiciones del método 2, pero afiadiendo
post-columna sélo butanol. En ambos casos la
adicion tiene lugar a través de una conexion en
forma de T a un flujo total de 0,2 mLmin%,
manteniendo 0,15 mLmint de las bombas del
HPLC y 0,05 mLmin-* de la bomba peristaltica
conladisolucién. Las medidas de fluorescencia
se realizaron excitando a 302 nm y midiendo la
emisién a 335 nm.

Aplicacién de la variante de adicién
post-columna de butanol (método 2,
variante 3,) a la determinacion de
vancomicina en agua

Las disoluciones de VCM en agua obtenidas
del estudio de reenlace de los PIMs obtenidos
en los laboratorios se midieron por HPLC-FL.
Los experimentos de reenlace se realizaron
afiadiendo 2 mL de VCM (1 mgmL-) a20 mgde
los PIMs; posteriormente éstas se agitaron
continuamente durante cuatro horas, para luego
analizar el sobrenadante. La cantidad de VCM
absorbida se calcul6 substrayendo la
determinada por el método 2 de HPLC-FL del
total afiadido. Similar procedimiento se aplic6 a
los polimeros no impresos (PINs) para conocer
la eficiencia del proceso de impresidn.
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® Resultados y discusion

Estudio de las propiedades fluorescentes de
Ia vancomicina

Enprimer lugar se obtuvo el espectro de excitacion
y emision de una disolucién de VCM (100 pgmL?)
preparadacon losdiferentes disolventes, segiinacapite
anterior. Los espectros de fluorescencia obtenidos no
muestran diferencias importantes en los méximos de
emision y excitacion con respecto al agua (figura 2)
sin embargo, dentro de los disolventes que
incrementaron en mayor medida la IFV losalcoholes

40 A 304nm

20 7

Intensidad de fluorescencia (conteos)

fueron los de mayor interés pues estos son
ampliamente utilizados en HPLC y ademas pueden
interaccionar facilmente conlos grupos -OH fendlicos
y los del carbohidrato de la VCM a través de la
formacion de enlaces por puentes de hidrogeno
formando una caja o envoltura externa, tipo micela,
que la protege de desactivadores externos /19, 20/.
Estefendmeno le confiere ciertarigidez alaestructura
de la molécula, lo cual provoca que disminuyan las
interacciones de la misma, disminuyendo la
probabilidad de desactivacion de su estado excitado
por una via no fluorescente, lo cual produce un
aumento en la intensidad de fluorescencia /19/.

335nm

T T T T
260 280 300

— . .
320 0 G0 380 400
A (nm )

Fig. 2 Espectrode emisiony excitacion de unadisolucion de vancomicinaenagua (100 mgmL2),
rendijade aperturade excitacionyemisionde5nm.

En la figura 3 se puede observar que al
aumentar la concentracion de alcohol en la
disolucidn, tiene lugar unincremento de la IFV,
lo cual corrobora la explicacion anterior. Por
otra parte, al aumentar el nimero de 4&tomos de
carbono de la cadena alifatica, al pasar del
metanol al 1-butanol, se produce un incremento
en la IFV (figura 3), lo cual puede explicarse a
través del efecto de solvatacion que tiene lugar
cuando los grupos alifaticos rodean de forma

mas efectiva al antibiotico, y por tanto lo aislan
de efectos externos, disminuyendo de esta forma
la velocidad de desactivacion por colision
molecular /19, 20/.

En el caso del pentanol la IFV obtenida es
menor debido a que la cantidad de este disolvente
afiadida es incluso mucho menor que la
adicionada de 1-butanol y el resto de los
alcoholes, debido a su constante de solubilidad
en agua (ver seccion 2.4.1).
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TABLA 1. VALORES DE INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA DE LA VANCOMICINA
(100pgmL") EN DIFERENTES SOLVENTES A pH 5, CON KH,_ PO, (0,4 MOLL?"),
RENDIJA DE APERTURA DE EXCITACION Y EMISION DE 5nm

Solvente Dere{) | Dern() | Loy
Agua 304 334 37
hletanol 303 336 ]
Etanol 303 335 61
Fropanol 303 336 BB
2-Prapanol 303 336 i1
Butanol 02 335 92
Fentanol 302 334 75
Metnxietanal 303 335 73
Alcohol Bencilico 304 335 41
Alcohal [sohutilico 303 334 ol
Hexanotrinl 304 334 a0
Arid Acético 303 334 a0
Acid Propanaizo 304 334 70
Acid Butineo 304 335 o2
Letrahidrafurano 303 239 58
Dirnetilform amida 304 344 72

Dodecilsulfaty de sodia | 303 EEE 53

Como se puede apreciar en la figura 3, el 1-butanol incrementa en mayor medida IFV, sin embargo, debido a
su baja solubilidad en agua (7,9 g/100g H,0), no se puede afiadir por encima de 5 %; por esta razon, se comparo
la IFV en 1-butanol al 5 % con la obtenida en 1-propanol al 30 %, para el cual se obtienen los mejores resultados.

200
700 -
E00 -
S00 +
400 - d)
300 4
al
200 4

100 ~

Intenzidad de flnorescencia (conteos)

1 2 5 10 20 30

proporcion de solvente viv (%a)

Fig. 3 Influenciade laproporcion del disolvente en laintensidad de la fluorescencia de lavancomicina. (a) 1-butanol,
(b) 1-propanol, (c) etanol y (d) metanol. Rendija de aperturade excitaciony emision, 5y 10 nm respectivamente.
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Enopinidn de los autores, a concentraciones de
VCM de 100 mgmL-* (figura4), el 1-propanol 30 %
puede cubrir un gran nimero de las moléculas
presentes evitando la agregacion o asociaciones
multiples con lo cual se favorece la fluorescencia
yaque disminuye la probabilidad de desactivacion
del estado excitado por vias no fluorescentes (p.ej
choques intramoleculares), contrariamente a lo
que ocurre para el 1-butanol al 5 %. Sin embargo,

30 -+

590 4

Intensidad de fluorescencia (conteos)

cuando el antibiotico se encuentra a
concentraciones entre 1y 10 mgmL* el 1-butanol
al 5 % las solvata eficientemente por lo que
presentan mayor IFV que las solvatadas por el 1-
propanol al 30 % por tanto, el 1-butanol es mejor
modificador de la IFV, en funcién de obtener
limites de deteccion (LD) y cuantificacién (LC)
menores para analizar VCM en muestras
ambientales /20/.

Log concentracion de vancomicina (ugmlL-1)
Fig.4 Influenciadel disolvente sobre laintensidad de fluorescenciade lavancomicina: (a) 1-propanol
30%y (b) 1-butanol 5%. Rendijade aperturade excitaciony emision de 10 nm.

Por ultimo, se estudiaron la influencia de la
naturalezadel bufferyel pHsobre lalFV, paralo cual
se seleccionaron las disoluciones tampones de (a)
KH,PO,, (b) acidocitrico, (c) acido acéticoy (d) Tris,

105
= 100 4
=
T a5 4
F2
@z .
s %
=2 854
U"-l
=
= 20 4
22
Ez__ 75 4
T
= 70 4
[i=]

85 4

&0

todas de 0,4 molL™, previamente ajustadas a los pH
de trabajo, adicionando en cada caso 1 mL a la
disolucion que contiene a la VCM. En KH,PO, se
obtuvieron las mayores IFV (figura 5).

H

Fig.5 Influenciadel buffery el pH en laintensidad de fluorescencia de lavancomicinaen 1-butanol 5% (100
mgmL*),con(a) KH,PO,, (b) acidocitrico, (c) acido acéticoy (d) Trisa0,4 molL™".
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Por otra parte, el estudio del efecto del pH sobre
la IFV mostré que de los valores estudiados para el
buffer fosfato (3, 4, 5y 6), la mayor sefial se obtiene
para pH 5 (figura 5), probablemente debido a que el
grupo carboxilo cercano al anillo fendlico pasa a la
forma ionizada por encima de pH 4 aumentando la
coplanaridad de estos dos anillos y, por tanto, se
incrementaligeramente lafluorescenciade lamolécula
(ver figura 1).

Aplicaciones cromatogrificas

Losresultados obtenidos previamente fueron
empleados para demostrar su aplicacion en
HPLC-FL mediante dos pruebas, empleando los
métodos descritos. En el método 1, se logra un
tiempo de retencion de laVCM de 7,5 min, para
un tiempo de anélisis total de 15 minutos. Este
método permite la determinacién de VCM en
disoluciones estandares por HPLC-FL, pero no
logra pardmetros cromatograficos aceptables,
especialmente la resolucion y especificidad,
debido a que no separa las diferentes formas
estructurales que presentael antibidtico natural,
obteniéndose un pico impuro.

Se probd el método desarrollado por Khalid /
11/ para la determinacion de VCM en suero por
HPLC-FL el cual emplea un gradiente de una
mezcla metanol-buffer fosfato, excitando a 225

®i0

nmy midiendo a 258 nm. Este procedimiento fue
aplicado aladeterminacion de VCM en muestras
acuosas sin resultados satisfactorios.

La aplicacion del método 2, permitidé la
obtencion de un pico puro del componente
principal de la VCM, mejorando la selectividad
del método 1 pero no la sensibilidad. Al aplicar
lasegunda variante del método 2, no se logra un
mayor incremento en la sensibilidad del mismo,
debido a un efecto de dilucion del 1-butanol en
la fase mévil empleada en este método y a la
presencia de otros disolventes que afectan la
formacion de las micelas sobre la VCM al
favorecer el incremento de la solubilidad del 1-
butanol en la mezcla final que llega al detector.

Para lograr un incremento de IFV, se empled
una tercera variante del método 2, afiadiendo
post-columna sélo 1-butanol. Se obtuvo asi, un
aumento en lasensibilidad del método indicando
que la forma méas efectiva de lograr un
incremento de la IFV es la adicion de un agente
que solvate eficazmente a la VCM como el 1-
butanol, antes limitado por lasolubilidad, llegando
en este caso a un 33 % en la disolucién que
atraviesa la celda del detector. Este proceso se
favorece por laexistencia de los otros disolventes
organicos que actlan como coadyuvantes de la
solubilizacion en lamezcla.

Fig. 6 Cromatogramas de unadisolucion de vancomicina (10 ugmL*) por HPLC-FL.
(Iexylem de 302y 335nm) obtenidos por método 2. Volumen de inyeccion: 10 L. a)
Sinadicion post-columna, y b) conadicion de 1-butanol post-columna.
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Paraevaluar el desempefio del método 2, variante
3, se determinaron los parametros de linealidad, LD
y LC. Se obtuvo un comportamiento lineal con una
rectade calibradoy=72176x + 1345y uncoeficiente
de determinacion de R?=0,999. Laestimacionde LD
y LC sessitué en 2y 5 ngmL, respectivamente en el
intervalo trabajado de 0,01 a 10 ugmL™.

Posteriormente, este método se emple6 para la
determinacion de VCM de disoluciones obtenidas en
estudios de reenlace con los PIMs sintetizados en
nuestro laboratorio. Los polimeros fueron evaluados
a través del pardmetro de eficiencia de impresion Q
(ecuacion 1) /21/, el cual da una medida de cuan

efectivo fue el proceso de impresion durante la
sintesis de estos materiales.

Q=100 (I )/ . (1)

PIM IPIN
donde:

Q: eficienciade impresion,

I,,..: masa (mg) de VCM absorbida por gramo de

PIMT .
polimeroimpreso,

I, masa (mg) de VCM absorbida por gramo de

PIN®
polimero no impreso.

La Tabla 2 muestra las cantidades de VCM
absorbida (I) por cada PIM y su respectivo PIN.

TABLA 2. CANTIDAD DE VANCOMICINA (I) ABSORBIDA POR GRAMO DE
POLIMERO,DONDE SESLADESVIACION ESTANDAR, CVEL COEFICIENTE
DE VARIACION Y Q LA EFICIENCIA DE IMPRESION (%)

Polimeros |1 5 cv Q
MIF | 1,42 0,16 11,26 7.1
NIF 1,33 0,15 11,27

MIP 1l 0,649 0,04 8,74 15,9
MIP I 0,6 0,07 11,66

WP 11 1,649 0149 11,24 -384
NIF I 2,76 0,25 8,05

Se puede observar que para el PIM Il se
obtiene la mayor eficiencia de impresion Q
segln la ecuacion 1. Este polimero puede ser
seleccionado entre los demas para la extraccion
y preconcentracidn en fase solidade laVCM en
muestras naturales.

Conclusiones

Los estudios del efecto del pH, naturaleza,
proporcién del disolvente organico y tipo de
buffer permitieron establecer que aunque se
obtienenaumentosenlalFV apH5osuperiores
y empleando un buffer de KH,PO,, el parametro
mas importante en este incremento es la adicidn
de butanol lo que permiti6 desarrollar un nuevo
método analitico mediante HPLC-FL en
gradiente con adicion post columna de 1-butanol
para determinar VCM durante los estudios de
reenlace de polimeros de impresién molecular
selectivos a este antibiotico.

Este método resulto ser sensible y lineal en el
intervalo de concentraciones estudiado permitiendo
su aplicacién con éxito en la determinacion de VCM
enlosestudios de reenlace con polimeros de impresion
molecular a bajas concentraciones lo cual no fue
posible con otros métodos reportados. Los LDy LC
obtenidos hacen posible laaplicacion del mismo para
ladeterminacion del antibiotico en muestras de aguas
superficiales y de materia prima en la industria
farmacéutica; obteniéndose una sensibilidad igual
0 superior comparado con otros métodos reportados
111,12/
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Nomenclaturas

- VCM: vancomicina.

-HPLC-FL: Cromatografialiquidade altaresolucion
con deteccion fluorescente.

- Tris: tris (hidroximetil)-amino metano.
-IFV:intensidad de fluorescenciade lavancomicina.
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