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1. INTRODUCAO

O leite ¢ um liquido produzido pela secrecao das glandulas mamarias das fémeas dos ma-
miferos (Matos et al., 2007). Por ser um alimento de elevado potencial nutritivo, ¢ muito sus-
ceptivel a actividade microbiana. Devido a esta contaminagao, o leite necessita de processos
industriais, tais como a elevagdo da temperatura, para destruir os agentes patogénicos e
permitir a sua conservacao.

A classificacao do leite é efectuada com base na quantidade de microrganismos presentes.
Existem diversos tipos de leite. O leite pasteurizado pode ser classificado em tipo A, Bou C, de
acordo com o grau de qualidade que apresenta. O tipo A é pasteurizado logo apos a ordenha
mecanica executada na exploracdo com o méximo de higiene. O tipo B é transportado até 6
horas apos a ordenha, para que seja pasteurizado e o tipo C é obtido por ordenha manual. O
leite tipo UHT (ultra high temperature) é sujeito ao tratamento UHT. Neste tratamento o leite é
homogeneizado e sujeito a temperaturas elevadas, durante 2 a 4 segundos e, seguidamente,
é arrefecido a uma temperatura inferior a 32° C. A este tipo de leite sdo adicionados estabili-
zantes quimicos, separadamente ou combinados, como por exemplo, o citrato, o monofos-
fato e o trifosfato de sédio. Existe ainda o leite desidratado, que se pode apresentar na forma
de pd, evaporado e condensado. O leite em pd pode ser integral, desnatado e modificado.
Este tipo de leite é elaborado especialmente para alimentacédo infantil, sendo modificado
nutricionalmente a nivel das protefnas, vitaminas e minerais (Popelka et al., 2004).

Os principais animais fornecedores de leite para consumo humano sdo a vaca, a ovelha e a
cabra, sendo a primeira a principal fonte de producédo de leite. Apesar de ser liquido, o leite
de vaca possui, em média, 13 % de sélidos. Contém, para além da agua, lipidos, hidratos de
carbono, proteinas, minerais, vitaminas e outros constituintes. Este é dotado de uma enorme
riqueza nutricional. E uma fonte de proteinas de elevado valor bioldgico; é rico em minerais,
em vitaminas (A, B, B, PP K, B, e acido pantoténico) e oligoelementos, sobretudo selénio
e iodo. A composicao do leite de vaca sofre a influéncia de diversos factores, tais como, raca,
periodo de lactagdo, quantidade e qualidade da alimentacéo, época do ano e estado de salide
do animal (Popelka et al., 2004).

Os antibioticos sao utilizados tanto em medicina humana, como veterindria. Para contro-
lar as concentracdes destes residuos em produtos alimentares desenvolveram-se métodos
analiticos de rastrejo. A técnica analitica de cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) tem
sido a mais usada na quantificacdo de residuos de antibidticos no leite e na carne (Wang et
al, 2006). Neste trabalho pretendeu-se estabelecer um método de extrac¢ao de residuos de
antibidticos do leite de vaca pasteurizado, procedendo, posteriormente, a sua optimizagao.
Foi escolhido o método referido por Tolentino et al. (2005), em que foram efectuadas algu-
mas modificagdes.

1.7. ANTIBIOTICOS DE USO VETERINARIO

Os medicamentos anti-infecciosos mais usados pelos produtores sao os antibidticos beta-
lactamicos, os aminoglucosideos, os macrolidos e aparentados, as tetraciclinas, o cloran-
fenicol, as quinolonas, as sulfonamidas, as associacdes de antibidticos e as associacdes de
antibiéticos com outros farmacos (tabela 1). Neste estudo, foram submetidos ao processo
analitico os antibioticos oxitetraciclina, sulfamerazina e cloranfenicol.



Tabela 1. Medicamentos anti-infecciosos para uso veterinario.
MEDICAMENTOS ANTI-INFECCIOSOS PARA USO VETERINARIO

Antibioticos beta-lactamicos Sulfonamidas de répida absorcdo, rapida eliminacao Derivados do furano

Penicilinas Sulfonamidas de rdpida absorcdo, lenta eliminagdo Associages de nitrofuranos

Penicilinas sintéticas e semi-sintéticas  Sulfonamidas pouco absorvidas QOutros nitrofuranos

Cefalosporinas Associacdes de sulfonamidas QOutros antibidticos

Aminoglucosideos Associagdes de sulfonamidas com outros antibidticos Associagdes de antibidticos

Macrdlidos e aparentados Associacdes de sulfonamidas com outros agentes anti-microbianos  Associacdes de antibiéticos com outros farmacos
Tetraciclinas Sulfonamidas para usos especiais Anti-fiingicos

(loranfenicol Nitrofurazona Anti-virais

Quinolonas Furazolidona Tuberculostéticos e anti-leproliticos
Sulfonamidas Nitrofurantoina QOutros agentes anti-microbianos

1.2. LIMITE DE SEGURANGA DE ALGUNS ANTIBIOTICOS

Os farmacos de uso veterindrio sdo usados para a proteccdo da saude e bem-estar dos ani-
mais e também na prevencéo da transmissdo de doencas dos animais ao Homem. Uma
utilizacdo incorrecta destes farmacos pode induzir ao aparecimento de residuos poten-
cialmente nocivos nos alimentos de origem animal. E, desta forma, essencial assegurar o
controlo da sua utilizacdo, salvaguardando a seguranca alimentar e a saide publica. A mo-
nitorizagédo dos residuos de antibiéticos é muito importante, uma vez que existe a possi-
bilidade de desenvolvimento de reacc¢des alérgicas ou toxicas em individuos susceptiveis.
Para além destes riscos, uma exposicdo a longo prazo aos residuos daqueles farmacos pode
potenciar um aumento da resisténcia bacteriana. Com o objectivo de certificar a seguranca
do consumidor, deve ser realizada uma avaliagdo dos residuos de todas as substancias far-
macologicamente activas, componentes de especialidades de uso veterindrio destinados
a animais produtores de alimentos, de acordo com o Regulamento (CEE) n° 2377/90 do
Conselho. Esta avaliacdo consiste na determinacdo da Dose Diéria Admissivel (DDA) a partir
da qual sdo estabelecidos os limites méximos de residuo (LMR). Vérias organizagdes tém
vindo a estabelecer os LMR no leite para os farmacos. No caso da oxitetraciclina o LMR é de
100 ng/kg (Jevinova et al, 2003), para as sulfonamidas o limite estabelecido é de 100 pg/
kg (Tolentino et al,, 2005). Relativamente a penicilina G, ampicilina e amoxicilina o LMR é de
4 ng/Kg e para a oxicilina, cloxicilina e dicloxacilina é de 30 png/Kg. Quanto ao antibiético
cloranfenicol ndo estéd estabelecido um LMR, porque este antibiético foi proibido para uso
veterinario. No entanto, o “Council Regulation” (EEC) n° 2377/90 e as suas adendas estipula-
ram, para a Unido Europeia, que o LMR do cloranfenicol seja igual a 0 pg/Kg.

1.3. METODOS DE QUANTIFICAGAO DE ANTIBIOTICOS DO LEITE

Na determinacao de vérios antibidticos em diversas amostras bioldgicas séo usadas técni-
cas de deteccao, tais como cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/
MS), cromatografia liquida com detecgao ultravioleta (LC/UV), cromatografia liquida com
deteccéo fluorescente (LC/FLD), cromatografia liquida com detecgao diode array (LC/DAD)
e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC/MS). As técnicas GC/MS e
LC/FLD necessitam de derivatizacdo, ao contrario da LC/MS.

Correntemente, a técnica analitica mais usada na deteccdo de antibidticos tem sido a HPLC,
seguida pelo ensaio imunoabsorvente com ligagdo enzimética (ELISA), pelo imunoensaio
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biossensor (BIA) e pelo ensaio microbiolégico. Sdo poucos os métodos usados baseados na
cromatografia gasosa (GC), na electroforese capilar de alta presséo (HPCE) ou na cromato-
grafia em camada fina (TLC) (Wang et al., 2006).

1.3.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESSAO (HPLC)

A técnica HPLC é a mais utilizada na determinacao de residuos de antibidticos no leite, carne
e aves, existindo um grande numero de trabalhos cientificos publicados (Wang et al., 2006).
As préticas mais comummente utilizadas para a extraccéo e purificacdo dos antibiéticos das
matrizes bioldgicas envolvem primeiramente a extracgado liquido-liquido ou a extraccdo em
fase solida (SPE) (Tuerk et al., 2006).

A separagao cromatografica € frequentemente efectuada com colunas C,, e C,, sendo as mais
comuns as de fase reversa (Furusawa, 1999; Tolentino et al., 2005). As fases moveis, na maioria
dos casos, consistem em misturas de acetonitrilo-dgua, mas também sdo usadas misturas de
acetonitrilo-acido acético, acetonitrilo-tampao acetato de amonio e ainda misturas ternarias
de &cido oxdlico-metanol-acetonitrilo (Msagati e Nindi, 2004; Tolentino et al,, 2005; Tuerk et al,,
2006). O acetonitrilo é bastante usado como fase movel, pois diminui a retencdo da maioria
dos farmacos hidrofébicos e aumenta a eficiéncia da separacao (Caballero et al,, 2001).

Tolentino et al. (2005) apresentaram um método em que usaram a técnica HPLC com detec-
cdo UV, utilizando como fase movel uma solucdo tampéo de acetato de sédio a pH 4,8 para
analisar residuos de sulfonamidas no leite. O dodecil sulfato de sédio (SDS) ou o acetato de sé-
dio séo frequentemente adicionados a estes sistemas para aumentar a eficicia da separacao.

O comportamento de retencao das sulfonamidas é dependente, ndo apenas da polaridade
da fase movel, mas também da sua ioniza¢do. O pH da fase movel desempenha um papel
importante na separacao cromatogréfica, estando o pH éptimo da solucéo tampéao compre-
endido entre 5,0-7,0 (Msagati e Nindi, 2004; Wang et al., 2006).

No método descrito por Furusawa (1999) a oxitetraciclina foi detectada no leite, tendo-se
obtido um indice de recuperacao entre 89,8 % e 94,1 %.

Cinquina et al. (2003) usaram a HPLC/DAD na deteccao de oxitetraciclina em leite e musculo
de bovinos. Foi usada a solucdo padrdo Mcllvaine e TCA, tendo sido obtidos indices de recu-
peracao superiores a 81 % nas amostras de leite e acima de 83,2 % nas amostras de musculo.

O cloranfenicol foi analisado em diversas amostras, tais como urina, leite pasteurizado, te-
cido animal de porco, peru e truta. Tuerk et al. (2006) efectuaram uma comparacao entre o
método de HPLC com diferentes deteccdes, UV e MS. Os autores concluiram que as detec-
¢oes UV e MS sdo Uteis para o controlo das determinacdes, porque a precisado e exactiddo
associada a este método permitem determinar os antibidticos com elevada sensibilidade.

Para Popelka e colaboradores (2004) a deteccao de residuos de penicilina no leite por HPLC
necessita do passo de purificacdo e derivatizacao.



A exactidao e linearidade do método HPLC/LC/MS sao adequadas para a monitorizagao da
qualidade de racéo. Esta técnica pode ser utilizada para identificar e quantificar farmacos em
racoes de forma rapida, simples e econdmica (Wang et al., 2006).

1.3.2. CROMATOGRAFIA GASOSA (GC)

Santos et al. (2005) usaram a GC/MS para detectar residuos de cloranfenicol em musculo
de truta e a LC/MS para confirmar os resultados de amostras suspeitas, pois esta apresenta
elevada sensibilidade, sem necessidade de derivatizacdo. O reagente de derivatizacdo do
cloranfenicol ¢ uma mistura de hexametildisilasano-trimetilclorossilano-piridina, na propor-
¢do 2:1:10. A técnica de GC exige um procedimento trabalhoso, pelo que existem poucos
trabalhos publicados.

1.3.3. CROMATOGRAFIA EM CAMADA FINA (TLC)

A utilizacdo da técnica de TLC para andlise quantitativa das sulfonamidas pode reduzir o uso
de solvente e o custo da andlise. Wang et al. (2006) efectuaram a andlise das sulfonamidas
de amostras de leite, em que a preparacdo da amostra incluiu uma extraccédo liquido-liquido
com cloroférmio e SPE. A deteccéo foi realizada por fluorescéncia induzida e obtiveram-se
indices de recuperacéo na ordem dos 88,3-103,2 %.

1.3.4. ESPECTROFOTOMETRIA DE ULTRAVIOLETA/VISIVEL (UV/VIS)

Ribone et al. (2001) analisaram os principios activos (sulfatiazol, rivanol e antipirina) em gotas
otoldgicas usando o método de UV/Vis, complementado pela anélise de calibragdo multiva-
riada. Este método tem como vantagem nao necessitar de derivatizagdo nem de solventes
ndo aquosos. Com este procedimento analitico obtiveram-se o0s sequintes indices de recu-
peracao: para o sulfatiazol 108 %, para o rivanol 98 % e para a antipirina 102 %.

Fan et al. (2003) determinaram a sulfadiazina e o sulfametoxazol na urina e em preparagoes
farmacéuticas, tendo utilizado a injeccdo em fluxo com deteccédo espectrofotométrica. Ob-
tiveram resultados razodveis, em termos de selectividade, exactiddo e precisdo num largo
intervalo de concentragées e com uma elevada frequéncia de amostragem. Além disso,
este método é rapido, simples e sensivel, sendo os limites de deteccao 0,05 ug/ml para o
sulfametoxazol e 0,06 ug/mL para a sulfadiazina.

1.3.5. METODO MICROBIOLOGICO MODIFICADO PARA
O RASTREIO DE ANTIBIOTICOS NO LEITE

Os residuos de antibidticos no leite podem ser detectados por diferentes métodos: testes
com base na inibicdo do crescimento microbiano, testes imunoldgicos, testes que usam
receptores e enzimas e também alguns testes fisico-quimicos, como por exemplo, a TLC.

Estes testes sdo qualitativos, quantitativos ou semi-quantitativos. O teste denominado “Ba-
cillus stearothermophilus calidolactis disc assay” (BSDA) é um exemplo de teste microbiolégi-
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co de rastreio usado diariamente na industria para determinar residuos de antibidticos no
leite de vaca. Este teste tem por base a inibicdo de crescimento microbiano, em que uma
amostra de leite é submetida ao contacto com um microorganismo sensivel (Bacillus stearo-
thermophilus) (Bates et al., 2002).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. REAGENTES E SOLUCOES

Todos os compostos foram usados sem qualquer purificacdo adicional e obtidos dos se-
guintes fornecedores: acetato de sddio anidro (Sigma), 4cido acético glacial (RPE, Carlo Erba
reagents), dgua desionisada (InterLab Deioniser Portugal), acetona (Fluka), n-hexano 95 %
(Panreac Quimica SA, PAl), cloroférmio (RPE, Carlo Erba reagents), leite pasteurizado gordo
tipo B (Vigor), metanol (Merck).

A solucédo de extracgdo, composta por cloroférmio-acetona (67%/33%, v/v), foi sempre pre-
parada diariamente. Todos os antibidticos (sulfamerazina, oxitetraciclina e cloranfenicol) fo-
ram obtidos da Sigma. As solugdes dos antibidticos foram mantidas ao abrigo da luz para
minimizar a sua decomposicao e a temperatura de 5 °C. Os intervalos das concentracdes
dos padrdes estudados foram os seguintes: 1,06 ug/mL - 10,6 ug/mL para a sulfamerazing;
248 x 10" pg/mL-99,0 x 10" ug/mL para a oxitetraciclina e 5,94 x ug/mL - 2,97 x 10" ug/mL
para o cloranfenicol. A solu¢do tampéo foi preparada com dgua bidesionizada apresentando
condutividade inferior a 0,1 uS cm™. As solugdes mais concentradas de antibidticos foram
obtidas por pesagem rigorosa dos sélidos, seguida de dissolucao. As solugdes mais diluidas
foram preparadas a partir das anteriores por dilui¢do rigorosa.

2.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.2.1. PREPARACAO DA AMOSTRA

A partir de uma solugdo concentrada de antibiético (1mg/mL), mediu-se o volume apro-
priado (sulfamerazina 140 pl, oxitetraciclina 420 ul, cloranfenicol 370 ul) para um baldo
volumétrico de 250 mL, perfez-se com leite pasteurizado gordo e homogeneizou-se. As
amostras assim preparadas foram distribuidas por tubos Falcon, identificadas, protegidas
com papel de aluminio e parafilme e congeladas. O leite ndo aliquotado (leite sem antibioti-
co adicionado) foi condicionado e armazenado da mesma forma (branco).

2.2.2. EXTRACGAO DA AMOSTRA

O método proposto por Tolentino et al. (2005) foi utilizado com ligeiras modificacdes, de
forma a simplificar as etapas de extraccdo e, principalmente, reduzir os volumes de leite
e reagentes utilizados neste estudo. Mediram-se rigorosamente 5,00 mL de leite para um
tubo Falcon, adicionaram-se 25 mL da solucdo de extraccdo e 10 mL de dgua desionisada.
Agitou-se vigorosamente durante 2 minutos. Centrifugou-se a 6000 rpm, durante 15 minu-
tos. Recolheu-se a fase organica num baldo de fundo redondo e repetiu-se a extracgdo com
a fase aquosa remanescente.



2.2.3. TRATAMENTO DA AMOSTRA

Evaporaram-se os extractos organicos contidos no baldo de fundo redondo de 50 mL até a
secura num evaporador rotativo a 32 °C. Adicionou-se ao residuo 1,5 mL de solugdo tampao
de acetato de sddio, agitou-se no vortex durante T minuto, acrescentaram-se 5 mL de n-
hexano e agitou-se novamente 1 minuto no vortex.

Transferiu-se o contetido do baldo para um tubo cénico e deixaram-se separar as fases du-
rante 2 minutos. Agitou-se no vortex por 1 minuto e seguidamente centrifugou-se a 4000
rom, durante 15 minutos. Transferiu-se a camada aquosa para um eppendorf de 1,5 mL e
procedeu-se ao ensaio espectrofotométrico.

2.2.4. ENSAIOS ESPECTROFOTOMETRICOS

As determinacdes espectrofotométricas de UV foram efectuadas, a temperatura ambiente,
usando um espectrofotometro da PerkinElmer Lambda 25 e cuvetes de quartzo de volume
reduzido de 1 cm de percurso éptico.

Os espectros foram tragados contra uma solucdo tampéo de acetato de sédio, fazendo-se
um varrimento a uma velocidade de 600 nm/min. O procedimento anteriormente referido
nas diversas alineas foi efectuado de igual forma, tanto para o branco, como para a amostra.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dado néo haver alteragdo significativa entre os espectros de absorvancia do branco e da
oxitetraciclina extraida do leite, ndo foi possivel determinar o seu indice de recuperacéo. Este
facto deve-se, principalmente, a efeitos de quelatagdo com ides célcio. O conhecimento das
interaccoes sofridas pelas tetraciclinas com metais permite uma melhor compreensao da
sua actuagdo em mecanismos fisioldgicos especificos e o planeamento de métodos de do-
seamento mais eficazes e rapidos. Dados obtidos por espectrofotometria permitem concluir
que o local de ligagdo das tetraciclinas a metais situa-se no grupo enolizado B-diceténico
em C, -C .. Admite-se que estes fdrmacos se comportam como ligandos bidentados que
formam quelatos com catides célcio (Couto et al., 2000).

Segundo Couto e colaboradores (2000) devido ao facto de, na sua estrutura quimica, exis-
tir um grande numero de possiveis locais de ligacao, as tetraciclinas em solugao formam,
com grande facilidade, complexos metélicos e esta quelatacdo pode interferir na absorcao
e actividade da molécula. A formacdo de complexos também pode influenciar a biodispo-
nibilidade do farmaco. Quando se ingere, concomitantemente, leite e/ou lacticinios com
tetraciclinas ou com sais ferrosos, hé a formagéo de compostos de célcio de baixa solubili-
dade, ocorrendo uma diminuicdo da quantidade de farmaco disponivel para exercer efeito
terapéutico.

Alei de Lambert-Beer foi verificada para todas as solucdes ensaiadas e nas condicdes experi-
mentais utilizadas. Nas figuras 1 e 2 apresentam-se, respectivamente, os espectros de UV/Vis
das solugbes padrao de sulfamerazina e de cloranfenicol, em tampéo de acetato de sédio.
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Figura 1. Espectros de UV/Vis de solucdes padrao de sulfamerazina com diferentes concentragoes (1,06 ug/mL (1);
3,18 ug/mL (2); 5,30 ug/mL (3); 6,36 pg/mL (4); 10,6 pg/mL (5)), tragados a uma velocidade de varrimento de 600 nm min™.
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Figura 2. Espectros de UV/Vis de solugdes padrdo de cloranfenicol de diferentes concentragoes (594 pg/mL (1);
7,92 ug/mL (2); 891 pg/mL (3); 9,90 pg/mL (4); 1,98 x 10" pg/mL (5); 2,97 x 10" pg/mL (6)), tragados a uma velocidade
de varrimento de 600 nm min™'.

Pela analise dos espectros de absorcao de solucdes padrdo de antibidticos, verifica-se que a
sulfamerazina e o cloranfenicol apresentam bandas de absorcéo na zona do UV, nomeada-
mente por volta dos 240 e 268 nm, e 278 nm, respectivamente.

Na figura 3 € possivel visualizar uma representagéo grafica do maximo de absorvancia (A_)
em fung¢do da concentragdo dos antibidticos estudados, onde se obteve uma relagéo linear.
Esta relacdo representada pela equacao da recta respectiva, permitiu determinar, por inter-
polacéo, o valor da concentracdo dos antibidticos extraidos do leite de vaca.

Apds a extraccao dos antibidticos, sulfamerazina e cloranfenicol, das amostras de leite de vaca,
foram tragados os espectros de UV/Vis das respectivas solugdes, como se pode observar nas
figuras 4 e 5. Nestes gréficos verifica-se que os espectros correspondentes as amostras ndo s&o
sobreponiveis, 0 que deveria acontecer, porque se trata da mesma substancia e também por
ter sido usada a mesma quantidade da mesma solucao padrao de antibiotico. Este facto pode
ser explicado, por problemas inerentes ao método extractivo e a técnica de quantificacao.
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Figura 3. Representacéo grafica da variacao dos valores de absorvancia méaxima (curvas de calibragcdo) em funcéo da
concentracdo de sulfamerazina e de cloranfenicol.

08

06

02

210 250 290 330 370
A(nm)

Figura 4. Espectros de UV/Vis de solugdes submetidas ao processo de extraccao utilizado, branco (1) e com sulfame-
razina (2 e 3). Ambas as amostras contém sulfamerazina na mesma concentragao.
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Figura 5. Espectros de UV/Vis de solugdes submetidas ao processo de extracgao utilizado, branco (1) e com cloranfe-
nicol (2 e 3). Ambas as amostras contém cloranfenicol na mesma concentragao.

Os parametros, nomeadamente, os indices de recuperacao (IR), os desvios padrdo (DP) e os
coeficientes de variacdo (CV), calculados neste trabalho sao apresentados na tabela 2. Pela
andlise desta tabela, pode verificar-se que os valores de indice de recuperacéo dos dois an-
tibidticos estudados néo sdo da mesma ordem de grandeza dos determinados por técnicas
de HPLC, TLC, GC/MS. Na pesquisa efectuada na bibliografia encontraram-se IR de 61,0 % a
104,4 % para estes antibidticos extraidos de amostras de leite.
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Tabela 2. Valores de indices de recuperacgao (IR) e respectivos desvios padrao (DP) e coeficientes de variagao (CV),
calculados a partir de sete experiéncias independentes.

Antibiético IR (%) DP (%) V(%)
Sulfamerazina 486 15,0 308
Cloranfenicol 487 10 229

A partir da anélise dos coeficientes de variacdo, evidencia-se que os CV do cloranfenicol sdo
mais consistentes, comparativamente com os determinados na extrac¢do da sulfamerazina.

Um elevado indice de recuperacao, juntamente com um CV inferior a 25 % e um tempo
de anélise curto, indicam que o método possui boa precisdo e exactiddo e pode ser Util na
monitorizagao de residuos no leite. Relativamente aos resultados obtidos apenas se obteve
um CV inferior a 25 % (para a sulfamerazina 30,8 % e para o cloranfenicol 22,9 %), sendo os
fndices de recuperagdo abaixo dos 50 % e o tempo de andlise longo. Logo, a regra acima
referida ndo se aplica.

A escolha do método de extraccao de residuos de antibiéticos do leite é feita geralmente
com base nos indices de recuperacao, no tipo de material, no tempo de analise, no equipa-
mento, na exactiddo, na reprodutibilidade, entre outros. Neste trabalho a execucao experi-
mental demonstrou ser uma técnica bastante morosa (em média 5 horas) e laboriosa. Além
disso, a técnica de espectrofotometria de UV/Vis utilizada neste estudo nédo é um método
apropriado a este tipo de trabalho, embora a instrumentacdo empregue seja corrente na
maioria dos laboratdrios. Os resultados obtidos por espectrofotometria sao, em geral, me-
nos precisos do que os obtidos por HPLC, GC/MS, LC/MS e ELISA, no entanto, a espectrofo-
tometria de UV/Vis revelou-se uma técnica analitica rapida e facilmente exequivel, embora
as amostras de leite de vaca tenham sido adulteradas com os antibiéticos em estudo em
concentracoes superiores aos LMR.
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