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1. Introdugao (1, 2, 3)

E ste artigo pretende apresentar re-
sumida e simplificadamente o
tema correspondente ao titulo supra-
citado, tendo em vista a complexidade
do mesmo e a vasta literatura existente.

A descoberta da contaminagio de
substincias clorofendlicas com dioxinas
ocorreu na década de 50 quando, tecni-
camente, ndo era possivel quantificar a
concentragdo exata destes compostos.
Atualmente, gragas a evolugdo da
instrumentagio analitica, os niveis de
detecgdo chegam a 10 g/g (partes por
trilhdo - ppt) ou até 10" g/g (partes por
quadrilhdo ou fentogramas - ppq ou fg).

A Quimica Analitica tem experimen-
tado avangos revoluciondrios nas ulti-
mas trés décadas. Em 1950, os métodos
analiticos possibilitavam a detec¢io de
muitas substincias em nivel de partes
por milhdo (ppm). Uma parte por milhio
representa somente 0,0001%. Embora
isto ndo tenha sido reconhecido neste
periodo, a 2,3,7,8-TCDD (2,3,7,8-tetra-
cloro-dibenzodioxina, a mais toxica das
dioxinas) estava presente no herbicida
2,4,5-T (acido 2.,4,5-triclorofenéxi-
acético) numa faixa de 10 a 50 ppm.
Muitos dos que fabricavam e/ou utiliza-
vam este herbicida apresentaram' acne
do cloro, apesar de a causa deste sinto-
ma nio ter sido detectada na ocasido.
Aproximadamente uma década depois,
os métodos analiticos haviam se tornado
1000 vezes mais sensiveis, permitindo
medidas em nivel de partes por bilhdo
(ppb). Nesta época, a 2,3,7,8-TCDD foi
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reconhecida como sendo a causa da acne
do cloro e o herbicida 2,4,5-T comegou
a sofrer purificacio para a retirada desta
impureza. Em 1980, a metodologia ana-
litica jd possibilitava a medida de partes
por trilhdo (ppt) de 2,3,7,8-TCDD em
misturas complexas. Poucas instituigoes,
mesmo atualmente, tém equipamentos e
a capacidade técnica para executar and-
lises a este nivel de precisio.

Na década de 90, o bindmio instru-
mental analitico/metodologia analitica
tem alcangado niveis de detecgdo na fai-
xa de partes por quadrilhdo (ppq).

Apesar de todos os avangos na instru-
mentagdo analitica, a andlise de dioxinas
e furanos (dibenzodioxinas policloradas
- PCDDs e dibenzofuranos policlorados
- PCDFs) € ainda um procedimento com-
plexo e dificil, como sera visto no decor-
rer do texto.

A grande polémica atual sobre o as-
sunto estd baseada na altissima toxicida-
de de alguns destes compostos, a qual
explica também a pressio da opinido pi-
blica internacional e dos 6rgdos de fisca-
lizagdo ambiental sobre os possiveis ge-
radores de dioxinas. O foco das atengoes
tem sido colocado especialmente sobre
fabricagdo de celulose e papel, incinera-
¢io de lixo urbano e lixo industrial e
produgdo de compostos clorados.

O custo da andlise de dioxinas depen-
de do niimero de compostos nos quais o
cliente estd interessado: 2,3,7,8-TCDD/
TCDF ou todas as dioxinas existentes na
matriz em andlise (PCDDs/Fs) ou alguns
congéneros especificos. O custo depen-
de também do nimero de andlises e do
tempo para realizagao das mesmas.

2. Processo analitico (3, 7)

A anilise de aromdticos policlorados
em diferentes matrizes estd dividida em
trés fases principais:

® separagio;

e purificagio;

e identificagdo qualitativa efou quan-
titativa.

A marcha analitica deve ser realizada
de acordo com protocolos consagrados
internacionalmente. Qualquer modifica-
¢do feita nestes métodos deve ser sub-
metida a aprovagdo por instituigoes de
pesquisa capacitadas para julgamento de
métodos alternativos.

2.1. Separacao

A etapa de separagio é também cha-
mada de etapa de enriquecimento do
composto em andlise e consiste na extra-
¢do dos PCDDs/Fs da amostra. Nos ca-
sos em que a matriz nio € complexa,
como por exemplo a dgua, o processo ¢
relativamente simples; contudo, em ma-
trizes como leite materno, tecidos ani-
mais ou lodos provenientes de tratamen-
to biologico de efluentes industriais, a
extracdo pode tornar-se dificil. Entre as
técnicas empregadas para extracdo te-
mos: adsorgido, extragdo com solvente,
homogeneizagdo e ultra-som, as quais
sdo utilizadas com diferentes solventes,
A escolha do tipo de extragdo depende
do tipo de amostra e da concentracio
relativa dos interferentes (3, 8).

2.1.1. Celulose e Papel

No caso de extragido de PCDDs/Fs de
efluentes de fdbrica de celulose e papel,
adiciona-se uma solug¢do de nove com-
postos padrido marcados com is6topo de
3C, os quais servirdo para corrigir as
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perdas de material que ocorrem durante
o processo. A amostra €, entdo, filtrada e
o filtrado passa a um funil de separagao,
onde sofre extrag¢ao com diclo-rometano.
O extrato é concentrado em evaporador
rotatério. O material particulado retido
no filtro € seco ao ar e depois passa a um
soxhlet para sofrer extra¢io com tolueno
por 20 horas. O material extraido € com-
binado com o concentrado proveniente
do filtrado e ambos sdo submetidos ao
evaporador rotatorio a 72°C até que o
volume seja reduzido a 3 - 5 ml. O passo
seguinte € trocar o solvente por hexano,
secar sobre sulfato de sédio e concentrar
novamente a amostra até um volume de
3 a 5 ml. O material estd pronto para
purificagao.

O nimero de compostos padrdao mar-
cados com "C adicionados a amostra
varia bastante, em fungdo da disponibili-
dade do laboratério e dos objetivos de
andlise: nove, cinco ou dois compostos
padrio; contudo, estes devem cobrir des-
de TCDDs até OCDD, e se forem ape-
nas dois compostos padrio, um deve ser
TCDD e o outro OCDD. Os solventes
comumente usado para amostras s6lidas
sio tolueno, benzeno, tolueno com ace-
tona ou benzeno com acetona (9, 10).

2.1.2. Peixes e Sedimentos

Estas amostras devem ser, inicialmen-
te, homogeneizadas com um agitador. O
método de extragido € fungio do tipo de
amostra: no caso de peixes e ovos de
peixes € necessaria uma digestdo acida
com subseqiiente homogeneizagdo. Se
ocorrer a formagio de uma emulsio ge-
latinosa, utiliza-se acido cloridrico para
quebrd-la. A separacio entre as fases
aquosa e orgdnica (tolueno) pode ser fa-
cilitada por centrifugagio.

Os sedimentos, dependendo do seu
tipo, podem requerer extrag¢io em soxhlet
ou digestdio dcida seguida de
homogeneizagio da fase aquosa e soli-
dos com ultra-som (11).

2.1.3. Incineradores (12, 15)

Extrair dioxinas de uma matriz de cin-
za leve € um processo de separacio bas-
tante dificil. Alguns autores utilizam ex-
tragdo exaustiva com soxhlet, enquanto
outros optam por uma combinacdo de
processos de pré-tratamento e extragdo.

A utilizagdo de diferentes metodo-
logias para amostras de cinza leve, se-
melhantes, podem resultar em valores
muito diferentes ao final da andlise. Es-
tas diferengas podem ser atribuidas a va-
riagoes nos parimetros de combustio ou
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a erros inerentes ao método de andlise.
A dltima hipdtese foi analisada em al-
guns trabalhos, nos quais se constatou
que a eficiéncia de extracdo das PCDDs/
Fs da cinza leve varia com o método de
extragdo empregado, ao ponto de haver
variagoes de 1 a 100% na eficiéncia ao
submeter-se uma mesma amostra a sete
métodos diferentes de extragdo. Stieglitz
et al (12) comparou alguns procedimen-
tos de extragdo e pré-tratamento com re-
lagdo a eficiéncia na recuperacdo de
PCDDs/Fs da cinza leve e verificou que
a taxa mais alta de recuperagio de
dioxinas ¢ obtida quando se emprega di-
gestdo dcida, utilizando-se excesso de
acido cloridrico diluido, seguido de se-
cagem a frio do residuo e extracao a
quente com tolueno. Os métodos experi-
mentados foram: extragdo direta com
soxhlet, extragdo com sonda de ultra-
som e refluxo com uma mistura dcida
de solvente. Os erros provenientes de
perdas no método de extragio podem ser
ainda maiores se as concentragoes de
PCDDs/Fs na amostra forem muito pe-
quenas ¢ serd tanto maior quanto maior
o nimero de cloros da molécula. Neste
tipo de procedimento € importante ado-
tar técnicas analiticas adequadas para al-
gumas etapas especificas, como por
exemplo : nimero de ciclos de extragio
do solvente no soxhlet, as concentragoes
dos compostos de interesse, as transfe-
réncias de solugdes durante os procedi-
mentos e as trocas de solventes.

2.2. Purificacdo

No processo de purificagdo pode-se
utilizar vdrios recursos como: extragio
com dcido e/ou base, espuma de
poliuretana, cromatografia de permeagio
de gel, cromatografia com silica gel, com
carvio ativado, com resina XAD, com
alumina, com fibra de carbono,
cromatografia liquida de alta resolugdo e
tratamento com mercurio (6, 8).

A fig. 1 apresenta um esquema de
processos de separagdo e purificagio para
varios tipos de amostra segundo Afghan
etal (8).

2.2.1. Celulose e Papel

Quando a matriz em questdo é efluente
de fabrica de celulose e papel, utiliza-se
coluna de silica impregnada com nitrato
de prata com camadas de silica dcida e
bdsica alternadamente e coluna de
alumina. No caso de ocorrer saturagdo
das colunas pode-se usar colunas adicio-
nais ou processo de lavagem com dcido
sulfiirico e soda (5). Antes de iniciar a

purificagiio da amostra, adicionam-se 17
congéneros naturais e nove congéneros
marcados com "“C, os quais servem para
avaliar o processo de purificagio (6).
Outros materiais utilizados como
adsorventes em colunas sdo carvao ati-
vo/silica e carvio ativo/celite (10). A fig.
2 apresenta esquematicamente o proces-
so de extragdo e purificacido de efluentes
de fabrica de celulose.

2.2.2. Peixes e Sedimentos

O contetido de lipidios dos peixes e
os diferentes tamanhos de particulas no
caso de sedimentos podem tornar a puri-
ficacdo deste tipo de matriz um procedi-
mento mais complexo, devido ao maior
nimero de interferentes. Em trabalho re-
alizado por Lawrence et al (11), consta-
tou-se que ndo existe um tnico conjunto
de condigoes otimas para andlise de pei-
xes e sedimentos, pois o proprio conteti-
do de lipidios, as variagoes no tamanho
das particulas e a natureza e concentra-
¢do dos interferentes, que sdo co-extrai-
dos com as dioxinas, resultam em dife-
rentes eficiéncias de extragao. Um plano
geral eficiente de purificagio de amos-
tras de peixes e sedimentos é apresenta-
do na fig. 3.

2.2.3. Incineradores

As anilises de PCDDs/Fs em cinza
leve costumam ser dificeis e demoradas
por causa do extensivo processo de puri-
ficagio; contudo, em laboratérios onde €
necessario realizar andlises de rotina para
controle de operagiio de incineradores,
pode-se utilizar CGAR/EMAR
(espectrometria de massa de alta resolu-
¢a0), excluindo alguns dos passos da eta-
pa de purifica¢do (13).

Os trés tipos de colunas cromatogra-
ficas utilizadas para a purificagio de
amostras de cinza leve sdo coluna de
silica gel - dcida ou bdsica, coluna de
alumina e coluna de carbono AX-21/
celite 545. Virios fatores durante a puri-
ficagdo podem influenciar os resultados
de andlise. Dentre estes, a quantidade de
carbono presente na cinza leve pode al-
terar na taxa de recuperacgio das dioxinas
(16).

2.3. Identificacéo Qualitativa e/ou
Quantitativa

A andlise de PCDDs/Fs pode ser exe-
cutada por uma variedade de técnicas de
espectrometria de massa. As mais co-
muns sdo as que empregam cromato-
grafia gasosa de alta resolucdo (CGAR)
acoplada a espectrometria de massa de
baixa resolu¢io (EMBR) ou a espec-
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trometria de massa de alta resolugdo
(EMAR). A EMBR utiliza um analisador
de qudadruplo, o que resulta na capacida-
de de diferenciar entre um peso molecular
(PM) de 100 e outro de 101, enquanto a
EMAR possibilita a diferencia¢io de um
PM de 100,01 e outro de 100,00 (9).
Além dos espectrometros de massa,
sdo também utilizados detectores de cap-
tura de elétrons (DCE); contudo, € reco-
mendavel empregar CGAR/EMBR para
confirmar os resultados obtidos por DCE.
Um nivel maior de confiabilidade nos
resultados € adquirido com o emprego
de CGAR/EMAR, o qual ¢ indispensi-
vel quando os niveis de concentragio
das dioxinas estao na ordem de
picogramas (10" g/g) ou fentogramas
(10" g/g). A técnica de espectrometria

de massa acoplada a espectrometria de
massa (MS/MS) também ¢é empregada
para confirmar resultados de andlise ob-
tidos por outras técnicas (7,14 ).

O limite de detec¢do deste tipo de
andlise depende do nivel de interferentes
presentes na matriz ¢ também das limita-
¢oes do equipamento utilizado na andli-
se (6). Afghan et al (8) recomenda o
seguinte procedimento analitico:

A separagiio inicial deve ser feita atra-
vés de CGAR-EMBR. Para isto pode-se
utilizar um cromatégrafo HP 5880A com
uma coluna capilar SPB-5 (apolar) de
30m x 0,25mm de didmetro interno ¢ um
EMBR HP 5970. A coluna € inserida
diretamente na fonte de ions e 0 EMBR
¢ usado no modo impacto eletronico (IE)
a 70eV. A multiplicadora de elétrons ¢é

Fig. 1: Representacao esquematica de processos de
separacao e purificacao para varios tipos de amostra (8).
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ajustada em 2200V e os tempos de aqui-
sigio sdo de 200ms. Para verificar a pre-
senga de dioxinas nas amostras utiliza-
se 0 modo MIS (Monitoramento de fon
Simples) e monitora-se os (rés ions mais
intensos do espectro de massa (EM) ¢ o
ion M-COCI para cada grupo de
congéneros num intervalo de tempo pré-
determinado.

Os intervalos de tempo sdo determi-
nados pela andlise de uma mistura de
todos os congéneros disponiveis, onde
se faz o monitoramento simultineo do
ion mais intenso de cada grupo de congé-
neros.

A detec¢io dos ions especificados nas
razoes corretas de abundincia e nos tem-
pos de retengdo pré-determinados con-
firma a presenga de um congénero na

Fig. 2: Esquema geral de analise de

efluentes de fabrica de celulose e papel (5).
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adig@o de mistura de
padrées de PCDDs/Fs
isolopicamente marcodos

|

A\
fﬂlfrm;ao\
/!
/ \
i/ ’\‘,
4 «
fase sélida fase liquida
seca ao ar extragdo com

I diclorometano
A\
extracdo em soxhlet
| com tolueno

conbinar os dois extratos

concentrar em evaporador
rotatério

colunas de purificagio

extracdo
|

\ concentrar em evaporador
rotatdrio

v
CG/EM/SD

cromatogrofio gasosa/espectrometria de
1 massa sistema de dados

O Papel



amostra, a qual € entdo submetida ao
procedimento quantitativo. A andlise
quantitativa ¢ feita monitorando-se cada
grupo de congéneros na sua faixa de tem-
po especifica, através do fon mais inten-
so do EM da dioxina natural e da dioxina
marcada com "C (padrio interno).

A andlise quantitativa estd baseada nos
padrées de "C adicionados a amostra
antes da extragdo, os quais permilem a
corregdo de erros resultantes de perda de
material durante os processos de extra-
¢do e purificagdo e também de variagdes
no sistema cromatografico entre as inje-
¢oes. Além disso, uma mistura de iguais
concentragoes de dioxinas naturais e
marcadas com "C ¢ utilizada na
calibragio do sistema CG/EM. A quan-
tidade de dioxinas marcadas adicionadas

a amostra inicialmente € idéntica a da
mistura de calibragdo. O sistema de da-
dos acoplado ao equipamento constroi
uma curva de calibragdo da razio da res-
posta dioxina natural/dioxina marcada x
razdo da concentragdo da dioxina natu-
ral/marcada. As razoes encontradas na
amostra em andlise sdo utilizadas para
que se descubra a concentragao de uma
determinada dioxina. Para confirmar a
identifica¢do das dioxinas utiliza-se um
CGAR/EMAR Finnigan 4500. A aquisi-
¢do de dados pode ser feita de vdrias
maneiras: varredura completa, detecgio
de fon miiltiplo (DIM), tanto no modo
impacto eletrénico (IE), como no modo
de ionizagio quimica de fon negativo. O
sistema de dados permite a andlise de
VArios compostos em uma mesma corri-

Fig. 3: Procedimento geral de purificagao para
analise de dioxinas em tecido de peixe.
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da cromatogrifica, além do rapido trata-
mento de todos os dados resultantes (8).

No mundo todo, apenas um nimero
limitado de laboratérios faz andlise de
dioxinas/furanos em matrizes de polpa e
papel em nivel de ppt ou ppq. Para reali-
zagio deste tipo de andlise sdo necessd-
rias extragdo e purificagio eficientes,
além de capacidade mdxima de detecgido
e sensibilidade nos equipamentos de and-
lise (10).

Em pesquisa feita por Waddell et al
(9), verificou-se que entre os centros de
andlise de dioxinas em polpa e papel, a
maior parte registra os dados por grupos
de congéneros e muito poucos o fazem
através da concentragdo de cada isdmero
individualmente. Além disso, estes labo-
ratérios usam predominantemente
analisadores de quadrupolo ao invés de
espectroOmetros com setor magnético.

A separagdo das dioxinas, de acordo
com Chiu et al (10), pode ser efetuada
utilizando-se uma coluna capilar DB-5
de 30 ou 60 m (equivalente a SPB-5
citada anteriormente) e para a separagao
dos isdmeros 2,3,7,8-TCDD/Fs pode-se
empregar uma coluna SP-2331 (polar)
de 60 m (10).

Em amostras provenientes de peixes
e sedimentos, a separagdo dos compos-
tos pode ser feita inicialmente com um
cromatografo a gds acoplado a um detec-
tor de captura de elétrons (CG/DCE),
utilizando-se uma coluna OV-1FS-
WCOT (0,17 um x 50 m x 0,31 mm) e
um injetor on-column. A fig. 4 apresenta
a redugdo do ruido de fundo depois de
cada passo de purificagio de amostra,
mostrando que quanto maior a remogao
dos interferentes, melhor € a andlise
quantitativa de uma determinada dioxina,
neste caso a 2,3,7,8-TCDD.

Para separacdo dos congéneros tetra
clorados utiliza-se uma coluna capilar
(polar). A duragdo deste tipo de coluna
¢ de aproximadamente duas a trés sema-
nas (110 injegdes), depois das quais, ob-
serva-se mudanga de performance. No
trabalho de Lawrence et al (11), consta-
tou-se uma taxa de recuperacdo melhor
do que 75% para todas as amostras. Para
confirmar a presenga das dioxinas foi
utilizada a técnica de CGAR/EMAR. A
fig. 5 apresenta 0 monitoramento dos
ions 320 e 322 para os 21 isdbmeros do
2,3,7.8-TCDD numa coluna Silar 10C
WCOT polar de 30m x 0,106mm de dia-
metro interno.

Devido a multiplicidade de métodos
existentes na literatura, deve-se ler cui-
dado na comparagao dos diferentes da-
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Tab. 1: Massas dos trés ions mais intensos do EM de dioxinas nao
marcadas e da perda de COCI.

Cisbasi Intervalo de Massas dos ions moleculares M-cocl
tempo minutos monitorados

Tetra 13,0-17,0 3199 321,9* 3239 258,8*

| Penta 17,0 - 20,0 3639 35659* 3578 292,9*

Hexa 20,0- 23,0 387,8 389,8* 3918 326,8*

Hepta 23,0-27,5 423,8% 4258 4278 360,8%

Octa 27,5-32,0 457,7  459,7* 4617 396,8*

* fons mais intensos do EM

dos resultantes destas metodologias de
analise. Em uma pesquisa feita com va-
rias fdbricas de celulose e papel e com
laboratorios que fazem andlise de
PCDDs/Fs em matrizes provenientes des-
tas fibricas foi constatada a dificuldade
de comparagao entre metodologias niao
normalizadas e o dificil acesso i dados
de andlise. Apesar destas dificuldades, o
quadro a seguir fornece um sumario da
concentracdo de alguns congéneros em
matrizes provenientes de fabricas de ce-
lulose e papel.

3. Seguranca (4, 7)

O grau de toxicidade dos PCDDs/
PCDFs ndo esta ainda bem determinado
para cada um dos compostos; contudo,
as dioxinas devem ser tratadas como po-
tencial risco a salide e, portanto, a expo-
si¢iio a qualquer destes compostos deve

e ventilagdo suficiente;

e pressao negativa relativa as dreas
vizinhas;

o gases direcionados a um mesmo duto
que leve a um lavador de gases;

e fonte de energia auxiliar para ope-
rar com capacidade total para o caso de
falta de energia;

e sistema auxiliar de suprimento de
ar, designado para operar durante queda
do suprimento principal;

e capacidade de monitoramento visu-
al da performance da ventilagio;

e sistemas de alarme audio-visual para
alertar as pessoas que trabalham no local
a respeito de condi¢oes potencialmente
perigosas.

4. Evolucdo das Técnicas de Andlises
Com o objetivo de superar dificulda-
des inerentes aos métodos usuais de se-
paragao e puri-

Tab. 2: Massas dos trés ions mais intensos do EM de ficacio  dos
dioxinas marcadas com "*C. ComposLos orga-

| Dioxina marcada Os trés ions mais intensos nicos de matri-
com "C do EM zes complexas

. tais como polpa

Tetra 331,9 3339* 3359 celalosicn, eatho

sendo testadas

Penta 365,9 367,9* 369,9 metodologias al-

Hexa 3999  401,9* 4038 ratives (7, 3),

Hepta 4358 4378 4398 Algumas das

Octa 469,8 471,8* 4738 dificuldades en-

ser minimizada ao maximo,

Todo o trabalho de andlise de PCDDs/
Fs. incluindo preparagido, manuseio,
estocagem das amostras e padroes deve
ser realizado em drea restrita em um la-
boratério, especialmente projetado para
isto. O laboratorio que executa este tipo
de andlise deve manter um programa de
seguranga que torne acessivel informa-
¢oes e treinamento aos analistas.

Os seguintes cuidados minimos de-
vem ser observados:

e drea de trabalho deve ser restrita;
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contradas nas
metodologias analiticas convencionais
sd0 uso de: quantidades substanciais de
solventes ¢ adsorventes, necessidade de
disposicio posterior destes materiais con-
taminados. Interferentes caracteristicos
de polpa e papel ndo se comportam como
os interferentes de outras matrizes e, por-
tanto, podem gerar problemas durante
os processos de separagio e purificagio
que foram idealizados para outros tipo
de interferentes.

T.N. Sorrel e Y. Tondeur (18) pro-
poem dois métodos de separacio e puri-

ficagio baseados na digestdo da polpa
com dcido sulfurico concentrado, obten-
do-se menof volume de solventes ao fi-
nal do processo, com resultados seme-
lhantes aos encontrados nos processos
convencionais. Contudo, a recuperagio
de congéneros com maior nimero de clo-
ros ndo € eficiente, especialmente para
OCDD/F. A utilizacdo desta modifica-
¢io do método para polpa celulésica pa-
rece adequada para andlise dos
congéneros TCDDs/Fs.

Nas andlises de cinzas, hd propostas
de modificacdes nas etapas de purifica-
¢do, utilizando-se diferentes combinagoes
de solventes e fases estaciondrias nas
colunas cromatograficas (16).

No que diz respeito as écnicas preli-
minares para verificagio da presenca de
dioxinas, alguns métodos tém sido expe-
rimentados para evitar os processos con-
vencionais de andlise que sdo caros e
muito demorados. Destes, podem ser ci-
tados: radio imuno ensaio, ensaio de
indugdo da hidroxilase de hidrocarboneto
arilico e ensaio do receptor citosal. Além
disso, varias técnicas desenvolvidas para
confirmar a presenca de dioxinas em
amostras desconhecidas sdao apresenta-
das por Afghan et al (8).
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