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SULFADIMETHOXYNE QUANTIFICATION IN MILK BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY. A method
for HPLC determination of sulfadimethoxyne in milk is presented. The analyte isolation and concentration were performed by solid-
phase extraction through a C-8 cartridge, pre-conditioned with hexane, methanol and water and eluted with MeOH. The recovery
determination was done with a spiked solution of 20, 50 or 100 μg L-1. In this concentration range, the recovery was 83.2% with a
RDS of 15.4%. For quantification, a Zorbax Eclipse XDB-C8 (4.6 mm x 150 mm, 5 μm), a mobile phase of MeCN: 0.01 mol L-1

KH
2
PO

4
 aq. (1:4), and a variable wavelength detector (275 nm) were used.
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INTRODUÇÃO

Sulfonamidas, assim como outras classes de antibióticos, têm sido
administradas ao gado leiteiro com objetivos terapêutico, profilático
ou, ainda, como estimulante de crescimento. Uma conseqüência des-
sa prática é a ocorrência de resíduos desses medicamentos no leite,
que, mesmo em quantidades traços, podem causar problemas de saú-
de, como o aparecimento de reações tóxicas no consumidor ou um
aumento da resistência de determinadas bactérias ao agente
antimicrobiano. Segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária
(ANVISA), são alvo de controle sulfadimetoxina (1) sulfatiazol (2) e
sulfametazina (3), tendo sido estabelecido um limite máximo de resí-
duo (LMR) de 100 μg kg-1 para o somatório das três sulfonamidas1.
A Figura 1 apresenta as estruturas químicas das três sulfas.

A Associação dos Químicos Analíticos Oficiais (AOAC) descre-
ve um método para quantificação de sulfas em leite2 que inclui os
compostos 1-3. As sulfas são isoladas por extração líquido-líquido
com clorofórmio/acetona (2:1) e analisadas por cromatografia líquida
de alta eficiência (CLAE) em coluna C-18, tendo misturas de MeOH
e KH

2
PO

4
 aq. 0,1 mol L-1 como eluente. O método, entretanto, não

possibilita a quantificação simultânea das três sulfas e oferece baixa
recuperação para sulfadimetoxina (1) e sulfatiazol (2). Além disso,
apresenta os inconvenientes comuns à extração líquido-líquido, como
formação de emulsões e grande consumo de solventes.

Alternativamente, a extração em fase sólida (EFS) tem sido
bastante empregada em determinações semelhantes. Entre outras
vantagens, a EFS pode levar a uma diminuição de tempo de preparo
de amostra, bem como do volume total de solvente consumido no
procedimento. Pode, ainda, proporcionar uma concentração do
analito de interesse e a eliminação de interferentes3,4. De fato, há

alguns relatos na literatura sobre o uso da EFS no isolamento de
sulfas em leite5-8, embora o método tenha sido, algumas vezes, cri-
ticado por sua eventual falta de reprodutibilidade ou baixa capaci-
dade de recuperação7,8. Além da EFS em cartuchos, também a dis-
persão da matriz na fase sólida tem sido relatada7-10. Como alterna-
tiva à fase sólida C-189,10, outras fases como os trocadores de íons
vêm encontrando emprego5,6,11.

Com relação ao sistema cromatográfico, colunas com fase estaci-
onária C-18 são largamente utilizadas na análise de sulfas2,5-15. Como
fase móvel, misturas de metanol ou acetonitrila com soluções aquo-
sas de KH

2
PO

4
, NaOAc, NH

4
OAc e HOAc, são as mais comuns2,6,8-12.

Neste trabalho, estudamos o uso de cartuchos comerciais C-8
na extração das sulfas 1-3 de amostras de leite integral e
quantificação por CLAE em coluna analítica C-8. Nas condições de
análise, a presença de interferentes impediu a quantificação de
sulfatiazol (2) e sulfametazina (3). O método mostrou-se apropria-
do, por outro lado, para determinação de sulfadimetoxina (1). Fo-
ram avaliados os seguintes parâmetros: linearidade da curva analí-
tica, linearidade da curva analítica da matriz fortificada, limite de
detecção e quantificação do método, repetitividade, precisão interme-
diária, recuperação, estabilidade do padrão e seletividade.

PARTE EXPERIMENTAL

O equipamento utilizado foi um cromátografo a líquido de alta
eficiência HP série 1100, com bomba quaternária e sistema
degaseificador, válvula injetora manual com capacidade de 20 μL,
detector UV/vis com leitura em 275 nm, e coluna analítica Zorbax
Eclipse XDB-C8 (4,6 mm x 150 mm, 5 μm). Os dados foram trata-
dos através do programa de controle ChemStation (Rev. A.09.01
[1206], Agilent). A fase móvel utilizada foi acetonitrila 20% em
KH

2
PO

4
 aq. 0,01 mol L-1 a 35 oC com o seguinte programa de vazão:

1,5 mL min-1 (0 min), 2,0 mL min-1 (3,5 min), 2,0 mL min-1 (8,5
min), 3,5 mL min-1 (10 min), com tempo total da análise de 13 min.

Os seguintes reagentes foram utilizados: água deionizada (Milli-
Q, 18 MΩ cm), KH

2
PO

4
 (Nuclear), acetonitrila (EM Science),

metanol (Nuclear) e padrão de sulfadimetoxina (Sigma). Para fil-
tração da fase móvel, foram usadas membranas de nylon RC 55,
com poros de 0,45 μm e diâmetro de 47 mm (Schleicher & Schuell).

Figura 1. Estruturas da sulfadimetoxina (1), sulfatiazol (2) e sulfametazina (3)
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Para a filtração de soluções de padrões e amostras foram utilizadas
membranas de nylon com poros de 0,45 μm (Sartorius, Minisart
RC 25). As amostras de leite foram extraídas com cartuchos EFS
Spe-ed C8 (Applied Separations, 500 mg, 3 mL). As soluções do
padrão foram preparadas conforme indicação da literatura2.

Para a preparação de amostras fortificadas, volumes apropria-
dos da solução padrão a 1 μg mL-1 foram adicionados sobre uma
alíquota de 100 mL de leite.

As extrações do analito da matriz foram executadas em cartuchos
EFS em fase reversa C-8. A fase sólida foi condicionada pela adição de
porções sucessivas de 6 mL de hexano, 6 mL de metanol e 10 mL de
água. A seguir, um volume de 2 mL de amostra (leite ou leite fortifica-
do) foi percolado pela fase de extração. A fase sólida foi eluída com 2
mL de hexano, sendo o eluato desprezado. A eluição do analito retido
foi realizada com 10 mL de metanol. O extrato alcoólico foi seco por
adição de sulfato de sódio anidro e filtrado através de um funil simples
para um balão-pêra. O balão contendo o extrato foi levado ao rotavapor
e o solvente cuidadosamente evaporado a 32 ± 2 oC. Após a máxima
evaporação, o balão foi retirado do rotavapor e purgado com um fluxo
de nitrogênio para garantir a completa eliminação do solvente. A se-
guir, o extrato obtido foi dissolvido com 1 mL da fase móvel (acetonitrila
20% em KH

2
PO

4 
aq. 0,01 mol L-1). A amostra assim preparada foi

filtrada através do filtro de nylon e encaminhada para análise.
Para a construção da curva analítica foram utilizados seis ní-

veis de concentração do padrão: 50, 100, 150, 200, 300 e 500 μg
L-1

.
 Cada ponto da curva representa a média de quatro medidas con-

secutivas. A curva analítica de amostra fortificada foi obtida a partir
de amostras de leite fortificadas com o padrão com 20, 40, 60, 80 e
120 μg L-1

.
 As amostras fortificadas foram submetidas ao procedi-

mento de extração descrito. Também neste caso, cada ponto da cur-
va representa a média de quatro medidas consecutivas.

Na determinação da recuperação, foram preparadas seis
replicatas de amostras fortificadas com sulfadimetoxina nos seguin-
tes níveis: 20, 50 e 100 μg L-1. Uma amostra de leite não fortificada
foi utilizada como branco. A quantificação do analito na amostra
fortificada foi realizada por padronização externa.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Um problema que ocorre com matrizes como o leite é o grande
número de interferentes. A Figura 2 apresenta ampliações dos
cromatogramas de amostras de leite branca e fortificada com
sulfadimetoxina (100 mg mL-1) submetidas ao procedimento de ex-
tração. Nas condições estudadas, a maioria dos interferentes é eluída
entre 1 e 3 min. O padrão de sulfadimetoxina apresenta um tempo
de retenção de 7,6 min. Não se observou a detecção de outros picos
para tempos superiores a 13 min.

A faixa na qual a linearidade deve ser avaliada depende do LMR
recomendado pela legislação. No caso das sulfas, o LMR é 100 μg

kg-1 da mistura das três. A extração em fase sólida permite aumen-
tar a concentração do analito de interesse. No procedimento aqui
proposto, a concentração obtida na amostra preparada corresponde
ao dobro daquela na amostra original. Baseado nisso, a linearidade
foi avaliada na faixa de 50 a 500 μg L-1. Três experimentos foram
realizados, conduzidos em dias diferentes e por dois analistas dis-
tintos. Da mesma forma, três diferentes experimentos foram reali-
zados com amostras de leite fortificadas na faixa de 20 a 120 μg L-

1. Em todos, o coeficiente de correlação encontrado foi superior a
0,99. Valores típicos da equação da reta e dos coeficientes de corre-
lação são apresentados na Tabela 1.

O limite de quantificação (LQ) representa a menor concentra-
ção da substância em exame que pode ser medida, utilizando um
determinado procedimento experimental. O limite de detecção (LD),
por sua vez, representa a menor concentração da substância em exa-
me que pode ser detectada, mas não necessariamente quantificada16.
Os valores de LD e LQ, 4,59 e 13,9 μg L-1

, 
respectivamente, foram

obtidos a partir da estimativa do desvio padrão fornecida pela reta
de regressão

 
de uma curva analítica da matriz fortificada16. O méto-

do da AOAC2, realizado com extração líquido-líquido, é apropriado
para amostras contaminadas com concentrações individuais de sulfas
a partir de 5 μg L-1.

A repetitividade é o grau de concordância entre os resultados de
medições sucessivas de um mesmo analito, sob as mesmas condições
de medição (mesmo procedimento de medição, mesmo observador,
mesmo instrumento utilizado nas mesmas condições, mesmo local e
repetições em curto espaço de tempo)16. A ANVISA, segundo Ribani
et al.16, recomenda um mínimo de nove determinações (três níveis,
três repetições). Neste trabalho, a repetitividade foi determinada a
partir de oito repetições em três diferentes níveis de concentração.
Os resultados são apresentados na Tabela 2. A literatura recomenda
valores de até 20% no caso da determinação de quantidades traço16.

As precisões intermediárias em três concentrações diferentes esti-
madas a partir do conjunto de cinco experimentos, realizados por dois
diferentes analistas em diferentes dias, são apresentadas na Tabela 2.
Novamente, em cada experimento, foram obtidas quatro medições con-
secutivas de cada solução de padrões nas diversas concentrações.

A recuperação depende particularmente do método de prepara-
ção da amostra, mede a eficiência com a qual o analito é extraído de
sua matriz e é usada para corrigir o valor quantificado.

A recuperação foi avaliada como a média de seis experimentos
em três diferentes níveis de concentração, 20, 50 e 100 μg L-1, e
valores de 76,0, 89,8 e 83,6% foram encontrados, respectivamente.

Tabela 2. Repetitividade e precisão intermediária na medida de
padrões de sulfadimetoxina expressas através da estimativa dos
desvios padrão relativos

c (μg L-1) Repetitividade (%) Precisão intermediária (%)

50 3,87 10,600
100 6,72 6,65
150 5,86 5,17

Tabela 1. Equação da reta (curvas analíticas do padrão e da matriz
fortificada): coeficiente angular (a), coeficiente linear (b) e
coeficiente de correlação (R2)

a b R2

padrão 0,0465 0,2023 0,9999
matriz fortificada 0,0387 0,0379 1,000

Figura 2. Cromatogramas de uma amostra branca de leite (••••) e de uma

amostra de leite fortificada com sulfadimetoxina a 100 μg mL-1
 
(––). No

detalhe ampliado, o intervalo entre 7,2 e 7,8 min
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As estimativas do desvio padrão (s) e do desvio padrão relativo
(RSD) são apresentadas na Tabela 3. No menor nível de concentra-
ção, um RSD de 24,0% foi encontrado, mas o valor cai para 6,1%
em soluções fortificadas com 100 μg L-1. O método da AOAC relata
a recuperação para níveis de fortificação de 20 μg L-1 ou inferiores,
com uma recuperação máxima de 68,0%. Para resíduos16, a recupe-
ração é considerada aceitável na faixa de 70 a 120%.

As soluções de sulfadimetoxina nas diversas concentrações têm
sido preparadas a cada três meses, aproximadamente, e curvas analí-
ticas mistas são construídas contendo pontos do novo conjunto de
padrões e também do antigo. Em todos os experimentos, o coeficien-
te de correlação foi sempre superior a 0,99, indicando a adequação
dos pontos à reta. Nunca foi observado, durante o período de uso das
soluções, o aparecimento de outros sinais no cromatograma, além
daquele atribuído ao padrão, indicando a estabilidade do mesmo.

Por fim, a seletividade foi avaliada pela determinação dos tem-
pos de retenção de outras sulfonamidas. Nas condições de trabalho,
alguns exemplos são os seguintes: sulfadiazina, 1,8 min, sulfatiazol,
1,8 min; sulfametazina, 2,7 min e sulfametoxazol, 4,3 min.

CONCLUSÃO

A utilização da extração em fase sólida (C-8) como método de
isolamento e concentração de sulfadimetoxina em leite forneceu

Tabela 3. Recuperação (R) de sulfadimetoxina (1) em amostras de
leite fortificadas e estimativas do desvio padrão (s) e do desvio padrão
relativo (RSD)

c (μg L-1) R (%) s RSD (%)

20 76,0 18,2 24,0
50 89,8 09,3 10,3
100 83,6 05,1 06,1

recuperações na faixa de 76 a 90%. Além dos bons resultados en-
contrados, a técnica de extração em fase sólida apresenta como van-
tagens o uso de pequenos volumes de amostra e de solvente de ex-
tração, rapidez e facilidade de execução. Nas condições instrumen-
tais descritas, a sulfadimetoxina apresenta tempo de retenção de
7,6 min, livre de interferentes.
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