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RESUMO

O uso do digluconato de clorhexidina (DGCH) na higienizacao de equipamentos e instalagoes na industria de alimentos e o interesse de
aplicacao deste produto como sanitizante em carcacas de frango indicam a necessidade da avaliagao de residuos no alimento. Um
método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com pareamento de ions, incluindo extracao com éter etilico em meio alcalino,
foi desenvolvido para determinacao de clorhexidina em carne de frango. O limite de quantificacao do método (0,61g/g) e a recuperacao
média em carcaca (75% — CV 10%), em pele (72% - CV 7%) e na musculatura (82% — CV 8%) foram considerados adequados aos
propositos do método. As analises de carcacas e pele tratadas, mantidas refrigeradas ou congeladas, permitiu constatar que ocorreu uma
pequena reducao nos niveis residuais de DGCH durante o periodo de armazenamento. Como provaveis causas desta diminuicao devem
ser considerados a interagao 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 degradacao da clorhexidina. A auséncia deste sanitizante na
musculatura apés o armazenamento refrigerado indica que nas condicoes empregadas, o DGCH nao atravessa a barreira da pele.
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SUMMARY

HPLC - ION PAIRING DETERMINATION OF CHLORHEXIDINE DIGLUCONATE IN TREATED POULTRY CARCASSES. ANALYSIS DURING
REFRIGERATION AND FREEZING. 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 limit of analytical quantitation (0,6ug/g) and 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.

Keywords: chlorhexidine digluconate; HPLC; poultry; carcasses.

1 - INTRODUCAO

A clorhexidina, uma bis-guanida com propriedades
antimicrobianas, foi introduzida na década de 50 e tem
sido amplamente utilizada na odontologia e nas areas
meédica e veterinaria [4, 13, 14, 19]. Nas industrias que
manipulam produtos de origem animal ela tem sido em-
pregada como desinfetante de maos, equipamentos e su-
perficies [2, 8].

As evidéncias da baixa toxicidade [9, 12], aliadas a
eficiéncia antimicrobiana, levaram ao desenvolvimento
de estudos para avaliar a aplicacao da clorhexidina para
o controle de microrganismos em diferentes alimentos.
Resultados preliminares foram favoraveis ao emprego
direto do digluconato de clorhexidina (DGCH) durante a
maturacgao de queijos, pos-colheita em magas [10, 22] e
para descontaminacao de carcacas de frangos [24]. Em
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um estudo comparativo foi constatado que o DGCH foi
um dos produtos mais eficientes, aumentando a vida-
util de carcacas de frango refrigeradas para 9 dias, ao
passo que carcacas tratadas com outros sanificantes pos-
sibilitaram o armazenamento por no maximo 8 dias [17].

A aplicacao do DGCH para a pulverizacao direta de
carcacas de frango, suinos e bovinos foi permitida no
Brasil, através da Autorizacao de Uso de Produto (AUP)
N 184 /93 [1]. Esta AUP foi revogada posteriormente e o
pedido de registro indeferido [3], tendo em vista a possi-
bilidade de residuos no produto final, auséncia de infor-
macoes toxicologicas e a possibilidade de mascarar fa-
lhas no processo tecnolégico, no que se refere aos valo-
res microbiologicos.

Métodos analiticos foram desenvolvidos para deter-
minacao de DGCH em produtos farmacéuticos [7, 13,
23]. HUSTON et al. [14] efetuaram analises de DGCH em
sangue e urina fazendo a extracao com éter etilico em
meio alcalino. BROUGHAM et al. [S] optaram pela parti-
cao com cloroformio-2% isopropanol em meio alcalino,
seguido da extracao para um meio aquoso fracamente
acido. Para analise em urina, a amostra foi percolada
em cartucho de C ;, e o DGCH eluido com metanol [11].
Um método para avaliacao do nivel residual de DGCH
em saliva foi desenvolvido por PESONEN et al. [18], onde
pequenos volumes de saliva alcalinizada foram extrai-
dos com acetonitrila, posteriormente separada da fracao
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aquosa por centrifugacao. Devido ao carater fortemente
ionico do DGCH, a maioria dos métodos utilizou croma-
tografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa,
com par idnico. Foram avaliadas fases moveis contendo
os acidos pentadecafluorooctanoico, tolueno-4-sulfonico,
heptanossulfénico ou o heptanossulfonato de sodio como
contra-ion [14]. A detecgao foi feita em comprimento de
onda de 260nm, ou em 220-230nm quando o DGCH foi
determinado simultaneamente com o produto de degra-
dacao, 4-cloroanilina [11, 18, 20, 23].

A possibilidade da introducao do DGCH na descon-
taminacao de carcacas torna necessario o estudo dos
niveis residuais deste sanificante no alimento. Apesar
das informacoes disponiveis indicarem a baixa toxicidade
do DGCH, é importante conhecer a contribuicao desta
fonte adicional do xenobidtico e obter informacoes para
uma adequada avaliacao toxicologica do produto. Toda-
via, nao existem métodos apropriados para a determina-
cao de DGCH em tecidos animais. O presente trabalho
tem como objetivos o desenvolvimento de metodologia
para quantificacao de DGCH em carcacas de frangos e
também a avaliacao de residuos do antimicrobiano em
carcacas tratadas com o sanitizante, durante a refrige-
racao e o congelamento.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Reagentes

Alacalase Food Grade atividade 2,4L (Novo Nordisk),
hexano, acetonitrila, metanol grau CLAE (Mallinckodt),
éter etilico P. A. estabilizado com BHT (Carlo Erba),
trietilamina, heptanossulfonato de sodio (Aldrich), acido
fosforico 85%, hidrogeno fosfato dissodico, acido formico
98% PA (Merck) e agua desmineralizada em sistema Milli
Q (Millipore). Digluconato de clorhexidina solugao co-
mercial a 20% (Laboratoério Enila) e solucao padrao 20%
(Aldrich).

2.2 - Instrumentacao

O equipamento utilizado foi um cromatografo liqui-
do (Varian LC Star), equipado com bomba isocratica
modelo 9002, detector UV variavel (A 260nm) modelo
9050 e injetor Rheodyne com loop de 120uL. As separa-
coes foram efetuadas em uma coluna Rainin Microsorb
MV RP18 (250mm x 4,6mm 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
Na,HPO,-0,005M heptanossulfonato de sodio-0,05M
trietilamina-acido fosférico pH 2,5), na proporcao 33:67,
com fluxo 1,0mL/min.

2.3 - Tratamento das amostras

Para conhecimento dos niveis residuais de
clorhexidina apos tratamento nas condicoes reais de
operacao nos abatedouros, desenvolveu-se um experi-
mento sob condicoes controladas. Utilizando uma solu-

¢ao comercial do DGCH a 20%, foi preparada uma dilui-
cdo aquosa na proporcao 1:500, resultando numa con-
centracao final de 0,4g/L. Um volume total de 350L des-
sa solucao foi utilizado para tratar 38 carcacas, com um
peso unitario médio de 1501g + 20g. As carcacas utiliza-
das foram separadas da linha de producéo antes da eta-
pa de embalagem. O tratamento foi feito pela imersao
total das mesmas na solugao, por cerca de 2 segundos.
Em seguida, estas foram colocadas em caixas plasticas
vazadas, ali permanecendo durante 20 minutos, para
que o excesso da solucao fosse eliminado. As carcacas
foram aleatoriamente reunidas em grupos compostos por
cinco unidades, cujos pesos variaram entre 7380 a 7680g
e depois embaladas em sacos plasticos. Paralelamente,
cinco carcacas sem qualquer tratamento foram embala-
das da mesma forma para servir como amostra controle.

Para a avaliacao dos niveis residuais de clorhexidina
em pele, foram separados da linha de producao vinte e
um cortes de peito com pele. As amostras foram, a seguir,
tratadas com a mesma solucao de clorhexidina 0,4g/L,
também utilizando imersao por 2 segundos. Destes cor-
tes foram separadas as peles, incluindo seus anexos
lipidicos, cujo peso unitario médio era de 92g +9g. A se-
guir, as peles foram embaladas em sacos plasticos, for-
mando grupos de trés unidades, que apresentaram pe-
sos na faixa de 240g a 314g. As peles de outros trés
cortes de peito, sem qualquer tratamento, foram emba-
ladas da mesma forma, para utilizacdo como amostra
testemunha.

2.4 - Homogeneizacao das amostras

Anteriormente a homogeneizacao das carcacas foi
efetuada a remocao manual dos ossos e apenas foram
mantidas a musculatura e pele. Na etapa seguinte a
amostra foi passada duas vezes em moedor de carne e
processada por 10 minutos em “cutter” (Hobart), até a
obtencao de um pasta homogénea.

2.5 - Armazenamento

2.5.1 - Amostras refrigeradas

Parte das amostras de carcacas e peles foram trata-
das no abatedouro e em seguida homogeneizadas. O
acompanhamento dos residuos foi feito apos 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°C +2°C. As analises em carcaca foram efetuadas em
triplicata e na pele em duplicata, utilizando o método
desenvolvido.

Amostras de carcaca e pele tratadas foram armaze-
nadas inteiras e analisadas apos 6 e 11 dias de refrige-
racao (5°C £2°C). A homogeneizacao ocorreu somente no
momento da analise. Outras 3 carcacas tratadas foram
armazenadas inteiras por 12 dias a 5°C £2°C. Em segui-
da a musculatura do peito foi separada da pele e dos
ossos, homogeneizada e analisada em triplicata, a fim
de verificar a migracao da clorhexidina aplicada na su-
perficie.
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2.5.2 - Amostras congeladas

As amostras de carcaca tratadas foram congeladas
(-20 °C £2 °C) inteiras no mesmo dia do tratamento e
analisadas apos 15, 30, 60 e 90 dias. As amostras cor-
respondentes a 15 dias de armazenamento foram
mantidas congeladas depois da homogeneizacao, para
posterior analise apos 30, 60 e 90 dias. As demais amos-
tras 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 SOmL e com
tampa de polietileno. Adicionaram-se sobre a amostra
200uL de alcalase, mantendo-se o tubo a 45°C por 30min,
com agitacao intermitente, até a liquefacdo da amostra.
Apods a digestdo enzimatica foram acrescentados 2g de
cloreto de sodio, 15mL de hidroxido de sédio 1N e 25mL
de éter etilico. O tubo foi mantido sob agitacao por 1h,
em agitador modelo Wagner (30 ciclos/min). A seguir,
foi feita a centrifugacao a 2000rpm/10min e a fragao
superior foi recolhida em outro tubo de SOmL. Seqiien-
cialmente, foram adicionados outros 20mL de éter etilico
ao primeiro tubo, que foi agitado por 1 minuto e
centrifugado a 2000rpm/10min. A fracdo superior foi
entdo separada e reunida com a anterior, descartando-
se o tubo com a fracdo aquosa inferior. O éter recolhido
nas duas centrifugacoes foi totalmente evaporado em flu-
xo de ar comprimido/50°C, permanecendo apenas o ex-
trato lipidico. Ao tubo foram adicionados 20mL de
hexano, 30mL de metanol e 200uL 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 fracao inferior mantida. Este processo foi repetido
outras 2 vezes, utilizando 10mL de hexano em cada par-
ticdo. A fracao inferior foi evaporada até a secura, com
fluxo de ar comprimido/50°C. O residuo foi dissolvido
em SmL de fase moével, filtrado em membrana de 0,45um
e a seguir injetado em cromatografo liquido com detector
UV (260nm).

Para amostras de pele, cujo teor de proteina é baixo
e o conteudo lipidico elevado, néo foi necessaria a diges-
tdo com alcalase. O éter etilico, cloreto de sodio e o
hidréxido de sédio foram diretamente adicionados a
amostra e o procedimento seguido sem qualquer outra
modificacdo. A separacao cromatografica foi efetuada em
coluna de fase reversa C , silanizada (particulas de Sy,
250mm x 4mm di), com fase mével composta de acetoni-
trila-tampao (0,1 M Na,HPO,-0,005M heptanossulfonato
de s6dio-0,05M trietilamina — pH 2,5 corrigido com aci-
do orto-fosforico P. A.), na proporcao 33:67, com fluxo
1,0mL/min.

A confirmacao da identidade foi possivel pela anali-
se 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 (190-400nm) de picos com tem-
po de retencao equivalente ao padrao de clorhexidina.

Foram utilizadas a mesma coluna, fase mével e condi-
coes cromatograficas descritas no método analitico.

2.7 - Avaliacdo do desempenho do método

Para avaliacdao da metodologia foram feitas fortifica-
coes de amostras nao tratadas, utilizando-se solucoes
aquosas de DGCH. Amostras homogeneizadas de mus-
culatura do peito foram fortificadas com 1, 2, 4, 6, 8 e
10pg/g de clorhexidina. Amostras de carcacas inteiras
homogeneizadas (musculatura e pele) foram fortificadas
com 1,2,4,5, 10 e 20ug/g de clorhexidina. A avaliagao
do método em pele do peito foi feita com fortificacoes de
2,4,8, 10, 20, 40 e 80ug/g de clorhexidina. Para a ava-
liacao estatistica dos dados foram utilizados analise de
variancia e o teste de Tukey — Diferenca Minima Signifi-
cativa, ao nivel de significancia 5%.

2.8 - Limites de deteccao, quantificacdao e precisao
do método

O limite de deteccao do método (LD) foi determinado
pela analise de 8 repeticoes de amostras fortificadas com
1,0ug/g de DGCH, de acordo com procedimento descrito
por DE BRUIN et al. [6]. O desvio padrao da média dos
resultados foi multiplicado pelo valor de t de Student
para uma confiabilidade de 99% segundo os graus de
liberdade apropriados. Para 8 repeticdes e sete graus de
liberdade o valor t de Student tabelado é de 2,998. O
limite de quantificagao do método (LQM) foi estabelecido
com base em KEITH et al. [15] e LONG & WINEFORDNER
[16], que o definem como 10 vezes o valor do desvio pa-
drao. A precisao do método foi calculada pelo coeficiente
de variacao (CV%), calculado a partir das determinacoes
de amostras de pele, carcaca homogeneizada ou muscu-
latura do peito, fortificadas em diferentes niveis com qua-
tro repeticoes em cada nivel. A quantificacao foi feita por
calibracao externa.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Desenvolvimento do método

Um dos maiores obstaculos para o desenvolvimento
de um meétodo apropriado para analisar residuos de
DGCH em tecidos animais € o fato dos mesmos serem
soélidos e ricos em lipidios. As diversas metodologias que
sao descritas na literatura [5, 11, 14, 18] foram desen-
volvidas em matrizes liquidas ou fluidas, onde a extra-
cao se inicia com uma particao liquido-liquido em meio
alcalino.

Devido ao carater i6nico da clorhexidina, que interage
com estruturas polares da amostra solida, a extracao da
molécula na forma de digluconato exigiu o emprego de
solventes aquosos. A digestdo com a alcalase, uma
endopeptidase, foi capaz de promover a desnaturacao
das proteinas, tornando a amostra mais fluida e com
uma pequena quantidade de sé6lidos de tamanho reduzi-
do. Esta enzima foi selecionada por sua eficiéncia, ativi-
dade em ampla faixa de pH e temperatura, além de ser
disponivel comercialmente. Na etapa seguinte, a utiliza-
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cao de hidroxido de sédio 1N, elevando o pH acima do
valor de pK_ 10,3, [14], converteu a clorhexidina a sua
forma neutra, soluvel em solventes organicos. Para a ex-
tracdo da amostra digerida e alcalinizada foram avalia-
dos o cloroformio, cloreto de metileno, acetato de etila e
o éter etilico, sendo que apenas o ultimo favoreceu a
particao e a evaporacao que seria necessaria na etapa
posterior. A centrifugacao foi imprescindivel para sepa-
rar as particulas sélidas da amostra e quebrar a emulsao
formada durante a agitacado. O cloreto de sodio adicio-
nado nesta etapa teve como funcao auxiliar a quebra da
emulsao e diminuir a afinidade do éter etilico pela agua.
A estabilidade da clorhexidina permitiu a evaporacao do
solvente com aquecimento e com fluxo de ar comprimi-
do. Os componentes lipidicos dos tecidos foram extrai-
dos pelo éter e permaneceram apos a evaporacao. A par-
ticao metanol/hexano foi introduzida para a remocao
desta gordura. Foi necessario empregar a baixa tempe-
ratura para reduzir a miscibilidade do hexano no metanol.
Os lipidios foram eliminados juntamente com o hexano,
permanecendo a clorhexidina na fase metanodlica. O aci-
do formico nesta etapa teve a funcao de eliminar possi-
veis residuos de hidréxido de sodio transferidos junta-
mente com o éter. Apds a evaporacao do metanol, o ex-
trato foi solubilizado na fase movel, onde o pH 2,5 per-
mitiu que a molécula retornasse a sua forma ionizada.
O heptanossulfonato de sédio presente na fase movel
atuou como contra-ion e permitiu a separacao cromato-
grafica em coluna de fase reversa C ..

3.2 - Avaliacao do desempenho do método

A resposta do detector UV (260nm) ao DGCH foi 1i-
near na faixa de 0,5 a 20ug/mL (Figura 1).
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FIGURA 1. Linearidade de resposta a diferentes concentracoes
de digluconato de clorhexidina determinadas por CLAE-
detector UV (260nm).

A linearidade da resposta do detector pode ser ex-
pressa pela equacao:

Y = 12978 X - 685 (1)

onde: Y = Area do pico; X = Concentracéo (ug/g)
Coeficiente de Correlacao (r?) = 0,999

O LD calculado foi de 0,2ug/g, enquanto o LQM foi
de 0,6pg/g. As recuperagoes de amostras de pele, carca-
ca total e musculatura fortificadas sdo apresentadas na
Tabela 1. Os resultados indicaram que nao houve dife-
renca significativa nas recuperacoes entre os diferentes
niveis adicionados a pele, com média de 72% e CV de
7,38% Em carcacas, a diferenca somente foi significati-
va entre os niveis de 1ug/g e 10ug/g, com valor médio de
75% e CV 10,08%. Nas analises em musculatura ocor-
reu diferenca significativa entre os niveis mais baixos
(1,2,4 e 6ug/g) e os niveis mais altos (8 e 10ug/g), com
recuperacao média de 83% e CV 8,0%.

TABELA 1. Recuperacao de digluconato de clorhexidina adi-
cionado a diferentes tecidos de frangos.

Musculatura’ Pele? Carcaca total’
Nivelde Recuperacdo Nivelde Recuperacdo Nivelde Recuperacdo
Fortificacdo (%) Fortificacdo (%) Fortificacdo (%)
(ug/q) (ug/q) (ug/q)

1 80+1 2 66+ 6 1 67+6

2 738 4 67+8 2 75+ 10

4 793 8 73+3 4 73+9

6 83+1 10 76+4 5 74+5

8 90+2 20 72+7 10 79+5

10 90+4 40 75+1 20 80+4
80 75£2

!Analise de amostras pelo método desenvolvido incluindo a digestao enzimatica. Média
de 4 repeticoes.

2Analise de amostras pelo método desenvolvido sem a digestao enzimatica. Média de
4 repeticoes.

3.3 - Andlises em amostras tratadas no abatedouro

Os residuos de clorhexidina foram determinados nas
carcacas e peles tratadas com DGCH, armazenadas in-
teiras ou previamente homogeneizadas, sob refrigeracao
(5+2°C) ou congelamento (-20°C). As Tabelas 2 e 3 apre-
sentam os resultados das analises efetuadas durante 12
dias nas amostras refrigeradas e a Tabela 4 mostra os
niveis de DGCH encontrados nas amostras congeladas
durante os 90 dias de armazenamento.

Os resultados da Tabela 2 indicam que tanto nas
carcacas inteiras como nas amostras homogeneizadas
os residuos de DGCH diminuiram durante o armazena-
mento a 5°C. No caso das carcacas inteiras a reducao foi
bem mais acentuada, chegando a cerca de 50% no final
dos 12 dias.

TABELA 2. Residuos de digluconato de clorhexidina em carca-
cas armazenadas a 5°C.

Dias apds o tratamento Clorhexidina ( pg/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 14,104 8,0+0,5
8 13,2+0,5 NR

12 12,3+0,7 7,0+0,7

* Média de 3 determinagoes
4Nao Realizado

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 23(3): 370-376, set.-dez. 2003 373



Digluconato de clorhexidrina em carcacas de frango, Vicente et al

Em relacao as carcagas congeladas (Tabela 3), as
variacdes observadas nos teores de DGCH néao indicam
uma tendéncia definida e podem ter ocorrido devido a
homogeneizagao irregular das amostras e/ou a hetero-
geneidade das carcacas inteiras em relacdo ao nivel re-
sidual de clorhexidina. Os resultados obtidos sugerem
que nao houve diminuicao dos niveis residuais de DGCH
durante o armazenamento, pelo menos para as amos-
tras homogeneizadas.

TABELA 3. Residuos de digluconato de clorhexidina em carca-
cas de frango armazenadas a —20°C.

Dias ap6s o tratamento Clorhexidina ( pg/g)

Homogeneizadas Inteiras

Média' Média'

15 6,6+0,1 6,6+0,1
30 6,8+0,3 6,7+0,2
60 8,3+0,2 7,7+0,5
90 6,9+0,2 5,0+0,5

! Média de 3 determinacoes

Um teor relativamente maior de DGCH foi determi-
nado em peles de frango (Tabela 4) relativamente as car-
cacas inteiras, o que era esperado tendo em vista a apli-
cacao superficial do sanitizante. Tanto nas amostras
homogeneizadas quanto nas peles inteiras a quantidade
de residuos diminuiu gradualmente durante o armaze-
namento refrigerado.

TABELA 4. Residuos de digluconato de clorhexidina em peles
de frango armazenadas a 5°C.
Dias ap6s tratamento

Clorhexidina ( 1g/g)

Homogeneizadas Inteiras
Média' Média'

0 32,1+0,8 32,1+0,8
2 27,4+0,4 NR?
4 29,9+0,0 NR
6 28,3+1,0 29,8+3,0
8 27,4%1,2 NR
12 24,2+0,4 20,0+0,5

! Média de 2 determinagoes
2Nao Realizado

A reducao dos niveis do sanitizante nos tecidos ar-
mazenados inteiros ou homogeneizados pode ser atri-
buida, entre outros, a interacdes irreversiveis do DGCH
com grupos polares e/ou id6nicos da matriz e/ou sua
solubilizacao nos fluidos liberados pelos tecidos durante
o armazenamento a 5°C ou descongelamento.

Uma possivel degradacao do composto também nao
deve ser descartada, muito embora acredite-se que esta
seja pequena, tendo em vista a estabilidade do DGCH e
as baixas temperaturas empregadas.

E importante ressaltar que a perda de liquidos du-
rante o processo de descongelamento das carcacas foi

visivelmente menor que a observada durante o periodo
de armazenamento sob refrigeracao, o que pode explicar
a maior reducao dos niveis de DGCH nas amostras refri-
geradas relativamente aquelas mantidas congeladas.

A possibilidade de ocorréncia de interacdes entre o
DGCH e estruturas dos tecidos esta de acordo com re-
sultados relatados por GELINAS & GOULET [12]. 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 po, sangue bovino desidratado e
farinha de peixe.

Em todas as situacoes avaliadas é importante consi-
derar que, apesar de as amostras terem apresentado pe-
sos semelhantes, as quantidades de DGCH que foram
retidas nas mesmas podem ter variado em funcao de ca-
racteristicas peculiares a cada unidade utilizada para com-
por a amostra. Este fato pode ter sido parcialmente res-
ponsavel pela inconsisténcia de alguns resultados, impe-
dindo uma melhor caracterizacao do comportamento dos
residuos durante o armazenamento de carcacas e peles
inteiras. A analise seqliencial de aliquotas da mesma amos-
tra previamente homogeneizada minimizou esta variavel,
permitindo uma melhor avaliacdo dos resultados.

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

O meétodo desenvolvido permitiu a quantificacao dos
residuos nos diferentes tecidos. Os cromatogramas ca-
racteristicos de amostras de pele (Figura 2) e carcaga
(Figura 3) tratadas com DGCH, assim como os respecti-
vos controles, mostram que existem poucos interferen-
tes com tempo de retencao proximo a clorhexidina.

A partir do 8¢ dia de armazenamento sob refrigera-
cao, percebeu-se nas amostras nao tratadas o desenvol-
vimento de odores decorrentes de decomposicdo. Nas
amostras tratadas, nenhum odor estranho foi notado até
o final do experimento, o que é um indicativo da eficién-
cia do sanitizante, muito embora a avaliacdo microbio-
logica nao tenha sido objeto deste estudo.

4 - CONCLUSOES

A proposta inicial de desenvolvimento de método
analitico para determinacao do DGCH foi plenamente
atingida. O procedimento desenvolvido proporcionou re-
cuperacao e sensibilidade adequadas aos niveis encon-
trados nas amostras e permitiu analisar residuos em
tecidos com diferentes teores de gordura. O consumo de
solventes e reagentes € pequeno e os equipamentos exi-
gidos sao relativamente simples. Tendo em vista a sim-
plicidade da vidraria utilizada, varias extracoes podem
ser feitas simultaneamente.

Os residuos de DGCH permaneceram nas carcacas
apos o tratamento com o sanificante e persistiram du-
rante a refrigeracao ou congelamento.
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FIGURA 2. Cromatogramas por CLAE tipicos de pele de frango.

Diluicao final das amostras 5g/10mL. Condicoes cromato-
graficas: coluna C; silanizada (250mm x 4,6mm di); fluxo
1,0mL/min; fase movel acetonitrila-tampao fosfato(0,1 M
Na,HPO,-0,005M heptanossulfonato de s6dio-0,05M
trietilamina- ac. fosfoérico pH 2,5) na proporcao 67:33. [A]
Amostra tratada com solucao de digluconato de clorhexidina
com o pico equivalente a 16, 1ug/mL, t, = 6,73 min. [B] Amos-
tra nao tratada.
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FIGURA 3. Cromatogramas por CLAE tipicos de carcaca de fran-

go. Diluicao final das amostras 5g/5mL. Condicoes croma-
tograficas: coluna C, silanizada (250mmx 4,6mm di); fluxo
1,0mL/min; fase movel acetonitrila-tampao fosfato (0,1 M
Na,HPO,-0,005M heptanossulfonato de s6dio-0,05M
trietilamina- ac. fosforico pH 2,5) na proporcao 67:33. [A]
Amostra tratada com solucao de digluconato de clorhexidina
com o pico equivalente a 14,2ug/mlL, t, = 6,69min. [B] Amos-
tra nao tratada.
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Considerando que a degradacao térmica do
sanitizante pode formar a 4-cloroanilina, potencialmen-
te carcinogénica, sugere-se que sejam feitos estudos
complementares para a determinacao do produto de de-
gradacao em carcacas tratadas com DGCH e submeti-
das a processamento térmico.
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