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Introducao |

O é&cido ttmucbnico (ATTM) é um produto de
biotransformacdo do  benzeno  preconizado
legalmente' no Brasil como um indicador biolégico
de exposicdo (IBE) para avaliar exposicao ao
benzeno, uma substdncia comprovadamente
carcinogénica onipresente na atmosfera.

Os métodos utilizados para a determinacado de
ATTM urindrio majoritariamente indicam sua
extracdo da matriz com uma fase sélida (SPE)
trocadora anibnica forte (SAX) e posterior andlise
por HPLC empregando coluna C18. A coluna
Aminex HPX-87H, de troca id6nica, muito utilizada
para andlise de acidos carboxilicos volateis em
diversas matrizes, ndao tem sido indicada na
literatura para analise de ATTM urinario.

Nesse trabalho um método cromatografico utilizando
uma coluna Aminex HPX-87H para a determinagéo de
ATTM urinério, previamente extraido da urina em
fase solida (SPE), foi desenvolvido e validado.

Resultados e Discussao |

As condigbes de extragdo (volume inicial e
tamponamento da amostra, lavagem do cartucho
com ATTM e volume final da solucdo com extrato)
foram otimizadas com ajuda de um planejamento
fatorial 2*" e, assim, o ATTM foi extraido de 3 mL da
urina, previamente filtrada (0,22 um), em cartucho
Strata SAX® 500mg, Phenomenex (forte trocadora
de anions). O cartucho de SPE foi lavado com 3 mL
de acido acético (HAc) 1%,v/v, o ATTM foi eluido

Na validagdo do método, a seletividade foi baseada
nos tempos de retencdo de ATTM padréo e nos
espectros de absorgdo molecular (DAD) dos ATTM
nas amostras. A linearidade de curvas analiticas
com concentragdes de ATTM entre 5 e 500 pg.L”
construidas em agua apresentaram coeficientes de
determinacao (r2) superiores a 0,99, enquanto que,
em pool de urina o r* > 0,95. Porém, os ajustes
guadraticos apresentaram r* > 0,99. Os coeficientes
de variagdo (CV) de repetibilidades de sete
replicatas foram inferiores a 3,6% enquanto que a
recuperacdo de ATTM de solugdes com 5, 25, 50 e
100 p.L" estiveram entre 85 e 90%, demostrando
que o método apresenta precisdo e exatidao
adequadas. O ruido médio de cromatogramas de
amostras foi utilizado para se obter o limite de
deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) de 0,11 ug.L'1 e
0,36 ug.L'1, respectivamente.

Curvas analiticas para determinaciao do ATTM
urinario
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Figura 1. Curvas analiticas para determinacao de
ATTM urinario por HPLC-DAD, utilizando padrdes
em agua (m) e em urina (¢).

com 5 mL HAc 10%,v/v, e 20 uL foram injetados na Conclusoes \

coluna de troca ibnica (Aminex HPX-87H 300 mm x
7,8 mm, 9um), utilizando como fase mdvel isocratica
a 55 °C, 4cido sulfarico 0,01 mol.L™" a 0,6 mL.min™".
A quantificagdo do ATTM por calibragdo externa
utilizou a deteccdo por UV com arranjo de diodos
(DAD) a 264 nm.

A comparagdo entre os coeficientes angulares das
curvas analiticas obtidas em solugdo aquosa e em
urina mostrou que a matriz deprecia o sinal do
ATTM em cerca de 50% e, assim, as curvas
analiticas foram sempre confeccionadas a partir de
solugdes padrdao em pool de urina (10 amostras)
contendo ATTM em baixa concentrac¢ao (Fig. 1).
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O método para a determinacdo de ATTM urinario
utilizando coluna Aminex HPX-87H, n&o relatada na
literatura para essa determinacdo, apresentou
valores adequados para todos os parametros de
validacao testados.
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