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INTRODUCAO

O presente trabalho foi realizado objetivando-se comparar a
eficiéncia de dois métodos analiticos, um por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e outro por cromatografia em fase gasosa
com coluna capilar (CG), na determinagéo conjunta do acido
hiparico (AH) e acido metil-hiparico (AMH) em urina de individuos
expostos ocupacionalmente ao tolueno e xileno. Ap6s a validacéo
analitica foi observado que o método CLAE apresentou melhores
precisdo intra e interensaio, porcentagem de recuperacdo e
sensibilidade. Amostras de urina de trabalhadores expostos aos
dois solventes em fabrica de tintas-latex foram analisadas pelos
dois métodos validados e os resultados avaliados estatisticamente.
Nao se encontrou diferenca significativa entre os valores de AH
superiores a 1,0 g/g de creatinina, quando determinados pelos dois
métodos cromatograficos. Esta similaridade ndo foi repetida
quando os niveis de AH eram inferiores a 1,0 g/g de creatinina. Os
valores de AMH nas amostras analisadas estavam, na maioria das
vezes, abaixo do limite de detecéo, razéo pela qual nédo foi realizada
a comparagao estatistica entre os mesmos.

1996; Plaa et al., 1992).
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O tolueno e o xileno sdo, atualmente, dois dos
hidrocarbonetos aromaticos mais utilizados no meio
ocupacional (Wallen et al., 1995).

Estudos tém demostrado que a exposi¢ao conjunta
a estes dois solventes pode resultar no aparecimento de
interacdes toxicocinéticas importantes, uma vez que am-
bos sdo inibidores mituos da biotransformagao. Esta ini-
bigdo podera resultar em alteragdes nas concentragoes
urinarias dos metabolitos acido hipurico e metil hipurico
utilizados, respectivamente, como indicadores bioldgicos
na exposi¢ao ocupacional ao tolueno e xileno (Alessio,

Assim, a utilizagdo de métodos analiticos que per-
mitam a identificagdo conjunta destes biomarcadores ¢ de
grande importancia para a melhor interpretagao dos resul-
tados da monitorizagao biologica da exposigao.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
¢ a cromatografia em fase gasosa (CG) sdo, atualmente, os
métodos mais utilizados para a determinagao urinaria des-
tes metabolitos (Kira, 1977; Poggi et al., 1982; Lundberg,
Sollenberg, 1986; Ogata, Taguchi, 1988; Sakai et al.,
1989; Carvalho, 1991; Inoue et al., 1991; Ukai et al.,
1994; Tkeda, 1995; Kawamoto et al., 1995; Amorim,
Alvarez Leite, 1997; Burini, 1998).
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A cromatografia em fase gasosa (CG) foi a primei-
ra a ser utilizada na determina¢ao conjunta dos dois com-
postos (Buchet, Lauwerys, 1973; Kira, 1977). Estas deter-
minagdes sao feitas, geralmente, utilizando-se detetor de
ionizag@o de chama (DIC), o que exige derivagdo prévia
dos compostos a serem analisados, sendo as mais freqiien-
tes a metilagdo e/ou a esterifica¢do. Trabalhos mais anti-
gos (Buchet, Lauwerys, 1973; Kira, 1977) utilizavam o
diazometano como metilante, mas esta substancia, além
de ser volatil, toxica, carcinogénica e explosiva, produzia
baixo rendimento analitico, o que determinou o estudo de
metilantes alternativos.

Carvalho etal., em 1991, realizaram a derivagdo do
AH e AMH com metanol em meio acido, num tempo de
reacdo de 45 minutos. Apos inje¢do dos compostos
metilados em coluna empacotada SE 30 e detecdo em
DIC, os autores demonstraram ter obtido bom rendimen-
to na etapa de metilagao, boa preciso analitica € um pro-
cesso menos dispendioso e mais seguro de analise.

Lofetal. (1993) propuseram um método de andlise
para AH e AMH utilizando uma esterificagdo com mistu-
rade CHC,/SOC,,. Os compostos esterificados (éster metil
do AH e éster metil do AMH) apresentaram boa separag@o
na coluna cromatografica utilizada (CP-Sil 8 CB).

Alvarez Leite et al. (1994) propuseram o uso do
hidréxido de trimetilfenil aménio (TMFA) como agente
metilante. Os autores afirmaram que as principais vanta-
gens do uso do TMFA foram o pequeno tempo necessario
para metilagdo (1 minuto sob agitag@o), o baixo custo, a
seguranca da reagdo, a boa sensibilidade e a precisdo.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia vem sen-
do, nos ultimos anos, cada vez mais indicada para esta
determinag¢do (Inoue et al., 1991; Tardif et al., 1991 e
1992b; Ikeda, 1995; Burini, 1998). Uma das vantagem dos
métodos por CLAE ¢é a ndo necessidade de derivar os
compostos antes da analise cromatografica, tornando-os
mais rapidos, econémicos ¢ precisos do que os métodos
cromatograficos em fase gasosa.

O presente trabalho teve como objetivo comparar a
eficiéncia de dois métodos analiticos, um por cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e outro por
cromatografia gasosa (CQG), para a determinagao conjun-
ta dos &cidos hipurico e metil hiptrico em urina de indivi-
duos expostos aos solventes.

Na selecao dos dois métodos cromatograficos a se-
rem validados e comparados, buscou-se, além da capacida-
de de determinar simultaneamente os compostos de interes-
se, condi¢des analiticas simplificadas, capazes de serem
reproduzidas mesmo em laboratorios de toxicologia menos
sofisticados. Nos métodos CLAE optou-se por sistema
isocratico, coluna de fase reversa ¢ dete¢ao UV. Na escolha

do método CG, foram consideradas, principalmente, a efi-
ciéncia e simplicidade da etapa de derivagao prévia dos
compostos ¢ a dete¢do por ionizagdo de chama.

Os métodos foram comparados considerando-se al-
guns parametros de validacdo analitica, tais como
linearidade, sensibilidade, precisdo, porcentagem de recupe-
racdo e rapidez. Amostras de urina de individuos expostos
ocupacionalmente ao tolueno e xileno foram, entdo, analisa-
das pelos dois métodos validados e os valores de AH e AMH
encontrados foram comparados estatisticamente.

MATERIAL E METODOS
Padrdes

Foram utilizadas solugdes metanolicas dos padroes
de acido hipurico (Fluka®) e acido m-metil hiptrico
(Sigma®) em diferentes concentragoes.

Equipamentos e acessorios

Cromatografo liquido de alta eficiéncia da Hewlett
Packard modelo 1100 equipado com detetor UV G1316 A,
Chemstation software G2170AA Rew. A.04.02, coluna
cromatografica Lichrosorb RP18 (244 x 4) com particulas
de 5 mm da Merck®. Cromatdgrafo a gas da Hewlett
Packard modelo 5890 Series I1, equipado com detector de
ionizagao de chama (DIC), coluna capilar HP-1 (12 m de
comprimento; 0,2 mm de didmetro interno; filme interno
com espessura de 0,33 mm) e integrador modelo HP 3395.

Amostragem

As amostras destinadas a valida¢do dos métodos
analiticos foram preparadas a partir de pool de urina de
individuos ndo expostos aos solventes organicos.
Aliquotas das amostras colhidas e homogeneizadas foram
enriquecidas com solugdes padrao de acido hipurico e
metil hiparico, em diferentes concentragdes. Aliquotas do
pool de urina ndo adicionado de AH foram utilizadas
como “branco”, objetivando eliminar a interferéncia quan-
titativa dos niveis basais de AH presente na matriz biolo-
gica.

As amostras de urina de individuos expostos aos
solventes foram obtidas de trabalhadores (n=72) expostos
atolueno e xileno em uma industria de tintas latex, da regido
metropolitana de Belo Horizonte. Nao houve preocupagio
quanto a estratificagdo dos individuos selecionados em fun-
¢a0 de idade, habitos individuais e fatores ambientais, uma
vez que o objetivo era o de testar a aplicabilidade dos mé-
todos otimizados e comparar os resultados obtidos.
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Métodos
Determinacao por CLAE

Ap6s pequenas modificagdes, o0 método de Inoue et
al. (1991), foi selecionado para a determinacao do acido
hipurico (AH) e 4cido metil-hiptrico (AMH) urinarios por
CLAE, como se segue:

- 1 mL de urina foi transferido para tubos de centrifuga,
acrescentado de 1 mL de metanol, os tubos foram ve-
dados com Parafilm “M”, agitados por 20 segundos e
centrifugados a 3000 rpm por 7 minutos. Aliquota de
20 mL do sobrenadante foi injetada no aparelho
CLAE.

A coluna cromatografica utilizada foi a Lichrosorb
RP18 (244 x 4) com particulas de 5 mm da Merck®.

A fase movel utilizada foi a mistura de
agua:metanol:acido acético (792:200:8 v/v), em fluxo de
1,3 mL/min. A temperatura do termostato da coluna foi
mantida a 40 °C e a dete¢io realizada em A = 257 nm.

Determinacao por CG

O método descrito por Alvarez Leite et al. (1994),
foi modificado e utilizado para esta determinagdo, como
segue. Adicionar 100 mL de HCL 6 mol/L em 0,5 mL de
urina e extrair com 4,0 mL de acetato de etila. Transferir
3,5 mL da fase organica e adicionar 200 mg de sulfato de
sodio anidro. Apos agitagdo, transferir 3,0 mL a fase orga-
nica para tubos de centrifuga e adicionar 0,5 mL de solu-
¢ao metanolica de acido heptadecandico (0,4 mg/mL,
padrao externo). Evaporar até residuo em banho de agua
a 70 °C, sob fluxo de nitrogénio, resfriar os tubos ¢ adi-
cionar 150 pL de agente metilante (hidroxido de
trimetilfenil amonio). Agitar os tubos por 1 min em agita-
dor de tubos (3000 rpm) e injetar 1 uL. no aparelho CG.

As condic¢des cromatograficas utilizadas foram:
temperatura do injetor = 225 °C, temperatura do detector
=250 °C, programacao da temperatura da coluna (tempe-
ratura inicial-TCi=200 °C por 3 min, rampa de aumento-
Rp=25 °C/min até temperatura final-TCf =225 °C,
mantida durante 0,5 min), fluxo do gés de arraste:0,2 mL/
min, inje¢do no modo split (razdo de divisdo de 1/18).

Para cada um dos dois métodos estudados foram
avaliados o limite de detegao, limite de quantificagao,
linearidade, porcentagem de recuperagao e precisao intra
e interensaio. Todas estas etapas da validacao analitica
foram realizadas utilizando-se amostras em quintuplicata.

A quantificacdo do AH e AMH nas amostras de uri-
na dos individuos expostos foi realizada com o auxilio de
curvas de calibragdo construidas plotando-se as areas dos

picos cromatograficos em funcao das concentracdes adici-
onadas. No caso especifico do método CG foram utilizadas
as areas relativas dos picos (relacdes AH/PI e AMH/PI).

As concentragdes dos compostos determinadas nas
amostras de urina analisadas pelos dois métodos validados
foram estudadas estatisticamente (grau de significancia:
p <0,05). Foram utilizados os testes de Kolmogonov-
Smirnov (para conhecer a distribuicdo dos dados) e Mann
Whitney Sun Rank para verificar diferenca significativa
entre as médias dos dados experimentais. Estes estudos foram
realizados com o auxilio do pacote estatistico SigmaStat® for
Windows (versdo 2.0), da Jandel Corporation®.

RESULTADOS

Nas condigdes CLAE estabelecidas, o AH e AMH
apresentaram, respectivamente, tempo de retengdo (tr)
igual a 6,5 = 0,17 min e 13,0 + 0,44 min, mostrando-se
bem separados dos demais componentes presentes na uri-
na (Figura 1).

O método otimizado no presente trabalho nao pos-
sibilita a separacdo dos metabolitos dos isomeros do
xileno, uma vez que os acidos m- e p-metil hipurico apre-
sentam o mesmo tempo de retengdo. Do ponto de vista da
monitorizagdo biolodgica este fato ndo ¢ importante, con-
siderando-se que os dois principais metabolitos sao deter-
minados (Carvalho, 1991).

Na analise realizada por CG, o tempo de retengao do
AH relativo ao acido heptadecandico (trr) foi igual a 0,45
+ 0,18 min.. Considerando-se 0 AM, o trr foi de 0,57+ 0,2
min.. Nestes casos, também, nao foi observada interferén-
cia dos compostos fisiolégicos da urina, nos cromato-
gramas obtidos (Figura 2).

A faixa de concentragdo na qual a resposta do
detector UV do aparelho CLAE se mostrou linear variou
de 0,09 a 3,0 mg/mL (R*=0,9999) parao AH e de 0,032 a
3,0 mg/mL (R?=0,9999) para o AMH. No método CG a
resposta linear ocorreu na faixa de 0,25 a 3,0 mg/mL (R*=
0,9933) para o AH ¢ 0,5 a 3 mg/mL (R?*=0,9986) para o
AMH.

O método CLAE apresentou como limite de detegdo
(LD) para AH ¢ AMH os valores de 0,046 mg/mL
¢ 0,016 mg/mL, respectivamente. O método CG mostrou-
se menos sensivel, com LD de 0,125 mg/L (AH) e
0,250 mg/L (AMH).

As Tabelas I e Il expressam os resultados obtidos no
estudo de precisdo e recuperagdo dos métodos.

Foi considerado como limite de quantificacao (LQ)
amenor concentracao da curva de calibragdo que apresen-
tou CV menor ou igual ao coeficiente de variagao
interensaio estabelecido para as menores concentragdes de
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FIGURA 1 - Cromatograma obtido apés inje¢do de 20 puL. de pool de urina de individuos ndo expostos, adicionado de
acido hipurico (0,75 mg/mL) e acido metil hipurico (2,0 mg/mL). Cromatografo HP modelo 1100, coluna — Lichrosorb
RP18 (244 x 4) 5 mm, fase movel — agua: acido acético: metanol (792:200:8), detecao: U.V., 1 =257 nm, temperatura
=40 °C, (AH: tr=6,37; AMH: tr=12,215).

TIBETHELE S708

FIGURA 2 - Cromatograma obtido ap6s inje¢do de 1 uL do extrato de pool de urina de individuos nao expostos aos
solventes, adicionado de AH e AMH (2,0 mg/mL) e AHD (0,4 mg/mL) Cromatdgrafo a gas HP 5890 Series I equipado
com detector de ionizag¢ao de chama e coluna capilar HP-1, TCi=200 °C/3 min, Rp= 25 °C/min, TCf=225 °C/0,5 min;
TV=225°C e TD=250 °C. (AH: Tr=1.999;AMH: Tr=2,688; AHD: Tr=4.372)

TABELA | - Precisdao dos métodos analiticos para determinagdo do acido hiptrico (AH) e acido metil hiptirico (AMH)
urinarios expressa em fun¢ao dos coeficientes de variagao (CV) intra e interensaio

Composto Concentragao CVintraensaio (%) CV Interensaio (%)*
(mg/mL) CLAE CG CLAE CG

Acido hiptrico (AH) 0,25 0,5 0,6 3,5 2,5
2,0 6,4 43 16,9 6,4

Acido metil hipurico (AMH) 0,25 2,1 1,6 33 3,9
2,0 6,4 6,2 17,2 472

*analise realizada em quintuplicata durante 4 dias consecutivos.
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TABELA Il - Porcentagem de recuperacao dos métodos analiticos utilizados para a determinago do acido hipurico (AH)

e acido metil-hiparico (AMH) urinarios

Composto Concentragdo (mg/L) Recuperacao (%) CLAE CG

Acido hiparico (AH) 0,25 99,7 99,5
2,0 76,3 91,7

Acido metil hipurico (AMH) 0,25 100,9 103,5
2,0 96,5 96,6

TABELA 11l - Equacdo das retas obtidas das curvas de calibragdo do acido hiptrico (AH) e acido metil hiptrico (AMH)

Método Composto Equagao da Reta R?

CLAE ' Acido hipurico (AH) y=762,4x — 740,84 0,9988
Acidro metil hiparico (AMH) y=899,85x +876,73 0,9997

CG capilar Acido hipurico (AH) y=1,323x-0,255 0,9968
Acido metil hiptrico (AMH) y=1,217-0,166 0,9990

AH e AMH estudadas, ou seja 4% para o AH e AMH na
analise por CLAE e 17% para AH e AMH na determina-
¢do por CG. De acordo com este parametro, os limites de
quantificacdo do AH e AMH no método CLAE foram,
respectivamente, 0,09 mg/mL e 0,032 mg/mL. No méto-
do CG, os limites de quantificag@o apresentaram-se iguais
aos limites de detecdo anteriormente estabelecidos.

As equagdes das retas das curvas de calibracao
construidas para o AH e AMH urinarios estdo na Tabela
111

Determinacdo do AH e AMH em amostras de urina
de trabalhadores expostos aos solventes

Os métodos analiticos validados foram utilizados
para a determinagdo dos niveis de AH e AMH em amos-
tras de urina de individuos expostos ocupacionalmente ao
tolueno e xileno, em uma industria de fabricacdo de tintas
latex (n=72).

Os valores de AH e AMH encontrados foram corri-
gidos pela concentracgao de creatinina urinaria, determina-
da através do kit Analisa® (todas as amostras foram ana-
lisadas em duplicata).

A Tabela IV apresenta as concentragdes de AH de-
terminadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
por cromatografia em fase gasosa, em amostras de urina
dos trabalhadores expostos aos solventes. Das 72 amostras
inicialmente selecionadas para o trabalho, 3 foram
desconsideradas por apresentarem concentragao de

creatinina fora da faixa considerada aceitavel (concentra-
¢oes <0,3 g/L e>3,0 g/L).

TABELA 1V - Valores referentes a determinagdo do acido
hiptrico (AH) em amostras de urina de individuos
expostos ocupacionalmente ao tolueno e xileno (n= 69),
utilizando-se método CG e CLAE

AH (g/g creatinina) Método
CG CLAE
Média + IC 0,76+ 0,13 0,92+0,12
MG + DP 0,61 +0,53 0,76 £0,51
Mediana 0,6 0,8
Valor min 0,1 0,1
Valor max 2,2 2.3

IC=intervalo de confianga 95%, MG=média geométrica,
DP=desvio padrio

Em relacdo a determinagdo do AMH urinario, a
maioria das amostras selecionadas para o estudo apresen-
tou concentragdes quantificaveis pelo método CLAE, mas
ndo por CG. Dentre todas as amostras analisadas, apenas
5 apresentaram niveis quantificaveis de AMH pelos dois
métodos, razao pela qual o estudo comparativo nao pode
ser realizado. Os resultados quantificaveis de AMH pelos
dois métodos otimizados estdo expressos na Tabela V.
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TABELAV - Concentracio de acido metil hipurico (AMH)
(g/g de creatinina) em urina de trabalhadores expostos aos
solventes, determinada pelos métodos CLAE e CG

Amostra CLAE CG
1 0,10 0,20
2 0,02 0,08
3 0,10 0,15
4 0,21 0,33
5 0,10 0,18

Anélise estatistica dos resultados

Nao foi encontrada uma distribuigdo normal para os
valores de AH, determinados tanto por CLAE quanto por
CG (Kolmogorov-Smirnov test). Por esta razao, a analise
estatistica dos dados foi realizada através do Mann
Whitney Rank Sum Test.

Este estudo mostrou ndo existir diferenga significa-
tiva entre os resultados, quando os niveis de AH sdo iguais
ou maiores do que 1,0 g/g de creatinina (p>0,05). Resul-
tado oposto foi encontrado quando os niveis analisados
estavam abaixo de 1,0 g/g, ou seja, foi encontrada diferen-
ca significativa entre as concentragdes urinarias de AH
determinadas por CLAE e CG (p<0,05).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

O método CLAE otimizado no presente trabalho
apresentou vantagens quando comparado com o método
CG. A maior delas reside no fato da mais rapida e simples
preparacao da amostra, uma vez que o método CG exige
extracao prévia da urina com solvente organico, evapora-
¢do sob fluxo de nitrogénio e derivagdo dos metabolitos.
Além disto, o método CLAE apresentou melhor precisao
intra e interensaio, curva de calibragdo com intervalo di-
namico mais extenso e maior sensibilidade (expressa pe-
los limites de deteccao e quantificagdo menores).

A aplicabilidade dos métodos analiticos otimizados
foi testada utilizando-se amostras de urina provenientes de
trabalhadores, do sexo masculino, expostos
ocupacionalmente ao tolueno e xileno, em uma industria
de tintas latex.

O teste de Kolmogonov-Smirnov mostrou que os
valores de AH ndo apresentavam distribuigdo normal € por
isto foi utilizado, para a analise estatistica dos resultados,
o teste ndo paramétrico Mann Whitney Sun Rank. Consi-
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derando que o numero de amostras do grupo poderia ser
pequeno para ter-se uma conclusdo definitiva sobre a dis-
tribui¢ao nao normal dos dados utilizou-se, também, o
teste t de Student na analise estatistica dos dados. O resul-
tado encontrado foi o mesmo daquele obtido com o teste
ndo-paramétrico, ou seja, ndo foi encontrada diferenca
significativa entre os valores de AH (acima de 1,0 g/g de
creatinina) quando determinados por CLAE ou CG.

Estes resultados estdo de acordo com aqueles encon-
trados por Carvalho et al. (1991).

Alguns fatores poderiam explicar a diferenga signi-
ficativa encontrada entre os niveis de AH inferiores a
1,0 g/g de creatinina, quando determinados por CLAE e
CG. Um deles poderia ser a maior perda durante as etapas
de extracdo e derivacdo na determinagdo por CG, o que
também explicaria o fato dos valores de AH obtidos ap6s
analise por CLAE terem sido, quase sempre, mais eleva-
dos do que aqueles obtidos por CG. Entretanto, ¢ impor-
tante lembrar que estes valores discrepantes estao na fai-
xa de valores basais do acido hipurico, o que nao invali-
da o uso de um ou outro método na monitorizagdo da ex-
posicao ocupacional aos solventes.

A menor sensibilidade do método CG, na determi-
nacao do AMH, resultou na impossibilidade de se
quantificar os niveis deste metabolito na maioria das
amostras de urina selecionadas para o trabalho, quando se
utilizou 0 método CG. E importante considerar, entretanto,
que o AMH nao possui valor basal (ACGIH, 1998; Brasil,
1994) e que seu limite de exposi¢do ocupacional (IBMP)
¢de 1,5 g/g de creatinina (Brasil, 1994) que apresentou-se
como valor quantificavel por ambos os métodos validados
no presente trabalho.

Os dados apresentados neste estudo demonstram
maior simplicidade, sensibilidade e precisdo do método
CLAE, quando comparado com o CG, na determinagao si-
multanea dos acidos hipurico e metil-hipurico urinarios.

Importante ressaltar, entretanto, que os dados anali-
ticos obtidos confirmam a viabilidade do uso da
cromatografia em fase gasosa, utilizando-se coluna capi-
lar, na determinag@o simultaneas dos dois compostos em
urina.

Em relagdo ao método CG validado no presente tra-
balho ¢ importante destacar a sua grande vantagem, em
relacdo a outros citados na literatura, no que se refere a
etapa de derivacao dos compostos. O uso do hidréxido de
trimetilfenil amonio diminuiu significativamente o tempo
requerido para a metilagdo e aumentou a praticidade e
seguranca desta etapa, quando comparada com o uso do
diazometano (Buchet, Lauwerys, 1973; Kira, 1977),
metanol (Carvalho, 1991) ou agentes esterificantes (Lof,
1993).
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ABSTRACT

Simultaneous determination of urinary hyppuric
and methylhyppuric acids through chromatographic
methods: comparation between high performance
liquid chromatography and capilary gas
chromatography

High performance liquid chromatography and capillary
gas chromatography were compared for simultaneous
measurement of hyppuric and methyl hyppuric acids in
urine of workers co-exposed to toluene and xilene.
Quantitative advantages offered by HPLC over capillary
GC method are observed: better average recovery, wider
dynamic interval in calibration curve and lower detection
and quantification limits mainly when MHA measurement
was performed. No significant difference was found
between the values of HA higher than 1.0 g/g creatinine
measured by the two chromatographic procedures.
Regarding to MHA concentration the methods gave simi-
lar results and there was no significant difference between
the values.

UNITERMS: Hyppuric acid. Methyl hyppuric acid. High
performance liquid chromatography. Capillary gas
chromatography. Urine samples.
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