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Introducao |

O preparo de amostras para a analise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
continua sendo um desafio, principalmente quando
0 interesse na analise consiste na determinacao
guantitativa de farmacos em matrizes complexas,
como por exemplo, fluidos biolégicos. Com o
objetivo de eliminar proteinas e outras
macromoléculas, numerosos procedimentos de
preparo de amostras tém sido reportados. No
entanto, a grande demanda por sistemas
automatizados e analises rdpidas tem motivado o
preparo de amostras on line. Dentro deste contexto,
colunas de acesso restrito imobilizadas com
proteinas séricas bovinas (RAM-BSA) tém sido
eficientemente empregadas na determinacdo de
farmacos em diversos fluidos biologicos® e, desta
forma, foram selecionadas para o desenvolvimento
deste trabalho.

Resultados e Discussao |

As fases de acesso restrito (RAM) sdo suportes
cromatograficos que permitem a injecdo direta de
amostras biolégicas sem ocasionar perda da
eficiéncia das colunas cromatograficas. O
mecanismo de acdo destes suportes baseia-se na
exclusdo de macromoléculas e retencdo das
micromoléculas de interesse’. Uma variedade de
colunas de acesso restrito tem sido utilizada na
andlise de diferentes classes de farmacos em
biofluidos, por cromatografia multidimensional, onde
a etapa inicial consiste em avaliar a fase movel
adequada para a retencao seletiva dos analitos de
interesse e posterior transferéncia destes para a
coluna analitica.

Neste trabalho foram selecionadas quatro colunas
do tipo RAM-BSA para avaliacdo das suas
capacidades retensivas para o0s antibiéticos
pirazinamida, isoniazida e rifampicina, sendo essas:
RAM-BSA C8, C18, fenil e ciano. As colunas foram
preparadas por cromatografia  frontal”.  Os
antibidticos foram selecionados por serem
administrados no tratamento da tuberculose e alvo
de futuros trabalhos no grupo.
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O trabalho avaliou o desempenho das colunas
RAM-BSA utilizando &agua ou solucdo tampao
fosfato em diferentes valores de pH (2,5; 6,0; 6,5;
7,0; 7,5; e 8,0) como fases méveis, a 1,0 mL.min™ e
254 nm.

Devido a capacidade de ionizacdo dos
antibiéticos analisados, uma retencdo muito
pequena para os compostos foi obtida quando agua
foi utilizada como fase movel. No entanto, a
utilizacéo de solucdo tampéo fosfato, em diferentes
valores de pH, propiciou retences modestamente
maiores, provavelmente devido a supressao da
ionizagdo de grupos funcionais pertencentes as
moléculas.

Para a andlise da rifampicina nas colunas RAM-
BSA C8 e C18 foi necessario a adicdo de
modificador organico (acetonitrila ou metanol) na
fase mdvel, devido a sua elevada retencao nestas
colunas. O wuso de acetonitrila (30% V/v)
proporcionou uma maior capacidade retensiva
guando pH 2,5 foi utilizado. Com metanol (60% v/v)
0 maior tempo de retencdo foi obtido com tampao
pH 6,5. Em ambas as colunas, os melhores
resultados foram obtidos com valores de pH
elevados, entre 6,5 e 7,5, demonstrando a influencia
do pH na retenc¢édo da rifampicina.

Conclusodes

As colunas RAM-BSA preparadas mostraram
resultados satisfatérios na retencao dos farmacos
antituberculose e podem ser empregadas no
desenvolvimento de métodos cromatograficos
multidimensionais como colunas extratoras. A
avaliacdo sistematizada realizada nas colunas
RAM-BSA mostrou que o pH da fase mével e o
modificador orgénico influenciam na retencdo dos
antibioticos e devem ser investigados.
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