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RESUMO

A degradacao do antimicrobiano digluconato de clorhexidina (DGCH) durante armazenamento ou processamento térmico pode formar
a 4-cloroanilina (CA), um composto potencialmente carcinogénico. Conseqliientemente, o uso deste sanitizante para descontaminacao
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 determinacao de residuos de CA em tecidos de frangos. Apés a extracao com diclorometano, foi feita
a limpeza do extrato em cartucho C,, e quantificacao por cromatografia gasosa-espectrometria de massas (CG-EM), sem derivacao. A
recuperacao média (89,2% - CV 9,9%.) e o limite de deteccao (1,8ng/g) foram considerados satisfatorios para os propésitos do estudo.
Em amostras tratadas com DGCH e nao submetidas a processamento térmico, a quantidade de CA detectada foi relativamente baixa,
e provavelmente se originou da solucao de tratamento. A fritura e a coc¢ao em forno convencional resultaram em niveis elevados de
CA, enquanto que a coccao em panela de pressao nao alterou os niveis de CA presentes na amostra crua. Em vista destes resultados
e, considerando-se o potencial toxico da CA, recomenda-se que estes dados sejam levados em consideracao quando avaliada a
utilizacao de DGCH como sanitizante de carcacas em abatedouros de aves.
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SUMMARY

METHODOLOGY FOR 4-CHLOROANILINE DETERMINATION IN POULTRY BY GC-MS. ANALISYS IN CHLORHEXIDINE DIGLUCONATE
TREATED TISSUES AFTER TERMICAL PROCESSING. 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 C,; 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 (1.8ng/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.

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

1 -INTRODUCAO

guido, nao é conhecido o comportamento deste antimi-
crobiano durante o armazenamento e processamento

A clorhexidina, uma bis-guanida com propriedades
bactericida, bacteriostatica [6] e fungicida [32], tem sido
amplamente utilizada em colutérios, solucoes para len-
tes de contato e pomadas para queimaduras [1, 29].
Nas industrias que manipulam produtos de origem ani-
mal ela tem sido empregada como desinfetante de maos,
equipamentos e superficies [11, 14]. As evidéncias da
baixa toxicidade, aliadas a eficiéncia antimicrobiana,
levaram ao desenvolvimento de estudos para avaliar a
aplicacao do digluconato de clorhexidina (DGCH) no
controle de microrganismos em carcacas de frango [25,
33]. Entretanto, apesar do beneficio tecnologico conse-

I Recebido para publicagdo em 29/11/2001. Aceito para publicagdo em
05/06/2003 (000784)

2 Centro de Quimica, Instituto de Tecnologia de Alimentos — ITAL. Av.

Brasil, 2880 - Campinas-SP CEP 13073-001 Fone (0XX19)3743-1771

E-mail evicente@ital org. br

3 Departamento de Ciéncia de Alimentos — Faculdade de Engenharia de
Alimentos-FEA — UNICAMP. Cidade Universitaria Campus Zeferino Vaz
CEP 13001-970. Fone: (19) 3289-2168 Fax 3788-7890 E-mail
macecil@fea. unicamp. br

* A quem a correspondéncia deve ser enviada.

de carcagas tratadas.

Os dados existentes restringem-se a estabilidade
do DGCH em medicamentos e solugdes comerciais.
DOUB et al. [12] desenvolveram metodologia para ana-
lisar produtos resultantes da degradagao do DGCH em
solucgao a 20% armazenada por 2,5 a 3 anos no escuro
e em temperatura ambiente (20-25°C). O método foi
eficiente na quantificacao de 9 dos 11 compostos pre-
viamente identificados, entre os quais a 4-cloroanilina
(CA), 4-clorofenilguanidina e a 4-clorofeniluréia. A de-
composicao da DGCH pode ocorrer em funcao da luz
e, principalmente, da temperatura [23]. JAMINET et
al. [19] constataram que o pH influencia esta degrada-
cao, tendo observado uma maior formacao de CA em
solugoes autoclavadas a 130°C/30 min em pH 9 do que
em pH 6,0.

A aplicacao de DGCH em alimentos desperta uma
preocupacao adicional, ja que as aminas aromaticas e
seus derivados substituidos, como a 4-cloroanilina, séo
toxicos, além de existirem suspeitas de carcinogenici-
dade e mutagenicidade [21]. Esta suspeita decorre da
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possibilidade de conversao destas aminas, na presenca
de hemoglobina, em compostos do tipo N-nitroso [17,
26]. Evidéncias de estudos toxicologicos indicam a
toxicidade, imunotoxicidade e carcinogenicidade da CA
3, 4, 20]. O Programa Nacional de Toxicologia da Agéncia
de Protecao Ambiental (EPA) dos Estados Unidos [34]
classificou a CA como mutagénica e como provavel
carcinégeno humano —grupo B2. O Q,* determinado (uni-
dade de risco estimado), baseado em taxa de sarcomas
de baco em ratos machos, foi de 6,38 x 102mg/kg/dia
em equivalentes humanos.

Em vista do potencial carcinogénico da CA, ela tem
sido monitorada em sangue e urina de pacientes trata-
dos com medicamentos a base de DGCH [2]. Os deriva-
dos de anilina também sao compostos ligados a atividade
industrial, como intermediarios na producao de borrachas,
plasticos, espuma de poliuretano, pigmentos e produtos
farmacéuticos [9]. A CA foi identificada como produto de
degradacao de pesticidas dos grupos fenil uréia e fenil
carbamatos [21]. Devido a sua importancia toxicologica, a
CA e outras aminas substituidas foram incluidas pela
Comunidade Européia na lista de poluentes industriais
que devem ser monitorados em aguas ambientais [S5]. A
Legislacao Norte Americana estabeleceu tolerancias para
diflubenzuron e seus metabolitos 4-clorofeniluréia e CA
em arroz (0,02ug/g) e arroz em casca (0,8ug/g) [35].

Métodos analiticos para a determinacao de CA em
agua utilizaram cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), ap6s uma ou mais etapas de pré-concentragao
em coluna [5, 9, 10, 30]. A microextracao em fase solida
e quantificacdo por cromatografia gasosa (CG)- espec-
trometria de massas (EM) ou detector de ionizacao de
chama (DIC) também foram empregadas para analises
em agua [26] e fluidos biologicos [8]. Foram descritas
analises por CLAE -UV ou detector de arranjo de diodos
(DAD) [15, 28] e por GC-DIC [16] para determinacao da
CA em produtos cirurgicos e desinfetantes formulados
com DGCH ou triclocarban. Métodos de analise de CA
por CLAE-DAD ou detector eletroquimico foram desen-
volvidos em amostras de origem vegetal [31] e mel [7].
No Pesticide Analytical Manual 2000 do FDA - EUA [13],
foram descritos métodos para determinagao de
diflubenzuron e os produtos de degradacao 4-feniluréia
e CA em amostras de origem vegetal e animal, empre-
gando GC- detector de captura de elétrons (DCE) com
derivacao ou CLAE-UV.

Tendo em vista a possibilidade de utilizacado da DGCH
para o tratamento de carcacas de frango em abatedouros,
torna-se importante, do ponto de vista toxicolégico, a
determinacao de residuos de CA nas aves tratadas. Con-
siderando que a velocidade de degradacdo da DGCH e
consequente formacao da CA sao dependentes da tem-
peratura e pH, € evidenciada a necessidade do controle
de residuos antes e apds o processamento térmico do
alimento. Estudos anteriores evidenciaram que apds o
tratamento de carcacas de aves com DGCH a maior con-
centracao do sanitizante foi encontrada na pele [36]. Uma
vez que estes tecidos sao direta e intensamente afeta-
dos pelo processamento térmico, optou-se por desen-
volver um meétodo para analise de CA em frangos e in-

vestigar 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 extragao fo-
ram o diclorometano e sulfato de soédio anidro
(PR Mallinckodt). Na limpeza do extrato foram utiliza-
dos acido cloridrico P.A (Merck), hidroxido de sodio P.A.
(Merck) e agua desmineralizada 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 solida (SPE) 3mL C , 500mg (JT Baker) e uma solu-
cao comercial 20% de digluconato de clorhexidina (Labo-
ratéorio Enila) para o tratamento das amostras. A 4-
cloroanilina 98% (Aldrich) foi utilizada como padrao para
quantificacao na cromatografia.

2.2 - Instrumentacéao

O equipamento utilizado foi um cromatoégrafo ga-
soso (HP 6890), equipado com amostrador automatico
(HP 7683) e espectrometro de massas (HP 5973), ope-
rando com energia de ionizagdo de 70eV 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
0,25mm di e filme de 0,25u e o gas de arraste foi o He,
com vazao constante de 1,0mL/min. As injecoes foram
feitas no injetor de temperatura programavel (PTV), com
“liner” silanizado “open baffled” em modo “splitless”.
As programacoes do injetor e da coluna sao apresenta-
das no esquema abaixo:
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O volume injetado foi de 1uL e a temperatura da
interface com o detector de massas foi mantida em 300°C.
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2.3 - Preparo das amostras

2.3.1 - Tratamento com digluconato de clorhexidina

Doze cortes de peito com pele, com peso médio de
886g (+54g), foram imersos por 1 a 2 segundos em uma
solugao aquosa de DGCH a 0,4g/L, permanecendo em
caixas plasticas perfuradas para a remocao do excesso
de solucao.

2.3.2 - Processamento térmico de cortes de pei-
to tratados

Amostras formadas por trés unidades cada foram
submetidas aos seguintes processamentos térmicos
convencionais: coccao em panela de pressao/1lh, coc-
¢ao em forno doméstico a gas 1,5h (temperatura indicada
no forno 200°C) e fritura em o6leo de girassol/15 min.
(temperatura medida no 6leo 180°C). Apos o processa-
mento térmico somente as peles foram separadas e
homogeneizadas. Também foram separadas as peles de
uma amostra tratada, que nao foi submetida a proces-
samento térmico a fim de constatar a presenca de CA
oriunda da solugao de tratamento.

2.3.3 - Processamento de porcdes definidas de
pele tratada em forno de microondas e
autoclave

Apo6s a homogeneizacao da amostra de pele tratada
e nao submetida a processamento térmico descrito no
item 2.3, foram transferidas seis porcoes de 10g para
erlemeyers de 250mL. Trés erlemeyers foram submeti-
dos a autoclavagem, a 120°C/ latm/30 min e outros trés
a cocgao em forno de microondas doméstico de 700W
(50% da poténcia), durante 10 minutos. A CA foi anali-
sada, pelo método desenvolvido, apés o processamen-
to térmico. Paralelamente, amostras controle, néao tra-
tadas com DGCH, foram submetidas aos mesmos pro-
cessamentos térmicos estudados, para verificar a exis-
téncia de outras fontes de CA na matriz.

2.4 - Método analitico

Foram pesados 10g de amostra, previamente
homogeneizada, em um erlenmeyer de 250mL com tam-
pa de polietileno. Adicionaram-se 100mL de
diclorometano e 20g de sulfato de sodio anidro, perma-
necendo 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 Biichner. 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 completa-
mente. O residuo foi dissolvido em SOmL de hexano e
transferido para um funil de separacao de 125mL. O
balado de evaporacao foi novamente lavado com 15mL de
acido cloridrico 0,1N, e a solucao transferida para o
mesmo funil. Efetuou-se a particao, com agitacao mo-
derada por 1 min., sendo a fase inferior (acido) recolhi-
da em um becker de 150mL. Este procedimento foi re-
petido com outras 2 porcoes de 15mL de acido cloridri-
co 0,1N e as fases acidas reunidas no mesmo becker.

Foram adicionados cerca de 4mL de hidroxido de sodio
1N ao extrato acido e o pH ajustado para 10. Um cartu-
cho de C,, (SPE) foi condicionado com SmL de acetoni-
trila e 10mL de agua destilada. A amostra ja alcalinizada
foi percolada pelo cartucho (aproximadamente O,1mL/
segundo), que em seguida foi lavado com 20mL de agua.
Posteriormente, a agua remanescente entre as parti-
culas do suporte soélido foi completamente eliminada
com o auxilio de fluxo de ar comprimido. Todo o eluato
aquoso foi descartado e a CA eluida com SmL de aceto-
nitrila, recolhidos em um balao volumétrico de SmL.
Apobs o ajuste do volume final com acetonitrila, uma
aliquota de 1uL foi injetada em cromatografo gasoso
acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM).

2.5 - Limites de deteccdo, precisdo e quantificacao
por CG-EM

O limite de detecgdao do método (LDM) foi determi-
nado pela analise de 8 repeticoes com amostras
fortificadas com 10,7ng/g de CA. O desvio-padrao da
média dos resultados foi multiplicado pelo valor de t de
Student para uma confiabilidade de 99% e 7 graus de
liberdade, de acordo com procedimento descrito por DE
BRUIN et al. [8]. Para 8 replicatas e sete graus de liber-
dade o valor de t de Student é de 2,998. Os resultados
destas mesmas 8 determinacoes foram utilizados para
o estabelecimento do limite de quantificacdo do méto-
do (LQOM), com base em KEITH et al. [22] e LONG &
WINEFORDNER [24], que o definem como 10 vezes o
valor do desvio padrao. A precisao do método foi calcu-
lada pelo coeficiente de variacao (CV), calculado a par-
tir das determinagdes de amostras fortificadas em 6
diferentes niveis (10,7; 53,5; 107,0; 214,0; 535,0 e
4280ng/g), com cinco repeticoes em cada nivel. A quan-
tificacao foi feita por curva de calibracao externa.

2.6 - Robustez do método

O comportamento do método frente a pequenas mo-
dificacoes nas condigdes de trabalho foi testado de acor-
do com o procedimento descrito por YOUDEN [37]. Nes-
te teste foram avaliadas sete variaveis combinadas em
8 determinacoes, efetuadas em amostras de pele
fortificadas com 200ng/g de CA. As condicoes alternati-
vas avaliadas foram: duas de particdes com acido clori-
drico 0,1N; evaporacgao parcial do diclorometano; pH = 7
no extrato aquoso percolado pelo cartucho de C ; elimi-
nagao da etapa de lavagem do cartucho de C,,com agua;
eluicdo da CA com 4mL de acetonitrila e utilizacao de
cartucho de C,, recondicionado.

2.7 - Confirmacdo de identidade

Para a confirmacao da identidade da CA, os extra-
tos foram injetados nas mesmas condicoes cromato-
graficas, 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
padrodes analiticos. Adicionalmente, avaliou-se a coin-
cidéncia com os espectros da biblioteca NIST 98.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Método analitico

Entre os solventes testados, o diclorometano foi o
que possibilitou uma extracao eficiente do analito, per-
mitindo a solubilizacao adequada da matriz, com maior
facilidade para evaporacao. Outros solventes avaliados,
como a acetonitrila e o metanol, permitiram a extra-
¢ao, mas dificultaram a evaporacgao devido as pressoes
de vapor elevadas e miscibilidade com a agua. As recu-
peracoes foram baixas utilizando-se estes solventes,
provavelmente devido a perdas por volatilizagao.

Outro aspecto positivo alcancado pela extracao com
o diclorometano foi a exclusdo da possibilidade de ex-
tracao da clorhexidina presente na matriz. Em meio
aquoso a clorhexidina encontra-se na forma ionizada,
com pouca afinidade por solventes organicos. A elimi-
nacao dos componentes lipidicos da matriz foi
conseguida com a particao com solvente organico em
meio acido, pois a CA protonada (Figura 1) permaneceu
soliivel no meio aquoso enquanto os componentes
menos polares foram eliminados com o solvente.

NH, NH,*

Cl cl

FIGURA 1. Protonacgao reversivel da 4-cloroanilina em meio
acido

O diclorometano e o hexano foram os solventes ava-
liados para esta particdo. A densidade elevada do
diclorometano tornou necessario o uso de vidraria adi-
cional para a separacao das fases, além de propiciar a
formacao de emulsdo. Ja o hexano nao apresentou estes
inconvenientes, permitindo a remocao eficiente dos co-
extrativos. A estrutura neutra da molécula foi restabele-
cida com a alcalinizacdo do extrato aquoso, permitindo a
retengé@o da CA no C .. Considerando o pK, 4,15 determi-
nado para a CA [5], em pH proximo de 7, a molécula deve-
ria estar em sua forma neutra . Entretanto, foi constata-
do que as recuperacoes neste pH eram um pouco meno-
res que em pH alcalino, o que pode ser atribuido a pre-
senca de residuos acidos no suporte do C , , permitindo a
eluicao precoce da CA. Notou-se, ainda, que quando a
eluicao era feita imediatamente apos a passagem da so-
lucao alcalina, a acetonitrila apresentava turbidez. Este
problema foi solucionado pela lavagem da coluna com
20mL de agua destilada, para eliminar o excesso de
hidroxido de soédio e outros possiveis compostos polares
introduzidos juntamente com a amostra. A eluicao do
analito com SmL de acetonitrila proporcionou uma boa
recuperacgao e sensibilidade, sem a necessidade de eva-
poragao da amostra. Caso a evaporagao da acetonitrila
venha a ser feita para melhorar a sensibilidade, devem
ser tomadas precaugoes para evitar a volatilizacao da CA.
O aumento da massa inicial de amostra também € uma
alternativa para aumentar a sensibilidade do método.

3.2 - Validacao do método

O limite de deteccdo do método foi calculado em
1,8ng/g e o limite para a quantificacao foi 8,0ng/g. Em
concentracgdes inferiores ao LQM foi possivel detectar
os picos, mas a razao entre o ion alvo (127) e o qualificador
(129) ficava fora da tolerancia relativa de 20%, compro-
metendo a confiabilidade da quantificacdo. A sensibili-
dade do método proposto pode ser aumentada, se ne-
cessario, pela introducao da derivagao e pela concentra-
cao do extrato final. Entretanto, serdo necessarios es-
tudos adicionais para estabelecer estes procedimentos.
A recuperacao meédia das determinagdes em amostras
fortificadas (Tabela 1) foi de 89,2% e o CV foi 9,94%.

TABELA 1. Recuperagao da 4-cloroanilina em pele fortificada
com diferentes concentracgoes.

Nivel de Fortificacdo 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

! Analises com S repeti¢coes em cada nivel
2 CV(%) — Coeficiente de variacao %

A analise de variancia e o teste de Tukey permiti-
ram constatar que houve diferenca significativa entre
as recuperacoes de 10,7ng/g e 21,4ng/g, ao nivel de
erro de 5%. Entretanto, ndo houve diferencga estatisti-
ca entre os demais niveis de fortificagdo. Foi constata-
do que a recuperagcdo nas amostras fortificadas com
10,7ng/g foi maior do que nos demais niveis. Nao hou-
ve diferenca significativa entre as repeticoes dentro de
cada um dos seis niveis de fortificagdo, sendo o CV
inferior a 10%, o que indica que a repetibilidade do
meétodo foi satisfatoria. Estes resultados estao em con-
cordancia com os critérios publicados por HORWITZ
[18], considerando aceitavel um CV de até 20% em de-
terminacoes onde a concentracdo dos analitos esteja
na faixa de ng/g (ppb).

O teste de robustez mostrou que a recuperacao da
CA sofreu influéncia, em ordem decrescente de impor-
tancia, do pH do extrato aquoso, da evaporacao do
diclorometano, do namero de particoes com acido clori-
drico 0,1N, do volume da acetonitrila empregado para a
eluicdo do analito, da lavagem do cartucho de C , com
agua, da utilizacao de cartucho de C  novo e da utiliza-
¢ao do sulfato de sodio anidro na extragido. Estes re-
sultados indicaram que as condicoes estabelecidas no
procedimento analitico precisam ser seguidas, mas
existe uma margem de seguranca no volume da aceto-
nitrila definido e a reutilizacao do cartucho de C,, pode
ser adotada para redugao do custo da analise.
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3.3 - Anailise de 4-cloroanilina em amostras trata-
das com digluconato de clorhexidina

3.3.1 - Em cortes de peito preparados por pro-
cessamentos térmicos convencionais

Foi possivel detectar residuos de CA na pele dos
cortes de peito tratadas com DGCH, sendo que os resi-
duos foram maiores nas amostras submetidas a fritura
e coccao em forno a gas (Tabela 2).

TABELA 2. Residuos de 4-cloroanilina em amostras de pele
tratadas com digluconato de clorhexidina, antes e apos
o processamento térmico.

Tipo de processamento 4-Cloroanilina ( ng/g)

Média’ CV(%)?
N&o processada termicamente 20+2 9,6
Cocgao em forno a gés 133+ 14 10,2
convencional 200°C/2h
Cozimento em panela de 19 +1 46
presséo/ 1h
Fritura em 6leo de girassol 1628 + 108 6,6

180°C/15 min.

! Analises com 3 repeticoes
2 CV(%) — Coeficiente de variacao %

Os niveis determinados em amostras cozidas em
panela de pressao nao diferiram estatisticamente daque-
les obtidos em amostra nao processada termicamente.
Em amostras assadas (coccao em forno a gas convencio-
nal) 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 volatilizacao quando
aquecida, deve ser considerado que parte da CA, gerada
pela degradacdao do DGCH, pode ter sido eliminada du-
rante o processamento térmico. Este fato significa que a
quantidade de CA formada pode ter sido maior que a en-
contrada nas analises efetuadas. Este raciocinio esta de
acordo com o observado por NAGAYAMA & KIKUGAWA
[27], onde a 2-cloroanilina, formada a partir da degrada-
¢ao do agrotoxico clorprophan, foi reduzida durante a coc-
cao e fritura de batatas contaminadas. Na amostra cozi-
da em panela de pressao, deve ainda ser considerada a
solubilizacao da CA, ja que a amostra ficou em contato
direto com a agua aquecida. Nas amostras controle, sem
tratamento com o DGCH, nao foi encontrada CA antes
ou apods os diferentes processamentos térmicos, descar-
tando-se assim a possibilidade de formacao de CA a par-
tir de componentes da matriz.

Pequenas quantidades de CA foram encontradas em
amostras tratadas mas nao submetidas a processamen-
to térmico. A origem destes residuos foi, provavelmente,
a solucao de DGCH utilizada para o tratamento. Em ana-
lise feita pelo fabricante do DGCH 20%, utilizado no pre-
sente estudo, foram determinados 78,7mg/L de CA. A
presenca de CA € decorrente do processo de fabricagao do

produto e/ou da degradacgao do mesmo. Segundo a BRITSH
PHARMACOPOEIA [1], sao tolerados até S00mg/L de CA
em solugoes comerciais de DGCH 20%.

Tendo em vista que as amostras foram tomadas
apos o processamento, foi estabelecida a perda de
massa decorrente de cada um deles. A coccao em pa-
nela de pressao levou a uma reducao de 42%, da mas-
sa inicial, enquanto a coccao em forno a gas e o pro-
cesso de fritura resultaram em reducoes de 62% e de
76%, respectivamente. A evaporacao da agua e solubi-
lizacdo das gorduras devem ser os principais fatores
para estas perdas de massa. Esta hipotese deve ser
considerada, ja que 10g da amostra processada seria
equivalente a uma quantidade maior da amostra crua,
o que pode ser interpretado como um fator de concen-
tracao da CA detectada inicialmente.

3.3.2 - Quantificacio em porcoes definidas de
pele tratada e processada em forno de micro-
ondas e autoclave

O processamento térmico de porgoes definidas de
amostra (10g) permitiu a constatacdao de que o aumen-
to das quantidades de CA ocorreu devido a degradagao
da DGCH e nao somente pela concentracao da CA in-
troduzida como contaminante da solugao de tratamen-
to (Tabela 3). A comparacao dos resultados pode ser
feita sem considerar a perda de agua e outros compo-
nentes durante o aquecimento ou solubilizacao da CA,
tendo em vista que foram analisadas quantidades iguais
de uma mesma amostra previamente homogeneizada.

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 termicamente 9+0 46
Forno de microondas 700W 51+ 14 27,2
poténcia 50%/10min
Autoclave 121°C/1 64+8 11,8

atmosfera/30 min.

utilizadas aliquotas de 10g para o processamento
2 Analises com 3 repeti¢oes
* CV(%) — Coeficiente de variagao %

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 apdés a cocgao
em panela de pressao pode ser atribuida ao fato de que,
durante a autoclavagem, a amostra nao ficou direta-
mente imersa em agua e a temperatura atingida na
autoclave pode ter sido ligeiramente maior. Estes re-
sultados também estdo em concordancia com dados
publicados por REYNOLDS & PRASAd [29], indicando a
formacgao de CA em solucoes de clorhexidina 0,01%
autoclavadas a 115°C/30 min, mas nao sob aquecimento
a 100°C/30min. Apesar disso, deve ser considerado que
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no referido experimento foi utilizado o acetato de
clorhexidina em matriz aquosa, que possuem caracte-
risticas diferentes do digluconato de clorhexidina e da
matriz lipoprotéica empregados no presente estudo.

A Figura 2 mostra que a resposta do detector foi
linear para as concentracoes de CA avaliadas, podendo
esta ser expressa pela equacao:

Y=2,11.103X-2,23.10* (1)

onde: Y=Area do pico ; X= Concentragdo (ng/mL); Coe-
ficiente de correlagao(r?)= 0,999
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FIGURA 2. Curva padrao de 4-cloroanilina. Dilui¢coes em
acetonitrila. Analises por CG-EM, coluna HP5-MS, 30m
x 0,25mm di e filme de 0,25u, gas de arraste He com
fluxo constante de 1,0mL/min, com programacao de tem-
peratura no injetor e no forno. Espectrometro de massas
operado em modo SIM - 70eV, monitorando os ions m/z
127 e 129.

As Figuras 3 e 4 apresentam, respectivamente, os
cromatogramas tipicos da analise de CA em amostras
de pele tratadas com DGCH, antes e apos o processa-
mento térmico.
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FIGURA 3. Cromatograma tipico de 4-cloroanilina (t;, 7,26
min) em pele tratada com digluconato de clorhexidina,
nao submetida ao processamento térmico. Condigoes cro-
matograficas: coluna HP5-MS, 30m x 0,25mm di e filme
de 0,25u; gas de arraste He com fluxo constante de
1,0mL/min; programac¢ao de temperatura no injetor e
no forno. Espectrometro de massas operado em modo
SIM - 70eV, monitorando os ions m/z 127 e 129. Dilui-
¢ao final da amostra em acetonitrila 10g/5SmL.
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FIGURA 4. Cromatograma tipico de 4-cloroanilina (t, 7,26
min) em pele tratada com digluconato de clorhexidina
processada por fritura em 6leo de girassol 180°C/15min.
Condigoes cromatograficas: coluna HP5-MS, 30m x
0,25mm di e filme de 0,25p; gas de arraste He com fluxo
constante de 1,0mL/min; programac¢ao de temperatura
no injetor e no forno. Espectrometro de massas operado
em modo SIM - 70eV, monitorando os ions m/z 127 €
129. Diluicao final da amostra em acetonitrila 10g/125mL.

3.4 - Confirmacao de identidade

A presenca dos ions moleculares e a similaridade com
os espectros de massas do padrao e da biblioteca NIST98
permitiram a identificagao dos picos nos cromatogramas
das amostras, cujos tempos de retencao coincidiam com
o da CA. Foi confirmada a presenca da CA nas amostras
tratadas com DGCH antes e apos processamento térmi-
co. Nas amostras controle ndo foram encontrados picos
com tempo de retencao 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) € apresentado na Fi-
gura 5A. O espectro de massas referente ao pico com tem-
po de retencao equivalente a CA e o respectivo espectro
da biblioteca NIST98 podem ser observados na Figura 5B.
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Time--=

FIGURA 5A. Cromatograma tipico de 4-cloroanilina (t, 7,26 min)
em pele tratada com digluconato de clorhexidina e proces-
sada em oleo de girassol 180°C/15min., por CG-EM (SCAN
70eV), coluna HP5-MS (30m x 0,25mm di e filme de 0,25p),
gas de arraste He fluxo constante de 1,0mL/min, com pro-
gramacao de temperatura no injetor e forno. Diluicao final
da amostra em acetonitrila 10g/125mL. No mesmo croma-
tograma aparece um pico de siloxano liberado da fase esta-
cionaria da coluna durante a corrida.
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FIGURA 5B. Espectro de massas (modo SCAN 70 eV) referen-
te ao pico identificado como 4-cloroanilina (t, 7,26 min) do
cromatograma de pele tratada com digluconato de
clorhexidina e submetido a fritura em 6leo de girassol e
comparagao com espectro da biblioteca NIST98 (inferior).

4 - CONCLUSOES

e O método desenvolvido apresentou eficiéncia, sen-
sibilidade e repetibilidade adequadas para a ana-
lise de CA em amostras de pele de frango. O pro-
cedimento pode ser considerado robusto, deven-
do ser tomadas precaucdes nas etapas de corre-
cao de pH do extrato aquoso e evaporacao do
diclorometano.

¢ Tendo em vista a presenca de residuos de CA em
amostras de pele de frango crua apoés o tratamen-
to com o sanitizante, recomenda-se um controle
rigoroso dos niveis deste composto nas solucoes
de DGCH, caso estas venham a ser utilizadas di-
retamente nos alimentos.

e O processamento térmico de frangos pode resul-
tar na decomposicao do DGCH, formando a CA,
ou promover a concentracao de residuos de CA
presentes na amostra crua, possivelmente oriun-
dos da solucao utilizada para o tratamento das
carcacgas.

e Considerando-se o potencial toxico da CA e a pos-
sibilidade de sua presenca em frangos apods tra-
tamento térmico, recomenda-se que as informa-
coes geradas no presente estudo sejam levadas
em consideragao quando da avaliacdao da utiliza-
cao do DGCH como sanitizante de carcacgas em
abatedouros de aves.
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