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RESUMO

A presente dissertagdo descreve um sistema de analise em fluxo para determinacéo
de estreptomicina em amostras de medicamentos veterinarios. O método baseia-se
na hidrélise alcalina da estreptomicina, seguida da reacdo da guanidina produzida
com ions ferro Il formando um composto colorido que € detectado
espectrofotométricamente no comprimento de onda em 520 nm. Para avaliacdo dos
efeitos tanto dos fatores quimicos quanto os de fluxo, foi realizada uma triagem
utilizando planejamento fatorial fracionario de dois niveis. Para obtengéo dos valores
6timos, foi efetuado um Planejamento Matriz de Doehlert. A faixa de resposta Iinear
foi de 60 mg L™ ate 1500 mg , a curva analitica apresentou a equacao: Abs.
0,011 + 4,721x10* ( L mg™) estreptomlcma com coeficiente de correlagao de
0,9874. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram de 18 mg L' e 63 mg L™
respectivamente, a frequéncia analitica foi de 30 determinacdes por hora. Quanto a
seletividade do método, testou-se a influéncia dos principais concomitantes de
medicamentos veterinarios e estes nao apresentaram interferéncia significativa. As
amostras de medicamentos veterinarios foram apenas diluidas e inseridas no
sistema FIA para a determinagao. A exatidao foi verificada aplicando-se método de
comparacdo: quatro amostras de medicamentos da linha veterinaria foram
analisadas e os resultados da concentragcdo de estreptomicina foram condizentes
(teste-t pareado, p= 0,05) com os obtidos com o método oficial por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Palavras-chave: Sulfato de estreptomicina, Sistema de analise em fluxo, Otimizacao
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 (ll) 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™ to
1500 mg L™, the analytical curve equation: Abs = 0.011 + 4.721x10* (L mg™)
streptomycin, with a correlation coefficient of 0.9874. The limits of detection and
quantification were 18 mg L™ and 63 mg L™ 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 INTRODUCAO

Através da histéria, a humanidade tem utilizado drogas para tratar doencas,
tanto com finalidades sociais ou religiosas. Sir William Osler (1849-1919), um
eminente educador médico do final do século XIX, declarou que “uma compulséo para
ingerir medicamentos talvez seja o grande aspecto que distingue as pessoas dos
outros animais” (GIRIO et al., 2005).

Sem duvida, a descoberta das drogas se deu mediante ao processo de
tentativa e erro, a medida que as pessoas experimentavam diversas substancias de
origem vegetal, animal e mineral existentes em seu ambiente como fontes potenciais
de medicamento (STOLKER; BRINKMAN, 2005).

Na atividade pecuéria, os medicamentos veterinarios tém sido amplamente
utilizados e administrados como aditivos em agua ou nos alimentos dos animais
destinados ao consumo humano, com o intuito de prevenir o aparecimento de
doencas. Além disso, agentes promotores do crescimento, como os horménios, e
determinados medicamentos veterinarios sao aplicados para estimular o crescimento
dos animais, o que pode ser considerada uma pratica excessiva no uso desses
medicamentos (STOLKER; BRINKMAN, 2010).

A presenca de medicamentos veterinarios 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 lipélise gerando uma
decomposicado quimica de triacilglicerdis e consequente diminuicdo de gordura com
efetiva perda no sabor do alimento. A retencdo de dgua também é verificada com o
uso dessas substancias, onde o resultado é uma carne dura e pouco suculenta
(TOLDRA; REIG, 2006).

Devido ao crescimento da populacdo humana é notavel também o
crescimento na producédo de alimentos como carnes bovinas, suinas e etc. Assim, o
controle de qualidade de medicamentos e alimentos exige o desenvolvimento de
técnicas analiticas rapidas, precisas e exatas. Nesse contexto os sistemas de Analise
por Injecdo em Fluxo (FIA) tem se destacado como uma das alternativas promissoras
para suprir a demanda de amostras como as de medicamentos, alimentos e analises
clinicas. A vantagem desta técnica resultou em um numero significativo de
publicacdes, onde podem ser citados alguns métodos usando analise em fluxo para
determinacao de Li (litio), Al (aluminio) e Fe (ferro) em amostras de refrigerantes e
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bebidas alcodlicas com LQ 1,4 ng L', 1,59 ng L™ e 425 ng L respectivamente,
usando detector ICP-MS (BIANCHI et al., 2003), andlise de Cu (cobre), Al (aluminio),
Fe (ferro) e Mn (manganés) em figado bovino, com LQ de 3,10 ng L', 4,80 ng L™,
2,70 ng L, 3,30 ng L respectivamente, usando como detector absorcdo atdémica
(NAGAOSA; SAKATA, 1998), andlise de dipirona em formulagbes farmacéuticas com
LQ 1,0 mg L, usando como detector espectrofotometro (DIAS et al., 2006), analise
de fluoxetina utilizando nitroprussiato de sédio, com LQ 0,15 mg L' monitorado em
espectrofotometro (SHAH et al., 2008), determinacdo de N - acetilcisteina em
amostras comerciais de medicamentos, através da reagédo de oxidagdo com Fe (lll),
produzindo Fe (I1) e monitorado em espectrofotdmetro com LQ de 5,0x10° mol L
(Suarez, 2009).

Os sistemas por analise em fluxo vém se consolidando como uma técnica
analitica prontamente para atender a rotina no controle de qualidade principalmente
de farmacos. Isto pode ser confirmado pelo grande numero de artigos publicados nas
ultimas décadas e até mesmo a Farmacopeia Americana (USP, 2005), preconiza o
emprego de um sistema de analise em fluxo com deteccao espectrofotométrica para
determinacao indireta de iodeto empregando a reacdo com acido arsenoso e Ce (IV).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

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
varios micro-organismos aerdbicos gram-positivos (SILVA, 1994).

Figura 1 - Actinobacteria conhecida como actinomicetos, ocorre
amplamente no solo, onde desempenham relevante
papel biologico, representante do subgrupo dos
estreptomicetos sdo muito comuns na terra

(Streptomyces griseus - MTCC 9723, isolado do solo).
Fonte: GIRIO, 2005.

No seguimento veterinario, a estreptomicina foi um dos primeiros antibi6ticos
utilizados contra a leptospirose em bovinos e é considerada, uma das melhores
opcbes de tratamento (GIRIO et al., 2005). O tratamento € muito eficiente, pois
diminui a fonte de infeccdo, com a eliminacdo do portador renal (GERRITSEN et al.,
1994).

Os aminoglicosideos sao importantes antibiéticos usados no tratamento de
muitas infecgbes bacterianas graves. A maioria dos aminoglicosideos € produzida por

micro-organismos, enquanto outra parte € semissintética. Entre os produzidos por
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micro-organismo, a estreptomicina apresenta um bom espectro de atividade
antibacteriana, mas € muito téxica, e ha muitas bactérias resistentes a ela (SILVA,
1994).

Os aminoglicosideos sao agentes antimicrobianos usados frequentemente no
tratamento de doencas em seres humanos e animais, causados por bactérias
aerébicas gram-positivas e gram-negativas, ndo sendo ativos contra bactérias
anaerdbicas devido ao bloqueio de sua acdo sobre essas condicdes (GETEK;
VESTAL; ALEXANDER, 1991).

A partir da estreptomicina, o primeiro antibiético aminoglicosideo isolado,
varios 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. E muito utilizada na forma de creme
dermatoldgico, é indicada para o tratamento e profilaxia das infecgcdes da pele de
qualquer natureza, inclusive traumatica ou ferida cirurgica. A paramomicina (1956) ja
apresentava poténcia muito reduzida para ser usada por via sistémica. A canamicina
(1957) apresentou bom desempenho e embora nao fosse atéxico, era bem tolerado
por via parenteral. Foi usada contra bactérias gram-negativa. A gentamicina (1963),
um dos mais importantes aminoglicosideos, tem tolerabilidade razoavel e é ativa
contra muitas espécies bacterianas, inclusive a Pseudomonas aeruginosa. A
tobramicina (1968), a sisomicina e a ribostamicina (1970) com aplicagao terapéutica,
a lividomicina (1971), a verdomicina (1972) e assim por diante descobriram-se outros
aminoglicosideos também de origem natural (ISOHERRANEN; SOBACK, 1999).

A atividade antimicrobiana mostrada na Figura 2 dos aminoglicosideos é
baseada na habilidade dos mesmos em inibir a sintese de proteina dos micro-
organismos, resultando em wuma rapida concentracdo dependente da agao
bactericida, vale ressaltar que os outros agentes antimicrobianos que afetem a
sintese de proteina sdo apenas bacteriostaticos (MARZO; DALBO, 1998).
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Figura 2 - Agédo bactericida da estreptomicina contra Klesbsiella
pneumoniae demonstrada pelo sombreamento. Acima em A,
divisdo celular normal (14200 x). Em B desintegracao celular
(16400 x) ap6s 18 horas de exposicdo a estreptomicina
(0,05 mg/L). Em C, maior desintegracao (14800 x).

Fonte: GIRIO, 2005.

Na medicina veterinaria os aminoglicosideos sdo amplamente utilizados no
tratamento de infeccbes por bactérias, como por exemplo, enterites e mastites, sendo
também (MARZO; DALBO, 1998) adicionados a comida para a prevencgao de doengas
e para promover o crescimento dos animais. Os mais comumente utilizados séo a
gentamicina, neomicina, dihidroestreptomicina e estreptomicina. Ha uma grande
preocupacdo com os residuos desses antibidticos em alimentos devido a sua
toxicidade, uma vez que todos os membros desse grupo sdo nefro e ototdxicos
(GETEK; VESTAL; ALEXANDER, 1991; ISOHERRANEM; SOBACK, 1999; STEAD,
2000).

Os antibiéticos aminoglicosideos sao caracterizados pela presenca de um anel
aminociclitol (um hidroxiciclohexano amino substituido) ligado a dois ou a mais
aminoacucares por ligagdes glicosidicas (FIGURA 3) (GIRIO, 2005).

A resisténcia aos aminoglicosideos pelos micro-organismos pode ocorrer por
trés mecanismos: producdo de enzimas que causam a inativagdo do antibiotico;
alteracdo na permeabilidade da membrana microbiana a droga; alteragéo na proteina
receptora do ribossomo bacteriano (SETNY; TRYLSKA, 2009).

O principal mecanismo de resisténcia encontrado clinicamente é a produgéo de
enzimas que inativam o aminoglicosideo. Essas enzimas microbianas atuam atraves

de fosforilagdo, adenilacdo ou acetilacdo de grupos hidroxila ou amino especificos,
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anulando o efeito do farmaco. Os genes dessas enzimas sao adquiridos através de
mecanismos bacterianos (como conjugacao e transformacgao). Hoje em dia, ha grande
preocupacao com cepas de Enterococos resistentes a aminoglicosideos através
desse mecanismo (GIRIO, 2005).

Outro mecanismo comum de resisténcia € a incapacidade do farmaco de
penetrar na membrana citoplasmatica. Isso ocorre devido a uma mutacao ou delecéao
da proteina porina ou qualquer outra proteina envolvida no sistema de transporte de
membrana. Além disso, tal processo pode ser relacionado a condicoes de
crescimento bacteriano, jA que o transporte de aminoglicosideos através da
membrana € um processo ativo, dependente do oxigénio. Assim, bactérias anaerdbias
estritas e facultativas que crescem em condicdes anaerdbias sao resistentes (GETEK;
VESTAL; ALEXANDER, 1999).

A estreptomicina se torna muito importante, principalmente quando utilizada
associada a outros antibiéticos (GOODMAN, 1996). Esta associacdo é feita
principalmente com benzilpenicilina potassica e benzilpenicilina procaina, onde se
obtém uma rapida absorcdo, e ao mesmo tempo uma absorcdo lenta devida
associagao com benzilpenicilina benzatina (GOODMAN, 1996).

O uso tépico dos aminoglicosideos também pode causar intoxicagdo quando
aplicados a grandes feridas, queimaduras ou Ulceras cutaneas por longos periodos.
Mesmo sendo o primeiro antibiético 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 perturbacées no sentido do equilibrio e em menor
escala, sobre o aparelho auditivo (GIRIO, 2005).

A Figura 3 ilustra as estruturas quimicas da estreptomicina e da
dihidroestreptomicina.
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Figura 3 - Estrutura quimica dos antibiéticos aminoglicosideos.
Fonte: GIRIO, 2005.

2.2 Métodos para identificacao, caracterizacao e quantificacao de
estreptomicina

Na literatura, quando se trata de determinacdo de estreptomicina, o método
analitico 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 coloracédo vermelho purpura em 550 nm. Dentre os métodos indicados, os
mais utilizados para a determinacdo de estreptomicina sdo por cromatografia de
camada fina, cromatografia liquida de alta eficiéncia e pode ser feito principalmente
por espectrofotometria molecular (JAGER, 2001).

Por cromatografia gasosa, tém sido poucos os métodos desenvolvidos para a
analise de aminoglicosideos, isto se atribui pelo fato desses compostos ndo serem
volateis o suficiente ou serem termicamente instaveis, sendo necessarios estagios de
derivagcao para apos serem analisados (KENNEDY et al., 1998).

A Farmacopeia Brasileira 52 Edicao (2010), cita como método recomendado a
espectrofotometria, onde ocorre a formacao de maltol pela hidrélise da estreptose em
meio alcalino a quente e apds, reacao com sulfato de ferro (lI) em meio &cido.

Para formulacdes farmacéuticas contendo estreptomicina e
dihidroestreptomicina, esta técnica por espectrofotometria ndo é seletiva, neste caso
pode ser utilizado com o reagente fendlico de Folin e Ciocalteau (1947), tornando a

reacdo mais sensivel. Como a dihidroestreptomicina nao pode formar maltol, esta
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reacdo € especifica para a estreptomicina, podendo, quantificar este antibidtico
mesmo em presenga da dihidroestreptomicina. As Farmacopeias Francesa e
Portuguesa indicam este processo para a dosagem da estreptomicina em
formulacdes farmacéuticas que a contenham em conjunto com dihidroestreptomicina.
Outra opcao, seria separagao dos dois farmacos usando a também cromatografia de
par ibnico em fase reversa, onde o acido hexanossulfénico pode ser usado como um
reagente para formacdo do par ibnico, usando solucdo aquosa de acetonitrila
(STEAD, 2000).

E possivel também quantificacdo da estreptomicina utilizando a reacdo da
glucosamida com acetilacetonato a quente (KOROLKOVAS, 1988).

Resultados também sdo obtidos na identificacdo e separacdo de
estreptomicina quando feita por cromatografia de troca i6nica, cromatografia de fase
reversa, cromatografia de fase normal e eletroforese capilar. A aplicagdo destes
métodos pode ser feita em amostras de formulagdes farmacéuticas, matérias primas,
ou mesmo ainda para andlise de residuos em alimentos (BHUSHAN; ARORA, 2001).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em funcdo da sua
sensibilidade e seletividade, € a técnica analitica mais empregada na analise de
aminoglicosideos (STEAD, 2000).

Utilizando técnicas de derivacdo desses compostos, também viabiliza o
desenvolvimento de métodos com a utilizagdo de detectores como espectrofotometria
na regido do ultravioleta e/ou espectroscopia de fluorescéncia, sendo que os
aminoglicosideos nao possuem grupos cromoéforos (CARSON; HELLER, 1998).

Os aminoglicosideos podem ser determinados também, através da formacao
de complexos entre os grupos aminicos e cobre (Il), Yang e Tomellini (2001),
propuseram um método por HPLC com deteccao indireta por fluorescéncia, baseado
na destruicdo pelo antibiético, do complexo de cobre (ll) com L-triptofano (L-Trp), o
(Cu-Trp¥), é fluorescente, ocorrendo a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia
com o0 aumento da concentracdo do aminoglicosideo no meio.

Jaguer (2001) quantificou em formulacées farmacéuticas injetaveis, a
concentracdo de estreptomicina por cromatografia gasosa, utilizando-se da hidrélise
do antibidtico e fazendo a extragdo do maltol em cloroférmio, ap6és usando a
derivatizacao, formando o silil-éter do maltol e quantificando, utilizando naftaleno
como padrao.
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Wallingford e Ewing observaram que a mobilidade eletroforética da
estreptomicina é influenciada por borato. Isto se deu através da complexacdo do
borato com as hidroxilas da estreptomicina, tornando viavel a determinagdo de
estreptomicina por eletroforese capilar, a partir da complexagdo com borato e
deteccao direta com UV (KUHN et al.,1991).

Também existem artigos publicados propondo métodos de analises para
determinacdo 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
regido do infravermelho, UV-visivel e ressonancia magnética (SILVA, 1994).

Alguns métodos analiticos recentes relatam sensibilidade melhor para
determinacao de estreptomicina por LC-MS/MS, onde o limite de quantificagao (LQ)
para estreptomicina foi de 2 ug Kg' em mel e 10 ug Kg' em leite (BRUIJNSVOORT
et al.,, 2008), também pode ser caracterizada por espectrofotometria na regiao do
infravermelho, onde as principais bandas observadas foram (FIGURA 4): 3600-2500
cm™ demonstrando a presenca de grupos OH, CH e NH; 1674 cm™ associada &
presenca de C=0 (aldeidico); em 1590 cm™ banda atribuida a NHy; 1107 cm™ banda
referente a C—O—C (PESTANA; BALABAN, 2011).
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Figura 4 - Espectro no infravermelho do sulfato de estreptomicina.
Fonte: PESTANA; BALABAN, 2011.
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2.2.1 Métodos microbioldgicos para determinacao de estreptomicina

A Farmacopeia Americana (USP, 2007) também cita em uma das suas
monografias para preparacées farmacéuticas contendo sulfato de estreptomicina,
como método recomendado, os ensaios microbiolégicos (USP, 2007). Estes métodos
podem ser realizados por duas formas diferentes, um por difusdo em placa de agar e
outro por ensaio turbidimétrico (USP, 2007). No primeiro método sao colocados
discos de papel impregnados com solucdes diluidas do antibiético em estudo, numa
placa de Petri com meio de cultura sélido, previamente semeado com uma
determinada bactéria, avaliando se o didmetro da zona de inibicao do crescimento da
mesma (halo de inibicdo), em torno do disco de papel. Este ensaio requer de 12 a 48
horas de incubagdo, ap6s a qual a inibicdo da bactéria € medida (USP, 2007). No
ensaio turbidimétrico é utilizado um meio de cultura liquido inoculado com uma
determinada bactéria, onde vai ser colocada a solucdo diluida do antibiético em
estudo. Apds um periodo de incubacao de 48 horas, mede-se a turbidez da “mistura”
presente no tubo para avaliar o crescimento da bactéria. Estes ensaios apresentam
varias limitagdes, como baixa sensibilidade, falta de precisdo e de especificidade,
além de que sao metodologias demoradas e com elevada variabilidade (MEGOULAS,
KOUPPARIS, 2005; STEAD, 2000).

2.3 Sistema em fluxo

2.3.1 Analise por inje¢ao em fluxo

O método de analise em fluxo foi proposto através de uma necessidade, por
volta de 1943 Leonard T. Skeegs Jr. trabalhava como responsavel técnico em um
laboratério de analises clinicas e em fungdo da demanda crescente de amostras, ele
desenvolveu o primeiro equipamento para analise em fluxo segmentado para
determinacdo de ureia em amostras de urina (FIGURA 5). Estes sistemas eram
caracterizados pela aspiragcdo sequencial de amostras em direcdo a um percurso
analitico, onde era introduzido um fluxo de ar entre as amostras, através de
confluéncia (SKEEGS, 1957). A zona de amostra sofria pouca dispersao, pois era

controlada pelas bolhas de ar, pela vazao do fluxo transportador e pela configuragéo
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do percurso analitico. Os reagentes entravam no sistema por confluéncia 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 0 método automatico para a analise colorimétrica e associado aos
sistemas fabricados pela Technicon® foi comercializado o primeiro modelo de
equipamento para analise em fluxo. Este trabalho empregava uma nova técnica para
a determinagdo 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 analise por injecao (FIA, do inglés Flow Injection Analysis), onde a amostra
inserida no percurso analitico ndo 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
rapido de FIA em muitos paises, com consequente expansdo dos conceitos
envolvidos, o que culminou com o0 aparecimento dos primeiros analisadores FIA
comercialmente disponiveis na Suécia e Estados Unidos (REIS; GINE; KRONKA,
1996).

A analise quimica por injecao em fluxo pode ser definida como um processo de
automatizacéo de procedimentos analiticos, no qual a amostra em solu¢do aquosa €
introduzida em uma solucdo carregadora que a transporta em direcao ao detector
(REIS; GINE; KRONKA, 1996). Durante o transporte, a amostra pode receber
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reagentes, sofrer reacbes quimicas e passar por etapas de separacdo, pré-
concentragao e etc.

Segundo Burguera et al., (1998) os sistemas FIA visando a determinacao
quantitativa de espécies quimicas tem sido proposto como alternativa aos
procedimentos convencionais, quando se pretende:

a) analisar um grande numero de amostras por unidade de tempo (aumentar a
frequéncia analitica);

b) minimizar o consumo de amostras e reagentes;

c) eliminar algumas possibilidades de contaminacao;

d) melhorar a precisdo dos resultados analiticos;
)

e) diminuir o custo operacional;
Em geral, os sistemas FIA podem ser divididos em quatro partes: propulsdo
dos fluidos, introducdo da amostra, bobina reacional (reatores e acessoérios) e

deteccédo, conforme o esquema da Figura 6.

Alca de amostragem

) IIl:]'EtOI Bobina reacional
e o o ‘ ] Descarte
Fluxo =* v ’ \W] ’ L[J >
carregador | I ‘
I Detector
Sistema de propulsdo
|
Descarte
Amostra

Figura 6 - Sistema de anélise em fluxo mostrando as quatro partes do sistema:
propulsdo dos fluidos, Introdugdo da amostra, bobina reacional e
deteccéo.

Fonte: O autor, 2013.

A propulsdo pode ser a vazdo ou pressao constante. Quando o sistema de
andlise trabalha a vazdo constante, o meio mais empregado para movimentar a
solucdo carregadora e as solucdes dos reagentes, € a bomba peristaltica (FIGURA
7a).
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Figura 7- Dispositivos comerciais mais utilizados para propulsdo dos
fluidos: (a) bomba de pistao; (b) bomba peristaltica, (c) bomba
de seringas.

Fonte: FlAlab - 2500, 2008.

As bombas de pistdo, que sao utilizadas em cromatografia, também séao
utilizadas em FIA como sistema de propulsdo (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
pulsacao.

Outros dispositivos utilizados na propulsdao dos fluidos e sistema FIA sao
baseados em gravidade em sistema a pressdao constante (ROCHA; REIS, 2000),
pressao gasosa (LYDDY-MEANEY et al., 2002) bombas de membranas (WEEKS;
JOHNSON, 1996), bombas de aquario (GRUDPAN et al., 1993) microbombas
dinamicas (LASER; SANTIAGO, 2004; WOIAS, 2001).

O injetor € o dispositivo do sistema FIA que introduz a amostra no percurso
analitico que consiste no espaco onde a solucdo carregadora transporta a amostra
para o detector (KRUG et al., 1983; RUZICKA; HANZEN, 1998; RUZICKA, 2000).
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Os injetores mais comuns sdo os de valvulas rotatérias, que foram
desenvolvidos por Ruzika e Hansen (RUZICKA; HANSEN, 2000), o injetor
proporcional, desenvolvido pelos pesquisadores do CENA-USP, e as valvulas
solendides de trés vias, muito usadas em sistemas com multicomutacao (REIS et al.,
1996).

A Figura 8(a) representa o desenho esqueméatico do injetor comutador
proporcional, enquanto a Figura 8(b) apresenta um injetor comutador automatizado
feito em Teflon® . Ja o injetor proporcional mostrado na Figura 8(c) é muito versatil e
de facil construcédo, constituido de trés pecas de acrilico, sendo duas fixas e uma
mével. A peca central pode ser deslocada em relacdo as laterais, um passo para
frente ou para tras. Por meio desse movimento, o injetor coleta a amostra e a insere
no percurso analitico.

INJETOR
Bl AUTOMATICO

alca de amostrag

MOTOR

= ira de barracha

INJETOR

(b)

barras fixas

(a)

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

Fonte: LIMA, 2009.

Ao longo do percurso analitico ocorrem as reag¢des quimicas necessarias a
deteccao da espécie de interesse. Assim, seu dimensionamento esta relacionado com
o tempo de permanéncia da amostra, e, portanto, com as vazées do carregador e dos
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reagentes. O tempo de permanéncia médio no percurso analitico é o intervalo de
tempo transcorrido entre a injecdo da amostra e o instante de obtencdo do sinal
maximo. O aumento desse percurso pode diminuir o sinal, o que ocorre devido ao
processo de dispersdao (LAPA et al., 2002). A dispersdo consiste no efeito causado
pelas interac6es que ocorrem na parte frontal e final da zona de amostra com o fluxo
que a transporta.

O efeito da dispersao sobre a magnitude do sinal analitico pode ser dividido em
dois grupos. O primeiro esta relacionado aos parametros intrinsecos do médulo de
analise, como viscosidade dos fluidos, rugosidade das paredes internas da tubulacéo,
coeficientes de difusdo das espécies envolvidas, entre outros. O segundo grupo esta
relacionado ao dimensionamento do sistema, que podem ser livremente modificados,
como volume da amostra injetado, dimensdes do percurso analitico (presenca de
cameras de separacao, por exemplo), dimensdes do detector, etc. (IMANDI et al.,
2007).

O tempo de permanéncia da amostra aumenta com o percurso analitico, o que
resulta em diminuicao na frequéncia analitica (nGmero de determinacao por hora). O
tempo de permanéncia da amostra pode ser aumentado, diminuindo-se a vazao do
carregador, quando for necesséario tempo mais longo para o desenvolvimento da
reacao (RUZICKA; HANSEN, 2000).

Quanto aos detectores usados nos sistemas em fluxo, tém sido empregados
praticamente, todos aqueles usuais e ndao usuais em quimica analitica (LUNDBACK,
1983). No trabalho desenvolvido por Tomsu et al., (2004), onde o sulfametoxazol e o
trimetropin foram quantificados simultaneamente usando detector
espectrofotométrico, Kronka et al., (1996) utilizaram também espectrofotdbmetro como
detector para andlises de ortofosfato em aguas naturais. Ja Boni et al., (2011)
utilizaram um detector amperométrico para analise de dipirona, enquanto Nascimento
et al. (2008), analisaram Al (aluminio) e Fe (ferro) em fluidos de hemodialise, usando
o reagente de violeta de solocromo com LD de 1,40 pg L' e 1,80 pg L™
respectivamente, usando detector de absorcdo atbémica eletrotérmica (ET-AAS).
Minami et al., (2004), analisou Al (aluminio) e Ca (calcio) em compostos de carbono e
silicones, com LD de 0,60 ug g' e 0,15 pg g usando como detector espectrometria
de absorcao atébmica em forno de grafite (GF-AAS). Pinto et al.,(2005) determinaram
indometacina em amostras farmacéuticas, com LD de 1,6 mg L', usando detector
fluorimétrico, Marques et al.,, (2005), para a analise de caverdiol também em
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formulagdo farmacéutica com LD de 8,7 mg L™ usou um detector quimioluminométrico
(CL).

Métodos FIA diferem dos métodos tradicionais com relacdo a nao
obrigatoriedade de obtencao de equilibrio quimico. Nos sistemas FIA, o intervalo de
tempo disponivel para desenvolvimento das reacdes envolvidas € rigorosamente
mantido para todas as amostras e solugcdes padrées. Economiza-se entdo o tempo
que seria gasto para complementacao das reacdes quimicas e abre-se perspectiva de
controle de interferéncias e de utilizacdo de método analitico que conduz a formagéao
e quantificacao de espécie instavel (CALATAYUD, 1995).

Efeitos de contaminac¢do sdo minimizados, ja que ndo ha contato direto entre a
atmosfera do laboratério e os locais onde processam as diversas etapas do método
analitico (RUZICKA; HANSEN, 2000).

Como as condigcdes de dispersdo da amostra, o tempo disponivel para
desenvolvimento das reacdes quimicas e parametros das reacdes tais como pH,
quantidades de reagentes adicionados, temperatura, etc, também sao controlados
(KONDER, 2002; PENDELA et al., 2009).

Sabe-se que métodos automatizados de analise fornecem resultados mais
precisos do que o método manual correspondente, pois exige a intervencdo mais
frequente do operador (CALATAYUD, 1995).

Nos sistemas FIA efetuam a insercdo de amostras liquidas (em geral 10 a 500
uL) usualmente em um fluido carregador ndo segmentado, o qual escoa através de
tubulacao da ordem de 0,8 mm de diametro interno.

Uma zona de amostra muito bem definida e reprodutivel é estabelecida
(FIGURA 9), a qual é transportada até uma unidade de medida (D). No percurso
analitico podem ocorrer os diversos processos requeridos pelo método de andlise,
tais como diluicdo controlada, adicdo de reagentes (ponto x da Figura 9),
tamponamento, didlise, extracdo por solvente, troca ibnica, 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 area ou altura de pico é
proporcional a concentracao da espécie quimica a ser determinada. Posteriormente a
amostra é descartada (W) (KONDER, 2002; PENDELA et al., 2009).
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Figura 9 - Representagdo de um sistema FIA. Apds ser selecionado
um volume de solucdo da amostra (a), o mesmo é
introduzido em uma solugdo transportadora de amostras
(b). Imediatamente, forma-se uma zona de amostra a qual
sofre dispersdao continua enquanto é transportada em
direcdo ao detector D (c). No ponto X ocorre adicdo de um
ou mais reagentes. O sinal medido pode ser registrado (d),
t; = instante de injecdo da amostra.

Fonte: KONDER, 2002.

Como o tempo médio de residéncia das amostras no sistema FIA é, em geral
da ordem de 20 a 50 segundos, os sistemas FIA fornecem sempre uma resposta
rapida, o que é frequentemente imprescindivel em analises de rotina. A Figura 9
indica, ainda, que ap6s um intervalo de tempo bastante curto, usualmente de 10 a 30
segundos, o sinal analitico desaparece, ou seja, efeitos de memoria sédo eliminados.
Entdo, altas frequéncias analiticas, em geral de até 50 determinagdes por hora,
constituem outra das caracteristicas favoraveis dos sistemas FIA. Nestas condicdes, o
fluxo é laminar (FIGURA 10 (a)), sendo que a lamina de liquido proxima a parede da
tubulacdo € quase estatica, ao passo que aquela mais central se desloca com uma
velocidade linear de aproximadamente o dobro da velocidade média do fluido. A
inje¢cdo da amostra origina uma zona de amostra muito bem definida, a qual sofre um
processo continuo de dispersao no fluido carregador a medida que € empurrada pelo
mesmo em direcdo ao detector. Como o fluxo é laminar, na auséncia de difusdo, a
zona de amostra assumiria a distribuicdo indicada na Figura 10(b). Apds a dispersao
no percurso analitico, apresentaria uma rabeira pronunciada Figura 10(c). Isso geraria
um efeito inaceitavel de memdéria devido a interpenetracdo de amostras sucessivas
(VALE, 2004). Felizmente, a difusdo sempre ocorre em sistemas reais, modificando

beneficamente a zona de amostra. Assim, uma espécie quimica situada em A
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(FIGURA 10(b)) tende a difundir-se para regides que estdo fluindo com menor
velocidade, ao passo que, se essa espécie estiver originalmente em B, sua difusao
radial em direcdo a uma regido fluindo rapidamente provoca uma diminuicdo na
rabeira da zona de amostra, diminuindo assim o efeito de contaminacdo entre
amostras (FIGURA 10(c)). E interessante observar que o desconhecimento da
magnitude deste fenbmeno de prevencado de uma dispersdo acentuada induziu a
utilizacdo de fluxos segmentados com bolhas de ar durante muitos anos (ADANS et
al., 2000).

4 N
(a)
- J/

Figura 10 - A dispersdao da amostra, (a) Distribuicdo parabdlica das
velocidades lineares em fluxo laminar, (b) Dispersdo em
auséncia de difusdo, (c) Dispersédo em presenca de
difuséo.

Fonte: ADANS et al., 2000.

A dispersdo em FIA é um processo fisico-quimico dependente de varios
parametros, ndo podendo, portanto, ser quantificada em termos de um Unico valor.
Tem sido frequentemente descrita por equagdes matematicas cada vez mais
elaboradas. Entretanto, sob o ponto de vista pratico um Unico valor indicador que
exprimisse a extensao da dispersao seria de enorme valia. Neste sentido a avaliagao
da diluicdo no centro da zona de amostra tem um valor pratico muito grande. Desta
maneira, Ruzicka e Hansen (1975), propuseram um indice, D, o qual denominou
namero de dispersao:

D=CyC (1)
Onde, Cy é a concentragdo inicial da amostra e C € a concentragcdo no centro

da zona da amostra apds o processo de dispersdao, ou concentracdo na regiao da
zona de amostra correspondente ao maximo do pico registrado (HSIAO, 2001).
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No sistema FIA mais simples, em linha unica (FIGURA 11), o valor D pode ser
determinado como a razdo entre as medidas relativas a amostra injetada (altura de
pico) e a amostra em situacao de volume infinito (altura do patamar registrado), desde
qgue os sinais analiticos sejam linearmente proporcionas as concentracoes (BELAL et
al., 2001).

Ca® JO0000004 o w

sinal =f (conc)

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

Fonte: BELAL et al., 2001.

Considerando-se apenas o valor D, a dispersdo em FIA pode ser classificada
como limitada (entre 1 e 2), média (entre 2 e 10) e grande (maior que10).

O sistema de linha Unica é o sistema mais simples (FIGURA 6), o qual nao
apresenta pontos de confluéncia no percurso analitico. O fluido transportador é
geralmente uma solucdo quimicamente inerte, cuja funcdo principal € transportar a
amostra injetada até a unidade de detecgcdo, promovendo dispersdo controlada da
amostra e, posteriormente, limpando o percurso analitico. Eventualmente, o fluido
transportador pode ser uma solugédo a qual reage com a amostra devido ao fenémeno
de dispersao. Sistemas de linha Unica séo frequentemente empregados em conexao
com espectrometria de absorcdo atébmica, potenciometria e outros métodos que nao
requerem adicdo de reagentes ou naqueles envolvendo alta diluicho da amostra
(REIS; KRONKA, 1996).
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As limitagbes do sistema em linha Unica foram resolvidas, adotando-se a
adicao do reagente por confluéncia. O reagente adicionado por confluéncia logo apds
0 injetor permite que cada fracdo da amostra receba a mesma quantidade de
reagente. Evidentemente, adicdo sequencial de reagentes pode ser conseguida em
sistemas em confluéncia (FIGURA 12).

A partir da confluéncia somam-se as vazdées do carregador e do reagente,
entdo a amostra é distribuida em um espaco maior que o ocupado anteriormente, o
que corresponde a uma diluicdo. Neste caso, a amostra ocupa uma maior fracdo do
percurso analitico, o que € equivalente ao emprego de uma alga de amostragem mais
longa, e isso aumenta a dispersdo. E conveniente que se conheca em que extensao a

intensidade do fluxo confluente afeta a magnitude da medida.

Bomba Peristaltica

w
R
Br Detector
BP
: .0
| |
P 5
# Amostra e .

Registrador

Figura 12 - Representacdo esquematica de um sistema de andlise por injecao
em fluxo por confluéncia, T: fluxo carregador; R: reagente; BP:
bomba peristaltica; I: injetor; L: algca de amostragem; Br: bobina
reacional; A: amostra; C: entrada de reagente em confluéncia;
detector; W: descarte; registrador.

Fonte: O autor, 2013.

Nos ultimos anos tém surgido novas técnicas de analise em fluxo, dentre estas
se destacam: a analise por injecao em fluxo multisseringa (MSFIA, Multi-Syringe Flow
Injection Analysis) proposta em 1999 pelo Grupo de Quimica Analitica, Automagéo e
Meio Ambiente do Departamento de Quimica da Universidade das llhas 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 sao realizadas no sentido de aperfeicoamento de técnicas e
métodos de analises, visando a minimizacao da intervencdo humana na manipulacao
de solugcdes e consequentemente, com a diminuicdo de erros resultantes de
diferentes fontes. Os elevados numeros de amostras laboratoriais em areas como
analises clinicas e ambientais, aliados a necessidade de técnicas rapidas e confiaveis
operando durante longos periodos, levaram a crescente necessidade de automatizar
procedimentos analiticos (RUZICKA; HANZEN, 1975).

A automagéao dos sistemas de analise em fluxo tem se mostrado atraente por
melhorar o desempenho do método. Segundo Pasquini e Faria, quatro pontos nos
sistemas FIA sao passiveis de serem automatizados: (1) injecdo da amostra, (2)
apresentacao de amostra para a analise, (3) controle do detector e (4) a aquisicao dos
dados de interface (BERGAMIN; REIS; ZAGATTO, 1978).

As vantagens marcantes obtidas com automacéao estado na economia, visto que
instrumentos automatizados tendem a diminuir os custos no laboratério, oferecem
maior reprodutibilidade dos resultados, além de possibilitarem uma velocidade de
aquisicao maior quando comparado aos sistemas manuais. A melhoria na precisdo
pode ser conferida a alta reprodutibilidade no tempo das sequéncias de operacao dos
instrumentos automatizados (RUZICKA; HANSEN, 1975).

2.4 Otimizacao univariada e multivariada de processos em quimica analitica

Quando se pretende desenvolver uma metodologia analitica, a escolha do
planejamento experimental depende do estudo a ser realizado, como as limitagcoes e
as condicoes do experimento em estudo.

Uma das primeiras etapas a fazer no planejamento de um experimento, é
determinar quem sao os fatores e quem sdo as respostas de interesse, conforme

mostrado na Figura 13, para o sistema que se deseja estudar.



35

Fatores Respostas

F1 R1

v

v

Fn Ru

v

Figura 13 - Diagrama de blocos interligando os fatores as respostas.
Fonte : Barros Neto; Scarminio; Bruns, 1995.

Para que um planejamento nao seja inviavel, &€ necessario conhecer as
condicoes do sistema, sua complexidade, nimero de fatores envolvidos, limitacoes
impostas. Um planejamento construido através de informacdes adicionais pode
produzir modelos que descrevam melhor os parametros do sistema. A otimizacao
destes parametros experimentais € um fator importante e, possivelmente, uma das
etapas mais criticas do trabalho cientifico. Nesta etapa do processo sdo consumidos
tempo e grande quantidade de reagentes e trabalho, principalmente em se tratando
de uma otimizacao univariada (BARROS; NETO; SCARMINIO, 1996).

A técnica univariada, classificada como um método sequencial, onde, fixam-se
os fatores que estdo sendo estudados em um certo nivel, menos um deles. O fator
nao fixado é variado até que se encontre a melhor resposta, passando entdo este
fator a ser fixado e um novo fator € variado. O processo € repetido até que todos os
fatores tenham sido adequados para fornecer a melhor resposta. A otimizacao
univariada, tem o inconveniente de nao s6 consumir tempo, reagentes, como também
negligencia as interagdes existentes entre os fatores. Os resultados obtidos podem
nao corresponder as condi¢des que resultam a um valor 6timo verdadeiro. Dentro dos
sistemas quimicos. Geralmente os fatores estdo diretamente correlacionados,
interagindo por meio de mecanismos que geram efeitos simultdneos ou contrarios.
Quando tal fato é ignorado, o processo de otimizacao apresenta pouco valor (IMANDI
et al., 2007). Quando um processo € desenvolvido por otimizagcao univariada, um ciclo
de variacoes de experimento ndo € suficiente para definir precisamente o melhor
resultado (6timo). Assim, devem ser realizados tantos ciclos quantos forem
necessarios até avaliar que nao ocorre melhora no resultado da medicao (EIRAS;
CUELBAS; de ANDRADE, 1994).
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Este tipo de procedimento (otimizacao univariada) é provavelmente o método
de otimizacdo mais comum em quimica. A otimizacao aplicada aos métodos analiticos
tem passado por mudancas perceptiveis. A utilizacdo de técnicas multivariadas no
desenvolvimento de procedimentos analiticos, vem se difundindo e demonstrando sua
utiidade em diversos campos da ciéncia, principalmente nos estudos envolvendo
processos biotecnoldgicos, processos quimicos, sinteses organicas, psicologia e
otimizagédo de processos industriais (ZAMORA; MORAIS; NAGATA, 2005).

Nos métodos de otimizacdo multivariada duas ou mais respostas sao
relacionadas com o fator de interesse. Esses métodos possibilitam analises mesmo
estando na presenca de interferentes e determinacdes simultanea, fazendo com que
seja uma alternativa, quando métodos univariados nao podem ser aplicados
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).

As principais vantagens da otimizacdo multivariada em relacdo a univariada
sdo: 0 menor numero de experimentos requeridos, menor tempo de execug¢do, menor
consumo de reagentes e maior confiabilidade nos resultados (SKOOG; WEST;
HOLLER, 1996).

2.4.1 Planejamento Fatoriais de Dois Niveis

Os planejamentos fatoriais de dois niveis sado utilizados em experimentos
iniciais, quando se deseja estudar os efeitos de duas ou mais variaveis de influéncia,
sendo que em cada conjunto de experimentos, onde sdo investigadas todas as
combinacdes possiveis dos niveis de cada variavel (BARROS NETO et al., 1996). Em
um planejamento fatorial, a influéncia de todos os fatores experimentais e de suas
interacdes, podem ser estudadas. Se os fatores sdo explorados em 2 niveis é
possivel codificd-los usando os sinais (+), para o nivel superior e (-), para o nivel
inferior, podendo ser incluido um nivel zero (0) como centro nos quais todos os
fatores estdo em seu valor médio. Com as combinacdes dos k fatores investigados
em dois niveis, tém-se um planejamento composto de 2 experimentos.

Os conjuntos de experimentos sao executados de forma aleatéria para nao
interferir nos resultados através de interpretacdes erradas. Os planejamentos fatoriais

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

Fatores Experimentais

2 Fatores 3 Fatores 4 Fatores
PPN X X Xe o Xe o Xe X Xk Xe
1 - - - - - - - - -
2 + - + - - + - - -
3 - + - + - - + - -
4 + + + + - + + - -
5 - - + - - + -
6 + - + + - + -
7 - + + - + + -
8 + + + + + + -
9 - - - +
10 + - - +
11 - + - +
12 + + - +
13 - - + +
14 + - + +
15 - + + +
16 + + + +

Fonte: NETO, 1995.

Através da aplicacdo do planejamento fatorial, € possivel obter informacdes
dos efeitos individuais e das interacdes de cada fator relacionado ao sistema. Neste
caso, o efeito é definido como a mudanca ocorrida na resposta quando se passa do
nivel inferior (-) para o nivel superior (+), podendo ser classificado em efeitos
principais (causado por um dos fatores) e efeitos de interacdo (causado pela interacédo
entre fatores, podendo ser de segunda, terceira ou de ordem superior) (ZAMORA et
al., 2005).

O numero de experimentos é dado por 2¥ e que o nimero de ensaios
necessarios para a execucao de um planejamento fatorial completo aumenta
rapidamente com k, pode-se dizer que para seis fatores seriam 2° = 64 ensaios.
Assim, quando se deseja apenas fazer uma triagem inicial de muitos fatores, é
vantajoso aplicar um planejamento fatorial incompleto (fracionario).

Werkema & Aguiar (1996) e Barros Neto; Scarminio; Bruns (1995) explicam
que os planejamentos fracionarios sao possiveis e validos, quando um efeito de uma

variavel € dependente do nivel de outra, diz-se que estas variaveis interagem e é



38

possivel calcular o efeito de interacdo entre elas. O niumero de efeitos de interacoes
de ordem elevada aumentar com o numero de fatores, esses efeitos podem ser
destituidos de qualquer importancia experimental por serem, na maioria das vezes,
valores pequenos. Além disso, quando o numero de fatores aumenta, crescem as
chances de que um ou mais fatores nao afetem significativamente a resposta, seja
por meio dos efeitos principais, seja por meio de efeitos de interacbes (BARROS
NETO; SCARMINIO, 1996).

Os planejamentos fatoriais fracionarios ou completos com dois niveis fornecem
equacoes resultantes de primeira ordem (Equacéao 2) que expressam a relagao 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 crepresentam coeficientes dos termos lineares.

Os valores obtidos usando a equacao linear mostram apenas uma tendéncia
dos efeitos dos fatores na resposta. Usando estes modelos, fica impossivel obter as
condicdes experimentais 6timas (BARROS NETO; SCARMINIO, 1996).

Utilizando as fung¢des polinomiais de segunda ordem, € possivel obter maior e
melhor informacdo que os modelos de ordem primaria, pois elas definem a influéncia
dos fatores a serem otimizados sobre a resposta, possibilitando ainda a obtencao de
um ponto 6timo. Para ser possivel a determinacédo do ponto étimo ha a necessidade
de que a funcéo polinominal contenha termos quadraticos de acordo com a equacgao
quadratica (equacao 3) demonstrada abaixo (BARROS NETO; SCARMINIO, 1996).

Y=a+bA +cB+dA’ + eB* + fAB (3)

onde, d e e sdo os coeficientes dos termos quadraticos e f é o coeficiente do

termo de interacdo, onde os termos sao semelhantes aos da equacéo 02.
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Com o intuito de se obter a condicdo 6tima experimental e de posse dos
resultados obtidos na etapa de triagem, realizam-se planejamentos mais completos
que fornecem equagdes quadraticas. Os dois principais planejamentos utilizados sao:
(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 aplicacdo destes planejamentos inclui um
grupo de técnicas matematicas/estatisticas, que permite selecionar a combinacao de
niveis 6timos na obtencdo da melhor resposta para uma dada situacdo através de
modelos matematicos de segunda ordem (BARROS NETO; SCARMINIO, 1996).

2.4.2 Planejamento de Doehlert

A otimizacgéao utilizando a Matriz de Doehlert € uma opc¢éao bastante interessante
para planejamentos de segunda ordem, pois € necessario um menor numero de
experimentos quando comparado ao planejamento CCD para atingir a regidao 6tima.
Além de ser uniforme, seus pontos experimentais sdo igualmente espacados em
circulos, esferas ou hiperesferas concéntricas (DOEHLERT, 1970). Neste
planejamento 0 numero de niveis ndo € o mesmo para todas as variaveis. Por
exemplo, em um planejamento Doehlert com duas variaveis, uma variavel sera
estudada em 5 niveis enquanto a outra em 3, formando um hexagono. Esta
propriedade permite a livre escolha de quais fatores serdo avaliados em um ndmero
maior ou menor de niveis (DOEHLERT, 1970). O planejamento usando matriz de
Doehlert apresenta uma estrutura adequada para a aplicacdo da MSR (superficie de
resposta) permitindo a estimativa dos parametros do modelo quadratico e a
construcéo de planejamentos sequenciais.

O planejamento matriz de Doehlert (TEOFILO; FERREIRA, 2006), tem uma
propriedade caracteristica importante com relacdo ao numero de niveis que cada fator
possui. Com quatro fatores, por exemplo, 0 nimero de niveis sdo: 5, 7, 7 e 3. Assim é
possivel avaliar os fatores considerados mais importantes, ou seja, que apresentam
efeitos mais pronunciados em um numero maior de pontos do espaco estudado
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1996).

Para um planejamento Doehlert com 3 fatores (k = 3) forma um cuboctaedro
(poliedro com faces quadradas e triangulares). Sdo necessarios 13 conjuntos de
experimentos. Como p (numero de coeficientes) € 10, o valor de eficiéncia é de 0,77.
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Para um mesmo numero de fatores (K=3), no planejamento Composto Central, o N é
15 e p = 10 obtendo assim uma eficiéncia de 0,6790.

A aplicagéo do planejamento Doehler mostra-se mais adequado e vantajoso
em relacdo ao planejamento Composto Central, devido principalmente ao menor
namero de experimentos requeridos e a possibilidade de empregar um numero maior
e mais extenso de niveis para aqueles fatores mais significativos ou problematicos. A
utilizacdo do planejamento fatorial em conjunto com matriz de Doehlert, vem sendo
empregado como uma ferramenta estatistica importante no desenvolvimento de
métodos analiticos envolvendo a otimizacao destes sistemas. A Figura 14 representa
a distribuicdo dos pontos para o planejamento Doehlert com dois fatores (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1996).

o
1 2
0.866
Fatory 3 i 5
- 0,866 "
e = :"
-1,0 0.5 0 0.5 1.0
Fator x

Figura 14 - Distribuicao dos pontos experimentais de uma matriz Doehlert
para otimizacdo de dois fatores representado por um
hexagono regular.

Fonte: LUNDSTEDT et al., 1998.

Na construcdo do modelo, o niumero de experimentos (N) necessarios é
dado por K+C, onde K é o nimero de fatores e C, é 0 nimero de experimentos no
ponto central. Cada modelo é definido de acordo com o numero de fatores e os
valores codificados da matriz experimental, sendo a relacdao entre os valores
codificados e os reais dado pela Equacao 4 (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, 2003).
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Ci=(Xi—X')a (4)
AX;

onde o C; é o valor codificado para o nivel do fator i, X; € o seu valor
experimental, X;° é o valor experimental no ponto central, AX; é a distancia entre o
valor experimental no ponto central e o experimental no nivel superior ou inferior e a
€ o valor limite codificado para cada fator.

A Tabela 2 demonstra os valores codificados das matrizes do planejamento

Doehlert para dois, trés e quatro fatores.

Tabela 2 — Matriz de Doehlert para os niveis codificados para dois, trés e quatro fatores.

Fatores Experimentais — Matriz de Doehlert

2 Fatores 3 Fatores 4 Fatores
Exp. 1a 28 1b 2b 3b 1cC 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: NUmero de experimentos.
Fonte : LUNDSTEDT, L et al., ( 1998 p. 40).

A resposta experimental obtida a partir dos planejamentos citados acima
fornece uma funcao polinomial que pode ser perfeitamente empregada na construcao
das superficies de resposta. Para obtencdo das condicoes de 6timo a partir das
superficies, basta derivar a equacéao obtida do planejamento em funcdo do fator de
interesse e igualar a zero (LUNDSTEDT et al., 1998).
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2.4.3 Aplicagbes da Matriz de Doehlert em Quimica Analitica

Segue abaixo algumas aplicacées da Matriz de Doehlert (FIGURA 15) em
Quimica Analitica: analise de sulfetos em agua (LIMA, 2009), determinacdao de
cobalto por analise em fluxo (CASSELLA et al., 2001), otimizacdo de procedimentos
cromatograficos (BOURGUIGNON, 1993), estudo dos fatores que influenciam a
determinacao de molibdénio por ETAAS (BENZO et al., 1993), determinagdo de
arsénio em amostras de petréleo (CASSELLA et a., 2001), otimizacao de um sistema
de pré-concentracdo em linha para a determinacdo de zinco por ICP - OES
(ZOUGAGH et al, 2000), otimizagdo de variaveis experimentais em
espectrofotometria em fase sélida (MOLINA et al., 1998; NECHAR et al., 1995),
otimizacdo de variaveis em determinacbes espectrofluorimétricas (CAGICAL et al.,
2001; GARCIA et al., 2001), estudo de fatores experimentais em uma determinacao
voltamétrica (FURLANETTO et al., 2000), investigacao de efeitos matriz em ICP -
OES (GROTTI et al., 2000), entre outros.

Em funcéo da complexidade dos calculos envolvidos para processar os dados
analiticos obtidos, nos ensaios experimentais baseados na matriz de Planejamento
Doehlert, como: equacao que representa o modelo estatistico, graficos de superficies
de resposta e determinacao das coordenadas do ponto critico, programas estatisticos
podem ser utilizados.

Neste trabalho os dados foram processados manualmente utilizando o
Software Excel ®.
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Planejamento Doehlert

.

Estimativa da fungdo resposta y
R(xy)=a+bA + cB + dA” + 6B’ + fAB

l Novo Planejamento
l— Critério de Lagrange _l Doehlert
A fungéo apresenta Afungdo ndo
um maximo apresenta um maximo
. Calculo do vetor Regido que
Resﬁgluj%oed?{,?itgma gradiente em 2 pontos —P1 inclui o maximo
Valor 6timo

Figura 15 - Diagrama de fluxo para aplicacdo de Planejamento
Doehlert na otimizacdo de métodos analiticos.
Fonte: BEZERRA, 2003.

2.4.4 Analise de superficie de respostas

A metodologia de superficie de resposta (MSR) apresenta uma grande
aplicacdo na pesquisa, pois € uma técnica de otimizacao baseada no emprego de
planejamentos fatoriais, foi introduzida por E.G.P. Box na década de 1950. Ela
considera varios fatores em niveis diferentes e as interagdes correspondentes entre
esses fatores e seus niveis, além de utilizar dados quantitativos de um desenho
experimental para determinar e ao mesmo tempo solucionar equag¢des multivariadas
(BARROS NETO; SCARMINIO, 1996). Essas equacdes podem ser representadas
graficamente como superficies de resposta, que podem ser usadas de trés formas:
descrever como as variaveis em teste afetam as respostas; para determinar as inter-
relagdes entre as varidveis em teste; e para descrever efeitos combinados de todas
as variaveis em teste sobre a resposta (MONTGOMERY, 1984). A metodologia de
superficie de resposta (MSR) € um processo realizado em quatro etapas (BRITO et
al., 2008):
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¢ - Passo: identificar até 05 fatores que sejam criticos para o estudo, neste
primeiro instante o pesquisador tem que conhecer (descobrir) os fatores responsaveis
pela maior variagao de influéncia no processo;

2° - Passo: Consiste na definicao da faixa em que os fatores estao contidos. Se
a faixa estabelecida for muito grande, é possivel que o ponto 6timo nao seja
encontrado;

32 Passo: Escolha do desenho apropriado conforme a definicdo do
planejamento. De acordo com o desenho escolhido, é estabelecida uma ordem para a
realizacdo dos experimentos. Ao varrer toda a faixa escolhida para realizagdo dos
experimentos, enfatiza - se os pontos mais préximos ao ponto médio (ponto central),
ao mesmo tempo em que s&o reduzidos 0s conjuntos de experimentos;

4?2 Passo: Analisar os dados obtidos em cada conjunto de experimentos,
utiizando um programa computacional apropriado, onde as conclusées dos
experimentos poderdo ser confirmadas posteriormente na condi¢cao de étima (BRITO
et al., 2008).
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3 JUSTIFICATIVA

A industria farmacéutica veterinaria brasileira esta em crescente produtividade,
especialmente em relacdo aos medicamentos que apresentam em suas formulacoes
antibiéticos, o que se deve ao seu crescente uso na pecuaria.

Assim, novas metodologias para a andlise e determinacao de principios ativos
sao necessarias. Dentre as caracteristicas desejaveis para as novas metodologias
podem ser mencionadas a rapidez, o baixo custo, a precisdo e a seletividade.
Adicionalmente, a geracdo de menor quantidade de residuos (Quimica Verde) esta
dentro das diretrizes mundiais para um desenvolvimento sustentavel.

Dessa maneira, é de extrema importancia o desenvolvimento de um método de
andlise para determinagdo de estreptomicina em amostras de antibidticos de uso
veterinario, devido ao crescente consumo deste antimicrobiano.

Este farmaco foi selecionado devido a importancia farmacolégica e por ser de

amplo consumo na linha veterinaria.
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4 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de um sistema de analise por
injecao em fluxo (FIA) utilizando como técnica de quantificagdo por espectrofotometria
molecular na regido do visivel e técnicas multivariadas como o planejamento fatorial
fracionario e matriz de Doehlert na otimizacdo. O método foi utilizado para
determinacao de estreptomicina em amostras de forma farmacéutica sélida de
antibiéticos usada para tratamento de animais de pequeno, grande porte e animais

silvestres.
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5 PARTE EXPERIMENTAL
5.1 Instrumentacao e Acessorios

As medidas de massa foram realizadas uma balanca analitica Metler Toledo,
modelo HD com precisao de + 0,1 mg.

Braco amostrador
; L;\._ Amostrras Suporte para amostras

[ R

EloY = =
' \QI\‘*Sensor 1 = j:l":] —
L ! ]
,_,,\ Motor 2 i
e
‘ | Sensor 2 L Motor 1 ‘ i
1™, f:
—— — Contm-]ad{}r
; = __!i_r.gr}:.,_mga Eletronico
% LA L
'[ i PC
/ N =
Motor 3 Comutador

Figura 16 — Esquema geral do amostrador automatico e o injetor
comutador usado no método de andlise em fluxo para
determinagéo de estreptomicina.

Fonte: FIGUIREDO et al., (2006).

As medidas no sistema de analise em fluxo foram efetuadas utilizando um
espectrofotobmetro da Biospectro modelo SP 220 (UV — Visivel), e uma cela de fluxo
construida no laboratério (FIGURA 17) com 1,0 cm de caminho 6tico e com 0,48 mL
de volume interno. Para a introducdo das amostras empregou-se um auto-amostrador
(Figura 16) desenvolvido em nosso laboratério (FIGUEIREDO et al., 2006).
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Figura 17 - Célula de fluxo de 0,48mL,
confeccionada no Laboratério
de quimica analitica da
UNIFAL.

Fonte: O autor, 2013.

Para propulsdo dos fluidos empregou-se uma bomba peristaltica Ismatec
(Zurique-Suica) modelo ISM931C de oito canais. Os tubos de propulsdo utilizados
foram de Tygon® de diferentes diametros internos.

Foram empregados tubos de polietileno de 0,8 mm de didmetro interno para
confeccao das bobinas helicoidais, algcas de amostragem e linhas de conducao de
solucdes de referéncia, amostras e reagentes.

A &gua utilizada nos experimentos foi purificada em sistema Milli—Q Academic
(Millipore).

Para o aquecimento da bobina R (FIGURA 18) no sistema de andlise em
fluxo, foi utilizado um aquecedor Fisoton modelo 752A.

O equipamento utilizado para o método comparativo foi um cromatografo
liquido de alta eficiéncia (CLAE) da marca Shimadzu modelo LC 20A, com coluna de

Cig de 25 cm x 5,6 mm. Para a fase mével, foi usado uma solugao tampéao pH 2,8 de
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acido fosférico 1,36% v/v (Vetec), acetonitrila 18% v/v (Aldrich), trietanolamina 0,35%
v/v (Vetec), sulfato de sédio 0,71% v/v (Vetec) e agua. A velocidade de fluxo foi de
0,5mL/minuto, temperatura de 30°C e o volume de amostra de 25 uL. As condicoes
operacionais para CLAE, estao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Condigcdes operacionais do cromatdgrafo para andlise da
estreptomicina.

Parametros Condicoes HPLC
Coluna Cis
Eluente 18% acetonitrila 82% solucéo solvente
Vazao de fluxo 0,5 mL min”
Temperatura 30°C
Volume injetado 25uL

Fonte: Farmacopeia Americana XXVI1,2010.
5.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados na execucdo deste trabalho foram de grau
analitico e todas as solugdes preparadas em agua purificada em sistema Milli-Q
(Millipore, Brasil). A fim de minimizar contamina¢des das amostras, todas as vidrarias
foram mantidas em solucdo de HNO3; 10% (v/v) durante 24 h. Posteriormente estas
foram enxaguadas com agua destilada e secas em ambiente livre de poeira.

Uma solugédo alcalina (0,5 mol L") foi preparada pela dissolucdo de 20 g
NaOH (Vetec) em um litro de agua.

A solucdo de sulfato de ferro amoniacal (Vetec) foi preparada em uma
concentragdo de 3,8% (m/v) em meio acido (&cido sulfarico 0,5 molL™ (Vetec)).

A solugdo aquosa estoque de estreptomicina na concentracdo de 1,5 g L foi
preparada a partir de estreptomicina (Sigma Aldrich).

Para os estudos de interferentes, foram preparadas solu¢des binarias
contendo o analito e varios antibiéticos (interferentes) comuns, tais como:
Benzilpenicilina de potassio, Benzilpenicilina procaina e Benzilpenicilina benzatina,
todos eles adquiridos a partir de Sigma Aldrich (Alemanha). As solucdes dos
interferentes foram preparadas na proporcdo de 1/1, 1/5, 1/10 e 1/100 de
benzilpenicilina de potassio, benzilpenicilina procaina e benzilpenicilina benzatina,

respectivamente.
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5.2.1 Preparo das amostras farmaceuticas

Para a andlise de quatro amostras de medicamentos da linha veterinaria
contendo estreptomicina e 0s concomitantes, benzilpenicilina  procaina,
benzilpenicilina potassica e benzilpenicilina benzatina, foram pesadas em balanga
analitica, massas dos medicamentos contendo exatamente 800 mg de estreptomicna.
As massas foram transferidas para baldes volumétricos, solubilizadas em agua
deionizada, sendo seus volumes completados para 1 L , obtendo-se uma solucao de
concentragdo de 800 mg L™ de estreptomicina.

Aliguotas das amostras foram inseridas no percurso analitico utilizando um
injetor comutador automatico para determinagdo da concentracdo do farmaco por
andlise em injegéo 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 uL das amostras diluidas na concentracéo de 0,025 mg L™.
5.3 Estudos Preliminares
5.3.1 Espectro de absor¢cao molecular

Efetuou-se uma varredura de 400 a 800 nm com intuito de obter o espectro de
absorcao molecular do analito. Este estudo foi realizado usando solu¢cées de NaOH
0,5 mol L(CR;), sulfato de ferro amoniacal 2,5 % (m/v ) em H>SO, 0,5 mol L™ (CRy) e
estreptomicina na concentragdo de 2,5 mg L™ preparada em meio aquoso. Para essa
varredura empregou-se 0 espectrofotdbmetro modelo Biospectro SP 220 (UV -
Visivel).
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5.4 Sistemas de analise em fluxo

O diagrama esquematico do sistema de andlise em fluxo para determinacao

de estreptomicina € mostrado na Figura 18.

Fe.}- ..:.

NaOH.J —.....

Injetor C,

Detector =W

Amostrador automatico

Figura 18 - Modelo esquematico do sistema de andlise em fluxo para
determinagao de estreptomicina, amostrador automatico; bomba
peristaltica; injetor; A: alca de amostragem (362 cm), vazao de
2,6 mL min”'; Cy: confluéncia para adicdo de NaOH 0,5 mol L
(CRy), vazao de 2,4 mL min," R;: bobina de aquecimento (760
cm) mergulhado em banho térmico mantido a temperatura de
92°C; C,: confluéncia para adi¢ao de sulfato de ferro amoniacal
3,8 % m/v (CRy), vazdo de 2,6 mL min,"" R,: bobina reacional
dos reagentes (100 cm); D: detector; W: descarte da amostra.

Fonte: O Autor, 2013.

Uma aliquota da amostra € injetada no fluxo transportador através de um injetor
proporcional. A adicao dos reagentes ocorre por confluéncia. O primeiro reagente
NaOH (CR;), é adicionado no ponto C; logo ap6s o injetor, permitindo que cada
fracdo da amostra receba porcdes iguais deste reagente. Em um pH de 12,5 as
guanidinas sao liberadas da estrutura da estreptomicina. Ap6s, a amostra é
encaminhada para um banho térmico mantido a temperatura de 92 °C, onde foi
instalada uma bobina R (bobina de aquecimento). No ponto C,, é feita a introducao
do sulfato de ferro amoniacal (CRz), o qual reage com os ions guanidinios liberados
da estrutura da estreptomicina (SCHENCK; ESPIELMAN, 1945), gerando assim, um
complexo colorido com os ions ferro bivalentes que é detectado em 520 nm em um
espectrofotbmetro (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; SCHENCK;
ESPIELMAN,1945).
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Todo o processo € controlado por um computador através de software escrito
em linguagem Visual Basic ® (FIGUEIREDO et al., 2006).

5.5 Procedimento de Otimizacao

Os fatores pertinentes ao sistema proposto sdo: concentracdo da solugao de
sulfato de ferro (CRy), concentracao da solugcédo de hidroxido de sédio (CR), volume
da alca de amostragem, comprimento da bobina de aquecimento (R+), comprimento
da bobina reacional dos reagentes (Rz), temperatura, vazao de fluxo.

Inicialmente fez se uma revisao bibliografica para verificar a possibilidade de
fixar alguns fatores e diminuir o nimero de experimentos no estudo. Assim, em todo
processo de otimizagéo utilizou-se o sistema de analise em fluxo conforme descrito na
Figura 18.

O parametro utilizado como resposta analitica foi a altura do sinal transiente de
absorbancia. Os dados experimentais foram processados no programa STATISTICA
7,0 (Statsoft, Tulsa USA), estabelecendo significAncia estatistica com nivel de
confianca aleatéria 95%.

Na triagem das variaveis do sistema proposto utilizou um planejamento fatorial
fracionario 2°'. Os cinco fatores selecionados para estudo foram: concentracdo da
solucado de NaOH ( CRj), concentracdo da solucado de sulfato de ferro (CRy), volume
da alca de amostragem (AA), comprimento da bobina de aquecimento Ry,
comprimento da bobina R,, Os valores para os 16 experimentos em duplicata
encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4 — Niveis dos fatores no planejamento Fatorial Fracionario 2°"

Sigla Fator Niveis
Minimo ( -) Maximo ( +)
CR; NaOH molL 0,25 0,50
CR: sulfato de ferro (Y%om/v) 0,50 2,0
AA Alca de amostragem cm 126 377
R+ Bobina de aquecimento R (cm) 250 500
Ro Bobina Rz (cm) 100 300

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

Ap6s a triagem, verificou-se que trés variaveis apresentaram efeitos
significativos, essas foram elencadas para a etapa seguinte de otimizacdo. Na
otimizagdo das trés variaveis foi utilizado um planejamento de Doehlert. O
planejamento € mostrado nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5 — Niveis codificados e reais da matriz de Doehlert para trés fatores.

Fatores Niveis Codificados e Reais
Fe *2 -0,817 0 +0,817
% (m/v) (3,0) (3,5) (4,0)
Alca -1 -0,5 0 +0,5 +1
(cm) (350) (375) (400) (425) (450)
R -0,866 -0,577 -0,288 0 +0,288 +0,577 +0,866

(cm) (600) (650) (700) (750)  (800) (850) (900)

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

codificados

Experimento Alca Bobina [Fe*’]
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 concentracdo onde é possivel construir uma curva analitica
linear corresponde a faixa de resposta linear. Assim, o intervalo de aplicacdo de um
método analitico pode ser definido como a regido da curva analitica compreendida
entre a concentracdo mais baixa, na qual é possivel medir determinada espécie
quantitativamente (Limite de Quantificacdo, LQ) até a concentracdo na qual a curva
analitica 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 especifica, sédo

diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra. Desta forma,
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determinou-se a linearidade considerando o coeficiente de determinacao, obtido na
curva analitica de sulfato de estreptomicina (BRASIL, 2003).

A curva analitica foi construida utilizando uma alca de amostragem de 362 cm
de comprimento para a injecdo de padroes de sulfato de estreptomicina nas
concentragdes 3,15x102 g L™"; 6,30x102 g L™ ; 2,5x10'g L™ ; 5,0x10" g L™ ; 7,5x10™
gL' 1,0gL"1,25gL"e1,50gL", preparados em meio aquoso.

As condicbes experimentais otimizadas foram: comprimento da alca de
amostragem (AA) 362 cm, concentracdo da solucdo de NaOH 0,5 mol L'(CR;),
concentracédo da solucao de sulfato de ferro 3,8 % m/v (CRy); bobina de aquecimento
Ry 750cm, Bobina reacional R, 100 cm e como solugdo transportadora agua

deionizada.
5.6.2 Limite de Detecgéo (LD) e Limite de Quantificagao (LQ)

Na determinacao de espécies quimicas em baixas concentragdes o calculo dos
limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) é de grande importancia para avaliar o
desempenho do método analitico. O limite de deteccdo € definido como a menor
quantidade de analito detectavel 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 calculos referentes ao limite de deteccdo e quantificacdo
baseiam-se na razao entre o desvio padrao obtido de dez leituras do branco (Sy) e o
coeficiente angular da equacao da curva analitica (b), multiplicando-se o valor obtido
por trés obtém-se o LD (Equacdo 5) e multiplicando-se por dez o LQ (Equacao 6)
(INGLE JR; CROUCH, 1988).

LD =3 S, (5)

LQ =108y, (6)
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5.6.3 Frequéncia de Leitura (FL)

A frequéncia de leitura corresponde ao numero 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 fungdo do tamanho da
alca de amostragem, o tempo estabelecido para o enchimento da algca de
amostragem foi de 50 segundos e o tempo de leitura e limpeza do sistema de 70

segundos, perfazendo assim, 30 leituras por hora.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Estudos preliminares

Como pode ser observado na Figura 19, foi realizada uma varredura
espectral utilizando uma solugdo contendo 0,5g L™ de estreptomicina com
solucdo de NaOH 0,5 mol L' e sulfato de ferro amoniacal 2,5 % (m/v),
inicialmente mostrou uma maior absorbancia em uma faixa de comprimento
de onda em 520 nm, ndo sendo detectada interferéncia provenientes dos
préprios reagentes, esse valor foi condizente com o obtido em outros
trabalhos (SCHENCK; ESPIELMAN, 1945; FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010). Assim, os experimentos referentes ao desenvolvimento do sistema

foram realizados nesse comprimento de onda.

08
Branco
w05gL"
: 520 nm
0.4 -
- J M,
W
2 1 -
0.2/ :
~
0o, — - s Sy ; e
v . . , ; , v
400 500 800 700 80O

Comprimento de onda {nm)

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

Fonte: O Autor, 2013.
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6.2 Otimizacao Multivariada
6.2.1 Planejamento fatorial de dois niveis (2°)

O planejamento fatorial fracionario de dois niveis (2°") foi realizado com a
intencdo de investigar a influéncia dos fatores quimicos no sistema de andlise em
fluxo, os resultados estao apresentados na Tabela 7.

Os fatores constituintes do sistema FIA proposto foram: concentragdo da
solucdo de hidroxido de sédio (CRy), concentracdo de solucdo de sulfato de ferro
(CR2), volume da alca de amostragem (AA), comprimento da bobina de aquecimento
(R4), 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 °C. Com base em trabalhos
anteriores, sabe-se que a eficiéncia de hidrolise da estreptomicina & diretamente
proporcional a temperatura (BRENNAUER et al., 2007), assim, justifica-se o uso de
92 °C que é a temperatura da agua em ebulicdo dentro do laboratério, portanto
temperatura maiores exigiriam outro liquido no banho térmico e poderiam propiciar a
formacao de bolhas nas solu¢gées aquosas do sistema, afetando diretamente o sinal
analitico. Os efeitos dos 5 fatores selecionados foram investigados utilizando-se o

planejamento fatorial fracionario 2°" envolvendo 16 experimentos em duplicata.
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Tabela 7 — Matriz e resultados do planejamento fatorial de dois niveis 2°' para determinacéo
de sulfato de estreptomicina no sistema de analise em fluxo por confluéncia.

Fatores

Ensaio — N 0onH/ Fe?  Alcal Bobina  Bobina Abs * DP
MolL"'  /%(m/v) uL R, /(cm) R,/(cm)
1 0,25 050 126 250 300 0,034 + 0,002
2 0,50 050 377 250 100 0,050 + 0,001
3 0,25 2,0 126 250 100 0,049 + 0,002
4 0,50 2,0 377 250 300 0072 + 0,002
5 0,25 050 126 250 100 0,030 + 0,001
6 0,50 050 377 250 300 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 0,25 050 126 250 100 0,050 + 0,003
10 0,50 050 377 500 300 0,110 + 0,001
11 0,25 2,0 126 500 300 0,061 + 0,028
12 0,50 2,0 377 500 100 0,471 + 0,001
13 0,25 050 126 500 300 0,120 + 0,001
14 0,50 050 377 500 100 0,245 + 0,001
15 0,25 2,0 126 500 100 0,185 + 0,007
16 0,50 2,0 377 500 300 0310 + 0,001

Abs: Absorbancia Média
DP: Desvio Padrao
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 - Representacédo do Diagrama de Pareto dos efeitos para
os fatores estudados, a significancia dos mesmos foi
avaliada com erro padrao de 5%. Onde: R; - bobina de
aquecimento, Fe(ll) - solugdo de sulfato de ferro (CRy),
AA - alga de amostragem, NaOH - solugdo de
hidréxido de sédio (CR;), R. — bobina reacional.

Fonte: O Autor, 2013.

O fator com maior influéncia foi o comprimento da bobina de aquecimento R;.
Observa-se que quando ocorre 0 aumento no comprimento da bobina R; (250 cm
para 500 cm) tem-se aumento no sinal analitico, que pode ser notado pelo efeito
positivo (80,698). Este fato pode ser explicado pela lenta reacdo de desprotonacao
dos grupamentos guanidinicos presentes na estreptomicina pela acado da solucao de
hidroxido de s6dio (CR;) (BRENNAUER et al., 2007).

Quanto a alca de amostragem, foi observado um efeito positivo indicando que o
melhor sinal ocorre com o comprimento de 377 cm o0 que era esperado, pois, com 0
aumento desta variavel, tem-se menor dispersao propiciando aumento de sinal.

Efeito positivo também foi observado quando a concentracdo da solugéo de
hidréxido de sédio foi alterada de 0,25 mol L™ para 0,5 mol L. Concentragdes de
solucdo de hidréxido de sédio da ordem de 0,5 mol L favorecem a desprotonacéo

dos grupamentos guanidinicos que posteriormente reagirdao com ferro (CR,) para
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formar o complexo colorido. Pode ser visto que o aumento de sinal foi proporcional ao
aumento da concentragdo da solucdo de hidréxido de sédio , porque ocorre a reacao
de deslocamento, para formar o produto colorido. Em contrapartida concentragdes da
solugdo de NaOH acima de 0,5 mol L, acarretaram formacdo de precipitado,
provavelmente pela formacao de hidréxido de ferro (ll). Assim a concentracdo da
solucdo de hidroxido de sédio foi mantida em 0,5 mol L' para os demais
experimentos.

Outra variavel estatisticamente significativa e com efeito positivo foi a
concentracao de sulfato de ferro (CRy), indicando que concentragdes da ordem de 2
% (m/v) favorecem a reacdo quimica. Este fato pode ser comprovado pelo
deslocamento do equilibrio para a formacdo do complexo [GuazFe], que ¢é
responsavel pela absorbancia (BRENNAUER et al., 2007).

A variavel R, (bobina reacional dos reagentes) apresentou efeito muito baixo,
provavelmente devido a elevada velocidade da reacao entre o ferro e guanidina, néo
sendo significativa para o sistema, desta forma adotou-se 0 menor nivel, a saber, 100
cm para o comprimento desta bobina.

Para todos os ensaios da Matriz de Doelhert, bem como do planejamento
fatorial fracionario, a temperatura do banho foi mantida em 90°C, com a finalidade de
acelerar o desprendimento das guanidinas da amostra e assim favorecer a reacéo
com Fe(ll), a temperatura interna na saida do banho térmico foi monitorada em 65°C.
Vale ressaltar que em temperaturas inferiores a 90°C ocorria suprimento do sinal
analitico uma vez que a hidrélise é comprometida. E importante relatar que as
possiveis bolhas ndo afetaram o sinal analitico em funcdo da geometria da cela de
fluxo.

Efeito de interagao significativo de segunda ordem também pode ser observado
em todas as variaveis, o que justifica a utilizagcdo de otimizacdo multivariada neste
caso.

A andlise dos resultados do planejamento fatorial de dois niveis informou que
as variaveis alca de amostragem (AA), bobina R e a solucéo de sulfato de ferro (CRy)
foram as mais significativas dentro dos intervalos escolhidos, e por isso essas foram
elencadas para a etapa seguinte de otimizacao utilizando o Planejamento Matriz de
Doehlert.
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De posse da significancia estatistica dos fatores investigados no planejamento

fatorial fracionario 2>, foi realizado um planejamento Doehlert para trés fatores (Alga

de amostragem (AA), bobina Ry e solucao de sulfato de ferro (CRz). Os niveis para a

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

experimentos de triagem, a revisdo bibliografica realizada, o conhecimento quimico do

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

matriz de Doehlert.

Tabela 8 - Conjunto de experimentos e resultados do Planejamento Matriz de Doehlert

para trés fatores.

. Fatores Absorbancia
Ensaios Alca de amostragem Bobina reacional 1 Fe % média
(cm) (cm) (m/v)
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 parénteses séo os valores reais e os demais s@o os valores codificados.

Fe: concentragédo da solugéo de sulfato de ferro (%).
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6.2.3 Otimizacao por Planejamento Matriz de Doelhert para trés fatores

Os valores de 6timo para concentracado da solucao de sulfato de ferro (CRy),
alca de amostragem (AA) e bobina Ry, foram otimizados simultaneamente usando
planejamento Doehlert (DOEHLERT, 1970).

Os dados obtidos com a realizagdo dos experimentos que compde a matriz de
Doehlert foram avaliados com modelos lineares e quadraticos para a resposta
analitica. O modelo linear esta representado na equagéo 7:

Abs. = 0,79 +0,02. (AA) +0,19.(R;) + 0,02 (Fe2") + 0,27 (AA).(R) - 0 44(AA).(Fe?) + 0,02.(R1).(Fe2+)(7)

Tabela 9 - Analise de variancia do modelo linear.

Fonte de Soma Grau de Media
Variacdio Quadratica Liberdade Quadratica F calculado F tabelado
(SQ) (g) QM)

Regressao 0,2809 6 0,0468 1,0785 3,58
Residuo 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 variagao explicada pela regressao: 44,72; maxima % de variagao explicada: 98,59 de SQ ota-
Fonte: O Autor, 2013.

Os dados de analise de variancia (ANOVA) do modelo linear estao
apresentados na Tabela 9. A raz&o entre QM regressao / QM residuo foi de 1,0785, inferior
a F(6;8) = 3,58 (no nivel de 95%). Este valor indica que a regressao nao é significativa
neste nivel de confiancga.

A equacao 8 apresenta o modelo quadratico:

Abs.= 1,02 +0,02.(AA) +0,19. (A + 0.02.(BR) - 0.13.BR) - 0.42.(Fe'2) - 0,34 (Fe 2~ 0,27.(AA).(BR) - 0. (AA).(Fe2) - 0,09.(BRy) Fe 48)

A tabela 10 apresenta a analise de variancia (ANOVA) do modelo quadratico:
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Tabela 10 - Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de Planejamento Matriz de Doehlert
para regressao multipla.

Fonte de Soma Grau de Media
Variacdo Quadratica Liberdade Quadratica F calculado F tabelado
SQ) (g) QM)

Regressao 0,5639 9 0,00627 4,8768 4,772
Residuo 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 variacao explicada pela regressao: 89,77; maxima % de variagao explicada: 98,77 de SQiotal-
Fonte: O Autor, 2013.

A ANOVA do modelo quadratico estd mostrada na Tabela 10 e confirma a
superioridade deste modelo, uma vez que reproduz 89,77% da variacdo, comparado a
44,71% do modelo linear. Como pode ser observado, 0 QM (egressio / QM residuo d€
4,8768 € maior que o valor observado no modelo linear (1,0785).

Além disso, a razédo QM 1; / QM ¢, de 4,1635 ¢é inferior ao valor critico de F(3,2)
= 19,16 ao nivel de 95% de confianga, indicando que nao ha falta de ajuste no modelo
quadratico. O melhor ajuste do modelo quadratico em relacéo ao linear também pode
ser observado nos graficos das respostas previstas contra as respostas observadas
apresentados na Figura 21 (a) e 21 (b), que evidenciam a superioridade do modelo

quadratico sobre o linear.
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Figura 21 - Comparagdo das previsdbes dos dois
modelos com os valores observados, (a) Modelo Linear
e (b) modelo quadratico.

Fonte: O Autor, 2013.

Avaliando as Figuras 22(a) e 22(b), graficos dos residuos, pode ser observada
a melhor distribuicdo aleatéria ao longo do eixo central (0) garantindo maior
independéncia do modelo quadratico, seguindo uma distribuicdo normal em relacédo

ao modelo linear.
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6.3 Método de superficie de Resposta

A equacao 8 apresenta o0 modelo quadratico validado pela ANOVA, porém
como se tem uma resposta e trés fatores, é impossivel construir superficies em 4
dimensdes. Assim, foram construidas as superficies de respostas sempre envolvendo
dois fatores e mantendo o terceiro fator fixo no ponto central.

A Figura 23 (a) mostra a superficie de resposta para os fatores concentracao

da solugdo de sulfato de ferro (CRy) em fungdo do comprimento da bobina R;. E
possivel observar que existe um valor maximo dentro do dominio experimental
utilizado. O ponto 6timo para analise de estreptomicina foi em 3,8 % (m/v) para a
concentracéo da solucao de sulfato de ferro (CR2) e 750 cm para o comprimento da
bobina Rj.

De acordo com a Figura 23(b), obtida a partir da matriz de Doehlert, observa-se
a presenca de um valor étimo para a concentracao de sulfato de ferro (CR2) de 3,8%
(m/v), ao passo que elevados sinais analiticos podem ser obtidos com comprimentos
da alca de amostragem (AA) acima de 460 cm e concentragdes de solucao de sulfato
de ferro (CR;) acima de 4,2 %. Assim, empregou-se a concentracao de sulfato de
ferro de 3,8 % (m/v), pois foi observado que para concentracées elevadas deste
reagente ocorria a formagcdo de um precipitado possivelmente sendo hidréxido de
ferro (Il), interferindo no sinal analitico e algumas vezes ocasionando o
estrangulamento do percurso analitico devido a impregnacdo deste material na
parede interna da tubulagéo.

A Figura 23 (c) mostra a superficie de resposta construida entre os fatores
bobina Ry e a alca de amostragem (AA), como pode ser observado, existe um valor
maximo dentro do dominio experimental utilizado e um aumento do sinal analitico
com o0 aumento da alga de amostragem até 362 cm com o aumento da bobina Ry até
750 cm.
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Figura 23 - Superficies de resposta. (a) relacdo da concentracdo de Fe* (3,8 % (m/v)
comprimento da bobina reacional térmica R; de 750 cm, (b) relagdo da concentracéo de Fe*
(3,8 % (m/v)) e alca de amostragem: 362 cm, (c) relagdo do comprimento da alca de
amostragem 362 cm com o comprimento da bobina Ry: 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 variaveis sulfato de ferro amoniacal, alca de amostragem e

bobina reacional térmica.

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

Variaveis Valor Otimizado
Sulfato de ferro amoniacal (Fe**) 3,8 % (Mm/v)
Alca de amostragem (AA) 362 cm
Bobina reacional térmica R 750 cm

Fonte: O Autor.

6.4 Figuras de Mérito

A curva analitica (FIGURA 24) para a estreptomicina com o método proposto
apresentou a equacdo: Abs = 0,011 + 4,721x10™ [estreptomicina, mg L] com
coeficiente de correlacado r = 0,9874. O limite de deteccao e limite de quantificacao
(LONG; WINEFORDNER, 1983) foram de 18 mg L™ e 60 mg L, respectivamente. A
faixa linear de resposta foi de 60 até 1500 mg L. A frequéncia de 30 leituras por hora
mostrou a rapidez do método proposto. Todas as leituras dos padroes e das amostras
foram realizadas em triplicata e o Coeficiente de Variacao foi sempre inferior a 6,5%,

0 que indica uma boa precisao do método.
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Figura 24 - Curva analitica para determinacdo de estreptomicina com o
sistema FIA proposto.
Fonte: O Autor, 2013.

6.5 Efeitos dos interferentes no sistema on-line de deteccao

No método proposto, a presenca de alguns concomitantes poderia
causar perda ou aumento do sinal analitico devido a formagao de complexos com o
sulfato de ferro, bem como pela formagédo de compostos insoluveis.

O estudo de interferentes foi conduzido com solucdo contendo 2 g L™ de
estreptomicina nas condicdes previamente otimizadas. Os interferentes foram
avaliados nas seguintes proporgcdes 1/1, 1/5, 1/10 e 1/100 (m/m) (analito/interferente).
Foi adotado como interferéncia variagdo no sinal maior que 10% em comparagao com
uma solucdo do mesmo na auséncia dos concomitantes. A Figura 26 mostra o
percentual de recuperacao do sinal analitico para cada interferente. Nota-se que nao
houve interferéncia de nenhum concomitante na determinacdo de estreptomicina. E
importante salientar que estes concomitantes foram escolhidos por serem
encontrados com maior frequéncia nos medicamentos veterindrios que contem
estreptomicina. Para a benzilpenicilina potassica, na proporcao de 1/100 ocorreu a

formacao de um precipitado ndo podendo prosseguir com os estudos.
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Figura 25 - Estudo dos interferentes na determinagéo de estreptomicina
(2 g L"), usando solucdo dos interferentes em diversas
concentragoes.

Fonte: O Autor, 2013.

6.6 Aplicacao e teste de exatidao

Para verificar a exatiddao, o método proposto foi aplicado na determinacéao de
estreptomicina em quatro formulacdes farmacéuticas de uso veterinario. As amostras
foram separadas, pesadas e solubilizadas em meio aquoso, apos foram analisadas
utilizando o método recomendado na Farmacopeia Americana (USP2007) por HPLC e
pelo sistema de analise em fluxo desenvolvido e otimizado. Os resultados obtidos
estdo apresentados na Tabela 12.

Os resultados obtidos confirmam a boa precisdo com coeficiente de variacdo
sempre menor que 6,5 %. Aplicando o teste t pareado (p=0,05), com um nivel de
confianca de 95%, constata-se que o método proposto ndo apresenta diferenca
estatistica significativa em relacdo ao método de referéncia, confirmando assim a
exatiddo para as amostras analisadas (Harris, 2005).
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Tabela 12 - Determinagdo da concentracdo de estreptomicina em amostras de
medicamentos veterinarios empregando o sistema por analise em fluxo
proposto e o0 método padrao oficial da Farmacopeia Americana.

Amostras Método Pf1oposto CLAF
(9g7) (9g7) _
A 0,30 £ 3,81 0,29 +2,00
Antibiéticos B 0,40 £ 5,67 0,39 + 3,28
C 0,37+ 6,15 0,37 £+ 1,56
D 0,37 £ 2,29 0,37 £1,39

*Valores sdo mostrados com um intervalo de confianca de 95 % (n=3). CV:%
Fonte: O Autor, 2013.
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7 CONCLUSOES

Os métodos analiticos cromatograficos comumente empregados para
determinacao de estreptomicina sdo caracterizados pelo uso de solventes organicos
(USP, 2007) e, principalmente por um tempo mais longo de analise.

Os estudos realizados neste trabalho evidenciaram a viabilidade do uso de
sistemas de analise por injecdo em fluxo para determinacdo de estreptomicina em
formulacdes farmacéuticas. Como péde ser visto, 0 método proposto apresenta varias
vantagens, incluindo simplicidade, facilidade de manuseio e adaptacdo, baixo
consumo de amostras/reagentes com 76 mg de hidréxido de sédio, 164 mg de sulfato
de ferro e 1,82 mg de estreptomicina por determinacao, além de apresentar elevada
frequéncia analitica, o tempo gasto para uma determinagao foi de 120 segundos (50
segundos para o enchimento da alga de amostragem e 70 segundos para o tempo do
sistema), assim, em uma hora sao efetuadas aproximadamente 30 determinacdes de
estreptomicina. Uma vez que os resultados mostraram a auséncia de interferéncia
para os concomitantes frequentemente encontrados em amostras deste tipo de
medicamento na linha veterinéria.

O método foi comparado com CLAE e os resultados estdo em concordéancia,
conforme os resultados apresentados na Tabela 12.

O controle de qualidade é fundamental para garantir a qualidade dos
medicamentos consumidos. Durante as andlises varios parametros sao avaliados
como presenca e concentracao do principio ativo, assim, os métodos de anélise em
fluxo sdo uma alternativa util para o controle de qualidade de medicamentos e atende
prontamente a rotina na industria farmacéutica.

A cada dia tem-se o maior aprimoramento dos objetivos propostos pela quimica
limpa e os sistemas de analise em fluxo tém contribuido no desenvolvimento de
procedimentos mais limpos, uma vez que a geracao de residuos € menor quando
comparado com os métodos convencionais.

Foi observado que alguns métodos existentes, quantificam residuos de
estreptomicina em amostras de alimentos como leite, mel, queijos e magas e os
limites de deteccdo e quantificacdo foram baixos, (HOLZGRABE et al., 2011;
HALVATZIS et al., 1994). No método proposto, embora essas caracteristicas
analiticas ndo tenham sido obtidas, para o método ndo constitui uma limitacéo, pois
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os teores do principio ativo nas formulagcdes farmacéuticas sao suficientes para o

preparo de amostras com concentracdes adequadas a leitura.
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