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RESUMO

Foi padronizado e validado um método analitico para determina-
¢ao de residuos de nitrofurazona, furazolidona e nicarbazina em
tecido muscular empregando-se extragdo com acetonitrila, puri-
ficagdo com cartuchos de silica e C, e detecgéo e quantificagdo
por CLAE/UV. Nos ensaios com amostras fortificadas entre 5 e
200mg/kg as recuperagdes médias obtidas variaram de 73,6 a
95,6% com valores de C.V. entre 4,8 e 26,4%. O limite de deteccéo
e quantificagdo do método foi de 5mg/kg, para cada um dos trés
residuos estudados.
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SUMMARY

DETERMINATION OF NITROFURAZONE, FURAZOLIDONE
AND NICARBAZIN RESIDUES IN ANIMAL TISSUES. A method
for determination of nitrofurazone, furazolidone and nicarbazin
residues in muscle tissues was standardized and validated using
acetonitrile extraction, clean-up with silica and C, cartridges and
detection and quantification by HPLC/UV. In the assays using
spiked samples in levels varying from 5 to 200mg/kg the average
recovery values ranged from 73.6 to 95.6% with C.V. values between
4.8 and 26.4%. The limits of detection and quantification of this
method was 5mg/kg for each studied residue.

keywords: nitrofurazone; furazolidone; nicarbazin; residues; tissue;
chromatography; juice; sodium metabissulfite; nitrogen; shelf life.

1 - INTRODUCAO

A furazolidona e a nitrofurazona s&o antimicrobianos
sintéticos, de amplo espectro, com atividade
antiprotozoaria, pertencentes a um grupo de compos-
tos denominados nitrofuranos [1, 2]. Estes sdo utiliza-
dos em avicultura e suinocultura no controle de
salmonelose, colibacilose e coccidiose [3, 4, 5]. Sdo
também empregados como aditivos ndo nutricionais em
racdes, para promocao de crescimento e aumento da
eficiéncia alimentar [3, 5].

Apresentam efeitos mutagénicos, carcinogénicos [3]
e possibilidade de reac8es de hipersensibilidade em
individuos sensiveis, sendo necessario uma rigorosa
regulamentacao do seu uso em animais destinados a
producdo de alimentos. No Brasil, foram estabelecidos
para estes compostos limites de tolerancia zero, em
musculo de frango, sendo proibida sua utilizacdo em
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animais produtores de alimentos [4]. O MERCOSUL
propds uma regulamentacao para estas drogas que tam-
bém estabelece limites maximos de residuo zero [6]. A
proibicdo da utilizacdo destes compostos em animais
destinados a alimentagdo humana vinculou a legisla-
¢do a sensibilidade dos métodos analiticos adotados
pelos organismos oficiais de regulamentacao.

A nicarbazina é um coccidiostatico empregado na
avicultura, também utilizado como promotor de cresci-
mento. Dissocia-se rapidamente in vivo em dois com-
ponentes: o0 4-4-dinitrocarbanilida (DNC) e 2-hidroxi 4,6-
dimetil 2-pirimidinol (HDP) [2]. O componente HDP apre-
senta uma biotransformagédo mais rapida que o DNC,
sendo excretado na urina (95%), enquanto o DNC é
eliminado, sobretudo, nas fezes [7]. Desta forma, o pro-
blema de residuos de nicarbazina em alimentos de ori-
gem animal é representado praticamente pelo compo-
nente DNC, o qual persiste mais tempo no organismo
do animal que o HPD [8].

Durante o processo de cozimento de carnes con-
tendo residuos de DNC ocorre a formagdo de deriva-
dos com atividade carcinogénica. Existem também re-
latos de efeitos crénicos em estudos com animais (ra-
tos e caes que apresentaram NOEL de 50 e 60mg DNC/kg
de peso corporal, respectivamente) [8]. Enquanto os
limites e intervalos de seguranca para nicarbazina em
musculo de frango estdo sendo ultimados pelo CODEX
ALIMENTARIUS FAO/WHO, como uma prioridade, o Brasil
adotou o limite maximo de residuo de 200mg/kg [4].

Métodos analiticos para determinacao de nitrofuranos
e nicarbazina que empregam extracdo com solventes
como acetato de etila [5, 9], acetonitrila [1] ou
dimetilformamida [10, 11], seguida de purificagdo por
extracéo em fase sdlida [1, 5, 9, 11] e determinagéo por
cromatografia ligliida de alta eficiéncia (CLAE) com
deteccdo de ultra-violeta (UV) [1, 5, 9, 11, 12], tém sido
amplamente utilizados e recomendados por organismos
oficiais de regulamentagéo [4, 13].

Independente da técnica utilizada, o controle de
residuos de nitrofurazona, furazolidona e nicarbazina
em alimentos requer métodos eficientes, principalmen-
te no que diz respeito a sensibilidade, visando garantir
a confiabilidade dos dados relativos a incidéncia de re-
siduos destes compostos, que subsidiam a formulagéo
de politicas de salde publica e adequacao do pais, do
ponto de vista sanitario, as regras do comércio interna-
cional de alimentos.

Este trabalho objetivou padronizar e validar um
método multiresiduo [14,15,16], para determinagdo de
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nitrofurazona, furazolidona e nicarbazina (fragdo DNC)
em musculo por CLAE/UV, baseado nos descritos por
NAGATA & SAEKI [14], ESPANHA [15] e TARBIN &
SHEARER [16], a ser adotado nas atividades de moni-
toramento do Laboratério Regional de Apoio Animal —
LARA/MG para o Plano Nacional de Controle de Resi-
duos Biolégicos em Produtos de Origem Animal (PNCRB)
do Ministério da Agricultura e do Abastecimento.

2 — MATERIAL E METODOS

2.1 — Padrdes

Os padrées de nitrofurazona e furazolidona empre-
gados foram da marca Sigma (St. Louis, MO). Para
nicarbazina foi utilizado um produto comercial com 99%
de pureza. As solucbes estoques de nitrofurazona e
furazolidona foram preparadas utilizando acetonitrila
enquanto a solucdo estoque de nicarbazina foi prepa-
rada com dimetilformamida. Nas solu¢@es intermedia-
rias e de fortificacdo dos trés residuos foi utilizada
acetonitrila. Posteriormente, as solu¢gBes foram devi-
damente acondicionadas, identificadas e armazenadas,
sob temperatura de congelamento, devidamente prote-
gidas da luz e vedadas, até o momento da analise.

2.2 - Amostras

Foram utilizadas amostras de musculo de aves, pre-
viamente analisadas por outro método, ja validado, e
com resultados ndo detectados para nitrofurazona,
furazolidona e nicarbazina. As amostras foram fortificadas
por adicdo de solucdo padrdo das substancias
pesquisadas.

2.3 — Procedimentos analiticos

2.3.1 — Extracgéo

Os residuos de nitrofurazona, furazolidona e
nicarbazina foram extraidos de 10g de amostra com
15mL de acetonitrila, apds centrifugacdo a 2500rpm,
por 5 minutos, a —20°C e filtragcao do extrato através de
sulfato de sddio anidro (cerca de 20g).

2.3.2 — Purificagéo

O extrato foi primeiramente purificado por particao
liquido:liquido utilizando 3 por¢des de 10mL de hexano.
A fase de acetonitrila foi evaporada e o residuo dissol-
vido em 1mL de metanol, o qual foi aplicado em cartu-
cho de silica Waters de 6 mL/500mg. Os residuos fo-
ram eluidos com 6mL de acetato de etila. Em seguida,
0 extrato purificado foi evaporado a cerca de 1mL e
aplicado em um cartucho de C,, Waters de 6mL/500mg
(previamente ativado com 4mL de metanol e 4mL de
acetato de etila). Os residuos de nitrofurazona,
furazolidona e nicarbazina foram novamente eluidos com
4mL acetato de etila.

2.3.3 — Separacdo, deteccdo e quantificacéo

Os extratos purificados foram evaporados,
solubilizados em 1mL de acetonitrila:acido acético a 1%

(50:50; v/v), filtrados em membrana Millipore de 0,45mm
e analisados por CLAE (sistema de bomba quaternario,
degaseificador de membrana, injetor automatico e
detector UV Termo Separation Products; aquisi¢éo, con-
trole e processamento de dados por microcomputador
IBM), sob as seguintes condigdes:

. detector ultra violeta, 360nm;
5mm, 250 x 4,6mm;
e tempo de separagdo de 8 minutos;

» coluna Lichrosorb C_,

» fase movel acetonitrila:acido acético a 1%, em gra-
diente (tempo zero acetonitrila:acido acético a 1%
(50:50, v/v) e em 8 minutos acetonitrila a 100%);

e fluxo de 1mL/min;

e volume de injecdo de 20mL.

2.4 — Procedimentos de validacao

2.4.1 — Ensaios com padrdes

Foram realizados ensaios com solu¢cBes padrbes
(pools) para determinacdo da linearidade sem interfe-
réncia da matriz e do limite de detec¢éo do equipamen-
to [17,18]. As solugdes empregadas foram de 0; 0,391;
0,781; 1,563; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 e
800ng/mL.

2.4.2 — Ensaios com amostras fortificadas

Os niveis de contaminagéo avaliados nos ensaios
com amostras fortificadas, em pelo menos cinco repe-
ticdes, foram 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 e 200mg/kg. A cada
grupo de amostras fortificadas destinado a analise foi
incluida uma amostra branca para confirmacao da néo
deteccdo dos residuos pesquisados.

Nestes ensaios foram avaliados linearidade com in-
terferéncia da matriz, especificidade, exatidao, preciséo,
limites de deteccdo e quantificacdo do método [17,18].

2.4.3 — Valores de referéncia

Foram adotados como referéncia para avaliagdo da
exatidao e precisdo os valores estabelecidos como acei-
taveis pelo CODEX [19] e internalizadas pelo MERCOSUL
[20] para métodos quantitativos (Tabela 1).

TABELA 1. Niveis de contaminagéo e respectivos valores de
recuperacao e coeficiente de variagdo aceitaveis para re-
sultados quantitativos

Concentragéo Exatidéo Precisédo
(ng/kg ou L) Recuperacgédo Coeficiente de variagéo
(%) intralaboratorial (%)
<1 50 a 120 35
lal10 60a120 30
10 a 100 70a110 20
> 100 80 a 110 15

Fonte: CODEX [19], MERCOSUL [20].
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3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios com soluc¢des padrdes (0; 0,391; 0,781,
1,563; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 e 800ng/mL),
foi demonstrada linearidade da resposta na faixa de 800
a 3,125ng/mL, com coeficientes de correlacdo superio-
res a 0,9997, conforme ilustrado na Figura 1. Nao foi
registrado pico de nicarbazina para a solucao de 1,563ng/
mL e nenhum dos trés compostos foram detectados
nas solucdes de 0,391 e 0,781ng/mL.
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300000 4 OF urczolidona
ANicarbazina
[5]
© 200000 + - - - - - - - - - - - - - - - -
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y=420,26x-1543,8 y=417.2x-1367.3 y=368x-2586,3
r=0,9999 r=0,9999 r=0,9997

FIGURA 1. Curvas de calibragéo, equacdes e coeficientes de
correlagao obtidos nos ensaios de linearidade com solugdes
padrdes - integracdo por area.

O limite de detec¢&o do equipamento, determinado
como a menor massa da substéncia detectada, nas
condi¢cbes estabelecidas pelo método, com sinal, no
minimo, trés vezes o valor do maior sinal de ruido no
cromatograma [17,18], foi de 0,125ng, para cada um
dos trés residuos, correspondente a massa injetada em
20mL da solucao de 6,25ng/mL.

Especificidade e linearidade da resposta, conside-
rando-se a interferéncia da matriz, foram observadas
nos ensaios utilizando amostras fortificadas. Os picos
de nitrofurazona, furazolidona e nicarbazina apresen-
taram resolucdo satisfatéria, separados dos picos de
interferentes. Houve concordancia entre os tempos de
retencdo dos trés compostos pesquisados nos
cromatogramas obtidos para solug6es padrdes e amos-
tras (Figura 2).

As porcentagens de recuperagdo médias e coefi-
cientes de variacdo obtidos nos ensaios com amostras
fortificadas, para cada nivel estudado, estao descritos
na Tabela 2. Foi verificada exatiddo e precisdo dentro
dos intervalos descritos como aceitaveis (Tabela 1) [19,20]
para os niveis 5; 10; 20; 40; 80 e 200mg/kg. Nesta fai-
xa os valores médios de porcentagem de recuperagéo
e coeficientes de variagdo apresentaram-se entre 73,6
a 95,6% e 4,8 e 26,4%, respectivamente. Os residuos
pesquisados ndo foram detectados em todas as amos-
tras fortificadas com 2,5 mg/kg. Neste nivel de fortifi-
cacdo ndo foram contemplados os valores estabeleci-
dos como aceitaveis (Tabela 1) [19,20]. Portanto, o ni-
vel 5mg/kg foi estabelecido como limite de deteccao e
quantificagdo do método.
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FIGURA 2. Cromatogramas obtidos para solu¢éo padréo (100ng/mL)
e amostra fortificada (10mg/kg).

TABELA 2. Valores médios de porcentagem de recuperagédo e
coeficientes de variagao obtidos para nitrofurazona, furazolidona
e nicarbazina por nivel de fortificagdo estudado

Fortificagdo Nitrofurazona Furazolidona Nicarbazina
(ug/kg) n Rm (%)  C.V.(%) Rm (%)  C.V.(%) Rm (%) C.V. (%)
200 6 91,2 10,2 90,0 14,6 95,6 129
80 5 85,1 12,3 91,3 12,2 85,9 9,0
40 6 91,3 11,0 92,0 4,8 78,3 8,4
20 6 94,5 139 93,5 8,8 84,2 16,5
10 8 89,5 16,8 85,6 17,6 88,6 14,6
5 10 78,7 20,1 80,2 26,4 73,6 20,6
25 10 44,5 94,2 90,1 41,7 40,2 1245

Rm = recuperagdo média.
CV = coeficiente de variacao.
n = ndmero de replicatas.

Os valores individuais de porcentagem de recupe-
ragcdo obtidos para a faixa de linearidade do método (5
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a 200mg/kg) estdo demonstrados na Figura 3. Pode-
se observar que a dispersdo entre os valores de por-
centagem de recuperacédo, em um mesmo nivel de forti-
ficagdo, apresenta-se maior quanto menor o nivel de
fortificacdo estudado. Entretanto, em todos os casos 0s
valores apresentaram-se dentro dos intervalos estabe-
lecidos pelo CODEX [19] e MERCOSUL [20] (Tabela 1).
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FIGURA 3. Valores individuais de porcentagem de recupe-
racéo obtidos para nitrofurazona, furazolidona e nicarbazina
em ensaios com amostras fortificadas.

Foram considerados como pontos criticos do mé-
todo o peso da amostra, o volume final de retomada do
extrato purificado, o fluxo de eluigédo nos cartuchos, pro-
te¢do quanto a exposicao de luz direta e relagdo tem-
po/temperatura de evaporacéo.

4 — CONCLUSOES

O método padronizado e validado mostrou-se eficiente
em termos de linearidade, especificidade, sensibilidade,
exatiddo e precisdo, além de possuir limites de deteccéo
e quantificac@o suficientemente baixos para ser adotado
nas atividades de monitoramento de residuos de
nitrofurazona, furazolidona e nicarbazina em musculo.
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