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DEVELOPMENT OF RESTRICTED-ACCESS MEDIA CHROMATOGRAPHIC COLUMNS PROTEIN-IMMOBILIZED AND
THEIR EVALUATION FOR THE ANALYSIS OF DRUGS BY DIRECT INJECTION OF HUMAN PLASMA. A series of bovine
serum albumin-immobilized supports have been prepared and used as restricted access media (RAM) columns. Restricted-access

supports combine size-exclusion of proteins and other high-molar-mass matrix components with the simultaneous enrichment of
low-molar mass analytes. These characteristics were chromatographically evaluated for the columns. The RAM-BSA (Bovine Serum

Albumin) columns showed excellent performance for exclusion of human plasma protein with good retention capacity for a series

of acidic, basic, and neutral drugs.
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INTRODUCAO

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma
técnica amplamente utilizada na andlise de xenobidticos em flui-
dos bioldgicos. No entanto, amostras de matrizes bioldgicas ndo
devem ser diretamente injetadas nas fases cromatograficas, uma
vez que as proteinas presentes nestes tipos de matrizes (soro, plas-
ma, urina, leite, etc) provocam rdpido entupimento da coluna e
perda da eficiéncia cromatografica, devido a sua adsor¢do acumu-
lativa no suporte. Para evitar a rdpida deteriora¢do das colunas,
antes da andlise cromatografica € necessdrio realizar um pré-trata-
mento nas amostras biolégicas. Este pré-tratamento permite a re-
mocao das proteinas e dos interferentes endégenos e/ou a pré-con-
centracio dos analitos, proporcionando um aumento na seletividade
e sensitividade do método™.

Entre as técnicas mais comumente utilizadas para extragdo e/
ou pré-concentracdo de substancias presentes em fluidos bioldgi-
cos destacam-se extracdo liquido-liquido, extragdo em fase sélida,
extragdo com fluido supercritico e extracdo com membranas séli-
das ou liquidas.

Atualmente, devido ao grande nimero de amostras usualmente
manuseadas nas andlises, o procedimento de preparo das mesmas
deve ser rdpido e conveniente, com perdas minimas dos analitos e
baixo custo de andlise. Neste sentido, técnicas de injecdo direta de
amostra t€m sido exploradas uma vez que eliminam os erros hu-
manos de manipulacdo, minimizam as perdas dos analitos, evitam
0 manuseio de amostras perigosas ou infecciosas e aumentam, sig-
nificativamente, o niimero de anélises por tempo*>.

Dentre as técnicas de inje¢do direta, as que utilizam fases
do tipo RAM (“Restricted-Access Media”) tém se destacado*>.
Estas fases estaciondrias combinam os principios da
Cromatografia de Exclusdo e da Cromatografia de Fase Reversa,
uma vez que sua superficie hidrofilica impede a adsor¢do de
macromoléculas da matriz bioldgica na fase estaciondria e suas
propriedades hidrofébicas sdo responsdveis pela retencdo das
micromoléculas (Figura 1)
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Figura 1. Esquema representando a exclusdo de proteinas e retengdo das
micromoléculas nas fases hidrofobicas RAM-BSA. FH: Fase Hidrofobica;
BSA: Albumina Sérica Bovina e X: Xenobiotico

Dentre os diversos tipos de suportes cromatograficos, as fases
hidrofébicas proteina-imobilizadas®, ISRP (“Internal Surface
Reversed-Phase”, GFF® II - Regis Technologies)’, SPS® (“Semi-
Permeable Surface”, Regis Technologies)®, SHP (“Shielded
Hydrophobic Phases”, Hisep® - Supelco)'? e ADS (“Alkyl-Diol
Silica”, LiChrospher® ADS — Merck Alema)", disponiveis comer-
cialmente ou de facil preparo em laboratério, tém sido usadas para
andlises de xenobidticos em fluidos biolégicos.

As fases RAM tém aplicac@o analitica muito versatil, podendo
ser utilizadas tanto no modo simples de andlise como no modo
multidimensional. No primeiro caso, a amostra bioldgica ndo tra-
tada ¢ injetada diretamente na coluna e, apés exclusdo das
macromoléculas, os xenobidticos sdo analisados por eluig¢do gradi-
ente'*. Na cromatografia multidimensional, a coluna RAM € usada
como pré-coluna e, apds a elui¢do das macromoléculas, os analitos
sdo transferidos para uma coluna analitica, utilizando-se uma val-
vula de comutagéio, onde sdo separados e analisados'+'¢.
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Neste contexto, quatro colunas RAM-BSA (“Bovine Serum
Albumin”) foram preparadas e avaliadas quanto a capacidade de
exclusdo das proteinas do plasma e de retencdo para uma série de
farmacos 4cidos, bdsicos e neutros. Este trabalho apresenta os re-
sultados obtidos.

PARTE EXPERIMENTAL
Generalidades

Os seguintes sistemas cromatograficos foram utilizados: Sis-
tema 1: cromatégrafo liquido composto por uma bomba Waters
510 (Milford, USA), um injetor manual Rheodyne 7125 (Cotati,
USA) e um detector de ultravioleta Waters 481 acoplados a uma
interface Shimadzu CBM 10A (Kyoto, Japan) e Sistema 2:
cromatégrafo liquido composto por duas bombas Shimadzu LC
10ADvp, uma valvula seletora de solvente Shimadzu FCV-10AL,
um auto-injetor Shimadzu SIL 10ADvp, uma valvula de seis ca-
minhos Valco Nitronic 7000 EA (St Louis, USA) e um detector de
ultravioleta Shimadzu SPD-10Av acoplados a uma interface
Shimadzu SCL 10 Avp.

As colunas de fases estaciondrias hidrofébicas foram empaco-
tadas em uma empacotadora Shandon. A imobilizagdo da albumina
sérica bovina nas fases hidrofébicas e a avaliagdo da exclusio das
proteinas do plasma pelas colunas RAM-BSA foram realizadas no
sistema 1 e a avaliagdo da capacidade de retencdo das micromo-
léculas nas colunas RAM-BSA, no sistema 2.

As medidas de absor¢@o molecular na regido do UV-visivel fo-
ram realizadas em um espectrofotdmetro HP 8452A (Avondale, USA)
utilizando-se uma cubeta de vidro de 10 mm de caminho 6ptico.

Os solventes (grau HPLC) utilizados nas andlises cromato-
graficas foram obtidos da Merck (Darmstadt, Germany) ou
Mallinckrodt Baker (St. Louis, USA). A dgua utilizada no preparo
das solugdes foi purificada em um sistema MILLI-Q® (Millipore,
Ribeirdo Preto, SP).

Os reagentes e outros produtos quimicos foram obtidos de di-
ferentes fontes: albumina sérica bovina, Sigma (fragdo V, St. Louis,
USA), glutaraldeido, di-hidrogenofosfato de potdssio e gluta-
raldeido, Merck (Darmstadt, Germany) e corante azul brilhante de
Coomassie, Mallinckrodt (St. Louis, USA).

Os seguintes farmacos foram avaliados: Betaxolol (doado
pela Alcon Laboratdrios do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP), Atenolol,
Metoprolol e Propranolol (doados pela AstraZeneca do Brasil
Ltda, Cotia, SP), Modafinil (doado pelo Laboratoire L. Lafon,
Maisons, France), Lansoprazol (doado pela Boehringer
Ingelheim do Brasil Quimica e Farmacéutica Ltda, Sdao Paulo,
SP), Pantoprazol (doado pela BYK Quimica e Farmacéutica Ltda,
Séo Paulo, SP), Omeprazol (doado pela Libbs Farmacéutica Ltda,
Sdo Paulo, SP), Cetoprofeno e Ibuprofeno (doados pela Aventis-
Pharma Ltda, Sao Paulo, SP), Flurbiprofeno (doado pela Allergan
Produtos Farmacéuticos Ltda, Sdo Paulo, SP), Verapamil (doa-
do pela Sanval Comércio e Industria Ltda, Sdo Paulo, SP),
Tetramisol (doado pela Janssen-Cilag Farmacéutica, Sdo Paulo,
SP) e Cetamina comprado da Sigma (St. Louis, USA).

O plasma humano utilizado neste estudo foi fornecido pelo
Hemontcleo Regional do Hospital Universitdrio Sdo Francisco,
Braganga Paulista, SP.

Preparo das colunas RAM-BSA
As colunas RAM do tipo hidrofébica imobilizada com

albumina sérica bovina (RAM-C,-BSA, RAM-C .-BSA, RAM-
Ph-BSA e RAM-CN-BSA) foram preparadas segundo o procedi-
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mento descrito na literatura'”: 1,5 g das fases hidrofdbicas octil-
silica (C, (2) Luna®, 10 um e 100 A), octadecil-silica (Hypersil®,
10 um e 120 A), silica fenil (Hypersil®, 5 um e 120 A) e silica
ciano (Nucleosil®, 10 ym e 100 A) foram suspensas em 50 mL de
metanol, sonicadas durante 3 min e empacotadas em colunas de
aco inoxidavel (10 x 0,46 cm D.I. ou 4,0 x 0,46 cm D.I.) sob
pressdo de 7500 psi, utilizando-se metanol como solvente. Em
seguida, as colunas foram condicionadas em metanol, durante 4 h,
a uma vazao de 1,0 mL/min.

A imobilizagdo da BSA foi realizada in situ, por Cromatografia
Frontal, de acordo com o procedimento descrito por Menezes e
Félix'8. As colunas foram eluidas, a uma vazdo de 1,0 mL/min,
com solugdo de KH,PO, 0,05 mol/L (pH=6,0) durante 20 min,
solucdo de albumina sérica bovina 2,0 mg/mL (preparada em so-
lugdo de KH,PO, 0,05 mol/L, pH=6,0) durante 30 min (20 min
para a coluna RAM-C,-BSA de 4,0 x 0,46 cm D.I.), dgua
deionizada durante 20 min e duas por¢des de 10 mL de
glutaraldeido a 25%. Apés um repouso de 5 h, as colunas foram
eluidas com solugdo de NaBH, 1,0 mg/mL até€ o eluato apresen-
tar pH 10 e, ap6s mais 2 h em repouso, as fases estaciondrias
foram lavadas com dgua deionizada durante 1 h. As fases estaci-
ondrias foram mantidas em dgua e as colunas armazenadas na
geladeira, a 4 °C, apds o preparo e uso.

Avaliacio da exclusio das proteinas do plasma humano pelas
colunas RAM-BSA

Preparo do reagente de Bradford

A solucio do corante azul brilhante de Coomassie (reagente de
Bradford) foi preparada na concentragdo de 100 mg/L, segundo o
procedimento descrito por Bradford””. Em um béquer dissolveu-se
50,0 mg do corante em 25 mL de etanol e, em seguida, acrescen-
tou-se 50 mL de 4cido fosférico 85%. Transferiu-se a solugdo para
um baldo volumétrico de 500 mL e completou-se o volume com
agua deionizada. A solugdo do corante foi armazenada, em frasco
de vidro ambar, na geladeira a 4 °C.

Preparo das amostras

O plasma humano foi centrifugado, a temperatura ambiente, a
5.000 rpm durante 15 min. Ap6s o condicionamento das colunas
RAM-BSA com édgua a 1,0 mL/min durante 30 min, injetou-se 50 pL
de plasma humano, eluiu-se com dgua e coletou-se fragdes de
2,0 e/ou 5,0 mL em baldes volumétricos. Em seguida, as colunas
foram eluidas, a 1,0 mL/min, com dgua por 10 min e acetonitrila por
30 min para elui¢do dos compostos endégenos e, em seguida, condi-
cionadas com dgua por 30 min. Este procedimento foi repetido, em
triplicata, para volumes de inje¢do de 100 e 200 pL de plasma huma-
no. As fragdes coletadas foram transferidas para frascos de vidros
ambar, armazenadas na geladeira a 4 °C e analisadas no médximo até
12 h apds a coleta.

As solucdes de referéncia foram preparadas adicionando-se vo-
lumes de 50, 100 e 200 uL de plasma humano em baldes
volumétricos de 2,0 e/ou 5,0 mL e completando-se o volume em
agua deionizada. As solugdes foram armazenadas, em frascos de
vidro 4mbar, na geladeira a 4 °C.

Medidas espectrofotométricas

Pipetou-se 500 uL. das amostras eluidas das colunas RAM-BSA,
adicionou-se 5,0 mL da solug¢@o do corante azul brilhante e dei-
xou-se reagir por 3 min. As amostras de 2 mL e respectivas solu-
¢des de referéncia, apds os 3 min de complexacio com o reagente
de Bradford, foram diluidas com 5 mL de dgua. Em seguida, trans-
feriu-se uma aliquota para uma cubeta de vidro e registrou-se o
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espectro na regido de 190 a 800 nm. As absorbéncias foram medi-
das no comprimento de onda de 595 nm, relativo a maxima absor-
¢do do complexo proteina-corante®. O mesmo procedimento foi
repetido para as solugdes de referéncia.

A eficiéncia de extragdo das proteinas do plasma em cada co-
luna foi calculada comparando-se as absorbancias das amostras
coletadas e as absorbancias das solugdes de referéncia, que forne-
cem a quantidade total de proteinas presentes no plasma (100%).

Avaliacdo da retengcdo das micromoléculas pelas colunas RAM-BSA

Solugdes estoques dos farmacos foram preparadas, em metanol,
na concentracdo de 100 ug/mL e a partir destas solu¢des foram
preparadas solucdes de trabalho nas concentragdes de 20 pg/mL.
Aliquotas de 200 uL das solugdes analiticas foram colocadas em
tubos de ensaios e o solvente evaporado, sob fluxo de ar comprimi-
do. Os analitos foram reconstituidos com 200 uL de fase mével, a
solucdo foi agitada em voértex por 10 s e, entdo, 20 uL foram inje-
tados no sistema cromatografico 2.

O fator de retengdo (k) dos farmacos foi mensurado utilizando-se
aequagdo k = (t,—t )/t e o fator de assimetria (A ) foi calculado a 10%
da altura da banda cromatografica*. O tempo morto (z)) foi medido
usando-se acetonitrila. As condi¢des cromatograficas foram fase movel:
acetonitrila:solu¢do de di-hidrogenofosfato de potdssio 10 mmol/L;
pH 2,5; 6,0; 6,5 e 7,0, (40:60 v/v) e vazdo de 1,0 mL/min.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Colunas RAM proteina-imobilizada preparadas com BSAS,
avidina®® e AGP (o-1-glicoproteina)® tém sido utilizadas com
sucesso na andlise de xenobidticos em leite'®?*, plasma®*?>26,
saliva? e tecidos bioldgicos®?’. Como a albumina sérica bovina
se encontra disponivel comercialmente a um custo relativamen-
te baixo e suas propriedades fisico-quimicas permitem a utili-
zacdo em vdrias condi¢des cromatogrdficas no modo reverso de
eluicdo, o que € uma vantagem quando se trabalha com inje¢ao
direta de amostras bioldgicas, esta proteina foi usada no prepa-
ro das colunas RAM avaliadas.

A fase hidrofébica utilizada no preparo das colunas RAM-BSA
influencia na reten¢do das micromoléculas. As fases C e C  tém
sido utilizadas no preparo de diferentes colunas RAM!*!! porém,
diferentes interacdes podem ser conseguidas com as fases fenil e
ciano. Assim, pela primeira vez descrevemos o uso dessas fases de
silica no preparo de colunas RAM-BSA.

Avaliagdo da exclusdo das proteinas do plasma humano

Para avaliar a eficiéncia de exclusdo das proteinas pelas colu-
nas RAM-BSA, aliquotas de 50, 100 e 200 pL de plasma humano
foram eluidas, com dgua a 1,0 mL/min durante 5 min'"?*>2,

As proteinas eluidas foram complexadas com o corante azul
brilhante e os espectros de absor¢do foram registrados na regido de
190 a 800 nm. A Figura 2 apresenta o espectro de absor¢do do
corante e do complexo proteina-corante apés elui¢do de 50, 100 e
200 pL de plasma humano pela coluna RAM-C-BSA.

Como pode ser observado, o espectro de absor¢ao do corante
apresenta dois picos bem definidos, com maximos de absor¢do
em 400 e 640 nm correspondentes, respectivamente, as formas
catidnica e neutra do corante®. Apés a formagdo do complexo
corante-proteina, as bandas em 400 e 640 nm desaparecem en-
quanto ha um aumento substancial da absorbancia na regido de
595 nm. Isto ocorre porque, devido a interag@o entre o corante e
as proteinas do plasma, ha um deslocamento do equilibrio do
corante para a forma anidnica, que absorve fortemente no com-
primento de onda de 595 nm™.
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Figura 2. Espectros de absor¢do do corante azul brilhante (1) e do complexo
corante-proteina apds a elui¢do do plasma humano na coluna RAM-C ~BSA.
Volume de plasma injetado: (2) 50, (3) 100 e (4) 200 uL. Fase movel: dgua
e vazdo: 1,0 mL/min

Para as quatro colunas RAM-BSA, nas condig¢des
cromatograficas avaliadas, a exclusdo das proteinas foi superior a
90% de eficiéncia, independente do volume de plasma injetado
(50, 100 ou 200 pL) (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagem de proteinas do plasma humano excluidas em 5 min pelas
colunas RAM-BSA (10 x 0,46 cm D.1.). Fase movel: dgua e vazdo: 1,0 mL/min

Com o intuito de avaliar se a diminuicao do tamanho da colu-
na acarretaria em uma redu¢@o no tempo necessdrio para exclu-
sdo das proteinas, aliquotas de 50, 100 e 200 uL de plasma huma-
no foram injetadas nas colunas RAM-CX-BSA de 4 x 0,46 cm D.I
e de 10 x 0,46 cm D.I e os eluatos foram coletados durante 2 € 5
min, respectivamente. Os resultados, apresentados na Figura 4,
mostram que independentemente do volume de plasma injetado,
diminuindo-se o tamanho da coluna o tempo necessdrio para ex-
clusdo das proteinas também ¢ reduzido.

Os resultados evidenciam que, nas condigdes cromatograficas
utilizadas, a BSA € suficientemente hidrofilica e, através de
interacdes repulsivas, exclui com eficiéncia as proteinas do plas-
ma. A Figura 5 mostra um tipico cromatograma de exclusdo das
proteinas do plasma humano por uma coluna RAM-BSA.

Avaliagdo das colunas RAM na retengdo de micromoléculas

No modo reverso de elui¢do, quanto maior a hidrofobicidade
de um composto, maior serd o valor do fator de retengdo (k).
Quando um composto dcido ou bdsico ioniza, ele se torna muito
mais hidrofilico e, conseqiientemente, o valor de k ¢é reduzido.
Assim, para um composto 4dcido quanto maior o pH da fase mé-
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Figura 4. Porcentagem de proteinas do plasma humano excluidas em 5 min
(A) e 2 min (B) pelas colunas RAM-C-BSA (10 x 0,46 cm D.1.) (1) e RAM-C-
BSA (4 x 0,46 cm D.1.) (2). Fase mdvel: dgua e vazdo: 1,0 mL/min
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Figura 5. Cromatograma do plasma humano na coluna RAM-Ph-BSA
(10 x 0,46 cm D.1.). Condi¢coes cromatogrdficas: Fase movel: dgua, Vazdo:
1,0 mL/min, volume de inje¢do: 200 uL e A: 280 nm
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Tabela 1. Farmacos avaliados nas fases RAM-BSA

Quim. Nova

Compostos Estrutura quimica A (nm) Categoria terapéutica
Basicos
g
o N.__CHs
Atenolol - 275 Anti-hipertensivo
o
CHs
oYy o
OH H
Betaxolol Anti-hipertensivo
OVA
OH H

OQ\/N CHs
Metoprolol (©/ Ot
OCH;,

o N~ CH;,
Propranolol H 290
o

NHCH;
Cetamina éﬁ@ 261
(o}

Tetramisol @—CT} 254

OCH;

N-CH; OCH,

Anti-hipertensivo

Anti-hipertensivo

Anestésico intravenoso

Anti-helmintico de uso veterinario

Verapamil e N 275 Bloqueador de canais de célcio
H3CO OCHj3
Neutros
SE U
S.
NH,
Modafinil O 245 Antinarcoléptico
OCH,CF3
: X CH3
N.
Lansoprazol N e s 285 Supressor da secrecdo de HCI géstrico
o
OCHs
"\ OCHs
| OCHF L.
Pantoprazol N o5 Supressor da secrecido de HCI gastrico
o
OCHz
HsC. : X CHs oo
N 3 - . .
Omeprazol N CHz—ﬁ%Njg/ 302 Supressor da secrecdo de HCI gastrico
o
Acidos
HO
o
Cetoprofeno {N 265 Antiinflamatério ndo esteroidal
o
Ibuprofeno @@ o 228 Antiinflamatério néo esteroidal

Flurbiprofeno O 254

Antiinflamatério nio esteroidal
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vel menor € a sua retengdo e, para um composto bdsico, a reten-
¢do aumenta. Para compostos neutros ndo ocorre variacdo de k
em fungdo do pH da fase mével®..

Para avaliar o poder de reten¢@o das colunas RAM-BSA prepa-
radas, foram determinados, de modo sistemadtico, o fator de reten-
¢do (k) e o fator de assimetria de bandas cromatografica (As) de
uma série de farmacos 4cidos, basicos e neutros (Tabela 1) em con-
di¢des adequadas de pH e concentracdo de modificador organico.
Este estudo € importante para direcionar a escolha da coluna RAM-
BSA para um determinado composto.

Os fatores de retencdo e assimetria das bandas cromatograficas
foram avaliados na coluna RAM-C-BSA (10 x 0,46 cm D.I.) e em
uma coluna C; (10 x 0,46 cm D.I) preparada com a mesma silica
usada na coluna RAM, utilizando-se as condicdes cromatograficas
descritas na parte experimental. O uso de fases méveis em pH pro-
ximo ao ponto isoelétrico (pI) da albumina leva a uma perda de
performance de exclusdo e a precipitacdo das proteinas do plasma.
Portanto, ndo € recomendavel o uso de eluentes com pH entre 3 e 5
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Figura 8. Retencdo dos fdarmacos bdsicos, neutros e dcidos em fungdo do pH

da fase movel nas colunas RAM-BSA (10 x 0,46 cm D.1.)
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em métodos analiticos por injecdo direta de amostra que utilizam
colunas RAM3!. A Figura 6 mostra as variagdes do fator de reten-
¢do dos farmacos avaliados em funcdo do pH da fase mével.

Os resultados mostram que as retengdes dos farmacos nas co-
lunas RAM-C,-BSA e C, sdo semelhantes, indicando que a BSA
imobilizada ndo modificou a performance de retengdo das fases
hidrofébicas. Porém, ocorreram mudancas significativas na assime-
tria das bandas cromatograficas (Figura 7) provavelmente devido a
retencdio secunddria dos compostos, através de troca-idnica fraca.

Os fatores de reteng@o e as assimetrias das bandas cromato-
graficas dos mesmos compostos também foram determinados
para as colunas RAM-Cm-BSA, RAM-Ph-BSA e RAM-CN-BSA,
nas mesmas condicdes cromatograficas utilizadas anteriormen-
te. As Figuras 8 e 9 mostram os resultados obtidos nessas trés
colunas e também, para efeito de comparagdo, na coluna RAM-
C,-BSA.

Como pode ser observado, na Figura 8, a coluna RAM-C -BSA
apresentou um comportamento mais retensivo para os compos-
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Figura 9. Fator de assimetria (As) dos farmacos bdsicos, neutros e dcidos

em fungdo do pH da fase movel nas colunas RAM-BSA (10 x 0,46 cm D.1.)
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tos bdsicos e neutros em relagdo as demais colunas. Para os
compostos dcidos, esta coluna apresentou um perfil de retengdo
semelhante ao da coluna RAM-C-BSA porém, a mesma mos-
trou-se mais retensiva do que as colunas RAM-Ph-BSA e RAM-
CN-BSA.

O uso de colunas RAM para injegdo direta de amostra na mai-
oria das vezes estd associado a cromatografia multidimensional,
uma vez que estas colunas quase sempre apresentam baixa eficién-
cia analitica. Desta forma, bandas cromatogrdficas com alta
assimetria podem ser aceitas, uma vez que as mesmas vao ser
transferidas para uma coluna analitica eficiente. As colunas avali-
adas mostraram assimetria de bandas apropriadas para serem utili-
zadas em cromatografia multidimensional. Entretanto, para os com-
postos Tetramisol e Propranolol, em pH 6,0, a coluna RAM-C -
BSA mostrou assimetria superior a 2,3, o que pode dificultar a
eficiente transferéncia da banda cromatogréfica (Figura 9).

A Figura 10 mostra os fatores de retengdo do Propranolol
(bésico), Modafinil (neutro) e Ibuprofeno (4dcido) nas quatro co-
lunas RAM-BSA. Os resultados obtidos evidenciam que a re-
tencdo destes compostos ocorre segundo mecanismos de eluicio
no modo reverso, com pouca ou nenhuma influéncia de meca-
nismos de troca-idnica.
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Figura 10. Retengdo dos farmacos Modafinil (neutro), Ibuprofeno (dcido) e
Propranolol (bdsico) em fungdo do pH da fase movel nas colunas RAM-BSA
(10 x 0,46 cm D.1I.)

CONCLUSAO

A desproteina¢do do plasma humano, por inje¢do direta de
amostras, foi conseguida de modo eficiente nas quatro colunas
RAM-BSA utilizando-se d4gua como fase mével. Estas colunas apre-
sentaram fatores de reten¢do adequados para os compostos avalia-
dos, o que permite a exclusdo das proteinas sem perdas dos analitos.
Para os compostos dcidos e bdsicos, a variagdo do pH da fase mo-
vel permite a adequag@o dos fatores de retengao.

Quim. Nova
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