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RESUMO 

Anticoccidianos são compostos utilizados na prevenção de uma doença parasitária muito comum na criação de 

frangos de corte. A nicarbazina é um complexo constituído por 4,4´-dinitrocarbanilida (DNC) e 2-hidroxi-4,6-

dimetil-pirimidina (HDP) amplamente utilizado como anticoccidiano. Contudo, a deposição de DNC em carne de 

frango é uma preocupação recorrente. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de tratamentos térmicos 

convencionais sobre o conteúdo de DNC em carne de frango. A carne contaminada com DNC foi obtida de frangos 

alimentados com ração contendo nicarbazina (180 mg.kg-1). Foram realizados 2 experimentos com carne de frango 

submetida ao aquecimento por cozimento, grelha, micro-ondas, fritura e forneamento. No primeiro, realizou-se 

avaliação cinética da degradação de DNC na carne, enquanto que no segundo comparou-se a eficiência dos 

tratamentos. As concentrações de DNC na carne foram determinadas por LC-MS/MS. Os resultados indicaram que 

os tratamentos induziram a degradação de DNC na faixa de 52 a 69%. O cozimento foi o procedimento mais 

eficiente dentre os tratamentos avaliados. A degradação nos procedimentos com grelha, micro-ondas e fritura não 

diferiu (p≤0,05) do valor para o cozimento. A redução dos níveis de DNC foi associada à hidrólise desta molécula. 

Considerando a legislação atual, que regulamenta o monitoramento de DNC, confirmou-se que os tratamentos 

podem tornar a carne mais segura ao consumidor. 
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1. INTRODUÇÃO  

O Brasil é um dos maiores produtores e exportadores mundiais de carne de frango (ABPA, 2017). Ainda 

hoje, um dos problemas mais relevantes enfrentados na produção comercial de frangos de corte em todo o mundo 

é a coccidiose. Esta doença infecciosa é causada por um grupo de protozoários do gênero Eimeria e causa prejuízos 

econômicos significativos devido à queda no desempenho das aves e ao aumento da mortalidade (Chapman, 2014). 

Normalmente, a coccidiose é prevenida pelo uso de agentes anticoccidianos incluídos nas rações (Clarke et al., 

2014). Por garantir uma relação custo-benefício favorável e dificultar o desenvolvimento de resistência das espécies 

de Eimeria, um dos anticoccidianos mais utilizados na criação de frangos de corte é a nicarbazina (Spínosa et al., 

2014). 

A nicarbazina é um complexo equimolar constituído por 4,4´-dinitrocarbanilida (DNC) e 2-hidroxi-4,6-

dimetil-pirimidina (HDP) (Rogers et al, 1983). Devido aos seus possíveis efeitos toxicológicos, o amplo uso deste 

anticoccidiano na avicultura levanta preocupações em relação à ocorrência de seus resíduos na carne (Bacila et al. 

2017; Clarke et al. 2014; Dorne et al, 2013). Estudos metabólicos em frangos mostram que o componente DNC é 

o resíduo marcador da nicarbazina em decorrência da sua deposição em tecidos musculares, gordura e órgãos 
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(fígado e rim) em níveis muito superiores aos do HDP (EFSA, 2010). Em relação à segurança dos alimentos, EUA 

e União Europeia, líderes em produção de carne de frango, adotam a concentração de 4000 µg.kg-1 como limite 

máximo de resíduo (LMR) de DNC em carne de frango (EFSA, 2010; USA, 2012). Por outro lado, a legislação 

brasileira é mais rigorosa em relação a este resíduo, estabelecendo o LMR de 200 µg.kg-1 conforme a recomendação 

do Codex Alimentarius (FAO/WHO, 2015). 

O período de retirada, definido como o número de dias que antecedem ao abate sem o uso da nicarbazina 

na ração, é a estratégia adotada na produção de frangos de corte para evitar não-conformidades quanto ao LMR de 

DNC na carne. No Brasil, o período de retirada deste aditivo da ração é de 10 dias (Brasil, 2015; Poli-Nutri, 2016), 

contudo, mesmo respeitando este intervalo, contaminações acima do limite ainda são detectadas. Segundo histórico 

do Programa Nacional de Controle de Resíduos e Contaminantes (PNCRC) do MAPA, nos últimos 7 anos, há 

registros de amostras não-conformes quanto a presença de DNC (Brasil, 2017).  

Embora seja possível encontrar níveis de DNC superiores a 200 µg.kg-1, a carne de frango é tipicamente 

consumida após preparo por diferentes métodos de cozimento. Isso significa que avaliar o impacto de tratamentos 

térmicos sobre o componente DNC na carne é a melhor forma para verificar os reais riscos de exposição dos 

consumidores e estimar a ingestão diária aceitável. Poucos trabalhos tratam da redução da concentração de DNC 

em carne de frango como decorrência do processamento térmico (Rose et al. 2000; Tarbin et al. 2005). Portanto, o 

objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de 5 métodos de tratamento térmico sobre a degradação de DNC em carne 

de frango. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. Amostras de peito de frango contaminado com DNC 

A criação dos frangos de corte foi aprovada pelo Comitê de Ética no Uso de Animais de Experimentação 

(CEUA) da Embrapa Suínos e Aves sob o número de protocolo 013/2016. Frangos de corte foram criados em boxes 

coletivos sobre cama de cepilho de madeira. Os frangos foram alimentados de forma contínua e ad libitum com 

ração contendo 180 mg.kg-1 de nicarbazina comercial. Aos 42 dias de idade, 60 frangos foram abatidos com coleta 

imediata da carne de peito para uso em 2 experimentos envolvendo tratamento térmico. Em cada experimento foram 

utilizadas 30 amostras de peito de frango.   

2.2. Tratamentos térmicos 

Os tratamentos térmicos foram realizados conforme métodos convencionais de preparo. Amostras de peito 

de frango foram submetidas a 5 tipos de tratamentos térmicos: 

a) cozimento em água (T1): a amostra foi aquecida em 200 mL de água sob ebulição; 

b) grelha (T2): a amostra foi preparada em grelha elétrica a uma temperatura média de 150 ºC; 

c) micro-ondas (T3): a amostra foi submetida a micro-ondas (Brastemp, 30 L, 1400 W) a 50% da potência;  

d) fritura (T4): a amostra foi aquecida em 200 mL de óleo de soja a 200 ºC; 

e) forneamento (T5): a amostra foi submetida a aquecimento em forno elétrico (Britânia, 10 L, 800 W) a 180 °C. 

Os experimentos foram realizados seguindo um delineamento em quadrado latino 6 x 6 (6 frangos x 6 

posições no peito) para cada tratamento térmico. Desta forma, o peito de cada frango foi dividido em 6 amostras de 

aproximadamente 60 g. Para o experimento da cinética de degradação, cada amostra de peito foi submetida ao 

tratamento térmico por um determinado tempo referente a sua posição. As amostras foram coletadas nos seguintes 

tempos: T1 em 0, 5, 10, 15, 20 e 25 min; T2 em 0, 15, 30, 45, 60 e 75 min; T3 em 0, 1, 2, 3, 4 e 5 min; T4 em 0, 5, 

10, 15, 20 e 25 min; e T5 em 0, 15, 30, 45, 60 e 75 min. No experimento envolvendo a comparação dos tratamentos 
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térmicos, as amostras foram coletadas nos seguintes tempos: 15 min em T1; 60 min em T2; 4 min em T3; 15 min 

em T4; e 45 min em T5. Em ambos os experimentos, a temperatura das amostras de peito foi monitorada em seu 

centro geométrico com termômetros tipo espeto ao longo do tempo de aquecimento. A temperatura de cozimento 

considerada foi de 70 ºC (Brasil, 2004). Os tempos fixados no experimento de comparação foram selecionados para 

garantir que a temperatura no interior da amostra atingisse o ponto de cozimento. A massa das amostras foi 

determinada ao final de cada tratamento. Imediatamente após os experimentos, as amostras foram submetidas à 

liofilização. 

 

2.3. Determinação de DNC em peito de frango por LC-MS/MS 

Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC. A nicarbazina e o padrão interno DNC-d8 foram 

adquiridos da Sigma-Aldrich. As análises de DNC foram realizadas nas amostras liofilizadas. A extração de DNC 

foi realizada seguindo o procedimento descrito por Coleman et al. (2014). As soluções das amostras foram 

analisadas em um cromatógrafo líquido Agilent 1290 Infinity (Santa Clara, CA, EUA) acoplado a um espectrômetro 

de massa Sciex QTRAP 5500 (Framingham, MA, EUA). A separação cromatográfica foi realizada com eluição em 

modo gradiente em uma coluna Waters C18 Symmetry (50 mm x 2,1 mm, 3,5 μm) com pré-coluna Phenomenex 

AJ0-4287 C18 (4,0 mm x 3,0 mm). Solução A da fase móvel: solução aquosa com acetato de amônio a 100 mM e 

ácido acético a 0,05%. Solução B da fase móvel: metanol contendo acetato de amônio a 100 mM e ácido acético a 

0,05%. Modo de eluição gradiente: de 0 a 1 min, 95% da fase A e 5% da B; de 1 a 5 min, 50% de cada fase; de 5 a 

6 min, 10% da fase A e 90% da fase B; de 6 a 7 min, 30% da fase A e 70% da fase B; de 7 a 9 min, 95% da fase A 

e 5% da B. Volume de injeção: 5 μL. Fluxo da fase móvel: 0,3 mL.min-1. Temperatura da coluna: 40 °C. O 

espectrômetro de massas foi operado em modo de ionização negativo (Turbo Íon Spray), com monitoramento 

seletivo de reações (SRM) na transição determinativa de m/z 301,0 Da → 137,0 Da para DNC e de m/z 308,9 Da 

→ 141,2 Da para DNC-d8; e na transição confirmatória de m/z 301,0 Da → 106,8 Da para DNC e de m/z 308,9 Da 

→ 111,0 Da para DNC-d8. Parâmetros de operação do equipamento: resolução unitária; nitrogênio como gás de 

cortina (25,0 CUR); potencial na fonte de íons de −4500 V; dissociação ativada por colisão (alta); potencial de 

orifício (55 V); temperatura na fonte de íons (500 °C). 

2.4. Análise estatística 

Inicialmente, a degradação de DNC nas amostras de carne de frango foi calculada com a Equação 1, sendo 

expressa em percentual de redução da massa absoluta do analito. 

𝐷𝑒𝑔𝑟𝑎𝑑𝑎çã𝑜 𝐷𝑁𝐶 (%) =  
(𝑚𝑖 .𝐷𝑁𝐶𝑖)− (𝑚𝑓 .𝐷𝑁𝐶𝑓)

(𝑚𝑖 .𝐷𝑁𝐶𝑖)
     .   100                   (1) 

Onde: mi: massa da amostra de peito de frango antes do tratamento térmico; 

mf: massa da amostra de peito de frango após o tratamento térmico; 

DNCi: concentração de DNC na amostra antes do tratamento térmico; 

DNCf: concentração de DNC na amostra após o tratamento térmico. 

Os dados de degradação de DNC foram submetidos à análise de variância considerando um delineamento 

em quadrado latino 6 x 6 para cada tratamento. A análise da variância foi realizada ponderando-se os dados pelo 

inverso da variância em cada tempo de tratamento térmico. No modelo, foram considerados os efeitos de tempo de 

tratamento térmico, frango e posição da amostra no peito. Para o detalhamento da análise, sempre que o teste F 

detectou efeito significativo (p≤0,05) de tempo de tratamento térmico, realizou-se análise de regressão por 
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polinômios ortogonais e efetuou-se o teste F para dois contrastes ortogonais: 1) comparação entre tempo zero vs. 

demais tempos e 2) comparação entre os demais tempos de tratamento térmico. Quando o contraste 2 apresentou 

efeito significativo (p≤0,05), bem como efeito de desvio de regressão na análise de regressão, a análise de regressão 

foi realizada por polinômios ortogonais para os tempos de tratamento térmico superiores a zero. Na comparação 

dos efeitos entre os tratamentos térmicos, sempre que o teste F detectou efeito significativo (p≤0,05) de tratamento 

térmico, foi realizada comparação múltipla de médias pelo teste de Tukey. O procedimento GLM do software 

estatístico SAS (SAS INSTITUTE INC, 2012) foi usado para as análises de variância. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Com base nas observações do experimento de cinética, a concentração média de DNC nas amostras (n=6) 

antes do tratamento térmico foi de 1413 µg.kg-1 no T1, 1088 µg.kg-1 no T2, 808 µg.kg-1 no T3, 979 µg.kg-1 no T4 e 

2137 µg.kg-1 no T5. Os tratamentos térmicos avaliados induziram a degradação de DNC em carne de frango (Figura 

1).  

 

 

Figura 1 - Degradação de DNC em carne de frango em função do tempo de aquecimento. (a) Cozimento (T1); (b) 
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Grelha (T2); (c) Micro-ondas (T3); (d) Fritura (T4); (e) Forneamento (T5). 

 

Em todos os tratamentos houve efeito significativo (p≤0,05) do tempo de aquecimento e de frango sobre o 

percentual de degradação. A posição da amostra do peito também apresentou efeito significativo pelo teste F, mas 

apenas para T1, T3 e T5. A análise dos contrastes evidenciou que o percentual de degradação de DNC em T1, T2 

e T3 no primeiro tempo de tratamento térmico foi diferente (p≤0,05) dos valores encontrados nos demais tempos. 

A partir de 10 min em T1, 30 min em T2 e 2 min em T3 a degradação permaneceu constante. No caso de T4 e T5, 

foi observado efeito significativo de regressão linear, em que para cada minuto de aquecimento ocorreu, 

respectivamente, aumento de 0,39 e 0,48% na degradação de DNC. 

Para o experimento de comparação dos tratamentos, a concentração média de DNC na carne de frango in 

natura (n=12) foi de 461 µg.kg-1. Os resultados mostraram que o cozimento foi o tratamento mais efetivo, resultando 

em 69% de degradação de DNC em termos de massa absoluta. Os tratamentos com grelha, micro-ondas e fritura 

não apresentaram diferença significativa (p≤0,05) entre si (55% de degradação média de DNC) e quando 

comparados ao cozimento. Apenas o forneamento (52% de degradação de DNC) diferiu do cozimento.  

 Conforme observado nestes experimentos, a concentração de DNC em carne de frango foi reduzida pela 

aplicação de procedimentos convencionais de aquecimento. Em estudos similares publicados por Rose et al. (2000) 

e Tarbin et al. (2005), a redução dos níveis de DNC também foi confirmada quando a carne contaminada foi 

submetida ao aquecimento em grelha (15 min), micro-ondas (1,5 a 5 min) e fritura (10 a 15 min). Tipicamente, este 

fenômeno de degradação pode ser atribuído à hidrólise desta substância sob influência de fatores como temperatura, 

atividade enzimática e pH da carne. Por se tratar de uma N,N´-difenil-ureia, a molécula de DNC pode sofrer ataque 

nucleofílico da água para resultar na liberação da respectiva anilina, de acordo com o mecanismo descrito por 

Hutchby (2013). O estudo de Tarbin et al. (2005) sustenta esta via de degradação, uma vez que apresenta evidências 

claras da redução da concentração de DNC em soluções aquosas. De maneira análoga, outros trabalhos também 

demonstraram a susceptibilidade de N-fenil-ureias à reação de hidrólise (Audu & Heyn, 1988; Kwon & Xia, 2012).  

 Algo que chamou a atenção neste estudo foi a eficiência do tratamento de cozimento em água. Os resultados 

mostraram que nesse tratamento ocorreu a maior degradação de DNC em comparação aos outros. Considerando a 

degradação hidrolítica de DNC, o comportamento observado no cozimento parece ser conveniente, visto que 

durante este tratamento a amostra de carne sofre a menor de perda de água devido ao meio em que se encontra. No 

entanto, os trabalhos de Rose et al. (2000) e Tarbin et al. (2005) não indicaram a redução de DNC na carne de 

frango pela aplicação do cozimento em água (10 a 60 min), o que parece ser uma observação inconsistente com os 

resultados de modelos em soluções aquosas.  

 

4. CONCLUSÕES  

 Os tratamentos térmicos avaliados neste estudo promoveram a degradação de DNC em peito de frango. O 

percentual de degradação dos tratamentos variou de 52 a 69%. O cozimento foi o procedimento mais eficiente na 

redução dos níveis de DNC. Considerando a legislação atual, que regulamenta o componente DNC como resíduo 

marcador da nicarbazina, confirmou-se que os métodos de preparo convencionais podem tornar a carne de frango 

mais segura ao consumidor.  
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