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Resumen: Los antibidticos son empleados tanto en animales como humanos para el tratamiento de diversas enfermedades y
los residuos que se encuentran en las excreciones pasan a los suelos y a las aguas residuales, y posteriormente a los cuerpos de
agua contaminandolos. Diversas técnicas analiticas son utilizadas para la determinacion de la presencia de antibiéticos, entre
las que se encuentra la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con deteccion en el Ultravioleta (HPLC- UV). El objetivo de
este trabajo fue determinar ampicilina (AMP) en soluciones a baja concentracion utilizando un equipo de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion con Deteccion en el Ultravioleta (HPLC-UV). El Limite de Deteccion (LOD) fue de 24,2 pg Ly
el Limite de Cuantificacion (LOQ) fue igual a 86,3 pg L™, alcanzandose un valor de pre-concentracion de la muestra de 50.
Con esta pre-concentracion de la muestra, se pudo determinar ampicilina a una concentracion de hasta 3,2 pg L™ con un
porcentaje de recuperacién mayor a 94%. El coeficiente de determinacién obtenido (R?) fue de 0,998 y el coeficiente de
correlacion, R, fue de 0,99, demostrando una correlacidn lineal en el rango de trabajo.
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Abstract: Antibiotics are used both in animals and humans for the treatment of various diseases and the residues found in the
excretions flow into the soil and wastewater, and later to bodies of water contaminating them. Several analytical techniques are
used to determine the presence of antibiotics, including High Performance Liquid Chromatography with Ultraviolet Detection
(HPLC-UV). The aim of this work was to determine ampicillin in low concentration solutions using an equipment of High
Resolution Liquid Chromatography with Ultraviolet Detection (HPLC-UV). The Detection Limit (LOD) was 24.2 ug L™ and
the Limit of Quantification (LOQ) was equal to 86.3 pg L™, reaching a pre-concentration of the sample of 50. With this pre-
concentration of the sample, ampicillin could be determined at a concentration of up to 3.2 ug L™ with a recovery rate greater
than 94%. The coefficient of determination obtained (R?) was 0.998 and the correlation coefficient, R, was 0.99, showing a
linear correlation in the working range.

Keywords: Chromatography, HPLC-UV, Antibiotic, Ampicillin, Pollution.

) patologias originadas por bacterias [1]. La utilizacion de

I INTRODUCCION farmacos y agroquimicos en el campo agroalimentario y

La administracion de antibiéticos tanto en animales como en ganadero es necesaria para minimizar los riesgos de los
humanos es imprescindible para combatir diferentes animales de contraer diversas enfermedades como
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consecuencia de la infeccion por uno o varios
microorganismos [2] [3], sin embargo, se tiene el efecto
adverso, donde los productos obtenidos del animal y sus
derivados tienen residuos del antibiético, los cuales al ser
ingeridos por el ser humano, crean resistencia bacteriana
acarreando graves consecuencias en el organismo.

El Comité Mixto de la FAO y la OMS [4], en su informe
técnico N° 799 establece, que se deben tener en cuenta
varios factores para delimitar las maximas concentraciones
de residuos de un compuesto determinado. El primer paso
para establecer la maxima concentracion de residuos
recomendada o LMR, es la determinacién de una ingesta
diaria admisible (IDA) basada en los datos toxicoldgicos
disponibles, y la finalidad de estos estudios es proteger al
consumidor y a los sectores de la poblacién que trabajan con
animales que generan alimento para consumo humano, por
lo cual es necesario establecer la cantidad de alimento
consumido, como se evidencia en las tablas reportadas por
este organismo. Dado que pueden ocurrir reacciones en
individuos muy sensibles, recomendd mantener la
concentracion mas baja posible de residuos de
medicamentos con propiedades alergénicas conocidas o
presuntas, particularmente de penicilina y otros antibiéticos
B-lactamicos, tales como cefalosporinas.

A pesar de las normas establecidas, los antibidticos son
utilizados de manera excesiva para la alimentacion del
ganado [5]. Al ingerir el antibiético, los organismos no son
capaces de absorberlos en su totalidad y parte de ellos se
excretan en las heces y orinas, estos desechos son vertidos
en las aguas servidas que se conectan con rios, lagos y
mares, permaneciendo en ese medio Yy ocasionando
mdaltiples consecuencias para diversas forma de vida, la
composicién quimica del medio acuoso se ve alterada,
incrementando la resistencia por parte de bacterias a ciertos
antibiéticos, también organismos acuaticos se ven
perjudicados, lo que es un claro indicio de lo ineficiente que
son las tecnologias de tratamiento de aguas residuales [6].

Al ambiente Ilega un gran cimulo de sustancias quimicas de
origen antropogénico [7], de un total de 200 antibidticos, un
52% se destina a consumo humano y el 48% restante se
emplean a nivel veterinario, para el afio 2009, el 62,6% del
consumo de antibioticos se concentraba en las penicilinas.
Los antimicrobianos alcanzan el medio principalmente a
través de las aguas residuales tras su uso terapéutico
doméstico y la cantidad de residuos de antibi6tico presentes
va a depender de la frecuencia y cantidad de su dosificacidn,
el tipo de patron de excrecién del compuesto original, su
metabolismo, la afinidad del farmaco o sus metabolitos a ser
absorbidos por la materia organica (propiedades
fisicoquimicas del principio activo) y la capacidad de
transformacién metabdlica de los microorganismos de las
Estaciones Depuradoras de las Aguas Residuales (EDARS).
El tratamiento en las plantas depuradoras hace que estos
residuos de antibi6ticos alcancen directamente los rios y
aguas superficiales, asi como sus sedimentos, y a pesar de
que la concentracion de farmacos en el medio es muy baja,

encontrandose en el orden de pg Kg®, éstos contintian
presentando actividad.

En las instalaciones hospitalarias, una gran cantidad de
antibiéticos se administran habitualmente y una vez
administrados a los pacientes, son excretados a las aguas
residuales de los hospitales, que deberian ser estrictamente
tratadas por medio de las plantas depuradoras antes de
verterlas a una fuente fluvial [8].

Uno de los principales problemas que podria estar
generando la exposicion a los antibioticos es la induccion en
la aparicion de resistencias. De esta forma bacterias
patégenas o no, pueden servir como reservorio de genes de
resistencia y contribuir de este modo a la evolucion y
diseminacion de estas resistencias en el medio, que luego se
transmitira a animales y alimentos, y de estos al hombre.

Los estudios que se realizan para la evaluacion de riesgo de
residuos de antibidticos, ya sea en alimentos o
medioambiente, se llevan a cabo para garantizar la
seguridad a nivel de salud pablica. Para ello se debe realizar
un analisis de los posibles riesgos que estos residuos
generan y establecer ciertos parametros que regulen el uso
de antibidticos en zootecnia, de manera que no genere
repercusiones en la salud de los individuos.

Segun el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién
de Espafia, la importancia de analizar la presencia de
residuos en el medio ambiente, implica llevar a cabo una
serie de fases para la evaluacion de los riesgos [9]. La
necesidad de controlar la presencia de estos antibiéticos a
niveles de pg Kg™*, requiere disponer de métodos analiticos
sensibles y selectivos capaces de alcanzar los limites
requeridos por la legislacion vigente [10] seglin el
Reglamento del Consejo 90/2377/CEE, Commission of the
European Communities, y en la actualidad, los métodos de
analisis mas empleados para la determinacion de estos
compuestos son los métodos cromatograficos (HPLC, CG)
con distintos detectores [11].

Como los residuos de AMP usualmente se encuentran en
muy bajas concentraciones, es necesario un paso previo de
pre-concentracion de la muestra para incrementar la
eficiencia y sensibilidad del andlisis instrumental, es por
ello que se requieren equipos con alta sensibilidad y el
investigador debe enfocarse en la estandarizacion de
métodos que permitan determinar el analito a bajas
concentraciones, contribuyendo a mejorar las técnicas de
anélisis, haciéndolas mas rapidas, efectivas y que puedan ser
aplicadas para diversas muestras. Estas nuevas estrategias
de andlisis y determinacion de muestras pueden ser
aplicadas en diversos laboratorios y para ello deben ser
validadas determinando las caracteristicas analiticas del
método, entre ellas: los tiempos de retencion, limite de
deteccion, linealidad del método, reproducibilidad,
repetibilidad y porcentaje de recuperacion.

Esta investigacion fue llevada a cabo utilizando AMP, un
antibiotico p-lactamico perteneciente al grupo de las
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penicilinas, ya que constituye uno de los grupos de mayor
utilizacién a nivel mundial.

Para la determinacién de AMP en soluciones acuosas a baja
concentracion, se utiliz6 el método de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC) con deteccion en el
Ultravioleta (UV), porque es la técnica de separacion mas
utilizada para la determinacion de antibi6ticos, aumenta la
eficiencia en las separaciones de los analitos, y permite su
separacion eficaz contribuyendo a la determinacién de
residuos de antibiéticos con tiempo de analisis cortos.

. OBJETIVOS

El estado actual del tema justifica plenamente el que el
objetivo prioritario de este trabajo de investigacion se centre
en la busqueda de una metodologia sencilla, rapida y de
bajo coste, que permita la determinacion de AMP como
contaminante en muestras acuosas a baja concentracion, que
pueda aplicarse en analisis de rutina en cualquier
laboratorio.

M. MATERIALES Y METODOS

a. Reactivos y disoluciones

Los disolventes grado HPLC fueron el acetonitrilo (Sigma-
Aldrich, Alemania) y el Metanol (Burdick y Jackson, USA).
El Acido Acético (Fluka, Alemania). Fosfato monobasico
de potasio (Riedel-de Haen, Alemania). Nitrégeno gaseoso
(AGA, Venezuela). La AMP grado USP fue donada por
Laboratorios Spefar, Venezuela. Las soluciones patron de la
AMP a 1 g L™ fueron preparadas pesando semanalmente la
cantidad exacta del polvo y disolviéndolo en 100 mL de
diluyente (agua: KH,PO, 1 M: &cido acético 1 N, 989:10:1
v/v) y guardadas a 4 °C en la oscuridad siguiendo el método
de United States Pharmacopeia and National Formulary
[12]. La solucién patrén de AMP a las concentraciones
adecuadas se prepar6 diariamente por la dilucidn apropiada
de la disolucién patrén preparada con el diluyente.

b. Materiales y Equipos

Los materiales y equipos utilizados en este trabajo de
investigacién fueron: HPLC-UV: Dionex Ultimate 3000 LC
(Germering Alemania), equipado con una bomba isocrética
(1ISO-3100SD), un compartimiento de columna (columna
sobre TCC-3000) y un detector de longitud de onda variable
Ultimate 3000 (VWD-3100), con sistema de inyeccion
manual de 20 puL montado en una valvula de inyeccion
(Rheodyne 8125, EE.UU). Columna de acero inoxidable
analitica (5 micras de tamafio de particula, 4 cm x 250 mm
de didmetro) rellena con material de fase reversa C18
(Acclaim ® 120). El sistema de control y adquisicion de
datos se llevé a cabo por el software Dionex LC
(Chromeleon Version 6.80) y el programa Excel de
Microsoft Office. Equipo de ultrasonido Vortex, Super
mixter 4 velocidades, N° 1290. Lab-line instruments, inc.
Balanza analitica (OHAUS, China). Sistema de purificacion
de agua Milli-Q (Millipore). Equipo para bafio de Maria
(Boekel, Philadelphia).

c. Analisis por HPLC

Se utiliz6 como referencia la metodologia propuesta en la
farmacopea de los Estados Unidos USP 30-NF 25 [12], para
la determinacion de la AMP por HPLC-UV. El diluyente se
prepar6 con 10 mL de fosfato monobéasico de potasio
(KH,PO4) 1 molar (M), con 1 mL de acido acético (HAc) 1
normal (N), y diluyendo con agua desionizada hasta 1000
mL, la disolucion patrén de AMP para el anlisis
cromatografico, se prepar6 disolviendo una cantidad de
AMP (0,0507 g/100 mL) para 500 mg L™, previamente
pesada en la balanza analitica, y aforandola con el diluyente
hasta 100 mL, la fase movil para el proceso cromatografico
se prepar6 mezclando agua desionizada, acetonitrilo
(CH3CN), fosfato monobaésico de potasio (KH,PO,) 1 M y
acido acético (HAc) 1 N, en una proporcion de 909:80:10:1
v/v, con un adecuado sistema de filtrado y desgasificacion.
La velocidad de flujo usada fue de 1,5 mL/min. La columna
se mantuvo a una temperatura de 30°C. El volumen
inyectado fue de 20 pL, y el tiempo necesario para eluir
todos los analitos fue de 10 minutos aproximadamente. Se
seleccioné como longitud de onda de 254 nm.

Para la pre-concentracion de muestras acuosas se evaluaron
tres procedimientos con concentraciones en el orden de 4 pg
L™

En el primer procedimiento se procedi6 a fabricar un
evaporador sencillo con nitrégeno gaseoso que fuese capaz
de concentrar 10 veces una muestra de 10 mL. El equipo
consistia en un sistema con una bombona nitrégeno
gaseo0so, un equipo para bafio de Maria, una gradilla y
muestras de AMP con concentraciones de 30 y 40 pg L™,
contenidas dentro de tubos de ensayo de vidrio. Los tubos se
colocaron en un bafio de agua a temperatura de 30 °C y se
inyectd el gas a través de mangueras de plastico selladas con
papel parafilm, para reducir el escape de nitrogeno. El
proceso de evaporacion del disolvente se aceleraba con la
gasificacion y el calentamiento de las muestras. Se cuidd
que la temperatura del bafio de Maria estuviera por debajo
de los 60 °C, ya que al elevarse podia modificar las
propiedades de la AMP y eso afectaria los resultados del
HPLC. Se mantuvo la presion de N, entre 0 y 5 psi, y el
tiempo de evaporacion fue de hora y media, consumiéndose
un gran volumen de N,. Las muestras concentradas fueron
reconstituidas con 1 mL de diluyente, se agitaron por un
minuto en un Vortex y fueron analizadas por HPLC-UV.
Este procedimiento se efectud por triplicado. Se obtuvo una
buena resolucion del pico para cada una de las muestras
estudiadas, indicando que el proceso de evaporacion-
concentracion para volimenes pequefios fue efectivo sin
embargo el costo del procedimiento es alto por el elevado
uso de nitrégeno en el proceso de evaporacion.

Con la finalidad de disefiar otro evaporador, se ensay0 un
segundo procedimiento que fuera més eficiente en cuanto a
tiempo y que no generara perdidas importantes de gas
nitrégeno, se emplearon vasos de precipitado de 250 mL, en
los cuales se colocd 50 mL de una solucion de AMP con
una concentracion de 4 pg L™. Estos se llevaron a bafio de
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maria a una temperatura entre 45 °C y 50 °C para evaporar
la muestra sin afectar las propiedades de la AMP [13]. Las
muestras se evaporaron a sequedad en un periodo de tiempo
aproximado de dos horas, luego se reconstituyeron con 1
mL de diluyente concentracién de 5 a 1 y se analiz6 por
HPLC-UV. La presion de N, se mantuvo entre 0 y 5 psi.
Los resultados obtenidos en cuanto a la recuperacion del
analito fueron cercanos al 100 %, pero el consumo de
nitrégeno fue alto.

En vista de que en los dos primeros procedimientos hubo un
gasto de nitrégeno importante, se ensayd un tercer
procedimiento, preparando por triplicado las muestras de las
diferentes concentraciones (3 ug L™, 4 ug Ly 5 ug L™). La
muestra que tenfa una concentracion de 4 ug L™, se evaporé
a sequedad en el equipo disefiado para la evaporacién de
dicha muestra por arrastre con nitrdgeno gaseoso. Los vasos
de precipitado que contenian las muestras de 5 ug L™ y de 4
ug L™ fueron evaporados a sequedad por bafio de Marfa. En
ambos procesos se obtuvo recuperaciones del analito
cercanas al 100 %, sin embargo en el proceso de
evaporacién por arrastre con nitrégeno gaseoso, el escape
del gas fue muy grande. Por este motivo se decidié emplear
como método de evaporacion al bafio de Maria. El
procedimiento para el anlisis de la solucion se presenta en
lafigura 1

Adicion del »
Muestrade analito para Evaporaciona
alcanzaruna Mezclado 50°Cpor120
100 mL concentracion de niinutos.
4pgL!

Analizar
por

HPLC-UV.

Afladir 1
mL de
Diluyente.

Figura 1. Procedimiento para el andlisis de la muestra

d. Validacion del método analitico

Después de definir el método mas adecuado para la pre-
concentracion de las soluciones acuosas de AMP, se efectud
la validacién del método analitico. Para ello, se sigui6 la
metodologia propuesta en la USP 30-NF 25 y los atributos
considerados para la calidad del método fueron la
confiabilidad, la aplicabilidad, linealidad, precision,
exactitud y sensibilidad.

Se trabajo con una recta de calibracidn para cinco niveles de
concentracién de AMP (100, 200, 300, 400 y 500 ug L™), y
se siguié el protocolo de la FDA [14], se prepararon
muestras con concentraciones de 80%, 100% y 120% del
analito, es decir, 3,2 ug L™, 4,0 pg L™ y 4,8 ug L™ a partir
de una solucién patrén de 500 mg L™. El procedimiento se
hizo por triplicado, el volumen de muestra fue de 50 mL y
el proceso de evaporacién a sequedad se efectud en bafio de
Maria a 45 °C-50 °C en vasos de precipitado de 250 mL.
Una vez evaporada la muestra a sequedad, se tap6 con papel

parafilm y se guardé en la nevera hasta su andlisis. La
muestra se reconstituyé con 1 mL de diluyente y se procedid
a analizarla en el HPLC.

La exactitud y precision se basaron en los andlisis de los
estandares de control de calidad para AMP a tres niveles de
concentracion (alto medio y bajo) dentro del rango
establecido. Se prepararon tres replicas para cada nivel de
concentracion. Se evalud la exactitud por medio de la
recuperacion en los ensayos (medida de la efectividad en el
proceso de extraccion) y fue verificada por la Desviacion
Estandar Relativa (DER) de la serie de medidas. La
precision se evalud en términos de repetibilidad (precision
intra-dia) sobre las bases de 3 determinaciones para cada
una de las concentraciones estudiadas. Se calcularon los
porcentajes de las DER. La sensibilidad del método es la
habilidad de discriminar pequefias diferencias en la
concentracion del analito, y ésta se evalué por el Limite de
Deteccion (LOD) y el Limite de Cuantificacion (LOQ). El
LOD es a cantidad minima de analito que puede ser
detectado pero no necesariamente cuantificado y el LOQ es
la cantidad minima del analito que puede cuantificarse.

Se estimo el limite de deteccion (LOD) teniendo en cuenta
la pendiente y tres veces la desviacion estandar de la
respuesta cromatografica. La altura del pico para el Limite
de Deteccion (Y LOD) se calcula como 3 veces la
desviacion estandar. El limite de deteccion (LOD) se
determind mediante la siguiente ecuacion:

LOD = (Y LOD - ordenada)/pendiente

La altura del pico para el Limite de Cuantificacion (Y
LOQ) es calculada como 10 veces la desviacion estandar.
Para el célculo del Limite de Cuantificacion (LOQ) se
utilizé la siguiente ecuacion:

LOQ = (Y LOQ - ordenada)/pendiente
de acuerdo a la FDA Guidance for Industry del 2011 [14].

V. RESULTADOS Y DISCUSION

La curva de calibracion de AMP a concentraciones de 2
ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm y 10 ppm, arroj6 un coeficiente
de determinacion de 0,9978, obteniéndose una curva de
calibracién, de ecuacion:

Y =0,0176X - 0,0008

En la validacién de la linealidad de la metodologia en el
sistema, se realiz6 una curva de calibracion para cinco
niveles de concentracion del analito (100 pg L™, 200 pg L7,
300 pug L™ 400 pg L y 500 pg L™ y en la figura 2 se
presenta la recta de calibracion de la AMP.
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Figura 2. Recta de Calibracidn de Ampicilina a concentraciones de 100 pg L1, 200 pg L1,
300 pg L. 400 pg L' v 500 ug L. Fuente: Elaboracion Propia a través del Software
Chromeleon del HPLC-UV.
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Al evaluar el coeficiente de determinacion y la ecuacion de
la recta, se encontré un coeficiente de determinacion mayor
a 0,99. Con relacion al estadistico F, se encontr6 un valor de
1542,85; lo cual indica que la correlacién lineal es
significativa. Estos resultados indican que el método es
capaz de obtener resultados directamente proporcionales a
las concentraciones del analito en la muestra dentro del
rango estudiado.

Se aplicaron los métodos estadisticos para el coeficiente de
correlacion, la pendiente y la ordenada; se realiz6 anlisis de
varianza a traves de los métodos estadisticos para demostrar
la regresion y la linealidad. El rango lineal se determino
como el intervalo de concentracién en el cual se cumple la
linealidad, con la precisién y exactitud requerida por el
método. Obteniéndose una curva de calibracion de
ecuacion:

Y= 1E~ (-05) X + 2EA (-05)

La evaluacion de los coeficientes de determinacion, R?, y de
correlaciéon, R, fueron respectivamente 0,998 y 0,99
demostrando una correlacion lineal en el rango de trabajo.

El comportamiento lineal del método fue demostrado dentro
de un intervalo de 80 % a 120 % de la concentracion de
trabajo, para lo cual se realizaron triplicados de los tres
niveles de concentracién, quedando las siguientes
concentraciones: 3,2 ug L™, 4 ug L y 4,8 pg L™, de esta
manera se puede observar que se trabajo dentro del rango
ideal de lectura del HPLC.

En la estimacion del limite de deteccion (LOD) la ecuacién
utilizada para calcular el Y LOD es 3 veces la desviacién
estandar y el valor obtenido fue de 0,00025. El limite de
deteccion (LOD) obtenido fue 24,2 ug L™. La altura del pico
para el Limite de Cuantificacion (Y LOQ) es calculada a 10
veces la desviacion estandar, y se obtuvo un valor de
0,00093. El Limite de Cuantificacion (LOQ) obtenido fue
de 86,3 ug L™. Con estos valores conseguidos se evidencia
la necesidad de efectuar la concentracion de la muestra por
medio de la evaporacion del solvente para poder efectuar el
analisis cuantitativo del analito en la matriz, dado que la

concentracion del analito en la muestra esta en el orden de
los 4 ug L™y el limite de cuantificacion es de 86,3 pg L™

En la figura 3, se presenta un cromatograma tipo de una de
las muestras de andlisis.

UV_VIS_1
WVLZ54 nm

0,150+

e

0,100+
W R TR
1 - Ampisiling - 8,363
W ey
min
0,031
r T T T T 1
E053 8200 8300 8400 850

Peakname RetTime Amount Type  Height Rel.

min : i mAl}

i__Amaicilins 8390 00023 188A251 BMB™ 0009 10000
Total: 00073 1866251 0009 10000

Figura 3. Cromatograma de los wiplicados para la concenmracion de 3.2 pg L' de
ampicilina, Fuente: Elaboracion Propia a través del Software Chromeleon del HPLC-UV

Para las tres concentraciones evaluadas del analito 3,2 ug L
140 pg Lty 48 pg L™ los valores obtenidos de la
desviacion estandar relativa se encuentran en 5,15 %, 1,05
% y 8,70 % respectivamente. Estos resultados indican que
hay una buena precision en el método desarrollado. Una
desviacion estandar relativa menor del 10 % [14], indica que
el método analitico es reproducible. El porcentaje de error
alcanzado en los analisis efectuados para las tres
concentraciones evaluadas (3,2 pg L™, 4,0 pg Ly 4,8 pg L°
1), se encuentra en -16,71 %, -8,41 % y 5,81 %; estos
valores se encuentran dentro del rango de -20 hasta 10 %
establecidos por la FDA indicando una buena exactitud del
método.

Con relacion a la repetibilidad del método, esta fue
expresada como la desviacion estandar relativa de distintas
soluciones con los siguientes niveles de concentracion: 3,2
pg L™ 4,0 pg L™ty 4,8 pg L™, preparadas por triplicado y
analizadas por HPLC-UV en un mismo dia de trabajo. Los
resultados obtenidos se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Resumen de los valores obtenidos para ls diferentes concentraciones del analito

Nivelbajo (80 %) | Nivelmedio (100 %) | Nivelalto (120%) |

32peL! 4,0pgL! 48 pg L!

Muestra 1 186,62 219,11 203,90
Muestra 2 [ 19642 21456 24143
Muestra 3 177,19 21681 ] 23282
Promedio | 186,74 21683 | 226,05
Desviacion Estindar | 9.62 2,28 - 19,66
DER (%) I 515 1.05 870
Enor (%) 1671 841 | 581
Porcentaje de

116,71 10841 94,19

Recuperacion (%)
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El porcentaje de recuperacion obtenido en las muestras en
los ensayos de repetibilidad fue de 116,71%, 108,41 % y
94,19%, para los tres niveles de concentracion del analito
correspondientes al 80 %, 100 % y 120 % respectivamente,
lo que indica una muy buena recuperacién del analito con el
método desarrollado.

V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la investigacion recogida en
este articulo, han permitido cumplir con los objetivos
principales del trabajo en cuanto a la obtencién y
estandarizacién de una metodologia sencilla, rapida y de
bajo coste, para la determinacion de AMP como
contaminante en muestras acuosas a baja concentracion que
pueda aplicarse en analisis de rutina en cualquier laboratorio

- Se ha puesto a punto una nueva metodologia para
la identificacion, determinacion y cuantificacion de AMP en
soluciones acuosas a baja concentracion (3,2 pg L™, 4,0 pug
L' y 4,8 ng L") mediante Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) con deteccion en el Ultravioleta (UV),
el cual resultd ser sencillo, rapido, econémico y sensible
para el analisis de este tipo de compuestos.

- La curva de calibracion obtenida mostr6 una
linealidad en el intervalo estudiado de 100 pug L™a 500 pg L°
! con un coeficiente de determinacion de R*= 0,998. El
Limite de Deteccion (LOD) calculado en términos de
concentracion del analito en la solucion, fue de 24, 2 pg L™
y el Limite de Cuantificacion (LOQ) fue de 86,3 pg L™

- Se disefio un evaporador por bafio de Maria, con el
cual se logro concentrar hasta 50 veces soluciones de AMP
a baja concentracién para su posterior analisis por HPLC-
uv.

- Para las tres concentraciones evaluadas
correspondientes al 80 %, 100 % y 120 % de la
concentracion de AMP tomada como referencia, se obtuvo
un porcentaje de recuperacion de 116,71%, 108,41% y
94,19% respectivamente, lo que indica una muy buena
recuperacion del analito.

- Se logr6 obtener un método sencillo, econémico y rapido
para determinar AMP a baja concentracion mediante la
estandarizacion de un método analitico por HPLC-UV, lo
que supone una alternativa de anlisis que ofrece ventajas
frente a métodos convencionales, tales como los métodos
microbiologicos.
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