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Resumo

RESUMO

O uso do digluconato de clorhexidina (DGCH) na higienizagdo de
equipamentos e instalagdes na industria de alimentos e o interesse de aplicacio
deste produto para a descontaminacdo de carcagas de frango indicam a
necessidade da avaliagdo de residuos em alimentos. Um método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa, com par idnico e
deteccdo no UV foi desenvolvido para quantificagdo de DGCH em frango.
Também foi desenvolvido um método para a andlise de 4-cloroanilina (CA), um
dos produtos de degradacdo do DGCH, utilizando cromatografia gasosa-
espectrometria de massas (CG-EM). A sensibilidade e repetibilidade constatadas
para ambos métodos foram adequadas aos niveis encontrados nas amostras
tratadas com DGCH. Para a avaliagdo dos procedimentos desenvolvidos foram
efetuadas andlises em carcacas e cortes de aves tratados antes e apéds o
armazenamento ou processamento térmico. Os residuos de DGCH tiveram um
pequeno declinio durante o armazenamento a 5°C + 2 °C ou -20°C + 2 °C. Andlises
da musculatura de carcacgas tratadas e armazenadas sob refrigeracdo, mostraram
que o DGCH praticamente nao ultrapassou a barreira da pele. Baixos niveis de CA
foram encontrados na pele de amostras tratadas com o sanitizante. Na avaliagéo
do processamento térmico, constatou-se que a fritura deu origem a niveis mais
elevados de CA, seguida por cocgao em forno convencional. Os niveis de CA
permaneceram praticamente iguais aos iniciais apdés a cocgdo em panela de
pressao. Em vista dos resultados obtidos e, considerando o potencial toxico da
CA, sugere-se que os dados gerados por este estudo sejam considerados para a
avaliagao do uso do DGCH como sanitizante.

Xvii



Summary

SUMMARY

The use of the antimicrobial agent chlorhexidine digluconate (CHDG) in the
sanitization of food industry equipments and installations, and the interest on its
application to the decontamination of poultry carcasses indicates the need to
determine its residue in foods. An ion pairing HPLC - UV analytical method was
developed to measure CHDG residues in poultry meat. Also a method using GC-
MS was developed to quantify 4-chloroaniline (CA), one of the CHDG degradation
products. The sensitivity and repetibility achieved by both methods were suitable
to the levels founded in the samples. The analysis of treated carcasses showed a
decrease of the residues of CHDG during storage at 5°C + 2 °C or -20°C + 2 °C.
Analysis of the muscular tissue after refrigerated storage showed that CHDG
practically did not cross the skin barrier. Low levels of CA were detected in the
CHDG treated samples. Frying treated carcasses resulted in higher levels of CA in
the skin, as compared with conventional oven cooking. Pressure-cooking had
practically no effect on the initial CA level. In view of these results and considering
the toxic potential of CA, the data generated in this study should be taken in to
account in the evaluation of the use of CHDG as poultry carcasses sanitizing
agent.

XV1il
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INTRODUGAO GERAL

O Brasil figura entre os maiores produtores mundiais de came de aves,
com 5526 mil toneladas de carcagas produzidas no ano de 1999 e projecéo de
5921 mil toneladas para o ano 2000. Estima-se que 84,7% desta producdo serédo
destinados ao consumo interno e 15% destinados & exportagdo [76].

O controle da deterioragdo consiste num dos principais desafios para a
industria de aves no aspecto tecnoldgico. Condigdes especificas sdo necessarias
para o armazenamento, fransporte e distribuicdo de produtos altamente
pereciveis. Produtos de origem animal podem conter microrganismos
deterioradores e patogénicos, sendo que a contaminagdo pode acontecer ao longo
de toda a cadeia produtiva, na etapa de industrializagdo e também na
comercializacg&o.

Problemas com a contaminacéo em avicultura podem ter inicio nas granjas
que produzem matrizes e ovos destinados aos produtores. A criacdo com um
maior adensamento populacional, adotada nas granjas que fornecem aves para o
abate, reduz consideravelmente o custo de produgio, mas também aumenta o
risco do aparecimento e propagagéo de varias doengas.

A contaminag@o de carcagas, inclusive com microrganismos patogénicos,
pode ocorrer durante o processamento das aves nos abatedouros. Bactérias
presentes na pele, penas, trato respiratério e gastrintestinal podem ser
disseminadas através dos equipamentos utilizados nas etapas de escaldamento,
depenagem, evisceragao, e resfriamento.

Os sanitizantes foram introduzidos com a finalidade de minimizar a
contaminacéo das carcagas e, com isso, aumentar a vida Gtil do produto e a
seguranca dos consumidores. Dentre os agentes quimicos utilizados em
abatedouros de aves, destacam-se os produtos a base de cloro, iodéforos, acidos

organicos e a combinacéo de perdxido de hidrogénio com o acido acético.
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O digluconato de clorhexidina (DGCH), uma bi-guanida sintética
amplamente utilizada na area médica e farmacéutica, tem sido avaliada como uma
alternativa para os sanitizantes disponiveis no mercado. Resultados preliminares
mostraram que carcacas de frango tratadas com DGCH e mantidas sob
refrigeragéo tiveram um aumento significativo na vida-de-prateleira. A eficacia e o
amplo espectro de acéo podem ser comparados aos sanitizantes autorizados para
o0 uso em abatedouros, como o cloro e os acidos organicos. Excetuando-se
estudos pioneiros realizados no Brasil, ndo foram localizados relatos da aplicagao
direta do DGCH em alimentos. Tendo em vista os resultados positivos em
abatedouros de aves, o Ministério da Agricultura inicialmente autorizou o uso
deste sanitizante para a pulverizacdo de carcagas. Entretanto, esta permisséo foi
revogada posteriormente, tendo em vista a falta de informacgdes toxicoldgicas e de
dados referentes a possiveis residuos no alimento. Com base nestas
informacgdes, estima-se que a populagao brasileira pode ter consumido carcagas
tratadas com o DGCH por um periodo superior a dois anos.

Apesar da baixa toxicidade do produto, € imprescindivel o conhecimento
dos niveis residuais aos quais 0 consumidor sera exposto. Além disso, sabe-se
que, em condicGes adversas, a clorhexidina pode sofrer degradagdo, dando
origem a diversos produtos com caracteristicas diferentes da molécula original.
Um dos produtos de degradagédo é a 4-cloroanilina (CA), que é potencialmente
mais toxica e apresenta evidéncias de mutagenicidade e carcinogenicidade. Nao
existem estudos a respeito da degradagdo da clorhexidina durante o
processamento de um alimento tratado, onde diversos fatores como pH,
temperatura e atividade de agua podem interferir nas reagcdes quimicas. Também
nao se encontram disponiveis pesquisas quanto a possiveis interacées da
clorhexidina com componentes dos alimentos.

Em virtude dos empregos tradicionais do DGCH, a literatura descreve
somente métodos para sua determinagdo em produtos farmacéuticos, sangue e
urina. Nao existem métodos analiticos apropriados para a identificacdo e
quantificacdo do DGCH em alimentos para consumo humano ou animal. Além
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disso, faltam informag6es sobre o comportamento deste sanitizante em diferentes
condi¢cdes de armazenamento.

Tendo em vista os pontos acima destacados, torna-se necessario o
desenvolvimento de métodos para a determinacéo de residuos do DGCH e de CA
em carcacas de aves fratadas e posterior andlise dos mesmos durante o

armazenamento e apos o processamento térmico dos alimentos.

O presente trabalho teve como objetivos o desenvolvimento de métodos
analiticos para quantificar residuos de DGCH e seu produto de degradacdo, CA,
em amostras de tecidos de aves. Para a avaliagdo dos métodos foram feitas
determinagdes de residuos em aves tratadas com DGCH no abatedouro. Além
disso foram efetuadas analises de DGCH em amostras de came de frango
durante o periodo de armazenamento sob refrigeragdo e congelamento. A
degradac&o do DGCH foi avaliada pela determinagdo dos residuos de CA apos
os processamentos térmicos normalmente empregados na preparagéo de carne

de aves.
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Capitulo 1

1. Processamento industrial de aves

As aves vivas chegam aos abatedouros e aguardam nas plataformas de
recepcdo em galpdes ventilados até a entrada na planta de processamento. O
processo comega pelo abate, que consiste nas etapas de insensibilizacdo ou
atordoamento e sangria, que pode ser manual ou mecanica. A seguir é feita a
escaldagem, que serve para completar o processo de liberagdo das penas. Utiliza-
se agua com temperatura entre 52 e 54°C e a imersao por 1,5 a 2,5 minutos. Na
etapa de depenagem, um equipamento que possui um conjunto de cilindros com
dedos de borracha faz a remocéo mecanica das penas. O processo seguinte € a
evisceracdo, que inclui a remocdo de pés, pescogco e cabeca. Nesta etapa sdo
feitas a extracdo da cloaca, a abertura do abdome, a eventragéo, a inspe¢ao, a
retirada das visceras, extragdo dos pulmbes e a toalete (remocdo de papo,
traquéia e es6fago remanescentes). A seguir, as carcagas sdo lavadas interna e
externamente para a remogao de fragmentos de visceras, membranas e sangue.
Na seqléncia a carcaca passa pelas etapas de pré-resfriamento (10 a 18°C) e
resfriamento (0 a 1 °C) em tanques de imers&o com agua tratada com cloro. A
temperatura das carcacas apos o abate € reduzida lentamente no pré-resfriamento
e rapidamente no resfriamento, que tém como objetivos a redugéo da temperatura,
lavagem e a reidratacdo, evitando a proliferagdo de microrganismos € a
deterioragdo das carcacas. Posteriormente, as carcacas passam pela etapa de
gotejamento, seguindo penduradas pelas asas ou pescog¢o durante um tempo que
varia de 2,5 a 4 minutos para a drenagem da agua aderida. Apos a classificagdo
das carcagas, estas sao encaminhadas para a separagdo em partes ou
acondicionadas inteiras em embalagens plasticas [7,89].

2. Modificagoes quimicas em came de aves

Modificacées quimicas que ocorrem na carne de aves apds o abate,
durante o armazenamento ou processamento térmico podem alterar as
propriedades tais como a absor¢cdo de agua, coloracao, rigidez muscular e ainda

na interag@o entre os tecidos e produtos adicionados as carcagas [3].
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O pH no musculo, que & praticamente neutro quando a ave esta viva,
diminui para valores entre 5,6 e 5,8 , seis a oito horas apds o abate [107].

A composi¢cao quimica de musculo, pele e musculo com pele obtidos de
cortes de peito e coxas foi avaliada antes e imediatamente apds o congelamento a
-40°C e também durante o armazenamento a —18°C durante 6 meses. O processo
de congelamento ndo afetou a umidade, mas levou a uma redugéo de 6,14% e
10,83% do teor de proteinas de coxa e peito, respectivamente. O pH e o indice
do acido tiobarbitdrico (TBA) nao foram significativamente alterados [1].

Diferentes tipos de processamento térmico afetaram as nucleopurinas
presentes na came de aves. A perda dos componentes foram, em ordem
decrescente, afetadas pela coccdo com pressdo, cocgdo simples, cocgcdo com
microondas, fritura e assado em forno [45].

3. Contaminac¢ao em aves e produtos derivados

A contaminac@o das aves e seus produtos pode acontecer em diferentes
etapas, desde a granja até o consumidor. Os ovos que s&o incubados para gerar
matrizes e as aves destinadas ao abate podem j& conter microrganismos
adquiridos nos ovarios e ovidutos durante sua formagao [55]. Microrganismos das
fezes, solo, ar e dos equipamentos podem contaminar a casca, sendo importantes
fontes de contaminagdo dos ovos, que podem persistir apés sua eclosdo e
permanecer até a fase adulta das aves [62]. Apds a eclosdo dos ovos, outras
fontes adicionais de contaminagéo devem ser consideradas, entre elas, a agua, a
racao e insetos [15, 63], tornando bastante dificil o controle em locais com area
extensa e grande densidade populacional. Também o estresse que ocorre
durante a criacdo e o transporte de animais pode ser um dos fatores responséaveis
por elevada carga microbiana, cuja origem ndo é totalmente conhecida [74].

No processamento industrial de aves os riscos de contaminacgédo ainda séo
bastante significativos. As aves chegam aos abatedouros e acabam trazendo

microrganismos aderidos na superficie da pele, pés e penas, além daqueles
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presentes no trato gastrintestinal [71]. Através da contaminagdo cruzada,
conhecida também como disseminagéo carcaga-a-carcaga, um lote contaminado
pode comprometer os demais [70,73]. Falhas na higienizacso de equipamentos e
a manipulacdo inadequada das carcacas sdo fatores importantes que podem
comprometer a qualidade do produto final [85, 100]. O desenvolvimento
microbiano em aves e seus produtos é favorecido pela disponibilidade de
nutrientes e agua, pH e, frequentemente, pela temperatura e demais condicées de
armazenamento [104].

A deterioracéo das carcacas pode ser promovida por um grande nimero de
microrganismos. Os géneros Acinetobacter, Moraxella, Pseudomonas,
Flavobacterium, Corynebacterium, Micrococcus, Staphylococcus, Bacillus, alguns
representantes da familia Enterobacteriaceae, além de certas espécies de bolores
e leveduras, podem estar presentes nas aves vivas e ter acesso as plantas de
processamento. A composi¢do desta microbiota inicial vai sendo modificada nas
diferentes etapas do processamento e durante o armazenamento, devido a
alteracGes de temperatura, pH, modificagdes na estrutura das barreiras naturais e

alteracdes bioquimicas dos tecidos [67].

Os alimentos de origem animal tém sido frequentemente identificados como
veiculos de infecgbes e surtos de doengas em humanos [5,78]. As salmonelas,
que também podem estar presentes durante a formacdo dos ovos, além de
patbgenos de outros géneros como Listeria, Clostridium, Staphylococcus,
Streptococcus, Proteus, Pseudomonas e Campylobacter, estdo geralmente
associados com a contaminacdo de aves e a disseminacdo durante o seu
processamento [43, 67]. Estes microrganismos reconhecidamente podem
comprometer a qualidade do alimento e a saude do consumidor.

Tendo em vista o aumento dos relatos de infecgbes por Salmonella
associados a aves e produtos derivados, SOCKETT [97] sugeriu que uma reducio
da contaminagdo das aves poderia diminuir indiretamente a ocorréncia destas
doencas em humanos. Segundo o autor, a incidéncia das salmoneloses esta
relacionada a fatores intrinsecos e extrinsecos. No primeiro grupo de fatores estao
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a qualidade microbioldgica dos alimentos e os modos de preparagao dos mesmos.
Os fatores extrinsecos sdo aqueles que podem aumentar os efeitos decorrentes

dos intrinsecos, como € o caso do controle de temperatura.

A maioria das doencas de origem alimentar € causada por microrganismos
que contaminam a planta ou animal nos estagios iniciais do cultivo/criacdo ou
decorrem da recontaminagdo dos alimentos nas etapas de manipulacdo ou
processamento. Medidas para o controle devem incluir a prevencdo da
contaminagdo dos alimentos pelos cuidados com a higiene nas diferentes etapas,
aplicacédo de técnicas para prevenir o desenvolvimento dos microrganismos e a
producdo de toxinas, a eliminagdo dos microrganismos j& instalados e a
integracao de sistemas para controle microbiolégico e de higiene [96].

4. Descontaminacgdo de carcacgas

O problema da contaminagcédo em aves e produtos derivados requer uma
abordagem em varios niveis, que vdo do aprimoramento das condicdes de
higiene, educagdo das pessoas envolvidas com a manipulacdo de alimentos até a
descontaminagao das carcagas [78,110].

Varias estratégias tem sido empregadas para melhorar a qualidade das
carcacas durante o processamento industrial, inclusive alteracbes em
equipamentos e processos. O resfriamento de carcagas por imersdo e por meio do
ar foram avaliados por GRAW ef al. [46]. Os resultados mostraram que o processo
de imersao promoveu uma redugdo da contagem bacteriana nas partes externas
das carcagas, mas ambas as técnicas foram ineficazes para descontaminacéo da
cavidade visceral.

A lavagem das carcagas com agua faz parte do processo industrial e visa a
remocao fisica de restos de tecidos e 6rgdos, além dos microrganismos presentes
nas partes externas. A utilizacdo de imersdo associada com o ultra-som tem sido
uma alternativa para auxiliar a reducdo da microbiota aderida na cavidade
abdominal e superficies das carcagas [6].
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O controle das bactérias patogénicas e deterioradoras e 0 aumento da vida-
de-prateleira das carcagcas podem ser conseguidos através do uso de irradiagdo.
Embora eficiente, esta técnica requer investimentos significativos em
equipamentos, treinamento de pessoal e ainda encontra restrigbes na legislacdo
de alguns paises [112].

4.1 Sanitizantes

Produtos quimicos com propriedades antimicrobianas, designados como
sanitizantes, tém sido utilizados para aumentar a vida util das carcacas,
controlando microrganismos deterioradores e também os patogénicos. Segundo
Marel et al. [68], os sanitizantes devem ser efetivos, sem alterar as caracteristicas
organolépticas da carne e ndo podem deixar residuos que sejam prejudiciais a
saude do consumidor.

Além do cloro nas suas diferentes formas, incluindo o diéxido de cloro [66,
43], outros sanitizantes tém sido avaliados para utilizacdo em abatedouros de
aves. Neste grupo podem ser destacados o fosfato trissddico [74], ioddforos,
quaternarios de amoénia [53], acido peracético [30 ] e acidos organicos como o
aceético e latico [112].

Uma reducdo significativa da contagem de mesdfilos e psicotrofilos foi
conseguida com a utilizagdo de 18 a 25 ppm de cloro ativo na agua utilizada na
lavagem das carcacgas e no “chiller” [69].

Em um estudo comparativo foram testadas diferentes concentragées de ac.
benzdico, acido p-hidroxibenzdico, glucono-delta-lactona, glutaraldeido, acido
succinico, sulfito de sddio, peroxido de hidrogénio, sorbato potassio + acido citrico,
cloro e ozbnio. Ap6s tratamento por imersdo durante 15 a 20 minutos as
carcagas foram avaliadas quanto a eliminagdo das salmonelas e alteragdes na
aparéncia, odor e sabor. Apenas o sulfito de sédio foi eficiente para eliminar as
salmonelas sem promover alteracées organolépticas adversas [30].
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Os acidos organicos e seus sais, utilizados para a descontaminacéo
superficial, podem promover um aumento significativo na vida-de-prateleira da
carne de aves. Entretanto, a eficiéncia € dependente da natureza e concentragdo

do acido, bem como da temperatura de armazenamento [108].

Produtos a base de iodo, cloro, peroxido de hidrogénio combinado com &c.
acético, digluconato de clorhexidina e biguanidas poliméricas foram avaliados
comparativamente quanto a capacidade de redugdo dos microrganismos
deterioradores. Constatou-se que o DGCH foi um dos produtos que teve maior
efetividade, ao lado dos compostos clorado e ioddforo, aumentando a vida Util
de carcagas para 9 dias a 5°C+ 1°C . Os demais sanificantes permitiram o
armazenamento refrigerado por um periodo entre 6 e 8 dias [67].

4.2 Clorhexidina

4.2.1 Propriedades quimicas e estabilidade

A clorhexidina, uma bis-biguanida (Figura 1), € quimicamente conhecida
como 1,1’-hexametileno-bis[S5-(4-clorofenil)biguanida] e tem sido utilizada como
antisséptico de pele e superficies (material cirdrgico, mesas e equipamentos
hospitalares) desde 1953 [14].

9 ?
So—C Co-¢
HOw WOH HOM WOH
HO OH HO  ©OH

Figura 1 - Estrutura do digluconato de clorhexidina
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E uma base forte que forma sais com facilidade, os quais tem sido utilizados na
formulagao de varios produtos farmacéuticos. Em &cido forte pode suportar até
quatro cargas positivas; entretanto, s6 foram determinados dois valores para pK. ,
22e103.

Segundo a BRITISH PHARMACOPOEIA [13] s&o reconhecidos oficialmente
trés sais da clorhexidina: o dihidrocloreto, o diacetato e o digluconato, embora
também sejam relatados na literatura produtos formulados com o fosfanilato de
clorhexidina [38]. O sal mais utilizado é o digluconato, extremamente soltvel em
agua, comercializado em forma de solugdo aquosa 20%.

A degradagédo do DGCH durante a autoclavagem de solucdo 0,02% foi
menor em pH 4,7 (0,13%) do que em pH 9,0 (1,56%) [56]. A formagdo da CA foi
observada quando solugbes de acetato de clorhexidina a 0,01% foram
autoclavadas a 115°C/30 min, mas n&o sob aquecimento a 100°C/30 min.
(NORTON, citado por REYNOLDS & PRASAD [86]).

Solucdes de clorhexidina autoclavadas escureceram quando expostas a
luz solar acondicionadas em polietileno ou polipropileno, mas ndo quando
armazenadas em vidro. O DGCH mostrou-se mais susceptivel 8 decomposi¢ao do
que o acetato correspondente [29]. KOHLBECKER [60] detectou residuos de CA
em solucdes comerciais de clorhexidina (0,2%) apds armazenamento por 6 meses
sob diferentes condigdes de luz e temperatura, sendo que o Ultimo fator mostrou

ter maior influéncia na degradacao.
4.2.2 Atividade antimicrobiana e aplicagoes

Os resultados obtidos por DAVIES et al. [23] evidenciaram a atividade
bactericida e bacteriostatica dos sais diacetato e dihidrocloreto de clorhexidina. Os
produtos foram eficientes contra as formas vegetativas de bactérias gram-positivas
e negativas, mas nao tao eficiente contra esporos bacterianos. Também foi
constatada a baixa toxicidade por via oral em animais de laboratério e ndo foi
observado o desenvolvimento de resisténcia nos microrganismos avaliados. Sua
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acao bacteriostdtica é atribuida a danos na membrana, com perda de

constituintes celulares e inativagdo enzimatica.

Embora a atividade antimicrobiana da clorhexidina contra bactérias gram-
negativas tenha sido observada em solugdes bastante diluidas, para estafilococos
e anaerdbios esta atividade somente foi satisfatoria em diluicbes moderadas [64].
Em altas concentragdes a clorhexidina promove a precipitagdo das proteinas
celulares e acidos nucléicos, resultando na agéo bactericida [54]. A inativacdo do
virus HIV “in vitro” [48] € um dos exemplos que demonstra o amplo espectro de
acao do DGCH, apesar de outro estudo ter evidenciado pouca eficiéncia como
preventivo para infecgbes ligadas ao parto [90].

Produtos veterinarios contendo DGCH tem sido aplicados para higienizagao
de tetas de vacas leiteiras. A contagem dos esporos de Clostridium teve uma
reducao de até 22% em relagdo ao grupo controle quando foi utilizada solucdo de
clorhexidina para a higienizacdo antes da ordenha [20, 32]. A adigdo de
clorhexidina em produtos mastigaveis para auxiliar a higiene bucal de caes foi
relatada por RAWLINGS ef al. [84]. Estudos desenvolvidos com Streptococcus
bovis e microrganismos responsaveis pela fermentagdo ruminal mostraram que o
diacetato de clorhexidina pode ser utilizado como aditivo de racdes destinadas a
ruminantes [4].

As aplicagbes da clorhexidina na area médica e farmacéutica tém sido
bastante diversificadas e incluem, por exemplo, a descontaminagéo de superficies
em salas cirdrgicas [54], a formulagdo de produtos para higienizacdo das maos
[16], pomadas para queimaduras [14], solu¢cdes oftdlmicas e para lentes de
contato [87]. As propriedades antimicrobianas também foram utilizadas no
tratamento de afecgbes oculares [61], como preventivo de infeccdes apds
introduc@o de dispositivo intra uterino (DIU) [40] e para a desinfecgdo da pele

antes de intervengdes cirlrgicas invasivas [102].

A clorhexidina tem sido destacada como referéncia entre os agentes anti-
placa e produtos empregados para o tratamento de gengivites. Devido a sua
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caracteristica di-catiénica, pode ligar-se & superficie dos dentes levando 2
persisténcia de suas propriedades bactericida e bacteriostatica [57]. Dentre as
inumeras aplicagdes em odontologia destaca-se 0 seu uso em dentifricios [94],
colutdrios [47, 50, 51], solugbes para a irrigacdo em tratamentos de canal [108] e
produtos para o tratamento de infecgdes periodontais [91].

4.2.3 Aspectos negativos

Muitos dados foram gerados a partir da utilizacdo da clorhexidina, iniciada
na década de 50. Sem duvida alguma os relatos de beneficios encontrados sdo
muito maiores que os dos efeitos adversos associados a utilizacdo dos diferentes
sais desta biguanida. Apesar disso, todos os aspectos precisam ser
considerados para a avaliagdo imparcial de um produto proposto como
coadjuvante de tecnologia de fabricagéo.

A selecao de bactérias gram-negativas, promovida por biocidas catiénicos,
pode estar associada a resisténcia a alguns antibiéticos, devido a uma provavel
modificacdo na membrana. A resisténcia de estafilococos, mediada por
plasmidios responsaveis pela resisténcia multipla, também pode decorrer do uso
de compostos quaternarios de amonia e clorhexidina [92].

TATTAWASART et al. [99] constataram o desenvolvimento de resisténcia
ao diacetato de clorhexidina e cloreto de cetilpiridinum em Pseudomonas stutzeri.
Esta alteracdo foi decorrente de modificagdes ocorridas na membrana dos
microrganismos. Também foi observado o aumento de resisténcia destas
bactérias a alguns antibidticos, com variacbes dependentes das linhagens
avaliadas.

Embora em numero reduzido, relatos de anafilaxia apds a exposicéo a

clorhexidina através das mucosas ou pela utilizagéo de catéteres tratados com o

anti-séptico, foram descritos na literatura [81].
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HASE et al. [50] avaliaram o uso de uma solucao a 0,2% do DGCH para o
combate da placa e gengivite. O teste mostrou uma reducao de 38% e 22%,
respectivamente, em relagéo ao teste com placebo. Entretanto, foram relatados
casos de perda temporaria da sensibilidade da mucosa oral e alteragées no
paladar apbs o uso da solugéo por sessenta segundos, duas vezes ao dia durante
dois meses. Em outra avaliagdo do uso de colutdrio contendo 0,12% de DGCH por
4 dias constatou-se a diminuicdo da percepg¢do do sabor salgado do cloreto de
sodio; porém, o paladar para substancias amargas, como quinino, ndo foi afetado
[51].

O escurecimento dos dentes e mucosas notado apds o uso de colutério
contendo clorhexidina ocorre devido ao carater catiénico da molécula, que pode
precipitar ou ligar-se a cromogenos anidnicos presentes em alimentos e bebidas
[2, 65].

4.2.4 Utilizagdao em alimentos

Na industria de alimentos a clorhexidina tem sido empregada
principalmente como produto sanificante para instalagées e maquinas [33].

O uso do DGCH foi avaliado para o controle de bactérias e mofos na
salmoura e na casca de queijo curado [37]. Os resultados foram favoraveis ao uso,
porém foi recomendada a introdugéo de intervalos regulares sem a aplicagéo do
produto, para evitar a selegdo da microbiota.

Um controle eficiente do fungo Penicillium expansum, causador da podridao
em magas, foi conseguido pelo tratamento pés-colheita com solugées de DGCH
[93].

MACHADO [67] concluiu que a agdo antimicrobiana do DGCH foi maior que
a de produtos a base de cloro ou biguanidas poliméricas, estendendo a vida util
de carcagas de frango para 9 dias em temperatura de 5 °C + 1, apesar de 100%

delas estarem contaminadas com coliformes fecais.
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DELAZARI et al. [26] avaliaram a eficiéncia da lavagem com uma solucao
0,1% de DGCH na descontaminagdo de came bovina, previamente inoculada
com Escherichia coli O 157:H7. Foi constatada uma reducéo da contaminacao da
ordem de 5 log UFC/cm? em relagéo ao grupo controle. A eficiéncia foi maior no
tecido muscular e gordura do que nos tecidos conectivos.

Inicialmente, o DGCH foi utilizado apenas como desinfetante de
instrumentos, instalagdes, equipamentos e superficies. A Autorizacdo de Uso de
Produto (AUP) N° 184/93 [9] conferida pelo Ministério da Agricultura
Abastecimento e Reforma Agréria, estendeu a aplicagdo para a pulverizagdo
direta de carcacas de frango, suinos e bovinos. Posteriormente, esta modalidade
de aplicagao foi revogada e o pedido de registro indeferido pela Portaria 264 de
13/10/95 [10]. Os motivos alegados foram a possibilidade de residuos no produto
final, auséncia de informagdes toxicoldgicas e a possibilidade de mascarar falhas
no processo tecnoldgico, no que se refere aos valores microbiolégios. A AUP N°
255/99 [11] regulamentou o uso do DGCH para desinfecdo de equipamentos,
instalagcbes e bragos/maos de operadores em industrias que manipulam produtos
de origem animal (matadouros, laticinios, industria de pescado e afins).

4.2.5 Aspectos toxicolégicos

A baixa toxicidade da clorhexidina ja foi destacada nos primeiros estudos
realizados por DAVIES ef al. [23]. A DLsg oral em camundongos, segundo
FOULKES [34], € de 1800 mg/kg p c.. A dose de 22 mg/kg p.c., por via
endovenosa, foi estabelecida como a DLsy correspondente. Nos testes de
toxicidade com duracéo de 24 meses, foram administradas doses de 125 mg/kg p
c. da base livre para machos ou 158 mg/kg p c. da base livre para fémeas.
Nenhuma manifestagdo de toxicidade ou aparecimento de tumores foi observado;
apenas relatou-se o surgimento de células gigantes nos nodulos linfaticos
abdominais.
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PEREIRA [79] determinou a DLsp de 550 mg/kg p.c. de DGCH por via oral
para camundongos. A administracdo “ad fibitum’ de solugdo 0,02% em
bebedouros, durante 14 semanas n&o prejudicou o desenvolvimento e a
fecundidade de camundongos machos e fémeas. Apesar do nimero de filhotes
ter sido menor no grupo controle, ndo foram constatados efeitos teratogénicos nos
filhotes até 20 dias depois do nascimento.

WINROW [111] efetuou estudos com clorhexidina marcada com '*C e
concluiu que a absorgéo pelo trato gastrointestinal é pequena, tendo a molécula
afinidade pelas mucosas. A clivagem metabdlica foi considerada minima, nao
tendo sido evidenciada a formac&o de CA.

DOUB et al. [31] identificaram 11 componentes resultantes da degradacéo
da clorhexidina. Um destes produtos, a CA, tem sido apontada como responsavel
pela indugdo de anemia, devido a formagdo da metahemoglobina [18]. Efeitos
carcinogénico e mutagénico também tém sido atribuidos & p-cloroanilina [19].

Em uma pesquisa realizada por van MAANEN et al. [106] foi constatada a
reducdo na guantidade de nitrosaminas na saliva e urina apés o uso de um
colutdrio a base de clorhexidina. Neste estudo foi fornecida uma dieta composta
de vegetais ricos em nitratos (alface ou espinafre) e derivados de peixes contendo
altos niveis de aminas, 2 vezes ao dia, por um periodo de 4 dias. Voluntarios
utilizaram um colutério contendo clorhexidina apés a alimentag@o, sendo que no
grupo controle nao havia componentes antissépticos no produto utilizado. O
consumo destes alimentos resultou em aumento significativo das nitrosaminas
excretadas, entretanto, a higienizagdo da boca com o produto contendo
clorhexidina levou & inibicdo da formag&o de nitrosaminas carcinogénicas.
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4.2.6 Métodos analiticos

- Extracao e limpeza

Tendo em vista as propriedades quimicas especificas da clorhexidina,
poucas variagdes foram propostas para sua extracao.

GAFFNEY et al. [39] publicaram um procedimento para a andlise de
clorhexidina em amostras de urina, iniciando pela extragdo em cartucho de Cis,
seguida da elui¢do do analito com metanol.

Na maior parte dos métodos, a extragdo da clorhexidina das diferentes
matrizes € efetuada em meio alcalino, o que assegura que o analito vai estar nem

sua forma neutra, soluvel em solventes organicos.

Para a determinagdo de clorhexidina em sangue e urina, HUSTON et al.
[54] efetuaram a extragcdo com éter etilico em meio alcalino (NaOH 1N).
BROUGHAM et al. [14] optaram pela extracdo com cloroférmio contendo 2%
isopropanol, apos a alcalinizagdo com NaOH 2M, seguido da particdo reversa do
cloroférmio com acido sulfurico 0,005M.

Ao desenvolverem um meétodo para a andlise do nivel residual de
clorhexidina em saliva, PESONEN et al. [80] efetuaram uma particdo entre a
saliva alcalinizada com NaOH 4,5 M e acetonitrila. A fracdo orgénica foi separada
da aquosa apds a centrifugacdo. Nenhuma etapa de limpeza adicional foi
necessaria e a amostra foi diluida com tampéo fosfato de sédio pH 2,5, a fim de
proporcionar uma composicdo bastante proxima a da fase moével. TSUCHIYA et
al. [103] também desenvolveram um procedimento para determinacdo de
clorhexidina em saliva. A amostra inicialmente foi desproteinizada pela adicdo de
acido e a seguir injetada em cromatdgrafo liquido com detector de arranjo de
diodos e fase movel contendo pentanosulfonato como par iénico.
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A composi¢cdo da matriz ndo interferiu na quantificacdo do DGCH em
solugbes oftalmicas por CLAE em fase reversa. A interacdo do DGCH com
componentes da coluna cromatografica e dos recipientes onde foram
armazenadas as solugdes foi dependente dos ions presentes. As perdas do
analito foram maiores em solugGes contendo borato e menos acentuadas em
solugbes contendo cloretos, tiosulfato e edta [17].

- Andlise instrumental

Devido & natureza polar e idnica da clorhexidina, os métodos para
separacdo, identificagdo e quantificagdo utilizam com maior frequéncia a
cromatografia liquida. Todavia, a andlise de matrizes relativamente simples

também foi efetuada por outras técnicas.

Para a determinacéo de pureza da clorhexidina base, assim como dos sais
acetato, hidrocloreto e digluconato, a BRITISH PHARMACOPOEIA [13] indica a
titulacdo em meio ndo aquoso. O método preconiza a solubilizag&o da amostra em
acido acetico glacial e a titulagdo com &cido perclorico 0,1 N, utilizando o cristal
violeta como indicador. Para a determinagdo mais precisa do ponto final da
titulacdo € indicada a titulag&o potenciométrica.

A analise da clorhexidina em preparacdes farmacéuticas utilizando método
colorimétrico foi descrita por HOLBROOK [52]. Entretanto, a presenca de outros
componentes resultava em interferéncia nos resultados das analises.

A determinac&o de clorhexidina por cromatografia gasosa (CG) apresenta
a desvantagem de ser indireta, pois necessita de hidrélise para formar a CA, o que
impede a distingdo entre a CA previamente existente na amostra [54].

Algumas opg¢des de par idnico foram avaliadas para andlises por CLAE em
fase reversa de Cig com detector UV (230 a 260 nm). Os 4&cidos
heptanossulfénico, tolueno<4-sulfénico e  pentadecafluorooctandico  foram
considerados os mais eficientes; contudo, os sais contendo ions sddio tiveram
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influéncia negativa na separagdo cromatografica em coluna ODS 10u e fase
movel metanol-agua [54]. RICHARD et al. [87] descreveram um método por para
determinacdo simultanea de clorhexidina e p-cloroanilina em formulagdes
farmaceéuticas utilizando uma coluna uBondapak 10p (30 cm x 3,9 mm di). Foram
avaliadas fases moéveis com diferentes proporcées de metanol, tampao acetato de
sodio pH 4 e heptanossulfonato de sddio como par idnico. GAFFNEY ef al. [39]
utilizaram coluna cromatogréfica e composicéo de fase mével semelhantes, mas
empregando o acido pentadecafluorooctanéico como par iénico e com pH 5. A
fase movel utilizada por PESONEN et al. [80] foi composta por uma mistura
isocratica de acetonitrila e tampéo fosfato 0,1 M pH 2,5, incluindo 0,05M de
trietilamina e 0,005 M de &c. heptanossulfonico (35:65). A coluna empregada foi
uma LiChrospher® 100 5u (125mm x 4 mm di).

STEVENS et al. [98] desenvolveram metodologia analitica para a
determinacao de clorhexidina e seus produtos de degradagdo (CA, fenilbiguanida
e p-clorofenilbiguanida), em solugdes para lentes de contato. O método utiliza
CLAE-Cqg isocratica e detecgdo em UV em 220 nm. Foi ressaltada a necessidade
de adicionar 0,7% de NaCl as solu¢des padrao de DGCH, a fim de compensar a
interferéncia dos ions excipientes no mecanismo de associago e dissociacdo com
0 heptanossulfonato de sédio.

DOUB et al. [31] descreveram a determinacdo de 11 produtos de
degradacéo da clorhexidina em solugdes comerciais, utilizando CLAE, colunas
Nucleosil® Cyg (3 um) e Zorbax® RX-Csg (5um) e um gradiente nao linear de tampéao
acetato de amonio 0,1 M pH 5 e acetonitrila. A detecgdo foi feita em 230 nm.

HA & CHEUNG [47] estabeleceram um método para 6 produtos de
degradacéo, utilizando coluna de fase reversa polimérica, que ndo apresenta os
inconvenientes das colunas de fase reversa com suporte sdlido de silica, que

favorecem o aparecimento de picos com cauda.

A utilizacdo de uma coluna com fase estacionaria de poliestireno com
ligacbes cruzadas (5 p, 250 mm x 4,6 mm di) permitiu a avaliagéo do efeito do pH
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da fase movel (acetonitrila - acetato de sédio ou acido trifluoroacético) na
separagao dos picos da clorhexidina e CA. O emprego do detector de arranjo de
diodos também possibilitou constatar que a modificacdo do espectro de absorcdo
foi dependente do pH [41].

A eletroforese capilar em meio ndo aquoso foi utilizada na determinacéo da
clorhexidina em preparacdes farmacéuticas [8], tendo sido escolhido o metanol
para solubilizar a amostra de creme contendo o antisséptico. Segundo os autores,
analises em alimentos e fluidos biolégicos também podem ser viabilizadas pela
mesma técnica.

4.3 Produto de degradagido da clorhexidina: 4-cloroanilina
4.3.1 Propriedades fisicas e quimicas
Pertencente & classe das aminas arométicas substituidas (Figura 2), a CA

(CA) é insoluvel em agua fria, tem ponto de ebuligdo de 232°C e pressdo de vapor
a 20°C de 0,02 hPa [72].

NH,

Cl
Figura 2 - Estrutura da 4-cloroanilina
4.3.2 Ocorréncia e formagao
Aminas monociclicas aromadticas, ou derivados de anilina, sao

intermediarios na produgdo de borrachas, plasticos, espuma de poliuretano,
pigmentos, pesticidas e produtos farmacéuticos [25].
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A clorhexidina, produto antimicrobiano amplamente utilizado na industria
farmacéutica, pode dar origem & CA durante o armazenamento e o
processamento térmico [29, 57].

A CA foi identificada como produto de degradagdo de pesticidas dos grupos
fenil uréia e fenil carbamatos [59]. O diflubenzuron injetado em cromatégrafo
gasoso pode dar origem ao p-clorofenil isocianato, p-cloroanilina e 2.6-
difluorobenzamida. O p-clorofenil isocianato por sua vez, também sofre
degradacgéo e forma a p-cloroanilina [109].

A degradacdo do buturon, herbicida considerado como nao persistente no
solo, foi acompanhada durante sete estacdes climaticas, tendo sido encontrados
durante este periodo residuos de seu produto de degradagéo, a CA [21].

FREITAG et al. [35] aplicaram 'C 4-cloroanilina no solo e monitoraram
niveis residuias neste e nas plantas durante 3 anos. A radioatividade detectada
apos hidrolise na fragdo do solo insoltvel em cloroférmio foi identificada como
CA.

Residuos de CA foram extraidos do solo 16 anos apés a aplicacdo do
herbicida buturon (fenil uréia), utilizando extragdo supercritica com metanol.
Segundo SCHEUNERT et al. [95], esta persisténcia poderia ser explicada pela
formagéo de ligagGes covalentes com precursores dos acidos himicos presentes

no solo.
4.3.3 Aspectos toxicolégicos

As aminas aromaticas, classe a qual pertence a CA , tém sido alvo de
pesquisas na area de contaminantes ambientais e salde ocupacional. Estes
compostos e seus derivados substituidos s&o considerados perigosos devido a
sua toxicidade e carcinogenicidade ou pela possibilidade de conversdo em
compostos N-nitroso [19, 75].
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Devido a sua importancia toxicologica, a CA e outras aminas substituidas
foram incluidas, pela Comunidade Européia, na lista de poluentes prioritarios que

devem ser monitoradas em aguas ambientais [22].

Estudos toxicolégicos da CA em peixes (“zebrafish® Brachydanio rerio)
evidenciaram alteragbes celulares importantes. Foram observados disturbios na
compartimentalizagdo dos hepatécitos, decréscimo do nimero de peroxissomas e
fracionamento do reticulo endoplasmatico rugoso. Em trutas também foi
promovido o aparecimento de inclusdes nucleares, vesiculagdo e aumento das
mitocondrias [12]. A CA inibiu fortemente a sintese de DNA do Bacillus subtilis e
prolongou o processo de replicagdo do DNA, pela inativacdo da enzima DNA
polimerase | [77].

O sistema hematopoiético é o alvo da toxicidade da CA, que é considerada
carcinogénica para ratos e camundongos machos [18, 19]. Também foram
constatados os efeitos toxico e imunotéxico, dependentes da dose aplicada [58].

Apbs avaliagdes toxicologicas o Instituto Nacional do Cancer e o Grupo de
Avaliacdo do Cancer da Agéncia de Protegcdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA) classificaram a CA como mutagénica [24].

A legislagdo americana estabelece a tolerancia de residuos do inseticida
diflubenzuron em arroz e inclui seus metabdlitos 4- clorofenil uréia e CA. Os limites
estabelecidos para CA foram 0,02 pg/g para o arroz e 0,8 ug/g para arroz em
casca [105]. Estes limites foram baseados em informacdes toxicoldgicas e nas

evidéncias de carcinogenicidade obtidas em estudos desse composto.

Contrariando algumas evidéncias citadas, testes efetuados com S.
typhimurium TA98 e TA100 ndo constataram evidéncias de mutagenicidade ou
promutagenicidade da CA [82].

O risco associado ao consumo de CA pode estar relacionado & oxidacdo
das aminas na presenca de hemoglobina. As hemacias podem ser o sitio de
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bioativacdo de aminas aromaticas, levando & formacao de produtos N-oxi, que sao
potentes mutagenos e carcinégenos [44].

4.3.4 Métodos analiticos

Em virtude das cloroanilinas serem poluentes ambientais resultantes da
atividade industrial, diversas metodologias s&o descritas para sua analise em
agua. A determinagéo de 3-cloroanilina, 4-cloroanilina, 4-bromoanilina e 3-cloro-4-
metilanilina em matriz aquosa, incluindo urina, foi efetuada por CG. A analise foi
possivel apos a acetilagdo das amostras com anidrido acético em meio basico. A
seguir, uma segunda reacdo foi feita com o anidrido trifluoroacético, para a
obtenc&o dos diacil-derivados. Para esta analise foi selecionada a benzilamina
como padrao interno [49].

A analise de aminas aromaticas (o-toluidina, p-cloroanilina, e outras
anilinas) em aguas foi efetuada pela técnica de microextracdo em fase sélida
(SPME) e cromatografia gasosa — espectrometria de massas (CG-EM). Uma fibra
de 65 mm, com fase estacionaria carbowax divinilbenzeno, foi utilizada para a
adsorgao do analito. Alteragcdes de parametros como pH e concentracdo de sal
também foram avaliadas [75].

A extragdo seletiva de pequenas quantidades de aminas presentes em
agua foi feita em armadilha composta de carbono grafitizado, ligada em série com
uma resina de ftroca catidnica. Posteriormente a eluicdo dos analitos, a
determinacéo foi feita por CLAE em coluna Cis -DB 5p (250 x 4,6 mm di), fase
movel tampé&o fosfato - acetonitrila (64:36) e detector UV fixado a 240 nm [27].

COQUART & HENNION [22] desenvolveram um método onde a retencdo
das cloroanilinas, na sua forma neutra, foi feita pela passagem da agua em pré-
colunas de polimero apolar (PRP-1) conectado em série com outra pré-coluna
com resina de troca catidnica (BC-X8). As cloroanilinas foram a seguir eluidas da

coluna de troca catibnica e injetadas em cromatdgrafo liquido. A eluicdo da
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coluna de fase reversa foi efetuada com um gradiente agua-acetonitrila. Foram
utilizados detectores UV e eletroquimico para a quantificacéo dos analitos.

DJOSAN & FARAJ-ZADAH [28] descreveram um método para a
determinacdo de cloroanilina em agua utilizando derivagdo pré-coluna com
fluorescamina. O isolamento e a pré-concentragcio dos derivados foram efetuados
em coluna de extracdo em fase sélida de C1s e a determinagdo por CLAE-detector
de fluorescéncia (excitacéo a 395 nm e emissdo 495 nm). A coluna empregada foi
uma Spherisorb Cg e a fase movel tetrahidrofurano-agua-acido férmico (42:56:2).

A formag&o da CA e outras aminas aromaticas a partir do metabolismo ou
degradacéo de alguns pesticidas levaram ao desenvolvimento de métodos para
analises em alimentos e amostras de origem biologica. DE BALUGERA et al. [24]
descrevem uma técnica para analise da CA em mel utilizando extragcdo
solido/liquido prévia e CLAE-C1s com deteccdo amperométrica. A fase movel foi
acetonitrila- tampa&o citrato de sédio hidrogenofosfato pH 7 (30:70), com fluxo de
TmL/ min .

A extraca@o de CA, originada da degradacao do agrotéxico diflubenzuron em
matrizes vegetais, foi feita com acetonitrila. A seguir, para a eliminacdo de
possiveis interferentes, o extrato foi percolado através de um cartucho de
aminopropil. A determinagdo foi feita por CLAE com coluna Cs, com fase moével
composta de acetonitrila, metanol e agua (50:2:48) e detector de arranjo de diodos
[88].

RASMUSSEN et al. [83] fizeram a determinac&o de cloroanilinas em sabdes
bactericidas utilizando cromatografia de troca idnica e detecgdo em UV.

As técnicas “head space” - SPME e CG-EM foram associadas para a
determinagdo de aminas aromaticas (anilina, o-toluidina, 2-cloroanilina, 2,6-
dimetilanilina, 2,4,6-trimetilanilina) em urina, sangue e leite. Para cada tipo de
amostra foi necessario estabelecer condi¢bes especificas de temperatura, tempo e
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forca idnica da matriz a fim de otimizar a eficiéncia da adsorcéo dos analitos na
fibra de SPME [25].

A metodologia para analise de cloroanilinas e nitroanilinas em solo,
desenvolvida por FROMBERG ef al. [36], também utilizou as técnicas “head
space”-SPME” e CG-EM. Neste procedimento, foram empregadas fibras de
poliacrilato ao invés de polimetilsiloxano, descritas anteriormente nos métodos
para analise de agua. Foram relatados problemas de interferéncia do conteldo de

carbono organico da matriz, que impediu a quantificagdo dos analitos.

TRAINOR & VOROUS [101] descreveram um método para determinacéo
de CA por CG-EM, com ionizagédo quimica negativa apds derivatizacao.

A determinacdo de CA em esponja de uso cirurgico contendo DGCH
alcodlico foi feita por CG com detector de ionizagdo de chama. A simples extracdo
da amostra com 1-butanol promoveu a  precipitagdo da clorhexidina e
solubilizagdo do material da esponja, permitindo a analise da cloroanilina [42].
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DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA DETERMINAGAO DE
DIGLUCONATO DE CLORHEXIDINA EM CARCAGAS DE FRANGO
UTILIZANDO CLAE - PAR IONICO. AVALIAGAO DE RESIDUOS DURANTE A
REFRIGERAGAO E CONGELAMENTO.
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frangos.

RESUMO

O uso do digluconato de clorhexidina (DGCH) na higienizagcédo de
equipamentos e instalagdes na industria de alimentos e o interesse de aplicagcao
deste produto como sanitizante em carcagas de frango indicam a necessidade da
avaliacdo de residuos no alimento. Um método por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com pareamento de ions, incluindo extragéo com éter etilico em
meio alcalino, foi desenvolvido para determinagdo de clorhexidina em carne de
frango. A sensibilidade e recuperagdo média do DGCH em carcaga (75% - CV
10%), em pele (72% - CV 7%) e na musculatura (82% - CV 8%) foram
considerados adequadas aos propésitos do método. As analises de carcagas e
pele tratadas, mantidas refrigeradas ou congeladas, permitiu constatar que
ocorreu uma pequena redugéo nos niveis residuais de DGCH durante o periodo
de armazenamento. Como provaveis causas desta diminuicdo devem ser
considerados a interagdo com componentes polares da matriz, a perda juntamente
com os fluidos liberados dos tecidos durante o armazenamento refrigerado ou no
descongelamento de carcagas inteiras e a degradagéo da clorhexidina. A auséncia
deste sanitizante na musculatura apés o armazenamento refrigerado indica que
nas condicdes empregadas, o DGCH n&o atravessa a barreira da pele.
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HPLC - ION PAIRING DETERMINATION OF CHLORHEXIDINE
DIGLUCONATE IN TREATED POULTRY CARCASSES. ANALYSIS DURING
REFIGERATION AND FREEZING.

Key words: chlorhexidine digluconate, HPLC, poultry, carcasses.

SUMMARY

The use of the antimicrobial agent chlorhexidine digluconate in the
sanitization of food industry equipment and installations, and the interest on its
application to decontaminate poultry carcasses indicates the need to determine its
residue in food. An ion pairing HPLC - UV analytical method including an ethyl
ether extraction in alkaline medium was developed to measure clorhexidine
residue in poultry meat. The recoveries in carcasses (75% - CV 10%), skin (72% -
CV 7%), and muscular tissue (82% - CV 8%) were appropriate to the purposes of
the method application. The analysis of treated carcasses and skin, maintained
refrigerated or frozen showed a slight decrease of the initial levels during storage.
The interaction with polar components of matrix, the elimination with tissues fluid
during refrigerated storage, the unfreezing step of the whole carcasses, and the
degradation of the added chlorhexidine can be considered as the most probable
cause for the decrease. The absence of residue in muscular tissue after
refrigerated storage showed that the molecule practically did not cross the skin

barrier.
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1. INTRODUGAO

Carcacas de aves carregam microrganismos provenientes, na sua maioria,
da ave viva: penas, tegumentos cutaneos e trato digestivo [1, 8]. A reducdo da
carga microbiana das carcagas é feita com lavagens com &gua clorada ao longo
da linha de abate [23]. O resfriamento das carcacas em agua fria reduz a taxa de
multiplicacdo microbiana [25]. A utilizagdo de sanitizantes quimicos na agua de
resfriamento € um processo tecnolégico adicional para a diminuigdo da
contaminag@o microbiana das carcagas, aumentando sua vida de prateleira e
preservando a saude dos consumidores [23, 24]. Além do cloro, o Unico produto
atualmente aprovado no Brasil como coadjuvante de tecnologia para carcacas de
aves, € o fosfato trissédico dodecahidratado [2]. Outros compostos com
propriedades sanitizantes citados na literatura sdo os iodoforos, compostos
quaternarios de amonia, peréxido de hidrogénio, acido peracético, acido acético,
acido benzoico, acido citrico, acido latico e acido ascorbico [11, 13, 14, 26, 34].

A clorhexidina, uma bis-guanida com propriedades antisépticas
desenvolvida na década de 50, pode ser encontrada na forma de sais de
digluconato, diacetato e dihidrocloreto e tem varias aplicagbes na area médica,
veterinaria e farmacéutica [6, 19, 20, 28]. Resultados preliminares foram
promissores quanto ao emprego do digluconato de clorhexidina (DGCH) como
sanitizante para alimentos em geral [9, 14, 16, 23] e carcagas de frangos em
particular [31, 33].

Inicialmente, o DGCH foi utilizado apenas como desinfetante de
instrumentos, instalagbes, equipamentos e superficies. A Autorizacdo de Uso de
Produto (AUP) N° 184/93 [3] conferida pelo Ministério da Agricultura
Abastecimento e Reforma Agraria, estendeu a aplicacdo para a pulverizacdo
direta de carcacas de frango, suinos e bovinos. Posteriormente, esta modalidade
de aplicagao foi revogada e o pedido de registro indeferido [4], tendo em vista a
possibilidade de residuos no produto final, auséncia de informagbes toxicoldgicas
e a possibilidade de mascarar falhas no processo tecnoldgico, no que se refere
aos valores microbiolégicos. A AUP N° 255/99 [5] regulamentou o uso do DGCH
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para desinfecdo de equipamentos, instalagées e bragos/maos de operadores em
industrias que manipulam produtos de origem animal (matadouros, laticinios,

industria de pescado e afins).

FOULKES [15] determinou a toxicidade aguda (DLsp) da clorhexidina
administrada por via oral em camundongos, encontrando um valor de 1800 mg/kg
de peso corpéreo. RINDOM-SCHIOTT et al. [30] avaliaram os efeitos decorrentes
da utilizacdo diaria de um colutério contendo 0,2% de digluconato de clorhexidina
(DGCH), durante um periodo de 2 anos. Nao foram constatados efeitos
sistémicos ou locais nos voluntarios, para uma ingestao diaria de 4 a 6 mg de
DGCH por individuo.

As evidéncias da baixa toxicidade, aliadas a eficiéncia antimicrobiana,
levaram ao desenvolvimento de estudos para avaliar a aplicacédo do DGCH no
controle de microrganismos em diferentes alimentos. Resultados preliminares
mostraram que o uso de DGCH aumentou em 35% a vida de prateleira de frangos
resfriados [33].

Em um estudo comparativo entre produtos utilizados para
descontaminagdo de carcagas, constatou-se que o DGCH e outro produto a
base de iodo foram os mais eficientes, aumentando a vida utii de carcacas
refrigeradas (5°C +1°C) para 9 dias. Compostos contendo cloro, biguanidas
poliméricas e perdxido de hidrogénio combinado com acido acético possibilitaram
0 armazenamento por no maximo 8 dias [23].

O DGCH, quando empregado na salmoura para o tratamento de queijos
curados, também foi eficiente na redugdo da contagem de coliformes, fungos e
leveduras [16]. A utilizacdo de DGCH permitiu um controle eficiente do fungo
Penicillium expansum, responsavel pela deterioragdo em magas [31].

Diversas metodologias foram desenvolvidas para analise de DGCH em
produtos farmacéuticos [12, 19, 32]. HUSTON et al. [20] efetuaram analises em
sangue e urina fazendo a extragdo com éter etilico em meio alcalino. BROUGHAM
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et al. [7] optaram pela particdo com cloroférmio-2% isopropanol em meio alcalino,
seguido da extracdo para um meio aquoso fracamente acido. No procedimento
para analise em urina, publicado por GAFFNEY et al. [17], a amostra foi
percolada em cartucho de C1g € 0 DGCH eluido com metanol. Um método para a
analise do nivel residual de clorhexidina em saliva foi desenvolvido por PESONEN
et al. [27], onde pequenos volumes de saliva alcalinizada foram extraidos com
acetonitrila, que posteriormente foi separada da fragcdo aquosa por centrifugacéo.
Devido ao carater fortemente ibnico do DGCH, a maioria dos métodos utilizou
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa, com par idnico.
Foram avaliadas fases moéveis contendo os acidos pentadecafluorooctandico,
tolueno-4-sulfénico, heptanossulfénico ou o heptanossulfonato de sédio como
contra-ion [20]. A detecgao foi feita em comprimento de onda de 260 nm, ou em
220-230 nm quando o DGCH foi determinado simultaneamente com o produto de
degradacgao, 4-cloroanilina [17, 27, 29, 32].

A possibilidade da introdu¢cdo do DGCH na descontaminagé@o de carcacas
torna necessario o estudo dos niveis residuais deste sanitizante no alimento.
Apesar das informagées disponiveis indicarem a baixa toxicidade do DGCH, é
importante conhecer a contribuicao desta fonte adicional do xenobidtico e obter
informacdes para uma adequada avaliagdo toxicolégica da seguranca de uso do
produto. Todavia, ndo existem métodos apropriados para a determinagdo de
DGCH em tecidos animais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes

Hexano, acetonitrila, metanol grau CLAE (Mallinckodt), éter etilico P.A.
estabilizado com BHT (Carlo Erba), trietilamina, heptanossulfonato de sodio
(Aldrich), acido fosférico 85%, hidrogeno fosfato de dissodico, acido férmico 98%
PA (Merck) e agua desmineralizada em sistema Milli Q (Millipore). Digluconato de
clorhexidina solugéo comercial a 20 % (Laboratério Enila) e solu¢do padrdo 20%
(Aldrich).

51



Capitulo 2

2.2 Instrumentacao

O equipamento utilizado foi um cromatografo liquido (Varian LC Star),
equipado com bomba isocratica (9002), detector UV variavel (9050) e injetor
Rheodyne com loop de 120uL. As separagdes foram efetuadas em uma coluna
Rainin Microsorb MV RP18 (250 mm x 4,6 mm di; com particulas de Sum,
silanizada), sendo a temperatura mantida a 30°C com o auxilio do aquecedor de
coluna (Pharmacia s 5/20). A fase movel foi constituida de acetonitrila-tampao
(0,1 M NazHPO4-0,005M heptanossulfonato de sédio-0,05M trietilamina-acido
fosférico pH 2,5), na proporgao 33:67, com vazao de 1,0 mL/min.

2.3 Tratamento das amostras

Para conhecimento dos niveis residuais de clorhexidina apés tratamento
nas condicbes reais de operagdo nos abatedouros, desenvolveu-se um
experimento sob condigdes controladas. Utilizando uma solugdo comercial do
DGCH a 20%, foi preparada uma diluigdo aquosa na proporc¢ao 1:500, resultando
numa concentracdo final de 0,4g/L. Um volume total de 350L dessa solugéo foi
utilizado para tratar 38 carcagas, com um peso unitario médio de 1501g + 20g. As
carcacas utilizadas foram separadas da linha de produgido antes da etapa de
embalagem. O tratamento foi feito pela imersado total das mesmas na solugdo, por
cerca de 2 segundos. A seguir, estas foram colocadas em caixas plasticas
vazadas, ali permanecendo durante 20 minutos, para que o excesso da solugdo
fosse eliminado. As carcagas foram aleatoriamente reunidas em grupos
compostos por cinco unidades, cujos pesos variaram entre 7380 a 7680g e depois
embaladas em sacos plasticos. Paralelamente, cinco carcagas sem qualquer
tratamento foram embaladas da mesma forma para servir como amostra controle.

Para a avaliagcdo dos niveis residuais de clorhexidina em pele, foram
separados da linha de produg¢ao vinte e um cortes de peito com pele. As amostras
foram, a seguir, tratadas com a mesma solugé@o de clorhexidina 0,4g/L, também

utilizando imersé@o por 2 segundos. Destes cortes foram separadas as peles,
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incluindo seus anexos lipidicos, cujo peso unitario médio era de 92 +9g. A seguir,
as peles foram embalados em sacos plasticos, formando grupos de trés unidades,
que apresentaram pesos na faixa de 240g a 314g. As peles de outros trés cortes
de peito, sem qualquer tratamento, foram embaladas da mesma forma, para
utilizagdo como amostra testemunha.

2.4 Homogeneizagdo das amostras

Anteriormente @ homogeneizagéo das carcacas foi efetuada a remogéo
manual dos o0ssos e, apenas, a parte muscular e pele foram mantidas. Na etapa
seguinte a amostra foi passada duas vezes em moedor de carne e processada por
10 minutos em “cutter” (Hobart), até a obtencdo de um pasta homogénea.

2.5 Ammazenamento

2.5.1 Amostras refrigeradas

Parte das amostras de carcagas e peles foram tratadas no abatedouro e a
seguir homogeneizadas. O acompanhamento dos residuos foi feito apés 0, 2, 4, 6,
8 e 12 dias, a contar do dia do tratamento. Durante este periodo as amostras
foram mantidas em temperatura de 5 +2°C. As andlises em carcaca foram

efetuadas em triplicata e na pele em duplicata, utilizando o método desenvolvido.

Amostras de carcaca e pele tratadas foram armazenadas inteiras e
analisadas apos 6 e 11 dias de refrigeracdo (5°C +2°C). A homogeneizacdo
ocorreu somente no momento da analise. Outras 3 carcagas tratadas foram
armazenadas inteiras por 12 dias a 5°C +2°C. A seguir, a musculatura do peito foi
separada da pele e dos ossos, homogeneizada e analisada em triplicata, a fim de
verificar a migragdo da clorhexidina aplicada na superficie.
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2.5.2 Amostras congeladas

As amostras de carcacga tratadas foram congeladas (-20 °C +2 °C) inteiras
no mesmo dia do tratamento e analisadas apds 15, 30, 60 e 90 dias. As amostras
correspondentes a 15 dias de armazenamento foram mantidas congeladas depois
da homogeneizacao , para posterior analise apés 30, 60 e 90 dias. As demais

amostras permaneceram inteiras até o momento da analise.

2.6 Método analitico

Foram pesados 5g de amostra homogeneizada em um tubo de centrifuga
com capacidade para 50 mL e com tampa de polietileno. Adicionaram-se sobre a
amostra 200 uL de alcalase, mantendo-se o tubo a 45°C por 30 min, com agitagdo
intermitente. Apds a digestdo enzimatica foram acrescentados 2g de cloreto de
sodio, 15 mL de hidréxido de sédio 1N e 25 mL de éter etilico. O tubo foi mantido
sob agitacdo por 1h, em agitador modelo Wagner (30 ciclos/min). A seguir, foi
feita a centrifugac@o a 2000 rpm/10min e a fragdo superior foi recolhida em outro
tubo de 50 mL. Sequencialmente, foram adicionados outros 20 mL de éter etilico
ao primeiro tubo, que foi agitado por 1 minuto e centrifugado a 2000 rpm/10min. A
fracdo superior foi entdo separada e reunida com a anterior, descartando-se o
tubo com a fragdo aquosa inferior. O éter recolhido nas duas centrifugagdes foi
totalmente evaporado em fluxo de ar comprimido/50 °C, permanecendo apenas o
extrato lipidico. Ao tubo foram adicionados 20 mL de hexano, 30 mL de metanol e
200 pL de acido férmico. O tubo foi vigorosamente agitado por 1 minuto e deixado
em repouso durante 10 minutos em freezer (=20 °C). O hexano que permaneceu
na fase superior foi descartado e a fragdo inferior mantida. Este processo foi
repetido outras 2 vezes, utilizando 10 mL de hexano em cada particdo. A fracdo
inferior foi evaporada até a secura, com fluxo de ar comprimido/50°C. O residuo
foi dissolvido em 5 mL de fase moével, filtrado em membrana de 0,45 um e a
seguir injetado em cromatoégrafo liquido com detector UV (260 nm). Para amostras
de pele, cujo teor de proteina € baixo e o conteudo lipidico elevado, nao foi
necessaria a digestao com alcalase. O éter etilico, cloreto de sédio e o hidroxido

de sodio foram diretamente adicionados & amostra e o procedimento seguido sem
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qualquer outra modificagdo. A separacéo cromatografica foi efetuada em coluna
de fase reversa Cis silanizada (particulas de 5u, 250mm x 4mm di), com fase
mével composta de acetonitrila-tampdo (0,1 M  Na,HPO.-0,005M
heptanossulfonato de s6dio-0,05M trietilamina - pH 2,5 corrigido com acido orto-
fosférico P.A.), na proporgéo 33:67, com vazao de 1,0 mL/min.

A confirmacé&o da identidade foi possivel pela analise por CLAE — detector
de arranjo de diodos (bomba LC10AD, forno de colunas CTO 10 A, detector SPD
M10A fabricados pela Shimadzu), através da comparacao dos espectros de
absorbancia (190-400 nm) de picos com tempo de retencio equivalente ao padrao
de clorhexidina.

2.7 Avaliacao do desempenho do método

Para avaliagédo da metodologia foram feitas fortificagdes de amostras nao
tratadas, utilizando-se solugbes aquosas de DGCH. Amostras homogeneizadas de
musculatura do peito foram fortificadas com 1, 2, 4, 6, 8 e 10 ug/g de clorhexidina.
Amostras de carcagas inteiras homogeneizadas (musculatura e pele) foram
fortificadas com 1, 2, 4, 5, 10 e 20 pg/g de clorhexidina. A avaliagdo do método em
pele do peito foi feita com fortificagdes de 2, 4, 8, 10, 20, 40 e 80 pg/g de
clorhexidina. Para a avaliagdo estatistica dos dados foram utilizados andlise de
variancia e o teste de Tukey - Diferenga Minima Significativa, ao nivel de
significancia 5%.

2.8 Limites de detecgdo, quantificagao e precisdo do método

O limite de detec¢do do método (LD) foi determinado pela anélise de 8
repeticbes de amostras fortificadas com 1,0 pg/g de DGCH, de acordo com
procedimento descrito por DE BRUIN ef al. [10]. O desvio-padrdo da média dos
resultados foi multiplicado pelo valor de f de Student para uma confiabilidade de
99% segundo os graus de liberdade apropriados. Para 8 repeticbes e sete graus
de liberdade o valor t de Student tabelado € de 2,998. O limite de quantificacdo
do método (LQM) foi estabelecido com base em KEITH ef al. [21] e LONG &
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WINEFORDNER [22], que o definem como 10 vezes o valor do desvio padréo. A
precisdo do método foi calculada pelo coeficiente de variagéo (CV%), calculado a
partir das determinacbes de amostras de pele, carcaga homogeneizada ou
musculatura do peito, fortificadas em diferentes niveis com quatro repeticoes em
cada nivel. A quantificagdo foi feita por calibracdo externa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento do método

Um dos maiores obstaculos para o desenvolvimento de um método
apropriado para analisar residuos de DGCH em tecidos animais é o fato dos
mesmos serem sélidos e ricos em lipidios. As diversas metodologias que séo
descritas na literatura foram desenvolvidas em matrizes liquidas ou fluidas, onde a
extracao se inicia com uma partigdo liquido-iquido em meio alcalino.

Devido ao carater ibnico da clorhexidina, que interage com estruturas
polares da amostra sélida, a extragcdo da molécula na forma de digluconato exigiu
o emprego de solventes aquosos. A digestdo com a alcalase, uma
endopeptidase, foi capaz de promover a desnaturagédo das proteinas, tornando a
amostra mais fluida e com uma pequena quantidade de sdlidos de tamanho
reduzido. Esta enzima foi selecionada por sua eficiéncia, atividade em ampla faixa
de pH e temperatura, além de ser disponivel comercialmente. Na etapa seguinte,
a utilizagdo de hidroxido de sodio 1N, elevando o pH acima do valor de pK, 10,3,
[20], converteu a clorhexidina a sua forma neutra, solivel em solventes orgéanicos.
Para a extracdo da amostra digerida e alcalinizada foram avaliados o cloroformio,
cloreto de metileno, acetato de etila e o éter etilico, sendo que apenas o ultimo
favoreceu a particdo e a evaporagdo que seria necessaria na etapa posterior. A
centrifugacdo foi imprescindivel para separar as particulas sélidas da amostra e
quebrar a emulsdo formada durante a agitagcdo. O cloreto de sédio adicionado
nesta etapa teve como fungdo auxiliar a quebra da emulséo e diminuir a afinidade
do éter etilico pela agua. A estabilidade da clorhexidina permitiu a evaporagao do

solvente com agquecimento e com fluxo de ar comprimido. Os componentes
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lipidicos dos tecidos foram extraidos pelo éter e permaneceram apoés a
evaporacdo. A particdo metanol/hexano foi introduzida para a remocdo desta
gordura. Foi  necessario empregar a baixa temperatura para reduzir a
miscibilidade do hexano no metanol. Os lipidios foram eliminados juntamente com
0 hexano, permanecendo a clorhexidina na fase metandlica. O acido formico
nesta etapa teve a fungdo de eliminar possiveis residuos de hidroxido de sédio
transferidos juntamente com o éter. Apés a evaporagdo do metanol, o extrato foi
solubilizado na fase mével, onde o pH 2,5 permitiu que a molécula retornasse a
sua forma ionizada. O heptanossulfonato de sédio presente na fase mével atuou
como contra-ion e permitiu a separagdo cromatografica em coluna de fase reversa
C13.

3.2 Avaliagdo do desempenho do método

A resposta do detector aoc DGCH foi linear na faixa de 0,5 a 20 pg/mL,
resultando na equacgao:

Y =12978,10 X — 685,67 (1),

onde : Y = area do pico;
X = concentracédo em pg/g;
R? = 0,999

O LD calculado foi de 0,2 pg/g, enquanto o LQM foi de 0,6 ug/g. As
recuperacoes de amostras de pele, carcaga total e musculatura fortificadas sao
apresentadas na Tabela 1. Os resultados indicaram que n&o houve diferenca
significativa nas recuperagées entre os diferentes niveis adicionados a pele, com
media de 72% e CV de 7,38% Em carcagas, a diferenca somente foi significativa
entre os niveis de 1 ug/g e 10 pg/g, com valor médio de 75% e CV 10,08%. Nas
analises em musculatura ocorreu diferenga significativa entre os niveis mais
baixos (1,2,4 e 6 pg/g) e os niveis mais altos (8 e 10ug/g), com recuperacdo média
de 83% e CV 8,0%.
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Tabela 1 — Recuperacéo de digluconato de clorhexidina adicionado a diferentes
tecidos de frangos.

Musculatura’ Pele® Carcagca total’

Nivel de Recuperagdo Nivelde Recuperacdo Nivelde Recuperagao
Fortificagcao (%) Fortificagdao (%) Fortificagao (%)

(Ha/g) (ng/g) (pa/a)
1 80+ 1 2 66+ 6 1 676
2 73+8 & 67+ 8 2 75+ 10
4 79+3 8 73+ 3 4 73+ 9
6 83+1 10 76+ 4 5 74+ 5
8 90+2 20 T2x7 10 79+ 5
10 90+4 40 75+ 1 20 80+ 4
— — 80 75+ 2 — —

'Anélise de amostras pelo método desenvolvido incluindo a digestdo enzimatica. Média de 4 repeti¢des.
’Analise de amostras pelo método desenvolvido sem a digestio enzimética. Média de 4 repeticdes |.

3.3 Analises em amostras tratadas no abatedouro

Os residuos de clorhexidina foram determinados nas carcacas e peles
tratadas com DGCH, armazenadas inteiras ou previamente homogeneizadas, sob
refrigeracéo (5+ 2°C) ou congelamento (—20°C). As Tabelas 2 e 3 apresentam os
resultados das analises efetuadas durante 12 dias nas amostras refrigeradas e as
tabelas 4 e 5 mostram os niveis de DGCH encontrados nas amostras congeladas
durante os 90 dias de armazenamento.

Os resultados da Tabela 2 indicam que tanto nas carcagas inteiras como
nas amostras homogeneizadas os residuos de DGCH diminuiram durante o
armazenamento a 5°C. No caso das carcagas inteiras a redugéo foi bem mais
acentuada, chegando a cerca de 50% no final dos 12 dias.
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Tabela 2 — Residuos de digluconato de clorhexidina em carcagas armazenadas a
5°C.

Dias ap6s o tratamento Clorhexidina ( ug/g)
Homogeneizadas Inteiras
Média’ Média’
0 14,2+0,9 14,2+0,9
2 14,9+0,7 NR?
4 14,1£0,9 NR
6 14,1+0,4 8,010,5
8 13,240,5 NR
12 12,3+0,7 7,040,7

' Média de 3 determinagdes
’N3o Realizado

Em relagdo as carcagas congeladas (Tabela 3), as variagdes observadas
nos teores de DGCH n&o indicam uma tendéncia definida e podem ter ocorrido
devido a homogeneizagéo irregular das amostras e/ou @ heterogeneidade das
carcacas inteiras em relagdo ao nivel residual de clorhexidina. Os resultados
obtidos sugerem que n&o houve diminui¢do dos niveis residuais de DGCH durante
0 armazenamento, pelo menos para as amostras homogeneizadas.

Tabela 3 — Residuos de digluconato de clorhexidina em carcacas de frango

armazenadas a —20°C.

Dias ap6s o tratamento Clorhexidina ( pg/g)
Homogeneizadas Inteiras
Média’ Média’
18 6,610,1 6,6+0,1
30 6,8+0,3 6,7+0,2
60 8,340,2 7.740,5
90 6,910,2 5,0+0,5

' Média de 3 determinagbes
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Um teor relativamente maior de DGCH foi determinado em peles de
frango (Tabela 4 ) relativamente as carcagas inteiras, 0 que era esperado tendo
em vista a aplicagdo superficial do sanitizante. Tanto nas amostras
homogeneizadas quanto nas peles inteiras a quantidade de residuos diminuiu

gradualmente durante o armazenamento refrigerado.

Tabela 4 — Residuos de digluconato de clorhexidina em peles de frango

armazenadas a 5°C.

Dias apos tratamento Clorhexidina ( pg/g)

Homogeneizadas Inteiras
Média’ Média’

0 32,10,8 32,110,8
2 27,4+0,4 NR?
4 29,9+0,0 NR
6 28,3+1,0 29,843,0
8 27,412 NR
12 24,240,4 20,00,5

' Média de 2 determinagdes
’Nao Realizado

A reducdo dos niveis do sanitizante nos tecidos armazenados inteiros ou
homogeneizados pode ser atribuida, entre outros, a interagbes irreversiveis do
DGCH com grupos polares e/ou idnicos da matriz e/ou sua solubilizagdo nos
fluidos liberados pelos tecidos durante o armazenamento a 5°C ou
descongelamento.

Uma possivel degradagdo do composto também n&o deve ser descartada,
muito embora acredite-se que esta seja pequena, tendo em vista a estabilidade do

DGCH e as baixas temperaturas empregadas.
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E importante ressaltar que a perda de liquidos durante o processo de
descongelamento das carcagas foi visivelmente menor que a observada durante o
periodo de armazenamento sob refrigeragdo, o que pode explicar a maior reducao
dos niveis de DGCH nas amostras refrigeradas relativamente aquelas mantidas
congeladas.

A possibilidade de ocorréncia de interagdes entre o DGCH e estruturas dos
tecidos esta de acordo com resultados relatados por GELINAS & GOULET [18].
Estes autores avaliaram a neutralizacdo de desinfetantes por matéria organica e
constataram que a atividade do acetato de clorhexidina era moderadamente
afetada na presenca de leite em pd, sangue bovino desidratado e farinha de
peixe.

Em todos as situagbes avaliadas, € importante considerar que apesar de
as amostras terem apresentado pesos semelhantes, as quantidades de DGCH
que foram retidas nas mesmas podem ter variado em funcdo de caracteristicas
peculiares a cada unidade utilizada para compor a amostra. Este fato pode ter
sido parcialmente responsavel pela inconsisténcia de alguns resultados,
impedindo uma melhor caracterizagdo do comportamento dos residuos durante o
armazenamento de carcagas e peles inteiras. A analise sequencial de aliquotas da
mesma amostra previamente homogeneizada minimizou esta variavel, permitindo
uma melhor avaliacao dos resultados.

Através da analise da musculatura do peito (n=3), separada de
carcacas tratadas apds o armazenamento por 12 dias a 5 °C, constatou-se que os
niveis residuais de DGCH estavam abaixo do limite de quantificagdo do método
(0,6 ug/g), o que indica que a migrag¢ao do sanitizante através da pele foi minima.

O método desenvolvido permitiu a quantificacdo dos residuos nos
diferentes tecidos. Os cromatogramas caracteristicos de amostras de pele (Figura
1) e carcaca (Figura 2) tratadas com DGCH, assim como os respectivos
controles, mostram que existem poucos interferentes com tempo de retencao
proximo a clorhexidina.
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A partir do 8° dia de armazenamento sob refrigeragdo, percebeu-se nas
amostras nao tratadas o desenvolvimento de odores decorrentes de
decomposigdo. Nas amostras tratadas, nenhum odor estranho foi notado até o
final do experimento, o que € um indicativo da eficiéncia do sanitizante, muito
embora a avaliagdo microbiolégica néo tenha sido objeto deste estudo.
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Figura 1 — Cromatogramas por CLAE tipicos de pele de frango. Diluigéo final das
amostras 5g/10mL. Condi¢des cromatograficas: coluna Cig silanizada (250 mm x
4,6mm di), vazéao 1,0 mL/min; fase movel acetonitrila-tampao fosfato(0,1 M
Na;HPO,-0,005M heptanossulfonato de sodio-0,05M trietilamina- ac. fosférico pH

2,5) na proporcdo 67:33. [A] Amostra tratada com solucdo de digluconato de
clorhexidina. [B] Amostra ndo tratada.
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Figura 2 — Cromatogramas por CLAE tipicos de carcaca de frango. Diluic&o final
das amostras 5g/5mL. Condi¢des cromatograficas: coluna Cig silanizada (250 mm
x 46mm di); vazao 1,0 mL/min; fase movel acetonitrila-tampao fosfato (0,1 M
NaHPO4-0,005M heptanossulfonato de sédio-0,05M trietilamina- ac. fosférico pH
2,5) na proporcdo 67:33. [A] Amostra tratada com solugdo de digluconato de
clorhexidina. [B] Amostra ndo tratada.
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4. CONCLUSOES

A proposta inicial de desenvolvimento de método analitico para
determinagdo do DGCH foi plenamente atingida. O procedimento desenvolvido
proporcionou recuperacéo e sensibilidade adequadas aos niveis encontrados nas
amostras e permitiu analisar residuos em tecidos com diferentes teores de
gordura. O consumo de solventes e reagentes € pequeno e 0s equipamentos
exigidos s&o relativamente simples. Tendo em vista a simplicidade da vidraria

utilizada, varias extragdes podem ser feitas simultaneamente.

Foi possivel constatar que o tratamento de carcagas de frangos com DGCH
resulta na presenca de residuos deste sanitizante no produto final. Devido a
forma de aplicagdo do produto e ao carater polar da molécula, as maiores
concentragcbes de DGCH s&o encontradas na pele do frango, havendo pouco ou
nenhuma migrag¢ao para a musculatura do peito.

O armazenamento de carcagas inteiras sob refrigeragcdo por 12 dias resulta
em reducdo gradual dos residuos, ndo sendo possivel estabelecer com seguranca
0s mecanismos envolvidos nesta reducao.

Tendo em vista que os residuos de DGCH permanecem nas carcacas apds
a refrigeracdo ou congelamento e que a degradacdo térmica do sanitizante forma
a 4-cloroanilina, potencialmente carcinogénica, sugere-se que sejam feitos
estudos complementares para a determinacdo do produto de degradacdo em
carcacas tratadas com DGCH e submetidas a processamento térmico.
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RESUMO

A degradacdo do antimicrobiano digluconato de clorhexidina (DGCH)
durante armazenamento ou processamento térmico pode formar a 4-cloroanilina
(CA), um composto potencialmente carcinogénico. Consequentemente, o uso
deste sanitizante para descontaminag&o de carcacas de frangos representa uma
fonte de risco para o consumidor, devendo ser avaliada a presenca da CA no
produto tratado. Um método foi desenvolvido para determinagdo de residuos de
CA em tecidos de frangos. Apds a extragdo com diclorometano, foi feita a
limpeza do extrato em cartucho Cis e quantificagdo por cromatografia gasosa—
espectrometria de massas (CG-EM), sem derivag&o. A recuperagdo média (89,2%
- CV 9,9%.) e o limite de detecgéo (1,8 ng/g) foram considerados satisfatorios para
os propositos do estudo. Em amostras tratadas com DGCH e ndo submetidas a
processamento térmico, a quantidade de CA detectada foi relativamente baixa, e
provavelmente se originou da solugdo de tratamento. A fritura e a cocgdo em
forno convencional resultaram em niveis elevados de CA, enquanto que a cocgdo
em panela de pressdo nado alterou os niveis de CA presentes na amostra cruas.
Em vista destes resultados e, considerando-se o potencial toxico da CA,

recomenda-se que estes dados sejam levados em consideracdo quando da
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METHODOLOGY FOR 4-CHLOROANILINE DETERMINATION IN POULTRY BY
GC-MS. ANALISYS IN CHLORHEXIDINE DIGLUCONATE TREATED TISSUES
AFTER TERMICAL PROCESSING.

Keywords: 4-chloroaniline*, gas chcromatography, mass spectrometry,
chlorhexidine digluconate, poultry, aromatic amines.

SUMMARY

The degradation of the antimicrobial agent chlorhexidine digluconate
(CHDG) during storage or thermal process originates 4-chloroaniline (CA), a
compound which is potentially carcinogenic . As the use of this sanitizing agent
to decontaminate poultry carcasses in processing plants may represent a risk to
the consumers, it is important to search for the presence of CA residues in the
treated products. A method was developed to quantify CA in poultry tissues. After
dichloromethane extraction, the extract was cleaned on a Cyg cartridge and the
quantitation was performed, without derivatization, by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS). The mean recovery (89.2% - CV 9.9% ) and detection
limit (1.8 ng/g), were satisfactory for the purposes of the study. Analysis of
samples treated with CHDG, before thermal processing, resulted in low CA levels,
which probably originated from the treating solution. Frying and cooking in
conventional oven resulted in relatively higher levels of CA, while cooking under
pressure did not change the residual levels when compared to the raw samples. In
view of these results and taking into consideration the toxic potential of CA, the
data generated by this study should be considered in the case of use of
chlorhexidine as poultry carcasses sanitizing agent
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1. INTRODUGAO

A contaminag@o microbiana no processamento industrial de aves & um
problema tecnolégico mas também uma preocupacéo de saude publica. Ao longo
de uma linha de processamento, séo efetuadas lavagens das carcagas com agua
clorada com o objetivo de reduzir a contaminac¢éo microbiana [21]. Posteriormente
a diminuicdo da temperatura das carcacas em agua fria reduz a taxa de
multiplicagdo microbiana [23]. A utilizagdo de sanitizantes quimicos € um processo
tecnoldégico complementar, que tem sido empregado para o controle de
microrganismos deterioradores e patogénicos, visando o0 aumento da vida de
prateleira das carcagas, sem prejudicar a saude dos consumidores [21, 22].

O digluconato de clorhexidina (DGCH), uma bis-biguanida com
propriedades bactericida, bacteriostatica [6] e fungicida [30], vem sendo utilizada
como desinfetante desde a década de 50. Este antimicrobiano tem sido aplicado
em produtos para higienizagdo de méos e equipamentos na inddstria de
alimentos, colutorios, solugbes para lentes de contato e pomadas para
queimaduras, entre outros [2, 28, 29]. As evidéncias da baixa toxicidade, aliadas
a eficiéncia antimicrobiana, levaram ao desenvolvimento de estudos para avaliar
a aplicagdo do DGCH no controle de microrganismos em carcacgas de frango [21,
32]. Entretanto, apesar do beneficio tecnolégico conseguido, n&o é conhecido o
comportamento deste antimicrobiano durante o armazenamento e processamento
de carcacas tratadas.

Os dados existentes restringem-se a estabilidade do DGCH em
medicamentos e solugdes comerciais. DOUB et al. [11] desenvolveram
metodologia para analisar produtos resultantes da degradagdo do DGCH em
solucdo a 20% armazenada por 2,5 a 3 anos no escuro e em temperatura
ambiente (20-25°C). O método foi eficiente na quantificagdo de 9 dos 11
compostos previamente identificados, entre os quais a 4-cloroanilina (CA), 4-
clorofenilguanidina e a 4-clorofeniluréia. A decomposi¢éo da DGCH pode ocorrer
em funcdo da luz e, principaimente, da temperatura [19]. JAMINET et al. [15]
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constataram que o pH influencia esta degradagéo, tendo observado uma maior
formacao de CA em solugdes autoclavadas a 130°C/30 min em pH 8 do que em
pH 6,0.

A aplicacdo de DGCH em alimentos desperta uma preocupacao adicional,
ja que as aminas aromaticas e seus derivados substituidos s&o toxicos, além de
existirem suspeitas de carcinogenicidade e mutagenicidade [17]. Esta suspeita
decorre da possibilidade de conversdo destas aminas, na presenca de
hemoglobina, = em compostos N-nitroso [13, 25]. Evidéncias de estudos
toxicoldgicos indicam a toxicidade, imunotoxicidade e carcinogenicidade da CA
[3, 4, 16]. O Programa Nacional de Toxicologia da Agéncia de Protecdo Ambiental
(EPA) dos Estados Unidos [38] classificou a CA como mutagénica e como
provavel carcinégeno humano — grupo B2. O Q* determinado (unidade de risco
estimado), baseado em taxa de sarcomas de bagco em ratos machos, foi de 6,38 x
10 mg/kg/dia em equivalentes humanos.

Em vista do potencial carcinogénico da CA, ela tem sido monitorada em
sangue e urina de pacientes tratados com medicamentos a base de DGCH [2]. Os
derivados de anilina também s&o compostos ligados a atividade industrial, como
intermedidrios na producdo de borrachas, plasticos, espuma de poliuretano,
pigmentos e produtos farmacéuticos [9]). A CA foi identificada como produto de
degradacgédo de pesticidas dos grupos fenil uréia e fenil carbamatos [17]. Devido a
sua importancia toxicolégica, a CA e outras aminas substituidas foram incluidas
pela Comunidade Européia na lista de poluentes industriais que devem ser
monitorados em aguas ambientais [5]. A legislagdo Norte Americana, publicada
no “Federal Register § 180.377", estabeleceu tolerancias para diflubenzuron e

seus metabdlitos 4-clorofeniluréia e CA em arroz (0,02 ug/g) e arroz em casca (0,8
Hg/g) [34].

Métodos analiticos para a determinagdo de CA em &agua utilizaram
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) apés uma ou mais etapas de pré-

concentragdo em coluna [5, 9, 10]. A microextragdo em fase solida e
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quantificacdo por cromatografia gasosa (CG)- espectrometria de massas (EM) ou
detector de ionizagéo de chama (DIC) também foram empregadas para analises
em agua [25] e fluidos bioldgicos [8]. Foram descritas analises por CLAE \UV ou
detector de arranjo de diodos (DAD) [12, 3] e por GC-FID [12] para determinacéo
da CA em produtos cirirgicos e desinfetantes formulados com DGCH ou
triclocarban. Métodos de andlise de CA por CLAE-DAD ou detector eletroquimico
foram desenvolvidos em amostras de origem vegetal [31] e mel [7]. No “Pesticide
Analytical Manual” do FDA - EUA [26], foram descritos métodos para
determinacg&o de diflubenzuron e os produtos de degradacgéo 4-feniluréia e CA em
amostras de origem vegetal e animal, empregando GC- detector de captura de
elétrons (DCE) com derivagdo ou CLAE-UV.

Tendo em vista a possibilidade de utilizagdo da DGCH para o tratamento de
carcacas de frango em abatedouros, torna-se importante, do ponto de vista
toxicoldgico, a determinagdo de residuos de CA nas aves tratadas. Considerando
que a velocidade de degradacéo da DGCH e consequente formag&o da CA sao
dependentes da temperatura e pH, é evidenciada a necessidade do controle de
residuos antes e apds o processamento térmico do alimento. Estudos anteriores
evidenciaram que apos o tratamento de carcacas de aves com DGCH a maior
concentragao do sanitizante foi encontrada na pele ( VICENTE & TOLEDO, 2001 —
artigo enviado para publicagdo). Uma vez que estes tecidos sdo direta e
intensamente afetados pelo processamento térmico, optou-se por desenvolver um
meétodo para analise de CA em frangos e investigar sua presenca na pele tratada
com DGCH, antes e apos tratamentos térmicos convencionais.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes
Os reagentes empregados na etapa de extracdo foram o diclorometano e sulfato

de sbdio anidro (PR Mallinckodt). Na limpeza do extrato foram utilizados &cido
cloridrico P.A (Merck), hidréxido de sodio P.A. (Merck) e &gua desmineralizada
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em sistema Milli Q (Millipore), além dos solventes hexano, acetonitrila e metanol,
todos grau residuos de pesticidas (Mallinckodt). Também foram empregados
cartuchos de extracdo em fase sélida (SPE) 3 mL C4g 500 mg (JT Baker) e uma
solugdo comercial 20% de digluconato de clorhexidina (Laboratério Enila) para o
tratamento das amostras. A 4-cloroanilina 98% (Aldrich) foi utilizada como padrao
para quantificagao na cromatografia.

2.2 Instrumentagao

O equipamento utilizado foi um cromatégrafo gasoso (HP 6890), equipado
com amostrador automatico (HP 7683) e espectrémetro de massas (HP 5973),
operando com energia de ionizacdo de 70 eV em modo ion seletivo (SIM). As
temperaturas foram fixadas em 230° C para a fonte de ions e 150°C no
quadrupolo. A coluna empregada para as analises foi a HP5-MS, 30m x 0,25 mm
di e filme de 0,25y e o gas de arraste foi o He, com vazdo constante de 1,0
mbL/min. As inje¢cdes foram feitas no injetor de temperatura programavel (PTV),
com “liner” silanizado “open baffled” em modo “splitless”. O injetor foi mantido a
55°C por 0,05 min e programado até 260°C com uma razdo de 700 °C/min,
permanecendo nesta temperatura por 0,75 min. A seguir, a temperatura foi
elevada até 320 °C a razdo de 500 °C/min e mantida por 5 minutos. Decorridos
0,75 minutos da injec&o, foi aberta a valvula de purga do injetor, com vazéo de
200 mL/min. O volume injetado foi de 1uL. A coluna foi mantida a 70°C por 1
minuto apds a injegdo e programada até 170°C na razdo de 10°C/min. Atingida
esta temperatura foi iniciada a segunda programacéo até 260°C na razdo de
50°C/min e a temperatura final mantida por 5 minutos. A temperatura da interface
com o detector de massas foi mantida em 300°C.

2.3 Tratamento e processamento das amostras

Doze cortes de peito com pele, com peso médio de 886gt54g, foram
imersos por 1-2 segundos em uma solugdo aquosa de DGCH a 0,4g/L,

permanecendo em caixas plasticas perfuradas para a remog¢do do excesso de
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solugdo. Amostras formadas por trés unidades cada foram submetidas aos
seguintes processamentos térmicos convencionais: coc¢do em panela de
pressao/1h, cocgdo em forno doméstico a gas 1,5h ( temperatura indicada no
forno 200 °C) e fritura em dleo de girassol/15 min. (temperatura medida no 6leo
180 °C). Apds o processamento térmico somente as peles foram separadas e
homogeneizadas. Também foram separadas as peles de uma amostra tratada,
que nao foi submetida a processamento térmico.

Paralelamente, seis porcées de 10g de pele tratada e homogeneizada
foram pesadas em erlemeyers de 250 mL. Trés amostras foram submetidas &
autoclavagem, , @ 120 ° C/1atm/30 min e outra trés a cocgdo em forno de
microondas domeéstico de 700W (50% da poténcia), durante 10 minutos. A CA foi
analisada, pelo método desenvolvido, apés 0 processamento térmico.
Paralelamente, amostras controle, ndo tratadas com DGCH, foram submetidas
aos mesmos processamentos térmicos estudados, para verificar a existéncia de
outras fontes de CA na matriz.

2.4 Método analitico

Foram pesados 10g de amostira, previamente homogeneizada, em um
erlenmeyer de 250 mL com tampa de polietileno. Adicionaram-se 100 mL de
diclorometano e 20g de sulfato de sodio anidro, permanecendo a mistura em
agitador orbital 300 ciclos/min durante 30 min. O extrato foi filtrado em papel de
filtro Whatmann 31 com auxilio de um funil de Bluchner. A seguir o diclorometano
foi totalmente evaporado em evaporador rotativo (40°C), até cerca de 1mL de
residuo oleoso, evitando-se que a amostra secasse completamente. O residuo foi
dissolvido em 50 mL de hexano e transferido para um funil de separacao de 125
mL. O baldao de evaporacado foi novamente lavado com 15 mL de acido cloridrico
0,1N, e a solugéo transferida para o mesmo funil. Efetuou-se a particdo, com
agitacdo moderada por 1 min., sendo a fase inferior (acido) recolhida em um
becker de 150 mL. Este procedimento foi repetido com outras 2 porcbes de 15mL

de acido cloridrico 0,1N e as fases acidas reunidas no mesmo becker. Foram
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adicionados cerca de 4 mL de hidréxido de sédio 1N ao extrato acido e o pH
ajustado para 10. Um cartucho de Cis (SPE) foi condicionado com 5mL de
acetonitrila e 10 mL de agua destilada. A amostra ja alcalinizada foi percolada pelo
cartucho (1gota/segundo), que em seguida foi lavado com 20mL de agua.
Posteriormente, a agua remanescente entre as particulas do suporte sdlido foi
completamente eliminada com o auxilio de fluxo de ar comprimido. Todo o eluato
aquoso foi descartado e a CA eluida com 5mL de acetonitrila, recolhidos em um
baldo volumétrico de 5mL. Apés o ajuste do volume final com acetonitrila, uma
aliquota de 1 pL foi injetada em cromatégrafo gasoso acoplado ao espectrometro
de massas (CG-EM).

2.5 Limites de detecgao, precisdo e quantificagdao por CG-EM

O limite de deteccdo do método (LDM) foi determinado pela analise de 8
repeticdes com amostras fortificadas, de acordo com procedimento descrito por
De BRUIN et al. [8]. O desvio-padrao da média dos resultados foi multiplicado
pelo valor de t de Student para uma confiabilidade de 99% e graus de liberdade
apropriados. Para 8 replicatas e sete graus de liberdade o valor de t de Student &
de 2,998. O LDM foi estabelecido em amostras fortificadas com 10,7 ng/g de CA.
O limite de quantificagdo do método (LQM) foi estabelecido com base em KEITH
et al. [18] e LONG & WINEFORDNER [20], que o definem como 10 vezes o valor
do desvio padrdo. A precisdo do método foi calculada pelo coeficiente de variagcao
(CV) calculado a partir das determinacoes de amostras fortificadas em 6 diferentes
niveis (10,7; 53,5; 107,0; 214,0; 535,0 e 4280 ng/g), com cinco repeticdes em cada
nivel. A quantificacao foi feita por curva de calibragio externa.

2.6 Robustez do método

O comportamento do método frente a pequenas modificagbes nas
condi¢cdes de trabalho foi testado de acordo com o procedimento descrito por
YOUDEN [35]. Neste teste foram avaliadas sete varidveis em 8 determinacgoes,
efetuadas em amostras de pele fortificadas com 200ng/g de CA. As condi¢des
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alternativas avaliadas foram: duas de particdes com &cido cloridrico 0,1 N;
evaporagao parcial do diclorometano; pH = 7 no extrato aquoso percolado pelo
cartucho de C1g; eliminagéo da etapa de lavagem do cartucho de Cs com agua;
eluicdo da CA com 4mL de acetonitrila e utilizacdo de cartucho de Cis
recondicionado.

2.7 Confirmagdo de identidade

Para a confirmagdo da identidade da CA, os extratos foram injetados nas
mesmas condigdes cromatograficas, porém com o detector de massas
programado para o modo de varredura, denominado SCAN (70eV). Foram
comparados os espectros dos picos obtidos a partir de amostras tratadas,
amostras fortificadas e padrées analiticos. Adicionalmente, avaliou-se a
coincidéncia com os espectros da biblioteca NIST 98.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento do método

Entre os solventes testados, o diclorometano foi o que possibilitou uma
extracao eficiente do analito, permitindo a solubilizacdo adequada da matriz, com
maior facilidade para evaporagdo. Outros solventes avaliados, como a acetonitrila
e o metanol, permitiram a extracdo, mas dificultaram a evaporacdo devido as
pressdes de vapor elevadas e miscibilidade com a agua. As recuperacées foram
baixas utilizando-se estes solventes, provaveimente devido a perdas por
volatilizagéo.

Outro aspecto positivo alcangado pela extragdo com o diclorometano foi a
exclusao da possibilidade de extracdo da clorhexidina presente na matriz. Em
meio aquoso a clorhexidina encontra-se na forma ionizada, com pouca afinidade
por solventes organicos. A eliminacdo dos componentes lipidicos da matriz foi
conseguida com a particdo com solvente organico em meio &cido, pois a CA
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protonada (Figura 1) permaneceu soluvel no meio aquoso enquanto 0s

componentes menos polares foram eliminados com o solvente.

NH, NH,*

Cl Cl

Figura 1 - Protonagao reversivel da 4-cloroanilina em meio acido

O diclorometano e o hexano foram os solventes avaliados para esta
particdo. A densidade elevada do diclorometano tornou necessario o uso de
vidraria adicional para a separagado das fases, além de propiciar a formagéao de
emulsdo. Ja o hexano n&o apresentou estes inconvenientes, permitindo a
remogdo eficiente dos co-extrativos. A estrutura neutra da molécula foi
restabelecida com a alcalinizagc@o do extrato aquoso, permitindo a retengdo da CA
no Cyg. Considerando o pK, 4,15 determinado para a CA [5], em pH préximo de 7
a molécula deveria estar em sua forma neutra . Entretanto, foi constatado que as
recuperagdes neste pH eram um pouco menores que em pH alcalino, o que pode
ser atribuido & presenca de residuos acidos no suporte do Cig , permitindo a
eluicdo precoce da CA. Notou-se, ainda, que quando a eluicdo era feita
imediatamente apds a passagem da solucdo alcalina, a acetonitrila apresentava
turbidez. Este problema foi solucionado pela lavagem da coluna com 20 mL de
agua destilada, para eliminar o excesso de hidroxido de sodio e outros possiveis
compostos polares introduzidos juntamente com a amostra. A eluigdo do analito
com 5 mL de acetonitrila proporcionou uma boa recuperacdo e sensibilidade, sem
a necessidade de evaporagdo da amostra. Caso a evaporagdo da acetonitrila
venha a ser feita para melhorar a sensibilidade, devem ser tomadas precaucdes
para evitar a volatilizacdo da CA. O aumento da massa inicial de amostra também

€ uma alternativa para aumentar a sensibilidade do método.
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3.2 Avaliagdo de desempenho do método

O limite de detecgéo do método foi calculado em 1,8 ng/g e o limite para a
quantificacéo foi 8, O ng/g. Em concentragdes inferiores ao LQM foi possivel
detectar os picos, mas a razdo entre o ion alvo (127) e o qualificador (129) ficava
fora da tolerancia relativa de 20%, comprometendo a confiabilidade da
quantificacdo. A sensibilidade do método proposto pode ser aumentada, se
necessario, pela introdugédo da derivagdo e pela concentragdo do extrato final.
Entretanto, ser8o necessdrios estudos adicionais para estabelecer estes
procedimentos. A recuperacao média das determinacdes em amostras fortificadas
(Tabela 1) foi de 89,2% e o CV foi 9,94%.

Tabela 1 — Recuperagdo da 4-cloroanilina em pele fortificada com diferentes

concentracdes.
Nivel de Fortificagdo 4-cloroanilina’

(ng/g) Recuperagdo média (%) CV(%)?
10,7 103 +4 3,6
53,5 89+ 7 8,3
107,0 91+6 6,1
214,0 89+5 6,0
535.0 83+3 3,8

4280,0 80+4 5,0

' Andlises com 5 repeticGes em cada nivel
% CV(%) — Coeficiente de variagéo %
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A andlise de variancia e o teste de Tukey permitiram constatar que houve
diferenca significativa entre as recuperacdes de 10,7 ng/g e 21,4 ng/g, ao nivel de
erro de 5%. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre os demais niveis de
fortificacdo. Foi constatado que a recuperacé@o nas amostras fortificadas com 10,7
ng/g foi maior do que nos demais niveis. Nao houve diferenca significativa entre as
repeticoes dentro de cada um dos seis niveis de fortificag@o, sendo o CV inferior a
10%, o que indica que a repetibilidade do método foi satisfatéria. Estes resultados
estdo em concordancia com os critérios publicados por HORWITZ et al. [14],
considerando aceitavel um CV de até 20% em determinagbes onde a
concentragdo dos analitos esteja na faixa de ng/g (ppb).

O teste de robustez mostrou que a recuperagéo da CA sofreu influéncia,
em ordem decrescente de importancia, do pH do extrato aquoso, da evaporacao
do diclorometano, do numero de particées com &cido cloridrico 0,1N, do volume
da acetonitrila empregado para a eluigao do analito, da lavagem do cartucho de
C1g com agua, da utilizagéo de cartucho de Cig novo e da utilizagéo do sulfato de
sodio anidro na extragdo. Estes resultados indicaram que as condigdes
estabelecidas no procedimento analitico precisam ser seguidas, mas existe uma
margem de seguranga no volume da acetonitrila definido e a reutilizacdo do
cartucho de C1g pode ser adotada para redugdo do custo da analise.

3.3 Determinagao de 4-cloroanilina em amostras de pele
Foi possivel detectar residuos de CA nas amostras de pele tratadas com

DGCH, sendo que os residuos foram maiores nas amostras submetidas a fritura e
cocgao em forno a gas (Tabela 2).
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Tabela 2 - Residuos de 4-cloroanilina em amostras de pele tratadas com
digluconato de clorhexidina, antes e apds o processamento térmico.

Tipo de processamento 4-Cloroanilina ( ng/g)
Média’ CV(%)?

Nao processada 20+ 2 9,6

termicamente

Cocgdo em forno a gés 133+ 14 10,2

convencional 200°C/2h

Cozimento em panela de 19 + 1 46
pressao/ 1h

Fritura em dleo de 1628 + 108 6,6
girassol 180°C/15 min.

' Andlises com 3 repeticdes
? CV(%) — Coeficiente de variagdo %

Os niveis determinados em amostras cozidas em panela de pressdo ndo
diferiram estatisticamente daqueles obtidos em amostra ndo processada
termicamente. Em amostras assadas (cocgdo em forno a gas convencional) e
fritas os niveis foram bem maiores, provavelmente em virtude das temperaturas
mais elevadas as quais a pele foi submetida. Em vista da CA possuir
propriedades fisico-quimicas que favorecem sua volatilizagdo quando aquecida,
deve ser considerado que parte da CA, gerada pela degradagio do DGCH, pode
ter sido eliminada durante o processamento térmico. Este fato significa que a
quantidade de CA formada pode ter sido maior que a encontrada nas anilises
efetuadas. Este raciocinio esta de acordo com o observado por NAGAYAMA &
KIKUGAWA [25], onde a 2-cloroanilina, formada a partir da degradacdo do
agrotoxico clorprophan, foi reduzida durante a cocgdo e fritura de batatas
contaminadas. Na amostra cozida em panela de pressdo, deve ainda ser
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considerada a solubilizagio da CA, ja que a amostra ficou em contato direto com a
agua aquecida.

Nas amostras controle, sem tratamento com o DGCH, n&o foi encontrada
CA antes ou apds os diferentes processamentos térmicos, descartando-se assim
a possibilidade de formag&o de CA a partir de componentes da matriz.

Peqguenas quantidades de CA foram encontradas em amostras tratadas
mas ndo submetidas a processamento térmico. A origem destes residuos foi,
provavelmente, a solugdo de DGCH utilizada para o tratamento. Em analise feita
pelo fabricante do DGCH 20%, utilizado no presente estudo, foram determinados
78,7 mg/L de CA. A presenga de CA é decorrente do processo de fabricagdo do
produto e/ou da degradacdo do mesmo. Segundo a BRITSH PHARMACOPOEIA
[1], sdo tolerados até 500 mg/L de CA em solugdes comerciais de DGCH 20%.

Tendo em vista que as amostras foram tomadas apds o processamento, foi
estabelecida a perda de massa decorrente de cada um deles. A cocgdo em
panela de pressao levou a uma reducéo de 42%, da massa inicial, enquanto a
cocgdo em forno a gas e o processo de fritura resultaram em reducgbes de 62% e
de 76%, respectivamente. A evaporagdo da agua e solubilizac&o das gorduras
devem ser os principais fatores para estas perdas de massa. Esta hipétese deve
ser considerada, j& que 10g da amostra processada seria equivalente a uma
quantidade maior da amostra crua, o que pode ser interpretado como um fator de
concentracdo da CA detectada iniciaimente.

O processamento térmico de porgoes definidas de amostra (10g) permitiu a
constatagdo de que o aumento das quantidades de CA ocorreu devido a
degradacdo da DGCH e n&o somente pela concentragéo da CA introduzida como
contaminante da solucdo de tratamento (Tabela 3). A comparagdo dos resuitados
pode ser feita sem considerar a perda de agua durante o aquecimento ou
solubilizacdo da CA., tendo em vista que foram analisadas quantidades iguais de

uma mesma amostra previamente homogeneizada.
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Tabela 3 - Residuos de 4-cloroanilina em amostras de pele tratadas com

digluconato de clorhexidina e homogeneizadas' antes do processamento
térmico.

Tipo de processamento 4-Cloroanilina ( ng/g)?
média CV(%)®

N&o processada 9+0 46

termicamente

Forno de microondas 51+14 27,2

700W poténcia

Autoclave 121°C/1 64 +8 11,8

atmosfera/30 min.

'utilizadas aliquotas de 10g para o processamento
? Anélises com 3 repeticdes
*CV(%) - Coeficiente de variacdo %

A autoclavagem de amostras tratadas com o DGCH levou a um aumento
dos niveis residuais de CA em relacdo a amostra nao processada. A diferenca
entre este resultado e os niveis encontrados apés a cocgdo em panela de
pressao pode ser atribuida ao fato de que, durante a autoclavagem, a amostra nao
ficou diretamente imersa em agua e a temperatura atingida na autoclave pode ter
sido ligeiramente maior. Estes resultados estdo também estdo em concordancia
com dados apontados por REYNOLDS & PRASAD [28], que constataram a
formacdo de CA em solucdes de clorhexidina 0,01% autoclavadas a 115 °C/30
min, mas ndo sob aquecimento a 100°C/30 min. Entretanto, deve ser considerado
que neste experimento foi utilizado o acetato de clorhexidina além do que a matriz
aquosa pode interagir de maneira diferente que a matriz lipo-protéica do presente
estudo.

Nas Figuras 2, 3 e 4 podem ser observados cromatogramas tipicos do
padrdo de CA, amostras de pele tratadas com DGCH antes e apés o
processamento térmico, assim como os respectivos controles sem tratamento com
0 sanitizante.
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Figura 2A - Cromatograma tipico de padrao de 4-cloroanilina 0,214 ug/mL por
CG-EM. Condigbes cromatograficas: coluna HP5-MS, 30m x 0,25 mm di e filme de
0,25y; gas de arraste He com vazao constante de 1,0 mL/min; com programac¢éao
de temperatura no injetor e no forno. Espectrometro de massas operado em modo
SIM - 70 eV, monitorando os ions m/z 127 e 129.
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Figura 2B - Cromatograma tipico de pele tratada com digluconato de
clorhexidina, nao submetida a processamento térmico e analisada por CG-EM.
Diluicdo final da amostra 10g/5mL. Condi¢des cromatograficas: coluna HP5-MS,
30m x 0,25 mm di e filme de 0,25y; gas de arraste He com vazdo constante de
1,0 mL/min; programacéo de temperatura no injetor e no fomno. Espectréometro de
massas operado em modo SIM — 70 eV, monitorando os ions m/z 127 e 129..
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Figura 3 - Cromatogramas tipicos da analise de 4-cloroanilina em pele por CG-EM
(SIM - 70 eV). Condigdes cromatograficas: coluna HP5-MS, (30m x 0,25 mm di e
filme de 0,25p), gas de arraste He com vazao de 1,0 mL/min, programacio de
temperatura no injetor e no fono, monitorados os ions m/z 127 e 129. [A] Pele
tratada com dlgluconato de clorhexidina processada por cocgdo em forno
convencional a gas 200°C/ 2 h térmico. [B] Pele controle submetida ao mesmo
processamento térmico. Dilui¢do final das amostras 10g/5mL.

92



Capitulo 3

ssasci [A]

- 4-cloroanilina tr72s

T iy =20 S 40 S60 =SB0 600 620 GaA0 GED 6680 TOO 7.0 740 76O T.HO BS00 820 840 860 BSBC

- [B]

E5000

=coo. 7 av
i &16 773 so1 821 2.58

T —> 52‘0‘ Sa4D S60 SB0 600 620 640 G 60 EB0O 700 720 740 760 780 800 820 B840 BE0 480

Figura 4 - Cromatogramas tipicos da andlise de 4-cloroanilina em pele por CG-EM
(SIM - 70 eV). Condigbes cromatograficas: coluna HP5-MS (30m x 0,25 mm di e
filme de 0,25u), gas de arraste He com vazdo de 1,0 mL/min, programacdo de
temperatura no injetor e forno, monitorados os ions m/z 127 e 129. [A] Pele
tratada com digluconato de clorhexidina processada por fritura em 6leo de girassol
180°C/15 min. Diluigio final da amostra 10g/125mL. [B] Pele controle submetida
ao mesmo processamento térmico. Diluigdo final da amostra 10g/5mL.
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3.4 Confirmagao de identidade

A comparacdo dos espectros de massas permitiram a identificagdo dos
picos nos cromatogramas das amostras, cujos tempos de retengcdo coincidiam
com o da CA. Foi confrmada a presenga da CA nas amostras tratadas com
DGCH antes e ap6s processamento térmico. Nas amostras controle ndo foram
encontrados picos com tempo de reten¢do equivalentes a CA.

Um cromatograma tipico de amostra tratada com DGCH e submetida ao
processamento térmico (fritura em Oleo de girassol 180 °C/15 minutos) é
apresentado na figura 5A. O espectro de massas referente ao pico com tempo de
retencdo equivalente a CA e o respectivo espectro da biblioteca NIST98 podem
ser observados na Figura 5B.
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Figura 5A - Cromatograma tipico da analise de 4-cloroanilina em pele tratada com
digluconato de clorhexidina e processada por fritura em 6leo de girassol 180°C/ 15
min., por CG-EM (SCAN - 70 eV), coluna HP5-MS (30m x 0,25 mm di ; filme de
0,25y), gas de arraste He com vazao constante de 1,0 mL/min, programagao de

temperatura no injetor e no forno.
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Figura 5B - Espectro de massas (modo SCAN 70 eV) referente ao pico com tr
7,26 min do cromatograma de pele tratada com DGCH e submetida a fritura em
oleo de girassol, identificado como 4-cloroanilina em comparagao com espectro da
biblioteca NISTS8.
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4. CONCLUSOES

O método desenvolvido apresentou eficiéncia, sensibilidade e repetibilidade
adequados para a analise de CA em amostras de pele de frango. O procedimento
pode ser considerado robusto, devendo ser tomadas precaucgdes nas etapas de
corregao de pH do extrato aquoso e evaporacio do diclorometano.

Tendo em vista a presenca de residuos de CA em amostras de pele de
frango crua apés o tratamento com o sanitizante, recomenda-se um controle
rigoroso dos niveis deste composto nas solucdes de DGCH, caso estas venham a
ser utilizadas diretamente nos alimentos.

O processamento térmico de frangos pode resultar na decomposigdo do
DGCH, formando a CA, ou promover a concentracdo de residuos de CA
presentes na amostra crua, possivelmente oriundos da solugdo utilizada para o

tratamento das carcacas.

Considerando-se o potencial téxico da CA e a possibilidade de sua
presenca em frangos apds tratamento térmico, recomenda-se que as informacdes
geradas no presente estudo sejam levados em consideragdo quando da avaliagdo

da utilizagdo do DGCH como sanitizante de carcagas em abatedouros de aves.
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CONCLUSOES GERAIS

Foram desenvolvidas metodologias para determinagédo de DGCH e
CA em tecidos de frango. As sensibilidades dos procedimentos descritos sdo
compativeis com os niveis de residuos esperados no caso de carcacas
submetidas ao tratamento com o digluconato de clorhexidina.

O tratamento de carcagas e cortes de frango, por imersdo em
solugdo 0,4 g/L de DGCH, resultou em residuos do sanitizante nos tecidos.
Conforme o esperado, tendo em vista a modalidade de aplicagdo, as maiores
concentragbes do sanitizante foram encontradas na pele. Uma queda dos niveis
residuais foi observada durante a refrigeragao e o congelamento. A solubilizagéo
do DGCH nos fluidos liberados dos tecidos durante o armazenamento refrigerado
e o descongelamento podem ter contribuido para esta reducgdo. Interagbes do
sanitizante com estruturas da matriz também podem ter sido responsaveis pelos
fatos observados. Apesar da estabilidade do DGCH relatada na literatura, néo
pode ser totalmente descartada a degradacao.

Foram detectadas pequenas quantidades de CA nas amostras tratadas
com DGCH né&o submetidas a processamento térmico, possivelmente oriundas da
solugdo utilizada para fazer o tratamento. O aumento da quantidade de CA nos
tecidos submetidos ao processamento térmico ndo foi devida exclusivamente a
concentragao dos niveis iniciais presentes nas amostras cruas. Os residuos de
DGCH na pele tratada deram origem a CA durante o processamento térmico. A
fritura em 6leo foi o processo que levou a formagao das maiores quantidades de
CA, seguido pela cocgdo em forno convencional.

Os resultados apresentados podem ser uteis na avaliagdo dos riscos
associados ao uso do DGCH como sanitizante em carcacas de frango.
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Anexos

1. Curva padrao do digluconato de clorhexidina por CLAE -UV

Area do Pico

j 's 10 "5 ‘20
Concentragao pg/mL

Figura 1 — Curva padrao do digluconato de clorhexidina. Diluicdes em fase mével.
Condi¢des cromatograficas: coluna Cig silanizada (250 mm x 4,6mm
di) fluxo 1,0 mL/min, fase moével: acetonitrila - tamp&o fosfato (0,1 M
Na;HPQO4-0,005M-heptanossulfonato de soédio-0,05M-trietilamina- pH

2,5 corrigido com acido fosférico), na proporgdo 67:33.
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ANEXO 2

REFERENTE AO CAPITULO 3
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Anexos

1. Robustez do método

O comportamento do método frente a pequenas modificacdes nas
condicoes de trabalho foi testado, de acordo com o procedimento descrito por
Youden (1955). Em oito analises efetuadas, sete varidveis foram combinadas em
grupos de quatro. A contribuigéo individual de cada fator foi isolada fazendo-se a
subtracdo do valor médio obtido nas andlises que incluiam uma determinada
modificacdo, dos valores médios das analises onde ndo foi feita a modificagdo
daquele mesmo fator. Os fatores basicos e alternativos s&o descritos na Tabela 1.
As amostras fortificadas com 200 ng/g de 4-cloroanilina foram analisadas pelo
método desenvolvido, seguido em sua integra ou com as modificagdes dos fatores
escolhidos. Os resultados das analises estdo resumidos na Tabela 2. Na Tabela 3
pode ser constatado que a recuperagdo da 4-cloroanilina foi afetada, na
respectiva ordem decrescente de importancia, pelo pH do extrato aquoso,
evaporagdo do diclorometano, nimero de particdes com HCI 0,1N, volume da
acetonitrila na eluicdo, lavagem do cartucho de Cig com agua, utilizacdo de

cartucho de C4g novo e utilizagdo do Na,S04 na extracado.

Tabela 1 — Variaveis avaliadas no teste de robustez do método

Fatores
Variaveis estudadas
Basico Alternativo
Adicio de Na,SO, na extracéo 20g Og
B- Nimero de partigées com 15 mL de HCI 0,1 N 3 2
; Parcial

Evaporacdo do diclorometano Total ,

prorih (até ~5 mL)
D- pH do extrato aquoso percolado pelo cartucho Cig 10 7
E- Lavagem do cartucho C4g com 20 mL de agua apos p =
percolada a amostra. Sim N&o
F- Volume de acetonitrila utilizado para eluicio da 4- 5mL 4 mL

cloroanilina
G- Cartucho de C1a

Novo Recondicionado
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Tabela 2 - Andlise de 4-cloroanilina em pele fortificada com 200 nglg -

combinagdo dos fatores alternativos.

Combinagéo dos fatores

4-cloroanilina (ng/g)

Basico
ABCF
ACDG
ADFG
AECG
BCEF
BDEF
BDEG

196,1
2434
2128
190,4
147.8
227.5
2216
150,8

Tabela 3 — Influéncia individual dos fatores calculada pela diferenga entre a

somatoria dos resultados obtidos em analises com o fator alternativo

e nas analises em que este nao foi utilizado.

Fator alternativo Diferenga calculada

A 6,13

B -20,37
C 22,09
D -35,40
E -14,34
F -20,20
G -14,12
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2. Curva padrio da 4-cloroanilina por CG-EM em modo SIM

Resposia 4 -Clorcanilina

. OOE‘+OOG--_-
.00e+005-—
,ODe+005i
. DDe+ODS--‘--

.00e+005—

Figura 1 — Curva padrdo de 4-cloroanilina. Diluicdes em acetonitrila. Analises por
CG-EM, coluna HP5-MS, 30m x 0,25 mm di e filme de 0,25y, gas de arraste He
com fluxo constante de 1,0 mL/min, com programagéo de temperatura no injetor e
no forno. Espectrometro de massas operado em modo SIM — 70 eV, monitorando
os ions m/z 127 e 129.
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