Quim. Nova, Vol. 34, No. 1, 49-52, 2011

B

International Year of
ANO CHEMISTRY
INTERNACIONAL
AIQ | paqinca 201
QUIMICA PARA UM MUNDO MELHOR

DETERMINACAO DE ARSENIO EM AMOSTRAS DA CADEIA PRODUTIVA DE FRANGOS DE CORTE POR
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM FORNO DE GRAFITE

Amadlia G. G. Dionisio*, Mario H. Gonzalez e Joaquim A. Nobrega
Departamento de Quimica, Universidade Federal de Sdo Carlos, CP 676, 13560-970 Sao Carlos - SP, Brasil

Recebido em 5/1/10; aceito em 2/8/10; publicado na web em 9/11/10

Artigo

DETERMINATION OF ARSENIC IN CHICKEN AND CHICKEN PRODUCTION-RELATED SAMPLES USING GRAPHITE
FURNACE ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETRY. Chicken meat is largely consumed in human nutrition and it is produced in
extremely large scale in some countries, including Brazil. In this work graphite furnace atomic absorption spectrometry was used for

determination of arsenic in chicken and chicken production-related samples. These samples were digested employing a microwave-

assisted procedure in closed vessels using a 7 mol L' nitric acid solution plus concentrated hydrogen peroxide. The concentration
range of total As determined in chicken production-related samples varied from 1.30 to 29.8 mg kg of As. The detection and
quantification limits reached were 0.055 and 0.182 mg kg'!, respectively (n = 15).
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INTRODUCAO

Arsénio pode ser encontrado em diversas formas quimicas na
natureza, incluindo espécies organicas e inorganicas, como resultado
de sua participacdo em processos bioldgicos, quimicos e aplicagdes in-
dustriais. O arsénio apresenta um comportamento quimico diversificado
no ambiente natural e ocorre em quatro estados de oxidagao: arsenato
(+5), arsenito (+3), arsina (-3) e na forma elementar (0). Contudo, as
espécies soldveis geralmente ocorrem nos estados de oxidacdo +3 e
+5. As toxicidades dos compostos de arsénio diminuem na seguinte
sequéncia: arsina (-3), derivados orginicos de arsina, arsénio inorga-
nico (+3), arsénio organico (+3), arsénio inorganico (+5), compostos
orgénicos pentavalentes, compostos de arsénio e arsénio elementar.!

A produgdo de aves domésticas tem se tornado um grande atrativo
no mercado mundial e o Brasil ocupa uma posicio de destaque nesse
mercado, atuando como um grande exportador de carne de frango. O
consumo de carne de frango de corte tem apresentado um crescimento
consideravel nos dltimos anos.?

O éxito da cadeia produtiva do frango de corte é dependente de
cuidados com a alimentag@o das aves. Como parte das estratégias
nutricionais, eventualmente pode-se utilizar um estimulante orga-
noarsénico denominado roxarsone (i.e. acido 3-nitro-4-hidroxifeni-
larsénico) para a alimentacdo das aves visando garantir uma melhor
pigmentagdo da carne, promover uma aceleracdo do crescimento,
aumentar o peso das aves e eliminar os parasitas causadores de doen-
cas. Esse composto € considerado relativamente benigno e pode ser
facilmente convertido nas formas mais toxicas desse elemento, que
sdo as formas inorganicas As(III) e As(V).* Trabalhos na literatura
mostram que um micro-organismo do género Clostridium € capaz
de converter em menos de 10 dias o roxarsone em arsenato, podendo
esse ser facilmente lixiviado para dguas subterrineas.*

Esse composto apresenta um ciclo que se inicia na alimentacio
das aves, sendo que em condic¢des anaerébicas origina o arsénio na
forma inorgénica, que pode ficar alojado tanto na carne do frango
ou ser excretado na cama de frango. A cama de frango, apesar do
uso proibido, pode ser utilizada na alimentagdo bovina e na forma
de adubos para a agricultura por conter altos niveis de ureia e, dessa
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forma, pode contaminar o ambiente e uma série de produtos de alto
consumo na cadeia alimentar humana.

De acordo com estudos realizados, o consumo humano da carne
de frango pode implicar em ingestdo média didria entre 1,3 a 5,2 ug de
As por dia.? Salienta-se que a contaminagéo do organismo humano por
esse elemento ndo ocorre somente pela ingestdo de aves, uma vez que
também pode ocorrer por meio de 4gua contaminada, uso de pesticidas
e herbicidas a base de arsénio, materiais semicondutores, eletronicos,
mineragao, produgdo de vidros, pldsticos e produtos quimicos.

Um problema encontrado na determinagio de arsénio € que a
concentracdo do analito na amostra geralmente € baixa, sendo neces-
sdrio empregar técnicas com alta sensibilidade. A espectrometria de
absor¢do atdmica com atomizagao eletrotérmica em forno de grafite
(GF AAS) oferece a vantagem de proporcionar alta sensibilidade para
baixos volumes de amostra. Os atomizadores eletrotérmicos propor-
cionam um aumento na sensibilidade devido a eficiente atomizacdo
da amostra sob altas temperaturas, ao maior tempo de residéncia
dos atomos no caminho 6ptico e ao menor volume de observacio
comparativamente ao atomizador com chama. Além disso, a aliquota
de amostra selecionada € totalmente transferida para o atomizador,
contrariamente ao que ocorre em sistemas com introduc@o de amostra
por nebuliza¢do pneumética.>”

Considerando a presenga deste elemento em baixas concentra-
¢des, o presente trabalho buscou avaliar a ocorréncia de arsénio em
amostras relacionadas ao ciclo produtivo de frango de corte, empre-
gando solugdes de dcido nitrico diluido para a digestdo das amostras
e a determinacdo do analito por GF AAS.

PARTE EXPERIMENTAL
Amostras

As amostras utilizadas foram coletadas em granjas e estdo rela-
cionadas aos 1°, 15°, 30° e 45° dias do ciclo da cadeia produtiva do
frango de corte. Esses intervalos de coleta foram sugeridos pelos
produtores, visando obter uma visdo global da fase inicial da criagdo
até o momento de abate dos frangos. As amostras denominadas A e B
foram coletadas em pontos distintos da granja. Coletaram-se amostras
de cama de frango e penas de frango. Diferentes tipos de ra¢des de
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frango para as fases de engorda, postura e crescimento também foram
adquiridas no Brasil e no exterior. Também foi determinado o teor de
arsénio em coxa, pele e peito de frango em 4 animais.

A exatiddo do método foi avaliada pelo material de referéncia
certificado de figado bovino NIST 1577b (National Institute of Stan-
dards and Technology, Gaithersburg, MD, EUA).

Materiais e equipamentos

Para secagem das amostras foi utilizado liofilizador, modelo E-C
MicroModulyo. As amostras secas foram cominuidas em moinho
criogénico Spex CertiPrep modelo 6750 (Metuchen, NJ, EUA) para
homogeneizagao e, consequentemente, melhor representatividade a
partir de pequenas massas do material.

Posteriormente, as amostras moidas foram digeridas em forno
de radiacdo micro-ondas com cavidade modelo Ethos (Milestone,
Sorisole, Itdlia) usando frascos fechados de PFA.

Utilizou-se um espectrdmetro de absor¢do atdmica com atomi-
zacao eletrotérmica em forno de grafite — GTA 100 SpectrAA — 800
(Varian), equipado com corretor com base no efeito Zeeman transver-
sal e aquecimento longitudinal, ultralampada de catodo oco de arsénio
(corrente elétrica aplicada de 10 mA, resolugdo espectral de 0,2 nme
comprimento de onda de 193,7 nm) para as determinagdes de arsénio.

Solucdes e reagentes

Todos os frascos, ponteiras e vidrarias utilizados foram previamente
descontaminados em banhos contendo 10% (v/v) de HNO, por 24 h.

As solugdes foram preparadas empregando reagentes de alta
pureza analitica e dgua destilada-desionizada produzida em sistema
Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). As solugdes dcidas foram
preparadas utilizando HNO, (Merck, Darmstadt, Alemanha) purifi-
cado no sistema de sub-destila¢@o (SubPur, Milestone). Como agente
oxidante auxiliar foi utilizado 30% m v'' H,O, Synth (LabSynth,
Sao Paulo).

As solucdes de calibragio necessdrias para obtengdo da curva anali-
tica e determinacio de arsénio por GF AAS foram preparadas a partir de
diluigdes de solugio estoque contendo 1000 mg L' de arsénio. Solucdo
de nitrato de palddio na concentragdo de 1000 mg L' (Titrisol Merck,
Darmstadt, Alemanha) foi empregada como modificador quimico.

Todas as medidas e procedimentos foram realizados em triplicata.

Procedimento de digestao

As amostras de ragio, cama de frango, penas e carnes de frango
foram digeridas usando-se 0 mesmo programa de aquecimento. Massas
de 0,250 g de amostras foram pesadas e transferidas para os frascos de
digestdo e, posteriormente, decompostas em forno micro-ondas com
cavidade usando 5,0 mL de solugdo 7,0 mol L' HNO; e 3,0 mL de
H,O, concentrado. O programa de aquecimento empregado consis-
tia de 6 etapas: 3 min aplicando-se 300 W; 1 min sem aplicagdo de
poténcia; 4 min aplicando-se 500 W; 3 min aplicando-se 650 W; 3
min aplicando-se 1000 W e, 15 min sob ventilagdo. Os digeridos
foram transferidos para frascos volumétricos e diluidos para 30,0 mL
com 4gua desionizada. As temperaturas maximas obtidas durante a
digestdo foram de 185 °C.

Procedimento para avaliaciao da exatidao

A exatiddo do procedimento foi avaliada pelo método de adigdo
e recuperagdo do analito e também pela determinac@o de arsénio em
um material de referéncia certificado de figado bovino (SRM 1577b).
Assim, adicionaram-se aliquotas de 40 e 20 pg L' de As nos digeridos
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das amostras de pena 30B e pena 45B, respectivamente. Em seguida,
realizou-se a determinagdo de As por GF AAS.

Por outro lado, a exatiddo do procedimento de preparo de amostra
foi avaliada adicionando-se aliquotas de 40 e 20 ug L' as amostras
de pena de frango 30B e de ra¢do 45B, respectivamente. Em seguida,
as amostras foram submetidas ao processo de digestdo assistido por
radiagdo micro-ondas. Posteriormente, determinou-se As empregando
GF AAS visando avaliar a recuperacdo do analito. Esse procedimento
buscou avaliar se havia perdas de arsénio por volatilizacdo durante
o preparo das amostras.

A adi¢ao de niveis distintos de As em amostras diferentes possi-
bilitou uma avaliagdo mais completa da robustez do procedimento.

Procedimento para determinacio de As nas amostras

Os teores totais de arsénio nas amostras foram determinados por
GF AAS. Uma solu¢@o contendo 50 pug L' de As em meio de 0,1%
v/v HNO, foi empregada para a obtengdo das curvas de temperatura
de pirdlise e atomizagao e, a partir dos dados obtidos, estabeleceu-se
o programa de aquecimento descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Programa de aquecimento do GFAAS para a determinacao de arsénio

Etapa Temperatura Tempo (s) Vazdo do gés

(°C) (rampa, patamar) (L min™")
Secagem 90 5,40 3,0
Secagem 120 10,5 3,0
Pirélise 700 5,2 3,0
Atomizagdo 2300 1,2 0
Limpeza 2800 2,1 3,0
RESULTADOS E DISCUSSAO

Curvas de temperatura de pirélise e atomizacio para As

As temperaturas de pirélise e atomizagdo foram estabelecidas
a partir das curvas obtidas experimentalmente em meio de HNO; e
Pd. A opcdo de trabalhar com esse modificador estd de acordo com
estudos realizados por Husdkova ef al. e visa minimizar as interfe-
réncias espectrais causadas pelos elevados teores de fésforo presentes
nas amostras.® Como a maioria das formas de arsénio apresenta alta
volatilidade optou-se por utilizar Pd como modificador quimico. Welz
e Sperling apontaram que nitrato de palddio estabiliza termicamente
formas orgénicas e inorganicas de arsénio.® As curvas de temperatu-
ra de pirdlise e atomizacdo foram geradas experimentalmente pela
variagdo gradual de temperatura em intervalos de 100 °C (Figura 1).

O méximo sinal de absorbancia integrada para a etapa de pirdlise
sem perdas do analito e usando-se modificador quimico ocorreu em
temperatura de 700 °C. Acima desta temperatura ocorreu queda no
sinal de absorbancia, indicando perdas do analito por volatilizaco.
Fixando-se esse valor para a temperatura de pirdlise, executou-se
um experimento para estabelecer o mdximo sinal de absorbancia na
etapa de atomizagio, que ocorreu em 2300 °C. Esses resultados estdo
concordantes com a literatura, visto que para vérios trabalhos em-
pregando esse mesmo modificador quimico a temperatura de pirdlise
estabelecida variou entre 700 e 1200 °C, enquanto que a temperatura
de atomizacdo variou entre 2100 e 2500 °C.*'

Determinacio de As: parametros de desempenho

A partir do programa de aquecimento estabelecido e dos dados
experimentais foi possivel calcular a massa caracteristica para o
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Figura 1. Curvas de temperatura de pirélise e de atomizagao para As 50 ug L
emmeio de HNO; 0,1% v v e palddio 1000 mg L' como modificador quimico

analito. Frequentemente esse pardmetro é empregado para avaliar
a condicdo de operacdo do instrumento. Neste trabalho, foi empre-
gado um forno de grafite com aquecimento longitudinal e a massa
caracteristica determinada foi de 23 pg, que € um valor comparavel
com os da literatura (ao redor de 15 pg).® Esses valores de massa
caracteristica diferem para cada tipo de forno, devido as dimensdes
do tubo e ao gradiente de temperatura que ocorre no interior do tubo
de grafite durante o aquecimento.

O limite de detec¢@o (LOD), que € calculado como 3 vezes o valor
do desvio padrio do branco analitico dividido pelo coeficiente angular
da curva analitica de calibragio, e o limite de quantifica¢do (LOQ), que
é calculado como 10 vezes o valor do desvio padrdo do branco analitico
dividido pelo coeficiente angular da curva analitica de calibra¢@o, foram
determinados. O LOD foi de 0,055 mgkg' e 0 LOQ foi de 0,182 mg kg™

A repetibilidade foi de 0,8% para uma concentragido de 40 pg
L' deAs (n=15).

A eficiéncia do procedimento de preparo de amostra foi avaliada
utilizando-se material de referéncia certificado de figado bovino,
sendo que uma massa de 0,250 g foi submetida a0 mesmo procedi-
mento de digestdo adotado para as amostras. O teor de arsénio desse
material, i.e. NIST 1577b, ¢ fornecido como um valor de referéncia
de 0,05 mg kg'. O teor determinado de As foi de 0,059 + 0,02 (média
+ desvio padrdo, para n = 3) indicando uma recuperacgio de 118%,
calculado a partir do valor de referéncia.

Foram realizados dois experimentos de adi¢do e recuperag¢do. No
primeiro, para avaliagdo das medidas por GF AAS, teores conhecidos
de As foram introduzidos em dois digeridos. As recuperagdes para
os digeridos de penas de frango 30B foi de 90,2% e para 45B foi de
104,3%. Pode-se concluir que os teores recuperados sdo aceitaveis
e possibilitam inferir que a exatidao da medida por GF AAS estd
adequada, considerando-se os baixos teores de arsénio adicionados.

No segundo experimento, a adi¢do da solugdo de arsénio foi feita
previamente a digestao. Nesses casos, as recuperagdes foram de 91,5
e 105,5% para as amostras de penas de frango 30B e 45B, respec-
tivamente, atestando-se dessa forma que nfo ocorreram perdas de
arsénio no procedimento de preparo de amostra em frascos fechados
e aquecimento assistido por radiagdo micro-ondas.

Determinacio de arsénio nas amostras do ciclo produtivo de
frango de corte

As determinagdes foram realizadas por GF AAS em digeridos pre-
parados usando solugao de dcido nitrico 1 + 1 (v/v), i.e., 7mol L. A
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curva analitica de calibracao foi obtida usando-se solugdes contendo
0,10; 25; 50; 75; 100 e 125 ug L' de As. Obteve-se um coeficiente
de correlacdo linear de 0,9981.

Amostras de racao

Os teores determinados de arsénio para as amostras de ragdo de
frango estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Teores determinados de arsénio em amostras de ra¢ao

Amostra As (mg kg™)
Racgio de crescimento 0,35 +0,01
Ragao de postura I 0,40 + 0,04
Rac@o de engorda I 0,42 +0,03
Ragio granulada 0,40 + 0,01
Ragdo de crescimento 2,43 +£0,06
Racdo para aves < 0,069
Racao de produgdo poedeiras < 0,069
Ragdo de frango inicial < 0,069
Racao de postura 0,46 + 0,01
Ragio de crescimento 0,54 + 0,06
Racao de aves terminacdo < 0,069
Racgdo granulada 0,44 + 0,01
Racdo 0,25 +0,03

*média + desvio padrdo, n =3

Pode-se observar que algumas amostras continham concentracdes
elevadas de arsénio, o que pode estar relacionado com o uso do esti-
mulante a base de arsénio, sendo que a concentragdo adicionada nas
ragdes pode variar de 22,7 até 45,4 g por tonelada."” Por outro lado,
como a utilizagdo desse estimulante visa promover o crescimento e
garantir uma melhor pigmentacdo da carne do frango, acredita-se que
isso possa explicar os teores encontrados nas amostras de engorda,
crescimento e postura. Observa-se que os teores em algumas amostras
sdo similares, contudo, outros aspectos devem ser considerados, como
o uso de matérias-primas e processamentos similares na fabrica¢ao
dessas ragdes. Esses aspectos vém alertando as agéncias de vigilancia
sanitdria sobre os teores encontrados de arsénio em varios tipos de
amostras, inclusive amostras alimenticias.

Com relagdo aos teores de As presentes nas amostras de racio
de diversas procedéncias, observou-se que as amostras de racio
tanto para frangos como para poedeiras apresentaram teores de
arsénio inferiores ao LOD, o que provavelmente pode ser explicado
considerando-se as fungdes do arsénio como estimulante e 0 modo
de criagdo desses animais. Observou-se um teor elevado de arsénio
em uma das amostras, “racdo de crescimento”. Sabia-se previamente
que havia sido propositalmente adicionado o estimulante organoar-
seniacal (roxarsone) nessa amostra, por isso esse elevado teor de
arsénio presente na amostra. Contudo, essas discrepancias entre os
resultados devem ser atribuidos a outros aspectos, como fornecedor
de ragdo, matéria-prima utilizada no preparo dessas ragdes e processo
de fabricacdo. Além disso, sabe-se que as concentracdes de arsénio
nas ragdes podem variar de pafs para pafs.’®

Amostras de penas e cama de frango

Os teores determinados para as amostras de penas de frango estio
apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Teores determinados de arsénio em amostras de penas de frango
e cama de frango

Amostra As (mg kg')
Pena 15 A 1,98 + 0,09
Pena 15B 2,14 +0,13
Pena 30 A 1,43 + 0,02
Pena 30 B 1,30 £ 0,01
Pena 45 A 1,96 = 0,13
Pena 45 B 2,14 +0,25
Cama de frango 1 A 298 +2,75
Cama de frango 1 B 26,8 +1,77
Cama de frango 15 A 12,5 +0,89
Cama de frango 15 B 36,7 + 1,96
Cama de frango 30 A 6,06 0,14
Cama de frango 30 B 15,9 £0,70
Cama de frango 45 A 22,8 +0,34
Cama de frango 45 B 14,6 + 1,01

*média + desvio padrdo, n =3

Constatou-se a presenga de arsénio em todas as amostras,
podendo-se inferir que eventualmente estio ocorrendo duas frentes de
contaminacdo, uma do animal e outra do ambiente. Ambas as frentes
de contaminacdo tém potencial para inser¢do na cadeia alimentar
humana. O aspecto mais grave estd relacionado ao final de ciclo, pois
quando o frango vai para o abate essas penas s3o queimadas ao ar
livre ocasionando uma contaminag@o ambiental. Ha casos nos quais
as penas sdo trituradas, misturadas com outros insumos e empregadas
como rac¢io animal.

A cama de frango € uma mistura de substrato de excrementos,
penas e restos de racdes. Pode-se constatar que ocorre uma variagao
significativa dos teores de arsénio, de 6,06 + 0,14 até 36,7 + 1,96 mg
kg!. Como se sabe, essa cama de frango analisada é composta de
serragem e capim e o arsénio também € utilizado como conservante
de madeira. Assim, pode-se supor que parte do arsénio determinado
seja proveniente da serragem de madeira e isso poderia explicar esses
valores téo discrepantes.'® Um possivel problema decorrente desses
teores relativamente elevados de arsénio na cama de frango € que,
apesar da utilizagdo ser proibida por apresentar elevados teores de
ureia, em alguns casos esse material € utilizado como adubo agricola
ou até mesmo na alimentagio de ruminantes. Outra forma de contami-
nagdo poderia ser através da eliminacdo dos excrementos dos frangos
na cama de frango, provenientes da alimentacao a base de compostos
contendo arsénio que, como consequéncia, acaba contaminando o
solo e as dguas subterrineas.

Deve-se ainda ressaltar que mesmo ndo sendo o foco deste estudo,
determinou-se arsénio em diferentes amostras de carnes de frango
e os teores encontrados estavam proximos aos limites de detecgao,
indicando que ndo ha a presenca de arsénio no produto final para
consumo humano.

CONCLUSAO

O procedimento desenvolvido com o emprego de digestdo dcida
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assistida por radia¢do micro-ondas em frascos fechados foi eficiente
com relagdo as eventuais perdas do analito e contaminac@o. O empre-
go de 4cido nitrico diluido 1+1 (v/v) para a digestdo das amostras foi
comprovado como uma alternativa vidvel e recomenddvel, reduzindo
o consumo de reagentes e, consequentemente, gerando brancos anali-
ticos em torno de 0,038 pg L' e limites de deteccao e de quantificagao
de 0,055 e 0,182 mg kg™, respectivamente.

A determinagdo do teor total de arsénio nos digeridos indicou a
presenca desse contaminante em alguns compartimentos, o que prova-
velmente pode ocasionar a libera¢do do elemento no ambiente ou na
dieta humana, sendo uma potencial fonte de contaminacao da cadeia
alimentar. Pode-se também observar que os teores de arsénio variaram
significativamente nas amostras de racio e que o contaminante foi
encontrado principalmente nas amostras que intercalam o ciclo, como
as ragdes de crescimento, postura e engorda e, eventualmente, pela
utilizagdo do estimulante nessa fase da produc¢ao.

Afirmacdes mais conclusivas somente poderiam ser emitidas a
partir da andlise de um nimero maior de amostras e da especiagio
quimica de arsénio nos varios compartimentos investigados. No atual
estagio dessa investigaciio ndo € possivel fazer nenhuma inferéncia
sobre possiveis implica¢des para a saide humana.
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