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Introducéo

Colunas de acesso restrito (RAM) tem se destacado
na analise de farmacos em biofluidos (plasma
humano, leite, urina) por CLAE, pois permitem
injecbes diretas e repetitivas de amostras nao
tratadas no sistema cromatografico uma vez que
promovem a exclusdo ndo adsortiva de
macromoléculas com retencdo das micromoléculas
de interesse’. RevisBes recentes tem destacado a
variedade das apliaces das colunas RAM?®,

A monitorizacdo de residuos de antibiéticos em
alimentos tem sido uma preocupacgdo crescente e
muito importante devido a seu potencial impacto na
salude humana. Assim sendo, em testes
comprobatérios da auséncia de antibioticos em ovos
de galinha h& a necessidade de longas etapas de pré-
tratamento como extracdo liquido-liquido e extracédo
em fase sdlida. Isto se deve a complexidade da
matriz  bioldgica, cujos componentes, como as
proteinas e gorduras, devem ser eliminados
previamente a fim de evitar a interferéncia na
separacao e deteccdo dos analitos e 0 entupimento e
a perda da eficiéncia das colunas analiticas.

Para a matriz ovo ndo existem estudos que
permitam a injecdo direta em  sistemas
cromatogréficos.

Resultados e Discussao

Como matriz ovo, os de galinha foram
selecionados, para andlise de residuos de
antibioticos. Isto se justifica devido a vasta aplicagédo
destes para a prevencdo e tratamento de infeccdes
em galinhas poedeiras.

As colunas RAM-BSA G;, Cy e fenil, com 10 cm
de comprimento, vem sendo usadas no nosso grupo
com grande eficiéncia para exclusdo de
macromoléculas em matrizes biolégicas™** e foram
preparadas de acordo com o protocolo anteriormente
descrito®. A quantificacdo da exclusdo protéica foi
realizada utilizando-se o método de Bradfort®.

O desempenho das colunas extratoras foi avaliado
utilizando-se somente agua como fase mével a 1,0
mL.min™ para diferentes volumes de amostras
injetadas (100 e 200nL.).

Por se tratar de uma mistura muito viscosa, 0 ovo
foi diluido com agua (1:1 v/v) e centrifugado a 10000
rpm durante 10 minutos.

292 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica

Os percentuais de exclusao protéica foram na faixa
de 92-100% em 5 minutos de eluicdo. Entretanto, foi
observada elevacdo da pressdo da coluna, a cada
injecdo, o que limitaria sua vida dutil.

Considerando a grande carga lipidica das gemas, a
mistura clara/gema foi diluida com acetonitrila (1:1 viv)
e em seguida centrifugada a 10.000 rpm por 10
minutos. Com esse simples pré-tratamento, maiores
volumes de injecdo da amostra (300nL) foram
conseguidas, sem elevacao da pressédo da coluna. O
cromatograma mostrado na Figura 1 exemplifica a
exclusdo protéica obtida.
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Figura 1: Cromatograma do perfil de exclusao protéica
do ovo de galinha na coluna C ;g-BSA.

Conclusoes

Este trabalho demonstrou a eficiéncia da excluséo
das proteinas pelas colunas de acesso restrito
preparadas, utilizando somente agua como fase
mdvel, para amostras de ovo de galinha.

Para maior vida util das colunas RAM-BSA foi
necessario um pré-tratamento suave das amostras de
ovo, facilitando dessa forma a utilizagdo destas em
andlise de residuos de exdgenos.
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