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RESUMO

O composto 4,4 -dinitrocarbanilida (DNC) € o residuo de interesse do
anticoccidiano nicarbazina em carne de frango. Apesar de serem encontrados
niveis de DNC superiores ao limite maximo de residuo (LMR) permitido, a carne
de frango é consumida apos ser processada termicamente. Isso significa que
avaliar o impacto de tratamentos térmicos sobre o residuo DNC pode contribuir
para uma estimativa mais precisa dos riscos de exposi¢do do consumidor. O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do processamento térmico no conteudo
de DNC acumulado em carne de frango e monitorar o seu produto de
degradagdo. Para isso, foram realizados ensaios da hidrélise de DNC em
solugdes aquosas a 100 °C em diferentes pH (2—-10). Para obtenc¢éo do perfil de
decomposicdo térmica da DNC foram utilizadas as técnicas termogravimetria e
calorimetria exploratoria diferencial acoplada a espectrometria de massas (TGA-
DSC-MS) e pirdlise associada a cromatografia gasosa e espectrometria de
massas (Py-GC-MS). A analise de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS) foi utilizada para quantificacédo de DNC
e do seu produto de degradacdo em peito de frango. As amostras de peito de
frango contendo DNC foram obtidas da criagdo de frangos de corte com
administracdo de nicarbazina (180 mg kg™) na racéo durante 42 dias. Foram
selecionados cinco métodos convencionais de preparo da carne: cozimento em
agua, grelha, micro-ondas, fritura e forneamento. Os resultados dos ensaios de
hidrélise demonstraram que a DNC foi hidrolisada (100 °C) tanto sob catalise
acida quanto basica e resultou na liberacédo de p-nitroanilina (p-NA). As analises
térmicas revelaram que a decomposi¢céo da DNC ocorreu entre 252-280 °C como
um evento endotérmico (AH de 670 J g'). Os resultados dos experimentos dos
tratamentos térmicos da carne, demonstraram que a degradacdo maxima foi
alcancada em 10 min para cozimento em agua, em 30 min para grelha, e em 2
min para micro-ondas. Para estes métodos, nenhuma reducé&o significativa dos
niveis de DNC ocorreu acima dos referidos tempos de tratamento térmico. Por
outro lado, uma degradacéao linear foi evidenciada quando fritura e forneamento
foram aplicados. No experimento do comparativo dos métodos, o cozimento em
agua foi o mais eficiente, apresentando 69% de degradacé&o do residuo. Grelha,
micro-ondas, fritura e forneamento apresentaram em média 55% de degradacéo.
Fatores como tempo de tratamento térmico, perda de agua e temperatura das
amostras exerceram influéncia na degradacgéo do residuo DNC. A quantificagéo
de p-NA nas amostras de peito de frango contendo DNC processadas
termicamente apontou a sua ocorréncia. Estes resultados corroboram a
liberac&o de p-NA a partir da degradagéo hidrolitica da DNC. Esta liberagao foi
mais pronunciada ao longo do tempo de tratamento térmico. A ocorréncia de p-
NA em carne de frango a partir da degradagéo da DNC néo havia sido reportada
ainda. Cozimento em agua e micro-ondas apresentaram 0s menores niveis de
p-NA, enquanto que grelha, fritura e forneamento atingiram 326,3, 640,0 e 456,9
ug kg, respectivamente. Sendo assim, é importante que se considere o efeito
do processamento térmico na concentracédo de DNC e p-NA em peito de frango.
Finalmente, recomenda-se um melhor entendimento sobre os produtos de
degradacdo, uma vez que a partir do composto principal podem ser formados
outros compostos de maior toxicidade.

Palavras-chave: Degradagdo de residuos. DNC. Anticoccidiano. Peito de
Frango. Cozimento.



ABSTRACT

The chemical compound 4,4’ -dinitrocarbanilide (DNC) is the residue of
concern left from the anticoccidial nicarbazin in chicken meat. Despite being
found DNC levels above the maximum residue limits allowed, chicken meat
undertakes thermal processing before consumption. This means that to obtain
the effect of thermal processing on DNC residue can provide a more accurate
food safety risk assessment. This study aimed to evaluate the influence of
thermal processing on DNC levels accumulated in chicken meat and to monitor
its degradation product. In order to reach this target, DNC hydrolysis assay was
carried out in aqueous solutions at 100 °C in different pH (2—10) levels. To obtain
DNC thermal behavior, thermal analysis was performed by thermogravimetry and
differential scanning calorimetry coupled to mass spectrometry (TGA-DSC-MS)
and pyrolysis coupled to gas chromatography and mass spectrometry (Py-GC-
MS). Liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) was used
for quantification of DNC and its degradation product in chicken meat. Chicken
breast samples containing DNC were obtained through a field experiment by
feeding broilers with nicarbazin (180 mg kg') for 42 days. Five conventional
cooking methods were considered: boiling, grilling, microwaving, frying, and
roasting. Results from hydrolysis assays showed DNC breakdown (100 °C) in
both acid and alkaline medium, releasing p-nitroaniline (p-NA). Thermal analysis
revealed DNC decomposition between 252-280 °C as an endothermic event (AH
de 670 J g'). Results from thermal processing of chicken meat containing DNC
showed that all cooking methods, over the time, surpassed the endpoint core
temperature in chicken breast. Maximum DNC degradation was achieved at 10
min for boiling, at 30 min for grilling, and at 2 min for microwaving. For these
methods, no further reduction was evidenced for longer processing time. On the
other hand, a continuous linear increase of DNC degradation occurred when
frying or roasting were performed. In method comparative experiment, boiling
was the most efficient procedure in reducing DNC, promoting 69% of residue
degradation. Grilling, microwaving, and frying reached 55% of DNC degradation.
Factors such as cooking time, water loss and sample temperature presented
influence on DNC degradation. Quantification of p-NA in chicken breast samples
containing DNC and submitted to thermal processing showed occurrence of this
degradation product. These results corroborated release of p-NA from DNC
hydrolysis. This release was more significant over cooking time and was never
reported so far. Boiling and microwaving showed the lowest levels of p-NA,
whereas grilling, frying and roasting, achieving 326,3, 640,0 and 456,9 ug kg,
respectively. Therefore, it is important to consider the effect of thermal processing
on DNC and p-NA content in chicken meat. Finally, it is suggested a better
understanding of the degradation products, because even if the parent compound
Is degraded, other toxic compounds can be formed.

Keywords: Residue degradation. DNC. Anticoccidial. Chicken breast. Cooking.
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1 INTRODUGAO

A elevada demanda por proteina de origem animal faz a producéo de
frangos de corte crescer em um ritmo continuo. O Brasil € um grande produtor e
lider em exportacbes de carne de frango. (ABPA, 2018). Para atender a
demanda de produtos carneos de aves, o0 sistema de produc¢do avicola emprega
aditivos na racao a fim de evitar enfermidades na ave e promover o ganho de
peso otimizado do animal. Isso torna o processo de producéo de frangos de corte
mais eficiente e menos oneroso. Uma das classes de compostos empregados
para este fim € a de anticoccidianos, os quais combatem uma doencga infecciosa
comum na criacao de aves, a coccidiose.

A nicarbazina € um anticoccidiano, empregado como aditivo na
alimentacao animal, sendo amplamente utilizado para prevenir a coccidiose em
frangos. Este composto apresenta bom custo-beneficio, contribuindo com o
continuo fornecimento de proteina de alta qualidade e a baixo custo para o
mercado nacional. Além disso, favorece a competitividade da producao brasileira
de frangos de corte, frente ao mercado internacional.

A principal preocupacdo relacionada ao uso da nicarbazina em aves € a
presenca de residuos na carne ou nos miudos comestiveis. No Brasil, o limite
maximo de residuos (LMR) de nicarbazina, expresso em termos do seu
composto ativo 4,4 -dinitrocarbanilida (DNC), para a carne in natura, € de 200 ug
kg’ de tecido, seguindo o0 mesmo limite estabelecido no Codex Alimentarius.
Embora diversos paises considerem suficiente o periodo de retirada do produto
da ragédo, antes do abate, para ndo exceder os LMR, contaminagbes com o
residuo DNC tém sido relatadas. No Brasil, ha registros de n&o conformidades
para carne de frango no monitoramento de residuos conduzido pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Uma vez que a principal preocupagao € a segurang¢a do consumidor,
torna-se imprescindivel o controle de residuos na carne. Como a carne de frango
€ consumida apds algum processamento térmico, é importante levar em
consideracgao o efeito dos diferentes tratamentos térmicos sobre a concentragcéo
de DNC e a formacao de produtos de degradacéo. Isso significa que avaliar o

impacto de tratamentos térmicos sobre o componente DNC na carne pode
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contribuir para uma estimativa mais precisa dos riscos de exposicao do
consumidor ao residuo quimico.

E fundamental que o efeito do tratamento térmico seja avaliado com
tecido carneo contaminado naturalmente durante o processo de criagdo da ave.
Uma das propostas contempladas neste estudo, € a condugé&o do experimento
de modo que ocorram as reacdes bioquimicas relacionadas ao metabolismo do
frango, possibilitando a obtengdo de tecidos que replicam as condicbes mais
proximas da realidade da avicultura comercial. O tratamento térmico, por meio
de métodos convencionais de preparo, € uma alternativa com potencial para
minimizar a quantidade de residuos quimicos na carne. No entanto, a literatura
sobre o0 tema € escassa e relativamente antiga. A ultima pesquisa relacionada
ao tratamento térmico de tecidos de aves contendo nicarbazina foi realizada ha
mais de 14 anos, porém nao considerou o monitoramento da temperatura na
carme durante a aplicacdo do processamento térmico e ndo conduziu a

verificacdo da ocorréncia de produtos de degradagéo do residuo.

1.1 OBJETIVO GERAL

Com base no que foi exposto, o objetivo geral desta tese foi avaliar o
efeito do processamento térmico no conteudo de DNC acumulado em carne de

frango e realizar o monitoramento do seu produto de degradacéao.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atingir o objetivo geral, foram propostos 0s seguintes objetivos
especificos:

o avaliar a hidrdlise do composto DNC em solugdes aquosas

e na presenca de enzimas pelo monitoramento da p-NA para posterior
investigacao deste produto de degradacdo na carne de frango;

o obter o perfil de decomposic¢éo térmica da DNC para avaliar
0s principais eventos térmicos envolvidos na sua degradacgao;

o desenvolver e/ou adaptar metodologias analiticas para a

matriz carne de frango, visando a determinagéo de DNC e do seu produto

de degradacéao;
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o investigar se os tratamentos térmicos convencionais
promovem a degradacéo de DNC em carne de frango;
o verificar a ocorréncia de produtos de degradacéo de DNC

apos a aplicagado de tratamentos térmicos na carne.

A tese estd organizada em 5 capitulos. O primeiro capitulo constitui a
introdugdo. O capitulo 2 contempla a revisdo de literatura, na qual sé&o
apresentadas caracteristicas da carne de frango e dados da producéo nacional
e internacional de frangos de corte. Esta se¢do engloba o uso de aditivos na
avicultura comercial, com destaque para os anticoccidianos, definindo o que € a
coccidiose, seus impactos na producao de frangos de corte e como realizar a
sua prevencdo. No decorrer deste capitulo, o aditivo quimico nicarbazina é
apresentado, seu perfil toxicologico e ingestao diaria aceitavel, bem como limite
maximo de residuos estabelecidos em legislacées. No final da revisdo de
literatura, as ocorréncias de residuos de DNC em carne de frango sao relatadas,
sendo seccionadas nos itens: tecidos comestiveis de frango, monitoramento de
residuos e estratégias para sua redugdo, considerando a aplicagdo de
processamento térmico da carne. O fechamento do capitulo é realizado com as
principais consideracdes sobre a revisdo de literatura apresentada. No capitulo
3, os materiais e métodos utilizados para o desenvolvimento da pesquisa s&o
detalhados. Este capitulo foi dividido em trés se¢des de acordo com os diferentes
tipos de experimentos conduzidos neste estudo: hidrolise de DNC em solugdes
aquosas; perfil da decomposicao térmica da DNC; e influéncia dos tratamentos
térmicos no conteudo de DNC em carne de frango. No capitulo 4 séo
apresentados o0s principais resultados e discussdes. O capitulo 5 constitui a

concluséo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo encontra-se dividido em quatro tépicos principais. O
primeiro contempla caracteristicas da carne de frango e apresenta dados do
mercado a nivel nacional e internacional. No segundo tépico, aborda-se os
aditivos empregados na producédo de frangos de corte, com destaque para o uso
de anticoccidianos na avicultura industrial. No final desta parte, apresenta-se um
dos principais anticoccidianos, a nicarbazina, seu perfil toxicolégico, ingestéo
didria aceitavel e limites maximos de residuos estabelecidos em legislagbes. O
terceiro tdpico da revisdo de literatura trata da ocorréncia de residuos de DNC
em tecidos comestiveis de frango, por meio de resultados de monitoramento de
residuos, e as estratégias para sua reducéo. O capitulo finaliza com as principais

consideracdes sobre a revisdo de literatura apresentada.

2.1 CARNE DE FRANGO

A carne de frango € amplamente apreciada, com um consumo notdrio
em diversos paises, sendo considerada uma fonte de proteina de alta qualidade,
além de possuir vitaminas e minerais. A carne de frango tem em sua composi¢céo
aproximadamente 75% de agua, 20% de proteina, 3% de gordura e 2% de
substancias soluveis nao proteicas. (TORNBERG, 2005; LAWRIE; LEDWARD,
2006, DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

O Brasil destaca-se no cenario mundial de produgdo e exportacédo de
carne de frango. Atualmente, ocupa posicdo de segundo maior produtor de
frangos de corte, depois dos Estados Unidos. Com relagéo a exportagéo, possuli
a lideranga no ranking mundial, seguido dos Estados Unidos e Uni&o Europeia.
(ABPA, 2018; USDA, 2018).

A producdo brasileira de carne de frango foi de 13,05 milhées de
toneladas em 2017, sendo o Parana o principal produtor, seguido de Santa
Catarina, colaborando com 34,32% e 16,21% do total nacional produzido,
respectivamente. Neste mesmo ano, o consumo de carne de frango per capita
foi de aproximadamente 42 kg. (ABPA, 2018).

Estima-se que em 50 anos a populagdo mundial crescera

significativamente e sera necessaria a producdo adicional de alimentos. A
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producgéo brasileira de carne de frango tende a crescer anualmente. (SPINOSA,;
PALERMO-NETO; GORNIAK, 2014; BRASIL, 2015d).

Com relacao a exportagéo, em 2017, o Brasil exportou 4,32 milhdes de
toneladas de carne de frango, gerando uma receita de US$ 7,2 milhdes.
Atualmente os Estados que mais exportam sdo Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul. (ABPA, 2018).

2.2 ADITIVOS AUTORIZADOS NA PRODUCAO DE FRANGOS DE CORTE

No sistema de producdo avicola intensivo, as aves compartilham a
mesma ragéo, agua € o ar ambiente. Caso a ave apresente alguma enfermidade
nesse meio, ha um risco elevado da transmissao aos demais. As consequéncias
da propagacdo destas doencas s&o graves no que diz respeito a sanidade
animal, a rentabilidade do agronegdcio e principalmente, a qualidade do alimento
gerado. Neste contexto, emerge a necessidade do tratamento de todos os
animais de maneira preventiva, tornando comum o uso de medicamentos
profilaticos e/ou aditivos na racdo ou na agua. Estes podem agir como agentes
melhoradores do desempenho, apresentando a capacidade de promover o
ganho de peso, causando impactos positivos na produtividade. (BERCHIERI
JUNIOR et al., 2009; SPINOSA; PALERMO-NETO; GORNIAK, 2014). A criagéo
de frangos de corte sem a utilizacdo destes compostos pode impactar
negativamente na eficiéncia e viabilidade do processo. (CERVANTES, 2015).

Os aditivos destinados a alimentagéo animal séo definidos na Instrugéo
Normativa 44/2015 do MAPA como:

Substancia, micro-organismo ou produto formulado, adicionado
intencionalmente aos produtos, que ndo € utilizada normalmente como
ingrediente, tenha ou n&o valor nutritivo e que melhore as
caracteristicas dos produtos destinados a alimentacdo animal ou dos
produtos animais, melhore o desempenho dos animais sadios ou
atenda as necessidades nutricionais. (BRASIL, 2015b, p.1).

As categorias destes aditivos foram estabelecidas de acordo com as
suas fungdes e propriedades, sendo eles classificados como aditivos:
tecnolégicos, sensoriais, nutricionais, zootécnicos e anticoccidianos. Estes
ultimos sao considerados compostos que promovem a preven¢ao ou tratamento

da coccidiose. (BRASIL, 2004b; BRASIL, 2015b; BRASIL, 2018).
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2.2.1 Uso de anticoccidianos na avicultura industrial

A avicultura industrial atravessou uma série de desafios para 0 seu
desenvolvimento, tendo fases reconhecidas como marcos histéricos da evolugéo
do sistema produtivo. Entre os eventos mais relevantes, a eficacia da contencéo
da coccidiose aviaria e toda pesquisa desenvolvida e em desenvolvimento para
alcancar tal objetivo, tem papel fundamental no progresso da avicultura, estando
também associada a melhorias genéticas e nutricionais. (CHAPMAN, 2014).

A coccidiose é uma doenca comum e de grande importancia econémica
na criacdo de aves de corte. Perdas econdmicas anuais de US$ 3 bilhdes séo
estimadas mundialmente devido a esta enfermidade. (BLAKE; TOMLEY, 2014).

O termo coccidiose compreende um amplo conjunto de danos
ocasionados no intestino das aves por protozoarios do género Eimeria spp. Os
parasitas comprometem 0 processo de absorcao de nutrientes e a conversao
alimentar, afetando o desenvolvimento da ave. Além disso, a coccidiose permite
a ocorréncia de outras doencas oportunistas devido as lesbes geradas no
intestino. (DORNE et al., 2013; SPINOSA; PALERMO-NETO: GORNIAK, 2014).

As substancias quimicas que atuam especificamente na prevencéo e
combate a coccidiose s&o denominadas de anticoccidianos conforme o modo de
acao: coccidiostaticos (geram inibicdo do crescimento do eimeridio) e
coccidicidas (ocasionam interrup¢éo do ciclo de vida e promovem a destruicdo
do parasita). O uso de anticoccidianos € considerado necessario na manutencéo
da saude e do bem-estar animal, além de evitar perdas significativas das aves
do plantel. Os anticoccidianos geralmente s&o classificados em: sintéticos
(nicarbazina, diclazurila, robenidina, clopidol, halofuginona, diclazuril) e ionoforos
(narasina, lasalocida, monensina, maduramicina, senduramicina, salinomicina).
Enquanto os anticoccidianos sintéticos s&o obtidos por meio de reacbes
quimicas, os iondforos sdo produzidos por diferentes bactérias da familia
Streptomycetaceae (CLARKE et al. 2014). Estes produtos recebem licenga de
uso para uma determinada concentragdo e durante um periodo de tempo pré-
estabelecido. (SPINOSA; PALERMO-NETO; GORNIAK, 2014; CLARKE et al.
2014).

Muitos produtos estdo disponiveis no mercado, podendo ser

empregados, em diferentes fases do ciclo de vida das aves, isoladamente ou
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combinados em misturas. (SPINOSA; PALERMO-NETO: GORNIAK, 2014). Os
anticoccidianos aprovados para uso no Brasil, Estados Unidos e na Unido

Europeia estdo apresentados no Quadro 1.

QUADRO 1 — ANTICOCCIDIANOS APROVADOS PARA O CONTROLE DE COCCIDIOSE

Anticoccidiano Estados Unidos Unido Europeia Brasil
Sintéticos
Amproélio Sim Nao Sim*
Amproélio + etopabato Sim Nao Sim
Arprinocida Nao Sim Nao
Clopidol Sim Nao Sim
Clopidol + metilbenzoquato Nao Nao Sim
Decoquinato Sim Sim Sim
Diclazurila Sim Sim Sim
Halofuginona Sim Sim Sim
Nequinato Sim Nao Nao
Nicarbazina Sim Sim* Sim
Robenidina Sim Nao Sim
Zoalene Sim Nao Nao

loné6foros poliéteres e associacdes

Lasalocida Sim Sim Sim*
Maduramicina Sim Sim Sim
Maduramicina + nicarbazina Nao Nao Sim
Monensina Sim Sim Sim
Monensina + acido 3-nitro Nao Nao Sim
Narasina Sim Sim# Sim

Narasina + nicarbazina Sim Sim# Sim
Salinomicina Sim Sim Sim
Salinomicina + acido 3-nitro Nao Nao Sim
Senduramicina Sim Sim Sim
Senduramicina + nicarbazina Nao Nao Sim

FONTE: Adaptado de SPINOSA; PALERMO-NETO; GORNIAK (2014).
Atualizado de *UNIAO EUROPEIA (2010a,b); *BRASIL (2019); *UNIAO EUROPEIA (2016).

Existem varias formas de utilizar os anticoccidianos na prevencéo da
coccidiose aviaria, ou seja, diferentes programas de controle. Geralmente, o
processo inicia logo apdés o alojamento da ave, encerrando no 38° dia.
Dependendo da forma com que estes programas s&o conduzidos, € possivel

obter uma eliminagdo mais eficaz dos residuos de anticoccidianos nos tecidos
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comestiveis obtidos. Os programas de controle mais empregados sdo chamados
de continuo e duplo. No caso do primeiro, o anticoccidiano ¢é utilizado
continuamente na ragdo, com periodos de retirada que variam de 0 a 10 dias. O
programa duplo, mais adotado atualmente, utiliza um aditivo na ragéo na 12 fase
(até o 21° dia) e outro aditivo na 22 fase (do 22° dia de idade até o 38°).

(SPINOSA; PALERMO-NETO; GORNIAK, 2014).

2.2.2 Nicarbazina

Em 1955, a nicarbazina foi sintetizada, férmula quimica C19H18NeOs,
sendo obtida, a temperatura ambiente, por meio de agitacido de uma suspensao
de 4,4 -dinitrocarbanilida (DNC) em uma solu¢éo de metanol de um equivalente
molar de 2-hidroxi-4,6-dimetil-pirimidina (HDP) ou no excesso deste. A reacéo €
finalizada em um tempo de 30 minutos, pela mudanga da fase sélida, formando
cristais de coloragdo bege. O complexo equimolar, apresentado na Figura 1, é
estabilizado por ligagdes de hidrogénio. (ROGERS et al., 1983; EFSA, 2003). As
moléculas de DNC e HDP também séo conhecidas como N,N"-bis (4-nitrofenil)
ureia e 4,6-dimetil-2 (1H) pirimidinona, respectivamente. (FAO; WHO, 1999).

FIGURA 1 — FORMULA ESTRUTURAL DA NICARBAZINA

O
O,N NO )k
2 o 2 N~ NH
I I, -
. —
NH NH HsC CHj
DNC HDP

FONTE: ACD/LABS (2018).

As propriedades fisico-quimicas da nicarbazina estao apresentadas na
Tabela 1, enquanto que as caracteristicas dos seus componentes DNC e HDP
constam na Tabela 2. (EFSA, 2003; EPA, 2005).
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TABELA 1 — PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA NICARBAZINA

Propriedade Descricéo
Massa Molar 426,38 g mol
Cor Amarelo claro
Estado fisico P¢ fino
Ponto de Fuséo 265 - 275 °C (com decomposicao)
Odor Caracteristico
Estabilidade a temperaturas normais e elevadas Estavel em condicbes extremas
Absorcdo maxima UV/VIS 300 - 360 nm
Solubilidade aquosa Levemente solivel em

dimetilsulféxido (DMSO) e
dimetilformamida (DMF); insolavel
em agua e metanol, no entanto se
decompbe vagarosamente quando

misturado com eles

pH 5-7
Pressdo de Vapor O valor esperado a temperatura
ambiente é zero
Densidade 0,5g mL"
"LogKow 3,76

FONTE: Adaptado de EPA (2005); U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE (2016).

NOTA: 'Log Kow: coeficiente de particdo em n-octanol/agua.

TABELA 2 — PROPRIEDADES DA 4,4-DINITROCARBANILIDA (DNC) E 4,6-DIMETIL-
HIDROXIPIRIMIDINA (HDP)

Propriedade DNC HDP
Massa Molar 302 g mol! 124 g mol
Solubilidade em agua <0,02mgL"? Aproximadamente 70 g L
Log Kow 3,6 apH5-9 -0,94 a pH 5-9

FONTE: Adaptado de EFSA (2003).

A nicarbazina apresenta uma atividade anticoccidiana eficaz,
promovendo controle adequado da coccidiose. O componente ativo € o DNC,
enquanto que o HDP aumenta a sua absorgao. A eficacia do complexo € maior
do que o uso de DNC de forma isolada. Até o momento, desde a disponibilizagéo
da nicarbazina em 1955, ndo foram registrados indices de resisténcia que
pudessem gerar comprometimento dos programas de controle da coccidiose.
(ROGERS et al., 1983; EFSA, 2003; SPINOSA; PALERMO-NETO: GORNIAK,
2014). Este anticoccidiano possui uma agado tanto coccidiostatica quanto
coccidicida (BERCHIERI JUNIOR et al., 2009), sendo amplamente utilizado
atualmente. (CHAPMAN, 2014; SPINOSA; PALERMO-NETO; GORNIAK, 2014).
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Para uso da nicarbazina em racdo de frangos de corte, deve-se
considerar a lista de fabricantes publicada pelo MAPA. Conforme procedimentos
de liberacdo e registro deste anticoccidiano, tanto a dosagem recomendada
quanto o periodo de caréncia constam no relatério técnico do produto. No caso
da nicarbazina, a concentracdo recomendada é de 125 mg kg de racéo, com o
periodo de retirada do anticoccidiano da ragdo de 10 dias antes do abate.
(SPINOSA: PALERMO-NETO:; GORNIAK, 2014; BRASIL, 2019).

2.2.2.1 Toxicidade

As reacgdes toxicas geradas por anticoccidianos acontecem em
diferentes espécies de animais, inclusive em aves de corte, dependendo dos
niveis administrados. Quantidades de nicarbazina acima de 125 mg kg™ de ragcéo
podem ocasionar intoxicagcdes em aves, afetando principalmente os mecanismos
termorreguladores, consequentemente, seu uso, geralmente, é restrito ao
periodo inicial (fase de crescimento), uma vez que pode aumentar os efeitos do
estresse ao calor em fases posteriores, levando a mortalidade. (SPINOSA;
PALERMO-NETO; GORNIAK, 2014). O perfil de toxidade da nicarbazina para
diferentes espécies de mamiferos, estabelecido pela FAO e OMS, é apresentado
na Tabela 3. (FAO; OMS, 1999; EPA, 2005).

TABELA 3 — PERFIL DE TOXICIDADE DA NICARBAZINA
(continua)

Tipo de Estudo Resultados

Toxicidade oral aguda - rato
Toxicidade de inalacdo aguda — rato
Toxicidade dérmica aguda — rato
Irritacdo ocular primaria - coelho
Irritacdo dérmica primaria - coelho

Sensibilizacdo dérmica — porco-da-india

LDso "> 25.000 mg kgm.c.™
LCs02> 0,147 mg L™
LDso> 5.000 mg kgm..™
Irritacdo moderada
Nenhuma irritacao

N&o causa sensibilizacio pelo contato

FONTE: Adaptado de EPA (2005).

NOTAS: ' LD,, : Dose Letal Média. Uma dose Unica que pode causar mortalidade de 50% dos

animais avaliados. Parametro normalizado de acordo com a massa corpoérea (m.c.), podendo ser
expresso na unidade de mg por kg de massa corpérea (mg kgm.c.™).
2LC,,: Concentracéo Letal Média. Uma concentracéo derivada estatisticamente de um

composto que pode causar a mortalidade de 50% dos animais avaliados. Parametro
normalizado de acordo com o ambiente onde os organismos estdo expostos.

3 NOAEL: Nivel sem efeito adverso observado. Maior dose de uma substancia sem efeito
adverso estatisticamente significativo nas condi¢bes adotadas para o teste.
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(concluso)

Tipo de Estudo Resultados
Alimentacéo crénica, 2 anos - cachorro NOAEL3 240 mg kgm.c.”! dia
Alimentacéo cronica, 2 anos - rato NOAEL 400 mg kgm.c." dia -1
Toxicidade reprodutiva - rato NOAEL 400 mg kgm.c." dia -1
Toxicidade de desenvolvimento - rato NOAEL 200 mg kgm.c.! dia -! para toxicidade
materna e fetal
Mutagenicidade N&o é mutagénico
Carcinogenicidade N&o é carcinogénico

FONTE: Adaptado de EPA (2005).
NOTAS: ' LD,, : Dose Letal Média. Uma dose Unica que pode causar mortalidade de 50% dos

animais avaliados. Parametro normalizado de acordo com a massa corpoérea (m.c.), podendo ser
expresso na unidade de mg por kg de massa corpérea (mg kgm.c.™).
2LC,,: Concentragéo Letal Média. Uma concentragéo derivada estatisticamente de um

composto que pode causar a mortalidade de 50% dos animais avaliados. Parametro
normalizado de acordo com o ambiente onde os organismos estdo expostos.

3 NOAEL: Nivel sem efeito adverso observado. Maior dose de uma substancia sem efeito
adverso estatisticamente significativo nas condi¢bes adotadas para o teste.

A Autoridade Europeia de Seguranga de Alimentos (EFSA), com base
nestes dados e em outros estudos avaliados, concluiu que a nicarbazina possui
baixa toxicidade aguda. Para avaliar a toxicidade oral subcrénica foi realizado
estudo de 3 meses em ratos. Foram selecionados 30 ratos, sendo 15 machos e
15 fémeas para os quais foram realizados trés tratamentos, nas doses diarias de
nicarbazina de 200, 600 e 1000 mg por kg de massa corpdrea (mg kgm.c.1). Com
base na massa corporea e consumo de alimentos, as doses de nicarbazina
foram mantidas, ajustando a concentracdo, semanalmente. ApOs a primeira
semana, ocorreu a diminuicao da ingest&o de alimentos e consequentemente da
massa corporal dos ratos, levando ao ajuste das concentra¢des intermediaria e
da mais elevada para 400 e 600 mg kgm.c™!, respectivamente. Desta forma, as
concentracbes medias finais (diarias) para os machos ficaram 181, 384 e 599
mg kgme! e para as fémeas em 189, 400 e 619 mg kgm.c.!. Com relag&o aos
resultados, para a concentracéo de 400 e 600, nos dias 88 e 90, dois machos
foram encontrados mortos. No tratamento de concentracdo mais elevada, um
macho morreu no dia 11 e duas fémeas morreram no dia 85. Os efeitos
observados em todos os grupos avaliados nestes diferentes tratamentos foram:
perda de peso, alteracées em diversos 6rgéos, com destaque para o rim, o qual

apresentou degeneracéo, inflamacéo e fibrose. (EFSA, 2010a).
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No caso de estudos para avaliagao da toxicidade oral, conduzidos em
ratos e cachorros, em um periodo de 2 anos, caes apresentaram um aumento
da concentragcao de serum alanina aminotransferase (serum ALT), o que implica
em anormalidades hepaticas. A maior dose em que a substancia nio possui
efeito adverso com significancia estatistica, nos animais avaliados, nas
condi¢bes testadas, é denominado de NOAEL (No Observed Adverse Effect
Level). Neste estudo, o NOAEL foi estabelecido em 154 mg de DNC e em 51 mg
de HDP kgmc'dia’. (EFSA, 2003; EFSA, 2010a).

Em outro estudo, caes foram alimentados com nicarbazina durante 2
anos em diferentes tratamentos e concentragdes de DNC e HDP e foi
evidenciado o aumento do serum ALT em muitos dos animais testados, além da
proliferagdo do ducto biliar. Em consequéncia, um NOEL para nicarbazina de
240 mg kgm.c.! dia foi estabelecido. (FAOQ; OMS, 1999).

A toxicidade de desenvolvimento foi avaliada por meio de estudo
conduzido em ratos. As quantidades de nicarbazina dadas aos animais
diariamente foram de 0, 70, 200 ou 600 mg kgm.c™!, sendo administradas por
gavagem, durante a gestacdo, nos dias 7-17. Para a concentragdo mais alta de
nicarbazina, foi observada perda de peso materna e das 25 fémeas avaliadas, 7
morreram. Nesta concentracdo, devido as anormalidades observadas no feto,
como ossificagao atrasada e baixo peso, dentre outros, foi constatado que o seu
desenvolvimento foi afetado. Com base nesta avaliagéo, obteve-se um NOAEL
de 200 mg kgm.c! dia™! para toxicidade materna e fetal. (FAO; OMS, 1999).

Com relag&o a mutagenicidade, uma pesquisa apontou genotoxicidade
da nicarbazina para duas espécies de Salmonella, no entanto, como testes
in vivo em mamiferos apresentaram auséncia deste efeito, a nicarbazina foi
considerada sem risco genotoxico. (EFSA, 2010a).

Na sintese de DNC, ocorre a formagéo da p-nitroanilina (p-NA), que é
uma impureza inerente ao processo da sua obtencdo. Com base em avaliagdes
de genotoxicidade e de carcinogenicidade, a EFSA recomendou 0 maximo de
0,1 % de p-NA na nicarbazina a ser utilizada na rag&o. (EFSA, 2010a).

Esta anilina pertence a classe das aminas aromaticas, substancias com
potencial carcinogénico (BENIGNI; ASSERINI, 2002). As propriedades toxicas
da p-NA podem ser atribuidas aos seus grupos funcionais. Como uma amina

aromatica, pode sofrer oxidacdo e como um composto nitrogenado aromatico,
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pode ser reduzido. Desta forma, derivados nitrosos e hidroxilaminas podem ser
formados (DFG, 2014). Com relagdo as avalicbes de toxicidade, estudos
reportaram que em determinadas concentracdes, a p-NA pode ocasionar
problemas no figado e atuar como indutor de meta-hemoglobinemia, uma
doencga que pode reduzir os niveis de oxigénio no sangue. (NAIR et al., 1990;
NTP, 1993). As propriedades fisico-quimicas e informagdes toxicoldgicas da p-

NA estdo apresentadas nas Tabelas 4 e 5.

TABELA 4 — PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA p-NA

Propriedade Descricéo
Massa Molar 138,13 g mol!
Cor Amarelo claro
Estado fisico Pé6 fino
Ponto de fuséo 146 °C
Ponto de ebulicdo 332°C
Solubilidade Solavel em agua (0,8 g L),
benzeno e metanol

FONTE: BUDAVARI (1996).

TABELA 5 — PERFIL DE TOXICIDADE DA p-NA

Tipo de Estudo Resultados
Toxicidade oral aguda — ratos LDso '> 750 mg kgm.c.
Toxicidade oral subcrénica - ratos (2 semanas) LOAEL210 mg kgm.." dia -1
Toxicidade oral subcrénica - ratos (90 dias) LOAEL 3 mg kgm.c.”™! dia
Toxicidade oral subcrénica - ratos (7 € 13 semanas) NOAEL3 3 mg kgm.." dia -
Toxicidade oral cronica — ratos (9 € 15 meses) LOAEL 3 mg kgm.c.”™! dia
Toxicidade oral cronica — ratos (2 anos) LOAEL 1,5 mg kgm.c.”" dia -1
NOAEL 0,25 mg kgm.."! dia -
Toxicidade de desenvolvimento - coelhos NOAEL 85 mg kgm.." dia ' para
toxicidade materna e fetal
Toxicidade reprodutiva - ratos NOAEL 9 mg kgm.."! dia -’
Mutagenicidade Atividade mutagénica in vitro
Carcinogenicidade Potencial carcinogénico

FONTE: EPA (2009), EFSA (2010a), U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE (2019).
NOTAS: ' LD,, : Dose Letal Média. Uma dose Unica que pode causar mortalidade de 50% dos

animais avaliados. Parametro normalizado de acordo com a massa corpoérea (m.c.), podendo ser
expresso na unidade de mg por kg de massa corpérea (mg kgm.c.™).

2 LOAEL: Menor concentragdo de um composto que causa efeito adverso
estatisticamente significativo nos organismos testados e nas condi¢bes adotadas do ensaio.

3 NOAEL: Nivel sem efeito adverso observado. Maior dose de uma substancia sem
efeito adverso estatisticamente significativo nas condigbes adotadas para o teste.
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2.2.2.2 Ingestao diaria aceitavel

As informagdes toxicoldgicas servem como base para o estabelecimento
dos valores de ingestao diaria aceitavel (IDA) para humanos. A IDA € derivada
dos valores de NOAEL com a aplicagédo de um fator de segurancga, conforme a
equacéo (1). O NOAEL, entendido como a maior dose de um composto quimico
que néo gera efeitos adversos, é obtido experimentalmente por meio de ensaios
realizados em pelo menos trés espécies animais, sendo o valor extrapolado para
a espécie humana. Para isso, se adota um fator de segurancga (FS) que aumenta
a protecdo para o ser humano, considerando que este tenha sensibilidade em
até 10 vezes superior ao valor das espécies testadas. (REVOLLEDO;
FERREIRA, 2005, DORNE et al., 2013).

_ NOAEL (1)
~FS

A IDA de nicarbazina que consta no Codex Alimentarius, sendo expressa
no seu componente DNC, é de até 0,40 mg kgm.c.' (equivalente a 24 mg de DNC
para uma pessoa de 60 kg). Esta IDA baseia-se no valor de NOAEL da
nicarbazina de 200 mg kgmc' dia', obtido da avaliagdo de toxicidade de
desenvolvimento em ratos. O fator de seguranca aplicado foi de 500, devido as
limitacGes dos dados disponiveis. (FAO; OMS, 1999; FAO; OMS, 2018).

No caso da EFSA, foi estabelecido o valor de 0,77 mg kgmc.' como
maxima ingestdo diaria para o componente DNC da nicarbazina (valor
equivalente a 46 mg de DNC, para uma pessoa de 60 kg). Obteve-se esta IDA
tendo como base um estudo mais recente, conduzido por 2 anos em cachorros,
o qual apresentou um NOAEL de 154 mg DNC kgm.c ' dia!, sendo diferente da
FAO/OMS, pois foi expresso no componente DNC e n&o em termos de
nicarbazina. O painel da EFSA afirma que a obtengdo do indice deve ser
conduzida desta forma, pois o consumidor estara exposto a molécula de DNC e
nao ao complexo nicarbazina (DNC e HDP). (EFSA, 2010a). A Tabela 6 possui

um comparativo entre IDAs da nicarbazina e do seu componente DNC.
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TABELA 6 — RESUMO DE [NFORMAQQES TOXICOLOGICAS UTILIZADAS PARA OBTER
INGESTAO DIARIA ACEITAVEL DE NICARBAZINA E DNC

Composto NOEL Efeitos observados | Espécies/Estudo | FS IDA
(mg kgm.c (mg kg™
dia")
Nicarbazina 200 Toxicidade maternal Ratos/ 500 0,40
(mortalidade e Toxicidade de

perda de peso) e Desenvolvimento
anormalidades no
feto (baixo peso e

ossificacio

atrasada)
DNC 154 Aumento de serum Céaes/ 2 anos 200 0,77

alanina

aminotransferase
FONTE: Adaptado de BACILA, D. M. et al. Current research, regulation, risk, analytical methods
and monitoring results for nicarbazin in chicken meat: A perspective review. Food Research
International, n. 99, p. 31-40, 2017.

2.2.2.3 Limites maximos de residuos

O limite maximo de residuo (LMR) é “a concentragdo maxima permitida
do residuo de um produto de uso veterinario no alimento de origem animal, que
€ legalmente permitida ou reconhecida como segura a saude do consumidor”.
(BRASIL, 2009, p. 2).

A utilizacdo de determinados produtos na avicultura comercial pode
gerar a presenca de residuos em alimentos. Para evitar riscos a saude dos
consumidores e n&o extrapolar os valores de ingestao diarios recomendados, as
autoridades regulamentaram o uso de produtos empregados na prevengao e no
tratamento de doencas de animais de producgao, fixando os LMRs destes
produtos em alimentos, além de proibir a utilizacdo de certos compostos.
(PIZARRO; FERREIRA, 2014). Em suma, sdo estabelecidos os LMRs em
alimentos de origem animal para que a IDA possa ser atendida e para que sejam
minimizados os riscos a saude dos consumidores. (DORNE et al., 2013).

O componente DNC da nicarbazina € reconhecido como o residuo
marcador em tecidos de frango, com base em experimentos in vivo com frangos
alimentados com nicarbazina. Ao comparar as quantidades de residuos
depositadas nos tecidos, a ordem de magnitude dos residuos de DNC foi muito
superior aos demais. (FAO; OMS, 1999; EFSA, 2010a).

O comité especializado em aditivos alimentares da FAO/OMS
recomenda o LMR para a nicarbazina, expresso como seu residuo marcador, em

tecidos de frango de corte, com base nas quantidades estimadas que constam
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na Tabela 7. Os percentuais de residuos sdo oriundos de estudo conduzido em
frangos para avaliar a deplecdo de residuos. O residuo DNC, contabilizou 90%
dos residuos totais de nicarbazina na pele com gordura aderida, 65% na carne,
45% no figado e 15% no rim. Para a obtenc¢do da ingestao tedrica maxima de
residuos, foi considerada uma ingestéo diaria de 50 g de rim, 50 g de gordura,
100 g de figado e 300 g de carne de frango. (FAO; OMS, 1999).

Na Uni&do Europeia, por meio do Regulamento 875/2010, foram
instituidos diferentes limites para o residuo DNC, sendo 15 mg kg™ para figado,
6 mg kg™ para rim e 4 mg kg para carne e pele/gordura. Os valores dos quais
estes limites derivaram estdo contemplados na Tabela 7. A forma de obtencéo
destes LMRs parte da exposi¢ao diaria do consumidor a residuos da nicarbazina,
considerando o consumo dos produtos derivados do frango e o célculo de
residuos totais. (UNIAO EUROPEIA, 2010a).

TABELA 7 — DADOS PARA OBTENQAO DE LIMITE MAXIMO DO RESIDUO DNC EM
TECIDOS COMESTIVEIS DE FRANGO

FAO/OMS
Figado Rim Carne Pele/ Soma
gordura
LMR recomendado (ug kg -' de tecido) 200 200 200 200
Residuo marcador em relacdo aos 45 15 65 90
residuos totais (%)
Estimativa de residuos totais (ug kg™ 444 1333 308 222
Consumo diério (g) 100 50 300 50 500
Ingestéo diaria te6rica maxima de 44 67 92 11 214
residuos totais (ug)
Consumo (% IDA) 0,9
EFSA
Figado Rim Carne Pele/ Soma
gordura
LMR recomendado (ug kg -' de tecido) 15 000 6 000 4 000 4000
Residuo marcador em relacdo aos 40 30 20 40
residuos totais (%)
Estimativa de residuos totais (ug kg) 37500 (20000 ( 20000 10 000
Consumo diério (g) 100 10 300 90 500
Ingestéo diaria te6rica maxima de 3750 200 6 000 900 10 850
residuos totais (ug)
Consumo (% IDA) 24

FONTE: Adaptado de BACILA, D. M. et al. Current research, regulation, risk, analytical methods
and monitoring results for nicarbazin in chicken meat: A perspective review. Food Research
International, n. 99, p. 31-40, 2017.

Nos Estados Unidos, no Cdédigo 21 do Regulamento Federal
CFR 556.445 da Food and Drug Administration (FDA), foi estabelecido um unico
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LMR para nicarbazina de 4 mg kg' para os diferentes tecidos de frango de corte
(ESTADOS UNIDOS, 2012), no entanto, ndo é mencionado se os residuos de
nicarbazina sé&o expressos como DNC.

No Codex Alimentarius, encontra-se estabelecido o LMR da nicarbazina
no valor de 200 g kg™ de tecido, expresso no seu componente DNC, para carne
in natura, figado, rim e gordura/pele de frangos de corte. (FAO; OMS, 2018). O
Brasil segue os mesmos LMRs estabelecidos no Codex Alimentarius. (BRASIL,
2015a; BRASIL, 2015c¢).

Na Tabela 8 é apresentado um comparativo dos LMR e IDA de
nicarbazina estabelecidos no Codex Alimentarius e nas legislacdes do Brasil,

Estados Unidos e Unido Europeia.

TABELA 8 — COMPARATIVO DA INGESTAO DIARIA ACEITAVEL E LIMITE MAXIMO DE
RESIDUO DNC EM TECIDOS DE FRANGOS DE CORTE

Codex Brasil | Estados Unido
(FAO/OMS) Unidos | Europeia

IDA (ug kQm..") 400 - - 770
LMR em tecidos de frango de corte (ug kg*')
Carne 200 200 4 000 4 000
Figado 200 200 4 000 15 000
Rim 200 200 4 000 6 000
Pele/gordura 200 200 4 000 4 000

FONTE: Adaptado de BACILA, D. M. et al. Current research, regulation, risk, analytical methods
and monitoring results for nicarbazin in chicken meat: A perspective review. Food Research
International, n. 99, p. 31-40, 2017.

2.3 OCORRENCIA DE RESIDUOS DA NICARBAZINA

Muitos paises tém relatado a ocorréncia de residuos quimicos, como 0s
anticoccidianos, em alimentos. (DANAHER et al., 2008; KANTIANI et al., 2010;
CLARKE et al., 2014). Um levantamento realizado pela Embrapa Suinos e Aves
apontou que os anticoccidianos representam 45% das moléculas de maior
interesse para pesquisa na cadeia de aves. (FEDDERN; LIMA, 2015).

A nicarbazina € um anticoccidiano amplamente utilizado, no entanto, a
principal preocupagdo com seu uso, diz respeito a deposicdo de residuos em
tecidos comestiveis acima dos LMRs permitidos, o que € questionavel quanto a
seguranca do consumidor. Apesar de muitas autoridades considerarem o
periodo de retirada suficiente, contaminagcdes com o residuo da nicarbazina tém
sido relatadas. (KANTIANI et al., 2010; CLARKE et al., 2014; BRASIL, 2017).
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2.3.1 Tecidos comestiveis de frango

A nicarbazina possui rapida dissociacao in vivo em duas substancias:
4 4’ -dinitrocarbanilida (DNC) e 2-hidroxi-4,6-dimetil-pirimidina  (HDP). O
componente HDP € eliminado principalmente na urina (90%), com maior
biotransformacgéo que o composto DNC, sendo este ultimo e seus metabdlitos
excretados, principalmente, nas fezes (46%). Desta forma, em alimentos de
origem animal, como carne de frango, a maior preocupacao esta nos residuos
do componente DNC da nicarbazina, pois este tem maior persisténcia no
organismo animal. (FAO; OMS, 1999; EFSA, 2010a).

Na Tabela 9 estdo demonstradas as principais caracteristicas de quatro
estudos que conduziram a avaliagéo de residuos de DNC em diferentes tecidos
de frango (figado, peito de frango, pele/gordura e rim).

Penz, Vieira e Ludke (1999) avaliaram a concentracdo de DNC em
tecidos de frangos de corte em trés lotes consecutivos, com reutilizagdo da cama
de aviario de um lote para outro, sendo o periodo de retirada do aditivo de 7 dias
antes do abate. A nicarbazina foi adicionada em diferentes concentragdes (100
e 125 mg kg' de ragdo) como Unico anticoccidiano e combinada com
maduramicina (40 mg kg de ragdo). Quanto aos tecidos estudados, o figado
apresentou a maior concentracao de residuos, independente do lote. Além disso,
foi observado que os residuos persistiram na cama por mais de dois lotes apos
a retirada da nicarbazina da racao.

Cannavan e Kennedy (2000) realizaram um experimento com diferentes
doses de nicarbazina naracéo (0,2; 0,4; 1,6; 4,2 e 13,5 mg kg™). No figado, para
as concentragbes mais elevadas, o limite de 200 pg kg™ de tecido foi excedido,
porém na carne, 0s residuos encontrados estavam dentro do estabelecido. Os
autores afirmam que para a prevenc¢do da ocorréncia de residuos no figado de
frango deve ser assegurado que 0s niveis de nicarbazina devem ser inferiores a
2,4 mg kg™! de ragdo, considerando o alojamento em cama de aviario. O’'Keeffe
et al. (2007) avaliaram o efeito do periodo de retirada, observando que 1,6 mg
kg' de DNC ainda permaneceram no figado, apos um periodo de retirada de 6
dias de DNC da racéo.

Em estudo conduzido por O’'Keeffe et al. (2007), realizou-se a avaliagéo

de DNC em figado de frango, devido a ndo conformidades identificadas no



35

monitoramento de residuos. Investigagdes foram conduzidas em 32 lotes
comerciais de frangos de corte, considerando periodos de retirada de 3 a 10
dias. Para periodo superior a 6 dias, foi detectado DNC em niveis superiores a
1 600 g kg™ de tecido.

TABELA 9 - AVALIAQAO DO RESIDUO DNC EM TECIDOS DE FRANGO DE CORTE
Nicarbazina na Periodo de Residuos

ragio retirada Ma?rlz de DNC Metod9!og|a Pais Referéncia
A . avaliada 1 analitica
(mg kg") (dias) (g kg™")
100 7 371
100 7 517
100 7 318
125 7 371
125 7 583 Colorimetria  Brasil PENZ; VIEIRA;
125 7 351 LUDKE (1999)
40* 7 118
40* 7 46
40* 7 88
Reino CANNAVAN,;
0-13,5* 5 1150 HPLC- UV Uni KENNEDY (2000)
nido
0,7 6 Figado S0
0,14 8 33
0,26 10 68
0,48 6 19
0,67 7 106
12 4 865 O'KEEFFE et al.
29 9 47 HPLC- UV Irlanda (2007)
3,4 9 609
4,9 7 1119
9,2 6 419
11 9 1624
22,6 3 1592
125 1 9249 .
125 5 453 LC-MS/MS EU”'a°. EFSA (2010a)
125 7 <50 uropeia
100 7 12
100 7 0
gg ; . 8 Colorimetria Brasil EEE&EVJ%SQ)
40 * 7 Peito de 13
40 * 7 frango 0
125 1 2110 -
Unido
125 5 45 LC-MS/MS Europeia EFSA (2010a)
125 7 <25
Reino
N . CANNAVAN,;
0-13,5 5 150 LC-MS Unido KENNEDY (2000)
Pele/
125 1 gordura 2327 N
125 5 131 LC-MS/MS Uniao EFSA (2010a)
Europeia
125 7 <27
125 1 3007
125 5 Rim <100 LC-MS/MS Uni&o EFSA (2010a)
125 7 <100 Europeia

FONTE: PENZ; VIEIRA; LUDKE (1999); CANNAVAN; KENNEDY (2000); O'KEEFFE et al.
(2007); EFSA (2010a).
NOTA: * uso de nicarbazina em associa¢cdo com ionéforos.
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Outro estudo, relacionado a avaliagao de residuos de DNC em tecidos
de frango, utilizou dietas contendo nicarbazina na concentragdo de 125 mg kg™
de ragdo, administrada durante 28 dias. A deplecdo de residuos de DNC foi
avaliada pela amostragem de tecidos em diferentes periodos de retirada. Foi
observada a reducgdo de residuos em todos os tecidos, especialmente no figado,
o qual apresentou 9,25; 0,45 e < 0,05 mg kg de DNC no primeiro, quinto e

sétimo dia de retirada do aditivo da ragéo, respectivamente. (EFSA, 2010a).

2.3.2 Monitoramento de residuos

O Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC)
do MAPA é um programa do governo brasileiro para inspec¢éo e fiscalizagdo de
alimentos de origem animal e vegetal, bem como as suas cadeias produtivas. O
PNCRC para produtos de origem animal, denominado PNCRC/Animal, é
composto por programas setoriais, para realizar o monitoramento em carnes
(bovinos, aves, suinos, equinos, avestruzes, caprinos e ovinos), leite, mel, ovos
e pescados. As amostras s&o coletadas por fiscais federais agropecuarios, em
diversos estabelecimentos registrados no Servico de Inspecdo Federal.
(MAURICIO; LINS; ALVARENGA, 2009; BRASIL, 2017).

Nos resultados do PNCRC/Animal, referente ao monitoramento de 2010
a 2015, na categoria de aves de corte, para os anticoccidianos monitorados,
foram encontradas 15 nao conformidades, todas relacionadas apenas a
nicarbazina (expressa como DNC), com destaque para o resultado de 2014, no
qual foram registrados 7 desvios, conforme apresentado na FIGURA 2. (BRASIL,
2010; BRASIL, 2011; BRASIL 2012; BRASIL, 2013, BRASIL, 2014; BRASIL,
2015¢). Nos ultimos dois monitoramentos publicados, foram detectadas duas
nao conformidades em 2016 e trés em 2017, para nicarbazina em carne de
frango. (BRASIL, 2016; BRASIL, 2017).
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FIGURA 2 - NAO CONFORMIDADES DO ANTICCODIANO NICARBAZINA DETECTADAS
EM CARNE DE FRANGO NO PLANO NACIONAL DE CONTROLE DE RESIDUOS E
CONTAMINANTES DO MAPA
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FONTE: BRASIL (2010); BRASIL (2011); BRASIL (2012); BRASIL (2013); BRASIL (2014);
BRASIL (2015c); BRASIL (2016); BRASIL (2017).
LEGENDA: linha continua representa o LMR de DNC (200 ug kg).
NOTA: n° de amostras analisadas em 2010: 513; 2011: 510; 2012: 513; 2013: 511; 2014: 457;
2015: 447; 2016: 603; 2017: 603. No ano de 2012 ocorreu o ajuste da anélise multiresiduos
para a nicarbazina.

2.3.3 Estratégias para degradagao do residuo DNC em carne de frango

O processamento térmico empregado na carne de aves pode ser
conduzido com a finalidade de promover alteracbes sensoriais desejaveis,
remover/reduzir micro-organismos patogénicos, estabilizacido da cor, além de
redugdo de residuos quimicos presentes. (DAWSON; MANGALASSARY;
SHELDON, 2006).

Na condugédo de um processamento térmico, realiza-se a aplicacéo de
um binbmio tempo versus temperatura. Existem varias possibilidades para
tratamento térmico de carnes que podem ser classificados dentro de trés grupos.
No primeiro grupo (Umido), o processamento térmico tem como fonte de calor
um meio liquido quente, o qual pode ser agua ou vapor. A temperatura da agua
pode alcangar 100 °C e gerar uma transferéncia significativa de calor ao
alimento, por exemplo, o cozimento em agua. No segundo grupo (seco), a fonte
de calor inclui 6leo, ar quente e superficies aquecidas. Na fritura, o dleo permite
melhores transferéncias de calor nas temperaturas de 150-190 °C. Para o
forneamento, o ar quente pode atingir até 200 °C. Na terceira categoria (micro-

ondas), ocorre a geragcdo de ondas eletromagnéticas. Para o processamento
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térmico em micro-ondas, geralmente as frequéncias empregadas estdo entre
915-2450 MHz e a temperatura no alimento n&o ultrapassa 100 °C.
(THIPPAREDDI; SANCHEZ, 2006).

Levando-se em consideracdo os aspectos relativos a garantia da
seguranca dos alimentos fornecidos ao consumidor, € importante que seja
conhecido o efeito do tratamento térmico dos produtos carneos na degradacéo
de residuos quimicos. (MOATS, 1999).

Rose et al. (2000) avaliaram quatro tipos de tratamentos térmicos em
carne de frango contendo DNC: cozimento em agua, por micro-ondas, grelha e
fritura. Foi constatado que para o primeiro método n&o ocorreu reducéo
significativa no conteudo de DNC, mas nos trés ultimos processos foi verificada
a reducdo do residuo nos tecidos na faixa de 22 a 31%. Trabalho similar foi
realizado por Tarbin et al. (2005) indicando que o cozimento no micro-ondas,
bem como fervura em agua, nao ocasionaram mudancgas significativas no teor
de residuos de DNC. No entanto, quando as amostras foram grelhadas ou fritas,
a reducgao deste residuo no peito de frango foi de 29 e 22%, respectivamente. O
monitoramento da temperatura nao foi realizado durante os experimentos. Além
disso, avaliaram a estabilidade da DNC em solu¢des aquosas e sugeriram a p-
NA como potencial produto da degradagéo da DNC.

Fenilureias analogas a DNC podem sofrer degradagao hidrolitica
resultando nas aminas derivadas correspondentes (AUDU; HEYN, 1988;
LAUDIEN; MITZNER, 2001a,b; SALVESTRINI, et al., 2002). Em meio acido, a
hidrolise provavelmente segue por via de um mecanismo de adi¢do-eliminacéo
(Figura 3a) envolvendo: a protonacdo do atomo de nitrogénio ligado a carbonila
dafenilureia (1), o ataque nucleofilico da agua no carbono carbonilico para formar
o intermediario tetraédrico (Il); e a eliminagéo da respectiva amina. (LAUDIEN;
MITZNER, 2001b). Quando esta reacdo se processa em meio alcalino, &
possivel assumir um mecanismo (Figura 3b) em que: o ion hidréxido ataca o
carbono carbonilico da fenilureia (I) para resultar no intermediario tetraédrico (I11);
a agua transfere um préton para o grupo de saida, facilitando a eliminacéo da
respectiva anilina (LAUDIEN; MITZNER, 2001a).
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FIGURA 3 — MECANISMOS PARA HIDROLISE DE FENILUREIAS EM MEIOS ACIDO E
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FONTE: Adaptado de LAUDIEN; MITZNER (2001a,b).
LEGENDA: (a) hidrélise em meio &cido e (b) hidrélise em meio alcalino; R=R’=@-NO-.

As analises térmicas podem ser uteis para obtencdo do perfil de
decomposicdo térmica do composto principal e auxiliar na identificagdo dos
produtos de degradacao de residuos em alimentos processados termicamente.
(MORELLI, 1990).

Dentre as analises térmicas disponiveis, a analise simultanea de
termogravimetria e calorimetria exploratéria diferencial acoplada a
espectrometria de massas (TGA-DSC-MS) pode ser empregada para avaliar o
comportamento térmico de substancias. Além disso, a técnica de pirdlise
associada a cromatografia gasosa e a espectrometria de massas (Py-GC-MS) é
um método no qual a amostra é submetida a variagdes de temperatura que
levam a sua decomposicdo em uma atmosfera inerte. Fragmentos dos
compostos s&0 gerados, sendo estes separados por cromatografia e
identificados no espectrémetro de massas. (XIE et al., 2007; SOBEIH; BARON,;
GONZALEZ-RODRIGUEZ, 2008; TIAN, 2016; ATTIA et al., 2017). Desta forma,
estas técnicas s&o promissoras na avaliacido de produtos de degradacdo de
residuos quimicos em alimentos submetidos a tratamentos térmicos. No entanto,
inexistem informacdes a respeito do perfil de decomposigcao térmica de residuos
de DNC e seus produtos de degradagéo, informacao relevante, pois em alguns
casos estes produtos podem ser mais toxicos que o composto principal.
(NGUYEN et al., 2015).



40

2.4 CONSIDERACOES SOBRE A REVISAO DE LITERATURA

Com relacdo a avaliagéo da reviséo de literatura realizada, verificou-se
que o Brasil ocupa posi¢des relevantes quanto a produgao e exportacédo de carne
de frango no cenario mundial. Varios aditivos sdo autorizados na avicultura
comercial, como em frangos de corte, pois sdo necessarios para a producao de
carne com qualidade e competividade. O monitoramento e o controle dos
residuos destes aditivos em produtos de origem animal s&o conduzidos pelo
MAPA. Quanto ao anticoccidiano nicarbazina, foram verificadas néo
conformidades nas amostras coletadas nos ultimos 8 anos.

O residuo de interesse da nicarbazina € a 4,4 -dinitrocarbanilida (DNC).
Embora seja possivel encontrar niveis de DNC superiores ao LMR (200 ug kg™
de tecido), a carne de frango é consumida apds preparo por diferentes métodos
de processamento térmico. Isso significa que avaliar o impacto de tratamentos
térmicos sobre o componente DNC na carne pode contribuir na avaliagdo dos
reais riscos de exposi¢ao dos consumidores a estes residuos quimicos contidos
em produtos carneos. Poucos trabalhos tratam da reducéo da concentragdo de
DNC em carne de frango como decorréncia do processamento térmico.

As pesquisas que conduziram o estudo da degradagéo de DNC na carne
processada termicamente ndo avaliaram o tratamento térmico da carne em
forno, nem controlaram a temperatura durante os experimentos, o que é
relevante para entender o fendbmeno de degradagdo do residuo. Tarbin et al.
(2005) sugeriram a p-NA como produto da degradacéo da DNC em solucgbes
aquosas, mas em carne de frango contendo DNC e processada termicamente
n&o foram encontradas informacdes sobre a identificacdo e a quantificagcdo da
p-NA. Além disso, as informacdes toxicoldgicas disponiveis sugerem que a p-NA
apresenta maior toxicidade que a DNC. No entanto, provavelmente, devido a
falta de informacdes sobre a ocorréncia da p-NA como produto da degradagao
do residuo DNC em carne de frango, n&do foram encontrados na literatura valores
de IDA e LMR para a p-NA.

Logo, no contexto da avaliagdo da influéncia dos tratamentos térmicos
sobre o conteudo de DNC em carne de frango, ainda persistem lacunas nas
pesquisas que levam em consideracao:. o acompanhamento da degradacéo do

residuo de DNC pela aplicagdo dos métodos mais comuns de preparo da carne
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de frango; o monitoramento e alcance da temperatura de cozimento; perfil da
decomposicdo térmica do composto; explicacdo do fendmeno de degradagao do
residuo DNC e a identificagc&o dos produtos de degradagéo que possam impactar
na seguranc¢a do alimento.

Com relagdo ao uso das analises térmicas para obtencdo de
informacdes relacionadas a degradacdo de compostos, verificou-se que as
técnicas sdo empregadas com diversos propositos, mas s&o pouco exploradas
para auxiliar na avaliacdo da decomposi¢ao de residuos quimicos em alimentos
submetidos a tratamentos térmicos. Além disso, informagdes quanto a
identificac&o e quantificacdo de produtos da degradagéo de DNC, em carne de
frango processada termicamente, n&o foram encontradas na literatura

consultada.
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3 MATERIAL E METODOS

A metodologia adotada para esta tese constitui uma pesquisa aplicada
de acordo com os seus objetivos e pesquisa de laboratério quanto as fontes de
informac&do. Este estudo possui uma abordagem predominantemente
quantitativa do tipo experimental. (CRUZ; RIBEIRO, 2004).

Neste estudo foram conduzidas as seguintes avaliagdes:

v" hidrélise de DNC em meio acido e alcalino;

v" hidrolise enzimatica;

v perfil da decomposicdo térmica da DNC por meio de analises
térmicas;

v influéncia de diferentes tratamentos térmicos sobre os residuos
de DNC em carne de frango, considerando o efeito dos
tratamentos térmicos sobre o conteudo de DNC (experimento 1)
e a eficiéncia dos tratamentos térmicos na degradagédo de DNC
na carne (experimento 2);

v identificacdo e quantificagdo do produto de degradacédo (p-NA) da
DNC em peito de frango.

Os ensaios da hidrdlise acida, basica e enzimatica, dos tratamentos
térmicos, bem como o desenvolvimento de método para quantificagdo da p-NA
em peito de frango e deteccdo na agua de cozimento foram realizados nas
instalagdes da Embrapa Suinos e Aves em Concérdia-SC, no Laboratério de
Andlises Fisico—-Quimicas e de Tecnologia de Carnes. Os experimentos a campo
foram executados nos aviarios da Embrapa. As analises de LC-MS/MS para
quantificacdo do residuo de DNC em peito de frango foram realizadas no
Laboratério Nacional Agropecuario (LANAGRO) do MAPA, na secéo laboratorial
avancada localizada em Séo José-SC. Os ensaios das analises térmicas foram
executados no laboratério da Embrapa Florestas em Colombo-PR.

O diagrama conceitual da secdo de material e métodos da tese esta

apresentado na Figura 4.



FIGURA 4 — DIAGRAMA CONCEITUAL DA SEGAO DE MATERIAL E METODOS DA TESE
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3.1 EXPERIMENTOS DA HIDROLISE DE DNC

Para avaliar a degradacdo da DNC em solugbes aquosas, foram
conduzidos ensaios para avaliar a sua degradacgao hidrolitica, em meios acido e
alcalino, pelo monitoramento da liberagao de p-NA para posterior investigacéo
deste produto de degradacdo na carne de frango. Além disso, foi conduzida
avaliacdo da degradacgéo da DNC sob influéncia do extrato enzimatico do peito

de frango.

3.1.1 Hidrélise acida e alcalina

Foi conduzido estudo da hidrélise de DNC usando como base o método
publicado por Audu; Heyn (1988) com modificagdes. A hidrélise foi realizada na
temperatura de 100 °C, utilizando a concentragdo de 10 umol L' de DNC, 5
condicbes de pH (2, 4, 6, 8 e 10) e 6 tempos (0, 2, 4, 6, 8 e 10 h). Foram
preparadas solugdes tamp&o com pH 2 (biftalato/HCI), 4 (biftalato/hidréxido), 6
(fosfato/hidréxido), 8 (fosfato/hidroxido) e 10 (borato/hidroxido). A forga idnica
dos tampdes foi ajustada pela adicdo de KCl a 1 mol L'. Em uma série de 6
tubos de ensaio foram adicionados 50 pL de solugdo da DNC a 600 umol L' em
dimetilformamida (DMF), 250 yL de DMF, e 2,7 mL da respectiva solucéo
tampéo. Os tubos contendo as solugbes do ensaio foram agitados em vortex.
Em seguida, estes foram acomodados em banho de areia e aquecidos em estufa
(100 °C). Os tubos foram retirados nos seguintes tempos de hidrdlise 2, 4, 6, 8,
e 10 h, e imediatamente colocados sob refrigeracéo (4 °C). Na sequéncia, foram
adicionados reagentes para promover a reacdo colorimétrica do produto de
degradagdo da DNC. A p-NA liberada foi determinada conforme método de
diazotacdo tendo como base a reacdo de Bratton-Marshall (BRATTON;
MARSHALL, 1939). Foram adicionados consecutivamente: 500 uL de HCI 2 mol
L-": 50 uL de NaNO2 2% (m/v), o qual promove a reagdo de diazotagdo da p-NA;
50 uL de acido sulfamico 10% (m/v), gera a eliminacédo do NaNO2em excesso e
libera nitrogénio; e 200 pL de N-(Naftil)-etilenodiamina dihidrocloreto
monometanolato (NED) 0,1% (m/v), forma um azo composto da p-NA, conferindo
a coloracéo rosa a solugdo. Apds a reacdo, a solugao foi transferida para um

tubo de Falcon e o seu volume foi corrigido para 5 mL. A leitura da absorbancia
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foi conduzida em espectrofotometro UV-VIS Varian Cary 50, em comprimento de
onda de 545 nm. Os ensaios foram realizados em ftriplicata.

A concentracao de p-NA determinada nos ensaios foi utilizada para obter
o conteudo de DNC que foi degradado e a sua concentragéo final. Os dados
foram submetidos a analise cinética da hidrélise, em diferentes niveis de pH, na
temperatura de 100 °C, para determinar o modelo de degradagédo de DNC de
melhor ajuste aos dados experimentais. A metodologia cinética seguiu 0s
principios recomendados por Fogler (2009).

A hipétese de modelo cinético adotada neste estudo da hidrdlise de DNC
esta representada na equacgao (2).

d [DNC]
dt

= k x [DNC] x [H20] (2)

d [DNC]

Onde —

€ a derivada da concentragédo de DNC em relagéo ao

tempo t da reagéo de hidrdlise, k é a constante da taxa de degradacéo, [DNC] é
a concentracdo de DNC em diferentes tempos de hidrélise, e [H20] é a
concentrac&do de agua na reacao.

Considerando que a agua estava em excesso na reacao de hidrolise, a
cinética testada foi de pseudo-primeira ordem. Como a concentracdo final de
agua nareacéao de hidrdlise é praticamente inalterada com relag&o ao valor inicial

( [H20] = [H20]i ), a equacéo (2) resulta em:

p (3)
_M =k’ DNC]
aw e [

Integrando a equacéo (3), € obtida a equacgao (4):

[DNC] 4
DNCl - k' Xt (4)

In

Onde [DNC]i € a concentragéo inicial de DNC no tempo zero.

Aplicando a transformacéo logaritmica na equacao (4) € obtida:

[DNC] ., (5)
[DNCTi _ ©

O percentual de degradacdo de DNC (y) em diferentes tempos de

hidrdlise foi calculado pela equacao (6):
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_ [DNCJi — [DNC] 5
y=—"pnei <10 ©)

Combinando a equagéo (5) com a equacao (6), resulta a equacéo (7):

y=(1-e¥t)x 100 (7)

[DNC]
[DNC]i

cinéticos, a constante da taxa de degradacéo (k') foi obtida do coeficiente angular

Plotando os dados experimentais (In versus tempo) nos graficos

(valor absoluto) da equacéo da reta ajustada, na temperatura de 100 °C, para a
concentracé&o inicial de 10 uM de DNC, para cada pH.

Com a equacéo (7), foi calculada a degradacgao tedrica (ymodelo) com k’
médio e comparado com a degradacdo experimental (Yexperimental) para a

validacdo do modelo cinético para cada valor de pH.
3.1.2 Hidrdlise enzimatica

Os ensaios da hidrolise enzimatica da DNC foram conduzidos
considerando os principios do método publicado por de Lee; Anstee (1994) com
adaptacdes.

Foram utilizados peitos de frango sem pele, os quais foram obtidos de 6
frangos de corte alimentados com racéo livre de nicarbazina.

Para a determinacéo da atividade enzimatica, foi realizada a obtencéo
do extrato enzimatico de amostras de peito de frango. Para isso, 6 g de peito de
frango foram adicionados a 6 mL de tampao Tris-HCl a 80 mmol L' (pH 7,8 e
CaCl2a 100 mmol L") em um tubo de polipropileno de 50 mL. Foi realizada a
homogeneizacdo da amostra por meio de um triturador durante 60 s. A
centrifugacéo da amostra foi conduzida a 3 900 x g, a 5 °C por 10 min. Para
recuperar as enzimas do extrato, o sobrenadante foi transferido para Eppendorf
(2 mL) e centrifugado a 20000 x g, a 5 °C por 5 min.

Para obtencdo da atividade proteolitica, foi utilizado como substrato o
composto N-succinil-fenilalanina-p-nitroanilida, o qual foi preparado na
concentragdo de 1 mmol L' em tampé&o Tris-HCI a 50 mmol L' (pH 7,8 e CaCl2
a 60 mmol L'). O volume de 2,5 mL da solug&o do substrato foi adicionado em

um tubo de polipropileno de 15 mL e homogeneizado com 0,8 mL de
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dimetilsulféxido (DMSO) e 0,3 mL do tamp&o Tris-HCIl a 50 mmol L*. O volume
de 0,4 mL do extrato enzimatico do peito de frango foi transferido ao tubo
contendo a solugdo do substrato e incubado a 37 °C durante 45 min. Apos
completar este tempo, a reagéo foi cessada pela adicdo de HCl a 2 M no tubo
imerso em um banho de gelo. O método de diazotagdo foi utilizado para
determinar a p-NA liberada (BRATTON; MARSHALL, 1939). Apds a adi¢cdo do
acido, foram adicionados ao tubo: 0,12 mL da solu¢do aquosa NaNO2 2% (m/v);
0,12 mL da solucdo aquosa de acido sulfamico 10% (m/v); e 0,31 mL de solugéo
aquosa de N-(Naftil)-etilenodiamina dihidrocloreto monometanolato (NED) 0,1%
(m/v). A absorbancia foi medida no comprimento de onda de 545 nm por meio
de espectrofotdmetro Varian Cary 50 UV-Vis (Varian, EUA). Foi definida como
uma unidade de protease, a quantidade de extrato enzimatico que liberou 1 nmol
de p-NA do substrato no tempo de 1 min (U/mL).

Para preparar solugdo de DNC a 2 mmol L', a DNC foi solubilizada em
DMSO. O volume de 0,2 mL desta solugédo foi adicionado em um tubo de
polipropileno de 15 mL e homogeneizado com 0,6 mL de DMSO e 2,8 mL de
tampao Tris-HCIl a 50 mmol L' (pH 7,8 e CaCl2 a 60 mmol L'). O volume de 0,4
mL do extrato enzimatico obtido foi transferido ao tubo e incubado a 37 °C
durante 45 min. Apds completar este tempo, a reagéo foi cessada pela imerséo
do tubo em banho de gelo e adicdo de HCI 2 mol L'. A p-NA liberada foi
determinada conforme procedimento descrito anteriormente para o substrato.

A analise estatistica dos dados foi conduzida por ANOVA com o software
estatistico SAS (SAS INSTITUTE INC, 2012) pela comparagéo das médias para

avaliar os efeitos da presenca ou auséncia de enzima na hidrolise de DNC.
3.2 PERFIL DE DECOMPOSICAO TERMICA DA DNC

Para obter o perfil de decomposi¢éo térmica do residuo DNC e avaliar a
sua degradacdo perante a influéncia exclusiva da temperatura, foram
conduzidas analises térmicas, conforme descrito a seguir.

O composto 4,4 -dinitrocarbanilida (97% de pureza) foi adquirido da
Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA).

Os experimentos de analise térmica simultédnea de termogravimetria e

calorimetria exploratoria diferencial (TGA-DSC-MS) foram realizados em um
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equipamento SDT Q600 (v.20.9.20) da TA Instruments acoplado a um
espectrometro de massas Discovery (TA, New Castle, DE, EUA). As massas das
amostras de DNC (2,11 + 0,08 mg) foram adicionadas em cadinhos de platina e
submetidas a uma taxa de aquecimento de 2 °C min-! até 350 °C. Nitrogénio foi
utilizado como gas de purga a um fluxo de 50 mL min'. O desempenho do
instrumento foi verificado previamente com oxalato de calcio monohidratado. Os
dados do TGA-DSC-MS foram obtidos por meio de soffware TA-60WS (v.4.7B)
e Process eye professional software (v. 1.017). O espectrémetro de massas (MS)
foi operado a 70 eV. Primeiramente, foi selecionada a faixa de scanning de 1 a
100 Da para pesquisar as principais relacbes de massa e carga (m/z) por meio
do modo Barchart (varredura). Na sequéncia, foram monitorados no modo Peak
Jump (picos especificos) os principais fragmentos de massas detectados (por
exemplo: m/z 41, 43, 44 e 65) a fim de obter uma avaliacdo mais fina. O
espectrémetro de massas do tipo quadrupolo foi equipado com um sistema de
detector duplo, o qual incluiu um detector de gaiola de Faraday e multiplicador
de elétrons secundario. As analises foram realizadas em ftriplicata.
Experimentos em pirolisador acoplado a um cromatografo a gas e
espectrometro de massas (Py-GC-MS) foram conduzidos a fim de elucidar os
produtos da decomposigcao térmica da DNC verificados na analise de TGA-DSC-
MS. As temperaturas selecionadas foram de 200, 250, 260 e 350 °C por 30 s
usando uma pyroprobe (sonda de pirdlise) CDS 5000 (CDS analytical, Oxford,
EUA). O filamento para aguecimento foi ajustado a 15 °C ms™'. As condigcbes
adotadas para a pyroprobe foram: temperatura de interface de 50-280 °C a 100
°C min™' por 2 min; forno e linha de transferéncia a 280 °C. Os produtos de
pirdlise foram analisados usando um MS Polaris Q ion trap (Thermo, Waltham,
EUA). O analito DNC (~0,5 mg) foi introduzido na pyroprobe em um injetor
split/splitless (split 1:50, 230 °C). As separag¢des foram realizadas em coluna
capilar da Agilent J&W DB-5ms (30 m x 0,25 mm; 0,25 um espessura fime). O
forno do GC foi programado de 50 °C (por 2 min) a 320 °C na taxa de
aquecimento de 10 °C min~'. O gas de arraste foi o hélio na vazao de 1,0 mL
min~'. A interface do GC-MS e as temperaturas da fonte de ionizagdo foram de
250 °C e 200 °C, respectivamente. O MS foi operado a 70 eV em modo de
ionizac&o positivo com faixa de scan de m/z 10-450, taxa de 0,48 scan s™'. A

corrente foi ajustada para 250 mA. As analises foram realizadas em ftriplicata.
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3.3 INFLUENCIA DOS TRATAMENTOS TERMICOS NO CONTEUDO DE DNC
EM CARNE DE FRANGO '

Amostras de peito de frango foram submetidas a diferentes tratamentos
térmicos (cozimento em agua, grelha, micro-ondas, fritura e forneamento) a fim
de verificar a degradacédo de residuos de DNC e a liberagdo do seu produto de
degradacgdo, a p-nitroanilina. O peito de frango foi escolhido, dentre as varias
possibilidades de tecidos de frango (peito, coxa, figado, pele/gordura, rim,
coragdo, etc.), porque € um dos cortes mais consumidos e exportados pelo
Brasil. As amostras foram obtidas de experimento a campo (contaminagéo
natural). Para a quantificacdo de DNC e p-NA nas amostras de peito de frango
foram necessarios 0 desenvolvimento e a validagdo de metodologias analiticas.

O uso das informagdes geradas nesta tese e publicadas no Journal of
Agricultural and Food Chemistry sobre os métodos analiticos adotados neste
estudo para determinacdo de DNC em peito de frango, bem como a utilizagéo
dos resultados obtidos encontram-se devidamente aprovados, conforme

registros de autorizagdo de uso apresentados no Apéndice 4.

3.3.1 Método para determinacédo de DNC em peito de frango

A determinagédo de DNC em peito de frango foi realizada de acordo com
metodologia proposta por Coleman et al. (2014) com adaptag¢des. O principio do
método consiste na moagem do peito de frango, adicdo de sulfato de sddio
anidro e extracdo do analito com acetonitrila. As concentra¢cdes de DNC foram
determinadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS) com uso de curva de calibragdo preparada na matriz
combinada com padréo interno (dinitrocarbanilida deuterada: DNC-ds).

As principais etapas do procedimento para determinacdo do residuo

DNC em peito de frango estédo descritas no fluxograma da Figura 5.

1 Reimpresso (adaptado) com permissdo de (BACILA, D.M. et al. Degradation of 4,4'-
dinitrocarbanilide in chicken breast by thermal processing. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 66, p. 8391-8397, 2018). Copyright (2018) American Chemical Society.
Reimpresso (adaptado) com permissdo de (BACILA, D.M. et al. Detection of p-nitroaniline
released from degradation of 4,4'-dinitrocarbanilide in chicken breast during thermal processing.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 67, n. 32, p. 9002-9008, 2019). Copyright
(2019) American Chemical Society.
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FIGURA 5 — ETAPAS DA DETERMINAGAO DO ANALITO DNC EM PEITO DE FRANGO

Moagem da amostra de peito de frango liofilizada (1,5 g)

Adicdo de sulfato de s6dio anidro (1,0 g)

l

Adic&o de padréo interno (200 pL da solugdo de DNC—ds a 1 pg mL-")

2 x extracdo com acetonitrila (20 mL, 30 min)

|

Centrifugacéo a 3500 g (10 min, 5 °C)

Transferéncia e juncio dos sobrenadantes (50 mL)

|

Clean up em filtro PTFE 0,22 ym

Injecdo em LC-MS/MS

FONTE: O autor (2017).
3.3.1.1 Materiais e Reagentes

Os Quadros 2 e 3 demonstram os principais materiais, equipamentos e

reagentes utilizados para determinacéo de DNC em peito de frango.

QUADRO 2 — MATERIAIS PARA DETERMINACAO DO ANALITO DNC EM PEITO DE FRANGO
(continua)

Materiais Caracteristicas

Micropipetas Eppendorf Research plus. Part No. 2266292

(20-200 pL), Part No. 136600D (100-1000

pL), Part No. 2759453 (500-5000 pL), Part
No. ©30298B (1—-10 mL)

Balancas analiticas e semi-analiticas Precis&do de 0,01 e 0,00001g
Triturador Moinho analitico IKAR A11 Basic
Misturador vortex Biomixer Modelo No. QL-901
Agitador de Wagner Agitacdo por inversdo dos tubos
Tubos de polipropileno 50 mL, cOnico, com tampa
Vials para HPLC Analitica, 2,0 mL

FONTE: O autor (2018).
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(concluso)

Materiais Caracteristicas
Filtros de seringa PTFE hidrofilico, 13 mm, poro 0,22 ym
Centrifuga IEC, DPR6000, 6000 rpm, refrigerada
LC-MS/MS 1290 Infinity da Agilent
5500 QTRAP da Sciex
Coluna cromatografica C18 (particula 3,5 um) 2,1 x 50 mm
Liofilizador JJ Cientifica LJI-030
Moinho analitico IKA A11 Basic

FONTE: O autor (2018).

QUADRO 3 — REAGENTES PARA DETERMINAGCAO DO ANALITO DNC EM PEITO DE

FRANGO
Reagentes Caracteristicas
Metanol (MeOH) Grau HPLC
Agua (H20) Agua deionizada
Acetonitrila (ACN) Grau HPLC Merck
Sulfato de Sédio (NaxSOq) Anidro, granular, certificado ACS
Acetato de Aménio (NH4+OAc) Certificado ACS
Acido Férmico (FA) Concentrado, certificado ACS
Acido acético (HOAG) Certificado ACS
N,N’ -Dimetil formamida (DMF) Certificado ACS
Padrio de referéncia de nicarbazina Sigma-Aldrich Part No. 32409, Lote BCBR5688V
Padréo interno DNC—-ds Sigma-Aldrich, Part No. 34214, Lote SZBF063XV

FONTE: O autor (2018).

3.3.1.2 Preparo de solugdes

As solugbes do analito DNC e do padréo interno foram preparadas
conforme descrito nos itens abaixo. (COLEMAN et al. 2014).

1. Solugdo estoque de DNC a 1000 ug mL': em balédo volumétrico de

100 mL, foram dissolvidos 108,5 mg de padrdo de nicarbazina em

dimetilformamida (DMF) usando ultrassom. A massa de nicarbazina

foi corrigida (equivalente a 100 mg de DNC) considerando a pureza

de 92,23%. A solugéo foi transferida para tubo de Falcon protegido da

luz;

2. Solugéo intermediaria de DNC a 10 ng mL': em tubo de Falcon de 50

mL (protegido da luz), foram diluidos 0,5 mL da soluc&o estoque a

1000 pg mL'com 49,5 mL de acetonitrila;
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3. Solugdes trabalho da curva analitica: em tubos de Falcon de 50 mL,
adicGes sucessivas de 0,125, 0,250, 0,625, 2,50, 6,25 e 12,5 mL da
solucdo intermediaria de DNC a 10 ug mL" foram realizadas. O
volume foi aferido para 50 mL com acetonitrila. As concentragcdes
finais foram respectivamente 25, 50, 125, 500, 1250 e 2500 ng mL™":

4. Solucéo estoque de DNC—ds (1 mg mL™"): em um tubo de Falcon de
15 mL (protegido da luz), 10 mg de DNC—ds foram dissolvidos em
DMF;

5. Solugdo de padrdo interno de DNC—ds (1 pg mL'): em baldo
volumétrico de 100 mL, 100 puL da solugédo estoque de DNC—dsforam
diluidos em acetonitrila.

As validades das solucbes seguiram as recomendacdes descritas por

Coleman et al. (2014).

3.3.1.3 Preparo das amostras

As amostras de peito de frango foram preparadas por liofilizagdo. Este
procedimento consistiu na desidratacdo sob vacuo do tecido carneo apds
congelamento, sendo que o gelo formado foi eliminado por sublimagéao. Na
sequéncia, as amostras foram trituradas gerando um po6 fino. As etapas
referentes ao preparo da amostra estdo detalhadas a seguir.

O peito de frango foi cortado em pequenos pedacos em forma de cubo
(~2 cm?®). A amostra em pedacos foi pesada e acondicionada em bandeja de
aluminio. Apds congelamento a -20 °C, as amostras foram desidratadas por no
minimo 24 h em um liofilizador JJ Cientifica LJI-030 (S&o Carlos, SP, Brasil),
seguindo as recomendacbes de operacdo do fabricante do equipamento
(quando a presséo da camara de liofilizag&o era inferior a 10 x 10° mBar e a
temperatura das bandejas atingiu -15°C, foi acionado o aquecimento das
bandejas que estava ajustado com a programacéo: ciclo de 3 s de aquecimento
a cada intervalo de 15 s. As amostras foram mantidas sob liofilizacdo até a
temperatura das bandejas atingir ~20°C). Posteriormente, as amostras secas
foram processadas em moinho analitico IKA A11 Basic (Staufen, Baden-
Wirttemberg, Alemanha). As amostras liofilizadas devidamente moidas foram

acondicionadas em embalagens de plastico e estocadas a -20 °C. A perda de
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umidade durante o processo de liofilizagao foi determinada para ser usada na

convers3o da concentracéo de DNC (ug kg™).
3.3.1.4 Extracao

Em tubo de Falcon de 50 mL, foram pesadas 1,5 + 0,05 g da amostra de
peito de frango liofilizada e moida. Inicialmente, 200 uL da solu¢c&o de padréo
interno de DNC—ds (1 ug mL") foram adicionados. Em seguida, 1 g de sulfato de
sddio anidro foi incorporado a amostra e homogeneizado em vortex por 30 s. A
acetonitrila (20 mL) foi adicionada e a suspenséao foi agitada em vortex (30 s) e
em agitador de Wagner por 30 min. A mistura foi centrifugada a 3500 x g por 10
minutos a 5 °C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e a extragéo foi
repetida por mais uma vez. Os sobrenadantes foram combinados e o volume foi
ajustado para 50 mL. A solugao da amostra foi filtrada em membrana de 0,22 um
e o filtrado foi coletado em vial de 2 mL. As solu¢des foram armazenadas a -20

°C por no maximo 72 h. As analises foram realizadas em duplicata.

3.3.1.5 Preparo da curva de calibragdo na solugdo da matriz combinada com

padrdo interno

A curva analitica foi preparada pela combinac¢éo da solu¢édo do extrato
da matriz com quantidades conhecidas do analito DNC e com o padr&o interno
DNC-ds. Foram obtidos seis pontos de calibragéo.

Primeiramente, em tubos de Falcon de 50 mL, foram pesados
1,5+ 0,05g da amostra liofilizada e moida. O procedimento de extragcé&o foi
conduzido conforme descrito no item 3.3.1.4. Apds esta etapa, foram
adicionados aos tubos, respectivamente, 1 mL das solugcdes preparadas no
subitem 3 da secéo 3.3.1.2, cujas concentragdes foram 25, 50, 125, 500, 1250 e
2500 ng mL™', obtendo as concentragdes finais de 0,5; 1,0; 2,5; 10; 25 e 50 ng
mL-". O volume foi aferido, com acetonitrila, para 50 mL e as etapas finais do

procedimento de determinagao do analito puderam ser continuadas.

3.3.1.6 Método de quantificagéo do analito DNC

As solucbes das amostras foram analisadas em um cromatdgrafo liquido

Agilent 1290 Infinity (Waldbronn, Alemanha) acoplado a um espectrémetro de
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massa Sciex QTRAP 5500 (Foster City, EUA). A separagao cromatografica foi
realizada com eluicdo em modo gradiente em uma coluna Waters C18 Symmetry
(50 mm x 2,1 mm, 3,5 um) com pré-coluna Phenomenex AJ0-4287 C18 (4,0 mm
x 3,0 mm). A composicido da fase movel foi: fase movel A contendo agua com
0,05 % de acido acético e 0,5 mM de acetato de amébnio e fase movel B contendo
metanol com 0,05 % de acido acético e 0,5 mmol L de acetato de aménio. O
modo de eluicdo gradiente foide: 0 a1 min, 95 % dafase Ae5 % daB; de1a
5 min, 50 % de cada fase; de 5 a6 min, 10 % dafase A e 90 % da fase B; de 6
a’min, 30 % dafase Ae 70 % dafaseB; de7a9min, 95 % dafase Ae 5%
da B. O fluxo da fase movel foi 0,3 mL min' e a temperatura da coluna, 40 °C. O
volume de injecao foi de 5 L.

O espectrédmetro de massas operou em modo de ionizagdo negativo,
com monitoramento seletivo de reagdes. A transicao determinativa para o analito
DNC foi de m/z 301,0 — 137,0 e para o padréo interno DNC—ds foide m/z 308,9
— 141,2. A transic&o confirmatoria para o analito DNC foi de m/z 301,0 — 106,8
e para o DNC-dsfoi de m/z 308,9 — 111,0. Os parametros adotados para a
operacdo do equipamento foram: resolugdo unitaria; nitrogénio como gas de
cortina (25,0 CUR); potencial na fonte de ions: —4500 V; dissociacdo ativada por
colisdo (alta); potencial de orificio de 55 V; e temperatura na fonte de ions de
500 °C. Os parametros especificos do analito e do padréo interno, incluindo
energia de coliséo (CE) nas transi¢cdes determinativa e confirmatoria, potencial
de saida da cela de colisdo (CXP), potencial de entrada (EP), potencial de orificio
(DP), estao apresentados na Tabela 10. Os dados foram adquiridos utilizando

os softwares Analyst 1.6.2 e Multi Quant 3.0.

TABELA 10 - PARAMETROS PARA DETERMINAGAO DO ANALITO DNC EM PEITO DE
FRANGO POR LC-MS/MS

Analito | Transicao Tr fon fon DP | EP CE CXP
(min) precursor | produto | (V) | (V) ) )
(m/z) (m/z)
DNC Determinativa | 6,86 301,0 137,0 -50 | -10 -18 -13
Confirmatéria 6,86 301,0 106,8 -50 | -10 -50 -15
DNC—ds | Determinativa | 6,83 | 308,9 141,2 -50 |-10 |-22 |-9
Confirmatéria 6,83 308,9 111,0 -50 | -10 -50 -9

Fonte: VALESE et al. (2017).
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Na confirmacgéo qualitativa, foram identificados o tempo de retengcdo do
analito de interesse e do padrao interno, com confirmacdo da identidade pela
comparacao dos ions produto obtidos nas amostras e aqueles evidenciados nas
inNjecbes padrdo em ambas as massas e a intensidade relativa. Os
cromatogramas individuais dos ions para os ions produtos foram obtidos e a
meédia do tempo de retencéo do analito ndo ultrapassou 5 % de tolerancia.

Tanto para os padrdes, como para as amostras, as areas dos picos de
DNC foram obtidas a partir do monitoramento seletivo de reagbes. A partir dos
valores das integracdes dos picos para o DNC, o ion determinativo representou
100% e foi calculada a abundancia do ion confirmatério como um percentual
relativo para cada um dos padrbes e das amostras. A média dos percentuais da
abundancia dos ions das solu¢des padrdes foi utilizada, dentro de uma corrida
cromatografica, sendo verificado se o critério de aceitacdo + 20 % da média
aritmética para as amostras foi atendido.

Na determinacdo quantitativa, as areas dos picos para o composto DNC
e DNC-dsforam obtidas. Um grafico da curva analitica usando as taxas dos ions
versus as concentragdes foi plotado. A partir da curva, as concentragdes foram
calculadas para todas as amostras. As concentracdes de DNC em massa (ug

kg~') foram obtidas conforme a equacéo (8).

Concentragdo de DNC nos tecidos = % xD (8),

onde A corresponde a concentragdo da amostra a partir da curva
analitica (ng mL™"); B equivale ao volume do extrato (mL); C é a massa da

amostra (g); e D é o fator de diluigao.

3.3.1.7 Validacdo do método

Os procedimentos de validacdo foram conduzidos para obter os
parametros de desempenho do método analitico como a linearidade,
especificidade, exatidao e precisdo, de acordo com as recomendacdes da
normativa da Comissdo Europeia n° 657/2002. (UNIAO EUROPEIA, 2002). A
linearidade do método foi avaliada por meio de curvas de calibragdo preparadas

na solu¢do da matriz combinadas com padrdo interno em seis niveis de
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concentracéo de DNC (0,5; 1,0; 2,5; 10; 25 e 50 ng mL™") com quatro réplicas.
Foi utilizado padr&o interno na concentracdo de 40 ug kg'. As curvas foram
plotadas pela concentracdo do analito (0 a 500 ug kg') no eixo das abcissas
versus a razao entre as areas do DNC e DNC-ds no eixo das ordenadas. A
especificidade foi verificada pela avaliacdo de interferentes no tempo de
retencdo do analito DNC em cromatogramas de 20 amostras de peito de frango,
antes e apos a fortificagdo, obtidas de animais que ndo receberam nicarbazina,
as quais foram consideradas como amostras em branco.

Os parametros de desempenho do método, exatidao e preciséo, foram
obtidos da analise de amostras de peito em branco fortificadas em quatro niveis
de contaminagao: 0,5; 1,0; 1,5 e 10 vezes o LMR de DNC em peito de frango
(100, 200, 400 e 2000 pg kg™). A exatiddo foi obtida por meio de avaliagbes da
recuperacdo do analito para cada nivel de contaminacdo. Foram avaliadas a
precisdo pelo calculo do coeficiente de variagdo (CV, %) em termos da
repetibilidade (intradia) e da reprodutibilidade (interdia), considerando trés dias
de analise, seis repeticbes para cada nivel de contaminagdo e dois analistas
para execucéo dos ensaios. (UNIAO EUROPEIA, 2002). Os limites de deteccao
(LOD) e de quantificagao (LOQ) do método foram determinados considerando:
LOD = 3,3 o/S e LOQ: 10 o/S; onde o representa o desvio padréo do intercepto

da curva e S equivale ao coeficiente angular da curva. (ICH, 2005).
3.3.2 Método para determinagao de p-NA em peito de frango

Na literatura consultada, n&o foi encontrado método para determinacao
do analito p-NA em peito de frango. Desta forma, foram necessarios 0
desenvolvimento e a validagdo de um novo método para a quantificacdo da
p-NA nas amostras de peito de frango processadas termicamente e na agua de
cozimento.

O principio do método consistiu na moagem das amostras de peito de
frango liofilizado, extracdo com &cido perclérico (PCA), extragao liquido-liquido
assistida por salting-out (SALLE), derivatizagéo e quantificagédo por LC-MS/MS
com uso de curva de calibracdo preparada na matriz combinada com padréo

interno (anilina).
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As principais etapas deste método desenvolvido estdo descritas no

fluxograma da Figura 6 e detalhadas nas subsec¢bes a seguir.

FIGURA 6 — ETAPAS DA DETERMINAGAO DO ANALITO p-NA EM PEITO DE FRANGO

Amostras de peito de frango liofilizado (3 g)
Adicéo de padréo interno (50 yla 10 mg L")

Extracdo com PCA a 0,5 mol L-' (20 mL, 30 min)

|

Centrifugacdo a 3500 g (10 min, 20 °C)

Filtracdo do sobrenadante (filtro PTFE 0,45 um)

|

Aliquota (5 mL) transferida para tubo contendo NaCl (1,5 g) e citrato de sé6dio (0,5 g)

|

Adicdo de NaOH a 5 mol L* (0,5 mL)

|

Agitacdo

|

Adicdo de ACN (2 mL)

Agitacdo

|

Centrifugacdo a 4370 g (10 min, 20 °C)

|

Sobrenadante (500 uL) para eppendorf (2 mL)

|

Adicdo de cloreto de benzoila (50 uL) + ACN (450 L)
Derivatizacido a 40 °C (15h)
Centrifugacdo a 15000 g (5 min, 20 °C)

Injecdo em LC-MS/MS

FONTE: O autor (2018).
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3.3.2.1 Materiais e Reagentes

Os materiais, equipamentos e reagentes utilizados na determinacéo de

p-NA em peito de frango estéo apresentados nos Quadros 4 € 5.

QUADRO 4 — MATERIAIS PARA DETERMINAGAO DO ANALITO p-NA EM PEITO DE FRANGO

Materiais

Caracteristicas
Eppendorf Research plus. Part No. 226629Z (20—
200 pL), Part No. 136600D (100—1000 pL), Part No.
2759453 (500-5000 pL), Part No. 030298B (1-10

Micropipetas

mL)

Balancas analiticas e semi-analiticas

Precisdo de 0,01 e 0,00001g

Triturador

Moinho analitico IKAR A11 Basic

Misturador vortex

Biomixer Modelo No. QL-901

Agitador de Wagner

Agitacdo por inverséo dos tubos

Tubos de polipropileno

50 mL, cénico, com tampa

Vials para HPLC

Analitica, 2,0 mL

Filtros de seringa

Nylon hidrofilico, 33 mm, poro 0,45 pym

Centrifugas IEC, DPR6000, 6000 rpm, refrigerada
SOLAB, SL706, 6000 rpm, refrigerada

SCI LOGEX, D3024R, 15000 rpm, refrigerada
LC-MS/MS LC system Surveyor Plus da Thermo

Triplo-quadrupolo Quantum Access Max da

Thermo

Coluna cromatografica

C18 100A (particula 5 um) 4,6 x 100 mm

Liofilizador

JJ Cientifica LJI-030

Moinho analitico

IKA A11 Basic

FONTE: O autor (2018).

QUADRO 5 - REAGENTES PARA DETERMINACAO DO ANALITO p-NA EM PEITO DE

FRANGO
(continua)

Reagentes Caracteristicas

Agua (H20) Adua deionizada
Acetonitrila (ACN) Grau HPLC Merck

Cloreto de So6dio (NaCl) Certificado ACS

Citrato de Sodio dihidratado Certificado ACS

Acido Férmico (FA) Certificado ACS

FONTE: O autor (2018).
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(concluso)

Reagentes Caracteristicas
Padrio analitico de p-NA Sigma-Aldrich Part No. 18513, pureza > 99%, Lote
BCBR3311V
Padrdo interno anilina Sigma-Aldrich Part No. 242284, pureza > 99,5%,
Lote STBH5612
Cloreto de Benzoila Sigma-Aldrich Part No. 259950, pureza 99%, Lote
SHBC8811V
Acido Perclorico Certificado ACS

FONTE: O autor (2018).

3.3.2.2 Preparo de solugdes

As solugdes do analito p-NA e do padrédo interno foram preparadas

conforme descrito a seguir.

1.

Solug3o estoque de p-NA a 1000 mg L-': em baldo volumétrico de 100
mL, foram dissolvidos 103,0 mg de padrdo analitico de p-NA em
acetonitrila usando ultrassom;

Solug3o intermediaria de p-NA a 100 mg L™": em tubo de Falcon de 50
mL, foram diluidos 1,0 mL da solugdo estoque a 1000 mg L-'com 9,0
mL de acetonitrila;

Solucdo intermedidria de p-NA a 10 mg L': em tubo de Falcon de 50
mL, foram diluidos 1,0 mL da solug&o intermediaria a 100 mg L' com
9,0 mL de acetonitrila;

Solugéo estoque de padréo interno de anilina a 1000 mg L-': em baléo
volumétrico de 100 mL, foram dissolvidos 103 mg de padrao analitico
de anilina da Sigma Aldrich em acetonitrila usando ultrassom. A
solugdo foi transferida para tubo de Falcon protegido da luz e
armazenada sob refrigeracéo (0-4 °C);

Solugdes de padrdo interno de anilina a 100 e 10 mg L™": foram
preparadas de forma similar aos itens 2 e 3;

Solugao de acido perclérico (0,5 mol L'): em bal&o volumétrico de 200
mL, foram diluidos 8,7 mL de PCA concentrado (70-72%) em agua

ultra-pura.
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7. Solucéo de neutralizagdo (hidroxido de sddio a 5 mol L'): em baléo
volumétrico de 500 mL, foram dissolvidos 100 g de NaOH em agua
ultrapura;

8. Solugéo de derivatizante de cloreto de benzoila a 2% (v/v): em vial de
15 mL, foram diluidos 200 pL de cloreto de benzoila com 10 mL de
acetonitrila;

Todas as solugbes foram protegidas da luz e armazenadas a —20 °C.
3.3.2.3 Preparo das amostras

As amostras de peito de frango foram preparadas por liofilizacdo,

conforme descrito na sec¢do 3.3.1.3.
3.3.2.4 Extracao

Em tubo de Falcon de 50 mL, foram pesadas 3 g da amostra de peito de
frango liofilizada e moida (equivalente a 10 g na base umida). Inicialmente, foram
adicionados 50 uL da solugédo de padrao interno de anilina (10 mg L'). O volume
de 20 mL de PCA 0,5 M foi adicionado e a suspenséao foi agitada em vortex por
30 s. Em seguida, o tubo foi agitado por inversédo em agitador de Wagner por 30
minutos. A mistura foi centrifugada a 3500 x g por 10 minutos a 20 °C. O
sobrenadante foi filtrado (membrana hidrofilica de nylon, 33 mm, 0,45 um), e
coletado em outro tubo de 50 mL para uso nas etapas de extragao liquido-liquido

assistida por salting-out e da derivatizagéo.
3.3.2.5 Extracéo liquido-liquido assistida por salting-out e derivatizagéo

Os extratos das amostras de peito de frango foram submetidos ao
procedimento de extragdo liquido-liquido assistida por salting-out (SALLE).
Inicialmente, foram transferidos 5 mL do filtrado para tubo de Falcon de 15 mL
contendo 1,5 g de NaCl e 0,5 g de citrato de sédio dihidratado. Em seguida, 0,5
mL de solugdo de NaOH 5 mol L' foram adicionados. A mistura foi agitada
vigorosamente para promover a dissolucao dos sais. Foram adicionados 2 mL
de acetonitrila e a solucio foi agitada novamente para a particdo liquido-liquido.

A mistura foi centrifugada a 4370 x g por 10 minutos a 20 °C para promover a
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separagdo das fases liquidas. Uma aliquota da fase orgéanica (superior) foi
direcionada para o procedimento de derivatizacdo.

Foram transferidos 500 uL da fase orgéanica obtida por SALLE para
Eppendorf de 2 mL, contendo 50 uL do derivatizante (cloreto de benzoila) e 450
ML de acetonitrila. Para a etapa de derivatizacado, a solugao foi incubada em
estufa a 40 °C por no minimo 15 h (overnight). Apds este periodo, foi realizada
centrifugacdo a 15000 x g por 5 minutos a 20 °C. O volume de 700 pL do

sobrenadante foi transferido para via/ de 2 mL.

3.3.2.6 Preparo da curva de calibragdo na solugdo da matriz combinada com

padrdo interno

A curva analitica foi preparada pela combinac¢éo da solu¢édo do extrato
da matriz com quantidades conhecidas do analito p-NA e com o padrdo interno
anilina. Foram obtidos seis pontos de calibracao.

Para a matriz peito de frango, foram pesados 2,5 + 0,20 g da amostra
liofilizada e moida em tubos de Falcon de 50 mL. Foram adicionados a amostra
de peito de frango liofilizada: a p-NA e a anilina, previamente ao procedimento
de extrac&o. Foram adicionados 50 uL de padro interno a 10 mg L' em todas
as amostras. Para a obtenc&o das concentragdes de p-NA a 100; 500; 1000;
1500; 2000 e 2500 ng g, foram adicionadas 100 yL da solugdo de p-NA a 10
mg L', 50, 100, 150, 200 e 250 uL da solugéo de p-NA a 100 mg L™,
respectivamente. Apds a adicdo das solugdes a matriz, as etapas finais do

procedimento de determinacao do analito foram continuadas.

3.3.2.7 Método de quantificagéo do analito p-NA por LC-MS/MS

A analise foi conduzida usando um LC system Surveyor Plus (Thermo,
EUA) acoplado a um espectrometro de massas triplo-quadrupolo Quantum
Access Max (Thermo, EUA). As separagbes foram realizadas em uma coluna
analitica Kinetex C18 100A (100 mm x 4,6 mm, 5 ym de tamanho de poro,
Phenomenex) combinada com uma pré-coluna C18 (SecurityGuard™ Ultra,
Phenomenex). Volume de inje¢do: 10 uL. Temperatura da coluna: 30 °C. Uma

combinagado de duas fases moveis (A e B) foi utilizada com uma taxa de fluxo
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constante de 1,0 mL min-!. Fase movel A: dgua com 0,1% de acido formico (v/v).
Fase moével B: acetonitrila com 0,1% de acido férmico (v/v). As separacgdes foram
obtidas em modo gradiente conforme descrito a seguir: 95% A (0-0,5 min), 30%
A (0,5-6 min, mantidos até 10 min), e 100% B (10-12 min, mantidos até 13,5
min), 95% A (13,5-15 min). A proporcéo da fase movel foi alterada linearmente
para cada rampa, sendo todos compostos eluidos da coluna dentro de 15 min.
O espectrémetro de massas foi equipado com fonte de ionizagéo por
electrospray (ESl) operado em modo de ionizagdo positivo (ESI*), com
monitoramento seletivo de reagbes (SRM). Primeiramente, foi realizada a
infus&o direta de solucdes-padréo de cada anilina derivatizada (10 mg L") por
meio de um sistema integrado de seringa e bomba de infus&o no fluxo de 10 pL
min' para ajustar o MS e identificar o ion precursor, ions-produto, potencial 6timo
na fonte de ions e a energia de colisdo ideal. Para a p-NA derivatizada, o ion
precursor selecionado foi o ion molecular [M+H]* de m/z 242,9 com os ions
produto de m/z 105,2 (19 eV de energia de colisao) e m/z 77,3 (35 eV de energia
de colis&do) para as transi¢cdes determinativa e confirmatoéria, respectivamente.
Para a anilina (IS) derivatizada, o ion molecular [M+H]* de m/z 198,0 foi
selecionado como ion precursor, tendo com ions produto os fragmentos de m/z
105,2 (19 eV de energia de colisdo) para quantificagdo e m/z 77,3 (35 eV de
energia de colisdo) para confirmacao. O tempo de retencéo também foi utilizado
para a confirmacdo do analito. Por infusdo direta da mesma solucao-padréo
derivatizada com 1 mL min ' da fase mével (dgua: acetonitrila 50:50 com 0,1%
de &cido férmico), as condi¢des do MS foram otimizadas para: potencial na fonte
de ions de 3000 V; temperatura de vaporizacdo de 348 °C; temperatura do
capilar de 350 °C, pressao do gas de bainha de 50 psi; pressao do gas auxiliar
de 45 psi. Nitrogénio foi utilizado como gas nebulizador e argbnio como gas de
colisdo na pressao de 1,9 mTorr. Os dados obtidos foram processados em

software XcaliburTM 2.1. A concentragéo do analito foi expressa em ng g™
3.3.2.8 Deteccdo de p-NA em agua de cozimento do peito de frango
Para a deteccdo do analito p-NA nas amostras de agua de cozimento

obtidas a partir do peito de frango processado termicamente, foi utilizado o

mesmo método desenvolvido para a matriz peito de frango. No entanto, n&o
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houve a necessidade da extracdo do analito com acido perclérico, pois 0 mesmo
ja se encontrava em solucdo aquosa. As demais etapas foram realizadas,
conforme descrito anteriormente, sendo as amostras de agua previamente

filtradas.

A curva analitica foi obtida nas concentragbes de p-NA a 50; 500; 100;
200; 300; 400 e 500 ng mL™.

3.3.2.9 Validacdo do método

Durante o desenvolvimento do método para quantificacdo de p-NA, foi
realizada a adicdo de DNC (100 pL da solugdo a 100 ng mL") nas amostras de
peito de frango controle (branco). O objetivo foi verificar se durante o uso do
método de determinac¢do do analito p-NA poderia ocorrer a degradagéo de DNC
presente nas amostras gerando p-NA. Foram avaliadas 7 amostras de peito de
frango em branco fortificadas com DNC para cada dia de validagao.

A validacdo do novo método foi conduzida para obter os parametros de
desempenho do método analitico conforme as recomendagdes da normativa da
Comiss&o Europeia n° 657/2002. (UNIAO EUROPEIA, 2002). A linearidade do
método foi avaliada por meio de curvas de calibrag&o preparadas na solu¢éo da
matriz combinadas com padrao interno em seis niveis de concentragdo de p-NA
(100; 500; 1000; 1500; 2000 e 2500 ng g') com trés réplicas. Foi utilizado padréo
interno (anilina) na concentracao de 500 ng g'. As curvas foram plotadas pela
concentragc&o do analito no eixo das abcissas versus a raz&o entre as areas de
p-NA e anilina no eixo das ordenadas. A especificidade foi verificada pela
avaliacao de interferentes no tempo de retencéo da p-NA em cromatogramas de
amostras de peito de frango, antes e apds a fortificacio.

Os parametros de desempenho do método, exatidao e preciséo, foram
obtidos da analise de amostras de peito em branco fortificadas em quatro niveis
de contaminacg&o: 200, 500, 1000 e 2000 ng g'. A exatiddo foi obtida por meio
de avaliagbes da recuperagdo do analito para cada nivel de contaminacéo.
Foram avaliadas a precisao pelo calculo do coeficiente de variagao (CV, %) em
termos da repetibilidade (intradia) e da reprodutibilidade (interdia), considerando

trés dias de analise, seis repeticdes para cada nivel de contaminacédo e dois
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analistas para execucdo dos ensaios. (UNIAO EUROPEIA, 2002). Os limites de
deteccdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ) do método foram determinados
considerando a relag&o sinal-ruido (S/R): LOD =3 S/R e LOQ = 10 S/R. (ICH,
2005).

3.3.3 Obtencéo das amostras de peito de frango contendo DNC

A criacdo dos frangos de corte conduzida neste estudo foi autorizada
pelo Comité de Etica (CEUA) e pela Comiss&o de Biosseguridade (COMBIO) da
Embrapa Suinos e Aves, obtendo, respectivamente, os registros de aprovagao
n°® 013/2016 e n° 009/2017 (Apéndices 1 e 2).

Foram utilizadas poedeiras da linhagem TT da Embrapa que realizaram
a postura de ovos, os quais foram incubados em condi¢cdes controladas para
produzir frangos de corte. Apos 21 dias, 0s ovos eclodiram e os pintainhos, tanto
do sexo masculino quanto feminino, foram alojados de forma coletiva em boxes
com cama de cepilho de madeira. Os frangos de corte foram alimentados ad
libitum com rac&o contendo nicarbazina (180 mg kg' de ragdo), conforme
recomendacdo da FDA. A nicarbazina n&o foi retirada da rac&o antes do abate
para assegurar sua deposicao nos tecidos. A formulacéo das dietas foi baseada
em Rostagno et al. (2011), visando atender as exigéncias nutricionais de cada
fase de criagdo (1-21, 21-35, e 35-42 dias de idade). O Apéndice 3 contempla
a composicao das racdes por periodo de criagdo das aves.

A criacdo de frangos de corte foi conduzida para uso das amostras de
peito de frango em 2 experimentos envolvendo tratamento térmico. O primeiro
consistiu na criacdo de 30 frangos para o uso das amostras de peito de frango
no experimento 1. As aves foram produzidas em diferentes lotes, totalizando 5
grupos (A-E), e gerando 6 amostras de peitos de frango para cada grupo. Para
o experimento 2, foi criado somente um lote de frangos de corte, o grupo F,
contendo 12 aves, gerando, consequentemente, 12 amostras de peito de frango.

Aos 42 dias de idade, os frangos foram sacrificados por deslocamento
cervical com coleta imediata do peito de frango (musculo Pectoralis major), sem
pele. Todas as amostras foram armazenadas a 4 °C e subsequentemente

submetidas ao processamento térmico.
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3.3.4 Tratamentos térmicos
3.3.4.1 Experimento 1

Este experimento foi conduzido para avaliar o efeito dos tratamentos
térmicos no conteudo de DNC em peito de frango ao longo do tempo de
aquecimento. Para o delineamento experimental, foi utilizado um quadrado latino
6 x 6 (6 frangos x 6 posicOes de coleta no peito) para cada um dos seguintes
métodos convencionais de preparo da carne de frango: cozimento em agua,
grelha, micro-ondas, fritura e forneamento.

Nos delineamentos em quadrado latino, os tratamentos s&o colocados
em linhas e colunas. Cada coluna contempla todos os tratamentos, assim como
acontece em cada linha. Para isso, deve-se ter o mesmo numero de linhas,
colunas e de tratamentos adotados. Desta forma, o numero de repeticbes
escolhido também deve ser igual a quantidade de tratamentos. Os quadrados
latinos s&o usados para eliminar a heterogeneidade das amostras, o que é muito
comum quando se envolve ensaio com animais. (PIMENTEL-GOMES, 2009).

Neste estudo, no delineamento em quadrado latino, os frangos e a
posi¢ao no peito foram considerados como fatores de restricao de casualizagéo.
O tempo de tratamento térmico foi considerado como fator de estudo. Este
delineamento foi conduzido para considerar a possivel variabilidade da
concentracdo de DNC entre frangos e entre posigbes do mesmo peito. Um

exemplo de quadrado latino adotado esta apresentado na Tabela 11.

TABELA 11 — DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PARA AVALIACAO DOS TRATAMENTOS
TERMICOS AO LONGO DO TEMPO

Posicao
Frango 1 2 3 * 4 5 6
1 t0 t1 £2 t3 t 4 t5
2 t1 £2 t3 t 4 t5 t0
3 £2 t3 t 4 t5 t0 t1
4 t3 t 4 t5 t0 t1 £2
5 t 4 t5 t0 t1 £2 t3
6 t5 t0 t 1 £ 2 t3 t 4

FONTE: O autor (2017).
NOTA: t 0 refere-se ao tempo sem cozimento (porcéo crua); et 1 at 5 referem-se aos tempos
de tratamento térmico.

Um total de 30 frangos (grupos A—E) foram usados neste experimento.

Os peitos de frango de um grupo (n=6) foram submetidos ao mesmo método de
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processamento térmico (grupo A: cozimento, grupo B: grelha; grupo C: micro-
ondas; grupo D: fritura; grupo E: forneamento). Cada peito de frango foi dividido
em 6 porgdes (50-60 g cada), conforme a Figura 7, entdo cada uma destas
por¢cdes, individualmente, foi sorteada ao acaso e designada a um tempo
especifico de um método de tratamento térmico. Uma dessas partes foi separada
para obter a concentracdo inicial de DNC na amostra crua (tempo zero). Desta

forma, um total de 36 por¢des por método de tratamento térmico foram obtidas.

FIGURA 7 — POSICOES DE FRACIONAMENTO DO PEITO DE FRANGO
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FONTE: O autor (2017).

As por¢des de peito de frango foram pesadas e submetidas aos métodos
de cozimento, conforme descrito na seg¢ao 3.3.4.3. Em um procedimento de
cozimento, por¢cdes de um mesmo peito foram preparadas simultaneamente e
coletadas nos tempos de aquecimento definidos: cozimento durante 5, 10, 15,
20 e 25 min; grelha a 15, 30, 45, 60 e 75 min (a por¢éo foi reposicionada quando
completou 30 min na grelha para cozimento do outro lado); micro-ondas a 1, 2,
3, 4e 5min; frituraa 5, 10, 15, 20 e 25 min; e forneamento a 15, 30, 45, 60 e 75
min. Estes periodos de tempo foram estabelecidos em ensaios prévios
considerando as amostras cozidas quando a temperatura no centro geométrico
das mesmas atingiu 70 °C. Este valor foi assumido como a temperatura de
cozimento. (BRASIL, 2004a). Apds cada método de preparo, as porgdes cozidas
foram colocadas sob refrigeragéo (0-4 °C) a fim de reduzir a temperatura e parar

as reagdes. As suas massas também foram determinadas.

3.3.4.2 Experimento 2

No experimento 1, ndo foi possivel comparar os tratamentos térmicos,

pois os frangos foram criados em lotes diferentes. Por isso, as amostras do
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experimento 2 foram utilizadas para avaliar a eficiéncia dos tratamentos térmicos
na degradac&o de DNC em peito de frango.

Assim como no experimento 1, foi utilizado um delineamento em
quadrado latino 6 x 6 (6 frangos x 6 posi¢cdes de coleta no peito), conforme a
Tabela 12. Neste caso, 12 frangos (grupo F, n=12). As amostras de peito de
frango foram divididas em 6 porgdes (um total de 72 porgdes de 50-60 @), e cada
uma destas foi destinada ao acaso a um dos cinco métodos de cozimento
selecionados, enquanto que uma destas porcbes foi separada para obter a

concentragcéo de DNC na carne crua.

TABELA 12 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PARA COMPARACAO DOS TRATAMENTOS

TERMICOS
Frango Posicéo

1 2 3 4 5 6
1 T3 T2 T5 T4 T6 T1
2 T4 T6 T3 T5 T1 T2
3 T2 T3 T1 T6 T4 T5
4 T6 T4 T2 T1 T5 T3
5 T5 T1 T4 T3 T2 T6
6 T1 T5 T6 T2 T3 T4

FONTE: O autor (2017).
NOTA: T1 equivale ao cozimento em agua; T2 a grelha; T3 ao micro-ondas; T4 a fritura; T5 ao
forneamento e T6 a por¢do sem tratamento térmico.

As por¢des foram pesadas e submetidas aos métodos de preparo da
carne, conforme descrito na sec¢do 3.3.4.3. Em um procedimento de tratamento
térmico, porgbes foram preparadas simultaneamente e coletadas em um tempo
de aquecimento definido: cozimento a 15 min; grelha a 60 min (a por¢édo foi
invertida quando completou 30 min na grelha); micro-ondas a 4 min; fritura a 15
min; e forneamento a 45 min. Com base nos dados de temperatura do
experimento 1, fixou-se os tempos para o experimento 2. Os tempos de
tratamento térmico escolhidos para cada um dos métodos de preparo da carne
foram aqueles que garantiram o alcance da temperatura de cozimento. (BRASIL,
2004a). Apos cada procedimento, as por¢des cozidas foram colocadas sob

refrigeracdo (0-4 °C). As massas das por¢des também foram determinadas.

3.3.4.3 Aplicacéo dos tratamentos térmicos em carne de frango contendo DNC

Os procedimentos de tratamento térmico da carne de frango foram

conduzidos a fim de simular praticas de preparo convencionais.
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Cozimento em agua (T1): uma chapa de aquecimento foi pré-aquecida
por no minimo 1 h. Foram pesados seis copos de Becker de 500 mL e a massa
foi registrada. Foram adicionados 200 mL de agua em cada um desses copos e
a massa do conjunto foi registrada. Os copos de Becker foram colocados sobre
a chapa de aquecimento e a temperatura da agua foi monitorada. Ao se observar
a ebulicdo da agua, a por¢cdo do peito de frango foi adicionada, a qual
permaneceu sob cozimento até os tempos pré-definidos.

Grelha (T2): em uma capela de exaustdo, uma grelha elétrica foi pré-
aquecida por no minimo 30 min até a temperatura da superficie da grelha
alcancgar 150 °C, monitorada com termdmetro tipo espeto (Tel-Tru Manufacturing
Co, Rochester, EUA). Foram adicionados 500 mL de agua a bandeja da grelha
e a cada 5 min o nivel de agua foi monitorado e ajustado quando necessario. A
temperatura da superficie da grelha foi monitorada ao longo do experimento. As
porcdes de peito de frango foram posicionadas na grelha e permaneceram até
os tempos pré-definidos.

Micro-ondas (T3): foram pesadas seis placas de Petri e a massa foi
registrada. As porc¢des de peito de frango foram acomodadas sobre as placas e
entao posicionadas no interior do micro-ondas (Brastemp, 30 L, 2450 MHz, 1400
W). A poténcia foi ajustada para 50 % (700 W) do valor nominal. As por¢des
permaneceram sob aquecimento até completar os tempos estabelecidos.

Fritura (T4): foram pesados seis copos de Becker de 500 mL e a massa
foi registrada. Foram vertidos 200 mL de 6leo em cada um dos copos de Becker
e a massa do conjunto foi registrada. Os copos de Becker foram posicionados
sobre a chapa de aquecimento (pré-aquecida por 1 h), em uma capela de
exaustdo, e a temperatura do 6leo foi monitorada. Quando o 6leo atingiu 200 °C,
as porc¢des de peito de frango foram adicionadas, sendo coletadas nos tempos
pré-definidos.

Forneamento (T5): um forno elétrico (Britania, 10 L, 800 W) foi pré-
aquecido a 180 °C por no minimo 30 min. Seis placas de aluminio foram pesadas
e as suas massas registradas. As por¢des de peito de frango foram acomodadas
sobre as placas, as quais foram posicionadas no interior do forno. As por¢gdes de
peito foram coletadas nos tempos definidos.

As temperaturas das porgdes de peito de frango foram monitoradas com

termometros tipo espeto, antes e apds a aplicacdo dos tratamentos térmicos.
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3.3.4.4 Determinacgéo dos analitos DNC e p-NA

Um total de 288 amostras foram obtidas dos experimentos 1 e 2. Estas
foram preparadas por liofilizagdo conforme secdo 3.3.1.3. As analises para
quantificacdo dos analitos foram realizadas em duplicata. As amostras de peito
de frango tiveram o analito DNC determinado (576 analises), seguindo as etapas
do método validado na secédo 3.3.1. Para a determinagdo do analito p-NA na
matriz peito de frango (576 analises) e na agua de cozimento (96 analises), foram
adotadas as etapas do método desenvolvido e validado, apresentado na secéo
3.3.2.

Quando necessario, as amostras extraidas foram diluidas com extrato
do peito em branco. Na determinagéo de DNC, a cada 20 amostras foi preparado
um controle de qualidade (QC) do método, no nivel de fortificacdo a 200 ug kg™.
No caso da determinacéo do analito p-NA, as amostras fortificadas no nivel de

500 ug kg foram utilizadas em cada lote como QC do método.

3.3.5 Degradacéo do residuo DNC

Inicialmente, a degradacéo do residuo DNC nas amostras de peito de
frango foi calculada por meio da equacgéo (9), sendo expressa em percentual de

redugdo da massa absoluta de DNC.

(m; X DNC;)— (mgx DNCy)
(m;x DNCy)

Degradagido DNC (%) = x 100 (9)

Onde: mi: massa da amostra de peito de frango antes do tratamento
térmico (Q);
ms. massa da amostra de peito de frango apds o tratamento
térmico (Q);
DNCi: concentracdo de DNC na amostra antes do tratamento
térmico (ug kg™);
DNC+. concentragdo de DNC na amostra apds o tratamento

térmico (ug kg™).
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3.3.6 Analise Estatistica

Para o experimento 1, os dados de degradagdo de DNC foram
submetidos a analise de variancia ponderando-se os dados pelo inverso da
variancia (GIVM) em cada tempo de tratamento térmico. O procedimento GLM
do software estatistico SAS (SAS INSTITUTE INC, 2012) foi usado para a
analise de variancia. Foi considerado um delineamento em quadrado latino 6 x
6 (6 frangos x 6 posi¢cdes de coleta no peito) para cada tratamento. O tempo de
tratamento térmico, frangos e posi¢cdes de coleta no peito foram incluidas como
fontes de variagdo no modelo GIVM. Quando o teste F identificou um efeito
significativo (p < 0,05) de tempo de processamento térmico, foi realizada analise
de regresséo por polindmios ortogonais e aplicado o teste F para dois contrastes
ortogonais (comparagao entre tempo zero vs. demais tempos; e comparacg&o
entre os tempos). Quando o teste F apresentou efeito significativo (p < 0,05) para
0 segundo contraste e quando um efeito de desvio de regresséo foi detectado, a
analise de regresséo foi conduzida por polindmios ortogonais para os tempos de
processamento térmico superiores a zero.

Para o experimento 2, os dados de degradacao foram analisados por
ANOVA usando o procedimento GLM do SAS para um delineamento em
quadrado latino 6 x 6 (6 frangos x 6 posi¢cdes de coleta no peito). Métodos de
tratamento térmico, frangos e posi¢cdes de coleta no peito foram incluidas como
fontes de variagcdo no modelo da ANOVA. Na comparagdo dos tratamentos
térmicos, sempre que o teste F detectou efeito significativo (p <0,05) de
tratamento térmico, foi conduzida uma comparag¢ao multipla de médias por meio
do teste de Tukey. Os dados de perda de massa também foram analisados por
ANOVA seguida do teste de Tukey (p < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo sdo apresentados os resultados dos ensaios de hidrdlise
acida, basica e enzimatica da DNC,; perfil de decomposicéo térmica da DNC;
validagéo do método de determinagéo de DNC e p-NA em peito de frango; efeito
dos tratamentos térmicos sobre o conteudo de DNC em peito de frango
(experimento 1); da eficiéncia dos tratamentos térmicos na degradacéo de DNC
na carne de frango (experimento 2); e a identificacdo e quantificacdo do produto

de degradacgéo da DNC (p-NA) em peito de frango.
4.1 EXPERIMENTOS DA HIDROLISE DE DNC
4.1.1 Hidrélise acida e alcalina

Nas condigbes experimentais adotadas, foi verificado que a DNC foi
hidrolisada a 100 °C tanto sob catalise acida quanto basica. A hidrolise de DNC
em soluc¢des aquosas resultou na liberacdo de p-NA (Figura 8), cuja confirmacao
foi baseada na reacao de diazotagdo. A degradacéo hidrolitica de DNC em agua
também foi observada por Tarbin et al. (2005), embora os autores ndo tenham
monitorado o aparecimento da p-NA. Tipicamente, fenilureias analogas a DNC
sofrem degradacéo hidrolitica resultando nas aminas derivadas correspondentes
(AUDU; HEYN, 1988; LAUDIEN; MITZNER, 2001a,b; SALVESTRINI, et al,
2002).

FIGURA 8 —- DEGRADAGAO HIDROLITICA DE DNC COM LIBERACAO DE p-NA

) Hidrolise
AT == 2T+ e
NH “NH

O,N

DNC p-NA

FONTE: O autor (2017).
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Adicionalmente ao objetivo principal deste experimento, foi verificado
que a cinética da hidrélise da DNC seguiu um modelo de degradacéo de pseudo-
primeira ordem. A degradacgéo hidrolitica a 100 °C, nas condi¢des testadas,
ocorreu lentamente, apresentando as respectivas constantes da taxa de
degradacéo (k'): 0,0651 h'' em pH 2; 0,0592 h™' em pH 4; 0,0561 h™' em pH 6;
0,0492 h™' em pH 8 e 0,0296 h' em pH 10, extraidas do coeficiente angular

(valores absolutos) das equacdes das retas ajustadas da Figura 9.

FIGURA 9 - DIMINﬂUIQAO DA CONCENTRAQAO DE DNC, NA TEMPERATURA DE 100 °C,
EM FUNCAO DO TEMPO DE HIDROLISE EM DIFERENTES NIVEIS DE pH
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FONTE: O autor (2018).

A correlacdo entre a degradagdo teodrica (ymodelo) € a degradacéo
experimental (yexperimental) de DNC esta apresentada na Figura 10. Os resultados

demonstraram a validacdo do modelo cinético proposto.
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FIGURA 10 -COMPARATIVO DA DEGRADAGAO DE DNC OBTIDA EXPERIMENTALMENTE
VERSUS A DEGRADACAO DE DNC CALCULADA CONSIDERANDO O MODELO CINETICO
DE PSEUDO-PRIMEIRA ORDEM
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FONTE: O autor (2018).

Considerando os resultados dos valores de k’, foi verificado que a
velocidade da degradagdo diminuiu a medida em que o pH aumentou. Esta
tendéncia parece fazer sentido ao se considerar que a hidrélise da DNC pode
estar baseada nos mecanismos propostos por Laudien; Mitzner (2001a,b),
conforme a Figura 3. Aparentemente, meios alcalinos favorecem a
desprotonacéo da DNC, levando a formagao de sua respectiva base conjugada
(I), que por sua vez € estabilizada por ressonancia, dado o forte efeito sacador
de elétrons dos grupos nitro ligados ao anel aromatico. Ao se deslocar o
equilibrio no sentido desta base conjugada, a degradagdo da fenilureia por
hidrolise torna-se mais dificil, devido a competicdo entre os equilibrios (ka € k1).
Em consequéncia do estabelecimento de tal equilibrio, a velocidade da hidrélise
€ menor em meios alcalinos quando comparada a catalise acida. Considerando
que a carne de frango possui pH na faixa de 5,0-6,0 (FLETCHER, 1999), existe
a possibilidade da ocorréncia da hidrélise da DNC.

Os resultados dos experimentos de hidrolise acida e alcalina em

solugdes aquosas permitiram obter informacédo relevante sobre a liberagdo do
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produto de degradagdo da DNC, a p-NA, para posterior investigacdo deste
composto nas amostras de peito de frango contendo DNC e submetidas a
tratamento térmico. A degradacéo hidrolitica da DNC pode ser uma via razoavel
para explicar a degradacgao esperada deste residuo em carne de frango durante

0 seu processamento térmico, conforme evidenciado por Tarbin et al. (2005).

4.1.2 Hidrélise enzimatica

Nos experimentos de hidrdlise enzimatica, foi verificado no substrato (N-
succinil-fenilalanina-p-nitroanilida) uma atividade enzimatica do extrato do peito
de frango de 0,39+ 0,170 U mL-'. Apds 45 min da incubagéo do extrato enzimatico
com o analito DNC e adicdo dos reagentes, foi verificada a formagéo do azo
composto p-NA (a solugao adquiriu coloragao rosa).

A Figura 11 demonstra a hidrélise de DNC pela atividade das enzimas
presentes no peito de frango. Foi verificada diferenca significativa (p < 0,05) entre
a hidrélise realizada na auséncia e presenca de enzimas. Os resultados
evidenciaram a liberacao da p-NA a partir da hidrélise de DNC, provavelmente,

em decorréncia da atividade enzimatica do extrato do peito de frango.

FIGURA 11 — HIDROLISE DE DNC NA AUSENCIA E PRESENCA DE EXTRATO
ENZIMATICO APOS 45 MIN DE REACAO

0,012

0,008

Absorbéancia
e

0,004 \

0,000

Sem enzima Com enzima

FONTE: Reimpresso (adaptado) com permissdo de (BACILA, D.M. et al. Degradation of 4 4-
dinitrocarbanilide in chicken breast by thermal processing. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 66, p. 8391-8397, 2018). Copyright (2018) American Chemical Society.
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4.2 PERFIL DE DECOMPOSICAO TERMICA DA DNC

As analises térmicas permitiram monitorar as propriedades da DNC em
funcdo da temperatura enquanto ocorreu uma variacdo programada deste
parametro sob condigbes de uma atmosfera inerte.

Durante a analise térmica simultanea de TGA-DSC-MS, a curva de TGA
da DNC registrou perda de massa em um unico evento entre 252-280 °C (Figura
12a). Neste evento, foi totalizada uma perda de massa de 94,4 %, restando 5,6
% de cinzas. A perda de massa foi acompanhada por um evento endotérmico
(AH de 670 J g) registrado simultaneamente na curva da andlise de DSC. O
pico do evento foi verificado na temperatura de 262 °C (Figura 12a), o qual foi
atribuido a decomposicéo térmica da DNC.

Os principais fragmentos detectados no TG-DSC-MS durante o evento
endotérmico foram: m/z 41, 43, 44 e 65 (Figura 12b). A elucidacao do fragmento
de m/z 41 nado foi possivel, enquanto que a dos outros fragmentos revelou
produtos de degradacé&o coerentes. O fragmento de m/z 43 provavelmente
corresponde ao &cido isocianico (HNCO) formado a partir da rapida
decomposicdo de isocianato, como encontrado de maneira similar na
decomposic¢do de ureias analogas ao DNC. (BLAKE; IJADI-MAGHSOOQDI, 1983;
STRADELLA; ARGENTERO, 1995; CHEN; ISA, 1998, SCHABER et al., 2004).
O fragmento de m/z 44 foi considerado como a liberagdo de CO2no processo de
decomposicdo. Finalmente, o fragmento idnico de m/z 65 foi atribuido a formacao
de p-NA ao comparar 0s espectros de massas na base de dados (NIST, 2005;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).



FIGURA 12 — CURVAS DE TGA-DSC DA DNC E FRAGMENTOS DE MASSAS (m/z)

LIBERADOS DURANTE A ANALISE TERMICA SIMULTANEA DE TGA-DSC-MS
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FONTE: Adaptado de BACILA, D. M. et al. Thermal profile of 4,4’- dinitrocarbanilide determined
by simultaneous thermogravimetry-differential scanning calorimetry-mass spectrometry (TG-
DSC-MS) and pyrolysis-gas chromatography-mass spectrometry (Py-GC-MS). Journal of
Thermal Analysis and Calorimetry, p.1-5, 2019.

LEGENDA: a) linha continua preta representa a curva da andlise termogravimétrica (TGA);
linha tracejada equivale a curva da analise calorimétrica (DSC); e as demais curvas
representam os fragmentos de m/z 65, 44, 43 e 41 monitorados no modo peak jump do
espectrdmetro de massas.

A proposta para os produtos da decomposicdo térmica identificados
pelos fragmentos de massas liberados por meio da analise de TGA-DSC-MS

estéo detalhados na Figura 13.
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FIGURA 13 — PRODUTOS DA DECOMPOSICAO TERMICA DE DNC IDENTIFICADOS
PELOS FRAGMENTOS DE MASSAS (m/z) LIBERADOS NA ANALISE DE TGA-DSC-MS

O.N NO NH,
2 o 2
)k A + HN=—C=—7=0 + CO2
o o2
H H

DNC p-NA Acido Isocianico

FONTE: O autor (2019).

A analise de Py-GC-MS foi conduzida para elucidar os produtos da
decomposicdo térmica de DNC verificados na analise de TGA-DSC-MS. A
decomposic¢do a 350 °C gerou dois produtos principais: 4-nitrofenilisocianato (4-
NFICN) e p-NA (FIGURA 14). Este processo de degradacéo pode envolver a
quebra da ligacdo da amida com uma migracédo do hidrogénio, produzindo 4-
NFICN e p-NA. Esta observagédo corrobora o resultado de estudo prévio, onde a
decomposicdo de ureia disubstituida gera isocianato com a respectiva amina
(BENNET; SAUNDERS: HARDY, 1953; CARABIAS-MARTINEZ, 2003;
STRADELLA; ARGENTERO, 1995). O espectro de massas destes compostos &
apresentado na Figura 14. O fragmento m/z 65 observado na analise TGA-DSC-
MS (atribuido a p-NA) foi confirmado por Py-GC-MS. Por outro lado, o fragmento
de ion de m/z 63 foi verificado somente na analise de Py-GC-MS. A diferenca
entre alguns dos fragmentos verificados pode ter ocorrido, pois ambas as
técnicas (TGA-DSC-MS x Py-GC-MS) aplicadas neste estudo s&o distintas com
relacdo a taxa de aquecimento e atmosfera redutora (N2 x He). Desta forma, a
baixa taxa de aquecimento na analise de TGA-DSC-MS (2 °C min™') pode ter
facilitado a degradagéo de 4-NFICN, e consequentemente foram observados

somente a p-NA e diéxido de carbono.
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FIGURA 14 - CROMATOGRAMA DE iONS TOTAIS E ESPECTRO DE MASSAS DOS
PRODUTOS DA PIROLISE DE DNC A 350 °C
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FONTE: Adaptado de BACILA, D. M. et al. Thermal profile of 4,4’- dinitrocarbanilide determined
by simultaneous thermogravimetry-differential scanning calorimetry-mass spectrometry (TG-
DSC-MS) and pyrolysis-gas chromatography-mass spectrometry (Py-GC-MS). Journal of
Thermal Analysis and Calorimetry, p.1-5, 2019.

O composto puro DNC foi analisado em diferentes temperaturas de
pirélise (200, 250 e 260 °C). Foi verificado que este ndo se decomple
termicamente por pirdlise a 200 °C, mas em temperaturas mais elevadas o0s seus
produtos de degradacgéo foram detectados (FIGURA 15), confirmando as etapas
de decomposicédo térmica registradas na analise de TGA-DSC-MS.

As analises térmicas forneceram resultados importantes a respeito do
perfil de decomposigéo térmica da DNC e a liberagéo do produto de degradacgéo
(p-NA). Desta forma, optou-se por investigar a p-NA como produto de
degradacgao de interesse da DNC em peito de frango, pois esta foi confirmada

em ambas as analises térmicas.
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FIGURA 15 - CROMATOGRAMA DE iONS TOTAIS DE DNC EM DIFERENTES
TEMPERATURAS DE PIROLISE
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FONTE: Adaptado de BACILA, D. M. et al. Thermal profile of 4,4°- dinitrocarbanilide
determined by simultaneous thermogravimetry-differential scanning calorimetry-mass
spectrometry (TG-DSC-MS) and pyrolysis-gas chromatography-mass spectrometry (Py-GC-
MS). Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, p.1-5, 2019.

NOTA: * contaminagéo com ftalato; TR (tempo de retencéo).
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4.3 INFLUENCIA DOS TRATAMENTOS TERMICOS NO CONTEUDO DE DNC
EM CARNE DE FRANGO 2

4.3.1 Parametros de desempenho do método analitico
4.3.1.1 Determinagéo do analito DNC em peito de frango

Para determinacéo e confirmac&o do analito DNC em carne de frango,
foi escolhido o método publicado por Coleman et al. (2014), o qual obteve status
de First Action Official Method da AOAC. Com objetivo de garantir a qualidade
analitica do estudo, os parémetros de desempenho do método foram
determinados, considerando uma abordagem de validac&o in-house.

A especificidade do método foi confirmada por ndo se verificar picos de
interferentes no tempo de retenc&o do analito de interesse. A linearidade, LOD
e LOQ est&o apresentados na Tabela 13. O método foi linear na faixa equivalente
a 0-500 pg kg' com um coeficiente de regressdo satisfatorio (R? > 0,99).
(HARRIS, 2016). O LOQ (ug kg™') estimado foi aproximadamente 1/10 do LMR
do Codex Alimentarius, sendo proximo do valor determinado por Coleman et al.
(2014). De acordo com a Tabela 14, o método apresentou exatiddo
(recuperacéo) e precisao (repetibilidade) satisfatérias e similares aos resultados
publicados por Coleman et al. (2014). No geral, os resultados de recuperacéo
atenderam os requisitos recomendados (recuperacao de 80-110%) para os
niveis de fortificacdes avaliados. (UNIAO EUROPEIA, 2002). Com relacéo &
precisdo, os coeficientes de variacdo nao excederam o limite de 15% para
repetibilidade inter-dia. Apds a confirmacéo dos requisitos minimos de validacéo,

o método selecionado foi considerado adequado para uso neste estudo.

TABELA 13 — LINEARIDADE, LIMITE DE DETECQAOﬂ(LOD) E LIMITE DE QUANTIFICACAO
(LOQ) DO METODO DE DETERMINACAO DO ANALITO DNC EM PEITO DE

FRANGO
Referéncia Equacdo de calibracio Linearidade LOD LOQ
(R?) (ng kg (ng kg™
Este estudo y =0,0216x + 0,0021 0,999 6,1 18,6
Coleman et al. (2014) - - ND 17,7

FONTE: O autor (2017).
NOTA: Nao determinado (ND).

2 Reimpresso (adaptado) com permissdo de (BACILA, D.M. et al. Degradation of 4,4'-
dinitrocarbanilide in chicken breast by thermal processing. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 66, p. 8391-8397, 2018). Copyright (2018) American Chemical Society.
Reimpresso (adaptado) com permissdo de (BACILA, D.M. et al. Detection of p-nitroaniline
released from degradation of 4,4'-dinitrocarbanilide in chicken breast during thermal processing.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 67, n. 32, p. 9002-9008, 2019). Copyright
(2019) American Chemical Society.
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TABELA 14 — RECUPERAGCAO DO ANALITO DNC EM PEITO DE FRANGO FORTIFICADO
USANDO CURVA DE CALIBRACAO NA SOLUCAO DA MATRIZ COMBINADA
COM PADRAOQO INTERNO

Este estudo Coleman et al. (2014)
Nivel . Recu- Intra- | RECUPE | e Recy- | Mra- | Recu- | inter-
4 Dia n . racao . u dia peragao dia
(ng kg™ peragéo dia média dia peracéo vV, média vV,
(%) (CV, %) (CV, %) (%)
(%) %) (%) %)
1 77 10,9 95 0,8
100 2 79 11,6 82 11,4 76 53 85 10,0
3 91 3,0 85 2,2
1 91 3,5 95 1,6
200 2 89 3,1 90 5,9 76 7,0 85 19,1
3 90 9,6 83 5,9
1 90 3,2 92 42
400 2 91 6,3 89 4.8 87 4,9 88 4,9
3 87 5,0 86 1.9
1 96 0,9 91 5.0
2000 | 2 93 14 95 2,0 92 18 90 45
3 95 1,8 86 3.0

FONTE: O autor (2017).

Ao aplicar o método em amostras reais, QCs fortificados no nivel de
200 pg kg foram usados em todos os lotes de amostras para monitoramento da
qualidade analitica do método. Um total de 28 QCs foram analisados durante a
realizagdo deste estudo. A recuperacédo de DNC foi em média 96% com
coeficiente de variagcédo de 5,5%, garantindo uma base de dados confiaveis. Os

resultados detalhados dos QCs est&o apresentados no Apéndice 5.
4.3.2.1 Determinacéo do analito p-NA em peito de frango

A p-NA foi inicialmente extraida em meio aquoso acido. Em seguida, o
pH foi ajustado para tornar o meio alcalino e assim deixar a amina desprotonada
cujo isolamento foi realizado com acetonitrila por SALLE para evitar a troca de
solvente. O método para determinacé&o e confirmacéo de p-NA por LC-MS/MS
foi baseado na derivatizacdo deste analito com cloreto de benzoila. Neste caso,
a p-NA reagiu com o derivatizante para se produzir a respectiva amida.

No decorrer do desenvolvimento do método para quantificacéo de p-NA
na matriz peito de frango, foi realizada a adicdo de DNC nas amostras de peito
de frango em branco. Isso foi realizado, pois as amostras geradas nos
experimentos contém DNC e durante a execugdo do método de determinagéo
da p-NA, poderia ocorrer a degradacdo de DNC gerando p-NA e ocasionar,
consequentemente, um 16 estéo

resultado falso positivo. Na Figura
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apresentados os cromatogramas de amostras de brancos fortificados com DNC
gue comprovam a auséncia de degradagéo de DNC pelo método desenvolvido
por LC-MS/MS, pois ndo foi verificada a presenca dos fragmentos de ions de m/z
242 9 e de m/z 105,2 da p-NA derivatizada. Além disso, a ionizagdo da p-NA,
durante a aplicagdo do método, ocorreu em modo de ionizagdo positivo,

enquanto que o analito DNC somente se ionizaria no modo negativo.

FIGURA 16 — CROMATOGRAMAS DAS AMOSTRAS DE BRANCOS FORTIFICADOS COM
DNC OBTIDOS PELO METODO DE DETERMINACAO DO ANALITO p-NA
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FONTE: Reimpresso (adaptado) com permissao de (BACILA, D.M. et al. Detection of
p-nitroaniline released from degradation of 4,4'-dinitrocarbanilide in chicken breast during
thermal processing. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 67, n. 32, p. 9002-9008,
2019). Copyright (2019) American Chemical Society.
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A linearidade, LOD e LOQ est&o apresentados na Tabela 15. O método
foi linear na faixa equivalente a 02500 g kg™' com um coeficiente de regresséo
satisfatorio (R? > 0,99). (HARRIS, 2016). No geral, os resultados de recuperacéo
atenderam os requisitos do guia da Unido Europeia, que estabelece uma
recuperacdo de 80-110% para os niveis de fortificacbes avaliados. (UNIAO
EUROPEIA, 2002). Com relacdo a preciséo, os coeficientes de variagdo néo
excederam o limite de 15% para repetibilidade inter-dia (Tabela 16).

Ao aplicar o método em amostras reais, QCs fortificados no nivel de
500 ug kg™ foram usados em todos os lotes de amostras para monitoramento da
qualidade analitica do método. A recuperacao da p-NA derivatizada nos QCs foi
em média 103%, com coeficiente de variagdo de 6,9%, garantindo uma base de

dados confiavel. Os resultados dos QCs estdo apresentados no Apéndice 6.

TABELA 15 — LINEARIDADE, LIMITE DE DETECQAON(LOD) E LIMITE DE QUANTIFICACAO
(LOQ) DO METODO DE DETERMINACAO DO ANALITO p-NA EM PEITO DE

FRANGO
Linearidade LOD LOQ
Analito Equacao de calibracdo
(R%) (ng kg™ (ng kg™
p-NA y = 0,0625x + 0,0018 0,9997 10,0 30,0

FONTE: O autor (2018).

TABELA 16 — RECUPERAGAO DO ANALITO p-NA EM PEITO DE FRANGO FORTIFICADO
USANDO CURVA DE CALIBRACAO NA SOLUCAO DA MATRIZ COMBINADA
COM PADRAOQO INTERNO

Nivel D Recuperacao Intra-dia Recuperacéo Inter-dia
ia
(ng kg™ (%)* (CV, %)* (%)* (CV, %)*
1 103,8 11,0
96,6 9,7
200 2 97.1 8,9
3 92,7 14,8
1 104,2 7.5
500 101,2 6,6
2 100,9 7.5
3 98,7 42
1 108,7 8,2
1000 99,1 8,9
2 93,4 1,9
3 97,7 7.5
1 113,6 10,9
102,2 14,6
2000 2 89,4 1,8
3 102,9 14,8

FONTE: Reimpresso (adaptado) com permissdo de (BACILA, D.M. et al. Detection of p-
nitroaniline released from degradation of 4,4'-dinitrocarbanilide in chicken breast during thermal
processing. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 67, n. 32, p. 9002-9008, 2019).
Copyright (2019) American Chemical Society.

NOTA: *(n = 6); #(n=18).
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Apds a confirmagao dos requisitos minimos de validacio, o novo método
desenvolvido foi considerado adequado para atingir os objetivos propostos neste

estudo.

4.3.2 Efeito dos tratamentos térmicos no contetdo de DNC em carne de frango?

O componente DNC acumulado em tecidos de frangos é o residuo
marcador da nicarbazina, a qual é adicionada na rac&o de aves. Como esperado,
a presenca de DNC foi confirmada em concentragbes relativamente altas em
amostras de peitos de frangos cujas aves foram alimentadas com nicarbazina,
sem periodo de retirada do aditivo da ragdo. Com base nos resultados do
experimento 1, a concentragdo média do residuo DNC na carne crua de frangos
criados em diferentes grupos foi em média (n=6): 1413 ug kg™ (grupo A), 1088
ug kg (grupo B), 808 ug kg™ (grupo C), 979 ug kg™’ (grupo D) e 2137 ug kg™’
(grupo E). Esta deposi¢éo de residuos é conhecida, visto que estudos (FAO;
OMS, 1999; EFSA, 2010a) provaram que o componente DNC é eliminado
parcialmente nas excretas de frangos, enquanto que outra parte desta
substancia pode se depositar na carne e 6rgaos. As diferentes concentracdes de
DNC encontradas nos peitos de frango cru, provavelmente, ocorreram devido a
variacdo de metabolismo das aves ¢ influéncia das condicbes ambientais, 0 que
€ inerente a um experimento com animais.

Todos os tratamentos térmicos considerados neste estudo induziram a
degradacgao do residuo DNC em carne de frango (FIGURA 17). Foi verificado um
efeito significativo (p < 0,05) do tempo de processamento térmico e do frango
sobre a degradac&o de DNC (Tabela 17).

TABELA 17 - NiVEAIS DESCRITIVOS DE PROBABILIDADE DO TESTE F DA ANALISE DA
VARIANCIA PARA A DEGRADACAO DE DNC EM PEITO DE FRANGO AO
LONGO DO TEMPO DE TRATAMENTO TERMICO

Tratamento térmico Posicéo no peito Frango Tempo de tratamento térmico
Cozimento em agua 0,0223 0,0010 0,0249
Grelha 0,3044 0,0018 0,0009
Micro-ondas 0,0311 <0,0001 0,0015
Fritura 0,0971 <0,0001 <0,0001
Forneamento 0,0211 <0,0001 <0,0001

FONTE: Reimpresso (adaptado) com permissdo de (BACILA, D.M. et al. Degradation of 4 4-
dinitrocarbanilide in chicken breast by thermal processing. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 66, p. 8391-8397, 2018). Copyright (2018) American Chemical Society.

3 Reimpresso (adaptado) com permissdo de (BACILA, D.M. et al. Degradation of 4,4'-
dinitrocarbanilide in chicken breast by thermal processing. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 66, p. 8391-8397, 2018). Copyright (2018) American Chemical Society.
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FIGURA 17 - DEGRADACAO DO RESIDUO DNC EM AMOSTRAS DE PEITO DE FRANGO E
MUDANCAS DA TEMPERATURA AO LONGO DO TEMPO POR TRATAMENTO TERMICO
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FONTE: Reimpresso (adaptado) com permissdo de (BACILA, D.M. et al. Degradation of 4,4-
dinitrocarbanilide in chicken breast by thermal processing. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 66, p. 8391-8397, 2018). Copyright (2018) American Chemical Society.

LEGENDA: Cozimento (a); Grelha (b); Micro-ondas (c); Fritura (d); Forneamento (e). A curva
tracejada do grafico refere-se ao percentual de degradacdo de DNC. A curva com a linha
continua refere-se ao monitoramento da temperatura de tratamento térmico ao longo do tempo.

Neste primeiro experimento, nao foi possivel comparar os tratamentos
térmicos, pois os frangos foram criados em diferentes lotes, mas a redugao do
conteudo de DNC, como resultado do processamento térmico, foi

consistentemente evidenciada em todos os métodos (FIGURA 17), fato que néo
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havia sido completamente elucidado em pesquisas realizadas anteriormente.
(ROSE et al,, 2000; TARBIN et al., 2005). Com relagdo aos periodos avaliados,
0os métodos de cozimento em &agua, grelha, micro-ondas, e forneamento
promoveram um aumento gradual da temperatura da carne, enquanto a fritura
induziu um aumento acentuado deste parametro.

A analise de contrastes demonstrou que a degradacédo maxima de 78,5%
foi atingida em 10 min para o cozimento em agua; de 70,6% em 30 min para
grelha; e de 656% em 2 min para 0 micro-ondas. Para estes tratamentos,
nenhuma reducéo significativa nos niveis de DNC foi observada acima destes
tempos de processamento térmico. No entanto, quando a fritura e forneamento
foram aplicados, a degradagédo de DNC aumentou linearmente, provavelmente
devido a diferencas de temperatura no entorno da por¢cédo. Temperaturas
elevadas (pelo menos 180 °C) foram alcangadas nos tratamentos térmicos da
fritura (6leo) e forneamento (interior do forno), possivelmente favorecendo a
degradacgéo de DNC nas camadas mais externas da amostra. Tais temperaturas
nao foram atingidas pelos outros métodos. Por exemplo, no caso do cozimento
em agua, a temperatura permaneceu no ponto de ebulicdo da agua (temperatura
de 97,8 °C, pressao atmosférica de 71,2 cm Hg).

No geral, os resultados dos experimentos das analises térmicas (se¢éo
4.2) permitiram, de uma forma complementar, obter uma melhor compreenséo
sobre o fendbmeno do desaparecimento de DNC na carne de frango processada
termicamente (FIGURA 17). A temperatura maxima na superficie das amostras
(50-60 g) foi de ~200 °C (caso do forneamento), enquanto que no seu centro
geométrico foi em média de ~88 °C. No entanto, as analises térmicas de TGA-
DSC-MS e Py-GC-MS demonstraram que a decomposicdo de DNC inicia
somente a 252 °C, gerando como produto de degradacao a p-NA. Sendo assim,
a decomposi¢ao unicamente influenciada pela temperatura € uma hipotese a ser
rejeitada na explicacéo da degradacéo de DNC observada em carne de frango
apos o seu processamento térmico. Desta forma, a hidrélise do composto
influenciada pela temperatura € a rota de degradagdo mais provavel na carne
processada termicamente.

A degradacgao hidrolitica € uma explicacdo razoavel para a degradacao
de DNC ja que fenilureias analogas a este composto sofrem hidrélise e liberam
anilinas derivativas. (AUDU; HEYN, 1988, LAUDIEN; MITZNER, 2001a,b;
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SALVESTRINI, et al., 2002; CARABIAS-MARTINEZ, 2003; KWON; XIA, 2012;
HUTCHBY, 2013). Além disso, como observado por Tarbin et al. (2005), a
concentragcdo de DNC diminuiu em solugbes aquosas. Alguns possiveis
mecanismos descritos na literatura podem ilustrar a quimica da degradacéo da
DNC (LAUDIEN; MITZNER, 2001a,b; SALVESTRINI, et al., 2002).

Também deve ser considerado que, além do tempo de tratamento
térmico, temperatura e pH, outros fatores intrinsecos a carne de frango (por
exemplo presenca de enzimas, secdo 4.1.2) podem ter exercido alguma
influéncia no processo de degradagéo, pois a degradacdo de DNC iniciou em
temperaturas inferiores a 70 °C. Com isso, verificou-se que a hidrdlise de DNC
influenciada pela acéo de enzimas € uma das possibilidades para explicar a
degradacgao de DNC observada nos experimentos de processamento térmico da

carne.
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4.3.3 Eficiéncia dos tratamentos térmicos na degradagéo de DNC em carne de

frango*

Um segundo experimento foi conduzido para comparar a eficiéncia dos
procedimentos de tratamento térmico quando a temperatura de cozimento no
centro geométrico das amostras foi atingida. Amostras foram obtidas de frangos
de corte alimentados com nicarbazina no grupo F, os quais acumularam 461 ug
kg (n=12) de DNC no tecido muscular do peito. Niveis similares de DNC em
peito de frango também foram reportados em estudos prévios, onde a
nicarbazina foi administrada sem periodo de retirada. (OLEJNIK et al., 2011).

Durante o tratamento térmico, foi observado que a degradagéo de DNC
na carne foi afetada (p < 0,05) pelo método de cozimento e pelo frango. A
posicdo da amostra no peito ndo apresentou efeito significativo. Os niveis
descritivos de probabilidade do teste F da analise da varidncia para a

degradagao de DNC séo apresentados na Tabela 18.

TABELA 18 - NiVEAIS DESCRITIVOS DE PROBABILIDADE DO TESTE F DA ANALISE DA
VARIANCIA PARA A DEGRADACAO DE DNC EM PEITO DE FRANGO
SUBMETIDO A TRATAMENTO TERMICO

Posicdo no peito Frango Tratamento Térmico

0,4229 0,0067 0,0292
FONTE: O autor (2018).

Todos os tratamentos térmicos avaliados apresentaram temperaturas no
centro geométrico das porgdes de peito de frango que superaram a temperatura
de cozimento de 70 °C no centro geométrico (Figura 18). Como demonstrado na
Figura 19, na avaliacdo comparativa da eficiéncia dos tratamentos térmicos,
dentre os processos avaliados, o cozimento em agua foi o método mais eficiente
na degradagéo de DNC em carne de frango, promovendo reduc¢éo de 69 % do
residuo. Este método foi significativamente (p < 0,05) melhor que o forneamento,
o qual foi o menos eficiente para o tempo selecionado. Grelha, micro-ondas e
fritura demonstraram desempenho semelhante ao cozimento. A migracao de
DNC para a agua de cozimento e para o Oleo de fritura foram negligenciados
neste estudo, tendo como base as evidéncias reportadas previamente. Nestas
matrizes ndo foram encontrados tracos de DNC apds a realizagdo dos

tratamentos térmicos. (ROSE et al., 2000; TARBIN et al., 2005).

4 Reimpresso (adaptado) com permissdo de (BACILA, D.M. et al. Degradation of 4,4'-
dinitrocarbanilide in chicken breast by thermal processing. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 66, p. 8391-8397, 2018). Copyright (2018) American Chemical Society.
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FIGURA 18 — TEMPERATURA MEDIA NO CENTRO GEOMETRICO DAS AMOSTRAS DE
PEITO DE FRANGO EM FUNCAO DO TRATAMENTO TERMICO
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FONTE: Reimpresso (adaptado) com permissdo de (BACILA, D.M. et al. Degradation of 4,4-
dinitrocarbanilide in chicken breast by thermal processing. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 66, p. 8391-8397, 2018). Copyright (2018) American Chemical Society.

FIGURA 19 — EFICIENCIA DOS TRATAMENTOS TERMICOS NA DEGRADAGAO
DO RESIDUO DNC EM CARNE DE FRANGO
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FONTE: Reimpresso (adaptado) com permissdo de (BACILA, D.M. et al. Degradation of 4,4-
dinitrocarbanilide in chicken breast by thermal processing. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 66, p. 8391-8397, 2018). Copyright (2018) American Chemical Society.
LEGENDA: Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

A perda de massa também foi monitorada apos a aplicagdo dos
processamentos térmicos neste segundo experimento (Tabela 19). As
mudancgas nas massas foram relacionadas a perda de agua, conforme reportado
anteriormente (THIPPAREDDI; SANCHEZ, 2006). Dentre os tratamentos
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térmicos, o cozimento em agua demonstrou a menor (p < 0,05) perda de agua,
a qual foi aceita como a principal razdo para a eficiéncia superior deste método
na degradacdo de DNC. A manutengdo da umidade da carne no método de
cozimento em agua, favoreceu a degradacédo hidrolitica de DNC, em contraste
com os demais tratamentos térmicos. Desta forma, a perda de agua exerceu

influéncia na degradacéo de DNC em carne de frango processada termicamente.

TABELA 19 - PERDA DE MASSA DAS AMOSTRAS DE PEITO DE FRANGO APOS
PROCESSAMENTO TERMICO

Tratamento Térmico Massa da porg¢ao crua | Massa da porcao cozida | Perda de massa
(9) (9) (%)
Cozimento em agua 596 435 2722
Grelha 57,9 336 419¢°
Micro-ondas 56,0 36,4 36,0°
Fritura 59,3 36,4 39,0b¢c
Forneamento 63,7 38,3 39,9bc

FONTE: Reimpresso (adaptado) com permissdo de (BACILA, D.M. et al. Degradation of 4,4-
dinitrocarbanilide in chicken breast by thermal processing. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 66, p. 8391-8397, 2018). Copyright (2018) American Chemical Society.
LEGENDA: Letras diferentes entre os tratamentos térmicos indicam diferenca significativa
(p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Uma analise holistica entre este estudo e as pesquisas conduzidas por
Rose et al. (2000) e Tarbin et al. (2005), quanto aos métodos de determinacéo
de DNC e os percentuais de degradacao obtidos, esta apresentada na Tabela
20. Com relacédo ao método de determinacéo, os trés estudos utilizaram
cromatografia liquida, com diferenca no detector, sendo o espectrometro de
massas, empregado nesta pesquisa, 0 mais sensivel, confiavel disponivel
atualmente e recomendado por 6rgéos legisladores nacionais € internacionais.
Tanto Tarbin et al. (2005) quanto Rose et al. (2000) ndo observaram degradacao
de DNC pelo cozimento em agua, sendo que Tarbin e colaboradores
mencionaram aumento da concentracdo de DNC (10%), diferentemente deste
estudo que constatou uma maior degradagdo por este processo. Todos os
autores observaram que a grelha, micro-ondas e fritura promoveram a
diminui¢cdo do residuo no peito de frango, embora alguns tempos de tratamento

térmico fossem diferentes.
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TABELA 20 - ESTUDOS QUE AVALIARAM A DEQRADAQAO DE DNC EM PEITO DE FRANGO
SUBMETIDO A TRATAMENTO TERMICO

Rose et al. (2000) Tarbin et al. (2005) O autor (2018)
Método de
determinacéo HPLC-UV HPLC-UV LC-MS/MS
de DNC
LOQ (ug kg™ N&o informado 50 18,6
LOD (ug kg™ N&o informado N&o informado 6,1
Concentracio
inicial média de N&o informado 1139 461
DNC (ug kg™)
Tratamento Degradacao Tempo Degradacdo Tempo | Degradacao Tempo
Térmico DNC (%) (min) DNC (%) (min) DNC (%) (min)
Cozimento em Nao Nao
10 a 60 10 69 15
agua degradou degradou
Nao
Grelha 22 a31 ) 29 15 54 60
mencionou
Micro-ondas 22 a31 1,5a5 6 2 56
Fritura 22 a31 10a 15 22 15 55 15
Nao Nao
Forneamento - - 52 45
realizado realizado

FONTE: O autor (2018).
4.3.4 Liberacdo de p-NA em peito de frango contendo DNC

A p-NA é esperada como produto de degradagéao do residuo DNC em
carne de frango processada termicamente conforme resultados dos ensaios da
hidrélise e das analises térmicas. As analises de LC-MS/MS mostraram que as
amostras de peito de frango cru contendo DNC estavam isentas de p-NA. Nas
amostras de carne submetidas aos tratamentos térmicos, as analises indicaram
a ocorréncia de p-NA no tempo de retencdo de 9,5 min (Figura 20).

Estes resultados corroboram a hipotese inicialmente estabelecida no
experimento da hidrélise em solugdes aquosas, mostrando que ocorre a
liberacdo de p-NA a partir da degradacdo hidrolitica da DNC. Este fato da
ocorréncia de p-NA em carne de frango a partir da degradagéo da DNC pela

aplicagado de tratamentos térmicos ndo havia sido reportado ainda.
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FIGURA 20 - CROMATOGRAMAS DA ANALISE DE p-NA EM AMOTRAS DE PEITO DE
FRANGO CONTENDO DNC
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Fonte: Reimpresso (adaptado) com permisséo de (BACILA, D.M. et al. Detection of p-
nitroaniline released from degradation of 4,4'-dinitrocarbanilide in chicken breast during thermal
processing. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 67, n. 32, p. 9002-9008, 2019).

Copyright (2019) American Chemical Society.
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Nas amostras de peito de frango contendo DNC do experimento 1, no
geral, a liberagcao de p-NA foi mais pronunciada ao longo do tempo de tratamento
térmico (Tabela 21). Apesar de algumas amostras apresentarem concentracdes
entre o LOD e LOQ do método analitico, esta limitagdo quantitativa ndo impactou

na avaliagdo dos resultados.

TABELA 21 — LIBERAGAO DE p-NA DA CARNE DE FRANGO CONTENDO DNC AO LONGO
DO TEMPO DE TRATAMENTO TERMICO

Tratamento térmico Tempo (min) p-NA (g kg™")
0 <LOD
5 <LOQ
. 10 <LOQ
Cozimento 15 <LOQ
20 38437
25 51,9%49
0 <LOD
15 <LOQ
30 606 +£9,0
Grelha 45 14124315
60 210,4 £43 .1
75 326,3+476
0 <LOD
1 <LOD
. 2 <LOQ
Micro-ondas 3 <LOQ
4 <LOQ
5 <LOQ
0 <LOD
5 36,9+84
Eritura 10 825+136
15 780%+6,5
20 200,6 £ 52,7
25 640,0 £143,3
0 <LOD
15 <LOD
30 <LOQ
Forneamento 45 798+ 18,5
60 191,7 £ 48,0
75 456,9 + 50,7

FONTE: Reimpresso (adaptado) com permissdo de (BACILA, D.M. et al. Detection of p-
nitroaniline released from degradation of 4,4'-dinitrocarbanilide in chicken breast during thermal
processing. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 67, n. 32, p. 9002-9008, 2019).
Copyright (2019) American Chemical Society.

NOTA: Réplicas para cada tratamento térmico: n=6. LOD: 10 pg kg™'. LOQ: 30 ug kg™'.

Em principio, o aumento da p-NA poderia ser atribuido a pré-
concentracdo em funcéo da desidratacio/perda de agua da amostra ao longo do
tratamento térmico. Para eliminar este efeito e revelar o aparecimento de p-NA
com mais clareza, os dados de concentracdo foram corrigidos pela perda de

agua. No entanto, ao regredir o resultado para a base in natura (antes do
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tratamento térmico), observou-se que o comportamento de aumento da p-NA foi
0 mesmo, embora com valores absolutos diferentes. O acumulo de p-NA foi
resultado direto da sua liberagéo pela hidrélise da DNC e n&o simplesmente pela
concentracéo do analito devido a perda de agua.

Nas amostras de peito de frango do experimento 2, também foi
confirmada a ocorréncia de p-NA na carne contendo DNC e submetida a
diferentes tratamentos térmicos (Tabela 22). Comparando os niveis iniciais de
DNC da carne crua dos experimentos 1 e 2, foi verificado que os frangos
acumularam quantidades menores no experimento 2 (secao 4.4.2). Embora este
experimento tenha sido delineado com objetivo principal de comparar os
diferentes métodos no que diz respeito a degradacédo de DNC, foi possivel
verificar que mesmo com niveis iniciais menores de DNC, ocorreu a liberagéo de

p-NA na carne de frango processada termicamente.

TABELA 22 — NiVEIS DE p-NA EM CARNE DE FRANGO CONTENDO DNC EM DIFERENTES
TRATAMENTOS TERMICOS EM UM TEMPO FIXO

Tratamento térmico Tempo (min) p-NA (ug kg™
Cozimento 15 <LOQ
Grelha 60 146,6 + 16,6
Micro-ondas 4 <LOQ
Fritura 15 66,9 +6,9
Forneamento 45 77,4+ 146

FONTE: O autor (2019).
NOTA: Réplicas para cada tratamento térmico: n=12. LOD: 10 pg.kg™'. LOQ: 30 ng.kg™.

Avaliando os resultados de ambos os experimentos, a degradacao de
DNC com aparecimento concomitante de p-NA em amostras reais foi
definitivamente provado aqui. Contudo, considerando que mais de 50% do
residuo de DNC inicial foi degradado nos tempos iniciais dos tratamentos
térmicos (5 min para cozimento em agua, 15 min para grelha, 1 min para micro-
ondas, 5 min para fritura, e 15 min para forneamento), em resposta a esta
decomposicdo, era esperado um aumento acentuado do conteudo da p-NA
dentro do mesmo periodo. Desta forma, este processo de degradagéo da DNC
nao parece ser tao previsivel assim. Isto se baseia no fato que tal processo deve
seguir um esquema muito mais complexo, devido a inumeros fatores que se
combinam em uma matriz complexa como a carne. Com isso, outras
transformacdes da p-NA (reacbes paralelas) podem estar ocorrendo durante a

aplicacdo dos tratamentos térmicos, visto que estudos mostraram que a p-NA foi
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convertida a outros derivados em sistemas biologicos. (MATE; RYAN; WRIGHT,
1967, ANDERSON et al., 1984, CHOPADE; MATTHEWS, 1984).

Outras razdes que se somam para justificar os niveis de p-NA s&o as
particularidades intrinsecas de cada tratamento térmico. O que chama atencéo
e que parece ndo estar muito claro sao os valores obtidos ao se aplicar o
cozimento em agua e no micro-ondas, 0os quais foram 0s menores niveis
encontrados. Desta forma, as amostras da agua de cozimento coletadas a partir
da coccédo do peito de frango foram também analisadas, onde se detectou niveis
de p-NA entre 4-10 pg L. Logo, particularmente neste tratamento térmico,
somam-se as perdas por lixiviagdo da p-NA para a agua do cozimento do peito
de frango. No micro-ondas, a p-NA também pode estar sendo lixiviada no suco
que foi exsudado da carne durante a aplicagdo deste tratamento térmico.

Os resultados deste estudo indicaram que a degradagédo de DNC em
carne de frango resultou na liberacdo de p-NA apds a aplicagdo dos tratamentos
térmicos. Considerando que a legislagdo atual permite que a carne crua pode
apresentar até 200 ug kg™' de DNC, verifica-se que existe uma possibilidade da
ocorréncia de p-NA em carne processada termicamente. Isto, portanto conduz a
uma perspectiva para abordagens mais aprofundadas para se verificar o impacto

na seguranc¢a do alimento.

4.4 RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS OBTIDOS

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram obter as observac¢des
descritas resumidamente a seguir.

A degradacgéo da DNC com liberac&o de p-NA foi evidenciada por meio
do experimento da hidrélise em solugbes aquosas. Adicionalmente, foram
obtidas a cinética da degradac&o da DNC a 100 °C e a constante da velocidade
de degradacéo (k* 0,0651 h™' em pH 2; 0,0592 h-' em pH 4; 0,0561 h"' em pH 6;
0,0492 h'' em pH 8 e 0,0296 h' em pH 10) derivada do modelo de pseudo-
primeira ordem em toda faixa de pH avaliado.

Ao submeter as amostras de peito de frango contendo DNC a métodos
convencionais de preparo da carne, foi verificada a redugcédo deste residuo em
todos os tratamentos térmicos, fato que n&o havia sido completamente

elucidado. A degradacdo maxima de 78,5% foi atingida em 10 min para o
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cozimento em agua, 70,6% em 30 min para grelha e 65,6% em 2 min para o
micro-ondas. Para estes tratamentos, nenhuma reducdo significativa foi
observada nos niveis de DNC em tempos maiores de processamento térmico.
No entanto, quando a fritura e forneamento foram aplicados, a degradacéao de
DNC ocorreu de forma linear.

No experimento do comparativo dos tratamentos térmicos também foi
verificado que os niveis de DNC reduziram, resultando na sua degradac¢éo na
faixa de 52-69%. Os resultados mostraram que o cozimento em agua foi o
método mais eficiente na degradacdo de DNC. Fatores como tempo de
tratamento térmico, perda de agua e temperatura das amostras exerceram
influéncia na degradagéo do residuo DNC em carne de frango processada
termicamente.

O perfil de decomposicéo térmica da DNC foi obtido de maneira eficaz
por meio das técnicas de TGA-DSC-MS e Py—-GC-MS registrando os principais
eventos térmicos referentes a degradacéo e produtos da decomposi¢ao térmica.
O uso das analises térmicas em um estudo que trata da avaliagéo da degradacéo
de um residuo em carne pode ser considerado algo inovador. Na analise de
TGA-DSC-MS foi registrado um evento endotérmico entre 252-280 °C, o qual
foi atribuido a decomposicéo térmica da DNC. A p-NA foi identificada como um
dos produtos de degradacdo da DNC tanto por TGA-DSC-MS quanto por
Py-GC-MS. Ao se avaliar em conjunto as informag¢des dos experimentos das
analises térmicas e da hidrdlise, foi concluido que a via mais provavel de
degradacgéo de DNC na carne de frango submetida a métodos convencionais de
preparo € de uma hidrolise influenciada pela temperatura.

Poucos estudos identificaram com sucesso os produtos de degradacgéao
de residuos de anticoccidianos em alimentos submetidos a tratamento térmico.
Um dos fatores que dificulta a identificacéo de produtos de degradagéo consiste
na disponibilidade de métodos analiticos para a quantificacdo destes produtos
em uma matriz complexa como a carne. Logo, para a determinacéao da p-NA em
peito de frango, um novo método analitico foi desenvolvido e validado neste
trabalho, atendendo os requisitos minimos para a sua aplicacéo.

Ao se realizar o monitoramento do produto de degradacédo da DNC nas

amostras de peito de frango submetidas a métodos convencionais de preparo da
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carne, a liberagcédo de p-NA foi comprovada. Verificou-se que os niveis de p-NA
foram mais pronunciados ao longo do tempo de tratamento térmico e que
cozimento em agua e micro-ondas apresentaram 0s menores niveis, apesar de
ser verificado que ocorreu lixiviaggdo de uma pequena quantidade de p-NA para
agua de cozimento.

Este fato da ocorréncia de p-NA em carne de frango contendo DNC e
processada termicamente foi confirmada pela primeira vez neste estudo. Os
resultados corroboram a hipdtese inicialmente estabelecida no experimento da
hidrolise em solugdes aquosas, mostrando que ocorre a liberacdo de p-NA a

partir da degradacao hidrolitica da DNC.
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5 CONCLUSAO

Nesse trabalho, avaliou-se o efeito do processamento térmico sobre o
conteudo do residuo da nicarbazina (DNC) acumulado em carne de frango e a
liberac&o da p-nitroanilina como produto de degradacéo do composto DNC. Os
resultados mostram que € possivel reduzir a concentracdo do residuo DNC
contido em peito de frango pela aplicagdo de tratamentos térmicos
convencionais como cozimento em agua, grelha, micro-ondas, fritura e
forneamento. A degradacdo do residuo ocorre na faixa de 52 a 69%, sendo
atribuida a hidrélise do composto. Os resultados mostram que o cozimento em
agua € o método mais eficiente na degradacéo de DNC. Fatores como tempo de
tratamento térmico, perda de agua e temperatura das amostras exercem
influéncia na degradacéo do residuo DNC. A p-NA ¢é identificada como produto
de degradacéo do residuo DNC em peito de frango processado termicamente. A
ocorréncia da p-NA a partir da degradacg&o hidrolitica de DNC néo havia sido
evidenciada até a presente data. A liberagdo da amina foi crescente ao longo do
tempo de tratamento térmico. Cozimento em agua e micro-ondas apresentaram
os menores niveis de p-NA, enquanto grelha, fritura e forneamento atingiram
326,3,640,0 e 456,9 ug kg™, respectivamente. Desta forma, é importante que se
considere o efeito do processamento térmico na concentracédo de DNC e p-NA
em peito de frango. Finalmente, recomenda-se um melhor entendimento sobre
os produtos de degradacao, uma vez que a partir do composto principal podem
ser formados outros compostos de maior toxicidade. Os resultados deste
trabalho podem fornecer subsidios para futuras revisdes no limite maximo de

residuo da nicarbazina em carne de frango.
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SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

A sistematica da avaliacdo realizada neste estudo pode ser aplicada em
residuos de outros anticoccidianos a fim de verificar o efeito do processamento
térmico da carne de frango no conteudo destes residuos, bem como conduzir a
identificagcdo e quantificagéo dos seus produtos de degradacgéo.

Sugere-se a realizagdo de um estudo sobre o efeito da concentragéo
inicial de DNC para estabelecer uma relagdo da concentracdo inicial com o
percentual de degradacé&o de DNC e com o0 acumulo da p-NA.

Verificou-se que as informacgdes sobre a toxicidade da p-NA sé&o
limitadas e uma investigacédo futura € requerida para determinar o real impacto
na seguranga da carne processada termicamente e na saude do consumidor.
Neste contexto, € recomendada a realizacido de estudos toxicoldgicos da p-NA
nas concentracdes determinadas neste trabalho.

Investigac@o sobre as possiveis transformagdes da p-NA na carne de
frango, submetida a métodos convencionais de preparo, pode ser conduzida a

fim de verificar se ocorre a formacéo de derivados deste composto.
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Instituicdo: Universidade Federal do Parana
Nivel académico: Mestrado

Experiéncia prévia (anos): | 8

Treinamento (especificar): | Boas Praticas; HACCP; Seguranca dos Alimentos

Telefone: (41) 3361 — 3273

E-mail: dannielemiranda@ufpr.br
4. COLABORADORES

Nome completo: Anildo Cunha Junior
Instituicdo: Embrapa Suinos e Aves
Nivel académico: Mestrado

Experiéncia prévia (anos): | 15

Treinamento (especificar): | Quimica analitica

Telefone: (49) 3441-0400

E-mail: anildo.cunha@embrapa.br
4. COLABORADORES

Nome completo: Vanessa Gressler
Instituicdo: Embrapa Suinos e Aves
Nivel académico: Doutorado

Experiéncia prévia (anos): | 10

Treinamento (especificar): | Toxicologia

Telefone: (49) 3441-0400

E-mail: vanessa.gressler@embrapa.br
4. COLABORADORES

Nome completo: Gerson Neudi Scheuermann
Instituicdo: Embrapa Suinos e Aves

Nivel académico: Doutorado

Experiéncia prévia (anos): | 23

Treinamento (especificar): | Manejo, nutricdo

Telefone: (49)3441-0400

E-mail: gerson.scheuermann@embrapa.br

Utilize esta tabela para o preenchimento de um colaborador. Copie, cole e preencha a tabela,
quantas vezes forem necessarias, até que todos os colaboradores sejam contemplados.

4.1 MEDICO(S) VETERINARIO(S) RESPONSAVEL(IS) PELOS ANIMAIS DURANTE A
REALIZACAO DA(S) ATIVIDADE(S)

Luiz Carlos Bordin

5. RESUMO DO PROJETO/AULA

A nicarbazina é amplamente utilizada para prevenir a coccidiose em frangos, principalmente
devido ao seu custo-beneficio e menor resisténcia das Eimerias quando comparada a outros
anticoccidianos. A principal preccupac¢do com o useo da nicarbazina em frangos de corte é a
presenca de residuos na carne ou miudos comestiveis. A nicarbazina origina dois
metabolitos no figado: HDP, eliminado 90-95% na urina e DNC, parcialmente excretado nas
fezes (46%), que pode contaminar as carcacas de frangos e érgéos. Embora diversos paises
considerem suficiente o periodo de retirada da nicarbazina para evitar desvios quanto aos
limites méaximos de residuos na carne, contaminagces ainda ocorrem. O Brasil segue os
limites indicados pelo Codex Alimentarius de 200 ppb para musculo de frango. Segundo
histérico do PNCRC do MAPA, nos Ultimos 5 anos ha registros de amostras oriundas de
Sistema de Inspecdo Federal ndo conformes quanto ao analito nicarbazina, expresso como
DNC. Além disso, um levantamento realizado pela Embrapa Suinos e Aves, publicado em
2015, apontou que os anticoccidianos representam 45% das moléculas de maior interesse
para pesquisa na cadeia de aves. Considerando a preocupaco com a saude do consumidor
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com anticoccidianos iondforos dificulta o surgimento de resisténcia das Eimerias. Saliente-se
que a resisténcia destes protozodrios aos demais anticoccidianos é grande preocupacéo do
sistema produtivo.

Uma preocupac¢do atual com qualquer produto em uso, especialmente os de sintese
quimica, € quanto a deposicéo residual na carcaca destinada ao consumo humano. Como
qualquer outro aditivo, a nicarbazina é fornecida com as devidas recomendacdes do
fabricante que visa o éxito no controle das Eimerias e a seguranca dos alimentos. Entretanto,
no Brasil é pratica usual a reutilizac&o da cama dos avidrios para varios lotes subsequentes
de frangos. Ndo ha conhecimento quanto ao potencial de deposicéo de nicarbazina pelo uso
prolongado da cama. Uma vez que é comum o consumo de cama pelos frangos,
especialmente no periodo de jejum pré-abate, & necessario conhecer a contribuicdo da cama
quanto aos residuos de nicarbazina, o que é importante principalmente devido a reutilizacdo
da cama por varios lotes. A partir disso sera possivel desenvolver programa de uso dos
anticoccidianos permitindo utilizagdo da nicarbazina assegurando que a carcaga néo
extrapole o limite maximo aceitavel de residuos.

No estudo esta prevista também a avaliacdo de diferentes tratamentos térmicos quanto a
degradacéo dos residuos de nicarbazina. Para tanto sera necessario criar aves sem retirar o

anticoccidiano antes do abate, visando a producéo de tecidos “contaminados”.

Item 8 - O potencial impacto da utilizagio dos animais para o avango do conhecimento cientifico. a sadde humana. e/ou a saide animal devem
ser incluidos neste item. Deve ficar claro que os beneficios potenciais da atividade envolvendo animais em pesquisa ou ensino se sobrepdem as
consequéncias negativas da experimentacio animal.

9. MODELO ANIMAL

Espécie (nome vulgar, se existir): Gallus gallus (Frango de corte)
Justificar o uso dos procedimentos | E necessario saber a deposicdo de residuos em
e da espécie animal: tecidos animais, para através dos resultados transmitir

seguranca aos consumidores e a industria. Para tanto,
serdo coletados tecidos de frangos apos sacrificados
por deslocamento cervical.

Item 9 - O responsavel deve justificar a espécie ou grupo taxondmico e os procedimentos a serem empregados em fingio do sistema biologico
a estudado. A opcio por um determinado modelo animal deve ter consisténcia cientifica e nio ser influenciada por conveniéncia ou orgamento.

9.1. PROCEDENCIA

Biotério, fazenda, aviario, etc. | Pintos de corte de incubatério comercial

Animal ( )Sim Numero de protocolo SISBIO: (X) Nao
Silvestre:

Outra procedéncia? Qual? Nao se aplica.

O animal é geneticamente () Sim Numero de protocolo CTNBio: (X) Néo
modificado?

Item 9.1 - Obs. 1*: A autorizacdo da CEUA nio requer a existéncia de licenga prévia de outras instituicdes. Entretanto. o responsavel deve obter

todas as autorizagdes legais cabiveis que a natureza do projeto exigir antes do inicio das atividades com animais como. por exemplo. autorizagdes
de institui¢des como Instifuto Brasileiro de Meio Ambiente - IBAMA. Fundagdo do Nacional do Indio - FUNAI Comissao Nacional de Energia

Nuclear - CNEN, Conselho de Gestdo do Patrimoénio Genético - CGEN, Coordenacio-Geral da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca
CTNBio, Instiuto Chico Mendes de Conservacio da Biodiversidade — ICMBio dentre outras.
Item 9.1 - Obs. 2*: O proponente deve priorizar a obtencio de animais de fornecedores credenciados no CONCEA. A aquisicdo de animais

de fornecedores nio credenciados deve ser devidamente justificada, observando-se, neste caso, o disposto na Resolugdo Normativa n® 26 de 20 de
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Parecer dado ao protocolo (assinar e carimbar o parecer):

A presente proposta foi analisada na reunido de 07/10/2016 tendo sido reencaminhada a
responsavel para maiores esclarecimentos. Apds os devidos esclarecimentos a proposta foi
encaminhada novamente a CEUA/CNPSA que APROVOU a proposta na reuniéo ocorrida

dia 09/12/2016.

Paulo Augusto Esteves
Presidente CEUA/CNPSA
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APENDICE 2 - AUTORIZAGAO DO COMITE DE BIOSSEGURIDADE
(COMBIO) DA EMBRAPA SUINOS E AVES PARA A CRIAGAO DE FRANGOS
DE CORTE

Emw" Consulta prévia para realizacao de EPEE
Suinos o Aves experimentos P

Preenchimento Comeo.i Consulta N° | 009/2017 |

l1. Lider/Responsavel: [Vivian Feddern |

. Tipo de Consulta: (Assinale com x) |

| | Projeto/Contrato em elaboragéo |

Projeto/Contrato aprovado. Especifique: Aprovado na Chamada 05/2016 - Prioridades
dos Portfélios em 29/05/2017, conforme Chefia Informa deste mesmeo dia.

X

Projeto/ Contrato N° |
Titulo: [Uso da nicarbazina na producao de frangos de corte com reutilizacéao da
cama

13. Periodo Proposto para a realizagdo do experimento:| 13/06/2017 a 15/09/2017 |

4. Objetivo sucinto:

Este trabalho sera efetuado com frangos de corte nas instalacdes do isolamento, na
Embrapa Suinos e Aves. Serao adquiridos pintos de um dia de incubatorio comercial.

Objetiva-se conhecer a influéncia do processamento térmico da carne sobre a deplecéo do
anticoccidiano nicarbazina. Esta analise deve ser feita com tecido contaminado naturalmente
durante o processo de criagdo da ave, uma vez que o comportamento da nicarbazina
possivelmente seja diferente quando adicionado artificialmente (injecdo de nicarbazina

diretamente no tecido apos o abate) ja relatado na literatura.

| 5. Animais experimentais: (4ssinale com um X)

D sSUiNoOsS: D Maternidade D Creche D Crescimento/Terminacéo D Gestacéo

Numero de Animais Experimentais: |

Destino dos animais mortos: | ( ) Plataforma de Compostagem ( ) Necropsia
(_ )Incinerador ( )Qutre:

Produtos de origem animal na racdo?

( )Nado ( ) Sim.Qual:

O experimento Inoculacéo de micro-organismos?

utilizara: ( )N&o ( )Sim.Qual:

medicamentos e/ou aditivos na racdo?

( )N&o ( )Sim Qual:

Outras informac¢des
importantes:

AVES: Frangos de Corte | | Postura comercial | | Outros:

Numero de Animais Experimentais: | Total: 72
Destino dos animais mortos: | (X) Compostagem ( ) Necropsia

FQ6-039-01
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Suinos e Aves

Consulta prévia para realizagao de gPszg
experimentos ol

|( )Incinerador ( )Outro:

O experimento
utilizara:

Produtos de origem animal na racéo?
(x)N&o ( ) Sim. Qual:

Inoculac@o de micro-organismos?
(x)N&o () Sim. Qual:

Medicamentos e/ou aditivos na racdo?
( )N&o (x) Sim Qual: nicarbazina (anticoccidiano)

Qufras informacdes
importantes:

Uso de vacinas

() N&o

(X) Sim. Qual e que tipo? Gumboro e, possivelmente, bronguite.

6. Local(is) de condugdo do experimento:

InstalacBes do Isolamento.

7. Descreva resumidamente a metodologia a ser empregada:

7.1 Informe também:

a) Numero de lotes e animais/lote: ver item c.

b) Procedéncia dos animais
( ) Interno: Sistema de Producéo ou SPF
(X) Externo: Incubatério comercial

c) Periodo de alojamento: o experimento acontecera desde junho a setembro de

2017, conforme segue:

Este experimento serve para produzir peito de frango com nicarbazina para
avaliacdo de diferentes processamentos térmicos. Para isso serd adicionado a
racdo 180 ppm de nicarbazina por kg de frango (um unico tratamento). Aos 42

dias de idade, apds abate, sera coletado o peito das aves.

Serdo alojadas 12 aves por semana, durante seis semanas (total 72 aves),

utilizando de 4 a 5 boxes/baias do isolamento.

Se possivel, faremos o abate no abatedouro, se ndo for possivel/permitido,
utilizaremos a sala de necropsia. Os tecidos coletados serdo utilizados em
analise posterior (processamento térmico), mas ndo destinados para consumo

humano.

d) Procedéncia do alimento: racdo para frangos com ingredientes exclusivamente de
origem vegetal, homogeneizados em misturador tipo Y na fabrica de racdo da

Embrapa Suinos e Aves.

e) Medidas usadas para desinfeccdo das instalacdes ao final do experimento:

Procedimentos normais utilizados na Embrapa Suinos g Aves.

8. Destino dos animais ao final da pesquisa:

Todos os frangos serfo abatidos para a coleta de material (tecido carneo) aos 42
dias de idade. A racBo contera o anticoccidiano nicarbazina. produto autorizado pelg
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9. Outras informacgdes relevantes:

A proposta foi encaminhada ao CEUA em 28/11/2016 e aprovada dia 09/12/2016,
protocolada sob n® 013/2016.

10. Pessoas envolvidas na execugao do trabalho:

\Vivian Feddern — Embrapa

Luizinho Caron - Embrapa

\Arlei Coldebella - Embrapa

\Valdir S. De Avila - Embrapa

Gerson N. Scheuermann - Embrapa

Anildo Cunha Jr. - Embrapa

\Vanessa Gressler - Embrapa

Diego Surek - Embrapa

Danniele Miranda Bacila — Douteranda UFPR

11. Parecer do ComBio: ( X ) Autoriza ( ) Autoriza com ajustes ( )N&o autoriza

Orientacbes:

Prezada pesquisadora,

Em resposta a sua solicitacdo, encaminhada em 06/06/2017, a presidente deste
Comité, Danielle Gava, formalizou a consulta enviada por email, referente a experimentg
com frangos de corte nas instalagbes do isolamento, a fim de verificar a influéncia dao
processamento térmico da came sobre a deplecéo do anticoceidiano nicarbazina.

O CombBio autoriza a realizacéo do experimento nas instalages do isolamento, todavig
ressalta que as baias solicitadas sdo para uso de suinos e tém prioridade de uso parg
esses animais. Sendo assim, recomenda-se que a sclicitacdo de uso dessa estruturg
deve ser verificada com antecedéncia junto ao supervisor do CLGSA, Marcos Morés
Também, havera necessidade de adaptacdo dessas baias para uso de aves, distribuicég
de cama, instalacdo de bebedouros de aves (néo disponiveis no local) e arranjo de equipg
para atender as aves em feriados e finais de semana. Estas acdes, bem como o
fluxograma e normas de uso das instalacées deverdo ser ajustados pela lider da pesquisa
iunto ao supervisor do CLGSA com a devida antecedéncia ao inicio do experimento. Alem|
disto, caso a cama seja reutilizada e proveniente de fora da Embrapa, recomendamos
consultar e obter anuéncia prévia da CIDASC para transporte desse material até o local
Com relacdo ao destino da cama e aves, ao final do experimento, também
recomendamos verificar junto ao supervisor do CLGSA se o sistema definidg
(compostagem), comportard o volume de material a ser descartado.

Lembramos também que a equipe do experimento deverd contar com um médico
veterinario habilitado a emitir GTA dos pintos de um dia, a qual devera ser direcionada 3
UEP 20.

Cordialmente,

Presidente do ComBio OS 008/2017

Nome: Danielle Gava

~ T
%&\w

Assinatura: \J

Concordia, 19/06/2017
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APENDICE 3- COMPOSIGAO DAS RAGOES POR FASE DE CRIAGAO DOS
FRANGOS DE CORTE

COMPOSICAO DAS RACOES POR PERIODO (EM PERCENTUAL)

Ingrediente 1-21 dias 21 - 35 dias 35-42 dias
Milho 57,04 57,70 63,23
Farelo de Soja 36,34 33,98 29,11
Oleo de Soja 1,97 4,46 4,40
DL-Metionina 0,34 0,28 0,24
L-Lisina HCI 0,19 0,15 0,17
L-Treonina HCI 0,09 0,05 0,04
Fosfato bicalcico 1,84 1,54 1,15
Calcario calcitico 0,97 0,75 0,71
Sal Comum 0,51 0,48 0,43
Premix Vitaminico-Mineral* 0,400 0,300 0,270
Cloreto de Colina (60%) 0,010 0,010 0,010
Antioxidante BHT 0,020 0,020 0,020
Nicarbazina (25%) 0,072 0,072 0,072
Avilamicina (20%) 0,005 0,005 0,00
Adsorvente Micotoxinas 0,20 0,20 0,15
Total 100,00 100,00 100,00

Composicao calculada

Energia Metabolizavel 3000 3130 3200
Proteina Bruta 21,5 20,4 18,6
Fibra bruta 2.6 2.8 2.6
Gordura 5,1 71 7,2
P total 0,66 0,60 0,51
P disponivel 0,44 0,38 0,30
Ca 0,88 0,76 0,64
Cinzas 6,15 5,48 479
Na 0,22 0,21 0,19
LYS dig 1,20 1,10 1,00
MET dig 0,63 0,55 0,49
MET + CIS dig 0,92 0,83 0,75
THR dig 0,82 0,74 0,67
TRP dig 0,25 0,23 0,20
ARG dig 1,35 1,27 1,14
GLI + SER dig 1,71 1,70 1,54
Val dig 0,91 0,86 0,78

*Fornecido por kg do produto: Vitamina A, 3.213.000 UI; Vitamina D3, 803.500 UL, Vitamina E, 12.035 UI,
Vitamina K3, 643 mg; Tiamina, 864 mg; Riboflavina, 2.150 mg; Piridoxina, 1.204 mg; Cianocobalamina, 5.350
meg; Acido Félico, 300 mg; Acido Pantoténico, 4.317 mg; Biotina, 30 mg; Niacina, 133.067 mg; Colina, 130.667
mg; Cobre, 2.767 mg; Ferro, 13.900 mg; lodo, 282 mg; Manganés, 19.467 mg; Selénio, 83 mg; Zinco, 18.070 mg.
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APENDICE 4 — AUTORIZAGAO PARA USO DE RESULTADOS DA TESE
PUBLICADOS EM PERIODICOS

Request for permission https://mail.google.conymail/w/1?7ik=f0d8a7e2badkview=pt&s
M Gmail Danniele Bacila <dannielebacila@gmail.com>
Request for permission
3 messages
Danniele Bacila <dannielebacila@gmail.com= Wed, Nov 28, 2018 at 1:26 PM

To: jafc@jafc.acs.org
Dear Editor,

Qur team published an article in "Journal of Agricultural and Food Chemistry”.

| am the first author and | would like to include the published text, although translated to Portuguese, in my
Thesis, which I'm going to defend in April, 2019 in Curitiba, Parana state, Brazil. I'd like to request your
permission, I'll cite in the Thesis, the following information:

"Reproduced with permission from [ Bacila, D.M., Cunha, A., Weber, |.F., Scheuermann, G.N., Coldebella, A.,
Caron, L., Molognoni, L., Daguer, H., Igarashi Mafra, L., Feddemn, V., 2018. Degradation of 4,4'-Dinitrocarbanilide
in Chicken Breast by Thermal Processing. J. Agric. Food Chem. 66, 8391-8397. doi:10.1021/acs.jafc.8b02370 ]
Copyright [2018] American Chemistry Society"

Your sincerely,
Danniele Miranda Bacila

Universidade Federal do Parana- UFPR
Centro Politécnico - Setor de Tecnologia

Av. Cel. Francisco H. dos Santos, 210

Jardim das Américas - Curitiba- Parana, Brazil
CEP 81531-970

Phone: +55 41 3361 3273

Ivonne Hofmann-Sellier <hofmann-office@jafc.acs.org> Sat, Dec 1, 2018 at 8:49 AM
To: Danniele Bacila <dannielebacila@gmail.com>

Dear Danniele Miranda Bacila,
| talked with our editor - of course he gives his permission!

Best,
lvonne

lvonne Hofmann-Sellier

Journal of Agricultural and Food Chemistry
Editorial Assistance to

Prof. Dr. Thomas Hofmann Editor in Chief
hofmann-office@jafc.acs.org
jafc@jafc.acs.org

[Quoted text hidden]

Danniele Bacila <dannielebacila@gmail.com> Mon, Dec 3, 2018 at 8:38 AM
Draft To: hofmann-office@)jafc.acs.org

Dear Ivonne,

Thank you very much.

| got from the Jafc's website the on-line license.
Document attached for your information.
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APENDICE 5 - RESULTADOS DAS AMOSTRAS DE CONTROLE DE QUALIDADE (QC) PARA O ANALITO DNC NA MATRIZ
PEITO DE FRANGO

. Massa

N° | Amostra Ensaio FoNr:;If?(I::geéo (3(?1'\.|(? -> (35&2';:» Razéao [DNC]_1 FD [DNC]_1 V.ﬁ:z::f absoluta [DN%] Exatidao

(ngg?) | 136.7) | 140.6) ng mL ngmL™ i) I()r'\\lg(): (ng g7) (%)
1 | QC13-09-17 200 1874000 | 4429000 | 0,42 | 21,30 | 1 | 21,30 50 1065 212,95 106
2 |QC13-09-17 Cozimento 200 1946000 | 4632000 | 0,42 | 2114 | 1 | 21,14 50 1057 211,43 106
3 |QC13-09-17 200 1648000 | 3956000 | 0,42 20,96 | 1 | 20,96 50 1048 209,64 105
4 |QC13-09-17 200 1701000 | 3844000 | 044 | 2228 | 1 | 22,28 50 1114 222,80 111
5 |QC16-10-17 Grelha 200 1860000 | 3610000 | 0,52 1911 | 1 | 19,11 50 956 191,12 96
6 |QC16-10-17 200 1931000 | 4045000 | 0,48 1771 | 1| 17,71 50 886 177,10 89
7 |QC19-10-17 200 2257000 | 5834000 | 0,39 19,32 | 1 | 19,32 50 966 193,17 97
8 |QC1810-17 1 ndas 200 2330000 | 6003000 | 0,39 | 19,38 | 1 | 19,38 50 969 193,81 97
9 |QC20-10-17 200 2269000 | 5785000 | 0,39 19,59 | 1 | 19,59 50 979 195,87 98
10 [QC 20-10-17 200 2190000 | 5488000 | 0,40 19,93 [ 1| 19,93 50 997 199,32 100
11 |QC 13-11-17 200 87500 | 20192 4,33 18,91 | 1 | 18,91 50 946 189,11 95
12 |QC 13-11-17 Eritura 200 89201 20547 4,34 18,94 | 1 | 18,94 50 947 189,45 95
13 |QC 14-11-17 200 112768 | 26171 4,31 18,81 | 1 | 18,81 50 940 188,06 94
14 | QC 14-11-17 200 121089 | 27849 4,35 18,97 | 1 | 18,97 50 949 189,74 95
15 | QC 20-11-17 200 118578 | 27777 4,27 1869 | 1 | 18,69 50 935 186,92 93
16 |QC 20-11-17 Formo 200 120270 | 28016 4,29 18,80 | 1 | 18,80 50 940 187,96 94
17 | QC 21-11-17 200 120519 | 28098 4,29 18,78 | 1 | 18,78 50 939 187,80 94
18 |QC 21-11-17 200 117151 | 27350 4,28 18,75 | 1 | 18,75 50 938 187,55 94
19 | QC 27-11-17 | Comparativo 200 123100 | 28665 4,29 18,48 | 1 | 18,48 50 924 184,77 92
20 | QC27-11-17 entre 200 123069 | 28779 4,28 18,40 | 1 | 18,40 50 920 184,00 92
21 | ac28-11-17 | lratamentos 200 126956 | 29560 | 4,29 | 1848 | 1 | 18,48 50 924 184,79 92
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N° Amostra

22 QcC 28-11-17
23 QC 28-11-18
24 QC 28-11-19
25 QC 20-12-17
26 QC 20-12-17
27 QC 20-12-17
28 QC 20-12-17

. Massa
FoNr:;,f?(I:adgeéo (3(?1'\.Ig > (3(?:;\? > | Razdo | [PNCI |gp | [DNC] V.ﬁ:t’.?f absoluta|  [DNC] | Exatidao

(ngg?) | 136.7) | 140.6) ng/mL ngmL™ i) I()r'\\lg(): (ng g7) (%)
200 123175 | 28692 4,29 18,47 | 1 | 18,47 50 924 184,71 92
200 124818 | 28606 4,36 18,77 | 1 | 18,77 50 939 187,72 94
200 125766 | 29358 4,28 18,43 | 1 | 18,43 50 922 184,32 92
200 122076 | 28653 4,26 18,50 | 1 | 18,50 50 925 184,97 92
200 121645 | 28759 4,23 18,36 | 1 | 18,36 50 918 183,63 92
200 136201 | 31865 4,27 18,56 | 1 | 18,56 50 928 185,57 93
200 132229 | 31313 4,22 18,33 | 1 | 18,33 50 917 183,33 92
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APENDICE 6 —- RESULTADOS DAS AMOSTRAS DE CONTROLE DE QUALIDADE (QC) PARA O ANALITO p-NA NA MATRIZ
PEITO DE FRANGO

Massa

Nivel deN PNA Anilina Razio Raziao amostra MS- Massa 5 —_
N° fortlflca_:;ao (242.9-> (198-> Area PNA/IS IS (ng) liofilizada Lio amostrain (ng o) PNA (ng g) Exatidao (%)

(ng g) 105.2) 105.2) () (%) natura (g)
1 500 241548 791928 0,30 11,30 500 2,50 25 10,00 50,00 565 113
2 500 225131 821066 0,27 10,16 500 2,50 25 10,00 50,00 508 102
3 500 447422 1150077 0,39 10,51 500 2,50 25 10,00 50,00 526 105
4 500 433355 1226801 0,35 9,55 500 2,50 25 10,00 50,00 477 95
5 500 495807 1249685 040 9,63 500 2,50 25 10,00 50,00 481 96
6 500 565872 1254917 0,45 10,94 500 2,50 25 10,00 50,00 547 109
7 500 713142 1152996 0,62 11,45 500 2,50 25 10,00 50,00 573 115
8 500 751781 1372975 0,55 10,11 500 2,50 25 10,00 50,00 505 101
9 500 463620 1309868 0,35 10,11 500 2,50 25 10,00 50,00 506 101
10 500 447458 1346476 033 9,49 500 2,50 25 10,00 50,00 475 95




