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RESUMO 

 

 

A presente dissertação descreve um sistema de análise em fluxo para determinação 
de estreptomicina em amostras de medicamentos veterinários. O método baseia-se 
na hidrólise alcalina da estreptomicina, seguida da reação da guanidina produzida 
com íons ferro II formando um composto colorido que é detectado 
espectrofotométricamente no comprimento de onda em 520 nm. Para avaliação dos 
efeitos tanto dos fatores químicos quanto os de fluxo, foi realizada uma triagem 
utilizando planejamento fatorial fracionário de dois níveis. Para obtenção dos valores 
ótimos, foi efetuado um Planejamento Matriz de Doehlert. A faixa de resposta linear 
foi de 60 mg L-1 até 1500 mg L-1, a curva analítica apresentou a equação: Abs. = 
0,011 + 4,721x10-4 ( L mg-1) estreptomicina, com coeficiente de correlação de 
0,9874. Os limites de detecção e quantificação foram de 18 mg L-1 e 63 mg L-1 

respectivamente, a frequência analítica foi de 30 determinações por hora. Quanto à 
seletividade do método, testou-se a influência dos principais concomitantes de 
medicamentos veterinários e estes não apresentaram interferência significativa. As 
amostras de medicamentos veterinários foram apenas diluídas e inseridas no 
sistema FIA para a determinação. A exatidão foi verificada aplicando-se método de 
comparação: quatro amostras de medicamentos da linha veterinária foram 
analisadas e os resultados da concentração de estreptomicina foram condizentes 
(teste-t pareado, p= 0,05) com os obtidos com o método oficial  por  Cromatografia 
Líquida de Alta Eficiência (CLAE). 
 
 
 
 
Palavras-chave: Sulfato de estreptomicina, Sistema de análise em fluxo, Otimização 
multivariada. 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

This work describes a flow analysis system for the determination of streptomycin in 
veterinary medicines samples. The method is based on alkaline hydrolysis of 
streptomycin followed by reaction with produced guanidine ions with iron (II) forming 
a colored compound that is detected spectrophotometrically at a wavelength of 520 
nm. To assess the effects, both chemical factors as the flow, we performed a 
screening using fractional factorial design of two levels.To obtain the optimal values, 
one Doehlert Planning Matrix was made. The linear response range was 60 mg L-1 to 
1500 mg L-1, the analytical curve equation: Abs = 0.011 + 4.721x10-4 (L mg-1) 
streptomycin, with a correlation coefficient of 0.9874. The limits of detection and 
quantification were 18 mg L-1 and 63 mg L-1 respectively, the reading frequency was 
30 samples per hour. As to the selectivity of the method, we tested the influence of 
the major concomitant of veterinary drugs and these showed no significant 
interference. Samples of veterinary drugs were diluted and only inserted into the FIA 
system for the determination. The accuracy was verified applying the method of 
comparison, four samples of the line veterinary medicines were analyzed and the 
results were consistent concentration of streptomycin (t-test, p = 0.05), with the ones 
obtained with the method of High Performance Liquid Chromatography (HPLC). 
 

 

,  

 

Keywords: streptomycin sulfate, System flow analysis, Multivariate optimization. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

Através da história, a humanidade tem utilizado drogas para tratar doenças, 

tanto com finalidades sociais ou religiosas. Sir William Osler (1849-1919), um 

eminente educador médico do final do século XIX, declarou que “uma compulsão para 

ingerir medicamentos talvez seja o grande aspecto que distingue as pessoas dos 

outros animais” (GIRIO et al., 2005). 

Sem dúvida, a descoberta das drogas se deu mediante ao processo de 

tentativa e erro, à medida que as pessoas experimentavam diversas substâncias de 

origem vegetal, animal e mineral existentes em seu ambiente como fontes potenciais 

de medicamento (STOLKER; BRINKMAN, 2005). 

Na atividade pecuária, os medicamentos veterinários têm sido amplamente 

utilizados e administrados como aditivos em água ou nos alimentos dos animais 

destinados ao consumo humano, com o intuito de prevenir o aparecimento de 

doenças. Além disso, agentes promotores do crescimento, como os hormônios, e 

determinados medicamentos veterinários são aplicados para estimular o crescimento 

dos animais, o que pode ser considerada uma prática excessiva no uso desses 

medicamentos (STOLKER; BRINKMAN, 2010). 

A presença de medicamentos veterinários pode exercer alguns efeitos na 

qualidade da carne do animal como alimento humano. Por exemplo, o uso de agentes 

promotores de crescimento leva a um aumento na velocidade de lipólise gerando uma 

decomposição química de triacilgliceróis e consequente diminuição de gordura com 

efetiva perda no sabor do alimento. A retenção de água também é verificada com o 

uso dessas substâncias, onde o resultado é uma carne dura e pouco suculenta 

(TOLDRÁ; REIG, 2006). 

Devido ao crescimento da população humana é notável também o 

crescimento na produção de alimentos como carnes bovinas, suínas e etc. Assim, o 

controle de qualidade de medicamentos e alimentos exige o desenvolvimento de 

técnicas analíticas rápidas, precisas e exatas. Nesse contexto os sistemas de Análise 

por Injeção em Fluxo (FIA) tem se destacado como uma das alternativas promissoras 

para suprir a demanda de amostras como as de medicamentos, alimentos e análises 

clínicas. A vantagem desta técnica resultou em um número significativo de 

publicações, onde podem ser citados alguns métodos usando análise em fluxo para 

determinação de Li (lítio), Al (alumínio) e Fe (ferro) em amostras de refrigerantes e 
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bebidas alcoólicas com LQ 1,4 ng L-1, 1,59 ng L-1 e 425 ng L-1 respectivamente, 

usando detector ICP-MS (BIANCHI et al., 2003), análise de Cu (cobre), Al (alumínio), 

Fe (ferro) e Mn (manganês) em fígado bovino, com LQ de 3,10 ng L-1, 4,80 ng L-1, 

2,70 ng L-1, 3,30 ng L-1 respectivamente,  usando como detector absorção atômica 

(NAGAOSA; SAKATA, 1998), análise de dipirona em formulações farmacêuticas com 

LQ 1,0 mg L-1, usando como detector espectrofotômetro (DIAS et al., 2006), análise 

de fluoxetina utilizando nitroprussiato de sódio, com LQ 0,15 mg L-1 monitorado em 

espectrofotômetro (SHAH et al., 2008), determinação de N - acetilcisteína em 

amostras comerciais de medicamentos, através da reação de oxidação com Fe (III), 

produzindo Fe (II) e monitorado em espectrofotômetro com LQ de 5,0x10-6 mol L-1  

(Suarez, 2009). 

Os sistemas por análise em fluxo vêm se consolidando como uma técnica 

analítica prontamente para atender a rotina no controle de qualidade principalmente 

de fármacos. Isto pode ser confirmado pelo grande número de artigos publicados nas 

últimas décadas e até mesmo a Farmacopeia Americana (USP, 2005), preconiza o 

emprego de um sistema de análise em fluxo com detecção espectrofotométrica para 

determinação indireta de iodeto empregando a reação com ácido arsenoso e Ce (IV). 
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2   REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Estreptomicina 

 

Nos anos de 1930 e 1940, a descoberta da penicilina estimulou a pesquisa e 

o desenvolvimento de outros antimicrobianos. Em 1943, Schatz e colaboradores 

descobriram e isolaram um grupo particular de fungo, Streptomices griseus (FIGURA 

1), que produzia a estreptomicina, um potente agente antimicrobiano ativo contra 

vários micro-organismos aeróbicos gram-positivos (SILVA, 1994). 

 

 

Figura 1 - Actinobacteria conhecida como actinomicetos, ocorre 
amplamente no solo, onde desempenham relevante 
papel biológico, representante do subgrupo dos 
estreptomicetos são muito comuns na terra 
(Streptomyces griseus - MTCC 9723, isolado do solo). 

Fonte: GIRIO, 2005. 
 

No seguimento veterinário, a estreptomicina foi um dos primeiros antibióticos 

utilizados contra a leptospirose em bovinos e é considerada, uma das melhores 

opções de tratamento (GIRIO et al., 2005). O tratamento é muito eficiente, pois 

diminui a fonte de infecção, com a eliminação do portador renal (GERRITSEN et al., 

1994). 

Os aminoglicosídeos são importantes antibióticos usados no tratamento de 

muitas infecções bacterianas graves. A maioria dos aminoglicosídeos é produzida por 

micro-organismos, enquanto outra parte é semissintética. Entre os produzidos por 
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micro-organismo, a estreptomicina apresenta um bom espectro de atividade 

antibacteriana, mas é muito tóxica, e há muitas bactérias resistentes a ela (SILVA, 

1994).  

Os aminoglicosídeos são agentes antimicrobianos usados frequentemente no 

tratamento de doenças em seres humanos e animais, causados por bactérias 

aeróbicas gram-positivas e gram-negativas, não sendo ativos contra bactérias 

anaeróbicas devido ao bloqueio de sua ação sobre essas condições (GETEK; 

VESTAL; ALEXANDER, 1991). 

A partir da estreptomicina, o primeiro antibiótico aminoglicosídeo isolado, 

vários outros estudos levaram ao desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos 

como, por exemplo, a neomicina a partir da Streptomyces kanamyceticus e da 

gentamicina a partir do Micronospora purpurea (GETEK; VESTAL; ALEXANDER, 

1991; ISOHERRANEM, 1999).  

 A neomicina, descoberta em 1949, devido a sua intensa nefro e ototoxicidade 

impediram seu uso por via parenteral. É muito utilizada na forma de creme 

dermatológico, é indicada para o tratamento e profilaxia das infecções da pele de 

qualquer natureza, inclusive traumática ou ferida cirúrgica. A paramomicina (1956) já 

apresentava potência muito reduzida para ser usada por via sistêmica. A canamicina 

(1957) apresentou bom desempenho e embora não fosse atóxico, era bem tolerado 

por via parenteral. Foi usada contra bactérias gram-negativa. A gentamicina (1963), 

um dos mais importantes aminoglicosídeos, tem tolerabilidade razoável e é ativa 

contra muitas espécies bacterianas, inclusive a Pseudomonas aeruginosa. A 

tobramicina (1968), a sisomicina e a ribostamicina (1970) com aplicação terapêutica, 

a lividomicina (1971), a verdomicina (1972) e assim por diante descobriram-se outros 

aminoglicosídeos também de origem natural (ISOHERRANEN; SOBACK, 1999). 

A atividade antimicrobiana mostrada na Figura 2 dos aminoglicosídeos é 

baseada na habilidade dos mesmos em inibir a síntese de proteína dos micro-

organismos, resultando em uma rápida concentração dependente da ação 

bactericida, vale ressaltar que os outros agentes antimicrobianos que afetem a 

síntese de proteína são apenas bacteriostáticos (MARZO; DALBO, 1998). 
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                 (A)                               (B)                               (C) 

 

Figura 2 - Ação bactericida da estreptomicina contra Klesbsiella 
pneumoniae demonstrada pelo sombreamento. Acima em A, 
divisão celular normal (14200 x). Em B desintegração celular 
(16400 x) após 18 horas de exposição à estreptomicina 
(0,05 mg/L). Em C, maior desintegração (14800 x). 

Fonte: GIRIO, 2005. 
 

Na medicina veterinária os aminoglicosídeos são amplamente utilizados no 

tratamento de infecções por bactérias, como por exemplo, enterites e mastites, sendo 

também (MARZO; DALBO, 1998) adicionados à comida para a prevenção de doenças 

e para promover o crescimento dos animais. Os mais comumente utilizados são a 

gentamicina, neomicina, dihidroestreptomicina e estreptomicina. Há uma grande 

preocupação com os resíduos desses antibióticos em alimentos devido a sua 

toxicidade, uma vez que todos os membros desse grupo são nefro e ototóxicos 

(GETEK; VESTAL; ALEXANDER, 1991; ISOHERRANEM; SOBACK, 1999; STEAD, 

2000). 

Os antibióticos aminoglicosídeos são caracterizados pela presença de um anel 

aminociclitol (um hidroxiciclohexano amino substituído) ligado a dois ou a mais 

aminoaçúcares por ligações glicosídicas (FIGURA 3) (GIRIO, 2005). 

A resistência aos aminoglicosídeos pelos micro-organismos pode ocorrer por  

três mecanismos: produção de enzimas que causam a inativação do antibiótico; 

alteração na permeabilidade da membrana microbiana à droga; alteração na proteína 

receptora do ribossomo bacteriano (SETNY; TRYLSKA, 2009). 

O principal mecanismo de resistência encontrado clinicamente é a produção de 

enzimas que inativam o aminoglicosídeo. Essas enzimas microbianas atuam através 

de fosforilação, adenilação ou acetilação de grupos hidroxila ou amino específicos, 
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anulando o efeito do fármaco. Os genes dessas enzimas são adquiridos através de 

mecanismos bacterianos (como conjugação e transformação). Hoje em dia, há grande 

preocupação com cepas de Enterococos resistentes a aminoglicosídeos através 

desse mecanismo (GIRIO, 2005). 

Outro mecanismo comum de resistência é a incapacidade do fármaco de 

penetrar na membrana citoplasmática. Isso ocorre devido a uma mutação ou deleção 

da proteína porina ou qualquer outra proteína envolvida no sistema de transporte de 

membrana. Além disso, tal processo pode ser relacionado a condições de 

crescimento bacteriano, já que o transporte de aminoglicosídeos através da 

membrana é um processo ativo, dependente do oxigênio. Assim, bactérias anaeróbias 

estritas e facultativas que crescem em condições anaeróbias são resistentes (GETEK; 

VESTAL; ALEXANDER, 1999). 

A estreptomicina se torna muito importante, principalmente quando utilizada 

associada à outros antibióticos (GOODMAN, 1996). Esta associação é feita 

principalmente com benzilpenicilina potássica e benzilpenicilina procaína, onde se 

obtém uma rápida absorção, e ao mesmo tempo uma absorção lenta devida 

associação com benzilpenicilina benzatina (GOODMAN, 1996). 

O uso tópico dos aminoglicosídeos também pode causar intoxicação quando 

aplicados a grandes feridas, queimaduras ou úlceras cutâneas por longos períodos. 

Mesmo sendo o primeiro antibiótico que atuou de forma importante e decisiva no 

tratamento da meningite tuberculosa e na tuberculose pulmonar, quando administrada 

em altas doses, e por tempo prolongado, apresenta uma toxicidade sobre o sistema 

nervoso, que se manifesta, por perturbações no sentido do equilíbrio e em menor 

escala, sobre o aparelho auditivo (GIRIO, 2005). 

 A Figura 3 ilustra as estruturas químicas da estreptomicina e da 

dihidroestreptomicina. 
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Figura 3 - Estrutura química dos antibióticos aminoglicosídeos. 
Fonte: GIRIO, 2005. 

 

2.2 Métodos para identificação, caracterização e quantificação de 

estreptomicina 

 

Na literatura, quando se trata de determinação de estreptomicina, o método 

analítico mais antigo, foi o desenvolvido por Schenck e Spielman (1945), onde a 

estreptomicina foi solubilizada em meio alcalino originando o maltol. Boxer et al., 

(1947) determinaram a estreptomicina, fazendo reagir o maltol com o cloreto férrico e 

medindo a coloração vermelho púrpura em 550 nm. Dentre os métodos indicados, os 

mais utilizados para a determinação de estreptomicina são por cromatografia de 

camada fina, cromatografia líquida de alta eficiência e pode ser feito principalmente 

por espectrofotometria molecular (JAGER, 2001). 

Por cromatografia gasosa, têm sido poucos os métodos desenvolvidos para a 

análise de aminoglicosídeos, isto se atribui pelo fato desses compostos não serem 

voláteis o suficiente ou serem termicamente instáveis, sendo necessários estágios de 

derivação para após serem analisados (KENNEDY et al., 1998). 

A Farmacopeia Brasileira 5ª Edição (2010), cita como método recomendado a 

espectrofotometria, onde ocorre a formação de maltol pela hidrólise da estreptose em 

meio alcalino a quente e após, reação com sulfato de ferro (II) em meio ácido.  

Para formulações farmacêuticas contendo estreptomicina e 

dihidroestreptomicina, esta técnica por espectrofotometria não é seletiva, neste caso 

pode ser utilizado com o reagente fenólico de Folin e Ciocalteau (1947), tornando a 

reação mais sensível. Como a dihidroestreptomicina não pode formar maltol, esta 
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reação é específica para a estreptomicina, podendo, quantificar este antibiótico 

mesmo em presença da dihidroestreptomicina. As Farmacopeias Francesa e 

Portuguesa indicam este processo para a dosagem da estreptomicina em 

formulações farmacêuticas que a contenham em conjunto com dihidroestreptomicina. 

Outra opção, seria separação dos dois fármacos usando a também cromatografia de 

par iônico em fase reversa, onde o ácido hexanossulfônico pode ser usado como um 

reagente para formação do par iônico, usando solução aquosa de acetonitrila 

(STEAD, 2000). 

É possível também quantificação da estreptomicina utilizando a reação da 

glucosamida com acetilacetonato a quente (KOROLKOVAS, 1988). 

Resultados também são obtidos na identificação e separação de 

estreptomicina quando feita por cromatografia de troca iônica, cromatografia de fase 

reversa, cromatografia de fase normal e eletroforese capilar. A aplicação destes 

métodos pode ser feita em amostras de formulações farmacêuticas, matérias primas, 

ou mesmo ainda para análise de resíduos em alimentos (BHUSHAN; ARORA, 2001). 

A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), em função da sua 

sensibilidade e seletividade, é a técnica analítica mais empregada na análise de 

aminoglicosídeos (STEAD, 2000). 

Utilizando técnicas de derivação desses compostos, também viabiliza o 

desenvolvimento de métodos com a utilização de detectores como espectrofotometria 

na região do ultravioleta e/ou espectroscopia de fluorescência, sendo que os 

aminoglicosídeos não possuem grupos cromóforos (CARSON; HELLER, 1998).  

Os aminoglicosídeos podem ser determinados também, através da formação 

de complexos entre os grupos amínicos e cobre (II), Yang e Tomellini (2001), 

propuseram um método por HPLC com detecção indireta por fluorescência, baseado 

na destruição pelo antibiótico, do complexo de cobre (II) com L-triptofano (L-Trp), o 

(Cu-Trp2+), é fluorescente, ocorrendo a diminuição da intensidade de fluorescência 

com o aumento da concentração do aminoglicosídeo no meio. 

Jaguer (2001) quantificou em formulações farmacêuticas injetáveis, a 

concentração de estreptomicina por cromatografia gasosa, utilizando-se da hidrólise 

do antibiótico e fazendo a extração do maltol em clorofórmio, após usando a 

derivatização, formando o silil-éter do maltol e quantificando, utilizando naftaleno 

como padrão. 
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Wallingford e Ewing observaram que a mobilidade eletroforética da 

estreptomicina é influenciada por borato. Isto se deu através da complexação do 

borato com as hidroxilas da estreptomicina, tornando viável a determinação de 

estreptomicina por eletroforese capilar, a partir da complexação com borato e 

detecção direta com UV (KUHN et al.,1991). 

Também existem artigos publicados propondo métodos de análises para 

determinação de estreptomicina e controle de impurezas em amostras de 

antimicrobianos empregando técnicas como: espectrometria de massa (GETEK; 

VESTAL; ALEXANDER, 1991), espectrofluorimetria (GIRIO, 2005), espectroscopia na 

região do infravermelho, UV-visível e ressonância magnética (SILVA, 1994). 

Alguns métodos analíticos recentes relatam sensibilidade melhor para 

determinação de estreptomicina por LC-MS/MS, onde o limite de quantificação (LQ) 

para estreptomicina foi de 2 µg Kg-1 em mel e 10 µg Kg-1 em leite (BRUIJNSVOORT 

et al., 2008), também pode ser caracterizada por espectrofotometria na região do 

infravermelho, onde as principais bandas observadas foram (FIGURA 4): 3600-2500 

cm-1 demonstrando a presença de grupos OH, CH e NH; 1674 cm-1 associada à 

presença de C=O (aldeídico); em 1590 cm-1 banda atribuída a NH2; 1107 cm-1 banda 

referente a C–O–C (PESTANA; BALABAN, 2011). 

 

Figura 4 - Espectro no infravermelho do sulfato de estreptomicina. 
Fonte: PESTANA; BALABAN, 2011. 
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2.2.1 Métodos microbiológicos para determinação de estreptomicina  

 

A Farmacopeia Americana (USP, 2007) também cita em uma das suas 

monografias para preparações farmacêuticas contendo sulfato de estreptomicina, 

como método recomendado, os ensaios microbiológicos (USP, 2007). Estes métodos 

podem ser realizados por duas formas diferentes, um por difusão em placa de agar e 

outro por ensaio turbidimétrico (USP, 2007). No primeiro método são colocados 

discos de papel impregnados com soluções diluídas do antibiótico em estudo, numa 

placa de Petri com meio de cultura sólido, previamente semeado com uma 

determinada bactéria, avaliando se o diâmetro da zona de inibição do crescimento da 

mesma (halo de inibição), em torno do disco de papel. Este ensaio requer de 12 a 48 

horas de incubação, após a qual a inibição da bactéria é medida (USP, 2007). No 

ensaio turbidimétrico é utilizado um meio de cultura líquido inoculado com uma 

determinada bactéria, onde vai ser colocada a solução diluída do antibiótico em 

estudo. Após um período de incubação de 48 horas, mede-se a turbidez  da “mistura” 

presente no tubo para avaliar o crescimento da bactéria. Estes ensaios apresentam 

várias limitações, como baixa sensibilidade, falta de precisão e de especificidade, 

além de que são metodologias demoradas e com elevada variabilidade (MEGOULAS, 

KOUPPARIS, 2005; STEAD, 2000). 

 

2.3 Sistema em fluxo 

 

2.3.1 Análise por injeção em fluxo 

 

O método de análise em fluxo foi proposto através de uma necessidade, por 

volta de 1943 Leonard T. Skeegs Jr. trabalhava como responsável técnico em um 

laboratório de análises clínicas e em função da demanda crescente de amostras, ele 

desenvolveu o primeiro equipamento para análise em fluxo segmentado para 

determinação de ureia em amostras de urina (FIGURA 5). Estes sistemas eram 

caracterizados pela aspiração sequencial de amostras em direção a um percurso 

analítico, onde era introduzido um fluxo de ar entre as amostras, através de 

confluência (SKEEGS, 1957). A zona de amostra sofria pouca dispersão, pois era 

controlada pelas bolhas de ar, pela vazão do fluxo transportador e pela configuração 
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do percurso analítico. Os reagentes entravam no sistema por confluência e a zona de 

amostra era conduzida ao detector. O fluxo de ar inserido, antes de chegar no 

detector era eliminado. Em 1957 Skeegs publicou o primeiro artigo onde descrevia 

completamente o método automático para a análise colorimétrica e associado aos  

sistemas fabricados pela Technicon® foi comercializado o primeiro modelo de 

equipamento para análise em fluxo. Este trabalho empregava uma nova técnica  para 

a determinação da uréia em sangue. Entre 1961 e 1977, este trabalho foi citado 356 

vezes ( RUZICKA, HANSEN, 1988). 

 

 

Figura 5 - Primeiro analisador em fluxo desenvolvido por Leonard 
Skeegs em 1943. 

Fonte: SKEGGS Jr., 1957. 
 

Em 1975, Ruzicka e Hansen, propuzeram uma nova técnica para os sistemas 

de análise por injeção (FIA, do inglês Flow Injection Analysis), onde a amostra 

inserida no percurso analítico não era intercalada pelo fluxo de ar. Introduzido no 

Brasil em 1976 por pesquisadores do Centro de Energia Nuclear na Agricultura 

(CENA/USP) (BERGAMIN; REIS; ZAGATTO, 1978; MICRONAL, 1994; RUZICKA; 

STEWART; ZAGATTO, 1976). A partir de 1977 ocorreu um desenvolvimento muito 

rápido de FIA em muitos países, com consequente expansão dos conceitos 

envolvidos, o que culminou com o aparecimento dos primeiros analisadores FIA 

comercialmente disponíveis na Suécia e Estados Unidos (REIS; GINÉ; KRONKA, 

1996). 

A análise química por injeção em fluxo pode ser definida como um processo de 

automatização de procedimentos analíticos, no qual a amostra em solução aquosa é 

introduzida em uma solução carregadora que a transporta em direção ao detector 

(REIS; GINÉ; KRONKA, 1996). Durante o transporte, a amostra pode receber 
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reagentes, sofrer reações químicas e passar por etapas de separação,  pré-

concentração e etc. 

Segundo Burguera et al., (1998) os sistemas FIA visando à determinação 

quantitativa de espécies químicas tem sido proposto como alternativa aos 

procedimentos convencionais, quando se pretende: 

a) analisar um grande número de amostras por unidade de tempo (aumentar a 

frequência analítica); 

b) minimizar o consumo de amostras e reagentes; 

c) eliminar algumas possibilidades de contaminação; 

d) melhorar a precisão dos resultados analíticos; 

e) diminuir o custo operacional; 

 

Em geral, os sistemas FIA podem ser divididos em quatro partes: propulsão 

dos fluidos, introdução da amostra, bobina reacional (reatores e acessórios) e 

detecção, conforme o esquema da Figura 6. 

 

 

Figura 6 - Sistema de análise em fluxo mostrando as quatro partes do sistema: 
propulsão dos fluidos, Introdução da amostra, bobina reacional e 
detecção. 

Fonte: O autor, 2013. 
 

A propulsão pode ser à vazão ou pressão constante. Quando o sistema de 

análise trabalha à vazão constante, o meio mais empregado para movimentar a 

solução carregadora e as soluções dos reagentes, é a bomba peristáltica (FIGURA 

7a). 
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 Figura 7- Dispositivos comerciais mais utilizados para propulsão dos 
fluidos: (a) bomba de pistão; (b) bomba peristáltica, (c) bomba 
de seringas. 

 Fonte: FIAlab - 2500, 2008. 
 

As bombas de pistão, que são utilizadas em cromatografia, também são 

utilizadas em FIA como sistema de propulsão (FIGURA 7b). Outro dispositivo 

relacionado, é a bomba seringa (FIGURA 7c) que libera fluxos de poucos volumes, 

em alguns casos mililitros por minuto, que tem como vantagem um fluxo livre de 

pulsação. 

Outros dispositivos utilizados na propulsão dos fluidos e sistema FIA são 

baseados em gravidade em sistema à pressão constante (ROCHA; REIS, 2000), 

pressão gasosa (LYDDY-MEANEY et al., 2002) bombas de membranas (WEEKS; 

JOHNSON, 1996), bombas de aquário (GRUDPAN et al., 1993) microbombas 

dinâmicas (LASER; SANTIAGO, 2004; WOIAS, 2001). 

O injetor é o dispositivo do sistema FIA que introduz a amostra no percurso 

analítico que consiste no espaço onde a solução carregadora transporta a amostra 

para o detector (KRUG et al., 1983; RUZICKA; HANZEN, 1998; RUZICKA, 2000). 
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Os injetores mais comuns são os de válvulas rotatórias, que foram 

desenvolvidos por Ruzika e Hansen (RUZICKA; HANSEN, 2000), o injetor 

proporcional, desenvolvido pelos pesquisadores do CENA-USP, e as válvulas 

solenóides de três vias, muito usadas em sistemas com multicomutação (REIS et al., 

1996). 

A Figura 8(a) representa o desenho esquemático do injetor comutador 

proporcional, enquanto a Figura 8(b) apresenta um injetor comutador automatizado 

feito em Teflon® . Já o injetor proporcional mostrado na Figura 8(c) é muito versátil e 

de fácil construção, constituído de três peças de acrílico, sendo duas fixas e uma 

móvel. A peça central pode ser deslocada em relação às laterais, um passo para 

frente ou para trás. Por meio desse movimento, o injetor coleta a amostra e a insere 

no percurso analítico. 

 

 

 
 

   Figura 8 – Injetor proporcional utilizado nos presente trabalho (a) 
desenho esquemático; (b) modelo utilizado nos 
experimentos; (c) injetor proporcional manual. 

   Fonte: LIMA, 2009. 
 

Ao longo do percurso analítico ocorrem as reações químicas necessárias à 

detecção da espécie de interesse. Assim, seu dimensionamento está relacionado com 

o tempo de permanência da amostra, e, portanto, com as vazões do carregador e dos 
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reagentes. O tempo de permanência médio no percurso analítico é o intervalo de 

tempo transcorrido entre a injeção da amostra e o instante de obtenção do sinal 

máximo. O aumento desse percurso pode diminuir o sinal, o que ocorre devido ao 

processo de dispersão (LAPA et al., 2002). A dispersão consiste no efeito causado 

pelas interações que ocorrem na parte frontal e final da zona de amostra com o fluxo 

que a transporta.  

O efeito da dispersão sobre a magnitude do sinal analítico pode ser dividido em 

dois grupos. O primeiro está relacionado aos parâmetros intrínsecos do módulo de 

análise, como viscosidade dos fluidos, rugosidade das paredes internas da tubulação, 

coeficientes de difusão das espécies envolvidas, entre outros. O segundo grupo está 

relacionado ao dimensionamento do sistema, que podem ser livremente modificados, 

como volume da amostra injetado, dimensões do percurso analítico (presença de 

câmeras de separação, por exemplo), dimensões do detector, etc. (IMANDI et al., 

2007). 

O tempo de permanência da amostra aumenta com o percurso analítico, o que 

resulta em diminuição na frequência analítica (número de determinação por hora). O 

tempo de permanência da amostra pode ser aumentado, diminuindo-se a vazão do 

carregador, quando for necessário tempo mais longo para o desenvolvimento da 

reação (RUZICKA; HANSEN, 2000). 

Quanto aos detectores usados nos sistemas em fluxo, têm sido empregados 

praticamente, todos aqueles usuais e não usuais  em química analítica (LUNDBACK, 

1983). No trabalho desenvolvido por Tomsú et al., (2004), onde o sulfametoxazol e o 

trimetropin foram quantificados simultaneamente usando detector 

espectrofotométrico, Kronka et al., (1996) utilizaram também espectrofotômetro como 

detector para análises de ortofosfato em águas naturais. Já Boni et al., (2011) 

utilizaram um detector amperométrico para análise de dipirona, enquanto Nascimento 

et al. (2008), analisaram Al (alumínio) e Fe (ferro) em fluidos de hemodiálise, usando 

o reagente de violeta de solocromo com LD de 1,40  µg L-1 e 1,80 µg L-1 

respectivamente, usando detector de absorção atômica eletrotérmica (ET-AAS). 

Minami et al., (2004), analisou Al (alumínio) e Ca (cálcio)  em compostos de carbono e 

silicones, com LD de 0,60 µg g-1 e 0,15 µg g-1 usando como detector espectrometria 

de absorção atômica em forno de grafite (GF-AAS). Pinto et al.,(2005) determinaram 

indometacina em amostras farmacêuticas, com LD de 1,6 mg L-1, usando detector 

fluorimétrico, Marques et al., (2005), para a análise de caverdiol também em 
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formulação farmacêutica com LD de 8,7 mg L-1 usou um detector quimioluminométrico 

(CL). 

Métodos FIA diferem dos métodos tradicionais com relação a não 

obrigatoriedade de obtenção de equilíbrio químico. Nos sistemas FIA, o intervalo de 

tempo disponível para desenvolvimento das reações envolvidas é rigorosamente 

mantido para todas as amostras e soluções padrões. Economiza-se então o tempo 

que seria gasto para complementação das reações químicas e abre-se perspectiva de 

controle de interferências e de utilização de método analítico que conduz a formação 

e quantificação de espécie instável (CALATAYUD, 1995). 

Efeitos de contaminação são minimizados, já que não há contato direto entre a 

atmosfera do laboratório e os locais onde processam as diversas etapas do método 

analítico (RUZICKA; HANSEN, 2000). 

Como as condições de dispersão da amostra, o tempo disponível para 

desenvolvimento das reações químicas e parâmetros das reações tais como pH, 

quantidades de reagentes adicionados, temperatura, etc, também são controlados 

(KONDER, 2002; PENDELA et al., 2009). 

Sabe-se que métodos automatizados de análise fornecem resultados mais 

precisos do que o método manual correspondente, pois exige a intervenção mais 

frequente do operador (CALATAYUD, 1995). 

Nos sistemas FIA efetuam a inserção de amostras líquidas (em geral 10 a 500 

µL) usualmente em um fluido carregador não segmentado, o qual escoa através de 

tubulação da ordem de 0,8 mm de diâmetro interno.  

Uma zona de amostra muito bem definida e reprodutível é estabelecida 

(FIGURA 9), a qual é transportada até uma unidade de medida (D). No percurso 

analítico podem ocorrer os diversos processos requeridos pelo método de análise, 

tais como diluição controlada, adição de reagentes (ponto x da Figura 9), 

tamponamento, diálise, extração por solvente, troca iônica, etc. Quando a zona 

processada de amostra atinge o detector, um sinal transiente é originado, o qual é 

geralmente registrado em forma de pico (FIGURA 9), cuja área ou altura de pico é 

proporcional à concentração da espécie química a ser determinada. Posteriormente a 

amostra é descartada (W) (KONDER, 2002; PENDELA et al., 2009). 
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Figura 9 - Representação de um sistema FIA. Após ser selecionado 
um volume de solução da amostra (a), o mesmo é 
introduzido em uma solução transportadora de amostras 
(b). Imediatamente, forma-se uma zona de amostra a qual 
sofre dispersão contínua enquanto é transportada em 
direção ao detector D (c). No ponto X ocorre adição de um 
ou mais reagentes. O sinal medido pode ser registrado (d), 
ti = instante de injeção da amostra. 

Fonte: KONDER, 2002. 
 

Como o tempo médio de residência das amostras no sistema FIA é, em geral 

da ordem de 20 a 50 segundos, os sistemas FIA fornecem sempre uma resposta 

rápida, o que é frequentemente imprescindível em análises de rotina. A Figura 9 

indica, ainda, que após um intervalo de tempo bastante curto, usualmente de 10 a 30 

segundos, o sinal analítico desaparece, ou seja, efeitos de memória são eliminados. 

Então, altas frequências analíticas, em geral de até 50 determinações por hora, 

constituem outra das características favoráveis dos sistemas FIA. Nestas condições, o 

fluxo é laminar (FIGURA 10 (a)), sendo que a lâmina de líquido próxima à parede da 

tubulação é quase estática, ao passo que aquela mais central se desloca com uma 

velocidade linear de aproximadamente o dobro da velocidade média do fluido. A 

injeção da amostra origina uma zona de amostra muito bem definida, a qual sofre um 

processo contínuo de dispersão no fluido carregador à medida que é empurrada pelo 

mesmo em direção ao detector. Como o fluxo é laminar, na ausência de difusão, a 

zona de amostra assumiria a distribuição indicada na Figura 10(b). Após a dispersão 

no percurso analítico, apresentaria uma rabeira pronunciada Figura 10(c). Isso geraria 

um efeito inaceitável de memória devido à interpenetração de amostras sucessivas 

(VALE, 2004). Felizmente, a difusão sempre ocorre em sistemas reais, modificando 

beneficamente a zona de amostra. Assim, uma espécie química situada em A 
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(FIGURA 10(b)) tende a difundir-se para regiões que estão fluindo com menor 

velocidade, ao passo que, se essa espécie estiver originalmente em B, sua difusão 

radial em direção a uma região fluindo rapidamente provoca uma diminuição na 

rabeira da zona de amostra, diminuindo assim o efeito de contaminação entre 

amostras (FIGURA 10(c)). É interessante observar que o desconhecimento da 

magnitude deste fenômeno de prevenção de uma dispersão acentuada induziu à 

utilização de fluxos segmentados com bolhas de ar durante muitos anos (ADANS et 

al., 2000). 

 

Figura 10 - A dispersão da amostra, (a) Distribuição parabólica das 
velocidades lineares em fluxo laminar, (b) Dispersão em 
ausência de difusão, (c) Dispersão em presença de 
difusão. 

Fonte: ADANS et al., 2000. 
 

A dispersão em FIA é um processo físico-químico dependente de vários 

parâmetros, não podendo, portanto, ser quantificada em termos de um único valor. 

Tem sido frequentemente descrita por equações matemáticas cada vez mais 

elaboradas. Entretanto, sob o ponto de vista prático um único valor indicador que 

exprimisse a extensão da dispersão seria de enorme valia. Neste sentido a avaliação 

da diluição no centro da zona de amostra tem um valor prático muito grande. Desta 

maneira, Ruzicka e Hansen (1975), propuseram um índice, D, o qual denominou 

número de dispersão:  

 

D = C0/C                                                                                    (1) 

 

Onde, C0 é a concentração inicial da amostra e C é a concentração no centro 

da zona da amostra após o processo de dispersão, ou concentração na região da 

zona de amostra correspondente ao máximo do pico registrado (HSIAO, 2001). 
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No sistema FIA mais simples, em linha única (FIGURA 11), o valor D pode ser 

determinado como a razão entre as medidas relativas à amostra injetada (altura de 

pico) e a amostra em situação de volume infinito (altura do patamar registrado), desde 

que os sinais analíticos sejam linearmente proporcionas as concentrações (BELAL et 

al., 2001). 

 

Figura 11 - Determinação do valor D. Inicialmente, uma solução colorida 
A simulando a amostra é colocada em CA, sendo registrado 
um patamar correspondendo a Co. Posteriormente, CA é 
restaurado e a solução A é injetada, sofrendo dispersão no 
reator R, atingindo o detector espectrofotométrico D 
originando um pico cuja altura reflete a concentração C da 
porção mais concentrada da zona de amostra. 

Fonte: BELAL et al., 2001. 
 

Considerando-se apenas o valor D, a dispersão em FIA pode ser classificada 

como limitada (entre 1 e 2), média (entre 2 e 10) e grande (maior que10). 

O sistema de linha única é o sistema mais simples (FIGURA 6), o qual não 

apresenta pontos de confluência no percurso analítico. O fluido transportador é 

geralmente uma solução quimicamente inerte, cuja função principal é transportar a 

amostra injetada até a unidade de detecção, promovendo dispersão controlada da 

amostra e, posteriormente, limpando o percurso analítico. Eventualmente, o fluido 

transportador pode ser uma solução a qual reage com a amostra devido ao fenômeno 

de dispersão. Sistemas de linha única são frequentemente empregados em conexão 

com espectrometria de absorção atômica, potenciometria e outros métodos que não 

requerem adição de reagentes ou naqueles envolvendo alta diluição da amostra 

(REIS; KRONKA, 1996). 
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As limitações do sistema em linha única foram resolvidas, adotando-se a 

adição do reagente por confluência. O reagente adicionado por confluência logo após 

o injetor permite que cada fração da amostra receba a mesma quantidade de 

reagente. Evidentemente, adição sequencial de reagentes pode ser conseguida em 

sistemas em confluência (FIGURA 12). 

A partir da confluência somam-se as vazões do carregador e do reagente, 

então a amostra é distribuída em um espaço maior que o ocupado anteriormente, o 

que corresponde a uma diluição. Neste caso, a amostra ocupa uma maior fração do 

percurso analítico, o que é equivalente ao emprego de uma alça de amostragem mais 

longa, e isso aumenta a dispersão. É conveniente que se conheça em que extensão a 

intensidade do fluxo confluente afeta a magnitude da medida. 

 

 

 

Figura 12 - Representação esquemática de um sistema de análise por injeção 
em fluxo por confluência, T: fluxo carregador; R: reagente; BP: 
bomba peristáltica; I: injetor; L: alça de amostragem; Br: bobina 
reacional; A: amostra; C: entrada de reagente em confluência; 
detector; W: descarte; registrador. 

Fonte: O autor, 2013. 
 

Nos últimos anos têm surgido novas técnicas de análise em fluxo, dentre estas 

se destacam: a análise por injeção em fluxo multisseringa (MSFIA, Multi-Syringe Flow 

Injection Analysis) proposta em 1999 pelo Grupo de Química Analítica, Automação e 

Meio Ambiente do Departamento de Química da Universidade das Ilhas Baleares 

(CERO; PONS, 2006; RUZICKA, 2000). Os sistemas Lab-on-valve (LOV) proposto 
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por Ruzicka (RUZICKA; HANSEN, 1988) e o sistema multibomba (MPFS, Multi-

Pumping Flow System) proposto por Lapa (LAPA et al., 2002). 

Pesquisas são realizadas no sentido de aperfeiçoamento de técnicas e 

métodos de análises, visando à minimização da intervenção humana na manipulação 

de soluções e consequentemente, com a diminuição de erros resultantes de 

diferentes fontes. Os elevados números de amostras laboratoriais em áreas como 

análises clínicas e ambientais, aliados à necessidade de técnicas rápidas e confiáveis 

operando durante longos períodos, levaram a crescente necessidade de automatizar 

procedimentos analíticos (RUZICKA; HANZEN, 1975). 

A automação dos sistemas de análise em fluxo tem se mostrado atraente por 

melhorar o desempenho do método. Segundo Pasquini e Faria, quatro pontos nos 

sistemas FIA são passíveis de serem automatizados: (1) injeção da amostra, (2) 

apresentação de amostra para a análise, (3) controle do detector e (4) a aquisição dos 

dados de interface (BERGAMIN; REIS; ZAGATTO, 1978). 

As vantagens marcantes obtidas com automação estão na economia, visto que 

instrumentos automatizados tendem a diminuir os custos no laboratório, oferecem 

maior reprodutibilidade dos resultados, além de possibilitarem uma velocidade de 

aquisição maior quando comparado aos sistemas manuais. A melhoria na precisão 

pode ser conferida à alta reprodutibilidade no tempo das sequências de operação dos 

instrumentos automatizados (RUZICKA; HANSEN, 1975). 

 

2.4 Otimização univariada e multivariada de processos em química analítica 

 

Quando se pretende desenvolver uma metodologia analítica, a escolha do 

planejamento experimental depende do estudo a ser realizado, como as limitações e 

as condições do experimento em estudo.  

Uma das primeiras etapas a fazer no planejamento de um experimento, é 

determinar quem são os fatores e quem são as respostas de interesse, conforme 

mostrado na Figura 13, para o sistema que se deseja estudar.  
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Figura 13 - Diagrama de blocos interligando os fatores às respostas. 
Fonte : Barros Neto; Scarmínio; Bruns, 1995. 

 

Para que um planejamento não seja inviável, é necessário conhecer as 

condições do sistema, sua complexidade, número de fatores envolvidos, limitações 

impostas. Um planejamento construído através de informações adicionais pode 

produzir modelos que descrevam melhor os parâmetros do sistema. A otimização 

destes parâmetros experimentais é um fator importante e, possivelmente, uma das 

etapas mais críticas do trabalho científico. Nesta etapa do processo são consumidos 

tempo e grande quantidade de reagentes e trabalho, principalmente em se tratando 

de uma otimização univariada (BARROS; NETO; SCARMINIO, 1996). 

A técnica univariada, classificada como um método sequencial, onde, fixam-se 

os fatores que estão sendo estudados em um certo nível, menos um deles. O fator 

não fixado é variado até que se encontre a melhor resposta, passando então este 

fator a ser fixado e um novo fator é variado. O processo é repetido até que todos os 

fatores tenham sido adequados para fornecer a melhor resposta.  A otimização 

univariada, tem o inconveniente de não só consumir tempo, reagentes, como também 

negligencia as interações existentes entre os fatores. Os resultados obtidos podem 

não corresponder às condições que resultam a um valor ótimo verdadeiro. Dentro dos 

sistemas químicos. Geralmente os fatores estão diretamente correlacionados, 

interagindo por meio de mecanismos que geram efeitos simultâneos ou contrários. 

Quando tal fato é ignorado, o processo de otimização apresenta pouco valor (IMANDI 

et al., 2007). Quando um processo é desenvolvido por otimização univariada, um ciclo 

de variações de experimento não é suficiente para definir precisamente o melhor 

resultado (ótimo). Assim, devem ser realizados tantos ciclos quantos forem 

necessários até avaliar que não ocorre melhora no resultado da medição (EIRAS; 

CUELBAS; de ANDRADE, 1994). 
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Este tipo de procedimento (otimização univariada) é provavelmente o método 

de otimização mais comum em química. A otimização aplicada aos métodos analíticos 

tem passado por mudanças perceptíveis. A utilização de técnicas multivariadas no 

desenvolvimento de procedimentos analíticos, vem se difundindo e demonstrando sua 

utilidade em diversos campos da ciência, principalmente nos estudos envolvendo 

processos biotecnológicos, processos químicos, sínteses orgânicas, psicologia e 

otimização de processos industriais (ZAMORA; MORAIS; NAGATA, 2005). 

Nos métodos de otimização multivariada duas ou mais respostas são 

relacionadas com o fator de interesse. Esses métodos possibilitam análises mesmo 

estando na presença de interferentes e determinações simultânea, fazendo com que 

seja uma alternativa, quando métodos univariados não podem ser aplicados 

(BARROS NETO; SCARMÍNIO; BRUNS, 2003). 

As principais vantagens da otimização multivariada em relação a univariada 

são: o menor número de experimentos requeridos, menor tempo de execução, menor 

consumo de reagentes e maior confiabilidade nos resultados (SKOOG; WEST; 

HOLLER, 1996). 

 

2.4.1 Planejamento Fatoriais de Dois Níveis 

 

Os planejamentos fatoriais de dois níveis são utilizados em experimentos 

iniciais, quando se deseja estudar os efeitos de duas ou mais variáveis de influência, 

sendo que em cada conjunto de experimentos, onde são investigadas todas as 

combinações possíveis dos níveis de cada variável (BARROS NETO et al., 1996). Em 

um planejamento fatorial, a influência de todos os fatores experimentais e de suas 

interações, podem ser estudadas. Se os fatores são explorados em 2 níveis é 

possível codificá-los usando os sinais (+), para o nível superior e (-), para o nível 

inferior, podendo ser incluído um nível zero (0) como centro nos quais todos os 

fatores estão em seu valor médio. Com as combinações dos k fatores investigados 

em dois níveis, têm-se um planejamento composto de 2k experimentos.  

Os conjuntos de experimentos são executados de forma aleatória para não 

interferir nos resultados através de interpretações erradas. Os planejamentos fatoriais 

de dois níveis para 2, 3 e 4 fatores experimentais estão apresentados na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Planejamento Fatorial de dois níveis para dois fatores (a), três fatores (b) e 
quatro fatores (c). 

 Fatores Experimentais  
  2 Fatores  3 Fatores  4 Fatores 

Exp
.  X1

a 
X2a  X1b X2b X3b  X1c X2c X3c X4c 

1 - - - - - - - - -  

2 + - + - - + - - -  

3 - + - + - - + - -  

4 + + + + - + + - -  

5   - - + - - + -  

6   + - + + - + -  

7   - + + - + + -  

8   + + + + + + -  

9      - - - +  

10      + - - +  

11      - + - +  

12      + + - +  

13      - - + +  

14      + - + +  

15      - + + +  

16      + + + +  
Fonte: NETO, 1995. 

 

Através da aplicação do planejamento fatorial, é possível obter informações 

dos efeitos individuais e das interações de cada fator relacionado ao sistema. Neste 

caso, o efeito é definido como a mudança ocorrida na resposta quando se passa do 

nível inferior (-) para o nível superior (+), podendo ser classificado em efeitos 

principais (causado por um dos fatores) e efeitos de interação (causado pela interação 

entre fatores, podendo ser de segunda, terceira ou de ordem superior) (ZAMORA et 

al., 2005). 

O número de experimentos é dado por 2k, e que o número de ensaios 

necessários para a execução de um planejamento fatorial completo aumenta 

rapidamente com k, pode-se dizer que para seis fatores seriam 26 = 64 ensaios. 

Assim, quando se deseja apenas fazer uma triagem inicial de muitos fatores, é 

vantajoso aplicar um planejamento fatorial incompleto (fracionário). 

Werkema & Aguiar (1996) e Barros Neto; Scarmínio; Bruns (1995) explicam 

que os planejamentos fracionários são possíveis e válidos, quando um efeito de uma 

variável é dependente do nível de outra, diz-se que estas variáveis interagem e é 
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possível calcular o efeito de interação entre elas. O número de efeitos de interações 

de ordem elevada aumentar com o número de fatores, esses efeitos podem ser 

destituídos de qualquer importância experimental por serem, na maioria das vezes, 

valores pequenos. Além disso, quando o número de fatores aumenta, crescem as 

chances de que um ou mais fatores não afetem significativamente a resposta, seja 

por meio dos efeitos principais, seja por meio de efeitos de interações (BARROS 

NETO; SCARMINIO, 1996). 

Os planejamentos fatoriais fracionários ou completos com dois níveis fornecem 

equações resultantes de primeira ordem (Equação 2) que expressam a relação entre 

os fatores estudados e a resposta, como segue: 

 

                    Y = a +  bA +  cB                                                  (2)   

 

sendo: 

- Y é a resposta experimental; 

- A e B fatores a serem otimizados; 

- a termo independente; 

- b e c representam coeficientes dos termos lineares. 

 

Os valores obtidos usando a equação linear mostram apenas uma tendência 

dos efeitos dos fatores na resposta. Usando estes modelos, fica impossível obter as 

condições experimentais ótimas (BARROS NETO; SCARMINIO, 1996). 

Utilizando as funções polinomiais de segunda ordem, é possível obter maior e 

melhor informação que os modelos de ordem primária, pois elas definem a influência 

dos fatores a serem otimizados sobre a resposta, possibilitando ainda a obtenção de 

um ponto ótimo. Para ser possível a determinação do ponto ótimo há a necessidade 

de que a função polinominal contenha termos quadráticos de acordo com a equação 

quadrática (equação 3) demonstrada abaixo (BARROS NETO; SCARMINIO, 1996). 

 

      Y = a + bA + cB + dA
2
 + eB

2
 + fAB                                               (3) 

 

onde, d e e são os coeficientes dos termos quadráticos e f é o coeficiente do 

termo de interação, onde os termos são semelhantes aos da equação 02. 
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Com o intuito de se obter a condição ótima experimental e de posse dos 

resultados obtidos na etapa de triagem, realizam-se planejamentos mais completos 

que fornecem equações quadráticas. Os dois principais planejamentos utilizados são: 

(a) planejamento com ponto central mais estrela (CCP), também conhecido como 

planejamento estrela (BARROS NETO; SCARMINIO, 1996) e (b) planejamento ou 

matriz de Doehlert (RUZICKA, 2000). A aplicação destes planejamentos inclui um 

grupo de técnicas matemáticas/estatísticas, que permite selecionar a combinação de 

níveis ótimos na obtenção da melhor resposta para uma dada situação através de 

modelos matemáticos de segunda ordem (BARROS NETO; SCARMINIO, 1996). 

 

2.4.2 Planejamento de Doehlert  

 

A otimização utilizando a Matriz de Doehlert é uma opção bastante interessante 

para planejamentos de segunda ordem, pois é necessário um menor número de 

experimentos quando comparado ao planejamento CCD para atingir a região ótima. 

Além de ser uniforme, seus pontos experimentais são igualmente espaçados em 

círculos, esferas ou hiperesferas concêntricas (DOEHLERT, 1970). Neste 

planejamento o número de níveis não é o mesmo para todas as variáveis. Por 

exemplo, em um planejamento Doehlert com duas variáveis, uma variável será 

estudada em 5 níveis enquanto a outra em 3, formando um hexágono. Esta 

propriedade permite a livre escolha de quais fatores serão avaliados em um número 

maior ou menor de níveis (DOEHLERT, 1970). O planejamento usando matriz de 

Doehlert  apresenta uma estrutura adequada para a aplicação da MSR (superfície de 

resposta) permitindo a estimativa dos parâmetros do modelo quadrático e a 

construção de planejamentos sequenciais. 

O planejamento matriz de Doehlert (TEÓFILO; FERREIRA, 2006), tem uma 

propriedade característica importante com relação ao número de níveis que cada fator 

possui. Com quatro fatores, por exemplo, o número de níveis são: 5, 7, 7 e 3. Assim é 

possível avaliar os fatores considerados mais importantes, ou seja, que apresentam 

efeitos mais pronunciados em um número maior de pontos do espaço estudado 

(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1996).  

Para um planejamento Doehlert com 3 fatores (k = 3) forma um cuboctaedro 

(poliedro com faces quadradas e triangulares). São necessários 13  conjuntos de 

experimentos. Como p (numero de coeficientes) é 10, o valor de eficiência é de 0,77. 
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Para um mesmo número de fatores (K=3), no planejamento Composto Central, o N é 

15 e p = 10 obtendo assim uma eficiência de 0,6790. 

A aplicação do planejamento Doehler  mostra-se mais adequado e vantajoso 

em relação ao planejamento Composto Central, devido principalmente ao menor 

número de experimentos requeridos e à possibilidade de empregar um número maior 

e mais extenso de níveis para aqueles fatores mais significativos ou problemáticos. A 

utilização do planejamento fatorial em conjunto com matriz de Doehlert, vem sendo 

empregado como uma ferramenta estatística importante no desenvolvimento de 

métodos analíticos envolvendo a otimização destes sistemas. A Figura 14 representa 

a distribuição dos pontos para o planejamento Doehlert com dois fatores (BARROS 

NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1996). 

 

Figura 14 - Distribuição dos pontos experimentais de uma matriz Doehlert 
para otimização de dois fatores representado por um 
hexágono regular. 

Fonte: LUNDSTEDT et al., 1998. 
 

Na construção do modelo, o número de experimentos (N) necessários é 

dado por K2+Co onde K é o número de fatores e Co é o número de experimentos no 

ponto central. Cada modelo é definido de acordo com o número de fatores e os 

valores codificados da matriz experimental, sendo a relação entre os valores 

codificados e os reais dado pela Equação 4 (INSTITUTO NACIONAL DE 

METROLOGIA, 2003). 
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Ci = (Xi – Xi
0)α                                                                         (4) 

                                 ∆Xi          

onde o Ci é o valor codificado para o nível do fator i, Xi é o seu valor 

experimental, Xi
0 é o valor experimental no ponto central, ∆Xi  é a distância entre o 

valor experimental no ponto central e o experimental no nível superior ou inferior e α 

é o valor limite codificado para cada fator. 

A Tabela 2 demonstra os valores codificados das matrizes do planejamento 

Doehlert para dois, três e quatro fatores. 

 

Tabela 2 – Matriz de Doehlert para os níveis codificados para dois, três e quatro fatores.  
Fatores Experimentais – Matriz de Doehlert 

  2 Fatores  3 Fatores  4 Fatores 
Exp.  1a 2ª  1b 2b 3b  1c 2c 3c 4c 
1  0 0  0 0 0  0 0 0 0 
2  1 0  1 0 0  1 0 0 0 
3  0,5 0,866  0,5 0,866 0  0,5 0,866 0 0 
4  -1 0  0,5 0,289 0,817  0,5 0,289 0,817 0 
5  -,05 -0,866  -1 0 0  0,5 0,289 0,204 0,719 
6  0,5 -0,866  -0,5 -0,866 0  -1 0 0 0 
7  -,05 0,866  -0,5 -0,289 -0,817  -0,5 -0,866 0 0 
8     0,5 -0,866 0  -0,5 -0,289 -0,817 0 
9     0,5 -0,289 -0,817  -0,5 -0,289 -0,204 -0,719 

10     -0,5 0,866 0  0,5 -0,866 0 0 
11     0 0,577 -0,817  0,5 -0,289 -0,817 0 
12     -0,5 0,289 0,817  0,5 -0,289 -0,204 -0,719 
13     0 -0,577 0,817  -0,5 0,866 0 0 
14         0 0,577 -0,817 0 
15         0 0,577 -0,204 -0,719 
16         -0,5 0,289 0,817 0 
17         0 -0,577 0,817 0 
18         0 0 0,613 -0,719 
19         -0,5 0,289 0,204 0,719 
20         0 -0,577 0,204 0,719 
21         0 0 -0,613 0,719 

Exp: Número de experimentos. 
Fonte :  LUNDSTEDT, L et al., ( 1998 p. 40 ). 
 

A resposta experimental obtida a partir dos planejamentos citados acima 

fornece uma função polinomial que pode ser perfeitamente empregada na construção 

das superfícies de resposta. Para obtenção das condições de ótimo a partir das 

superfícies, basta derivar à equação obtida do planejamento em função do fator de 

interesse e igualar a zero (LUNDSTEDT et al., 1998). 
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2.4.3 Aplicações da Matriz de Doehlert em Química Analítica 

 

Segue abaixo algumas aplicações da Matriz de Doehlert (FIGURA 15) em 

Química Analítica: análise de sulfetos em água (LIMA, 2009), determinação de 

cobalto por análise em fluxo (CASSELLA et al., 2001), otimização de procedimentos 

cromatográficos (BOURGUIGNON, 1993), estudo dos fatores que influenciam a 

determinação de molibdênio por ETAAS (BENZO et al., 1993), determinação de 

arsênio em amostras de petróleo (CASSELLA et a., 2001), otimização de um sistema 

de pré-concentração em linha para a determinação de zinco por ICP - OES 

(ZOUGAGH et al., 2000), otimização de variáveis experimentais em 

espectrofotometria em fase sólida (MOLINA et al., 1998; NECHAR et al., 1995), 

otimização de variáveis em determinações espectrofluorimétricas (CAGICAL et al., 

2001; GARCIA et al., 2001), estudo de fatores experimentais em uma determinação 

voltamétrica (FURLANETTO et al., 2000), investigação de efeitos matriz em ICP - 

OES (GROTTI et al., 2000), entre outros. 

Em função da complexidade dos cálculos envolvidos para processar os dados 

analíticos obtidos, nos ensaios experimentais baseados na matriz de Planejamento 

Doehlert, como: equação que representa o modelo estatístico, gráficos de superfícies 

de resposta e determinação das coordenadas do ponto crítico, programas estatísticos 

podem ser utilizados. 

Neste trabalho os dados foram processados manualmente utilizando o 

Software Excel ®. 
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Figura 15 - Diagrama de fluxo para aplicação de Planejamento 
Doehlert na otimização de métodos analíticos. 

Fonte: BEZERRA, 2003. 
 

2.4.4 Análise de superfície de respostas 

 

A metodologia de superfície de resposta (MSR) apresenta uma grande 

aplicação na pesquisa, pois é uma técnica de otimização baseada no emprego de 

planejamentos fatoriais, foi introduzida por E.G.P. Box na década de 1950. Ela 

considera vários fatores em níveis diferentes e as interações correspondentes entre 

esses fatores e seus níveis, além de utilizar dados quantitativos de um desenho 

experimental para determinar e ao mesmo tempo solucionar equações multivariadas 

(BARROS NETO; SCARMINIO, 1996). Essas equações podem ser representadas 

graficamente como superfícies de resposta, que podem ser usadas de três formas: 

descrever como as variáveis em teste afetam as respostas; para determinar as inter-

relações entre as variáveis em teste; e para descrever efeitos combinados de todas 

as variáveis em teste sobre a resposta (MONTGOMERY, 1984). A metodologia de 

superfície de resposta (MSR) é um processo realizado em quatro etapas (BRITO et 

al., 2008): 



   
 

44 

1º - Passo: identificar até 05 fatores que sejam críticos para o estudo, neste 

primeiro instante o pesquisador tem que conhecer (descobrir) os fatores responsáveis 

pela maior variação de influência no processo; 

2º - Passo: Consiste na definição da faixa em que os fatores estão contidos. Se 

a faixa estabelecida for muito grande, é possível que o ponto ótimo não seja 

encontrado; 

3º Passo: Escolha do desenho apropriado conforme a definição do 

planejamento. De acordo com o desenho escolhido, é estabelecida uma ordem para a 

realização dos experimentos. Ao varrer toda a faixa escolhida para realização dos 

experimentos, enfatiza - se os pontos mais próximos ao ponto médio (ponto central), 

ao mesmo tempo em que são reduzidos os conjuntos de experimentos; 

4º Passo: Analisar os dados obtidos em cada conjunto de experimentos, 

utilizando um programa computacional apropriado, onde as conclusões dos 

experimentos poderão ser confirmadas posteriormente na condição de ótima (BRITO 

et al., 2008). 
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3  JUSTIFICATIVA 

 

A indústria farmacêutica veterinária brasileira está em crescente produtividade, 

especialmente em relação aos medicamentos que apresentam em suas formulações 

antibióticos, o que se deve ao seu crescente uso na pecuária.  

Assim, novas metodologias para a análise e determinação de princípios ativos 

são necessárias. Dentre as características desejáveis para as novas metodologias 

podem ser mencionadas a rapidez, o baixo custo, a precisão e a seletividade. 

Adicionalmente, a geração de menor quantidade de resíduos (Química Verde) está 

dentro das diretrizes mundiais para um desenvolvimento sustentável. 

Dessa maneira, é de extrema importância o desenvolvimento de um método de 

análise para determinação de estreptomicina em amostras de antibióticos de uso 

veterinário, devido ao crescente consumo deste antimicrobiano. 

Este fármaco foi selecionado devido à importância farmacológica e por ser de 

amplo consumo na linha veterinária. 
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4   OBJETIVOS 

 

O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de um sistema de análise por 

injeção em fluxo (FIA) utilizando como técnica de quantificação por espectrofotometria 

molecular na região do visível e técnicas multivariadas como o planejamento fatorial 

fracionário e matriz de Doehlert na otimização. O método foi utilizado para 

determinação de estreptomicina em amostras de forma farmacêutica sólida de 

antibióticos usada para tratamento de animais de pequeno, grande porte e animais 

silvestres. 
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5   PARTE EXPERIMENTAL 

 

5.1 Instrumentação e Acessórios 

 

As medidas de massa foram realizadas uma balança analítica Metler Toledo, 

modelo HD com precisão de ± 0,1 mg. 

 

 

Figura 16 – Esquema geral do amostrador automático e o injetor 
comutador usado no método de análise em fluxo para 
determinação de estreptomicina. 

 Fonte: FIGUIREDO et al., (2006). 
 

As medidas no sistema de análise em fluxo foram efetuadas utilizando um 

espectrofotômetro da Biospectro modelo SP 220 (UV – Visível), e uma cela de fluxo 

construída no laboratório (FIGURA 17) com 1,0 cm de caminho ótico e com 0,48 mL 

de volume interno. Para a introdução das amostras empregou-se um auto-amostrador 

(Figura 16) desenvolvido em nosso laboratório (FIGUEIREDO et al., 2006). 



   
 

48 

 

Figura 17 - Célula de fluxo de 0,48mL, 
confeccionada no Laboratório 
de química analítica da 
UNIFAL.  

Fonte: O autor, 2013. 
 

Para propulsão dos fluidos empregou-se uma bomba peristáltica Ismatec 

(Zurique-Suíça) modelo ISM931C de oito canais. Os tubos de propulsão utilizados 

foram de Tygon® de diferentes diâmetros internos. 

 Foram empregados tubos de polietileno de 0,8 mm de diâmetro interno para 

confecção das bobinas helicoidais, alças de amostragem e linhas de condução de 

soluções de referência, amostras e reagentes. 

A água utilizada nos experimentos foi purificada em sistema Milli–Q Academic 

(Millipore). 

Para o aquecimento da bobina R1 (FIGURA 18) no sistema de análise em 

fluxo, foi utilizado um aquecedor Fisoton modelo 752A. 

O equipamento utilizado para o método comparativo foi um cromatógrafo 

líquido de alta eficiência (CLAE) da marca Shimadzu modelo LC 20A, com coluna de 

C18 de 25 cm x 5,6 mm. Para a fase móvel, foi usado uma solução tampão pH 2,8 de 
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ácido fosfórico 1,36% v/v (Vetec), acetonitrila 18% v/v (Aldrich), trietanolamina 0,35% 

v/v (Vetec), sulfato de sódio 0,71% v/v (Vetec) e água. A velocidade de fluxo foi de 

0,5mL/minuto, temperatura de 30ºC e o volume de amostra de 25 µL. As condições 

operacionais para CLAE, estão apresentadas na Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Condições operacionais do cromatógrafo para análise da 
estreptomicina. 

Parâmetros Condições HPLC 

Coluna C18 

Eluente 18% acetonitrila 82% solução solvente 

Vazão de fluxo 0,5 mL min-1 

Temperatura 30ºC 

Volume injetado 25µL 

Fonte: Farmacopeia Americana XXVII,2010. 

 

5.2  Reagentes 

 

Todos os reagentes utilizados na execução deste trabalho foram de grau 

analítico e todas as soluções preparadas em água purificada em sistema Milli-Q 

(Millipore, Brasil). A fim de minimizar contaminações das amostras, todas as vidrarias 

foram mantidas em solução de HNO3 10% (v/v) durante 24 h. Posteriormente estas 

foram enxaguadas com água destilada  e secas em ambiente livre de poeira. 

Uma solução alcalina (0,5 mol L-1) foi preparada pela dissolução de 20 g 

NaOH (Vetec) em um litro de água. 

A solução de sulfato de ferro amoniacal (Vetec) foi preparada em uma 

concentração de 3,8% (m/v) em meio ácido (ácido sulfúrico 0,5 molL-1 (Vetec)). 

A solução aquosa estoque de estreptomicina na concentração de 1,5 g L-1 foi 

preparada a partir  de estreptomicina (Sigma Aldrich). 

Para os estudos de interferentes, foram preparadas soluções binárias 

contendo o analito e vários antibióticos (interferentes) comuns, tais como: 

Benzilpenicilina de potássio, Benzilpenicilina procaína e Benzilpenicilina benzatina, 

todos eles adquiridos a partir de Sigma Aldrich (Alemanha). As soluções dos 

interferentes foram preparadas na proporção de 1/1, 1/5, 1/10 e 1/100 de 

benzilpenicilina de potássio, benzilpenicilina procaína e benzilpenicilina benzatina, 

respectivamente. 
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5.2.1 Preparo das amostras farmaceuticas  

 

Para a análise de quatro amostras de medicamentos da linha veterinária 

contendo estreptomicina e os concomitantes, benzilpenicilina procaína, 

benzilpenicilina potássica e benzilpenicilina benzatina,  foram pesadas em balança 

analítica, massas dos medicamentos contendo exatamente 800 mg de estreptomicna. 

As massas foram transferidas  para balões volumétricos, solubilizadas em água 

deionizada, sendo seus volumes completados para 1 L , obtendo-se uma solução de 

concentração de  800 mg L-1 de estreptomicina. 

Alíquotas das amostras foram inseridas no percurso analítico utilizando um 

injetor comutador automático para determinação da concentração do fármaco por  

análise em injeção em fluxo. 

O método recomendado descrito na Farmacopeia Americana (USP 2007) foi 

empregado para validar o procedimento em fluxo proposto. Nesse procedimento por 

CLAE, foram inseridas 25 µL das amostras diluídas na concentração de 0,025 mg L-1. 

 

5.3 Estudos Preliminares 

 

5.3.1 Espectro de absorção molecular 

 

Efetuou-se uma varredura de 400 a 800 nm com intuito de obter o espectro de 

absorção molecular do analito. Este estudo foi realizado usando soluções de NaOH 

0,5 mol L-1(CR1), sulfato de ferro amoniacal 2,5 % (m/v ) em H2SO4 0,5 mol L-1 (CR2) e 

estreptomicina na concentração de 2,5 mg L-1 preparada em meio aquoso. Para essa 

varredura empregou-se o espectrofotômetro modelo Biospectro SP 220 (UV – 

Visível). 
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5.4 Sistemas de análise em fluxo 

 

O diagrama esquemático do sistema de análise em fluxo para determinação 

de estreptomicina é mostrado na Figura 18. 

 

Figura 18 - Modelo esquemático do sistema de análise em fluxo para 
determinação de estreptomicina, amostrador automático; bomba 
peristáltica; injetor; A: alça de amostragem (362 cm), vazão de 
2,6 mL min,-1; C1: confluência para adição de NaOH 0,5 mol L-1 
(CR1), vazão de 2,4 mL min,-1 R1: bobina de aquecimento (760 
cm) mergulhado em banho térmico mantido a temperatura de 
92ºC; C2: confluência para adição de sulfato de ferro amoniacal 
3,8 % m/v (CR2), vazão de 2,6 mL min,-1; R2: bobina reacional 
dos reagentes (100 cm); D: detector; W: descarte da amostra.  

Fonte: O Autor, 2013. 
 

Uma alíquota da amostra é injetada no fluxo transportador através de um injetor 

proporcional. A adição dos reagentes ocorre por confluência. O primeiro reagente 

NaOH (CR1), é adicionado no ponto C1 logo após o injetor, permitindo que cada 

fração da amostra receba porções iguais deste reagente.  Em um pH de 12,5  as 

guanidinas são  liberadas da estrutura da estreptomicina. Após, a amostra é 

encaminhada para um banho térmico mantido a temperatura de 92 ºC, onde foi 

instalada uma bobina R1 (bobina de aquecimento). No ponto C2, é feita a introdução 

do sulfato de ferro amoniacal  (CR2), o qual reage com os íons guanidínios  liberados 

da estrutura da estreptomicina (SCHENCK; ESPIELMAN, 1945), gerando assim, um 

complexo  colorido com os íons ferro bivalentes que é detectado em  520 nm em um 

espectrofotômetro (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; SCHENCK; 

ESPIELMAN,1945).  
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Todo o processo é controlado por um computador através de software escrito 

em linguagem Visual Basic ® (FIGUEIREDO et al., 2006). 

 

5.5 Procedimento de Otimização 

 

Os fatores pertinentes ao sistema proposto são: concentração da solução de 

sulfato de ferro (CR2), concentração da solução de hidróxido de sódio (CR1), volume 

da alça de amostragem, comprimento da bobina de aquecimento (R1), comprimento 

da bobina reacional dos reagentes (R2), temperatura, vazão de fluxo.   

Inicialmente fez se uma revisão bibliográfica para verificar a possibilidade de 

fixar alguns fatores e diminuir o número de experimentos no estudo. Assim, em todo 

processo de otimização utilizou-se o sistema de análise em fluxo conforme descrito na 

Figura 18. 

O parâmetro utilizado como resposta analítica foi a altura do sinal transiente de 

absorbância. Os dados experimentais foram processados no programa STATISTICA 

7,0 (Statsoft, Tulsa USA), estabelecendo significância estatística com nível de 

confiança aleatória 95%. 

Na triagem das variáveis do sistema proposto utilizou um planejamento fatorial 

fracionário 25-1. Os cinco fatores selecionados para estudo foram: concentração da 

solução de NaOH ( CR1), concentração da solução de sulfato de ferro (CR2), volume 

da alça de amostragem (AA), comprimento da bobina de aquecimento R1, 

comprimento da bobina R2, Os valores para os 16 experimentos em duplicata 

encontram-se na Tabela 4. 

 

Tabela 4 – Níveis dos fatores no planejamento Fatorial Fracionário 25-1 

Sigla                       Fator Níveis 

  Mínimo ( - ) Máximo ( + ) 

CR1 NaOH molL -1 0,25 0,50 

CR2 sulfato de ferro (%m/v) 0,50 2,0 

AA Alça de amostragem cm 126  377  

R1 Bobina de aquecimento R1 (cm) 250 500 

R2 Bobina R2 (cm) 100 300 

Fonte: O Autor, 2013. 
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5.5.1 Planejamento Matriz de Doehlert 

 

Após a triagem, verificou-se que três variáveis apresentaram efeitos 

significativos, essas foram elencadas para a etapa seguinte de otimização. Na 

otimização das três variáveis foi utilizado um planejamento de Doehlert. O 

planejamento é mostrado nas Tabelas 5 e 6. 

 

Tabela 5 – Níveis codificados e reais da matriz de Doehlert para três fatores. 
Fatores Níveis Codificados e Reais 

Fe +2 

% (m/v) 

  -0,817 

(3,0) 

0 

(3,5) 

+0,817 

(4,0) 

 

  

Alça 

(cm) 

 -1 

(350) 

-0,5 

(375) 

0 

(400) 

+0,5 

(425) 

+1 

(450) 

 

 

R1 

(cm) 

-0,866 

(600) 

-0,577 

(650) 

-0,288 

(700) 

0 

(750) 

+0,288 

(800) 

+0,577 

(850) 

+0,866 

(900) 

Valores entre parênteses correspondem aos níveis reais. 
Fonte: O Autor, 2013. 
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Tabela 6 - Conjunto de experimentos do Planejamento Matriz de Doehlert com os níveis 
                       codificados 

Experimento Alça Bobina [Fe+2] 

1 0 0 0 

2 0 0 0 

3 0 0 0 

4 1 0 0 

5 0,5 0,866 0 

6 0,5 0,289 0,817 

7 -1 0 0 

8 -0,5 -0,866 0 

9 -0,5 -0,289 -0,817 

10 0,5 -0,866 0 

11 0,5 -0,289 -0,817 

12 -0,5 0,866 0 

13 0 0,577 -0,817 

14 -0,5 0,289 0,817 

15 0 -0,577 0,817 

 Fonte: O Autor, 201. 

 

 

5.6 Figuras de Mérito 

 

5.6.1 Faixa de resposta e linearidade 

 

O intervalo de concentração onde é possível construir uma curva analítica 

linear corresponde à faixa de resposta linear. Assim, o intervalo de aplicação de um 

método analítico pode ser definido como a região da curva analítica compreendida 

entre a concentração mais baixa, na qual é possível medir determinada espécie 

quantitativamente (Limite de Quantificação, LQ) até a concentração na qual a curva 

analítica desvia-se da linearidade (SKOOG; WEST; HOLLER, 1996). 

A linearidade pode ser definida como a habilidade que uma metodologia 

possui de demonstrar que os resultados obtidos, em uma faixa específica, são 

diretamente proporcionais à concentração do analito na amostra. Desta forma, 
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determinou-se a linearidade considerando o coeficiente de determinação, obtido na 

curva analítica de sulfato de estreptomicina (BRASIL, 2003). 

A curva analítica foi construída utilizando uma alça de amostragem de 362 cm 

de comprimento para a injeção de padrões de sulfato de estreptomicina nas 

concentrações 3,15x10-2 g L-1; 6,30x10-2 g L-1 ; 2,5x10-1g L-1 ; 5,0x10-1 g L-1 ; 7,5x10-1 

g L-1; 1,0 g L-1; 1,25 g L-1 e 1,50 g L-1, preparados em meio aquoso. 

As condições experimentais  otimizadas foram: comprimento da alça de 

amostragem (AA) 362 cm, concentração da solução de NaOH 0,5 mol L-1(CR1), 

concentração da solução de sulfato de ferro 3,8 % m/v (CR2); bobina de aquecimento 

R1 750cm, Bobina reacional R2 100 cm e como solução transportadora água 

deionizada. 

 

5.6.2 Limite de Detecção (LD) e Limite de Quantificação (LQ) 

 

Na determinação de espécies químicas em baixas concentrações o cálculo dos 

limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) é de grande importância para avaliar o 

desempenho do método analítico. O limite de detecção é definido como a menor 

quantidade de analito detectável por um método. Podendo ser ainda definido como a 

menor quantidade que pode ser detectada estatisticamente diferente do branco.  

Segundo a IUPAC (International Union Pure and Applied Chemistry), 

matematicamente os cálculos referentes ao limite de detecção e quantificação 

baseiam-se na razão entre o desvio padrão obtido de dez leituras do branco (Sbr) e o 

coeficiente angular da equação da curva analítica (b), multiplicando-se o valor obtido 

por três obtém-se o LD (Equação 5) e multiplicando-se por dez o LQ (Equação 6) 

(INGLE JR; CROUCH, 1988). 

 

 

LD = 3 Sbr                                                                               (5) 

             b 
 

LQ = 10 Sbr                                                                              (6) 

             B 
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5.6.3 Frequência de Leitura (FL) 

 

A frequência de leitura corresponde ao número de leituras que podem ser 

realizadas por intervalo de tempo, considerando também o tempo de limpeza inerente 

ao sistema FIA (CALATAYUD, 1995). 

No presente trabalho, para melhores resultados, e em função do tamanho da 

alça de amostragem, o tempo estabelecido para o enchimento da alça de 

amostragem foi de 50 segundos e o tempo de leitura e limpeza do sistema de 70 

segundos, perfazendo assim, 30 leituras por hora. 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1 Estudos preliminares 

 

Como pode ser observado na Figura 19, foi realizada uma  varredura 

espectral utilizando uma solução contendo 0,5g L-1 de estreptomicina com 

solução de NaOH 0,5 mol L-1 e sulfato de ferro amoniacal 2,5 % (m/v), 

inicialmente mostrou uma maior absorbância em uma faixa de comprimento 

de onda em 520 nm, não sendo detectada interferência provenientes dos 

próprios reagentes, esse valor foi condizente com o obtido em outros 

trabalhos (SCHENCK; ESPIELMAN, 1945; FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 

2010). Assim, os experimentos referentes ao desenvolvimento do sistema 

foram realizados nesse comprimento de onda. 

 

Figura 19 - Varredura espectral do composto obtido a partir da reação 
com 0,5 g L-1 de estreptomicina com solução de NaOH 0,5 
mol L-1 e sulfato de ferro amoniacal 2,5 % (m/v). 

Fonte: O Autor, 2013. 
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6.2 Otimização Multivariada 

 

6.2.1 Planejamento fatorial de dois níveis (25-1) 

 

O planejamento fatorial fracionário de dois níveis (25-1) foi realizado com a 

intenção de investigar a influência dos fatores químicos no sistema de análise em 

fluxo, os resultados estão apresentados na Tabela 7. 

Os fatores constituintes do sistema FIA proposto foram: concentração da 

solução de hidróxido de sódio (CR1), concentração de solução de sulfato de ferro 

(CR2), volume da alça de amostragem (AA), comprimento da bobina de aquecimento 

(R1), comprimento da bobina reacional dos reagentes (R2) e temperatura do banho-

térmico. Dentre esses fatores, e com intuito de facilitar os estudos preliminares, a 

temperatura do banho térmico foi fixada em 92 oC.  Com base em trabalhos 

anteriores, sabe-se que a eficiência de hidrólise da estreptomicina é diretamente 

proporcional à temperatura (BRENNAUER et al., 2007), assim, justifica-se o uso de 

92 oC que é a temperatura da água em ebulição dentro do laboratório, portanto 

temperatura maiores exigiriam outro liquido no banho térmico e poderiam propiciar a 

formação de bolhas nas soluções aquosas do sistema, afetando diretamente o sinal 

analítico. Os efeitos dos 5 fatores selecionados foram investigados utilizando-se o 

planejamento fatorial fracionário 25-1 envolvendo 16 experimentos em duplicata. 
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Tabela 7 – Matriz e resultados do planejamento fatorial de dois níveis 25-1 para determinação 
de sulfato de estreptomicina no sistema de análise em fluxo por confluência. 

Fatores 
Ensaio NaOH/ 

Mol L-1 
Fe+2 

/%(m/v) 
Alça/ 
µµµµL 

Bobina 
R1 /(cm) 

Bobina 
R2 /(cm) 

Abs ± DP 

1 0,25 0,50 126 250 300 0,034 ± 0,002 

2 0,50 0,50 377 250 100 0,050 ± 0,001 

3 0,25 2,0 126 250 100 0,049 ± 0,002 

4 0,50 2,0 377 250 300 0,072 ± 0,002 

5 0,25 0,50 126 250 100 0,030 ± 0,001 

6 0,50 0,50 377 250 300 0,104 ± 0,001 

7 0,25 2,0 126 250 300 0,088 ± 0,001 

8 0,50 2,0 377 250 100 0,140 ± 0,001 

9 0,25 0,50 126 250 100 0,050 ± 0,003 

10 0,50 0,50 377 500 300 0,110 ± 0,001 

11 0,25 2,0 126 500 300 0,061 ± 0,028 

12 0,50 2,0 377 500 100 0,171 ± 0,001 

13 0,25 0,50 126 500 300 0,120 ± 0,001 

14 0,50 0,50 377 500 100 0,245 ± 0,001 

15 0,25 2,0 126 500 100 0,185 ± 0,007 

16 0,50 2,0 377 500 300 0,310 ± 0,001 

Abs: Absorbância Média 
DP: Desvio Padrão 
Fonte: O Autor, 2013. 
 
 

A Figura 20 apresenta o Diagrama de Pareto, as barras horizontais maiores 

que a linha vertical, dada por p = 0,05, indicam que o fator é significativo, nota-se, 

portanto, que todos os fatores estudados apresentam efeitos significativos no intervalo 

avaliado. 
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Figura 20  - Representação do Diagrama de Pareto dos efeitos para 

os fatores estudados, a significância dos mesmos foi 
avaliada com erro padrão de 5%. Onde: R1 - bobina de 
aquecimento, Fe(II) - solução de sulfato de ferro (CR2), 
AA – alça de amostragem, NaOH – solução de 
hidróxido de sódio (CR1), R2 – bobina reacional.  

Fonte: O Autor, 2013. 
 

O fator com maior influência foi o comprimento da bobina de aquecimento R1. 

Observa-se que quando ocorre o aumento  no comprimento da bobina  R1 (250 cm 

para 500 cm) tem-se aumento no sinal analítico, que pode ser notado pelo efeito 

positivo (80,698). Este fato pode ser explicado pela lenta reação de desprotonação 

dos grupamentos guanidínicos presentes na estreptomicina pela ação da solução de  

hidróxido de sódio (CR1) (BRENNAUER et al., 2007). 

Quanto a alça de amostragem, foi observado um efeito positivo indicando que o 

melhor sinal ocorre com o comprimento de 377 cm o que era esperado, pois, com o 

aumento desta variável, tem-se menor dispersão propiciando aumento de sinal. 

Efeito positivo também foi observado quando a concentração da solução de 

hidróxido de sódio foi alterada de 0,25 mol L-1 para 0,5 mol L-1. Concentrações de 

solução de hidróxido de sódio da ordem de 0,5 mol L-1 favorecem a desprotonação 

dos grupamentos guanidínicos que posteriormente reagirão com ferro (CR2) para 
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formar o complexo colorido. Pode ser visto que o aumento de sinal foi proporcional ao 

aumento da concentração da solução de hidróxido de sódio , porque ocorre a reação 

de deslocamento, para formar o produto colorido. Em contrapartida concentrações da 

solução de NaOH acima de 0,5 mol L-1, acarretaram formação de precipitado, 

provavelmente pela formação de hidróxido de ferro (II). Assim a concentração da 

solução de hidróxido de sódio foi mantida em 0,5 mol L-1 para os demais 

experimentos. 

Outra variável estatisticamente significativa e com efeito positivo foi a 

concentração de sulfato de ferro (CR2), indicando que concentrações da ordem de 2 

% (m/v) favorecem a reação química. Este fato pode ser comprovado pelo 

deslocamento do equilíbrio para a formação do complexo [Gua2Fe], que é 

responsável pela absorbância (BRENNAUER et al., 2007). 

A variável R2 (bobina reacional dos reagentes) apresentou efeito muito baixo, 

provavelmente devido à elevada velocidade da reação entre o ferro e guanidina, não 

sendo significativa para o sistema, desta forma adotou-se o menor nível, a saber, 100 

cm para o comprimento desta bobina. 

Para todos os ensaios da Matriz de Doelhert,  bem como do planejamento 

fatorial fracionário, a  temperatura do banho foi mantida em 90°C, com a finalidade de 

acelerar o desprendimento das guanidinas da amostra e assim favorecer a reação 

com Fe(II), a temperatura interna na saída do banho térmico foi monitorada em 65°C. 

Vale ressaltar que em temperaturas inferiores a 90°C ocorria suprimento do sinal 

analítico uma vez que a hidrólise é comprometida. É importante relatar que as 

possíveis bolhas não afetaram o sinal analítico em função da geometria da cela de 

fluxo. 

Efeito de interação significativo de segunda ordem também pode ser observado 

em todas as variáveis, o que justifica a utilização de otimização multivariada neste 

caso. 

A análise dos resultados do planejamento fatorial de dois níveis informou que 

as variáveis alça de amostragem (AA), bobina R1 e a solução de sulfato de ferro (CR2) 

foram as mais significativas dentro dos intervalos escolhidos, e por isso essas foram 

elencadas para a etapa seguinte de otimização utilizando o Planejamento Matriz de 

Doehlert. 
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6.2.2 Planejamento Doehlert 

 

De posse da significância estatística dos fatores investigados no planejamento 

fatorial fracionário 25-1, foi realizado um planejamento Doehlert para três fatores (Alça 

de amostragem (AA), bobina R1 e solução de sulfato de ferro (CR2). Os níveis para a 

montagem do planejamento de Doehlert foram escolhidos tendo em vista, os 

experimentos de triagem, a revisão bibliográfica realizada, o conhecimento químico do 

sistema e sua viabilidade. A Tabela 8 apresenta os níveis reais e codificados da 

matriz de Doehlert. 

Tabela 8 - Conjunto de experimentos e resultados do Planejamento Matriz de Doehlert 
para três fatores. 

Fatores 
Ensaios  Alça de amostragem 

(cm) 
Bobina reacional 1 

(cm) 
Fe %  
(m/v) 

Absorbância 
média 

1 0 (400) 0 (750) 0 (3,5) 0,98 ± 0,04 

2 0 (400) 0 (750) 0 (3,5) 1,10 ± 0,03 

3 0 (400) 0 (750) 0 (3,5) 0,99 ± 0,06 

4 1 (450) 0 (750) 0 (3,5) 0,90 ± 0,03 

5 0,5 (425) 0,866 (900) 0 (3,5) 0,46 ± 0,01 

6 0,5 (425) 0,289 (800) 0,817 (4,0) 0,64 ± 0,02 

7 -1 (350) 0 (750) 0 (3,5) 0,88 ± 0,03 

8 -0,5 (375) -0,866 (600) 0 (3,5) 0,60 ± 0,02 

9 -0,5 (375) -0,289 (700) -0,817 (3,0) 0,49 ± 0,02 

10 0,5 (425) -0,866 (600) 0 (3,5) 0,32 ± 0,01 

11 0,5(425) -0,289 (700) -0,817 (3,0) 0,89 ± 0,04 

12 -0,5 (375) 0,866 (900) 0 (3,5) 0,80 ± 0,02 

13 0 (400) 0,577 (850) -0,817 (3,0) 0,69 ± 0,03 

14 -0,5 (375) 0,289 (800) 0,817 (4,0) 0,81 ± 0,04 

15 0 (400) -0,577 (650) 0,817 (4,0) 0,70 ± 0,02 

Fonte: O Autor, 2013.  

Entre parênteses são os valores reais e os demais são os valores codificados. 
Fe: concentração da solução de sulfato de ferro (%). 
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6.2.3 Otimização por Planejamento Matriz de Doelhert para três fatores 

 

Os valores de ótimo para concentração da solução de sulfato de ferro  (CR2), 

alça de amostragem (AA) e bobina R1, foram otimizados simultaneamente usando 

planejamento Doehlert (DOEHLERT, 1970). 

Os dados obtidos com a realização dos experimentos que compõe a matriz de 

Doehlert foram avaliados com modelos lineares e quadráticos para a resposta 

analítica. O modelo linear está representado na equação 7: 

 

 
Tabela 9 - Análise de variância do modelo linear. 

Fonte de 
Variação 

Soma 
Quadrática 

(SQ) 

Grau de 
Liberdade 

       (gl)  

Media 
Quadrática 

(QM) 
F calculado F tabelado 

Regressão  0,2809 6 0,0468 1,0785 3,58 

Resíduo  0,3473 8      0,0434 

Falta de ajuste (faj)  0,3384 6 0,0564 12,722 19,32 

Erro puro (ep)  0,0089 2      0,0044 

SQ Total       0,6282                14  

% de variação explicada pela regressão: 44,72; máxima % de variação explicada: 98,59 de SQ total. 
Fonte: O Autor, 2013. 
 

Os dados de análise de variância (ANOVA) do modelo linear estão 

apresentados na Tabela 9. A razão entre QM regressão / QM resíduo foi de 1,0785, inferior 

a F(6;8) = 3,58 (no nível de 95%). Este valor indica que a regressão não é significativa 

neste nível de confiança. 

A equação 8 apresenta o modelo quadrático: 

 

A tabela 10 apresenta a análise de variância (ANOVA) do modelo quadrático: 

 

 

 

 

 

(7) 

(8) 
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Tabela 10 - Análise de variância (ANOVA) para o modelo de Planejamento Matriz de Doehlert 
para regressão múltipla. 

Fonte de 
Variação 

Soma 
Quadrática 

(SQ) 

Grau de 
Liberdade 

(gl) 

Media 
Quadrática 

(QM) 
F calculado F tabelado 

Regressão  0,5639 9 0,00627 4,8768 4,772 

Resíduo  0,0642 5     0,0128 

Falta de ajuste  0,0554 3     0,0185 4,1635 19,16 

Erro puro   0,0089 2     0,0044 

SQ Total      0,6282               14  

% de variação explicada pela regressão: 89,77; máxima % de variação explicada: 98,77 de SQtotal. 
Fonte: O Autor, 2013. 
 

 

A ANOVA do modelo quadrático está mostrada na Tabela 10 e confirma a 

superioridade deste modelo, uma vez que reproduz 89,77% da variação, comparado a 

44,71% do modelo linear. Como pode ser observado, o QM regressão / QM resíduo de 

4,8768 é maior que o valor observado no modelo linear (1,0785).  

Além disso, a razão QM faj / QM ep de 4,1635 é inferior ao valor crítico de F(3;2) 

= 19,16 ao nível de 95% de confiança, indicando que não há falta de ajuste no modelo 

quadrático. O melhor ajuste do modelo quadrático em relação ao linear também pode 

ser observado nos gráficos das respostas previstas contra as respostas observadas 

apresentados na Figura 21 (a) e 21 (b), que evidenciam a superioridade do modelo 

quadrático sobre o linear. 
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(a) 

(b) 

Figura 21 - Comparação das previsões dos dois 
modelos com os valores observados, (a) Modelo Linear 
e (b) modelo quadrático. 
Fonte: O Autor, 2013. 
 
 

Avaliando as Figuras 22(a) e 22(b), gráficos dos resíduos, pode ser observada 

a melhor distribuição aleatória ao longo do eixo central (0) garantindo maior 

independência do modelo quadrático, seguindo uma distribuição normal em relação 

ao modelo linear. 
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(a) 

 

(b) 

Figura 22 - Gráfico dos resíduos com a comparação das previsões 
dos dois modelos, (a) Modelo Linear e (b) modelo 
quadrático. 

Fonte: O Autor, 2013. 
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6.3 Método de superfície de Resposta 

 

A equação 8 apresenta o modelo quadrático validado pela ANOVA, porém 

como se tem uma resposta e três fatores, é impossível construir superfícies em 4 

dimensões. Assim, foram construídas as superfícies de respostas sempre envolvendo 

dois fatores e mantendo o terceiro fator fixo no ponto central. 

A Figura 23 (a) mostra a superfície de resposta para os fatores concentração 

da solução de sulfato de ferro (CR2) em função do comprimento da bobina R1. É 

possível observar que existe um valor máximo dentro do domínio experimental 

utilizado. O ponto ótimo para análise de estreptomicina foi em 3,8 % (m/v) para a 

concentração da solução de sulfato de ferro (CR2) e 750 cm para o comprimento da 

bobina R1. 

De acordo com a Figura 23(b), obtida a partir da matriz de Doehlert, observa-se  

a presença de um valor ótimo para a concentração de sulfato de ferro (CR2) de 3,8% 

(m/v), ao passo que elevados sinais analíticos podem ser obtidos com comprimentos 

da alça de amostragem (AA) acima de 460 cm e  concentrações de solução de sulfato 

de ferro (CR2) acima de 4,2 %. Assim, empregou-se a concentração de sulfato de 

ferro de 3,8 % (m/v), pois foi observado que para concentrações elevadas deste 

reagente ocorria a formação de um precipitado possivelmente sendo hidróxido de 

ferro (II), interferindo no sinal analítico e algumas vezes ocasionando o 

estrangulamento do percurso analítico devido à impregnação deste material na 

parede  interna da tubulação. 

A Figura 23 (c) mostra a superfície de resposta construída entre os fatores 

bobina R1 e a alça de amostragem (AA), como pode ser observado, existe um valor 

máximo dentro do domínio experimental utilizado e um aumento do sinal analítico 

com o aumento da alça de amostragem até 362 cm com o aumento da bobina R1 até 

750 cm. 
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(a)                                                                          (b) 

 

(c) 

Figura 23 - Superfícies de resposta. (a) relação da concentração de Fe+2 (3,8 % (m/v) 
comprimento da bobina reacional térmica R1 de 750 cm, (b) relação da concentração de Fe+2 
(3,8 % (m/v)) e alça de amostragem: 362 cm, (c) relação do comprimento da alça de 
amostragem 362 cm com o comprimento da bobina R1: 750 cm. Fonte: O Autor, 2013. 
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A Tabela 11 mostra os valores otimizados com o Planejamento Matriz de 

Doehlert utilizando as variáveis sulfato de ferro amoniacal, alça de amostragem e 

bobina reacional térmica. 

 

Tabela 11 - Valores otimizados com o Planejamento Matriz de Doehlert. 

Variáveis Valor Otimizado 

Sulfato de ferro amoniacal (Fe2+) 3,8 % (m/v) 

Alça de amostragem (AA) 362 cm 

Bobina reacional térmica R1 750 cm 

Fonte: O Autor. 

 

6.4 Figuras de Mérito 

 

A curva analítica (FIGURA 24) para a estreptomicina com o método proposto 

apresentou  a equação: Abs = 0,011 + 4,721x10-4 [estreptomicina, mg L-1] com 

coeficiente de correlação r = 0,9874. O limite de detecção e limite de quantificação 

(LONG; WINEFORDNER, 1983) foram de 18 mg L-1 e 60 mg L-1, respectivamente. A 

faixa linear de resposta foi de 60 até 1500 mg L-1. A frequência de 30 leituras por hora 

mostrou a rapidez do método proposto. Todas as leituras dos padrões e das amostras 

foram realizadas em triplicata e o Coeficiente de Variação foi sempre inferior a 6,5%, 

o que indica uma boa precisão do método. 
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               Figura 24 - Curva analítica para determinação de estreptomicina com o 
sistema FIA proposto. 

               Fonte: O Autor, 2013. 
 

 
6.5 Efeitos dos interferentes no sistema on-line de detecção 

 

 No método proposto, a presença de alguns concomitantes poderia 

causar perda ou aumento do sinal analítico devido à formação de complexos com o 

sulfato de ferro, bem como pela formação de compostos insolúveis. 

O estudo de interferentes foi conduzido com solução contendo 2 g L-1 de 

estreptomicina nas condições previamente otimizadas. Os interferentes foram 

avaliados nas seguintes proporções 1/1, 1/5, 1/10 e 1/100 (m/m) (analito/interferente). 

Foi adotado como interferência variação no sinal maior que 10% em comparação com 

uma solução do mesmo na ausência dos concomitantes. A Figura 26 mostra o 

percentual de recuperação do sinal analítico para cada interferente. Nota-se que não 

houve interferência de nenhum concomitante na determinação de estreptomicina. É 

importante salientar que estes concomitantes foram escolhidos por serem 

encontrados com maior frequência nos medicamentos veterinários que contem 

estreptomicina. Para a benzilpenicilina potássica, na proporção de 1/100 ocorreu à 

formação de um precipitado não podendo prosseguir com os estudos. 
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Figura 25 - Estudo dos interferentes na determinação de estreptomicina 
(2 g L-1), usando solução dos interferentes em diversas 
concentrações. 

Fonte: O Autor, 2013. 
 

6.6 Aplicação e teste de exatidão 

 

Para verificar a exatidão, o método proposto foi aplicado na determinação de 

estreptomicina em quatro formulações farmacêuticas de uso veterinário. As amostras 

foram separadas, pesadas e solubilizadas em meio aquoso, após foram analisadas 

utilizando o método recomendado na Farmacopeia Americana (USP2007) por HPLC e 

pelo sistema de análise em fluxo desenvolvido e otimizado.  Os resultados obtidos 

estão apresentados na Tabela 12. 

Os resultados obtidos confirmam a boa precisão com coeficiente de variação 

sempre menor que 6,5 %. Aplicando o teste t pareado (p=0,05), com um nível de 

confiança de 95%, constata-se que o método proposto não apresenta diferença 

estatística significativa em relação ao método de referência, confirmando assim a 

exatidão para as amostras analisadas (Harris, 2005). 
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Tabela 12 - Determinação da concentração de estreptomicina em amostras de 
medicamentos veterinários empregando o sistema por análise em fluxo 
proposto e o método padrão oficial da Farmacopeia Americana. 

 Amostras Método Proposto 
(g g-1) 

CLAE 
(g g-1) 

A 0,30 ± 3,81* 0,29 ± 2,00* 

B 0,40 ± 5,67 0,39 ± 3,28 

C 0,37± 6,15 0,37 ± 1,56 

 

Antibióticos 

D 0,37 ± 2,29 0,37 ± 1,39 

* Valores são mostrados com um intervalo de confiança de 95 % (n=3). CV:% 
Fonte: O Autor, 2013. 
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7 CONCLUSÕES 

 

Os métodos analíticos cromatográficos comumente empregados para 

determinação de estreptomicina são caracterizados pelo uso de solventes orgânicos 

(USP, 2007) e, principalmente por um tempo mais longo de análise. 

Os estudos realizados neste trabalho evidenciaram a viabilidade do uso de 

sistemas de análise por injeção em fluxo para determinação de estreptomicina em 

formulações farmacêuticas. Como pôde ser visto, o método proposto apresenta várias 

vantagens, incluindo simplicidade, facilidade de manuseio e adaptação, baixo 

consumo de amostras/reagentes com 76 mg de hidróxido de sódio, 164 mg de sulfato 

de ferro e 1,82 mg de estreptomicina por determinação, além de apresentar elevada 

frequência analítica, o tempo gasto para uma determinação foi de 120 segundos (50 

segundos para o enchimento da alça de amostragem e 70 segundos para o tempo do 

sistema), assim, em uma hora são efetuadas aproximadamente 30 determinações de 

estreptomicina. Uma vez que os resultados mostraram a ausência de interferência 

para os concomitantes frequentemente encontrados em amostras deste tipo de 

medicamento na linha veterinária. 

O método foi comparado com CLAE e os resultados estão em concordância, 

conforme os resultados apresentados na Tabela 12.  

O controle de qualidade é fundamental para garantir a qualidade dos 

medicamentos consumidos. Durante as análises vários parâmetros são avaliados 

como presença e concentração do princípio ativo, assim, os métodos de análise em 

fluxo são uma alternativa útil para o controle de qualidade de medicamentos e atende 

prontamente a rotina  na indústria farmacêutica. 

A cada dia tem-se o maior aprimoramento dos objetivos propostos pela química 

limpa e os sistemas de análise em fluxo têm contribuído no desenvolvimento de 

procedimentos mais limpos, uma vez que a geração de resíduos é menor quando 

comparado com os métodos convencionais. 

Foi observado que alguns métodos existentes, quantificam resíduos de 

estreptomicina em amostras de alimentos como leite, mel, queijos e maças e os 

limites de detecção e quantificação foram baixos, (HOLZGRABE et al., 2011; 

HALVATZIS et al., 1994). No método proposto, embora essas características 

analíticas não tenham sido obtidas, para o método não constitui uma limitação, pois 
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os teores do princípio ativo nas formulações farmacêuticas são suficientes para o 

preparo de amostras com concentrações adequadas à leitura. 
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