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RESUMO 
A monitorizar;ao de resíduos de antibióticos em alimentos, é urna área de preocupar;ao 

crescente e muito importante devido ao seu potencial impacto na saúde humana. 

Os antibióticos sao adrnnistrados nos animais produtores de alimento, nao só no 
tratamento de doenr;as mas também subterapeuticamente para manter a saúde e promo­
ver o crescimento. 

O uso de antibióticos nao autorizados, ou o nao curnprimento das orientar;oes de 
adrnnistrar;ao dos antibióticos autorizados, pode resultar na presenr;a de níveis elevados 
de resíduos de antibióticos nos produtos alimentares. Por este motivo, a monitorizar;ao 
de resíduos de antibióticos em alimentos deve constituir um programa de vigilancia. 

A cromatografia líquida de alta resolur;ao (HPLC) constitui o método de eleir;ao 
mais extensamente utilizado na identificar;ao e quantificar;ao de resíduos de antibióticos 
em alimentos. A detecr;ao fluorimétrica constitui um poderoso modo de detecr;ao de 
resíduos de antibióticos, principalmente quando há a necessidade de reduzir ou mesmo 
eliminar as interferencias alimentares, devido a sua maior sensibilidade e especificidade. 
Palavras chave: Antibióticos. Tetraciclinas. Penicilinas. Aminoglicosídeos. Sulfonarnidas. 
HPLC detecr;ao fluorimétrica. 

ABSTRACT 
The monitoring of food materials for antibiotic residues is an area of increasing 

concern and importance due to the potential impact on human health. 
Antibiotics are used in food-producing animals not only for treatment of disease, 

but also subtherapeutically to mantain health and promove growth. 
The use of unauthorized antibiotics or the failure to follow label directions for 

approved antibiotics, could result in unsafe antibiotic residues in food products. Therefore, 
monitoring antibiotic residues in food forms part of a general policy to prevent unnapproved 
uses of antibiotics. 
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Liquid chromatography has become the analytical method of choice for the identification 
and quantification of antibiotic residues in food. Fluorescence detection has been 
proved to be a valuable tool for antibiotic residue analysis, where interferences from 
food components must be reduced or eliminated, due of the higher specifity and 
sensitivity. 
Key words: Antibiotics. Tetracyc1ines. Penicillins. Aminoglycosides. Sulphonamides. 
HPLC. Fluorescence detection. 
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INTRODU<;ÁO 

Um elevado número de compostos organicos sao fluorescentes, e por isso, 
os métodos fluorimétricos tem urna grande aplica�ao tanto em biofísica, como 
em bioquímica molecular, em análise química e química farmaceutica, e em 
química clínica (1). 

Os agentes antimicrobianos, que possuam propriedades fluorescentes podem 
ser efectivamente detectados por fluorimetria, urna vez que, a intensidade da 
emissao de fluorescencia é directamente proporcional ao poder da radia�ao de 
excita�ao. 

A detec�ao fluorimétrica é um poderoso meio analítico na análise de 
resíduos, principalmente quando há a necessidade de reduzir ou mesmo elimi­
nar as interferencias alimentares, urna vez que existem poucos compostos 
naturais que possuam fluorescencia nativa. A principal desvantagem deste 
sistema de detec�ao é que apenas poucos compostos exibem fluorescencia 
nativa. Contudo, podem ser preparados derivados fluorescentes (2). 

A derivatiza�ao química dos antibióticos em fluoróforos, quer antes ou 
após a análise cromatográfica, é realizada no sentido de melhorar a sensibilidade 
e especificidade do procedimento analítico (3). 

No caso da derivatiza�ao pré-coluna a resolu�ao cromatográfica pode ser 
posta em risco, dado que a reac�ao de derivatiza�ao pode dominar as propriedades 
cromatográficas do derivado. Varia�oes subtis nas propriedades cromatográficas 
dentro de um grupo de compostos relacionados, podem ser eliminadas através 
de um procedimento de derivatiza�ao (4). 

A derivatiza�ao pós-coluna nao afecta directamente as propriedades dos 
antibióticos. Tem a vantagem de nao ser necessário um passo de derivatiza�ao 
dos compostos em separado, sendo os. analitos primeiramente separados 
cromatograficamente das interferencias, antes de serem derivatizados. Contudo, 
a reac�ao química deve ser rápida, dentro do tempo de análise cromatográfico, 
no sentido de conservar a informa�ao cromatográfica. Além disso, a química 
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da reacyao cromatográfica pode ser afectada pelas condiyoes cromatográficas, 
limitando o tipo de fases móveis que podem ser usadas (4). 

Podem ser utilizados vários reagentes de derivatizayao, como a fluorescamina, 
c1oreto de dansilo, 0-ftalaldeído e outros, de acordo com a natureza do grupo 
funcional característico do composto a analisar. 

TETRACICLINAS 

As propriedades fluorescentes das tetracic1inas e seus derivados foram 
largamente exploradas para fins analíticos (5) (6) (7) (8) (9) ( lO). 

Alguns dos mais recentes métodos sao baseados na fluorescencia nativa 
dos compostos, mas é frequente utilizar produtos de degradayao ácida ou 
alcalina (iso ou anidro tetraciclinas), ou os seus complexos com ioes metáli­
cos, que apresentam urna fluorescencia mais intensa (9). 

Durante urna recente investigayao (11) de uro destes produtos de degradayao, 
a isoclorotetraciclina, observou-se que a dependencia da intensidade da 
fluorescencia versus pH pode ser explicada assumindo um esquema de micro­
ionizayao para o composto. 

As tetracic1inas apresentam tres valores absolutos de pka a aproximada­
mente 3, 7 e 9 (Fig. 1) (12). 

A tetracic1ina (TC), oxitetracic1ina (OTC), e dimetilc1orotetracic1ina exibem 
fluorescencia em soluyao alcalina, tendo urna intensidade máxima a pH= 10-
11. Os comprimentos de onda de excitayao (lexJ e de emissao (lem) obtidos 
para estas tetracic1inas, foram muito semelhantes com um máximo de excitayao 
a 390 nro, e um máximo de emissao a 510 nm. Observou-se que os valores 
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Fig. 1.-Estádios de ioniza9ao e propor9aO das diferentes formas das 
tetraciclinas em fun9ao do pH (12). 
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exactos sao quase independentes do pR, o que sugere que apenas um fluoróforo 
está envolvido. A absor�ao acima dos 300 nm está associada ao local do 
grupo fenólico-b-dicetona, podendo deste modo, o fluoróforo ser atribuido a 
este local. Além disso, o comprimento de onda de excita�ao corresponde 
aproximadamente ao comprimento de onda máximo de absor�ao observado na 
solu�ao alcalina, o que indica que a espécie fluorescente é a forma ionizada 
do grupo fenólico-b-dicetona (13). 

Com base na propriedade de fluorescencia, é possivel a aplica�ao de um 
método por cromatografia líquida de alta resolucao (HPLC) com detecc;ao 
fluorimétrica para a determina�ao sensível e específica das tetraciclinas. 

No entanto, observam-se alg�ns problemas das tetraciclinas nas colunas 
de fase inversa. O problema reside numa diminui�ao das percentagens de 
recuperac;ao, devido a quela�ao das tetraciclinas com os ioes metálicos do 
material de enchimento e da superficie da coluna. Ocorrem também interac�oes 
entre as tetraciclinas e os grupos silanol residuais presentes no enchimento 
originando urna fraca sensibilidade. 

No sentido de resolver estes problemas deve ser usada urna fase móvel 
acídica, mas este facto resulta na extin�ao da fluorescencia (14). As dificuldades 
resultantes da quela�ao com ioes metálicos presentes no material de enchimento, 
podem ser controladas através do uso de agentes quelantes ou pela complexa�ao 
intencional das tetraciclinas com um metal, de modo a reduzir a competi�ao 
a tal liga�ao. Como já foi referido, esta quela�ao pode ser usada como urna 
vantagem pelo o analista urna vez que aumenta subsequentemente a detec�ao 
por fluorescencia (15). O iao trimetilamónio (TMA) é usado como agente 
bloqueador dos grupos silanol de modo a melhorar a recupera�ao das tetraciclinas, 
e a sua resolu�ao cromatográfica (16). Sharma e Bevill (17) descrevem um 
demorado procedimento de condicionamento da coluna cromatográfica com 
etilenodiaminatetracetato (EDT A) e excesso de clorotetraciclina (CTC). 

Knox e Jurand (18) mostraram que se pode obter um melhoramento 
removendo os grupos silanol residuais do material de suporte da sílica. Pos­
teriores melhoramentos foram obtidos usando um material de enchimento 
polimérico (19). 

O método fluorimétrico para a determina�ao das tetraciclinas de Kohn (5) 
de 1961, é baseado na forma�ao de um complexo barbital de cálcio-tetraciclina. 
A investiga�ao baseada no trabalho de Kohn (5), nao permite a separa�ao da 
OTC, TC e CTC, urna vez que os seus espectros de excita�ao e emissao 
diferem apenas levemente (20). 

Os métodos descritos por Poiger e Schlatter (9) permitem a detec�ao das 
tetraciclinas, no músculo, figado, rim e leite em pó após a extrac�ao com 
acetato de etilo, com a forma�ao de pares iónicos tricloroacetato de cálcio­
tetraciclina, a partir das soluc;oes aquosas. A fluorescencia é entao induzida 
pela adi�ao de ioes magnésio e urna base. 
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Hayes e Du Buy (20) procederam a conversao da OTC no derivado 
anidro, por aquecimento com ácido seguida da medida da intensidade da 
fluorescencia a um pH alcalino. 

Blanchflower et al (21) desenvolveram um método por HPLC para a 
determinac;ao da CTC a niveis residuais em músculo de suínos, que se 
baseia na conversao da CTC no seu derivado iso-CTC altamente fluores­
cente sob condic;oes alcalinas. A detecc;ao fluorimétrica do derivado 
isoclorotetraciclina (lexc= 340 nm, lem = 420 nm) foi realizada em tampao 
glicina a pH=12, de modo a melhorar a sensibilidade e especificidade do 
método. A OTC e TC nao interferem no ensaio. A CTC é a única tetraciclina 
que forma um derivado fluorescente nas condic;oes alcalinas descritas. As 
outras tetraciclinas requerem a quelac;ao com ioes metálicos, como por exemplo, 
alumínio ou magnésio. 

Derivatizac;ao similar foi aplicada a análise da OTC e CTC em tecidos 
animais (22), e OTC em músculo de salmao (23). Agasoster e Rasmussen (23) 
descrevem um método sensível automatizado para o controlo de resíduos de 
OTC em músculo de salmao. Neste é utilizado um sistema HPLC com 
derivatizac;ao pós-coluna e detecc;ao fluorimétrica. O derivado fluorescente é 
obtido através da irradiac;ao da OTC em soluc;ao alcalina. Os espectros de 
excitac;ao e de emissao do derivado apresenta máximos a 358 e 460 nm para 
a excitayao e emissao, respectivamente. 

Iwaki et al (14) apresentaram uro método muito sensível para a determinayao 
da OTC, TC e CTC por HPLC com detecc;ao fluorimétrica (lexc = 390 nm, 
lem = 512 nm), aplicada a amostras de músculo de salmao prateado fortifica­
das. Este método baseia-se na adiyao a fase móvel de etilenodiaminatetracetato 
dissódico (EDTA) e cloreto de cálcio (CaCL2) no sentido de aumentar a 
fluorescencia. Os autores observaram um máximo de fluorescencia para 
concentrayoes de EDTA e CaCL2 de 25 e 35 mM respectivamente, e para um 
pH da fase móvel de 6,5. 

Haagsma e Scherpenisse (24) referem um método por HPLC com 
detecyao fluorimétrica para a determinayao da OTC, Te, CTC e doxiciclina 
(DC) em tecidos animais incluindo, peixe e ov'os a um nível inferior a 10 
mg/kg. A detecyao fluorimétrica foi efectuada após a adiyao pós-coluna de 
acetato de magnésio, no tampao de ácido bórico a pH=9, a um comprimento 
de onda de excitayao de 385 nm e a uro comprimento de onda de emissao de 
500 nm. 

Em 1995, foi descrito um método para a determinayao simultanea da 
OTC, TC e CTC em amostras de figado, rim e músculo, por HPLC utilizando 
derivatizayao pós-coluna com ioes alumínio a 60°C. Formam-se, deste modo, 
complexos tetraciclina-alumínio, altamente fluorescentes, que sao detectados 
por fluorescencia. O detector é estabelecido a um lexc = 390 nm e a um 
lem = 490 nm (25). 
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PENICILINAS 

Obtemos urna maior sensibilidade e especificidade na detec�ao das peni­
cilinas através da sua derivatiza�ao e detec�ao fluorimétrica. A detec�ao no 
U.V. a 200-300 nro está sujeita a interferencias endógenas do leite e carnes, 
que absorvem no mesmo comprimento de onda (26). 

Um dos processos de derivatiza�ao, envolve no seu primeiro passo a 
hidrólise do anel b -lactamico pela penicilase em hidróxido de sódio, devido 
a degrada�ao da penicilina. O ácido penicilóico reage com o cloreto de 
mercúrio formando o penilaldeído, que pode reagir com a dansilhidrazina 
dando origem a produtos fluorescentes (26). 

Este método foi aplicado a 8 penicilinas neutras no leite. Munns et al (27) 
submeteram urna amostra de leite a urna hidrólise enzirnática inicial, de modo a 
facilitar a diferencia�ao do material interferente através da forma�ao de urn 
peniciloato a partir da cadeia b -lactiimica da penicilina correspondente. As 
espécies aldeídicas terminais sao formadas subsequentemente com cloreto de 
mercúrio TI, e depois o peniciloaldeido é extraido com diclorometano. A deterrnina�ao 
é feita por HPLC de fase inversa, sendo a detec�ao melhorada através da deriva­
tiza�ao com dansilhidrazina, de modo a tornar o peniciloato fluorescente (lexc = 254 
nro, lem = 500 nro). A aplica�ao deste método é limitada para o grupo isoxazolilo 
(oxaciclina, cloxaciclina e dicloxaciclina), urna vez que estas sao só parcial­
mente hidrolizadas pela penicilase, mesmo a temperaturas elevadas. 

Tsuji et al (28) descreveram um método fluorimétrico sensível para a 
análise simultanea da penicilina e do produto de biotransforma�ao, o ácido 
penicilóico. Este método é baseado na forma�ao de urna base de Schiff 
fluorescente, resultante da reac�ao entre a dansilhidrazina e o penilaldeido, os 
quais podem ser produzidos a partir da reac�ao do ácido penicilóico e o 
cloreto de mercúrio em meio ácido (lexc = 320 nro, lem = 510 nro). 

Existem vários métodos de determina�ao fluorirnétrica das aminopenicilinas 
(29) (30) (31) (32) (33) (34) (35) (36). 

Penicilinas com urn grupo amino primário na cadeia lateral podem ser 
derivatizadas com fluorescamina (37) e sao determinadas fluorimetricamente 
após oxida�ao electroquimica pós-coluna "on-line" (38). 

Para a detec�ao por fluorescencia, outras penicilinas foram derivatizadas 
com a 9-fluorenilmetil- cloro formato (39), com o-ftalaldeido (40) ou com o 7-
fluoro-4-nitrobenzeno-2-oxa-l ,3-diazole (NBD) (41). 

Kusnir et al (42) prepararam e purificaram um derivado fluorescente da 
ampicilina por reac�ao com a fluorescamina. 

Rogers et al (40) verificaram que a reac�ao de derivatiza�ao pós-coluna 
com o orto-ftalaldeido pode ser aplicada a antibióticos b -lactamicos contendo 
urna fun�ao amina primária. A detec�ao foi efectuada a um lexc= 350 nro e 
a um lem= 450 nro. 
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A utiliza9ao do 4-bromometil-7-metoxicumarina (BrMMC) como re agente 
de fluorescencia permite a detec9ao e quantifica9ao das penicilinas a um nível 
de concentra9ao da ordem dos picogramas (46). A selectividade e sensibilidade 
deste tipo de derivatiza9ao é demonstrada pela análise de amostras de leite 
fortificadas a 10 mg/Kg. Urna vantagem posterior é que os derivados possuem 
melhor reten9ao nas colunas C1g, sendo possivel a separa9ao das penicilinas 
sem a necessidade de recorrer a um sistema de gradiente e a um pH óptimo 
para a sua estabilidade. 

Posteriormente, Labelle et al (43) mostraram que a estructura dos produtos 
de degrada9ao fluorescentes utilizados em alguns procedimentos fluorimétricos, 
possuia um anel pirazina como unidade estructural comum. 

Em 1974, Miyazaki et al (30) referem a determina9ao quantitativa da 
amoxicilina e do seu metabolito o ácido penicilóico. O ácido penicilóico da 
amoxicilina forma um produto fluorescente intenso e reprodutível, em solu90es 
contendo cloreto de mercúrico (lexc = 345 nm e lem = 420 nm). 

Em 1983, Miyazaki et al (44) desenvolveram um método sensível e 
reprodutível de determina9ao da amoxicilina e da ampicilina por HPLC, 
baseado na estructura comum dos produtos de degrada9ao. A determina9ao 
fluorimétrica para a ampicilina foi efectuada a um lexc = 345 nm e lem = 420 
nm, e para amoxicilina a um lexc = 355 nm e a um lem = 435 nm. 

A ampicilina foi também determinada fluorlmetricamente após a sua 
degrada9ao com hipoclorito de sódio (45). 

A ampicilina forma um produto de cor amarela que apresenta fluorescencia 
intensa em solu9ao ácida, após a hidrólise a temperaturas elevadas, como foi 
referido por Jusko em 1971 (19). A adi9ao de formaldeído aumenta a reac9ao 
por redu9ao das propriedades básicas do grupo amino. Em solu9ao alcalina, 
o composto fluorescente apresenta máximos incorrectos de excita9ao e de 
emissao a 346 nm e 422 nm respectivamente. O autor sugere um procedimento 
baseado nestas observa90es, podendo ser detectadas concentra90es inferiores 
a 0,005 mg/mL de ampicilina e/ou ácido a-aminobenzilpeniciloico. De acordo 
com o autor, o grupo aminobenzilo e a c1ivagem do anel b-Iactamico sao 
necessários para a forma9ao do produto fluorescente. 

Os métodos fluorimétricos desenvolvidos para a ampicilina (30) e 
amoxicilina (33) sao essencialmente sensíveis para as a-aminopenicilinas, e 
nao sao aplicáveis a muitas outras penicilinas. 

AMINOGLICÓSIDOS 

Nos últimos anos, a cromatografia líquida tem sido extensamente utiliza­
da como método de elei9ao para a determina9ao de resíduos de antibióticos 
aminoglicósidos em leites e tecidos animais (47). 
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Os antibióticos aminoglicósidos foram determinados por HPLC com detec�ao 
fluorimétrica após derivatiza�ao com fluorescamina (48). 

Shaik (49) desenvolveu um método exacto, sensível e rápido para a 
detec�ao fluorimétrica da neomicina no leite. As condi�6es cromatográficas 
reportadas anteriormente para a determina�ao da neomicina em tecidos 
animais (50), foram aplicadas a determina�ao da neomicina no leite. Este 
método apresenta excelentes limites de detec�ao e percentagens de recu­
pera�ao. A neomicina foi determinada por HPLC com detec�ao fluorimétrica 
(lexc = 340 nm e lem = 455 nm) após derivatiza�ao pós-coluna com orto­
ftalaldeido. Obteve-se urna percentagem de recupera�ao da neomicina de 
94% para. o leite fortificado a 0,15-5 mg/L. O método foi utilizado para 
detectar a neomicina em leite de 

·
vacas doseadas por via intramuscular com 

neomicina (10 mg/Kg). As concentra�6es da neomicina foram de 0,2 mg/mL 
respectivamente. 

Agarwall efectuou urna derivatiza�ao pré-coluna com orto-ftalaldeido 
(OPA) para a determina�ao da gentamicina no tecido muscular de vaca (51) 
e no leite (52), e para a determina�ao da neomicina no leite (53). A análise 
por cromatografia líquida foi efectuada numa coluna de fase inversa com 
detec�ao fluorimétrica (lexc = 340 nm e lem = 418 nm). Para a gentamicina 
efectuou urna derivatiza�ao "on-colurnn" com OPA em cartuchas de sílica 
Sep-Pak. O limite de detecyao obtido para a gentamicina, quer no tecido 
muscular quer no leite foi de 0,2 mg/mL. Para isolar a neomicina no leite foi 
usada urna resina de troca iónica Amberlite CG-50, seguida de derivatiza�ao 
"on-colurnn" com OPA. As recupera�6es variaram entre 94 e 102 % em 
amostras fortificado entre 0,1 e 0,5 mg/L, e obteve-se um limite de detec�ao 
de 50 mg/mL. 

Okayama et al (47) referem a determina�ao por HPLC da estreptomicina 
utilizando a ninhidrina como reagente de derivatiza�ao pós-coluna e detec�ao 
fluorimétrica. O método foi aplicado a amostras de carne de frango, tendo-se 
obtido recupera�6es de 67% para o nível de fortificayao de 2 mg/Kg. 

Gerhardt et al (54) desenvolveram um método de determina�ao da 
estreptomicina e dihidroestreptomicina em músculo de bovinos e suínos, e 
rim por cromatografia líquida com detec�ao fluorimétrica após derivatiza�ao 
pós-coluna com 1,2-naftoquinona-4-ácido sulfónico a um (lexc = 347 nm e 
lem = 418 nm). Os limites de detec�ao obtidos foram de 10 e 20 mg/Kg para 
a estreptomicina e dihidroestreptomicina respectivamente. 

Este método foi aplicado ao leite (55). As amostras foram extraídas com 
ácido perclórico a 3,6 %, e a estreptomicina e dihidroestreptomicina foram 
detectados por fluorescencia após derivatiza�ao pós-coluna com 1,2-naftoquinona-
4-ácido sulfónico. Obtiveram-se limites de detec�ao de 10 mg/Kg para a 
estreptomicina e 20 mglKg dihidroestreptomicina. Este re agente de derivatiza�ao 
reage com os compostos guanidina em solu�ao alcalina produzindo produtos 
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altamente fluorescentes, como a estreptomicina, que contem 2 grupos guanidina 
e forma compostos fluorescentes (56). 

SULFONAMIDAS 

As interferencias observadas nas matrizes biológicas na detec�ao das 
sulfonamidas no U.V. a 280 nm, exigem urna detec�ao mais específica (57). 

A detec�ao fluorimétrica reduz os níveis de "background" e é mais 
específica para as sulfonamidas resultando num aumento de sensibilidade (47). 

Apenas algumas sulfonamidas apresentam fluorescencia nativa (58), deste 
modo, só se pode obter detec�ao específica por fluorescencia após derivatizayao. 
Para as sulfonamidas, a funyao amina primária é o alvo das reacyoes de 
derivatizayao (59). 

Aerts et al (57) procederam a derivatizayao pós-coluna das sulfonamidas 
com p-dimetilaminobenzaldeído, e detecyao fluorimétrica em amostras de 
carne, leite e ovos. Verificaram que este procedimento devido a sua especificidade 
permitia eliminar as interferencias e aumentar a resposta cerca de 1,5 vezes, 
permitindo a determina�ao de resíduos na ordem dos 5-20 mglkg, com adequada 
sensibilidade. 

Petz (58) apresenta um método por HPLC para a análise selectiva de 
sulfaguanidina e sulfanilamina em tecidos animais (músculo e figado), ovos 
e leite a nÍveis de 0,01-0,1 mg/Kg. A sulfaguanidina e sulfanilamina foram 
detectadas pela sua fluorescencia nativa (lexc= 275 nm e lem= 340 nm) . As 
recupera�oes de amostras fortificadas a 0,1 mgIKg foi de 80% para a sulfanilamina 
e de 62% sulfaguanidina. Foram detectadas concentra�oes de 0,27 mg/Kg 
para a sulfanilamina e 0,05 mg/Kg para a sulfaguanidina no tecido muscular 
de suÍnos aos quais foi admnistrada uma injecyao intramuscular de 2,1 g de 
sulfanilamina e 0,6 g de sulfaguanidina, e sacrificados 24 horas após. 

Sista et al (60) descrevem um método por HPLC com derivatizayao pós­
coluna com fluorescamina para a derivatiza�ao da sulfapiridina. Este é um 
muito específico mas pouco sensível, só se detectam concentrayoes de 
sulfonamidas superiores a 100 mg/Kg. Outro factor negativo é o elevado 
pre�o da fluorescamina. 

CONCLUSÁO 

A cromatografia líquida de alta resoluyao (HPLC) constitui o método de 
eleiyao mais extensamente utilizado na identificayao e quantifica�ao de resíduos 
de antibióticos em alimentos, a nível dos limites máximos recomendados 
(LMR). 
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Entre os vários modos de detecyao disponíveis, a detecyao fluorimétrica 
proporciona um maior grau de sensibilidade e especificidade, reduzindo os 
efeitos das interferencias presentes neste tipo de matriz. 
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