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Introducéo

Os compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX) séo solventes organicos volateis
oriundos do petréleo e derivados (Kirkeleit et al., 2006). Sdo considerados poluentes ambientais
de risco consideravel e oferecem risco também no meio laboral, especialmente nos setores
industriais como siderurgicas, petroliferas, de tintas, combustiveis, entre outros (Mihajlovi¢ et
al., 2021). Todos os BTEX possuem caracteristicas neurotoxicas, sdo depressores do sistema
nervoso central e podem induzir reacfes inflamatorias em todo corpo. O benzeno, além das
caracteristicas ja descritas, € um agente conhecidamente carcinogénico, com toxicidade
hematol6gica comprovada, capaz de provocar sindrome mielodisplasica, leucemia mieloide
aguda, anemia apléastica, entre outros (Reynoso-Noverdn et al., 2024; Shallis et al., 2021,
Sherwood, 1988). Para fins de protecdo da salde da pessoa com risco de exposicdo, é
preconizada a avaliacdo da exposicao a esses agentes por meio da investigacdo dos metabolitos
dessas substancias em matrizes bioldgicas. Ao utilizar esse tipo de matriz, etapas de limpeza da
amostra sao necessarias, a fim de reduzir o efeito matriz. Dentre as técnicas de extracdo, a
extracdo em fase solida, ou solid-phase extraction (SPE), é uma das mais utilizadas, pois
permite fazer a limpeza, pré-concentracdo da amostra e troca de solventes. O método avaliado
neste estudo para a recuperacdo dos analitos consistiu na extracdo e clean-up por SPE do tipo
C18 e quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos (CLAE/DAD). Este trabalho teve como objetivo otimizar a recuperacdo de metodologia
analitica para a determinacgéo simultanea de 9 metabolitos dos BTEX.

Material e Métodos

A fim de otimizar a recuperacdo do metodo, foi feita a comparacédo entre trés marcas de SPE
C18 com base no documento orientativo do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO), chamado “Orientacdo Sobre Validagdo de Métodos Analiticos™ do
ano de 2020 (INMETRO, 2020). O método de analise foi uma adaptacdo do método 8326 da
NIOSH (NMAM, 2014), desenvolvido para a deteccdo de SPMA e SBMA, para a
determinacdo dos 9 metabolitos do BTEX, conforme tabela 1 abaixo:
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Tabela 1: Metabélitos dos BTEX.

Substéncia| Sigla Biomarcador de exposicio
ATTM Acido trans-trans muconico
Benzeno | SPMA Acido S-fenilmecapturico
AFG Acido fenilglioxilico
Etilbenzeno| AM Acido mandélico
Tolueno AH Acido hipdrico
SBMA Apido Benzilmercapturico
23e4 Acidos orto, meta e para-
Xileno MET metilhiparicos

Fonte: Autora, 2024.

Trés cartuchos comerciais diferentes foram testados para verificacdo do percentual de
recuperacdo (Chromabond, Applied Separations e Supelco). A escolha foi feita com base nos
cartuchos utilizados pelo laboratério, com as seguintes caracteristicas presentes na tabela 2:

Tabela 2: Caracteristicas das Marcas de SPE utilizadas.

Marca comercial Chromabond Applied Separations Supelco
do SPE
Quantidade de 500 mg 500 mg 500 mg
sorvente
Carga de 14% 18% 17%
carbono
Volume do 6 mL 3mL 6 mL
cartucho
Endcaped Sim Sim sim
Particle size 45 pm 40pm 45 um
Particle shape Irregular irregular irregular

Fonte: Autora, 2024

Os metabdlitos foram divididos em 2 grupos, a depender dos limites de deteccdo e quantificacdo
do método. Os pontos da curva foram montados a partir de dois grupos de metabdlitos. O grupo
1 foi composto por Attm, AFG, Spma, 3 e 4 MET, sendo o0s pontos da curva: ponto 1, 0,5 mg/L;
ponto 2, 1,0 mg/L e ponto 3, 2,0 mg/L. O grupo 2 foi composto por AH, AM, 2 MET e SBMA,
sendo as concentragdes: ponto 1, 1,0 mg/L; ponto 2, 5,0 mg/L e ponto 3, 10,0 mg/L.

Para o preparo dos padrdes, foi realizada uma pré-acidificacdo da amostra com 2 mL de &cido
formico, da mesma forma que é realizado para a urina, devido a conversdo do pré-SPMA em
SPMA. A etapa de extracdo em SPE foi feita utilizando um Manifold a vacuo. A seguir, foi
realizado o condicionamento dos cartuchos de SPE com a adicdo sequencial de 3 mL de acetona
grau HPLC, 3 mL de acido férmico 0,1% e 3 mL de dgua Milli Q. A seguir foram adicionados
os padrdes de cada ponto da curva. A etapa de lavagem utilizou 0,5 mL de agua Milli Q, em
seguida, foi feita a eluicdo dos analitos com 10 mL de acetona grau HPLC.

As amostras foram secas em nitrogénio puro, e reconstituidas em solucdo diluente composta de
90% de acido férmico 0,1% e 10% de acetonitrila, com auxilio de vértex, e em seguida
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avolumadas em baldes volumétricos. Foram entdo filtradas com filtro PTFE de 0.22 ym e
colocadas em vials para a injecdo.

A anélise foi realizada em com CLAE e detector de DAD, nas seguintes condic¢@es: coluna NST
C18, (4,6 mm x 5 pum x 150 mm), fase mdvel composta (A: 90% &cido férmico 0,1% e B: 10%
acetonitrila grau HPLC) , temperatura da coluna 30°C, fluxo de 1,2 mL/min, em gradiente. Os
comprimentos de onda foram os seguintes para cada analito: 262 nm para ATTM, 252 nm para
AFG, 240 nm para AH e 210 nm para AM, 2,3 e 4 MET, SBMA e SPMA.

Resultados e Discussao

Os resultados foram satisfatorios dentro dos parametros estabelecidos pelo INMETRO
para a maioria dos metabdlitos, conforme tabela 3. O preconizado para recuperacdo de
concentracfes de 1ppm (mg/Kg) é de 80% a 110% (INMETRO, 2020). Entretanto, alguns
apresentaram baixa recuperagdo, como o AFG; e outros com grande variacdo de recuperagédo
entre as marcas, em especial o ATTM. N&o foi encontrada uma comparagdo semelhante na
literatura para comparacdo de dados. Entretanto, é possivel que a variacdo na carga de carbono
tenha ocasionado essa variagdo ao aumentar a forca de retencdo dos analitos a medida que a
carga aumenta. Supde-se que quanto maior a carga, um maior volume de solvente de eluicédo
deve ser utilizado para a extragdo. A menor carga de carbono da marca Chromabond (14%),
sugere que houve uma necessidade de menor volume de eluente para a extracdo dos analitos,
guando comparada com as marcas Supelco (17%) e Applied Separations (18%). A avaliacdo de
aumento de volume de eluente ou troca de solventes para as outras marcas com carga maior de
carbono deve ser avaliada. Outros aspectos podem estar envolvidos, como as caracteristicas de
cada analito, processo de fabricacao, entre outros.

Tabela 3: Resultados da recuperacao.

Marca do SPE
Supelco Applied Chromabond
1° 2° 3° 1° 2° 3° 1° 2° 3°
Metabodlito Ponto Ponto Ponto | Ponto Ponto Ponto | Ponto Ponto Ponto
ATTM 80% 76% 60% 69% 74% 43% 94% 95% 82%
PEG 60% 30% 24% 31% 58% 51% 77% 70% 45%
AM 79% 82% 7% 23% 60% 55% 91% 94% 92%
AH 87% 93% 91% 79% 97% 85% 91% 97% 98%
2 MET 92% 92% 94% 84% 96% 95% 90% 97% 99%
SPMA 93%  100% 99% 84% 98% 97% 96% 98% 98%
34MET | 76%  102% 109% 76% 93% 99% 82% 96% 102%
SBMA 90% 88% 98% 81% 90% 95% 91% 95% 98%

Legenda: SUP: Supelco; APL: Applied; CHR: Chromabond. Fonte: Autora, 2024.
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Conclusodes

Nas condicOes avaliadas, os cartuchos apresentaram recuperacOes distintas, ressaltando que
quando houver a substituicdo de marca de SPE, mesmo que sejam do mesmo tipo de sorvente,
é recomendado que se realize uma nova avaliacdo dos parametros de recuperagcdo, como
diferentes solventes e volumes de extracdo para novas avaliacoes.
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