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A finalidade primordial da monitorizacao bioldgica € proteger a
salde dos trabalhadores, prevenindo a exposi¢do excessiva as
substancias quimicas. O acido trans,trans-mucénico (ttAM), um
produto de biotransformacéo do benzeno, tem sido preconizado como
um bioindicador sensivel da exposi¢do ao benzeno e este trabalho
foi desenvolvido com o propdsito de validar método de detec¢do do
ttAM urinario, visando a sua utilizacdo na biomonitorizacdo de
trabalhadores expostos a esse solvente. A técnica escolhida foi a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com coluna de fase-
reversa, Lichrosorb RP 18, e detector de ultravioleta. O método
mostrou-se linear entre 0,2 a 5,0 mg/L (r>= 0,9943). Os limites de
deteccdo e de quantificacdo obtidos foram, respectivamente, 0,1 e
0,2 mg/L. A porcentagem de recuperacéo absoluta média foi de 77,1%
e de inexatiddo de 27,9%. Os coeficientes de variagcdo médios foram
de 7,7% e 10,6% para a precisdo intra-ensaio e interensaio,
respectivamente. O analito permaneceu estavel na matriz por um
periodo de 6 semanas para a concentracdo de 0,2 mg/L e de 15
semanas para a de 2,0 mg/L, se armazenada em freezer (-20 °C), e
por até dez dias sob refrigeracéo (4 °C) para os adicionados de 0,2;
2,0 e 5,0 mg/L. Com estes resultados, a validacao foi considerada
satisfatoria e 0 método mostrou-se adequado, quando aplicado em
amostras de trabalhadores que manipulam benzeno, coletadas no
final da jornada de trabalho, em que se detectou um valor médio de
0,8 mg ttAM/g creatinina (mediana=0,6 mg/g creatinina).

Unitermos:

e Acido trans,trans-mucéonico
e Cromatografia liquida

® Benzeno

INTRODUCAO

A finalidade primordial da monitorizacao bioldgica é
proteger a saude dos trabalhadores, prevenindo a exposi¢do
excessiva as substancias quimicas. No entanto, na
biomonitorizacdo dos individuos expostos ao benzeno
muitas s&o as dificuldades quanto ao uso de bioindicador

adequado. Atualmente, os dois indicadores biolégicos
urinarios que melhor avaliam a exposi¢do ocupacional a
baixos niveis de benzeno sdo o acido trans,trans-mucoénico
(ttAM) e o acido fenilmercaptdrico (Ong, Lee, 1994;
Ghittori et al., 1995; Boogard, Van Sittert, 1995, 1996).
O &cido fenilmercaptdrico, apesar de ser especifico e
sensivel, requer técnica de cromatografia gasosa acoplada



206

a espectrometria de massas (Ong, Lee, 1994; Popp et al.,
1994), o que ainda tem dificultado sua aplicacdo em anali-
ses rotineiras de biomonitorizacao no Brasil.

Assim, o ttAM em urina parece 0 mais promissor, e
apesar de ndo ser especifico (Medeiros et al., 1993; Ong et
al., 1995; Weaver et al., 1996), apresenta boa correlagédo
com o benzeno ambiental, mesmo em baixas concentracdes
(Buratti et al., 1996; Ong et al., 1996; Priante et al., 1996;
Yu, Weisel, 1996; Kivisto et al., 1997).

Na determinag&o de ttAM, os métodos mais empre-
gados séo os que utilizam a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A deteccéo ocorre na faixa do
ultravioleta ou pelo uso do espectrémetro de massas, e a
separacdo, pelo uso de colunas cromatogréaficas de fase
reversa, levando em conta a polaridade da substancia a ser
analisada, fato de importancia na escolha dos componentes
da fase maével (Inoue et al., 1989; Johnston et al., 1991;
Brondeau et al., 1992; Ducos et al., 1992; Ghittori et al.,
1995; Boogard, Van Sittert, 1996).

Ultimamente, na tentativa de aperfeicoar a analise,
alguns autores optaram pela cromatografia gasosa associ-
ada a espectrometria de massas (CG-EM), que, apesar de
bastante sensivel e especifica, torna a analise mais comple-
xa e cara (Bechtold, Henderson, 1993; Ruppertetal., 1995).

Dentre as técnicas de separacdo e extracao, as mais
utilizadas sdo as que usam resinas de troca iénica (Brondeau
etal., 1992; Maestri et al., 1995; Ghittori et al., 1996). Este
processo melhorou o rendimento da recuperagdo em relagdo
a extracdo liquido-liquido (Inoue et al., 1989; Bechtold et
al., 1991).

Johnston et al. (1991) preconizam que o pH, a forca
ibnica e o tipo de tampao requeridos para a extracdo com
tais resinas sdo muito importantes e influenciam na mobi-
lidade do benzeno e seus metabdlitos.

Em 1994, Bartczak et al. compararam os resultados
encontrados na analise por cromatografia liquida e gasosa
e concluiram que ambas apresentam boa correlacdo com
valores de ttAM acima de 0,1 mg/L e que a cromatografia
liquida sé é limitada para a analise de concentracdes infe-
riores a 0,04 mg/L, devido a presenca de picos interferen-
tes nos cromatogramas.

A validagdo de um método analitico em cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para determinagéo
de ttAM em urina, bem como a avaliacdo de sua aplicacdo
em amostras de trabalhadores que manipulam o benzeno,
foram os objetivos deste trabalho.

MATERIAL E METODO
Reagentes e padroes

-padréo de &cido trans,trans-muconico 98%-Sigma-
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Aldrich®, lote n.° 08809MR; padrdo de acido 4-
hidroxi-3-metoxibenzdico (acido vanilico) 97% -
Sigma-Aldrich®, lote n.° 04302MQ; resina Dowex
1x2-100 ion-exchange-chloride, strongly basic anion,
50-100 mesh- Sigma-Aldrich®; acetato de sddio anidro
p.a.; cloreto de sddio p.a.; &cido orto-fosforico 85%
p.a.; tris(hidroximetil)aminometano- Sigma®; metanol
Omnisolv, grau de pureza cromatografica-EM
Science®, &cido acético glacial 100% p.a.; &cido clori-
drico 37% p.a. Para o preparo de solucdes utilizou-se
agua de grau reagente (resistividade >10 megaohm),
Millipore® (MilliQ).

- solucBes padrdo de ttAM: 1 g/L em agua MilliQ (esto-
que). Esta solucdo deve ser preparada a cada més e
conservada a— 20 "C. As soluges de uso - de concen-
tracOes entre 0,2 e 5,0 mg/L, em urina e em &gua - fo-
ram preparadas a partir de uma solug¢do a 20 mg/L em
HCI 60 mmol/L (preparada semanalmente);

- solucdo padréo de &cido vanilico: 1 g/L em &gua
MilliQ (estoque) e a 10 mg/L em tampdo Tris a
0,5 mol/L (uso, preparada no dia da analise);

Instrumentagao

- colunas para extracao em fase sélida: colunas de vidro
de 15 cm de altura, 1 cm de didmetro interno e tornei-
ra de teflon. A coluna foi preparada com 300 mg do
adsorvente, Dowex 1®, suspensa em agua Milli Q para
a transferéncia, tendo-se o cuidado de compactar bem
aresina, de modo a ndo deixar espagos sem preenchi-
mento (o que pode ser conseguido pelo uso de vibrador
€ com Vacuo);

- urodensimetro Urinometer®;

- kit para determinagdo de creatinina Labtest®- lote n°
80564,

- cromatografo liquido Hewlett Packard®, modelo 1100,
equipado com detector de UV, comprimento de onda=
259 nm, acoplado a computador modelo Vectra XM,
série 4-5/150, com ChemStation para integracdo e
processamento dos cromatogramas, munido de coluna
Chrompack®- tipo Lichrosorb 5 RP18 (150x3 mm) e
guarda-coluna Chrompack® R2 (10x2 mm), mantida a
temperatura de 27 °C.

A fase movel foi constituida de acido acético 1%/
metanol (9:1), filtrada sob pressdo, através de filtro
Millipore 0,45 mm, eluindo através da coluna, em um flu-
X0 constante de 1 mL/min.

As técnicas de extracdo e identificacdo do ttAM em
urina foram realizadas com base nos métodos propostos
por Lee etal. (1993) e Ducos et al. (1990), respectivamen-
te. O método utilizado pode ser descrito nas seguintes eta-
pas:
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* em tubo de 15 mL misturar 1 mL de urinae 2 mL de
tampdo Tris 0,5 mol/L (pH 10), contendo acido
vanilico 10 mg/L;

« transferir a mistura acima para coluna de vidro conten-
do a resina Dowex, pré-condicionada com 2 mL de
agua Milli Q, 2 vezes;

* lavar a coluna com 1mL acido fosforico 0,2 mmol/L;
1 mL de tamp&o acetato de sédio 0,1 mol/L (pH 7) e
1 mL de agua Milli Q;

* descartar todos os efluentes;

* emseguida, eluir o ttAM com 2 mL de uma mistura de
cloreto de sodio 1,5 mol/L/metanol, na propor¢do 1:1
num fluxo de cerca de 1,0 mL/min, sem uso de vacuo;

 injetar 20 mL desse eluato no cromatografo a liquido,
segundo condi¢Oes especificadas no item instrumen-
tacéo.

A validacdo do método (Chasin et al., 1994; Chasin
et al., 1998) foi realizada de acordo com 0s parametros:
- Linearidade: Para verificar a faixa de linearidade do

método, foi adicionada as amostras de pool de urina,
solugdo-padrdo de acido ttAM, de modo a obter as
seguintes concentragdes: 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 5,0 mg/L.
Estas amostras foram, assim como um branco de uri-
na, analisadas em sextuplicata.

- Limite de quantificacéo (LQ): Foi considerado limite
de quantificacdo, a menor concentracdo que se pode
medir com precisdo adequada, ou seja, com coeficiente
de variagdo menor que 10%.

- Limite de detecgéo (LD): Foi considerado limite de
deteccdo, a concentragdo minima que se diferenciou do
zero, com determinada confiabilidade (99,7% de con-
fianga).

- Recuperacao: Para avaliar a recuperacdo do método, fo-
ram utilizadas trés concentragdes: 0,2; 2,0 e 5,0 mg/L
(sextuplicata/concentracdo). Por comparagéo da respos-
ta quando a adicéo foi feita antes da extragéo versus a
resposta quando a adicao foi realizada ap0s este procedi-
mento, obteve-se a porcentagem de analito recuperado.

- Precisdo: amostras de urina enriquecidas com 0,2; 2,0
e 5,0 mg/L de ttAM foram analisadas em 10 replicatas/
concentragéo, para o estabelecimento da preciséo
intra-ensaio e em triplicata, dia-apds-dia, durante dez
dias, para o estudo da precisao interensaio.

- Estabilidade do analito na matriz: A estabilidade foi
avaliada em 45 amostras, enriquecidas com 0,2 e
2,0 mg/L de ttAM, conservadas a —20 °C, sendo cada
trés analisadas semanalmente, por um periodo de 15
semanas. Urinas enriquecidas com 0,2; 2,0 e 5,0 mg/L
de ttAM foram analisadas em 10 replicatas/concentra-
c¢do, durante 10 dias, para o estabelecimento da estabi-
lidade das amostras em geladeira (4 °C).
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- Exatiddo: Para o estudo da exatiddo, amostras de uri-
na foram enriquecidas com ttAM, para se obter con-
centracdes de 0,2; 2,0 e 5,0 mg/L (sextuplicata/ con-
centracdo). A inexatidéo foi calculada pela tenden-
ciosidade (bias).

- Efeito da matriz: Para avaliar o efeito da matriz biol4-
gica, ou seja, se mostrava a presenca de outros consti-
tuintes que resultassem em picos préximos ou iguais ao
do analito nas condig¢des otimizadas, amostras de uri-
na e de &gua foram enriquecidas, em duplicata, com as
concentragdes 0,2; 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0 mg/L.

As amostras de urina destinadas a determinacéo de
ttAM foram obtidas de trabalhadores que manipulam
benzeno de uma refinaria, onde o petroleo passa por uma
série de operacgdes de beneficiamento até a obtencéo de
mais de 80 produtos de ampla utiliza¢do na industria,
como gas natural, gasolina, 6leo diesel, solventes de bor-
racha, asfalto, lubrificantes e o préprio benzeno. O traba-
Ihador se exp0e a este solvente na sua obten¢do, na unida-
de de reforma catalitica, no manuseio, no transporte e no
laboratério de controle de qualidade. O trabalho se faz
segundo sistema de rodizio, ou seja, o trabalhador perma-
nece na area onde existe benzeno apenas 1 dia/semana, em
turno de 6 h. Nesta érea, trabalha usando equipamento
completo de protecdo individual. O projeto foi desenvol-
vido apds sua aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesqui-
sa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universi-
dade de Sdo Paulo. Foram avaliados 25 trabalhadores,
coletando-se amostras no final da jornada de trabalho. A
urina, proveniente de Unica micgéo, foi coletada direta-
mente em frasco de polietileno, quimicamente limpo.
Ap0s a coleta, as amostras foram mantidas e transportadas
em camara refrigerada, no mesmo dia, até o laboratdrio
onde seriam realizadas as anélises. Para conservacao, foi
adicionado a cada amostra 1 mL de HCI 6 mol/L para cada
100 mL de urina e realizadas as medidas da densidade
(urodensimetro) e da creatinina (kit Labtest®). As amos-
tras foram conservadas a —20 °C até o momento da deter-
minacdo do ttAM. Os trabalhadores responderam a um
questionario sobre varios itens como: habitos pessoais e
alimentares, local de moradia, presenca de patologias e
ingestdo de medicamentos e assinaram um termo consen-
tindo na participacéo no trabalho.

RESULTADOS

Na Figura 1 estdo representados cromatogramas de
padréo e de amostra de urina de trabalhador, mostrando o
pico cromatografico do ttAM e do padrdo interno, o 4ci-
do vanilico. O tempo de retencdo relativo para a analise foi
de 0,39 £ 0,02.
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A curva de linearidade de ttAM, em amostras de
pool de urina, esta representada na Figura 2. Cada ponto
corresponde a média dos valores encontrados na analise
das sextuplicatas, além do branco de urina.

Foi considerado limite de quantificacdo do método
a concentracdo de 0,2 mg/L de ttAM em urina, que forne-
ceu um pico de ttAM dez vezes maior que 0 pico produ-
zido pela analise da urina sem adi¢cdo e um CV de 7,6% e
como limite de deteccdo do método a concentracdo de 0,1
mg/L de ttAM em urina, que forneceu um pico de ttAM
trés vezes maior que a urina sem adicéo e cujo coeficien-
te de variacdo foi de 25,7%.

Os resultados da estabilidade das amostras, conser-
vadas a—20 °C e em geladeira, podem ser observados nas
Tabelas | e 11, respectivamente. A Tabela 11 demonstra os
resultados da precisdo, recuperagdo e exatiddo do método.
A Figura 3 denota a interferéncia da matriz biologica, uri-
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na, na resposta do método as concentragdes crescentes de
ttAM.

Na Tabela IV podem ser observados os valores de
acido ttAM, em mg/L (densidade) e em mg/gcreatinina,
em urina de trabalhadores que manipulam benzeno numa
refinaria, coletadas no final da jornada.

DISCUSSAO

A escolha da cromatografia em fase liquida com
detector de UV foi feita com base no fato de, além de ser
a técnica bastante utilizada para determinagao do ttAM em
urina (Ducos et al., 1990; Brondeau et al., 1992; Lee etal.,
1993; Popp et al., 1994; Rauscher et al., 1994; Boogard,
Van Sittert, 1995; Ong et al., 1995; Vivoli et al., 1995;
Boogard, Van Sittert, 1996; Buratti et al., 1996; Ong et al.,
1996; Giarinetal., 1997; Gobba et al., 1997; Kivisto et al.,
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FIGURA 1 - (A) Padrdo de ttAM 1 mg/L (1) e &cido vanilico, padréo interno (2); (B) Amostra de urina, coletada no final
da jornada, de trabalhador que manipula benzeno (correspondendo a 2,2 mg de ttAM/L).

TABELA | - Estabilidade de ttAM em amostras de urina, analisadas ap6s o descongelamento das aliquotas conservadas

a—-20°C
concentracdes periodo de Média coeficiente de
de ttAM (mg/L) estabilidade (semanas) Encontrada variacao (%)
0,2 6 0,23 13,2
2,0 15 2,60 7,4
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TABELA Il - Estabilidade de ttAM em amostras de urina
conservadas a 4 °C, por um periodo de 7 dias

concentracoes coeficiente
de ttAM (mg/L) de variacéo (%CV)
0,2 13,5
2,0 10,0
5,0 8,5
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FIGURA 2 - Representacdo gréfica da linearidade do
método de determinacdo de ttAM em urina nas
concentracdes de 0,2 a 5,0 mg/L.
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FIGURA 3 - Representagdo grafica da curva de calibracéo
de ttAM em &gua e em urina nas concentragdes de 0,2 a
5,0 mg/L.
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1997; Maestri et al., 1998), é crescente a disponibilidade
do equipamento em nosso pais. Foi verificado que a
cromatografia liquida poderia detectar baixas quantidades
do analito na amostra, tanto quanto a cromatografia gaso-
sa, usada por outros autores (Bechtold et al., 1991;
Bartczak et al., 1994; Ruppert et al., 1997).

A técnica cromatografica proposta por Ducos et al.
(1990), foi considerada apropriada para a fase da identifi-
cacdo do analito e a extracdo em fase sélida reportada por
Lee et al. (1993), foi a técnica de escolha, sendo a coluna
empacotada no proprio laboratério.

A extragdo em fase sélida vem sendo muito utilizada
nos laboratdrios de Toxicologia Analitica, por ser uma
técnica que pode ser empregada nas mais variadas matri-
zes bioldgicas, apresentando sobre a extracdo liquido-Ii-
quido inimeras vantagens, dentre elas, a ndo exposicéo do
analista a grandes quantidades de solventes e a obtencéo
de extratos limpidos (Scheurer, Moore, 1992).

Os dados do estudo da linearidade demonstram que
ha covariancia positiva entre as concentracoes de ttAM, de
0,2 a 5,0 mg/L e as respectivas areas relativas (padrao
ttAM/ padréo interno). O coeficiente de determinagéo
obtido de 0,9933 esta de acordo com os publicados por
outros autores, como Lee et al. (1993), de 0,99, e Maestri
etal. (1995), de 0,9998.

O intervalo de concentragfes escolhido permite
analisar amostras de trabalhadores expostos a altas e a
baixas concentracdes de benzeno. Assim com o intervalo
linear encontrado, pode-se detectar os teores urinarios de
ttAM em individuos que manipulam o benzeno (Tabela
I11), ainda que ndo seja suficiente para detectar os niveis
de referéncia, média de 0,14 mg/g creatinina, relatados por
Scherer et al. (1998).

O limite de quantificacéo (LQ) foi estabelecido em
0,2 mg/L com base tanto na minima concentragéo
quantificada com uma precisdo aceitavel (<10%) quanto
na concentracao que forneceu um pico de ttAM 10 vezes
maior que o da urina sem adi¢do (relacdo sinal/ruido=10).
A partir destes resultados, foi possivel quantificar o analito
em amostras de 15 trabalhadores, pois nas 10 restantes 0s
valores de ttAM encontrados situaram-se abaixo deste li-
mite.

O limite de detec¢do (LD), de 0,1 mg/L, também foi
determinado de duas maneiras e os resultados se confir-
maram. Inoue et al. (1989), e Popp et al. (1994), obtiveram
0 mesmo valor de LD, usando CLAE/UV na identificagdo
e extracdo liquido-liquido e em fase sélida, respectiva-
mente.

Os resultados da recuperacao do método, obtidos a
partir de adicionados de padrdo de ttAM as amostras de
urina nas concentracgdes de 0,2; 2,0 e 5,0 mg/L, fornece-
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TABELA 11l - Recuperagdo, precisdo intra e interensaio e exatiddo do método cromatogréafico para determinagao de ttAM

urinario
concentracoes recuperacao precisao Preciséo exatidao
de ttAM (%) intra-ensaio (%CV) interensaio (%CV) (bias)
0,2 mg/L 70,5 7,6 13,5 -29,5
2,0 mg/L 82,4 8,7 10,0 -26,4
5,0 mg/L 78,3 6,9 8,5 -27,8

TABELA IV - Valores de ttAM, em mg/L (densidade) e em
mg/gcreatinina, em urina de trabalhadores que manipulam
benzeno numa refinaria, coletadas no final da jornada

amostras de trabalhadores final da jornada

expostos mg/L mg/g creatinina
01 0,2 0,1
02 13 0,4
03 6,1 1,7
04 0,8 0,3
05 2,6 1,0
06 2,9 11
07 0,3 0,2
08 2,2 11
09 2,5 1,9
10 0,8 0,5

11 0,4 0,2
12 1,0 15
13 0,7 0,6
14 34 1,2
15 2,1 0,6
médiatDP 18+22 08+0,6

ram valores respectivamente de 70,5; 82,4 e 78,3% (mé-
dia de 77,1%). Ducos et al. (1990) e Buratti et al. (1996)
obtiveram porcentagem de recuperacdo acima de 90%,
utilizarando a extracdo em fase sélida, com as colunas
SAX. Os coeficientes de variacdo obtidos para a preciséo
intra-ensaio e interensaio foram considerados
satisfatorios, similares aos reportados por outros autores
(Inoue etal., 1989; Leeetal., 1993; Ruppertetal., 1997).

No estudo de estabilidade, os resultados mostraram
que no intervalo analisado, de 15 semanas, a concentracdo
de 0,2 mg/L de ttAM em urina mostrou-se estavel somente
por 6 semanas; a partir da sétima semana, o valor ja se
encontrava fora do gréfico controle. J& para o calibrador
2,0 mg/L, a estabilidade foi de 15 semanas, permanecen-

do o analito na amostra estavel durante o periodo. Optou-
se por analisar o material bioldgico semanalmente, levan-
do-se em conta os ciclos de congelamento e descongela-
mento e com uso de HCI 6 mol/L (Scherer et al., 1998),
pois acredita-se que, nos laboratorios especializados, sera
esse 0 procedimento usado para conservar a amostra.
Também foi analisada a estabilidade por um periodo de
dez dias em amostras conservadas a 4 °C e os resultados
permitem concluir que o analito permaneceu estavel du-
rante este periodo para as concentracdes estudadas.

Alguns autores relatam periodos de estabilidade do
ttAM em urina, tais como de 2 semanas, para amostras
contendo 5,5 mg/L do analito, conservadas a temperatu-
ra ambiente (Ducos et al., 1992); um més a - 20 °C, para
adicionados de 0,3 a 4,8 mg/L e com uso de HCI 6 mol/L
(Leeetal., 1993); quatro meses a—20 °C, sem conservante
e Uma semana a temperatura ambiente, para uma solucéo
a 40 mg/L (Buratti et al., 1996).

Os resultados obtidos no estudo da exatidéo, apesar
de realizados com amostra adicionada, pela impossibilida-
de de se obter amostra certificada, mostraram-se
satisfatorios, principalmente para as concentracdes mais
altas, de 2,0 e 5,0 mg/L. Avaliando-se, ainda, o efeito da
matriz e através da analise da regressao multipla, foi pos-
sivel verificar que o coeficiente angular das duas retas
pode ser considerado igual (p=0,474), mas os coeficientes
lineares foram considerados diferentes (p<0,001). Isto
significa que um aumento na concentracdo de ttAM pro-
duz, em média, 0 mesmo aumento na &rea relativa, utili-
zando-se tanto a curva em agua quanto em urina, embora
a resposta difira pela constante, o coeficiente linear. Op-
tou-se por fazer os calibradores sempre em urina.

Com estes resultados, a validacéo foi considerada
satisfatoria e 0 método mostrou-se adequado, quando apli-
cado em situac@es de real exposicao, obtendo-se para as
amostras coletadas no final da jornada de trabalho um
valor médio de 0,8 mg ttAM/gcreatinina (mediana =
0,6 mg/g creatinina).

No Brasil, a Comissdo Permanente do Benzeno pro-
p6s um Valor de Referéncia Tecnoldgico (VRT) para o
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benzeno em ambientes de trabalho de 1,0 ppm em
petroguimicas e 2,5 ppm em siderdrgicas. Como nao se
deve estabelecer limites bioldgicos para substancias
carcinogénicas como o benzeno, o que tem sido aplicado
é uma equivaléncia entre a concentragao do indicador bi-
olégico (mg/g de creatinina) com o VRT. Assim, na
petroquimica, um VRT de 1 ppm (3,3 mg/m3),
corresponderia a um valor de 2 mg/L (1,6 mg de ttAM/g
creatinina), se considerado um valor médio de excre¢do de
creatinina de 1,2 g/L estabelecido pela referida Comisséo
(Brasil, 2001). Dos trabalhadores avaliados (Tabela 1V),
58,3% apresentaram teores de ttAM, em mg/L de urina
acima do recomendado (correspondendo a 16,6%, se con-
siderada a expressao por g de creatinina). Com relacéo ao
valor de 0,5 mg/gcreatinina, sugerido pela American
Conference of Governmental Industrial Hygienists-
ACGIH (2001), como indice bioldgico de exposicédo
(BEI), os achados desta pesquisa mostram que 62,5% dos
trabalhadores apresentaram valores superiores, quando a
urina é coletada no final da jornada.

ABSTRACT

Determination of trans,trans-muconic acid in urine:
validation of a high performance liquid
chromatographic method

The main purpose of biological monitoring is to protect
the workers’s health, preventing the toxic effects that can
occur from occupational exposure to chemicals. Trans,
trans-muconic acid (ttMA), a benzene metabolite, has
been recommended as a sensitive bioindicator in the
biological monitoring of workers exposed to this solvent.
This work was developed in order to validate a method for
ttMA analysis in urine aiming its application on
biomonitoring activities. The chosen technique was the
high pressure liquid chromatography with reverse-phase
column, Lichrosorb RP 18, and UV detection. A linear
relationship (r>=0.9943) was observed in the range from
0.2 to 5.0 mg/L. The detection and quantification limits
were respectively 0.1 and 0.2 mg/L. The average recovery
was 77.1% and the inaccuracy (bias) was 27.9%.
Precision, evaluated by variation coefficient, were 7.7%
(intra-assay) and 10.6% (inter-assay). The ttMA remained
stable in the matrix during a period of six weeks for the 0.2
mg/L samples and fifteen weeks for the 2.0 mg/L samples,
in both cases when stored at —20 °C. In 0.2, 2.0 and 5.0
spiked samples no significant differences were found when
conserved at 4 °C for ten days. When using the method to
analyse post shift samples from benzene handling
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workers, the mean and median results found were,
respectively, 0.8 and 0.6 mg ttMA/g creatinine.

UNITERMS: Trans,trans-muconic acid. Liquid
chromatography. Benzene
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