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APRESENTAÇÃO

O e-book: “O papel fundamental da química entre as ciências naturais” apresenta 
vinte e sete capítulos de livros que foram organizados em quatro temáticas: i) química 
e sociedade: em busca da ressignificação e contextualização do processo de ensino-
aprendizagem; ii) química orgânica e de produtos naturais; iii) síntese, caracterização e 
avaliação de materiais nanoestruturados e iv) química e remediação ambiental.

O primeiro tema é constituído por doze capítulos que procuraram avaliar o processo 
de ressignificação e contextualização do ensino de química a partir: i) da percepção dos 
estudantes em relação ao consumo de água; ii) o ensino de química por meio de projetos; 
iii) a visão do aluno em relação ao processo de aprendizagem; iv) utilização de recursos 
tecnológicos e midiáticos como ferramentas facilitadoras no processo de aprendizagem; e 
v) utilização de materiais alternativos para a experimentação no ensino de química.

O segundo tema possui seis capítulos que procuraram avaliar o desempenho de novas 
substâncias químicas com inúmeras propriedades biológicas, entre as quais: a redução do 
número de larvas do mosquito Aedes Aegypti, bem como propriedades anti-inflamatória, 
antimicrobiana entre outras de interesse biológica. O terceiro tema é constituído por três 
capítulos que investigaram a síntese de nanopartículas de polianilina para composição de 
tintas utilizadas na impressão e do mineral hidroxiapatita. Por fim, o último tema é composto 
por seis capítulos que investigaram a remediação ambiental que se utilizou de resíduos de 
biomassa para remoção de metais pesados, a síntese de nanopartículas de sílica para a 
remoção de Ba2+em matrizes aquosas, remediação de efluente contaminado com cádmio 
e chumbo e a aplicação de diferentes Processos Oxidativos Avançados para remoção de 
contaminantes.

Nesta perspectiva, a Atena Editora vem trabalhando com o intuito de estimular e 
incentivar os pesquisadores brasileiros e de outros países a publicarem seus trabalhos com 
garantia de qualidade e excelência em forma de livros, capítulos de livros e artigos que são 
disponibilizados de forma gratuita no site da Editora e em outras plataformas digitais.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: O leite é um alimento de alto valor 
nutricional e altamente suscetível à contaminação 
por resíduos de antimicrobianos usados   no 
tratamento de doenças no gado leiteiro. O objetivo 
desta pesquisa foi determinar e monitorar resíduos 
dos antibióticos sulfamerazina, sulfametoxazol e 
sulfadimetoxina no leite produzido em Sergipe e 
comercializado em Aracaju, comparando com o 
limite máximo de resíduos (LMRs) estabelecido 
pela resolução do MERCOSUL GMC n. 54/2000, 
adotado pelo Brasil estabelecendo o LMR de 100 
μg.kg-1 no leite para os compostos descritos. A 
validação do método teve uma boa faixa linear 
entre 100 e 1000 μg.kg-1 com r2 maior que 0,99 

e recuperações entre 81,2 ± 4,9%, 86,3 ± 2,5% 
e 104,5 ± 0,3% no nível de fortificação de 250 
μg .kg-1 para sulfadimetoxina, sulfamerazina 
e sulfametoxazol, respectivamente, e limites 
de detecção e quantificação entre 50,0 a 80,0 
μg.kg-1 e 100 a 250 μg.kg-1, respectivamente. O 
método validado foi aplicado na análise de 16 
amostras de leite tipo C. Em todas as amostras 
de leite analisadas o antibiótico sulfametoxazol 
foi detectado na faixa de concentração de 489,4 
a 842,56 μg.kg-1 mostrando que estava acima do 
limite permitido pelo Ministério da Agricultura.
PALAVRAS-CHAVE: Leite, antibiótico, SPE, 
CLAE-DAD.

MONITORING OF ANTIBIOTIC RESIDUES 
IN MILK PRODUCED IN SERGIPE AND 
MARKETED IN THE CITY OF ARACAJU

ABSTRACT: Milk is a food of high nutritional 
value and highly susceptible to contamination 
by antimicrobial residues used in the treatment 
of diseases in dairy cattle. The objective of this 
research was to determine and monitor residues 
of the sulfamazine, sulfamethoxazole and 
sulfadimetoxin antibiotics in milk produced in 
Sergipe and marketed in Aracaju, compared with 
the maximum residues limit (MRLs) established 
by MERCOSUR resolution GMC n. 54/2000, 
adopted by Brazil establishing the MRL of 100 
μg.kg-1 in milk for the compounds described. The 
validation of the method had a good linear range 
between 100 and 1000 μg.kg-1 with r2 higher than 
0.99 and recoveries between 81.2 ± 4.9%, 86.3 
± 2.5% and 104.5 ± 0,3% at the fortification level 
of 250 μg.kg-1 for sulfadimetoxin, sulfamazine 
and sulfamethoxazole, respectively, and limits of 
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detection and quantification between 50.0 to 80.0 μg.kg-1 and 100 to 250 μg.kg-1, respectively. 
The validated method was applied in the analysis of 16 samples of milk type C. In all samples 
of milk analyzed the antibiotic sulfamethoxazole was detected in the concentration range 
of 489.4 to 842.56 μg.kg-1 showing that it was above the limit permitted by the Ministry of 
Agriculture.
KEYWORDS: Milk, antibiotic, SPE, HPLC-DAD.

1 |  INTRODUÇÃO
O leite é considerado um alimento de alto valor nutricional por ser fonte de 

carboidratos, vitaminas, minerais e proteínas, essenciais na alimentação humana. Embora 
o consumo nacional seja considerado baixo, cerca de 174 litros por habitante por ano 
(CONAB, 2016), o Brasil ocupa o quarto lugar no ranking mundial de produção de leite 
(EMBRAPA, 2008). Em Sergipe a atividade leiteira concentra-se principalmente no alto 
sertão. Segundo a agência de notícias Sergipe (2015), no ano passado foram processados   
em média 640 mil litros de leite por dia na região, o que a destaca como o principal pólo 
produtor de leite do estado. Portanto, esta atividade confere sustentabilidade tanto no 
campo produtivo quanto no campo social, contribuindo para garantir a criação de inúmeros 
empregos e geração de renda capaz de minimizar o fluxo migratório no sentido rural / 
urbano.

Do ponto de vista da saúde pública, o leite ocupa um lugar de destaque na alimentação 
humana, pois constitui um alimento essencial para todas as idades, principalmente os 
recém-nascidos, e o mesmo se aplica a todos os derivados lácticos (OLIVEIRA, et al, 
1999). No entanto, uma série de fatores, como raça, idade e alimentação animal, estágio 
de lactação, variações climáticas ou infecções do úbere da vaca (CAMARGO, et al, 1984 in 
[6] PELCZAR , et al, 1996), podem alterar sua composição química.

As infecções do úbere, mesmo que subclínicas têm grande influência na composição 
do leite. O principal efeito é a redução da concentração de gordura, lactose e caseína e 
o aumento do teor de proteínas e cloretos do soro. Estados mais avançados de infecção 
resultam em leite com uma composição química diferente do normal. A mastite bovina é 
uma doença multifatorial de etiologia complexa e variada e está disseminada em todas as 
regiões produtoras de leite. A maioria das infecções é de origem bacteriana, predominando 
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae (PELCZAR, et al, 1996).

Por causa dessas infecções, os antibióticos têm sido amplamente utilizados 
em fazendas e mesmo em muitos casos, indiscriminadamente, para fins terapêuticos, 
principalmente para a cura de mamíferos, ou incorporados à ração animal como suplemento 
dietético. Tais procedimentos levam à presença de resíduos de antibióticos, representando 
um risco para o consumidor e, portanto, um grave problema na área econômica e de 
saúde pública. O abuso de medicamentos veterinários, especialmente em países onde 
seu emprego não é monitorado de perto, poderia ser corrigido por meio de informações 
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suficientes e precisas aos usuários, atendidos por cooperativas e centros de apoio técnico 
do governo. A divulgação de boas práticas veterinárias e agrícolas levaria a uma redução 
dos níveis dessas substâncias e deixaria de ser do interesse público. No Brasil, não existe 
uma política de longo prazo de organização e manutenção de estrutura adequada para o 
controle do uso de medicamentos veterinários (MINIUSSI, 1992 apud NASCIMENTO, et al, 
2001). A real efetividade desses programas depende não somente da gestão, mas do papel 
fundamental dos produtores e os funcionários que atuam na área.

Por esse motivo, existe a preocupação em produzir alimentos isentos de 
contaminantes, sendo imprescindível garantir uma produção de alimentos que não ofereçam 
riscos à saúde dos consumidores. O respeito às recomendações da legislação brasileira 
deve ocorrer em toda a cadeia produtiva. Dessa maneira, deve haver rígido controle de 
qualidade do produto que pode apresentar resíduos desses antimicrobianos, causando 
danos à saúde do produtor, da indústria e do consumidor.

O Plano Nacional de Controle de Resíduos Biológicos em Produtos de Origem 
Animal (NPCBR), Instrução Normativa / MAA nº 42 de 20 de dezembro de 1999, instituído 
pelo Ministério da Agricultura com o objetivo de sistematizar os meios de controle da 
contaminação desses produtos por resíduos de compostos usados   na agricultura, adota 
a Resolução GMC nº 54/2000 do MERCOSUL, que estabelece como limite máximo de 
resíduos (LMR) para sulfamazina, sulfametoxazol e sulfadimetoxina o valor de 100 μg 
kg-1 no leite para cada tetraciclina (BRASIL, 1998). É crescente a preocupação com a 
presença de antibióticos no leite e os possíveis riscos à saúde, sendo necessário controlar 
e monitorar os níveis residuais desses compostos para cumprir a legislação em vigor no 
país para prevenir e proteger o consumidor.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo determinar e monitorar 
resíduos dos antibióticos sulfamazina, sulfametoxazol e sulfadimetoxina em amostras 
de leite produzidas em Sergipe e comercializadas na cidade de Aracaju, comparando os 
valores determinados com o limite máximo de resíduos (LMR) estabelecido por a legislação 
adotada pelo Brasil. No desenvolvimento das análises, foram aplicadas as técnicas de 
extração em fase sólida (SPE) para o isolamento e extração dos resíduos de antibióticos 
no leite e análises por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por arranjo de 
diodo (HPLC-DAD).

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Reagentes e preparo das soluções 
Foi usado metanol de grau de HPLC (J. T Baker) na preparação de soluções de 

estoque e de trabalho a partir de padrões de antibióticos de pureza média de 75%. A partir 
das soluções estoque, foi preparada uma mistura de antibióticos denominada mix, na 
concentração de 10 mg.L-1, para fortificação das amostras de leite e posteriores testes de 
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extração. Foram utilizados ácido clorídrico 2,0 mol L-1, metanol grau HPLC (J. T Baker) e 
água ultrapura para otimizar as condições de extração.

2.2 Condições cromatográficas
As análises foram realizadas usando cromatografia líquida de alto desempenho 

(CLAE) Shimadzu (Kyoto, Japão) LC-20A consistindo em degaseificador DGU-20A3, bomba 
LC-20AD, controlador de sistema CBM-20A, forno de coluna SIL-20AC self-CTO-20AC 
com coluna NST C18 (150mm x 4,6mm x 5μm) a 35ºC e detector UV-VIS com arranjos de 
fotodiodo SPD-M20A, ajustado para 265nm. O conjunto ácido oxálico 0,01 M: Acetonitrila: 
Metanol (72: 20: 8) e Trietilamina 0,1% foi usado como fase A e metanol como fase B. A 
eluição foi empregada no modo gradiente, mantendo o fluxo constante de 1 ml .min-1 .

2.3 Preparação e fortificação das amostras
A extração dos antibióticos para o leite foi possível a partir de um volume de 5 

mL de leite e fortificação com 100 μL da mistura de antibióticos 10 mg.L-1, seguida de 
centrifugação por 5 min a 3500 RPM, adição de 5 mL de ácido clorídrico 2 mol L-1, agitando 
na mesa agitadora por 10 min a 180 RPM e centrifugação por 20 min a 3500 RPM. O 
sobrenadante foi coletado e filtrado em membrana de náilon (0,20 μm) para o cartucho 
SPE previamente condicionado com 3 ml de metanol e 3 ml de água ultrapura (2 vezes 
em sucessão). Os analitos foram eluídos com 3 ml de metanol e recolhidos em frascos de 
destilação para posterior rotavaporação e análise por HPLC-DAD.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Desenvolvimento das condições cromatográficas por HPLC-DAD
As condições de análise por cromatografia líquida utilizando cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE) modelo Shimadzu (Kyoto, Japão) modelo LC-20A e coluna 
C18 NST (150 mm x 4,6 mm x 5μm) foram obtidas pelo estudo das variáveis   de análise. 
Das fases móveis testadas, o conjunto 0,01M: Acetonitrila: Metanol (72: 20: 8) e 0,1% 
Trietilamina como Fase A e Metanol como Fase B apresentou a melhor separação dos 
analitos e possibilitou uma boa detecção e quantificação dos compostos. Foi empregada a 
eluição em modo gradiente, mantendo o fluxo constante de 1 mL . min-1 com detecção em 
265nm. O volume de injeção foi de 10 μl e eluição com a coluna mantida a uma temperatura 
de 35 ° C. Posteriormente foi elaborada uma curva analítica para verificar o limite / faixa de 
detecção dos analitos nessas condições (Tabela 1). A Figura 1 mostra o cromatograma dos 
antibióticos estudados com detecção em 265 nm.
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Variáveis estudadas Condições estabelecidas

Fase móvel
Fase A: 0.01mol.L-1 Ácido oxálico: Acetonitrila: Metanol (72: 20: 
8) e 0.1% Trietilamina
Fase B: Metanol

Proporções de fase móvel Gradiente: 0.01 min.: 5% B; 1min: 5% B; 10 min.: 15% B; 15 
min.: 5% B; 18 min.: 5%B.

Fluxo de fase móvel 1 ml.min-1 
Tempo de análise 18 minutes
Volume de injeção 10 μL
Temperatura do forno 35ºC
Detecção 265nm

Tabela 1: Condições de análise cromaatográfica.

Fig. 1 Cromatograma obtido na injeção de solução padrão de 10 μL (1,0 mg.L-1) nas condições 
de análises estabelecidas. Identificação de picos: OXTC: oxitetraciclina; TC: tetraciclina; SMRZ: 

sulfamerazina: SMTZ: sulfametoxazol; CTC: clortetraciclina; SDMT: sulfadimetoxina.

3.2 Desenvolvimento das condições de extração por SPE
Para o desenvolvimento das análises foi utilizada a técnica de extração em fase 

sólida (SPE) para isolar e extrair os resíduos dos antibióticos presentes no leite e análises 
por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por arranjo de diodos (CLAE-
DAD). Para isso, foi necessária a utilização de uma amostra de leite no desenvolvimento 
do método. A estratégia metodológica consistiu na centrifugação por 5 min (3500 rpm) de 
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uma amostra de 5,0 mL de leite fortificado com 100,0 μL de uma mistura de antibióticos 
com posterior adição de 5,0 mL de ácido clorídrico 2,0 mol.L-1 e agitação na mesa agitadora 
por 10 min (180 RPM). O sobrenadante foi filtrado através de um filtro de náilon de 0,20 μm, 
coletado diretamente em cartucho SPE C18 previamente condicionado com água ultrapura 
e metanol (grau HPLC) e eluído com 3,0 mL de metanol. O eluato foi concentrado por 
rotavaporação e analisado por HPLC-DAD.

3.3 Avaliação das taxas de recuperação das amostras
Com todos os parâmetros de análise otimizados, o método foi validado de forma 

a garantir a confiabilidade dos resultados metodológicos. A técnica empregada permitiu 
valores de recuperação dentro dos limites permitidos na Literatura (70-120%) demonstrando 
sua eficiência no processo de extração (Tabela 2).

Antibióticos
Recuperação (%)

100 μg.kg-1 250 μg.kg-1 1000 μg.kg-1

Sulfamerazina 84.2 ± 5.3 86.3 ± 9.3 74.4 ± 3.4
Sulfametoxazol 94.7 ± 8.6 104.5 ± 3.8 78.4 ± 6.5
Sulfadimetoxina 68.9 ± 6.4 81.2 ± 5.7 80.1 ± 9.5

Tabela 2: Taxas de recuperação obtidas na técnica de extração por SPE.

No nível inferior de fortificação (100 μg.kg-1) os limites de quantificação foram obtidos, 
as recuperações variaram de 68,9% a 94,7% com um desvio padrão relativo variando de 
5,3% a 8,6%. No nível intermediário (250 μg.kg-1) as recuperações variaram de 81,2% a 
104,5% com um desvio padrão relativo variando de 3,8% a 9,3%. No nível mais alto (1000 
μg.kg-1) as recuperações variaram de 74,4% a 80,1% com desvio padrão relativo variando 
de 3,4% a 9,5%. As recuperações obtidas encontram-se dentro da faixa adequada (70 a 
120%) conforme estabelecido pela ANVISA (2016), com boa precisão entre as medidas 
(abaixo de 15,0%) (TOALDO, 2011) [9-12].

3.4 Validação do método
A validação do método avaliou os parâmetros da faixa linear de trabalho, limite de 

detecção e limite de quantificação. Estão descritos os valores obtidos na Tabela 3.
O método validado foi aplicado na análise de 16 amostras de 4 diferentes marcas de 

leite tipo C produzidas em Sergipe e comercializadas na cidade de Aracaju.



 
O papel fundamental da química entre as ciências naturais Capítulo 22 224

ANTIBIÓTICOS Faixa de trabalho (μg.
kg-1)

Limite de detecção 
(μg.kg-1)

Limite de 
quantificação (μg.

kg-1)
Sulfamerazina 100 - 1000 80 250
Sulfametoxazol 100 - 1000 50 100
Sulfadimetoxina 100 - 1000 80 250

Tabela 3: Parâmetros de validação do método.

As análises foram realizadas ao longo de quatro semanas consecutivas com 
amostras de leite tipo C produzidas em diferentes regiões do estado. Cada amostra foi 
analisada em triplicata e antes da análise foi realizado um branco no sistema cromatográfico, 
a fim de evitar o efeito de memória e aumentar a precisão e exatidão das análises. A área 
considerada para o cálculo da concentração foi a média aritmética das áreas obtidas em 
cada análise. Em todas as amostras de leite analisadas o antibiótico sulfametoxazol foi 
detectado na faixa de concentração de 489,4 a 842,56 μg.kg-1, mostrando que está acima 
do limite permitido pelo Ministério da Agricultura (100 μg.kg-1) (Tabela 4).

AMOSTRAS SMTZ Concentração (μg.kg-1) Abaixo do LMR Acima do LMR

Marca 1 842.56 - √

Marca 2 714.12 - √

Marca 3 489.43 - √

Marca 4 580.88 - √

Tabel 4: Valor médio dos resultados obtidos pela análise de amostras de leite produzidas em Sergipe e 
comercializadas na cidade de Aracaju.

Os cromatogramas obtidos nas análises de amostra são mostrados nas Figuras 2 
e 3.
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Figura 2: Cromatogramas obtidos na análise das amostras de leite da Marca 01 (a) e da Marca 02 (b).

 

Figura 3: Cromatogramas obtidos na análise das amostras de leite da Marca 03 (c) e da Marca 04 (d).

4 |  CONCLUSÃO
Foi aplicado um método rápido, simples, direto e de baixo custo, baseado em 

cromatografia líquida de alta eficiência de fase reversa, para a determinação de resíduos 
de antibióticos em amostras de leite produzidas no Estado de Sergipe. Os resultados deste 
estudo permitiram o monitoramento de resíduos do antibiótico Sulfametoxazol em todas as 
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amostras analisadas na faixa de concentração de 489,4 a 842,56 μg.kg-1, mostrando que 
está acima do limite permitido pelo Ministério da Agricultura (100 μg.kg-1).

Espera-se que os resultados deste estudo possam contribuir para o desenvolvimento 
de programas de monitoramento de resíduos de antibióticos no leite e assim possibilitar 
para o fortalecimento do agronegócio e da agricultura familiar em nosso estado, bem como 
para garantir a qualidade dos produtos produzidos e comercializados em nossa região.
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