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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E QUANTIFICACAO DE CLORIDRATO
DE POLIHEXAMETILENO BIGUANIDA (P.H.M.B) EM TECIDOS
MUSCULARES E VISCERAS DE FRANGOS !
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ABSTRAT

Antibacterial Activity and Quantification of Polvhexamethylene Biguanide
Hydrochloride in Muscular Tissues and Viscera of Boilers

Trials were carried out in order to check out the viability of polyhexamethylene
biguanide hydrochloride in the control of pathogenic and degenerating bacteria in
carcass of chicken, as well as a spectrophotometric monitoring of the residual content
of this polymer in the carcasses and viscera of chicken quenched with biguanid. The
sanitizing power of this substance was high, although the previous analysis point out
to the inefficacy of the residual monitoring method, due to the action of interferings.
KEY WORDS: Polyhexamethylene biguanide hydrochloride, carcass of chicken,
sanitizer,

RESUMO

Nos fltimos anos, na procura de principios sanitizantes ativos, certos polimeros
sintéticos ou naturais modificados mereceram atengic especial por possuir uma agio
antimicrobiana mais clevada, definida e por apresentar toxicidade reduzida, o que os
tornam petencialmente 1teis como sanitizantes nas indistrias alimenticias, onde se
exigem condigles higiénico-sanitarias satisfatérias. Nesta comunicagio, foram
ensaiados métodos para a viabilizag#o do cloridrato de polihexametileno biguanida no
controle de bactérias patogénicas ou deteriorantes em carcagas de frango, bem como
um monitoramento espectrofotométrico do teor residual deste polimero nessas carcacas
¢ visceras de frangos dessedentados com biguanida. O poeder sanitizante dessa substin-
cia foi elevado, no entanto as analises preliminares sugerem a ineficdcia do método de
monitoramento residual, devido a atuagdo de interferentes.

PALAVRAS-CHAVE. Cloridrato de polihexametileno biguanida, carcaca de frango,
sanitizante.
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INTRODUCAO

A necessidade crescente de condigdes higiénico-sanitdrias satisfatorias nos mais
diversos sctores e produtos industriais, em que a prote¢io contra bactérias patogénicas
ou deteriorantes se faz necessiria, tem exigido estudos no sentido de se consegnir
substéincias sanitizantes com poder bactericida cada vez maior em relagfio as atualmen-
te empregadas, segundo May (s.d.) Entretanto, nas diversas areas das indusirias
alimenticias (fabrica de laticinios, estabelecimentos de abate das espécies de agougue,
etc). onde hd consumeo direto dos produtos pela populagio, exigéncias para essas novas
espécies quimicas se fazem neccessdrias, além da maior eficicia antibacteriana ja
mencionada. Essas formas quimicas devem ser adequadas comercialmente (solugdes,
dispersdes, suspensdes, etc) de modo a obter o efeito desejado com a menor toxicidade
possivel, quando comparada com os desinfetantes atualmente comercializados.

Certos polimeros sintéticos, bem como alguns polimeros naturais modificados,
possuem propriedades antimicrobianas que os tornam potencialmente dteis como
agentes de controle de microrganismos (May s.d). Entre esses, se destaca o cloridrato
de polihexametileno biguanida (P.H.M.B), que forma solugdes incolores, inodoras, de
natureza catiénica, quimicamente estdvel, ndo volatil, de alta atividade contra uma
série de organismos, principalmente bactérias Gram-negativas, ¢ de baixa toxicidade
para mamiferos,

No intuito de se obter a concentragdo adequada de P.HM.B na redugiio bacteriana
em carcagas de frango ¢ determinar o teor residual do principio ativo, foram ensaiados,
no presente estudo, métodos de tratamento de carcagas, objetivando verificar a
eficiéncia do sanitizante. Além disso, aves de cortes foram dessedentadas com solugfes
aquosas de PHM.B a 0,25 %, at€ 23 dias de idade, ¢ suas visceras (figado e rins) e
tecido muscular (peito com pele inclusa) foram submetidos & dosagem residual de
P.HMB.

MATERIAL E METODOS

De cada carcaga de frango tratada com solugdes aquosas nas concentragdes de 50
¢ 33 ppm , foram tomadas porgdes musculares do peito e coxa, tendo a pele inclusa,
totalizando aproximadamente 30 g para compor a amostra. As porcentagens de resi-
duos de polihexametileno biguanida foram determinadas espectrofotometricamente.

Apés a homogeneizagfio da amostra, foram retiradas porg¢des em quadruplicatas,
entre 0,25 e 0,35g cada e, posteriormente, diluidas em Agua destilada em baldo
volumétrico de 100 ml. Destas “solugdes™, foram tomadas aliquotas de 5 ml e vertidas
c¢m baldies volumétricos de 250 ml, completando-se o volume com agua destilada
(“solugdo” final ).

A determinacio de polihexametileno biguanida foi realizada espectrofotometrica-
mente na regido do ultravioleta a 237nm (ICI-PL-Q-064 1994), em um espectrofotome-
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tro UV/VISIVEL (Becmam DU70), utilizando-se um “branco” de dgua destilada como
referéncia, sendo as leituras em absorbincia das “solugBes” finais convertidas em
porcentagem de polihexametileno biguanida, segundo a relagfo abaixo:

%P.HM.B = A x 8,758/a
onde:
A = absorbincia da solugéo final
a = massa da amostra
8,758 = fator de corregéo

Para estas amostras em carcagas e visceras de aves dessedentadas com solugio
aquosa de PHM.B a 25 ppm seguiu-se a mesma metodologia descrita, embora as
leituras tenham sido realizadas em triplicatas.

Foram analisadas 20 carcagas de frangos provenientes de estabelecimento de abate
com inspegdo federal, localizado no municipio de Itaberai-GO. As carcagas foram
divididas em 2 grupos de 10 unidades, sendo um deles tratado por imersdo no bacteri-
cida com uma concentragio de 50 ppm € outro com 33 ppm ¢, ambos, durante trés
mimitos. De cada carcaca foram retiradas, assepticamente, antes (conc, 50 ppm) ¢ apés
{conc. 50 ¢ 33 ppm) o tratamento com solugdo aquosa do bactericida, porgles da
musculatura da coxa e peito, tendo ambos a pele inclusa, compondo uma amostra de
25g.

As 25g foram homogencizadas em stomacher com 225ml de dgua peptonada a
0,1% tamponada, durante quatro minutos, obtendo-se assim a diluigfio 1:10. Diluigdes
decimais seriadas sucessivas foram obtidas a partir dessa diluigio até 107,

As amostras foram submetidas s seguintes analises: a) contagem padrio de
microrganismos aerébios oun facultativos mesdfilos vidveis (Brasil 1991/1992); b)
contagem padrio de microrganismo aerdbios ou facultativos psicrotroficos vidveis
(Brasil 1991/1992); c) determina¢fio do nimero mais provivel de coliformes fecais
(Brasil 1991/1992); d) contagem de Staphylococcus aureus (Brasil 1991/1892); €)
pesquisa de Salmonefla (Brasil 1991/1992); e f) contagem de Clostridium sulfito-
redutores (Brasil 1991/1992),

Para a contagem padrfio de microrganismos aerdbios ou facultativos meséfilos
vidveis (Brasil 1991/1992) foi transferido 1,0ml das dilui¢Ses decimais para placas de
Petri csterilizadas, sendo a seguir vertidos 15 ml de dgar padriio para contagem,
fundido e resfriado a 45-C. Apos a homogeneizacio ¢ a solidificagdo do agar, as placas
foram incubadas a 37-C por 48 horas, sendo entdo efetnadas as contagens das unidades
formadoras de colonias — UFC. Para isso, foram selecionadas placas contendo entre 30
€ 300 colonias e o valor do nimero de UFCs foi multiplicade pelo fator de diluigdo,
expressando o resultado por grama de carne de frango.

A contagem padrio de microrganismos aerdbios ou facultativos psicotroficos
vidveis (Brasil 1991/1992) foi realizada seguindo 0 mesmo procedimento adotado para
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a contagem de mesdfilos, exceto para a temperatura ¢ 0 tempo de incubagio que foram
de 22-C ¢ 5 dias, respectivamente.

Para a determinagio do miimero mais provavel de coliformes fecais (Brasil
1991/1992) foi inoculado, em triplicata, 1,0ml das dilui¢Bes decimais 10, 107 e 107
em tubos conteado caldo Lauril Sulfato Triptose e tubos de fermentagio de Durham.
Apbs a incubagio a 37-C por 48 horas, foram considerados positivos os tubos que
apresentaram producio de gas e turvagio do caldo. A partir de cada um dos tubos
positivos, foram inoculadas aliquotas das culturas em tubos contendo caldo EC e tubos
de Durham, Apo6s a incubagio em banho-maria a 44,5<C por 48 horas, foram conside-
rados positives os tubos que apresentaram gis e turvacio do caldo. O resultado foi
expresso utilizando a tabela referenciada no Food and Drug Administration — Bacteri-
ological Analytical Mannual (1984).

Para a contagem de Staphyiococcus aureus (Brasil 1991/1992) foram depositados
0,1 ml das diluigBes decimais 107, 10 ¢ 10, na superficie do dgar Baird-Parker. A
seguir, com auxilio de alga de Drigalsky, o indculo foi espalhado cuidadosamente sobre
a superficie do meio. Apés a incubagfio das placas, em posigdo invertida, a 37°C por 48
horas, foram selecionadas aquelas que continham entre 10 e 150 unidades formadoras
de coldnias tipicas (negras brilhantes, com anel opaco ¢ rodeadas de halo transparente)
e atipicas (acinzentadas, negras brilhantes sem halo ou com apenas um dos halos). De
cada placa foram selecionadas de 3 a 5 colonias tipicas que, apés a colora¢do pelo
método de Gram, foram inoculadas em caldo infusfo de cérebro e coragio (BHI), para
a realizaciio das provas bioquimicas: coagulase, produgfo de acetoina , fermentagio da
maltose, manitol e trealose.

Para a pesquisa de Salmonelila (Brasil 1991/1992), realizou-se um pré-enriqueci-
mento através da incubaciio a 37-C por 24 horas da diluigdo 10", obtida pela homoge-
neizagio de 25g de carne com 225ml de dgua peptonada a 0,1% tamponada. Para o
enriquecimento seletivo, aliquotas de 1ml da cultura pré-enriquecida foram transferi-
das para tubos contendo 10ml de caldo tetrationato ¢ 10ml de caldo Rappaport. Ambos
os meios foram incubados a 43-C por 24 horas. No plaqueamento seletivo foram
empregados os meios dgar verde brilhante ¢ Hektoen, que apds serem estriados por
esgotamento foram incubados a 37-C por 24 horas, De 3 a 5 colOnias caracteristicas de
Salmonella foram tomadas em cada placa e submetidas 3 triagem em agar triplice
acicar ferro a 37-C, a provas bioquimicas ¢ ao teste soroldgico para antigenos “0”
(somético) e “H” (flagelar).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 revela a distribui¢o dos valores obtidos nas determinages, pesquisa
e contagens de bactérias em carcagas de frango antes ¢ apds o tratamento com solugdo
de P.H.M_B na concentragio 50 ppm. Nota-s¢ que a reducdo nos valores do niimero
mais provavel de coliformes fecais foi de 100%, o mesmo acontecen com a contagem
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de Staphylococcus aureus. Em relagiio as contagens de microrganismos mesofilos ¢
psicroiréficos, observou-se uma acentuada redugio em valores absclutos nos dois
grupos de microrganismos, o que pode ser constatado claramente através da cbserva-
¢do das Figuras 1 ¢ 2, além da Tabela 3. A redugfic em termos percentuais pode ser
observada na Figura 5. Nota-se nesta figura que, em oito amostras, a contagem de
psicrotroficos apresentou uma redugio percentual acima de 75%. Em seis amostras, a
contagem de mesdfilos apresentou redugdio igual ou superior a 75%. E, apenas a
amostra de n° 8 apresentou uma redugiio inferior a 50% para mesdfilos e psicrotroficos.

Na Tabela 4 e na Figura 6 estdo distribuidos os valores percentuais de polihexa-
metileno biguanida em visceras e misculos de frangos dessedentados com solugiio de
P.H.M.B na concentragio de 25 ppm até os 23 dias de idade. Verifica-se que o figado
apresentou maiores concentragdes de residuos, variando a média entre 0,882 (amostra
4) e 1,355 (amostra 10). Os rins apresentaram uma média varidvel entre 0,621
(amostra 8) e 1,267 (amostra 9). Nos misculos foram observados as menores concen-
tragdes de residuo, ficando a média entre (4,446 (amostra 3) e 0,730 (amostra 10).

Visando monitorar a especificidade da técnica recomendada por empresas para
controlar a produgio do polimero e, no presente ¢studo, para detectar residuo em
carcacas ¢ visceras de frangos, aves orinndas da granja da Escola de Veterinéria da
Universidade Federal de Goiis, que certificadamente no tiveram nenhum contato com
P H M B, foram tomadas ¢ submetidas 4 analise para detecgio de residuo de PH.M.B.
O resultado desse ensaio pode ser observado na Figura 7, que mostra a comparagio
entre os residnos médios tedricos de PHM.B em visceras e misculos de frangos
dessedentados com solu¢ic de PHMB a 25 ppm até os 23 dias de idade e frangos que
nio tiveram nenhum contato com o biocida. Nota-se que o figado e os rins das aves
dessedentadas com a solugfio apresentaram valores médios de residuo superiores
dqueles obtidos para essas duas visceras crinndas das aves que ndo tiveram contato
com o produto. Isto reforga a hipdtese da presenga de residuo nessas visceras. No
entanto, verifica-se que os mtisculos dos dois grupos de aves praticamente ndio apresen-
taram diferenca nos valores de residuo médio tecrico de P.H M.B. Isto vem demonstrar
que provavelmente a técnica utilizada por algumas empresas para a analise do
P HMB. (ICI-PL-Q-064 1994) nio seja a mais adequada para a detecgfio de residuos
desse polimero em carcagas e visceras de frango. Isto pode ser compreendido
atentando-se para o fato de que as andlises na regido do ultravioleta sio seletivas a
transigdes eletrdnicas especificas de grupos funcionais, sendo geralmente irrelevante
a massa molecular das espécies quimicas em questdo. Sendo assim, carcagas ¢ visceras
de frangos constituem matéria orginica complexa em termos de seus constituintes,
onde a existéncia de substincias diferentes, porém com grupos quimicos que possuem
transicdes eletrdnicas similares aos presentes na biguamida, gera uma maior absorgio
de radiacfio no ultravioleta, induzindo a falsos resultados quantitativos do cloridrato de
polihexametileno biguanida. Sugere-se, para tanto, que estudos scjam feitos visando ao
emprego de 1écnicas de andlise mais seletivas frente aos interferentes.
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Figura 1 - Contagem de microrganismos mesofilos em
carcagas de frango antes e apos tratamento com solugdo aquosa de
polihexametileno biguanida (P.H.M.B.) na concentragdo de 50 ppm.

/' ] Antes E Apbs

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Amostras

Figura 2 — Contagem de microrganismos psicrotréficos em
carcagas de frango, antes e apds tratamento com solugdo aquosa de
polihexametileno biguanida (P.H.M.B.) na concentragéo de 50 ppm.
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Figura 3 - Residuo médio de polihexametileno biguanida
(P.HM.B.), em carcagas de frango tratadas com solugfio aquosa
de P.H.M.B. na concentragdo de 50 ppm.
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Figura 4 — Residuo médio de polihexametileno
biguanida (P.H.M.B.) na concentragéio de 33 ppm.
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Figura 5 - Redugdo percentual das UFCs de
microrganismos mesofilos e psicrotréficos, em carcagas de frango
tratadas com solugdo de polihexametileno biguanida (P.H.M.B.) na
concentragio de SO ppm.
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Figura 6 — Residuos médios de polihexametileno biguanida
(P.H.M.B.) em visceras ¢ tecidos musculares de frangos dessedentados
até 23 dias de idade com solugio aquosa de PHM.B., na
concentragdo de 25 ppm.
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Figura 7 — Residuo médio teérico de P.H.M.B. em visceras e
musculos — pele inclusa — de frangos dessedentados com solug@o aquosa de
P.H.M.B. a 25 ppm, até os 23 dias de idade (1), ¢ frangos nio dessedentados

com P.H.M.B. (2). (ICI-PL-Q-064, 25/03/94).

CONCLUSOES

As solugdes aquosas de cloridrato de polihexametileno biguanida, em baixas
concentragdes, mostraram-se altamente eficazes na redugdo da carga bacteriana
patogénica e deteriorante de carcagas de frango tratadas com essas solugdes, o que
pode viabilizar o uso das mesmas como sanitizantes nos mais diversos setores industri-
ais, inclusive nas industrias alimenticias. Por sua vez, a técnica de anilises dos
residuos de P.HM.B, devido A atuagdo de interferentes, induz a resultados falsos
positivos, inviabilizando este método como forma de monitoramento dessas substinci-
as em carcagas e visceras de frangos.
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