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SIMULTANEOUS ANALYSIS OF BIOLOGICAL INDICATORS OF EXPOSURE TO ETHYLBENZENE, STYRENE, TOLUENE
AND XYLENE SOLVENTS IN URINE BY HPLC-UV. A method for simultaneous analysis of phenylglyoxylic (PGA), mandelic
(MA), hippuric (HA), orto-, meta- and para-methylhippuric (o-, m- and p-MHA) acids in urine, by high performance liquid

chromatography with UV detection was developed and validated. The substances are biotransformation products used as biological
indicators to assess the exposure of workers, respectively, to ethylbenzene, styrene, toluene and xylene. The urinary metabolites were
separated using a C18 column and a mixture of 5 mM phosphate buffer pH 2.6:acetonitrile (92:8, v/v) as mobile phase. Urine samples
were extracted with dichloromethane:ethyl acetate (70:30, v/v). The method used phenacetin as internal standard and was linear in
the interval of 100-500 ug mL"! for PGA and MA and 150-700 pg mL"' for HA and MHA. The detection limits in ug mL", were 19.8
for PGA, 1.7 for MA, 4.1 for HA, 3.9 for o-MHA, 3.3 for m-MHA and 7.3 for p-MHA. Intra- and inter-assay precisions (as relative
standard deviation) were all less than 15% and accuracy (as relative standard error) did not exceed 12.3%. The recovery was higher
than 65% for all metabolites. The developed method will be applied to biological evaluation of workers exposure to these solvents.
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INTRODUCAO

Os compostos organicos etilbenzeno, estireno, tolueno e xileno
sdo amplamente utilizados como solventes em industrias de plastico,
resina, borracha e farmacéutica.'** Também sdo constituintes de com-
bustiveis, tintas, vernizes e colas.*® Trabalhadores expostos a niveis
elevados desses solventes podem apresentar efeitos adversos, como
irritacdo (da pele e do trato respiratdrio), alteragcdes do sistema nervoso
central, altera¢des funcionais nos nervos 6tico e Gptico.’ Portanto,
a monitorizacdo da exposi¢do, tanto ambiental quanto bioldgica,
sdo atividades complementares e fundamentais na prevengao de tais
efeitos. A monitoriza¢do ambiental avalia o risco a satide do individuo
exposto através da concentragdo dos solventes na zona respiratdria,
comparando-a aos Limites de Exposi¢do Ocupacional. Por sua vez,
a monitorizagdo biolégica pode avaliar a dose interna do composto
para verificar se a exposic¢do do trabalhador estd em niveis aceitdveis,
por comparacao com o respectivo Limite para o Indicador Biolégico
utilizado. Para os solventes, os marcadores biolégicos (ou indicadores
bioldgicos) podem ser a propria substincia ou os seus metabodlitos
presentes em matrizes bioldgicas.’

A principal via de absor¢do do etilbenzeno, estireno, tolueno e xi-
leno € a viarespiratdria e a eliminagdo ocorre, principalmente, através
dos metabdlitos urindrios.’ Os principais metabdlitos do etilbenzeno
e do estireno sdo o dcido mandélico (AM) e o acido fenilglioxilico
(AFG). No entanto, esses metabdlitos ndo sio indicadores especificos,
pois também sao formados quando hd exposicdo a outras substancias,
por exemplo, estirenoglicol, 6xido de estireno, fenilglicol, acetofe-
nona, fenilglicina.> O principal metabdlito urindrio do orto-, meta- e
para-xileno sdo os dcidos orto-, meta- e para-metil hiptricos (o-, m-e
p-AMH), respectivamente, os quais sdo completamente excretados
dentro de 1 ou 2 dias depois da exposicdo, fato que limita a utilizagio
desses metabdlitos como indicadores bioldgicos apenas a exposi¢des
recentes.® Para o tolueno, o principal metabélito € o 4cido hipdrico
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(AH). Os valores de referéncia (VR) e os indices bioldgicos maxi-
mos permitidos (IBMP) desses indicadores bioldgicos estabelecidos
pela Norma Regulamentadora n°7 (NR-7) e os BEIs® — Biological
Exposure Indices propostos pela ACGIH (American Conference of
Governmental Industrial Hygienists)— sdo apresentados na Tabela 1.>°

Este estudo teve por objetivo desenvolver e validar um método
simples para andlise simultdnea de AFG, AM, AH, o-AMH, m-AMH
e p-AMH em urina por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo por ultravioleta (CLAE-UV).

Esta Nota Técnica foi apresentada no 8° Congresso de Extensdo
Universitaria da UNESP e seu resumo expandido encontra-se dis-
ponivel online."

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

Os padrdes do 4cido fenilglioxilico (AFG, 97%), 4cido mandélico
(AM, 99%), écido hipurico (AH, 98%), acido metil hipurico (orto-
-AMH, meta-AMH e para-AMH, 98%) e fenacetina (padrdo interno)
foram obtidos da Sigma Aldrich (St Louis, MO, EUA). Os solventes
metanol (J.T. Baker, Ecatepec, Estado do México, México), acetato
de etila (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), diclorometano (J. T.
Baker, Center Valley, PA, EUA) e acetonitrila (J.T. Baker, Center
Valley, PA, EUA) utilizados foram grau CLAE. O 4cido o-fosférico
85% (Synth, Diadema, Brasil), fosfato de sédio monobasico (Synth,
Diadema, Brasil) e acido cloridrico 37% (Qhemis, Brasil) sdo rea-
gentes de grau analitico. A dgua utilizada em todas as solucdes foi
obtida através de um sistema de purificagdo Milli-Q Plus (Millipore,
Belford, MA, EUA).

As solugdes-padrio estoque foram preparadas separadamente
dissolvendo os padrdes em metanol para obter a concentragio de
14 mg mL"' de AFG e AM e 20 mg mL"' de AH, o-AMH, m-AMH
e p-AMH. O padrao interno fenacetina foi preparado na concen-
tracdo de 2 mg mL! em metanol. Os padrdes de calibracéo foram
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Tabela 1. Indicadores biolégicos de exposicao ao etilbenzeno, estireno, tolueno e xileno na urina

Solvente Indicador biol6gico IBMP BEI®

Etilbenzeno Acido mandélico 1,5 g g'! creat. 0,7 g g creat.?
Acido fenilglioxilico -

Estireno Acido mandélico 0,8 g g! creat. 0.4 g g'creat.?
Acido fenilglioxilico 0,24 g g’ creat.

Tolueno Acido hiptirico Até 1,5 g g creat. 2,5 g g'creat. -

Xileno Acidos metil hiptricos 1,5 g g' creat. 1,5 g g creat.

creat.: creatinina; VR: valor de referéncia; IBMP: indice biolégico maximo permitido; BEI®: Biological Exposure Index. *A ACGIH propde a soma de ambos

metabolitos urindrios como indicador biolégico.

preparados diluindo as solugdes-padrdo estoque em metanol para
obter concentragdes variando de 400 a 2000 ug mL" para AFG e
AM (400, 800, 1200, 1400 e 2000 ug mL") e de 600 a 2800 g
mL! para AH, o-AMH, m-AMH e p-AMH (600, 1000, 1400, 1960,
2800 pg mL).

Instrumentacio

A andlise dos metabdlitos foi realizada por CLAE-UYV utilizando
um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Perkin Elmer, composto
de um sistema bindrio de bombas Flexar LC Pump, degaseificador e
detector Flexar UV/VIS. A coluna utilizada foi Brownlee C18 SSP
(100 x 3,0 mm; 2,7 um) da Perkin Elmer. O sistema de cromatografia
foi controlado pelo programa Chromera UV/Vis (Perkin Elmer). A
mistura de tampao fosfato 5 mM (pH 2,6):acetonitrila (92:8 v/v) foi
utilizada como fase mével, em fluxo de 0,6 mL min™'. A deteccdo por
ultravioleta foi realizada a 254 nm nos primeiros 3,0 min e a 225 nm
até o final da andlise para todos os metabdlitos.

Preparo das amostras

Aliquotas de 200 pL de urina e 20 puL de solugdo de fenacetina
2 mg mL"! (padrdo interno) foram adicionadas em um microtubo
de 2 mL. A amostra foi acidificada com 20 pL de dcido cloridrico 1
M e submetida a extracdo liquido-liquido com 1 mL da mistura de
diclorometano:acetato de etila (70:30, v/v). As amostras foram agi-
tadas por 30 min e posteriormente centrifugadas a 10.600 x g por 10
min, a4 °C. Seiscentos microlitros da fase organica foram evaporados
a secura em banho seco a 70 °C. O residuo foi reconstituido com
600 pL de fase mavel, filtrado em membrana de 0,45 um (Analitica,
Sao Paulo, Brasil) e uma aliquota de 20 pL do filtrado foi injetada
no sistema CLAE-UV.

Curvas de calibracao e linearidade

Trés curvas de calibragdo para andlise de AFG, AM, AH, o-
-AMH, m-AMH e p-AMH foram preparadas em aliquotas de 200 uL
de urina branco coletada de individuos ndo expostos aos solventes
precursores dos metabdlitos em estudo enriquecidas com 50 pL de
cada padrdo de calibragdo. As curvas de calibragio incluiram a andlise
de amostra branco e amostras com as seguintes concentragdes finais
de 100, 200, 300, 350 e 500 ug mL"! para AFG e AM; 150, 250, 350,
490 e 700 ug mL! para AH, o-AMH, m-AMH e p-AMH em urina.
As amostras da curva de calibragio foram processadas e analisadas
conforme descrito previamente.

Controles de qualidade foram preparados enriquecendo amostras
de urina branco com trés diferentes niveis de concentragdo (100, 200
e 420 ug mL! para AFG e AM; 140, 250 e 588 pug mL' para AH,
0-AMH, m-AMH e p-AMH).

Limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram obtidos como
recomenda o National Institute for Occupational Safety and Health
(NIOSH)." Em resumo, foram preparados padrdes de calibra¢do de
baixa concentra¢do em metanol variando de 100 a 2000 ug mL"! para
AFG, 6 a 120 ug mL™! para AM, 4 a 80 pg mL"' para AH e 30 a 600
ug mL! para o-AMH, m-AMH e p-AMH. Trés curvas de calibracao
foram preparadas em aliquotas de 200 pL de urina branco coletada de
individuos ndo expostos enriquecidas com 50 puL de cada padrdo de
calibrag@o de baixa concentrac?o. A triplicata da curva de calibragio
de baixa concentragdo foi utilizada para obter a equacio de regressao
linear (Equacdo 1) e o erro padrdo da regressdo (Sy) (Equacdo 2).
O erro padrdo da regressdo e o coeficiente angular da equacdo de
regressdo linear foram usados para o cdlculo do limite de deteccdo
(Equag@o 3). O limite de quantificag@o foi calculado como 3,33 vezes
o limite de detec¢do (Equacdo 4).

Y=aX+b (D

(1)

Sy = 2
y -2) @
3xS;
= 3)
coeficiente angular
LQ =333xLD “)

onde: Y, é a resposta predita de cada concentracio do analito (X); ¥,
¢é a resposta obtida (Y); N € o nimero de padrdes de calibracdo de
baixa concentrac¢do (N=5)

Recuperacao

A recuperagdo foi determinada enriquecendo aliquotas de 200 uL
de urina branco com concentragdes finais na urina de 200 e 350 ug
mL"' de AFG e AM, 250 e 490 ug mL! de AH, 0-AMH, m-AMH e
p-AMH, e 20 pL de solug¢do de fenacetina (2 mg mL!"). As amostras
(n=5) foram extraidas como descrito anteriormente. A recuperagdo
foi calculada comparando a drea dos picos das amostras extraidas
conforme o protocolo analitico com a drea obtida a partir das solu-
¢des-padrdo de mesma concentragdo nio submetidas ao processo de
extracdo, sendo esta tltima considerada 100%.

Precisao e exatidao

A precisdo e exatiddo intra e interensaios foram investigadas
utilizando os controles de qualidade de baixa (CQB), média (CQM)



Vol. 39, No. 9

e alta (CQA) concentracdo analisados em quintuplicata em 3 dias
diferentes. A precis@o foi expressa como desvio padrdo relativo
(coeficiente de variagdo, CV) (Equacdo 5) e a exatiddo como erro
padrdo relativo (EPR) (Equagio 6).

V= desvio pa'dr'dox 109 )
concentrag¢do média experimental

EPR = (concentrag¢do média experimental — valor nominal) x 100

(6)

valor nominal

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foi desenvolvido e validado um método uti-
lizando CLAE-UV capaz de analisar simultaneamente os indicadores
bioldgicos de exposicdo aos solventes etilbenzeno, estireno, tolueno e
xileno. Vérios métodos para analisar AFG, AM, AH, o-AMH, m-AMH
e p-AMH na urina foram descritos na literatura, porém poucos sao
capazes de analisar todos os metabdlitos simultaneamente.*%!21* Os
métodos que utilizam cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas tém sido amplamente utilizados. Entretanto, tais métodos
exigem um processo de derivatizag@o durante o preparo da amostra.*!3
Entre os métodos que utilizam a cromatografia liquida para a andlise
simultanea dos mesmos analitos, hd aquele em que a separagio dos
analitos foi observada apenas apds 50 minutos,'? aquele que utiliza
grande volume de amostra (2 mL) e solventes orginicos ou nio
utilizam padr@o interno.>!>!

A Figura 1 apresenta os cromatogramas obtidos com o presente
método. Os metabdlitos foram completamente separados em menos
de 30 minutos, com excecdo do m-AMH e p- AMH, os quais coeluem
(Figura 1A). No entanto, a separagido completa desses isdmeros nao se
faz necessdria para a presente aplicacdo, uma vez que € recomendado
0 uso da soma dos isdmeros do AMH como indicador biolégico para
a exposicdo a xilenos.> O método mostrou-se seletivo, uma vez que
nao foram observados picos interferentes no tempo de retengdo dos
metabdlitos, como pode ser observado ao comparar o cromatograma de
uma urina branco (Figura 1C) com o cromatograma da solugio-padrao
(Figura 1B). Para que um método seja considerado seletivo, as respostas
de picos interferentes proximo ao tempo de reten¢@o do analito devem
ser inferiores a 20% da resposta do analito nas amostras de LIQ.

A andlise de uma urina branco proveniente de individuo ndo
exposto ao tolueno apresenta um pico de AH (Figura 1C), que foi
encontrado na urina humana provavelmente devido ao consumo de
alimentos que contém 4cido benzoico ou benzoato como conserva-
dor.>1516 Egse conservador estd presente em refrigerantes, sucos de
frutas, margarina, molho de tomate, enlatados.'!* Um estudo identifi-
cou os refrigerantes como a principal fonte de benzoato no Brasil, re-
presentando mais de 80% da ingestdo didria do conservador.'” O dcido
benzoico ou benzoato € metabolizado no figado e nos rins formando
o AH.? A alimentagio e a variagdo interindividual no metabolismo
do 4cido benzoico influenciam diretamente na quantidade basal de
AH presente na urina. A ACGIH, atualmente, ndo recomenda o uso
do AH como indicador biolégico para a exposicao a tolueno, pois a
elevada quantidade basal de AH pode dificultar a interpretacdo no
limite de exposi¢do atualmente recomendado para o tolueno, de 75
mg m~. No entanto, no Brasil a legisla¢do ainda prevé o uso do AH
como indicador bioldgico de exposi¢do ao tolueno.’ Vale ressaltar
que a legislac@o brasileira referente aos indicadores bioldgicos de
exposi¢do ao tolueno ndo € atualizada desde 1994.°

Trabalhos anteriores sugerem realizar a andlise de AFG a 254 nm,
pois o metabdlito apresenta uma resposta melhor do que a 225 nm.'>?!
Nos cromatogramas apresentados na Figura 2 € possivel observar a
diferenca na resposta do AFG quando analisado a 225 nm (Figura 2A)
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Figura 1. Cromatogramas dos seis metabdlitos obtidos com o presente método
(a) Urina ndo exposta enriquecida com solu¢do-padrdo (300 ug mL' de AFG
e AM e 350 ug mL" de AH, 0-AMH, m-AMH e p-AMH), (b) Solu¢do-padrao
(300 ug mL" de AFG e AM e 350 ug mL' de AH, 0-AMH, m-AMH e p-AMH)
e (c) Urina branco [1. AFG, 2. AM, 3. AH, 4. 0-AMH, 5. m-AMH, 6. p-AMH,
7. Fenacetina (P.1.)]

e a 254 nm (Figura 2B). Portanto, o presente método propde a andlise
do AFG a 254 nm e os demais metabdlitos a 225 nm.

A curva de calibrag@o foi gerada através do grafico darazio entre
area do analito/drea do padrao interno vs. a concentragdo do analito.
As curvas de calibragio para o AFG, AM, AH, o-AMH, m-AMH e
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Figura 2. Cromatogramas utilizando diferentes comprimentos de onda (a)
Andlise utilizando apenas N = 225 nm e (b) Andlise utilizando N = 254 nm
nos primeiros 3 min e A = 225 nm a partir dos 3 min até o final da corrida [ 1.
AFG, 2. AM, 3. AH, 4. 0-AMH, 5. m-AMH, 6. p-AMH, 7. Fenacetina (P1.)]
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p-AMH em urina enriquecida foram lineares nos intervalos de con-
centracdo estudados (Tabela 2).

O ensaio de recuperagao estd relacionado a eficiéncia da extracio
e foi superior a 65% para todos os metabdlitos e o padrdo interno
e ndo variou em funcdo da concentrag@o (Tabela 3). Embora a por-
centagem de recuperagdo préxima a 100% tanto para o analito como
para o padrdo interno seja desejavel, porcentagens inferiores sdo
admitidas desde que a recuperagdo seja reprodutivel entre diferentes
concentracdes do analito. Os limites de detec¢@o e quantificagdo foram
calculados a partir da equagio de regressdo linear e do erro padrio
da regressdo. Os limites de deteccdo obtidos para AFG, AM, AH,
0-AMH, m-AMH e p-AMH foram de 19,83 ug mL", 1,73 ug mL",
4,12 pygmL", 3,93 uyg mL™', 3,29 ug mL"' e 7,29 ug mL, respectiva-
mente (Tabela 2) e sdo compativeis com a aplica¢do do método para
avaliagdo bioldgica da exposi¢ao ocupacional aos solventes estireno,
etilbenzeno, xilenos e tolueno.

Aliquotas de urina coletada de individuo nio exposto foram
enriquecidas com AFG, AM, AH, 0o-AMH, m-AMH e p-AMH e
analisadas em quintuplicata para determinar a precisdo e exatidao
intra e interensaio. Todos os metabdlitos apresentaram coeficiente
de variacdo menor que 15%. A exatiddo, expressa como erro padriao
relativo, apresentou variagdo menor que 12,3% para os trés niveis de
concentragdo testados (Tabela 4).

CONCLUSAO

Foi desenvolvido e validado um método utilizando CLAE-UV
capaz de analisar simultaneamente os indicadores biolégicos AM,
AFG, AH, 0-AMH, m-AMH e p-AMH em urina. A sensibilidade,
precisdo e exatiddo do método mostraram-se compativeis com a sua
aplica¢@o na monitorizagdo bioldgica da exposi¢do ocupacional aos
solventes etilbenzeno, estireno, tolueno e xileno conforme recomen-
dado pela NR-7 e ACGIH.

AGRADECIMENTOS
Os autores agradecem a Pré-Reitoria de Extensdo Universitaria

da UNESP (PROEX) e a Coordenadoria de Saide e Seguranga do
Trabalhador e Sustentabilidade Ambiental (COSTSA).

Tabela 2. Parametros da curva de calibragao, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificagio (LQ) dos metabdlitos

Curva de Calibracao

Metabdlito (g mL") Equagdo r’ LD (ug mL") LQ (ug mL")
AFG 100 - 500 y =0,0082x — 0,4975 0,9874 19,83 66,03
AM 100 - 500 y = 0,0009x — 0,0039 0,9964 1,73 5,76
AH 150 — 700 y =0,0054x + 0,0062 0,9977 4,12 13,71
0-AMH 150 =700 y =0,0032x — 0,0578 0,9950 3,93 13,08
m-AMH 150 - 700 y = 0,0053x - 0,0847 0,9963 3,29 10,95
p-AMH 150 — 700 y = 0,0056x — 0,0948 0,9971 7,29 24,26

r’: coeficiente de correlac@o linear.

Tabela 3. Recuperacao do AFG, AM, AH, o-AMH, m-AMH, p-AMH e fenacetina adicionados em urina no exposta

Metabdlito Concentragdo (ug mL™") Recuperagdo (%) Concentragdo (ug mL™") Recuperagio (%)
AFG 200 65,7 +3,7 350 77,7+5,1
AH 200 723+ 1,8 350 74,6 + 1,7
AH 250 68,0 +0,9 490 65,5+39
0-AMH 250 75,5+0,8 490 73,7+4,1
m-AMH 250 78,5+0,7 490 77,6 £6,9
p-AMH 250 80,6 + 0,9 490 773 +6,5
Fenacetina 200 90,0+ 1,6 200 80,6 + 7,7
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Tabela 4. Precisao e exatidao intra e interensaio do método de andlise de AFG, AM, AH e AMH em urina por CLAE-UV (n=5)

Precisdo (CV, %)

Exatidao (EPR, %)

Metabdélito Conc. (ug mL™")
Intraensaio Interensaio® Intraensaio Interensaio®
100 7,13 14,64 -0,14 2,63
AFG 200 14,25 13,34 -8,61 -7,51
420 10,88 9,31 -5,66 -7,32
100 3,29 6,24 6,80 4,80
AM 200 1,54 3,14 9,60 9,26
420 2,68 5,14 5,76 7,51
140 2,52 8,57 -11,11 -12,24
AH 250 2,28 2,83 -0,12 -0,58
588 2,80 6,00 4,31 0,12
140 2,68 7,46 7,23 6,65
o-AMH 250 1,41 2,80 -1,99 -2,52
588 2,49 6,29 5,84 0,89
140 2,09 6,36 1,02 0,04
m-AMH 250 1,80 2,64 -3,49 -4,21
588 2,56 5,79 2,61 -1,63
140 2,01 6,79 2,15 1,78
p-AMH 250 1,60 3,45 3,08 0,82
588 4,18 6,31 0,10 -4,58

CV: coeficiente de variacdo [CV = (desvio padrao/concentragdo média experimental) x 100]; EPR: erro padrao relativo { EPR = [(concentracdo média experi-
mental — valor nominal)/valor nominal] x 100}. “Precisdo e exatiddo interensaio foram avaliadas em quintuplicata durante 3 dias.
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