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ANALISE DE NICARBAZINA EM RACOES DE FRANGO DE CORTE POR HPLC-UV

Ana Julia Neis?, Vivian Feddern?, Anildo Cunha Janior3, Vanessa Gresslere
Rodrigo Hoff*
1Graduanda em Farmacia pela Universidade do Contestado, Campus Concoérdia, bolsista CNPQ/PIBIC,
anajulianeis@gmail.com
?Pesquisadora da Embrapa Suinos e Aves
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INTRODUCAO
Um dos problemas que mais acometem a produgdo comercial de frangos de corte é a ocorréncia da
coccidiose, uma zoonose causada por protozoarios do género Eimeria. Esta doenga tem por consequéncia,
perdas econdmicas significativas devido a queda na produtividade e a mortalidade dos frangos (1). Dessa
forma, aditivos anticoccidianos sdo utilizados na ragdo das aves para manutencdo da saude do plantel. A
nicarbazina (NCZ), por exemplo, é frequentemente usada para este propdsito, apresentando custo-
beneficio vantajoso, além de ndo promover o desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana de Eimeria (2).
O uso regular dos anticoccidianos, sem a observagdo das boas praticas de producdo, pode resultar na
contaminacéo da carne de frango com residuos destes aditivos, podendo representar um fator de risco para
a saude humana. Dessa maneira, para garantir a seguranca no consumo da carne de frango, é preciso
respeitar o periodo de retirada e a concentragdo permitida para adicdo de NCZ na racéo (1). No Brasil, a
concentracdo permitida desse aditivo na ragdo € de 125 mg/kg com periodo de retirada de 10 dias (3),
enquanto que na Unido Europeia permite-se a mesma concentragdo do anticoccidiano com 1 dia de
retirada. Nos Estados Unidos, a concentragdo méaxima permitida € maior (181,6 mg/kg) com tempo de
retirada de 4 a 5 dias (4;5).
Cada método deve ser adaptado de acordo com o tipo de amostra e tipo de residuo de produto veterinario
a ser analisado. A racdo é mais simples para ser analisada comparada a carne, pois na racéo, o produto
veterinario ndo passou por nenhum processo metabdlico ou digestivo dentro do animal. A carne é uma
matriz complexa e pode requerer etapas extras de extracdo e purificacao antes da andlise cromatografica.
A cromatografia € hoje a principal ferramenta para separar residuos de produtos veterinarios, pois apresenta
elevado desempenho e sensibilidade, sendo capaz de detectar niveis traco nas amostras. Ela pode ser
acoplada a diferentes detectores, como ultravioleta, fluorescéncia, espectrometria de massas, entre outros.
Existem outros métodos disponiveis no mercado como kits ELISA, que permitem a determinacédo de
residuos, porém ndo sdo tdo precisos quanto a cromatografia, além de serem considerados um método de
varredura, mas ndao um método confirmatorio, o qual é exigido por paises importadores. A validacao do
método é importante para confirmar que o mesmo estad apto para ser reproduzido e recomendado,
considerando critérios internacionais de linearidade, repetibilidade, taxas de recuperacdo, limites de
deteccdo, entre outros parametros avaliados na validagéo.
Este trabalho objetivou implementar um método para determinar NCZ em racdo de frangos de corte,
baseado em extracdo em fase sélida seguida de cromatografia liquida com detec¢éo por ultravioleta (SPE-
HPLC-UV).

MATERIAL E METODOS
O método utilizado foi adaptado de Protasiuk et al. (6). Amostras de racédo para frangos de corte livres de
NCZ (controle negativo) e amostras de racdes de frango de corte contendo 40 e 125 mg/kg de NCZ (n =4
para cada concentra¢do) foram produzidas para aplicacdo do método. Todas as amostras foram
homogeneizadas separadamente em moinho analitico IKA Al1l. Cerca de 2 g de cada amostra foram
pesados em tubos de polipropileno de 50 mL. Em seguida, 20 mL de acetonitrila/agua 90:10(v/v) foram
adicionados e a mistura foi agitada por inversdo durante 30 minutos. Os tubos foram entéo centrifugados a
4000 g (15 °C por 10 minutos) para posterior purificagéo por extracdo em fase sélida (SPE). Cartuchos para
SPE contendo C18 (500 mg) foram previamente condicionados com acetonitrila/agua 90:10 (2 x 2 mL).
Apo6s o condicionamento, 2 mL do sobrenadante do extrato centrifugado foram aplicados aos cartuchos
para retencdo das impurezas do extrato. A eluicdo da NCZ foi auxiliada com a adicdo de acetonitrila/agua
90:10 (2 x 2 mL) ao cartucho, por gravidade. Os eluatos de cada amostra foram combinados em um Unico
tubo de 15 mL e a solugdo resultante foi evaporada sob fluxo de N2 a 45 °C até 2 mL. As solugBes das
amostras foram transferidas para vial de 1,5 mL para posterior analise por HPLC-UV. A quantificacdo foi
baseada em uma curva de calibracdo preparada em matriz branca (racéo livre de NCZ) com as seguintes
concentragbes de NCZ: 1,42; 3,55; 7,10; 14,20; 21,3 e 28,40 mg/kg. Amostras para controle de qualidade
do ensaio (100 mg/kg) foram preparadas por fortificac@o direta de amostra branca com solu¢éo padrdo de
NCZ. Para confirmagdo dos resultados, as mesmas amostras preparadas para aplicagdo do método
também foram analisadas por outro laboratério (Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria — LFDA/RS),
utilizando método de referéncia para analise de medicamentos veterinarios em produtos para alimentacéo
animal (MET ALA/SLAV/024). Brevemente, o método do LFDA consiste na dispersdo da amostra (2 g) com
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uma fase sélida (terra diatoméacea) e a extragéo da mistura por liquido pressurizado (dgua/acetonitrila 80:20
(v/v) com 0,1% de acido férmico). O extrato resultante (cerca de 12 mL) é refrigerado por 30 minutos,
centrifugado e uma aliquota do sobrenadante é injetada diretamente no sistema de HPLC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em um teste preliminar usando uma amostra controle contendo 142,9 mg/kg, obteve-se recuperagéo de
104,6% com desvio-padrao de 8,1%. O procedimento utilizado neste trabalho foi baseado no método
descrito por Protasiuk et al. (6), que encontrou recuperacdo de 99,9% e coeficiente de variacdo de 1,8%
para o nivel de 50 mg/kg. Nossos resultados indicaram que o método avaliado apresenta exatiddo e
precisdo adequadas, o que viabilizou sua implementacéo para anélise de NCZ em dietas de frango de corte
obtidas em fabrica de ragdo. Essas dietas foram formuladas para conter 40 e 125 mg/kg de NCZ. Os
resultados de NCZ obtidas no LAFQ sdo apresentados na Tabela 1, assim como as concentragdes
fornecidas pelo LFDA/RS. Quando o método sob avaliacdo foi utilizado em amostras reais, obteve-se
resultados condizentes com os valores formulados por ambas as metodologias. Esses resultados sdo
decorrentes da execucdo por diferentes analistas, metodologias e equipamentos, contribuindo para a
elevacéo do erro experimental. Porém, permanece a divida se a mistura de racado foi eficaz, ou seja, o
processo fabril da ragdo apresentou a homogeneidade devida, o que poderia ser mais uma fonte de erro
importante relacionada & amostragem e que se refletiria na quantificagao.

CONCLUSOES
O método avaliado pode ser aplicado no monitoramento da concentragdo de NCZ em amostras de ragao
de frangos de corte. O estabelecimento correto da performance dos dois laboratérios podera ser melhor
estimado em futuros trabalhos através do uso de uma amostra de proficiéncia fornecida por provedor
externo.
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Tabela 1. Resultados da determinagéo de nicarbazina realizado em ragdes, por dois laboratérios.

Concentragdo formulada (mg/kg) LAFQ (mg/kg)* LFDA (mg/kg”?
0 ND ND
40 36,4 +3,3 57,3+16,6
125 111,7+9,1 102,2 £ 17,6

LAFQ: Laboratério de Andlises Fisico-Quimicas

LFDA: Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria

ND: Nao detectado

Os valores estdo expressos como média * erro padrao
n=8

’n=4

79



