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Introducéo

O benzeno e o tolueno sdo compostos organicos volateis provenientes de fontes naturais ou
antrdpicas, presentes em regides com a presenca de industrias, cidades populosas e em locais
que fazem uso do petroleo e seus derivados (Zahed et al., 2024). A intoxicacdo por essas
substancias pode se dar por meio da inalagéo, ingestdo ou absor¢éo cutanea (Moridzadeh et al.,
2020). Por representarem um perigo a saude, é preconizado o monitoramento bioldgico de
pessoas com suspeita de exposicdo. Um dos métodos para essa avaliacdo € a determinacéo de
marcadores de exposi¢do presentes na matriz biologica do individuo (Lovreglio et al., 2018).
A urina costuma ser a matriz de escolha, por ndo necessitar de métodos invasivos de coleta e
conter os metabolitos utilizados como marcadores de exposicdo. Os biomarcadores de escolha
para 0 benzeno sdo o &cido trans-trans muconico (ATTM) e o &cido s-fenil mercapturico
(SPMA), enquanto para o tolueno é utilizado o &cido s-benzil mercaptirico (SBMA) (Brasil,
2022). Dentre os parametros, a avalicao da recuperacgdo é fundamental para avaliar a exatid&o,
ou seja, se o resultado da analise esta de acordo com a concentragdo real presente na amostra.
Um material de referéncia é fundamental para avaliar os parametros de recuperacdo no processo
de validacdo em substituicdo de amostras de controle de qualidade na rotina de uma
determinacédo analitica. Esse estudo teve como objetivo avaliar a adi¢cdo de analitos com um
solvente miscivel na urina, solubilizando-os, gerando uma matriz auténtica com metabolitos de
concentracdo conhecida para controle de qualidade de uso interno do laboratério e
consequentemente o estudo da estabilidade dessas substancias.

Material e Métodos

Para o processo de fortificacdo das amostras, aliquotas dos padroes ATTM, SPMA e SBMA
em acetona grau HPLC foram adicionadas a frascos de 50 mL de urina em trés niveis de
concentracgéo, baixo (0,5 mg/L), médio (1,0 mg/L) e alto (2,0 mg/L). O método de extracdo e
analise das amostras foi realizado conforme método 8326 da NIOSH (NMAM, 2014),
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com detector de arranjo de diodos
(DAD). As urinas fortificadas foram submetidas ao procedimento de extragdo por SPE com
auxilio de um Manifold, levadas para evaporagdo com auxilio de gas nitrogénio e reconstituidas
para inje¢do no cromatografo.
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Resultados e Discussao

Todos os niveis avaliados se enquadraram dentro dos critérios para a faixa de concentracao
avaliada, que foi de 1 ppm (mg/kg), com uma faixa aceitavel de 80% a 110% de recuperacéo
(INMETRO, 2020). A anélise encontrou exatidao aceitavel para todos os niveis de ATTM,
SPMA e SBMA com concordéancia entre os valores recuperados nas amostras quando
comparado com o valor fortificado. As recuperacdes médias foram descritas no quadro 1:

Quadro 1: RecuperagGes médias de acordo com o nivel de concentragao:

Metabdlito Nivel Baixo Nivel Médio Nivel Alto
(0,5 mg/L) (1,0 mg/L) (2,0 mg/L)
ATTM 95% a 108% 95% a 105% 98% a 107%
SPMA 95% a 110% 98% a 110% 95% a 106%
SBMA 94% a 109% 96% a 107% 98% a 105%

Fonte: Autores, 2024.

A orientacdo do INMETRO reitera que aspectos da fortificacdo podem alterar a recuperacéo,
uma vez que os analitos adicionados ndo estdo presentes necessariamente no mesmo formato
gue numa amostra original e sim em solvente que pode facilitar a sua disponibilidade para
extracdo. Neste estudo, esse fator foi controlado ao fazer a secagem prévia do solvente onde
estavam os analitos (acetona) na urina antes de realizar a extragdo por SPE. Dessa forma,
evitou-se interferéncias devido a miscibilidade do solvente na urina, bem como a interferéncia
do solvente da fortificagdo com o sorvente do SPE durante a etapa de extracao.

Conclusdes

O resultado da recuperacdo média das substancias nas faixas de recuperacao analisadas atendeu
a orientacdo sobre validacdo de métodos analiticos do Inmetro (2020). Ha que se atentar a
aspectos que possam influenciar na recuperacdo, como a miscibilidade do solvente em urina na
etapa de extracdo, uma vez que o solvente em que se encontra o analito pode influenciar em
extrac@es liquido-liquido e na SPE.
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