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Não basta abrir a janela 

Para ver oe campoe e o rio. 

Não é buiante não ier cego 

Para ver u árvores e u flores. 

É preciso também não ter filoeofia nenhuma. 

Com filoeofia não há Arvores: há idéiu apenaa. 

Há só cada um de n6e, como uma cave. 

Há só uma janela fecWa, e todo o mundo lá fora; 

E um sonho do que ae poderia ver ae a janela ae abriaae, 

Que nunca , o que ae ff quando ae abre a janela. 

Poemas lnconjuntoe - Alberto Caeiro 
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RmO'MO 

O eeiireno é uma importante matéria-prima extemamente empregada na fabricação 

de plúticoe e elaatômeroe. Durante a •ua utilisaçio, a ~rn!eio doe vapor• para o 

ambiente de trabalho pode aer 1ignificativa. Considerada uma •ubaiância química 

reconhecidamente tóxica, a monitorisaçio biológica da expoeiçio ocupacional constitui-. 

um procedimento indi•penaável para uma avaliação do riaco, atravée da quantificaçio do 

ácido mandélico urinário, seu principal produto de biotranaformação, e poeterior 

comparação a valores de referência. Foi padronisado o método analítico de Poggi et al 

que •e utilisa da cromatografia em faae líquida de alto desempenho (HPLC), obiendo-.e 

reeultadoe de boa precieão ( coeficientes de variação intr~naaio e interemaio menoree 

que 296) e recuperação média de 98 ± 5%. Foi detem,inada a concentração deeie 6cido 

pre•ente em amoetr• de urina de indivíduoe ocupacionalmente expoatoa (Grupo 

Exposto) e nio expoetoe ( Grupo Controle) de uma indústria de produção do monômero 

de estireno. No Grupo Exposto foi realisada uma estimativa da expoeiçio com o uso de 

amoetradorea por difusão puaiva, e foram encontrMiaa concentraçõea inferioree a 

1,2 mg/ml (0,3 ppm) de estireno. A concentração média de ácido mandélico encontrada 

no Grupo Exposto foi de 0,0239 ± 0,0037 g/L (0,0136 ± 0,0019 g/g de creaiinina); e a 

encontrada no Grupo Controle, de 0,0133 ± 0,0024 g/L (0,0073 ± 0,0011 g/g de 

creatinina). 
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Styrene ia an imporiant raw material often employed in the manufacture of plutic 

and elutomera. During ita manipulation, atyrene vapoura emiaaion to the work 

environment can be aignificaiive. Being a well atabliahed toxic chemical compound, 

biological monitoring of the occupational expoaure ia an indiapemable atraiegy for riak 

aaaeaement. Thia can be done by the quantificaiion of the urinary mandelic acid -

atyrene main metabolite - and compariaon with reference valuee. Poggi'• et al analytic 

method, which makee uae of the high performance liquid chromatography (HPLC'J wu 

standardised reeulting in good precise data ( variation coefficienta inha and inter aa1aya 

lower than 2%) and average recovery of 98 :1: 5%. Urine concentration of thia acid •• 

determined in expoeed (Expoeed Group) and non-expoeed ( Control Group) worken from 

a liyrene monomer production plant. ln the Expoeed Group an expoeure eetimative by 

the uae of paaaive diffuaive aamplen wu performed and atyrene concentrationa below 

1,2 mg/mS (0,3 ppm) were found. The average mandelic acid concentraüon of the 

Expoeed Group w• determined • 0,O'l39 :1: 0,0037 g/L (0,0136 :1: 0,0019 g/g of 

creatinine) whereaa 0,0133 :1: 0,002, g/L (0,0073 :1: 0,0011 g/g of creatinine) waa found 

in the Control Group. 
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1. INTRODUÇÃO 

O estireno foi isolado pela primeira vez por Bonastre em 1831, após a destilação de 

resina balsâmica de árvores da família das estiracáceas, mas só começou a ser produzido 

comercialmente a partir de 1925, pela Farbenindu&trie alemã, e em 1930, pela Dow 

Chemical norte-americana. Foi muito utilizado, durante a Segunda Guerra Mundial, 

como matéria prima na produção da borracha sintética de butadieno-estireno 107 153 164 

221 

Atualmente, o estireno é amplamente usado na fabricação de polímeros orgânicos 

sintéticos, os plásticos e oe elastômeroe. Os plásticos são compoetoe por resinas 

termoplásticas e pela resina termorrígida de ftalato-maleato de etileno estirenizada ou 

poliéster insaturado (Tab. 1). O elastômero de SBR (Tab. 1) tem a maior produção 

industrial entre as borrachas sintéticas em nosso país 2 ll 152 : 

TABELA I - Plásticos e elastômeros compostos por estireno 2 

Sigla Polímeros 

PS 

ABS 

SAN 

ASA 
MBS 

SBR 

UP 

RESINAS TERMOPLÁSTICAS 

poli estireno 

poli( acrilonitrila-butadieno-estireno) 

poli( estireno-acrilonitrila) 

poli{ acrilonitrila-estireno-acrilato de metila) 

poli( metacrilato de metila-butadieno-estireno) 

ELASTÔMEROS 

poli{butadieno-estireno) 

RESINA TERMORIÚGIDA 

poliéster insaturado 
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O consumo de estireno para as diversas finalidades, de acordo com a produção 

nacional, é mostrado na Fig. 1 t t 

(15.7%) 

67.8% poliestireno 
15. 7% borracha de SBR 
7.5% resina de ABS 
6.9% resina de poliéster insaturado 
2.1% outros 

(67.8%) 

· FIGURA 1 - Consumo da produção nacional do monômero de estireno u . 

A produção mundial do monômero de estireno para o ano de 1990 foi estimada em 

14 milhões de toneladas, conforme projeções econômicas realizadaa pelo Ghemical M arket 

Review 2sa. Segundo a Associação Brasileira da Indústria Química e de Deriva.doe 

(ABIQUIM), a produção nacional foi de 290 mil toneladaa em 1988, entre aa empresas 

mostradas na Tab. II ll 

O National J,utitute for Occupational Safety and Health (NIOSH) estima que nos 

FAitados Unidos, em 1982, pelo menos 30 mil trabalhadores estavam potencialmente 

expostos ao monômero durante a jornada de trabalho, e que outroe 300 mil estavam 

envolvidoe em operações com compostos que contêm o estireno 164. Não foi encontrado 

qualquer levantamento estatístico que forneceaae uma estimativa do número de 

trabalhadores expoetoe a esse agente químico em noaao país. 
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TABELA II - Produção nacional do monômero de estireno 11 

Empresas produtoras Localização Capacidade instalada ( em t) 

1988 Futura 

CBE SP 80.000 110.000 (2sz sem/89) 
EDN BA 150.000 150.000 

PETROFLEX RJ 60.000 60.000 

PROQUIGEL RS o 125.000 

TOTAL 290.000 445.000 

CBE = Companhia Brasileira de Estireno EDN = Estireno do Nordeste 

Pelas projeções econômicas de crescimento da produção, podemos inferir que um 

maior número de trabalhadores estará potencialmente exposto ao estireno, exigindo-11e 

medidas de ordem administrativa e técnico-científica para o controle da exposição. 

Muitas hipóteses têm sido levantadas sobre a 888ociação causal entre a exposição 

ocupacional e o efeito nocivo nos sistemas biológicos. Especulo~e que o estireno seja 

capaz de reduzir a concentração de dopa.mina de neurônios intra-hipotalâmicos, 

ocasionando transtornos ao sistema nervoso central 101 109 136 137 198 208 209 218 e 

neuroendócrino 8 162. Intermediários reativos, pouivelmente 6:xidoe de areno, são 

formados durante a biotransformação desse toxicante, podendo levar à injúria do tecido 

hepático 14 54 63 89 111 117 143 146 234. Suspeita~e que o estireno exerça uma ação danosa 

sobre oe cromossomas 56 84 155 219 e possa estar associado ao desenvolvimento de câncer 

50 115 153 172. 

Frente a tais evidências, faz-se necessária a aplicação de procedimentos para a 

prevenção de moléstias profissionais relacionadas ao estireno. Entre esses procedimentos, 

destacam~e a monitorização ambiental e a biológica 13 22 28 29 31 88 94 128 141 190 193 194 

259 Esta última foi definida como uma avaliação .ti.stemáticca e peri6dicca do tozicante 
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ou de .!eu.! produto.! de biotraruformação, em material biol6gico, para e.ftimar a 

expo.!ição e o ri.!co à .faúde do trabalhador, por· comparação do.! rt!.!ultado.! com um 
, 260 

valor de referência apropriado . 

Entre as condições necessárias para a realização de uma monitorização biológica, 

destacam-se: a. existência. de um indica.dor biológico de exposição, métodos analíticos 

simples, sensíveis e específicos; facilidade de se obter e analisar pronta.mente a. a.mostra 

biológica. e conhecimento das relações dose/efeito e dose/resposta. 

Sendo amnm foi realiza.da. a. padronização de método de análise do ácido mandélico 

urinário, para. a. monitorização biológica da exposição ocupacional a.o estireno, visando 

uma contribuição a.os profissionais envolvid08 com programaa de Saúde do Trabalha.dor. 
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2. GENERALIDADES 

2.1. Aspecto toxicológico 

2.1.1. Propriedades fíaico-químicu, uaoa e fonte. de expoeição 

O estireno, derivado vinílico do benzeno, encontra-ee no estado líquido 

à temperatura e pressão ambientes. É viscoso, incolor, inflamável e de 

limite de odor abaixo de 1 ppm. Tem por sinonímia oe termos monômero 

de estireno, etenil benzeno [ CAS 100--,4~5] • , feniletileno, fenileteno, 

fenetileno, vinil benzeno, vinil benzol, estiro}, estiroleno, estiropor, cinameno 

e cinamol 68 148 164 258 

A existência da dupla ligação vinílica na cadeia lateral confere ao 

estireno grande reatividade, sendo passível de reações de hidrólise, oxidação 

e halogenação 68. 

Esse agente químico polimeriza-11e espontaneamente à temperatura 

ambiente, especialmente na presença de oxigênio e de luz ou em conta.to 

com peróxidos, ácidos fortes e cloreto de alumínio. Por este motivo, deve 

ser armazenado e transportado apóe a adição de um inibidor desse processo 

(t-butil catecol ou hidroquinona), pois a reação é exotérmica e o risco de 

explosão é iminente. A baixo estio relacionadas a.lgumu du suas 

propriedades físico-químicas 68 148 156 164 258 

- f6rmula molecular: CeHe 

- peso molecular: 104,16 ; 

- ponto de ebulição: 14512• C a 760 mm Hg 

• Ghemico.l Ab.dro.ct& Service Regi,try 
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- ponto de congelamento: - 3016• C ; 

- densidade específica: 0,90 g/m3 a 25•c (água = 1,0) ; 

- densidade do vapor no ponto de ebulição: 3,6 g/m3 (ar = 1,0) 

- pressão de vapor: 4,50 mm Hg a 20 • C e 

8,31 mm Hg a 3o•c ; 

- concentração no ar saturado pelos vapores: 8500 ppm ; 

- fatores de conversão (25• C e 760 mm Hg): 1 ppm = 4,26 mg/m3 e 

1 · mg/m3 = 0,235 ppm ; 

- ponto de fulgor: 34,4•C (tubo fechado) e 

36, 1• C ( tubo aberto) 

- ponto de ignição: 490• C ; 

- limites de inflamabilidade: 1,1 a 6,1 % (a 2o•c). 

O estireno é praticamente insolúvel em água e muito solúvel em éter 

de petróleo, benzeno, éter etílico, metanol, tolueno, etanol, acetona, n

heptano, tetracloreto de carbono e dissulf eto de carbono 68 148 164 258 

O poliestireno é utilizado para a obtenção de laminados e filmes ou 

soprado para formar recipientes através de moldagem por injeção ou 

extrusão 152 Com esta finalidade foi desenvolvido um tipo de poliestireno 

de alto peso molecular resistente ao calor e ao impacto, para a fabricação 

de jarras, copoe, garrafas para bebidas, cabides, placas de petri, caixas 

transparentes, transformadores de frequência, brinquedos e embalagens para 

gêneros alimentícios. É vendido comercialmente com o nome de Luatrex 
1

, 

• • Styron e Styropon 11 152. 

A resina de SAN é extensamente utilis&da na fabricação doa tipoe da 

máquina de escrever, utensílios de cozinha e pincéis. A resina de ABS, na 

fabricação de engrenagens, tanques para ácido, pára-<:hoquea de automóveis 
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que podem ser recobertos por galvanoplastia, capacetes de proteção, 

injetores de f ertilizantee, caixas de rádio e de mfuiuinaa fotogrMicaa e 

portas de geladeira 11 152 

A resina de poliéster insaturado é utilizada em solução no monômero 

de estireno •, na fabricação de telhas de grandes dimensões, tanques, 

piscinas, bandejas, cadeiras, artigos esportivos, cascos de barco e carrocerias 

de carro esporte 152 l64. É vendida comercialmente com os nomes de 

Paraflex •; Polylite • e GR-P1 
152 

Em escala industrial, o estireno pode ser obtido através de 

desidrogenação cata.lítica do etilbenzeno ou pela oxidação deste a 

hidroperóxido, seguida de reação com propileno e desidratação do 

a-metil-f enil carbinol formado a estireno. O primeiro processo parece ser o 

mais utilizado e são encontradas desde concentrações inferiores a 1 ppm até 

20 ppm de estireno no ar geral do ambiente de trabalho ( concentração 

média ponderada no tempo). São encontrados também benzeno e tolueno 

como produtos intermediários obtidoe com o primeiro processo, em 

concentrações até 1 ppm 164 165 173 2u1 221 

Nos países industrializados, os processos de purificação do monômero e 

de polimerização são semi-automatizados em sistemas fechados. Entretanto, 

a emissão dos vapores desse agente químico pode ocorrer durante: 

- adição doe reagentes aoe reatores; 

- colheita de amostras para o controle de qualidade do produto; 

- limpeza e manutenção do equipamento; 

• conteúdo na resina é de 40 % m/m 
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- degradação térmica do polímero de poliestireno 134 146 182 255 256 258 

Para que se tenha uma visão das condições de exposição na produção 

de copolímeroa, é importante citar o trabalho de Samini &, Falho una que , 

analisaram 106 amostras de ar colhidas com tubos de carvão ativado, 

contendo 08 monômeroa de acrilato de etila, metacrilato de metila, acrilato 

de n-butila, estireno, a-metil estireno e acrilato de 2-etil-hexila. 

Encontraram as concentrações de 89· 1 66; 49· 1 120· 
' 

41 e 1 ppb, 

respectivamente, na zona respirat6ria doe trabalhadores (média ponderada 

no tempo). Em amostras do ar geral do ambiente de trabalho, foram 

encontradas respectivamente as concentrações de 1 ppm; 169; 36; 54; 10 e 

30 ppb para os monômeroe mencionados acima (média ponderada no 

tempo). 

Durante a síntese da borracha sintética de butadieno e estireno, vá.rias 

substâncias químicas são usadas, como vinil piridina, etilbenzeno, hexano, 

metil etil cetona, amônia, tiocarbamatoe, merca.ptanaa e ,8-fenil naftilamina 

44 153 154 173. No Brasil é vendida com o nome comercial de SBR•, GR-S•, 

BUNA-8
1

, Cariflex
1

, Petroflex
1 

e Polysar S
1 152. As condições de exposição 

foram verificadas por Checkoway &, Williams 44, que coletaram 157 

amostras de ar com tubos de carvão ativado e amoetradores por difusão 

pasaiva na indústria de borracha sintética. E obtiveram as concentrações de 

butadieno, estireno, benzeno (impureza do estireno e tolueno) e tolueno 

(limpeza periódica doa tanques ou como impureza do estireno) de até 20; 

14; 0,10 e 0,90 ppm, respectivamente, na zona respirat6ria doe 

trabalhadores da área de descarregamento de matériaa-prima e transferência 

doe monômeroa para o reator de síntese. 

A resina de poliéster insaturado é misturada às fibras de vidro, 
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impregnandera.a para formar o chamado plá.atico reforçado 

(fibergla1~reinforced plutic), muito utilizado na fabricação de barcos 

quando ocorrem situações de exposição ocupacional a concentrações 

elevadas. Durante os procesaos de laminação do casco, convés e cobertura 

com a resina no estado de gel, são obtidas concentrações do vapor de 

estireno no ar geral do ambiente de trabalho de 10 a 174 ppm (média 

ponderada em 8 horas de exposição) 11 51 101 120 132 112 208 222 e de 20 a 

até 300 ppm na zona respiratória (pico de concentração) 109 121 222. Além 

do estireno, são usados acetona como solvente de limpeza e peróxido de 

metil-etil cetona como acelerador de polimerização 120 112. Malek et al 150 

obeervaram que também são geradoe aerosaóia que representam 30% da 

concentração total do estireno no ar. 

Para rrumm1zar a exposição ocupacional a eaae agente químico podem 

ser aplicadas medidas preventivas, tais como o uso de resinas de baixa 

emissão de estireno (LSE), geralmente um sistema de ventilação geral 

diluidora ou local exaustor& 120 124 208 220 

Há também fontes de exposição não ocupacional e as indústrias 

petroquímicas são um exemplo diaao, onde a emissão doe vapores de 

estireno provêm das colunas de destilação fracionada, perdas doa tanques de 

armazenamento ou vazamentos, entre outras cauaaa_ Eue agente químico já 

foi detectado entre oe gases expelidos por motores convencionais {0,76 % 

doe hidrocarbonetos totais) e na fumaça do cigarro ( 18 a 48 µg/ cigarro) 15 

205 • Todavia, o hábito de fumar parece não ter influência sobre as 

concentrações de estireno presentes no ar alveolar ou no sangue 34 . 

A migração do monômero de estireno para oe alimentos, a partir de 

embalagens de poliestireno e da resina ABS, é motivo de preocupação entre 
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oe bromatologistas. Em amostras de creme de leite fermentado, 

acondicionadas em recipientes rígidos de polieatireno, foi encontrado o valor 

de 245 ppb de estireno, porém sua presença não foi verificada naa de leite 

armazenadas por até 8 dias ao 252. A menor concentração residual do 

monômero em recipiente de iaopor foi de 87 ppm 250. Com o uso de água, 

chá e café, V arner et al 229 230 conseguiram extrair 0,0077; 0,0078 e 0,0078 

µg/cm2, respectivamente, do estireno residual de copos descartáveis de 

plástico. O mesmo experimento foi repetido com etanol a 8% como 

substituto de bebidas alcoólicas e foram extraídos 0,21 µg/cm2 do 

monômero. De uma maneira geral, a concentração do xenobiótico nos 

alimentos é da ordem de 3 a 4 vezes menor do que na embalagem 258 . 

,,_ .. ' 
\ 
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2.1.2. Toxicocinética 

Durante a fase toxicocinética, a fração de estireno presente no 

organismo é modulada pelos procesaoe que envolvem a absorção, 

distribuição, biotranaformação, acumulação e excreção 10 125 211 

A exemplo do que ocorre com outros toxicantea, oa fenômenos 

biológicos relacionadoe a e88ea procesaoe são descritos, para o estireno, 

matematicamente através da teoria compartimentai. Esta teoria divide 

organismo humano em unidades representativas de grupos de tecidoe 

homogêneos quanto à função, solubilidade doe vapores e perfusão sanguínea, 

p088uindo características comuna em relação à biodiaponibilidade do 

xenobiótico g 58 H 125 178 180 201 257 

A maioria doe modelos fisiológicermatemáticoa para a simulação desses 

processoe toxicocinéticoe, durante expoeições repetidas, considera a divisão 

do organismo humano em 5 compartimentos teciduaia: {i) tecido pulmonar; 

(ii) tecidos muito vascularizadoe, incluindo órgãos como o coração, cérebro 

e rins; (iii) tecidoe pouco perfundidoa, incluindo oe músculos e pele; {iv) 

tecidos fracamente perfundidoa como o tecido adiposo e { v) tecido hepático. 

São feitas algumaa aupoeições para a validação do modelo fisiológico em 

relação à ventilação pulmonar, difusão alveolar, biotranaformação e 

depuração ( clearance) 5 59 83 178 180 

Naa situações de exposição ocupacional, a introdução do estireno na 

corrente sanguínea se dá, preferencialmente, pela via respiratória, uma vez 

que a emissão de seus vapores é favorecida peloe proceaaoa industriai.a 

relacionadoe à sua utilização 8 104 164 180 258 
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Em estudos experimentais realizados com voluntários submetidos a 

exposição controlada em câmaras especiais e com trabalhadores expostoe, a 

absorção dos vapores desse toxicante é medida através da relação entre aa 

concentrações estimadas na zona reapirat6ria e ar exalado, considerando-se 

a duração e frequência da exposição, o volume da ventilação alveolar e o 

esforço físico exercido durante a exposição ( worlcloaá) 7 18 33 58 59 60 78 107 

145 218 240 242 

A retenção alveolar de 60 a 90% doa vapores do xenobiótico relatada 

por várioe autores é calculada pela expreaaão [1 - Ca / Ci] x 100 ( onde 

Ca = concentração alveolar e C1 = concentração na zona respiratória). A 

concentração alveolar do estireno é estimada em 10 a 16% da presente na 

zona respiratória 7 18 32 33 78 101 142 240 . 

A difusão doa vapores do estireno doe alvéolos para o sangue é rápida 

e ocorre de acordo com a pressão parcial exercida (Lei de Henry) e com a 

lip088olubilidade, caracterizada pelos elevados valores doe coeficientes de 

partição sangue-ar alveolar e tecido-sangue 93 125 145 200 201. A Fig. 2 

mostra uma representação esquemática doe • procesaoe envolvidos na 

transferência do estireno pelo organismo humano 201. 

A absorção percutânea doe vapores de estireno, estimada em 2 a 5% 

doe vapores absorvidos pela via pulmonar em situações de expoeição 

semelhantes, é considerada desprezível 192 239. 

Dutkiewicz & Tyraa (1968) 62 evidenciaram experimentalmente com 

voluntárioe que o contato dérmico com o estireno~, na forma líquida durante 

10 minutoe, corresponderia à uma exposição a 425 mg/m3 (100 ppm) por 8 

horas, resultando em uma taxa de absorção percutânea de 9 a 15 mg/cm2.h 
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FIGURA 2 - Representação esquemática da transferência do estireno pelo orgamamo 
humano 201 . 

Entretanto, Berode et al ( 1985) 
23 

consideraram essa taxa como sendo 

apenas de desaparecimento do líquido da superficie da pele. Estes 

pesquisadores verificaram que após o conta.to dérmico durante 30 minutos, a 

velocidade de absorção era de 60 µg/cm 2.h, equivalente a apenas 4% da 

concentração absorvida pela inalação doe vapores durante expoeição 

experimental a 215 mg/m3 (50 ppm) por 8 horas. 

Essa baixa absorção foi corroborada por Brooka et al (1980) 30 que não 

observaram diferença significa.tiva entre a concentração de estireno e doe 

seua produtoe de biotranaf ormação em fluidos biol6gico11 de traba.lbad'>res 

expostoe, que utilizavam luvas impermeáveis de álcool polivim1ico, quando 

comparada à obtida doe trabalhadores sem o uao das referidas luvas. 

Foi observado em vários trabalhoe que apóe 011 primeiros 75 minutoa de 

exposição, a concentração de estireno presente no sangue arterial mantém-se 

praticamente constante, aproximando-se de um estado de equihôrio com a 
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concentração noe tecidoe (.steadv-.state). A curva de decaimento 

biexponencial, expressa pelo logaritmo da concentração no sangue em função 

do tempo (Fig. 3), sugere uma distribuição em um sistema linear aberto de 

2 compartimentos e eliminação pela cinética de l• ordem 142 175 187 188 189 

242 257 258 

A meia-vida biológica ( t112) de 2 minutos da fase de distribuição a ; a 

meia-vida de 41 minutoe da fase de eliminação fJ ; o volume de 

distribuição de 99 litros (1,4 L/kg ) e a taxa de depuração de 1,7 L/min 

foram calcula.das a partir da curva de eliminação pelo método doe mínimos 

quadra.doa 59 78 142 242 . 

50. 

ESTIRENO NO SANGUE 

(1.JMOL/L) 

5.0 

05.L.l---+----+------11-----+-
o 30 60 90 120 

TEMPO (MIN) 

FIGURA 3 - Curva aemilogarítmica da concentração de estireno no sangue arterial pelo 
tempo. (o) parte linear da curva - fase final; e ( •) parte 
linearizada. da curva - fase inicial 242 . 
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A biotranaformação do estireno tem sido extensamente estudada e 

acredita-se que ocorra no ffgado, embora também haja evidência 

experimental de sua ocorrência em tecidos extra-hepáticos, taia como o 

renal e o pulmonar 39 133 140 142 197 198 242 

A formação do óxido de 7,8 estireno (feniloxirana) 2 tem sido sugerida 

como sendo a principal VIa de biotranaformação, uma reação 

preferencial.mente catalizada pelo sistema de monoxigenases dependentes do 

citocromo P-45O. Eaae epóxido é hidratado a. estireno glicol 

{1-fenil-1,2--etanodiol) pela epóxido hidrolaae [EC 3.3.2.3.] • e finalmente 

convertido a ácido mandélico e ácido fenilglioxílico, principais produtos de 

biotranaformação quantitativamente presentes na. urina (Fig. 4) 17 18 41 98 

104 107 139 142 145 174 242 251 

Embora tenha sido observada a ocorrência, em roedores, da reação de 

descar boxilação do ácido mandélico a álcool benzilico, precursor do ácido 

hipúrico, acredita-se que apenas em situações de exposição acima de 640 

mg/m3 (150 ppm) de estireno haveria a estimulação desta etapa de 

biotranaformação, no homem, e nesse caso a contribuição do ácido hipúrico 

presente na urina seria de O a 5% da quantidade absorvida do toxicante 70 

79 H 104 218 

Eatudoe realizados com roedores demonstram que o estireno glicol tanto 

pode ser conjugado com o ácido P-glicurônico 175 como oxidado a ácido 

mandélico, fenilglioxi1ico ou benzóico 139 140 Outras viaa de 

biotransformação seriam a conjugação do óxido de estireno com a 
-~ 

glutationa, excretados como ácidos mercaptúricoa 197 217 e a hidroxilação do 

estireno, resultando em feniletanóia 139 140 

• Enzyme Gluaification (International Union of Biochemiatry). 
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FIGURA 4 - Representação eaquem&tica da principal via de biotranaformaçio do 
estireno no homem . 104 . 

·---------------------!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!l!!I 
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Foi relatado por diveraoe autores que aproximadamente 90% da 

quantidade de estireno absorvida é biotransformada, maia da metade é 

excretada como ácido mandélico (57%), um terço como ácido fenilglioxi1ico ~ 

(33%) e há consenso que estes ácidoa sejam excretados na forma livre 41 101 

104 127 181 188 

O ácido mandélico é também o principal produto de biotranaf ormação 

do etilbenzeno, solvente orgânico usado na fabricação do monômero de 

estireno 72 76 g6 

Sedivec et al 207 observaram que após aa principais refeições, ocorria 

um aumento na quantidade do ácido fenilglioxílico presente na urina. 

Existem fatores que interferem na biotranaformação do estireno, como a 

ingestão de etanol, que inibe a oxidação do estireno glicol. EapeculoU-11e 

sobre tal influência e concluiU-1Se que a concentração de estireno glicol no 

sangue venoso estava 15 vezes maia elevada que a do ácido mandélico, em 

relação às concentrações anteriores à ingestão. A concentração de ácido 

mandélico no sangue venoao correspondeu a apenas 56% do valor anterior à 

mesma. A cinética de eliminação do ácido mandélico é maia influenciada 

pelo etanol que a do ácido fenilglioxi1ico 24 248 2411 • 

Segundo Lof et al 142, a expoaição a longo prazo aoa vapores de 

estireno, na indústria de pláaticoa reforçados, poderia facilitar a 

biotransformação e excreção do xenobiótico, tornando-as maia rápidas. 

Porém, esta suposição tem sido alvo de poucoa estudoa aistemáticoa, bem 

como a de p088Íveia interações com outroa solventes orgânicoe u9 243 • 

Não relacionado à exposição ocupacional, o ácido mandélico pode estar 
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presente em fluidoa biológicoa pela sua utilização e de seus saia no 

tratamento de infecções da via urinária (Mandelium •; -Mandyryl 
1

) ou na 

forma de benzilésteres do ácido mandélico, na composição de medicamentos 

• • analgésicoe e antiespasmódicoa (Spasmolyt e Melabon ). Há ainda 

medicamentoa em que o ácido mandélico é um produto de 

• biotranaformação, tais como o psicofármaco pemolina (Tradon ) e o 

• relaxante muscular feniramidona ( Cabral ) 203 . Estas informações são 

relevantes para a interpretação doa resultados da monitorização biológica. 

Acredita-11e que a concentração de estireno presente no tecido adiposo 

represente de 10 a 15% da quantidade total absorvida. Em função da longa 

meia-vida de eliminação no tecido adiposo subcutâneo, de 2 a 5 dias, 

seriam necesaárioa de 7 a 10 dias para a completa remoção do toxicante 

deste compartimento, após uma única expoaição 69 10 71 142 242 253 254 . 

A quantidade total do xenobiótico no orgamsmo ( 6ody-6urden) alcança 

um estado de equih'brio entre oa tecidoa em 2 dias, não se observando, após 

este tempo, aumento na carga corpórea 74 • 

O período de eliminação do estireno não biotransformado caracteriza-se 

por um dech'nio acentuado da concentração presente no ar alveolar. Foi 

relatado que 2,6 ± 0,9% da quantidade absorvida é excretada pela via 

respiratória e há evidência experimental que no intervalo de exposição 

estudado, isto é, de 301 a 886 mg/m3 (70 a 206 ppm) durante 4 ou 8 

horas, esse valor não parece ser influenciado pela concentração ou duração 

da exposição 11 78 101 104 101 18t 188 . 

Não foram encontrados trabalhoa que abord888em considerações sobre a 

variação rítmica ( circadiana) da excreção doe ácidos mandélico e 



TABELA III 

. -expos1çao 

intensidade 
(ppm) 

50 
103 
206 
23(4-94) 
23(4-94) 
248( 155-291) 
50-200 
100 

70 
50-150 
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fenilglioxílico, embora eventoe cronobiol6gicos relacionadoe à função renal 

tenham sido objeto de recente revisão 38. 

Na literatura especializada, são cita.doa vários relatos sobre a cinética 

de eliminação de la ordem doe ácidoe mandélico e fenilglioxHico, em 

situações de exposição controlada ou em campo, descrita matematicamente 

através das curvas de decaimento monoexponencial 11 18 41 «15 79 ou 

biexponencial 74 101 104 110 201 241 242 (Tab. III) Há evidência 

experimental, porém, que o modelo bicompartimentai seja o maia adequado, 

devido ao armazenamento do estireno no tecido adipoeo 42 70 71 187 202 • 

Esses produtoe de biotransformação podem ser encont.radoe na unna 

dentro de 1 hora após o início da exposição, aupondo--.e, portanto, que 011 

processos· de eliminação sejam muito rápidoe 78 gg 101 133 

- Valores de meia-vida da eliminação (tt/2) doe ácidoa mandélico e 
fenilglioxílico to t. 

Período de t110 Cinética Refs. 
observação (h de 

✓ ácido ácido eliminação poe-
tempo . - mandé- fenil-eh}°s1çao 
(h) (h lico glioxílico 

8 4-7 monoexponencial 18 
20-200 22,9 21,5 41 
2-200 26,5 26,7 
0-18 9,4 biexponencial 74 
19-64 16,6 
0-15 6,4 

4 e 8 0-20 3,9 99 101 

8 3()-60 24,7 79 
Q-50 10,5 
0-20 3,6 8,8 242 
0-15 6,4 207 
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Caper08 et al 41 observaram em voluntári08 expostos a 443 mg/m3 ou 

886 mg/m3 ( 103 ou 206 ppm) durante 8 horas, que 50% do ácido 

mandélico é excretado durante a exposição, e o proceBBo se completa apóe 4 

ou 5 dias. No que .concerne ao ácido fenilglioxílico, 25% é excretado 

durante a exposição e o reatante, apóe 3 ou 4 dias. 

O clearance renal maia rápido_ do ácido mandélico em relação ao do 

ácido f enilglioxílico sugere que ele tenha, de fato, duas vias de eliminação: 

uma direta e outra pela biotransformação a ácido fenilglioxHico 104 US4 258 . 

Em situações de exposição acima de 215 mg/m3 (50 ppm) de estireno, 

foi verifica.do que o quociente entre a.a concentrações urinárias deBBes ácidos, 

determinada.a no final da exp08içio, evidenciava uma predominância do 

ácido mandélico (ácido mandélico/ácido fenilglioxílico igual a 3,5). No 

período após a exp08ição (16 hora.a do início da mesma), 08 valores da 

relação entre 08 ácid08 decresce até que a excreção do ácido fenilglioxílico 

predomine (ácido mandélico/ácido fenilglioxílico igual a 0,6) 101 184 

Há controvérsias quanto ao momento de excreção máxima deues 

á.cidoe, após um período de 8 hora.a de expoeição, controlada ou em campo. 

Alguns autores rela.taram que este momento seria no final da exposição 7 74 

79 95 101 102 101 120 184 201 241
1 

de 1 hora até 2 horas após 19 so 41 es 233 ou 

ainda de 4 a 8 horas após o final da mesma 248 258 . 

Em duas situações de expoeição, a 215 mg/m3 (50 ppm) e 640 mg/m3 

(150 ppm) durante 8 horas, as curvas de eliminação deues ácidoe 

forneceram meias-vidas e coeficiente angular idênticos, confirmando a 

hipótese de que o proceuo de eliminação é pouco influenciado pela 
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intensidade de expoeição, no intervalo de concentrações estudado 
. 207 

(Fig. 5) , hip6teee corroborada por Guillemin & Bauer 99. 

1000 

, __________ _.__...._ ___ __....._ ___ _ ,. 72 h 

B ..,..," 

,..._ ________________ __. ____ _ 
u n 

FIGURA 5 - Curvas biexponenciais A e B de eliminação dos ácidos mandélico e 
fenilglioxílico. (1) indivíduo exposto a 215 mg/m3 (50 ppm) e (2) 
indivíduo exposto a 640 mg/m3 (150 ppm), ambos por 8 horas 201. 



FIGURA 6 

O artigo publicado por Droz & Guillemin ( 1983) 59 mostra uma 

representação gráfica doa proceaaos de distribuição do estireno obtida 

através de modelo fisiológico-matemático, simulando uma expoeição a 215 

mg/m3 (50 ppm) durante 8 horas, que é apresentada na Fig. 6. Neaaa 

figura, observa-se que o compartimento doa múaculoe exerce papel 

importante durante a exposição e o compartimento do tecido adipoeo 

contém praticamente todo o estireno após a exposição. Quantidades 

maiores de ácido mandélico estão presentes no organismo durante a 

exposição. Após 15 horas, a quantidade de ácido mandélico toma• e 

desprezível. O mesmo proceaao geral é observado para o ácido fenilglioxílico, 

mas a quantidade máxima permanece menor que a do estireno não 

biotransformado. 
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- Modelo fisiol6gico-matemático de distribuição, ~o estireno . após exp~i~ão 
simulada a 215 mg/m3 (50 ppm). (A) acido mandéhco; . (B) ac~do 
fenilglioxílico; ~C) tecido adiposo; (D) músculos e (E) tecidos mwto 
vascularizados 5 • 

Ainda em Droz & Guillemin 59 , há uma representação gráfica, 

também obtida por simulação, da relação entre as concentrações de estireno 
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no ar e doe ácidos mandélico e fenilglioxílico na unna, em 3 situações de 

exposição: 

- 215 mg/m3 (50 ppm) durante toda a semana; 

- 215 mg/m3 (50 ppm) durante a semana com apenas 1 dia (44 feira) 

a 425 mg/m3 (100 ppm); 

- 215 mg/m3 (50 ppm) durante a semana com apenas 1 dia (S. feira) 

a 425 mg/m3 (100 ppm). 

A variabilidade observada na excreção urinária do ácido mandélico 

sugere não ocorrer acumulação significativa deste produto de 

biotransformação no decorrer da semana (Fig. 7) 59 • 

Para o ácido fenilglioxílico, o efeito da exposição a 425 mg/m3, em um 

doe dias da semana, parece persistir até o momento da pr6xima exposição. 

Um aumento de aproximadamente 15% em relação ao primeiro dia da 

semana é esperado. Entretanto, o estireno pode ser considerarado como um 

toxicante que não sofre apreciável acumulação no organismo H 180 187 242 . 
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- Representação gráfica da concentração urinária doa ácidos mandélico (A) e 
fenilglioxílico (B) durante uma semana de exposição constante a 215 
mg/m3 (50 ppm) e com 2 dias a 425 mg/m3 (100 ppm) 59 . 
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2.1.3. Toxicodinâmica 

A fase toxicodinâmica compreende a interação entre as moléculas do 

estireno e oe sítioe-alvo de açio 10 • A transformação química deaae 

toxicante em produtos hidrouolúveia nem sempre resulta numa diminuição 

da toxicidade, pois intermediárioe reativoe podem aer formadoe. A Fig. 8 

representa um esquema de 2 mecanismoe genéricoe da ação tóxica que 

envolvem a biotraneformaçio a intermediá.rioe capazes de (A) ligare~ 

covalentemente a macromoléculaa ou (B) gerarem espécies reativaa de 

oxigênio. Devido à intervenção doe mecanismos de defesa do organismo, a 

presença do intermediário reativo pode não resultar, necessariamente, em 

injúria tecidual to se 

Toxicante Destoxificação ( A ) 

Reações de 

bioativação 

[ 
Interme~ i ários ] 

reat1voe 

Toxicante 

[ 
Radical ] 

Intermediário 

Reações de 

b ioinativaçio 

Li g ação coval ente 
a macromoléculaa 

Efeito nocivo 

( B ) 

] 
DNA, proteínaa 

[ 
FApécies reat i vaa 

de oxigênio p O 1 iasacarídeoa Efeito nocivo l Lipídioa poli i noaturadoa 

Lipoperoxidação Efeito nocivo 

FIGURA 8 - Representação esquemática doa prováveis mecanismos de ação t6xica, A e 
B, envolvendo intermediárioe reativoe. Adaptada de Bua 18 
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Os mecamamoa da ação t6:xica do estireno têm sido alvo de poucoe 

estudos. Supõe-ee que exista um compoeto estruturalmente semelhante às 

catecolaminas, que poderia ser o ácido f enilglioxílico a.minado a f enilglicina, 

que compete com as a.minas biogênicas pela capacidade de armazenamento 

nas vesículas sinipticas. Mutti et al 183 realizaram um experimento com 

coelhos expoetoe a vapores de estireno e perceberam um decréscimo 

doee-dependente da quantidade de dopa.mina do sistema intra-hipotalâmico 

de neurônios dopaminérgicoe (sistema tuberoinfundibular), e um aumento de 

ácido homovanílico nesta mesma região anatômica do sistema nervoeo 

central. Husain et al 118, entretanto, encontraram valores eleva.doe de 

norepinefrina e aerotonina, atividade enzimitica reduzida de monoamino 

oxigenaae e nenhum efeito na concentração de dopa.mina, em experimento 

com ratoe aos quais foram administradas doses de estireno por via oral. 

Arfini et al 8 tentaram corroborar a hipótese da ação depletiva do 

estireno sobre a dopa.mina, que modula a secreção da prolactina. Estes 

autores observaram que apóe a lldminiatração do hormônio libera.dor da 

tireotropina (TRH), que estimula a secreção da prolactina, a concentração 

desta em soro de trabalhadoras expostas estava significativamente maior 

que a presente em soro de mulheres do grupo controle. lato sugere que a 

quantidade de dopamina estaria de fato diminuída, uma vez que o efeito da 

estimulação do TRH foi maia acentuado entre as mulheres do grupo das 

expoetaa. 

Mutti et al 182 procederam à determinação da concentração doe 

hormônios secretados pela pituitiria anterior: prolactina, de crescimento, 

estimulante da tireotropina (TSH), folículo estimulante (FSH) e luteini.zante 

(LH) em soro de trabalhadoras expoetaa e de não expostas. Verificaram que 

apenas os valores da prolactina estavam maia eleva.doe. Porém, é neceaário 
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um número maia expre111vo de trabalhoe para inferir que a elevação da 

quantidade de prolactina aérica poaaa estar relacionada a diatúrbioe do 

sistema neuroend6crino, causa.doe por um produto de biotransformaçã.o do 

toxicante (po11ivelmente uma feniletilamina) . 

A hepatotoxicidade do estireno tem sido evidenciada em estudo com 

roedores 52 140 175 178 111 195 224 225 226 281 . Alterações histológicas 

caracterizadas por degenerações parenqwmaia hidr6picaa, esteatoee e 

congestão, e uma elevação de atividade da alanina aminotranaferase 

(EC 2.6.1.2.) foram encontradas 176 225 • Um poeaível mecanismo de 

hepatoxicidade seria a ligação covalente do estireno, estireno glicol ou óxido 

de 7,8 estireno a proteínas, aupondo-ile que ocorram rearranjoe moleculares 

para formar 6xidoe de areno instáveis, 01 quais seriam 01 intermediárioe 

reativos p088ivelmente envolvidos 174 176 183 226 . Acredita-1e que o estireno 

seJa um indutor enzimático durante a biotranaformação de outroe 

xenobióticoa 177 195 224 e exerça ação depletiva sobre a quantidade de 

glutationa na forma reduzida 52 176 261 

Desgagne &: Belanger 52 obtiveram evidência experimental de variação 

circadiana na atividade enzimática da alanina aminotransferaae e 

lipoperoxidase da fração microeaômica hepática, além de variação na 

concentração de glutationa na forma reduzida, apóe injeção intraperitoneal 

de estireno, o que corrobora a hipótese da cronotoxicidade do estireno. 
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2.1.4. Alteraçõea biol6gicaa produsidaa pela expoeiçio ao estireno 

Alguns trabalhos versam sobre a escolha de parâmetroe biol6gicoe que 

poderiam expressar um efeito nocivo 1\08 hepat6citoe, decorrente da 

exposição crônica ao toxicante. Para a estimativa da intoxicação ainda na 

fase prodrômica têm sido propoetas aa determinações do ácido D-glicárico, 

6,8-hidr6xi-corticosteróides e 17-hidr6xi-corticosteróides, além da depuração 

da antipirina e a determinação dos ácidoe biliares séricos. Porém, são 

inespecíficoe, relativamente de baixa sensibilidade e há fatores que influem 

na interpretação dos resultados analíticos obtidos, como a expoaição 

simultânea a outros xenobióticos, ingestão de bebidas alcoólicas, hábito de 

fumar e a falta de valores normai.t de referência para estes parâmetroe 54 57 

63 89 111 143 234 

O aumento da atividade das seguintes enzunaa hepáticas : aspartato 

aminotransferase [EC 2.6.1.1], alanina aminotransferase [EC 2.6.1.2], 

À-g}utamiltranaferase [EC 2.3.2.2] e ornitina carbamoiltranaferase 

[EC 2.1.3.3], apóe a exposição ao toxicante, tem sido considerado um sinal 

para detectarem-se distúrbios hepáticoe crônicoe 14 57 63 100 ui 117 145 . 

Em várioe trabalhoe, o objetivo presente é o de estabelecer uma 

aaaociação causal, através de dados experimentais e de inferências 

estatísticas, entre a exposicão ocupacional ao estireno e danoe ao siatema 

nervoso central e periférico 48 47 48 84 101 109 134 138 137 181 198 208 209 218 

222. Eaaes estudos podem ser divididos em 3 categorias: (i) estudos 

experimentais controlados; (ii) estudoe experimentai• em campo e (iii) 

estudos epidemiol6gicos seccionais (transversais) e longitudinais ( de coortes) 

retrospectivoe ou prospectivos; e de caaoe-controle 45 77 87 92. 
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Em situações de exposição aguda, muitos solventes orgânicos, incluindo 

oe hidrocarbonetos aromáticos como o estireno, causam narcose e podem 

levar o indivíduo a óbito por parada respiratória ou cardíaca. São comuns a 

muitos solventes sinais, tais como conjuntivite, irritação da pele, nariz e 

garganta e oe sintomas, cansaço, redução da memória, dor de cabeça, 

tontura, parestesia nos dedos das mãos e doa pés e sensação de fraqueza 

noe braços e pernas 16 

Bateriaa de testes paicométricoa têm sido usadas durante as 

investigações doa efeitos nocivos no sistema nervoso. O uso destes testes 

tornou poeaível relacionar o comprometimento da performance 

comportamental doe indivíduos à inalação doa vapores do toxicante 6 . 46 92 

136 . A escolha do teste é dependente da hipótese a ser testada relativa ao 

transtorno biológico (Tab. IV) 6. 

TABELA IV - Sintomatologia e testes comumente utilizados para avaliar oe efeitos 
comportamentais produzi doe pela expoeição a solventes orgânicoe 8. 

Sintomatologia Testes psicométricoa 

sensorial 

cognitiva 

afetiva 

motora 

- parestesia, dimimúção 
da capacidade visual e auditiva 

..:. memória ( curta e a longo prazo) 
confusão e desorientação 

- nervoeiamo, irritabilidade, 
depressão, apatia e 
comportamento compulsivo 

- fraqueza nas mãos, 
incoordenação motora, 
fadiga e tremores 

exame neurológico, oftalmológico e 
da capacidade auditiva 

escala de memória de W echsler 
escala de inteligência adulta de 
W echaler (W AIS) 

teste de Roracharch 
teste de vigilância de Bourdon-Wierama 
teste de sut>atituição dígito-símbolo 
teste finger tappíng 

exame neurológico 
teste de destreza manual de Sant I Ana 
teste de Mira 
teate do tempo de reação simples 
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No estudo experimental clássico de Stewart 211 sobre sinais e sintomas 

da intoxicação, diferentes grupos de voluntários estiveram expoetoe a 50, 

100, 200 ou 375 ppm de estireno durante 1, 2 ou 7 horas, em câmara t! 

especial. Nenhum doe indivíduos expostos a 50 ppm durante 1 hora, 100 

ppm por 2 e 7 horas ou a 200 ppm por 1 hora relatou sintomas. Os 

resultados do teste de destreza manual e de coordenação motora não 

diferiram doe valores anteriores à exposição. Entretanto, em exposição a 

375 ppm por 50 minutos, os resultados do teste de coordenação estavam 

10% abaixo doe valores esperados e a maioria doe indivíduos pareceu ter 

sintomas relaciona.doe a distúrbios neuropsicológicos. 

Os resultados de estudos experimentais de campo sugerem a ocorrência 

de distúrbios neuropsicológicos após a exposição crônica. F.ates foram 

evidenciados pela baixa acuidade visual e performance psicomotora de 

trabalhadores, associados à excreção urinária média de 1,8 g/L de ácido 

mandélico 13G 137 

Especulou-se também sobre anormalidades no padrão rítmico do 

eletrencefalograma correlacionadas tanto à excreção média de O, 7 g/L de 

ácido mandélico 208 209 quanto à exposição no intervalo de 5 a 175 ppm de 

estireno 196 • 

Triebig et al 220 realizaram um estudo prospectivo para investigar se a 

exposição a longo prazo ao toxicante estaria associada a distúrbios 

funcionais no sistema nervoso periférico. A frequência de episódios de 

hipestesia distal entre oe trabalhadores variou de 4% a 9% 134• Não foi 

encontrada diferença nos valores da velocidade de condução nervosa doe 

nervos tibiais posteriores (mediano, ulnar e o peroneal) de indivíduos 

expoetoe a · maia de 50 ppm de estireno, em relação aoa do grupo 

. . 
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controle 198 

Os resultadoe de exames oftalmológicoe de 300 trabalhadores expostos a 

pelo menoe 8 anoe ao estireno a concentrações de 50 a 100 ppm não 

revelaram nenhum sinal de neurite óptica 145, embora um caso de neurite 

retrobulbar em operário envolvido com a produção de barcos de plástico 

reforça.do tenha sido descrito por Mosconi et al 159. O limiar auditivo a 

altas frequências também parece ser afetado pela expoeição a concentrações 

inferiores a 35 até 164 ppm 180 

Em estudo transversal sobre a prevalência de efeitos nocivoe no sistema 

hematopoiético, em indústria de produção da borracha de 

estireno-butadieno, foram encontrados níveis ligeiramente menores de 

eritrócitoa circulantes, hemoglobina, plaquetas e neutrófilos 44 . Porém, 

outros autores não encontraram correlação entre a duração da expoeição e a 

concentração de hemoglobina, número de leucócitoe e de plaquetas, quando 

comparadas a um grupo controle 145 146 21g. 

Há relativamente poucoe estudoe sobre os efeitoe nocivos do estireno no 

sistema respiratório. Os resultados de alguns trabalhoe sugerem que a 

exposição ao toxicante, a concentrações superiores a 50 ppm, poaaa causar 

irritação ao trato respiratório e obstrução das vias aéreas 49 53 123 158 . 

Estudos sobre oe diatúrbioe da função renal aaaociadoe à expoeição ao 

estireno também são poucos. Algumas determinações bioquímicas têm sido 

empregadas na tentativa de detectar-se uma manifestação subclínica de 

injúria renal 88 235 • Nesses estudoe foram determinadu as concentrações 

urinárias de proteínas totais, albumina, Prmicroglobulina, proteína ligada 

ao retino}, glicoee, lactato desidrogenase [EC 1.1.1.27], li.aozima [EC 
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3.2.1.17] e de ,8--glicuronidase [EC 3.2.1.31], não se obtendo, todavia, 

evidência da conelação entre a expoeição e estes parâmetroe biológicoe 

relacionadoe à integridade morfológica e funcional doe gloméruloe ou doe 

túbulos. 

V árioe são oa trabalhos sobre oe danos ao material genético produzidoe 

pelo estireno e óxido de estireno, em sistemas experimentais. As 

investigações frequentemente são realizadas com SalmoneUa typhimurium e 

Schizo&accharomyce& pombe, ambas in vivo e in vitro; e com células de 

camundongoe e hamsters in vitro ( ho&~mediated a&&ay) 21 144 151 167 175 186 

237 . Os estudoe in vitro têm sido desenvolvidoe na presença de um sistema 

de ativação metabólica obtido da fração micr088ômica do homogenato de 

fígado de camundongo. 

O óxido de estireno é um mutagênico ativo, independentemente do 

sistema genético considerado, ao contrário do estireno que necessita de 

ativação metabólica 144 167 223 237, Quanto à mutagenicidade, Dolara 

et al 55 não observaram nenhum aumento na atividade do estireno, presente 

em urina de trabalhadores expostos, sobre cepas de Salmonella typhimurium. 

Em estudo com cultura de células, a morfologia doe crom088omas 

durante a metáfase foi fortemente afetada pelo tratamento das células de 

Allium cepa L. com o 6xido de estireno 138. Outroe autores observaram, 

peloe dadoe laboratoriaia obtidoe da cultura de linf6citoa do sangue 

periférico de trabalhadores da indústria de plástico reforçado, uma 

incidência significativa de anomalias crom088ômicaa, principalmente quebras 

56 14 155 2111 . Hogatedt et al 116 e Norderson & Beeckman 1H corroboraram 

a hipótese que ocorra um aumento de micronúdeoe em linf6citoe e células 

com aneuploidia, porém não observaram um aumento de anomalias 
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cromossômicas estruturais. Em estudoe mal.8 recentes, obaerva-ee que a 

relação entre a exposição e os ef eitoe nos cromo88omas ainda não está 

totalmente esclarecida. F.eta impo88i bilidade de caracterizar a aaaociação 

causal provavelmente dependa da baixa precisão das técnicas analíticas 

utilizadas ou do próprio parâmetro biológico pesquisado 105 122 149 

Suapeita-ee que mulheres ocupacionalmente expostas ao estireno levem 

a termo um menor número de gestações, po88ivelmente devido a abortos 

clinicamente espontâneos mais frequentes uo 135 

Em investigações epidemiólogicaa sobre os caaoa de óbito entre 

indivíduos ocupacionalmente expoetoe a pelo menos 5 anos ao estireno, 

alguns autores vislumbraram que o número de mortes por câncer ou outras 

causas não foi maior que o esperado quando comparado a um grupo de 

referência 90 154 164 173 

Para testar a hipótese que caaoe de leucemia e de linfomaa pudessem 

estar aaaociadoe à exposição ao estireno, outros autores procederam a 

estudos retroapectivoe de coorte. O número de mortes por linfomaa e 

leucemia foi significativamente maior no grupo doa expostos que no grupo 

de referência pareado. Estes achados não excluem a poaaibilidade do 

estireno ser um carcinógeno humano, porém não corrobora a hip6tese de 

que o xenobiótico seja efetivamente o fator etiológico, pois em muitoe 

procesaoe industriais ocorre a exposição concomitante ao benzeno e a outroe 

xenobi6ticoa 50 115 153 172 
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2.2. Aspecto analítico 

Uma estimativa da dose interna, na exposição ocupacional ao estireno, é 

possível pela quantificação doe ácidos mandélico e fenilglioxílico em amostras de 

urina pelas técnicas colorimétrica 171 , iaotacoforética 215 , fluorimétrica 43, 

cromatográficas em camada delgada 25 , em fase gasosa 20 35 40 73 85 98 212 228 233 

e em fase líquida de alto desempenho, 91 168 l69 110 185 . Há outros métodos 

analíticos que por serem publicados em países do Leste Europeu, Escandinávia e 

Japão em seu idioma de origem, tornam• e de difícil acesso. 

Em 1970, Ohtsuji & lkeda 171 descreveram a reação quantitativa doa ácidoa 

mandélico e fenilgliox:Hico com o agente cromogênico composto por ácido sulfúrico 

concentrado/formalina 100:1 (v/v) e leitura das absorvâncias a 450 nm e a 

350 nm, respectivamente. 

Em a.nos seguintes, Engstrom & Ranta.nen (1974) 73 e Chakrabarti (1979) 43 

observaram que compostos fenólicoe de origem endógena presentes na urina, como 

colesterol e oe ácidos fenilacético, vanílico e ferrúlico, entre outros, também 

reagiam com esse agente cromogênico, produzindo um intervalo de concentrações de 

0,022 a 0,698 g/L em urina de indivíduos não expostos ocupacionalmente ao 

estireno. 

A iaotacoforese é uma técnica de separação baseada na mobilidade elétrica das 

substâncias em um sistema eletrolítico, e com posterior leitura das bandas em 

denaitômetro a 254 nm. Necessita de uma fonte que proporcione alta diferença de 

potencial (5 a 20 Kv) para a migração diferencial doa componentes da amostra 215. 

Slob (1973) 212 usou a técnica cromatográfica em papel para a separação do 

ácido mandélico em amostras de urma, com o siatema-11olvente composto por 
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n-butanol saturado com amônia e revelação com cloreto férrico. 

Chakrabarti {1979) 43 procedeu à separação do ácido mandélico por 

cromatografia em camada delgada, com o desenvolvimento em sistema• olvente 

composto por n-butanol/etanol/a.mônia/água 4:1:1:1 (v/v) e identificação do ácido 

mandélico sob luz ultravioleta a 254 nm. A quantificação foi realizada pela leitura 

da intensidade de fluorescência {excitação a 395 nm e emissão a 480 nm). 

Segundo Bieniek et ai {1982) 25 a. separação doa ácidos de interesse é 

satisfatória pela cromatografia em camada delgada com o desenvolvimento em 

n-butanol/clorofórmio/ácido acético/água 5:2:1:4 (v/v) e a revelação com solução 

de p-dimetil-amino benzaldeído (reagente de Ehrlich) a 4% em ácido acético. 

Embora os ácidos carboxi1icos possam ser analisados diretamente por 

cromatografia em fase gasosa, prefere-se a determinação de seus deriva.doa, menos 

polares e mais voláteis. Isto se deve principalmente aos problemas relacionados à 

adsorção pelos grupos silanol do suporte, estabilidade térmica e temperatura de 

trabalho. 

A derivação química 
, . 

necessar1a doe ácidos mandélico ( a-hidroxiácido) e 

fenilglioxílico ( a-cetoácido) é conseguida através da esterificação com diazometano 

20 35 85 233 ou 3-metil-p-toliltriazeno 40 e da formação de éterea trimetilsilícicoe 73 

98 212 228 248 com agentes ailanizantea. A presença do grupo carbonílico, além da 

fot088ensibilidade 1 dificulta a quantificação de a-cetoácidoe. 

V erificou• e experimentalmente que o ácido f enilglio:xílico encontra• e na forma 

tautomérica e que quantidades exceaaivas de diazometano ou agentes ailanizantes 

favorecem a formação de vários produtos intermediários 98 • Como consequência 

dease fato, a relação entre as concentrações do ácido com oe correspondentes picoe 
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do cromatograma não é linear. Para minimiz1't' esse problema, Guillemin & Bauer 

98 propuseram a prévia redução do ácido fenilglioxílico a mandélico com zinco em 

pó, em meio fortemente ácido, a.o abrigo da luz e poeterior quantificação do ácido 

mandélico total. 

De fundamental importância aos métodoe cromatográficos em fase gasoea é a 

escolha da coluna, sendo comumente utilizadas as empacotadas com fase 

estacionária apolar ou pouco polar, tais como OV-1, OV-17 ou SE-30, 

temperatura da coluna de 130• a 200• C e detector por ionização em chama 20 35 

40 73 85 98 212 228 233 

Mais recentemente, obeerva~e uma tendência ao desenvolvimento de métodos 

analíticoe que contenham a técnica cromatográfica em fase líquida de alto 

desempenho. Foram encontrados na. literatura científica métodoe cromatográficos de 

partição (líquiderlíquido) de fa.,e rever.,a (fase estacionária lipofílica e fase móvel 

a.quosa)168 169 185 e de fa.,e rever.sa de par iônico (fase estacionária lipofilica e a 

adição de um counte~ion à fase móvel aquosa) 9t 170, para a quantificação sem 

derivação química. doe ácidoe de interesse. 

As colunas cromatográficas são compoetas por cadeias lineares de 

hidrocarbonetos de 8 ou 18 carbonoe, covalentemente ligadoe à superfície do 

suporte via pontes de siloxano, que conferem um caráter hidrofóbico à superfície da 

sílica (colunas bonded pha.,e): LiChrosorb RP-8, Nucleoeil 5C-18 ou ODS-Sil X 91 

168 185 

Oe eluentes são de alta tranamitância, baixa viscoeidade e de pH acima de 2,0 

para que seja evitado o ataque àa ligações silíciercarbono da fase etacionária. 

Constituem as fasee móveis: água/acetonitrila/ácido acético 95:5:0,02 (v/v) 168 185; 

solução de KH2PO4 (pH = 2,5)/acetonitrila 90:10 (v/v) 168; tampão foafato abdico 
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0,02M (pH = 8,2) a 0,0lM em cloreto de tetrabutilamônio/acetonitrila 90:10 

(v/v) 91 e solução de KH2PO4 20 mM (pH = 3,3), contendo decanoesulfonato de 

sódio 3 mM/acetonitrila 85:15 (v/v) 170 , todas usadas no modo isocrático de 

eluição. 

Entre os detectores existentes na cromatografia em fase líquida de alto 

desempenho, o de escolha é o espectrofotométrico com lâmpada de emissão na 

região do ultravioleta, cujo sinal elétrico é proporcional à concentração doa solutos 

no eluente 91 u,a u,9 110 1H 

O procedimento de extração comumente presente nesses métodos realiza-ee em 

meio ácido (pH ao redor de 2,0), o que facilita a migração doe ácidos de interesse 

para o solvente orgânico, uma vez que geralmente esses encontram-ee na forma 

protônica 25 35 40 43 73 85 98 168 111 185 212 215 228 233 248 • Acredita-ee que a adição 

de sais às amostras de urina, como (NH 4)2SO 4 ou preferencialmente um sal neutro 

como N aCl, favoreça a partição dos ácidos para o solvente orgânico devido ao 

aumento da força iônica do meio aquoso, e consequente diminuição da solubilidade 

neste, fenômeno conhecido como Jtllting out 43 73 85 98 215 228 . 

Os solventes extratores utilizados com maia frequência são o éter etílico 35 43 

73 215 233 248; acetato de etila 40 85 98 212 228 ; éter etílico/metanol 9:1 (v/v) l68 e 

cloreto de n-butila/isopropanol 9: 1 ( v /v) l85 

Oa reagentes encontra.doa como padrão interno da técnica de extração, nos 

métodos cromatográficos em fase gasosa e em fase líquida de alto desempenho, são 

os ácidos heptadecanóico 35 228, mirístico 40, o-metilhipúrico 168, fenilacético 91 , 

4-hidróxi-benzóico 185, a-fenilático 248 e fluoreno 85 • 
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" 
-3 . OBJETIVO E PLANO DE TRABALHO 

A monitorização biológica da exposição ocupacional ao estireno proporciona uma 

avaliação da do$e interna deste toxicante. O acompanhamento periódico e sistemático da 

concentração do ácido mandélico urinário ao longo do tempo é uma estratégia de 

inegável valia, pois uma expoaição excessiva pode ser detectada antes que ocorram 

alterações biológicas significativas à saúde do trabalhador. 

Não foi encontrado em nosso meio, qualquer trabalho que apresentasse um método . 

analítico para a determinação do ácido mandélico em urina de trabalhadores expostos ao 

estireno; e que fornecesse resultados de boa precisão e exatidão mesmo próximoe ao 

limite de quantificação. Então, considerou-se oportuna a padronização de método 

analítico que pudesse ser aplicado durante a monitorização biológica da exposição 

ocupacional a este toxicante, idealizando-se para atingir tal objetivo, o seguinte plano 

de trabalho: 

- proceder à busca rrunuc1osa, em publicações científicas, de um método que 

apresente uma técnica analítica simples e específica, e que forneça resultados 

precisos e exatoe; 

- uma vez selecionada a técnica analítica, padronizar oe procedimentoa de extração 

e quantificação do método; 

- aplicar o método analítico padronizado para a determinação de ácido mandélico 

em urina de trabalhadores expostos e não expoetoe ao estireno; 

- proceder à análise estatística doe resultados obtidos com a aplicação do método 

analítico padronizado. 
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4. MATERlAL E MÉTODO 

4.1. Local de trabalho e população estudada 

Os trabalhadores envolvidos na. monitorização biológica planejada neste 

trabalho eram de uma indústria de produção do monômero de estireno. Foi 

realizada a coleta de urina de um grupo de 10 trabalhadores não expostos ao 

estireno pertencentes à Divisão de Saúde Ocupacional, que relataram não terem 

tido qualquer contato com este toxicante (Grupo Controle). Paralelamente, 

procedeu-se à colheita de amostras de urina de 8 trabalhadores lota.doa pela 

indústria na á.rea de fabricação do monômero de estireno (Grupo Exposto). 

As Taba. V e VI mostram algumas informações sobre as duas populações 

estudadas, obtidas pela aplicação de questionário com oa quesitos: 

- dados antropométricoa; 

- local de trabalho e tipo de operação; 

- tempo de trabalho na á.rea; 

- doenças pré-existentes ou queixas recentes em relação ao esta.do de saúde; 

- medicamentos ingeridos nos 15 dias que precederam a aplicação do 

questioná.rio; 

- há.bito de ingerir bebidas alcoólicas e frequência; 

- uso de equipamentos de proteção individual (EPis). 
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1 TABELA V - Domicílio, uso de medicamentos e bebidas alcoólicas ( etanol) de 

trabalhadores do Grupo Controle de uma indústria de produção do 
monômero de estireno. 

Trabalhador Idade Município · Uso de Consumo 
(anos) de residência medicamentos de etanol 

1. A .C.P.S. 36 Rio de Janeiro haloperidol e biperideno não bebe 
2. O .P.L. 42 bebe 2 ou 3x/sem. 
3. M.D. 35 bebe raramente 
4. A.M.S. 37 Duque de Caxias f emproporex não bebe 
5. A.C .M. 47 Rio de Janeiro bebe 2 ou 3x/sem 
6. G.L.C. 30 diazepan bebe 1 ou 2x/mês 
7. J.C.T. 36 Campo Grande bebe 2 ou 3x/sem 
8. L.R.F. 33 Rio de Janeiro bebe· 1 ou 2x/mês 
9. J .E.O. 46 bebe raramente 
10. J .B.O. 37 Petropólis biperideno não bebe 

TABELA VI - Domicílio, uso de medicamentos e bebidas alcoólicas (etanol) de 
trabalhadores do Grupo Exposto de uma indústria. 

Trabalhador Idade Município 
(anos) de residência 

1. J .D.G.L. 42 Rio de Janeiro 

2. D.A .B.J. 42 

3. J .L.G.H. 31 

4. E.M.M. 43 

5. J.B.W. 28 Petrópolis 

Uso de 
medicamentos 

vitaminas A, Be e C 

6. G.G. 39 Duque de Caxias clorpropamida 

7. A.G. 30 

8. A.C.M.S. 26 

Rio de Janeiro 

Niterói 

Consumo 
de etanol 

bebe raramente 

bebe 1 ou 2x/mês 

bebe 2 ou 3x/sem 

bebe raramente 

bebe 2 ou 3x/sem 

não bebe 

não bebe 

bebe raramente 

Para o Grupo Controle, a colheita das amostras de urina foi realizada antes e 

após a jornada de trabalho de 8 horas, no vestiário, em frascoe de polietileno 

limpos e secos, em uma única vez. Para o Grupo Exposto, a coleta de urina foi 

realizada antes e apóe três jornadas consecutivas de 6 horas. 
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AJJ amostras foram mantidas em geladeira, sem a adição de conservantes, até o 

momento da remeaaa para São Paulo, ao término do experimento. Foram 

transportadas em caixa de l8opor com gelos seco e comum, mantendo-ee a 

temperatura em seu interior próxima a 4 • C. 

A densidade e a concentração de creatinina urinárias foram determinadas 

dentro de 2 a 4 dias úteis apóe a colheita, respectivamente, com o refratômetro 

Uricon (Atago 
1

) e em Auto Analyzer II Technicon •, através da reação de Jaffé 

com picrato alcalino, no Laboratório de Bioquímica Clínica do Hospital 

U niversitá.rio. Após as determinações da densidade e da creatinina, as amostras 

foram mantidas em freezer durante um mês até o momento da análise 

cromatográfica. 

Foi também realizada uma estimativa da exposição, através da utilização de 

amoetradores por difusão passiva para solventes orgânicos OV-3500 da 3M
1

, 

colocados na zona respiratória doe trabalhadores. A estratégia foi a seguinte: 

- um amoetrador colocado em trabalhador do Grupo Controle, durante 1 

jornada de trabalho; 

- 2 amoetradores para cada jornada de trabalho colocados em 2 trabalhadores 

do Grupo Exposto, um em cada, durante 3 jornadas consecutivas. 

Foi realizado também um controle positivo forçado com a colocação de um 

amoetrador próximo. à tampa aberta de um caminhão-tanque, durante 2 operações 

de carregamento de estireno. 

Ap6s a coleta, oe amostradores foram fechados e conservados sob refrigeração a 

4 • C até serem enviados em caixa de isopor, contendo gelo seco, para o Laborat6rio 

Toxik6n em São Paulo, onde foram analisados. 
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4.2. Padronisaçio du técnicas de extração e quantificação do ácido mandélico em urina 

4.2.1. Material 

4.2.1.1. Reagentea e aolventea 

Os reagentes e solventes utilizados foram de grau de pureza 

para análise: 

- ácido mandélico racêmico (Fluka 
1

); 

- ácido o-metilhipúrico (J.T.Baker 
1

); 

- solução de ácido clorídrico 6N (Merck 
1

); 

- éter etílico (Merck 
1

); 

• - metanol (Merck ); 

- metanol LiChroeolv 
1 

(Merck 
1

); 

- solução de dihidrogenofoafato de potá.asio (KH2PO4) a 5mM 

e ácido f oef6rico 85% (Merck 
1

); 

- acetonitrila LiChroaolv 
1 

(Merck 
1

). 

4.2.1.2. Soluç~padrio 

A partir de alíquotas de uma solução metan6lica de ácido 

mandélico de concentração 6250 mg/L, transferidas para balõea 

volumétricoe posteriormente completadoe com metanol, foram 

preparadas as soluçõea-padrio de concentrações 2,5; 12,5; 25; 125; 

250 e 625 mg/L. A partir de alíquotas de uma solução aquoea de 

ácido mandélico de concentração 50 g/L, transferidas para balões 

volumétricoe posteriormente completadoe com água destilada ou 

urina, foram preparadas as soluções-padrão de. concentrações 
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0,010; 0,050; O, 10; 0,50; 1,0 e 2,5 g/L. 

Foi preparada uma solução aquosa de ácido o-metilhipúrico 

de concentração 1,5 · g/L (padrão interno). As soluçõee-padrão 

aquosas e metanólicas de ácido mandélico, e a aquosa de 

o-metilhipúrico são está veia por várioe meses a 4 • C e em frasco 

âmbar. 

4.2.1.3. Aparelhos e acessórioe 

- balança analítica (E.Mettler 
1

); 

- potenciômetro digital modelo 601 (Orion 
1

); 

- agitador mecânico tipo vortu (Leucotron 
1

); 

- suporte para filtração a vácuo; 

- membranas hidrofílicas com poros de 0,22 µm de diâmetro 

interno (tipo GVWP, Millipore 
1

); 

- microsseringa de 100 ~ (Hamilton 
1

); 

- cromatógrafo de fase líquida de alto desempenho modelo 

CG 480 (Instrumentos Científicos CG Ltda) equipado com: 

. válvula injetora de 20 ~; .. 

coluna de aço inoxidável µBondaPak • C1s (W aters 
1

), de 

3,9 mm de diâmetro interno e 300 mm de comprimento, 

composta por partículas irregulares de sílica (µPorasil de 

10 µm) covalentemente ligadas em 10% da superficie 

total à fase estacionária hidrofóbica de octadecilsilano; 

coluna de proteção da CG
1 

de 4,0 mm de diâmetro 

interno e 40 mm de comprimento, composta por material 

similar ao da coluna; 

. forno da CG
1 

com ajuste de temperatura para a coluna e 

coluna de proteção; 

·, . 
' I 
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detector espectrofotométrico modelo CG 435 B com 

lâmpada de deutério de emissão na região do ultravioleta 

(195 a 350 nm), caminho ótico de 10 mm e volume da 

célula de 8 µL; 

. integra.dor e proceuador de cromatogramaa modelo 

CG 300, de faixa dinâmica linear de • 1 µV a 1 V e com 

saída de 0,8 V /UAFS; 

programas aplicativocs para o tratamento estatístico doe 

resultados, MicroStat 
I 

e StatGraphics 
1

. 

4.2.1.4. Amoatru de urina para a padronisaçio do método analítico 

Foram preparados vários poou de amostras de unna obtidas 

de alunos, estagiáriocs e funcionários que exercem atividades nos 

laboratórioe do Departamento de Análises Clínicas e 

Toxicológicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas. Foram 

colhidas e homogeneizada, em cada um dos diaa da execução da 

técnica de extração. 

-
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4.2.2. Método 

4.2.2.1. Otimização do sistema cromatográfico para a •eparação do ácido 

mandélico e do padrão interno 

Foi utilizada a fase móvel composta pela solução de 

dihidrogenofosfato de potássio a 5 mM de pH = 3,0/acetonitrila 

90:10 (v/v). A fase móvel foi previamente filtrada através de 

membrana hidrofílica Millipore 
I 

e desgasada pelo ultra-11om 

durante 20 minutos, antes do uso. O pH da solução de 

dihidrogenofosfato de potássio 5 mM foi ajustado com a adição 

de gotas de ácido foafórico 85% e a água utilizada na sua 

preparação foi purificada através do sistema Milli-Q (Millipore 
1

), 

cedida pelo Instituto de Química. F.stabeleceu-11e para o uso do 

cromatógrafo: 

- vazão da fase móvel 

- pressão resultante 

- temperatura 

- comprimento de onda 

- atenuação 

- fundo de escala 

- velocidade do papel 

= 1,5 mL/min; 

= 1030 pai (lb/pol2); 

= ao·c; 
= 225 nm; 

= 0,16 UAFS; 

= 128 mV; 

= 2 mm/min. 

4.2.2.2. Preparo da curva de calibração do ácido mandélico 

Ap6e a preparação das soluções-padrão de ácido mandélico 

em água e em urina, nas concentrações de 0,010; 0,050; 0,10; 

0,50; 1,0 e 2,5 g/L (descrita em 4.2.1.2.), submeteu-ee o volume 

de 1,0 mL deaaaa soluções ' 88 técnicas de extração e 

quantificação, de acordo com o descrito em 4.2.2.3., em 
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triplica.ta, juntamente com um branco de reagentu analiaado de 

modo idêntico, também em triplica.ta. 

4.2.2.3. Procedimento analítico para a determinação do ácido mandélico 

urinário por cromatografia em faae líquida de alto desempenho 

- em um tubo de ensaio de 15 mL, com tampa de Teflon •, 

adicionar 1,0 mL de urina, 0,5 mL da solução de ácido 

o-metilhipúrico 1,5 g/L e 0,2 mL da solução de HCl 6N; 

- a segwr, proceder à extração com 4,0 mL da miatura extra.tora 

éter etílico/metanol 9:1 (v/v), agitando o tubo durante 10 

minutoa no vortu e com poeterior centrifugação a 3000 rpm por 

5 minutoa ( se necessário); 

- transferir 0,5 mL da camada orgânica para um béquer afunilado 

de 5,0 mL e levar à secura, em banho de água a ao•c; 

- ao resíduo obtido, adicionar 0,5 mL de metanol LiChroeolv •, no 

momento da injeção; 

- transferir 100 µL do extrato metanólico, com uma microsaeringa, 

para a válvula injetora do cromatógrafo de fase líquida de alto 

desempenho de detecção a 225 nm. O fluxograma do 

procedimento é moatrado na Fig. 9. 

Nota : Oa béqueres afunila.doe de 5,0 mL foram previamente silanizados com solução de 
dicloro-<iimetilsilano a 10% em tolueno anidro (imersão por 60 minutos) e metanol 
anidro (por 15 minutoe). Apóe o uao, ficaram imersoe em etanol comercial durante 
18h antes da lavagem com detergente neutro. 
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1,0 mL de URINA 

+ 0,5 mL de ácido o-metilhipúrico 1,5 g/L 
+ 0,2 mL de HCl 6N 
+ _4,0 mL de éter etllico/metanol 9:1 (v/v) 
agitar no vortez por 10 min 
centrifugar a 3000 rpm por 5 min 

FASE ORGÂNICA 

0,5 mL do EXTRATO ETÉREO 

levar à secura em banho .de água a ao•c 

RESÍDUO 

retomar o resíduo com 0,5 mL de metanol 

LiChrosolv • 

EXTRATO METANÓLICO 

transferir 100 µL para a válvula injetora 

COLUNA CROMATOGRÁFICA 

KH2P04 SmM (pH=3,0)/acetonitrila 90:10 

DETECTOR ESPECTROFOTOMÉTRICO 

comprimento de onda em 225 nm 

FIGURA 9 - Fluxograma do procedimento analítico para a determinação do ácido 

ma.ndélico urinário por cromatografia em fase líquida de alto desempenho. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Padronização das técnicas de extração e quantificação do ácido mandélico em urina 

5.1.1. Curva de calibração do ácido mandélico 

Na Fig. 10 estão representadas 88 curvas de calibração em água 

destila.da e em urina do pool. Os pontoe asainala.dos representam os valores 

de sinal analítico por concentração obtidos em determinado ensaio. 

N 88 Figa. 11, 12 e 13, podem ser respectivamente visualizados oe 

cromatogramas relativos ao branco de urina, à concentração de 0,010 g/L 

da solução-padrão em água, e à concentração de 0,010 g/L da solução 

padrão em urina do pool. 

Considerou-se a concentração de 0,004 g/L do ácido mandélico como o 

limite de detecção do método analítico; e a de 0,006 g/L como o limite de 

quantificação do método analítico. 
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FIGURA 10 - Curvas de calibração do ácido mandélico determinado por cromatografia em 

fase líquida de alto desempenho, em água e em urina: 0,010; 0,050; 0,10; 

0,50; 1,0 e 2,5 g/L. AM .:.. ácido mandélico e PI = padrão interno. 
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FIGURA 11 - Cromatograma obtido da curva de calibração do Acido mandélico, em urina. 

A = Acido mandélico ( branco de urina); B = Acido hipúrico e C = icido 

o-metilhipúrico 1,5 g/L. 

• Coluna = µBondaPak 011 (300 • 3,9 mm e 10 ,m) 
F•e móvel = KH2P04 5 mM (pH = 3,0) / CHaCN 90:10 
Comprimento de onda = 225 nm 

Atenuação = 0,16 UAFS 

1 
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FIGURA 12 - Cromatograma obtido da curva de calibração do ácido mandélico, em água. 

A = ácido mandélico 0,010 g/L e B = ácido o-metilhipúrico 1,5 g/L . 

• Coluna = µBondaPak C11 ( 300 x 3,9 mm e de 10 #,Ul) 
Faae m6vel = KH2PO, 5 mM (pH = 3,0) / CHaCN 00:10 
Comprimento de onda = 225 mn 

Atenuação = 0,16 UAFS 
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FIGURA 13 - Cromatograma obtido da curva de calibração do ácido mandélico, em urina. 

A = ácido mandélico 0,010 g/L; B = ácido hipúrico e C = ácido 

o-metilhipúrico 1,5 g/L. 

• Coluna = µBondaPak 011 (300 x 3,9 mm e 10 Jm) 
Fue móvel = KH2PO, 5 mM (pH = 3,0) / CHaCN 90:10 

Comprimento de onda = 225 nm 
Atenuação = 0,16 UAFS 
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5.1.2. F.e\udo da recuperação 

Para o estudo da recuperação da técnica de extração, aoe resíduos 

obtidos du alíquotas do pool aubmetidu ao procedimento analítico, foi 

adicionado o volume de 0,5 mL du aoluçõee metan6licu de ácido 

mandélico nu concentrações de 2,5; 12,5; 25; 125; 250 e 625 mg/L, 

correspondentes à.a de valores 0,010; 0,050; 0,10; 0,50; 1,0 e 2,5 g/L. 

A recuperação da técnica de extração foi determinada através da 

(,, relação algébrica entre oa dadoa experimentais obtidos com u curvas de 

calibração du aoluçõea-padrão submetidas à técnica de extração e du 

soluções-padrão metan6licaa adicionadas aoe resíduos. 01 valores 

encontrados da recuperação estão na Tab. VII. 

TABELA VII - Valores da recuperação do ácido mandélico urinário determinado por 
cromatografia em fase líquida de alto desempenho. 

Concentração Cone. média Recuperação 
de ácido mandélico encontrada 
(g/L) (g/L) ( % ) 

· 0,010 0,0106 106 

0,050 0,0460 92,0 

0,10 0,0954 95,4 

0,50 0,4981 99,6 

1,0 0,9938 99,4 

2,5 2,4680 98,7 

1 
t 

j 
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5.1.3. F.etudo da precisão 

Para o estudo da precisão doa resultados analíticos, procedeu-fie a sete 

ensaios consecutivos com soluções-padrão de ácido mandélico em urina do 

pool nas concentrações de 0,050; 1,0 e 2,5 g/L, em hexaplicata, juntamente 

com um branco de urina, analisado de modo idêntico. 

A precisão doe resulta.doe analíticoe pôde ser estimada através doe 

coeficientes de variação intra~nsaio (CVintra) e interenaaio (CVinter), 

operando independentemente (Tab. VIII). O CVintra foi obtido de 

hexaplicatas de um mesmo ensaio e o CV inter com aa médias desaaa 

hexaplicatas obtidas a partir de 7 ensaios realizados. 

' f 

'1 

TABELA VIII - Precisão doe resulta.doe analíticoe obtidoe da determinação do ácido ·, 
mandélico urinário por cromatografia em fase líquida de alto 
desempenho. 

Concentração Coeficiente Coeficiente 
de ácido de variação de variação 
mandélico intr~nsaio• interensaiot 
(g/L) ( % ) ( % ) 

0,050 1,5 2,2 

1,0 0,9 1,2 

2,5 1,2 1,4 

• hexaplicataa para cada ponto da curva de c~bração. . . 
t hexaplicataa para cada ponto da curva de calibração durante 7 ena&1oe conaecut1voe. 

\ 

' , 
1 

• 
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5.2. Aplicação do método analítico em unna de trabalbadorea de uma indústria de 

produção do monômero de eatireno 

5.2.1. Determinação da densidade e creatinina urináriu 

Oa valorea da densidade e creatinina du amoatraa do Grupo Controle e 

do Grupo Exposto ( antes e apóe a jornada de trabalho) são mostrados nas 

Tabe. IX e X para o primeiro Grupo, XI e XII pa.ra o segundo, 

respectivamente. Para a correção pela densidade foi usada a expressão: 

V _ V 11 O 24 - 1 onde 
1' - o X 

D - 1 

V 1' = valor em g/L corrigido pela densidade de 1,024 

V O = valor obtido em g/L do ácido mandélico 

D = valor da densidade da amoatra 

G 

1, ·, 
'' 
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TABELA IX - Valores da demidade em urina de trabalhadores do Grupo Controle, 
obtidoe antes e apóe a jornada de trabalho. 

Trabalhador Antes Depois 

1. A.C.P.S 1,022 1,020 
2. 0.L.P. 1,020 1,020 

3. M.D. 1,021 1,026 

4. A.M.S. 1,020 1,025 

5. A.C.M. 1,029 1,027 

6. G .L.C. 1,017 1,020 

7. J.C.T. 1,015 1,023 

8. L.R.F. 1,025 1,025 

9. J.E.0. 1,025 1,023 

10. J.B.O. 1,015 1,022 

média 1,021 1,023 

Média total = 1,022. 
Erro-padrão = 0,002. 

TABELA X - Valores da creatinina em urina de trabalhadores do Grupo Controle, 
obtidoe antes e apóe a jornada de trabalho. 

Trabalhador 

1. A.C.P.S 

2. 0.L.P. 

3. M.D. 

4. A.M.S. 

5. A.C.M. 
6. G .L.C. 

7. J.C.T. 

8. L.R.F. 
9. J.E.O. 

10. J.B.O. 

média 

M&lia total = 1,67 g/L. 
Erro-padrão • 0,18. 

Antes 
(g/L) 

2,20 
1,72 
1,69 
1,60 
2,40 
1,90 
1,09 
1,60 
1,58 
1,00 
1,68 

PJL>ÍI 

1,43-

1,29 
1,82 

1,98 
2,16 
2,20 
1,48 
1,60 
1,36 
1,32 
1,66 

' 1 ., 
' • \ 
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TABELA XI - V aloree da densidade em urina de trabalhadores do Grupo Expoeto, 
obtidoe antes e apóe a jornada de trabalho. 

Dia 1 Dia 2 Dia 3 
Trabalhador antes depoie antes depoie antes depoia 

1. J.D.G.L 1,022 1,027 1,019 1,021 1,022 1,022 

2. D.A.B.J 1,021 1,024 1,018 1,024 1,022 1,020 

3. J.L.O.H 1,025 1,028 1,026 1,020 1,028 1,027 

4. E.M.M. 1,020 1,023 1,022 1,028 1,021 1,026 

5. J.B.W. 1,024 1,025 1,021 1,025 1,025 1,029 

6. G.G. 1,030 1,030 1,028 1,030 1,029 1,030 

7. A.G. 1,028 1,022 1,019 1,021 1,026 1,025 

8. A.C.M.S 1,020 1,015 1,025 1,026 1,026 1,022 

médias 1,024 1,024 1,022 1,024 1,025 1,025 

1,024 1,023 1,025 

M&lia total = 1,024. 
Erro-padrão - 0,001. 

TABELA XIl - Valores da creatinina em urina de trabalhadorea do Grupo Expoeto, 
obtidoe antes e apóe a jornada de trabalho. 

-~· ~ 

Dia 3 Dia 1 Dia 2 
Trabalhador antes depoie antes depoie antea depoia 

{g/L) (g/L) (g/L) 

1. J.i>.G.L 1,74 2,20 1,80 2,03 2,60 2,28 

2. D.A.B.J 1,82 1,98 1,68 2,00 2,36 2,21 

3. J.L.O.H 1,68 1,83 1,90 1,37 2,76 2,39 

4. E.M.M. 1,94 2,03 1,25 1,64 1,68 2,00 

5. J.B.W. 2,15 2,50 1,00 1,53 1,70 2,03 

6. o.o. 1,00 0,92 0,68 0,84 1,03 1,28 

7. A.O. 2,84 1,92 1,56 1,72 2,44 2,36 

8. A.C.M.S 1,72 2,04 1,36 1,73 1,52 1,00 

médiaa 1,86 1,93 1,40 1,61 2,01 1,94 

1,89 1,51 1,98 

M~a total = 1,79 g/L. 
Erro-padrio • . 0,22. 
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5.2.2. ~erminação do icido mandélico em urina 

As amoetras de urina foram anl'liaadas em duplicata. As Taba. xm e 

XIV mostram as concentrações médias de ácido mandélico encontradas noe 

Grupoe Controle e Exposto, com o tempo de serviço de cada um doe 

trabalhadores. 

TABELA Xlll - Concentrações de ácido mandélico em urina de trabalhadores do Grupo 
Controle, obtidas antes e após a jornada de trabalho. 

Trabalhador Te~po Valor obtido Valor corrigido• Valor corrigido 
ServJ.~O (g/L) (g/L) (g/ g de creatinina) 
(anos antee depoil antes depoil antes depois 

1. A.C.P.S. 7 0,0083 0,0105 0,0091 O 0126 0,0038 0,0073 

2. O.L.P. 16 0,0100 0,0069 0,0120 0,0083 0,0058 0,0053 

3. M.D. 8 0,0117 0,0115 0,0134 0,0106 0,0069 0,0063 

4 .. A.M.S. 14 0,0160 ..... - 0,0174 0,0192 0,0167 0,0100_ 0,0088 

. . 5. A.C.M . 5 0,0182 0,0191 0,0151 0,0170 0,0076 0,0088 

6. G.L.C. 8 .. 0,0193 0,0132 0,0272 0,0158 0,0102 0,0060 

7. J.C.T. 12 0,0084 0,0058 0,0134 0,0063 0,0077 0,0039 

8. L.R.F. 4 0,0200 0,0168 0,0192 0,0161 0,0125 0,0105 

9. J.E.O. 10 0,0074 0,0104 0,0071 0,0109 0,0047 0,0076 

10. J.B.O. 17 0,0053 0,0079 0,0085 0,0086 . 0,0053 0,0060 

médias 0,0125 0,0120 0,0144 0,0123 0,0075 0,0071 

médias totais 0,0122 0,0133 0,0073 
err~io 0,0024 0,0024 0,0011 

• correção pelo valor de 1,024 . 
.. tempo de serviço em meaea. 
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TABELA XIV - Concentrações de &cido mandélico em urina de trabalhadores 
do Grupo Expoeto, obtidas antes e apóe a jornada de trabalho. 

Trabalhador Te~po Valor obtido Valor corrigido• Valor corrigido 
aervi~o (g/L) (g/L) (g/ g de creatinina) (anos antes depois antes depois antes depois 

1. J.D.G.L. 17 0,0319 0,0522 0,0348 0,0464 0,0183 0,0237 2. D.A.B.J. 13 0,0264 0,0304 0,0302 0,0304 0,0145 0,0154 3. J .L.G.H. 5 0,0290 0,0273 0,0278 0,0234 0,0173 0,0149 4. E.M.M. 14 0,0230 0,0281 0,0276 0,0293 0,0119 0,0138 5. J.B.W. 8 .. 0,0285 0,0'214 0,0285 0,0205 0,0133 0,0086 6. G.G. 13 0,0173 0,0144 0,0138 0,0115 0,0173 0,0157 7. A.G. 6 .. 0,0499 0,0367 0,0428 0,0400 0,0176 0,0191 8. A.C.M.S. 3 .. 0,0467 0,0401 0,0560 0,0642 0,0272 0,0197 
médias dia 1 0,0316 0,0313 0,0327 0,0332 0,0172 0,0164 
1 0,0137 0,0180 0,0173 0,0206 0,0076 0,0088 
2 0,0173 0,0124 0,0231 0,0124 0,0103 0,0062 
3 0,0144 0,0103 0,0133 0,0124 0,0076 0,0075 
4 0,0220 0,0332 0,0240 0,0285 0,0176 0,0202 
5 0,0103 0,0221 0,0118 0,0212 0,0102 0,0144 
6 0,0063 0,0087 0,0054 0,0070 0,0093 0,0104 
7 0,0221 0,0173 0,0279 0,0198 0,0142 0,0101 
8 0,0373 0,0525 0,0358 0,0485 0,0274 0,0303 
médias dia 2 0,0179 0,0218 0,0198 0,0210 0,0130· 0,0135 
1 0,0145 0,0105 0,0158 0,0115 0,0056 0,0046 
2 0,0179 0,0132 0,0195 0,0158 0,0076 0,0060 
3 0,0204 0,0108 0,0175 0,0096 0,0074 0,0045 
4 0,0177 0,0111 0,0202 0,0102 0,0105 0,0056 
5 0,0218 0,0192 0,0209 0,0159 0,0128 0,0095 
6 0,0233 0,0166 0,0193 0,0133 0,0226 0,0130 
7 0,0308 0,0241 0,0284 0,0231 0,0126 0,0102 
8 0,0319 0,0193 0,0294 0,0211 0,0210 0,0193 
médias dia 3 0,0223 0,0156 0,0214 0,0151 0,0125 0,0091 
médias 0,0229 0,0239 0,0246 0,0232 0,0142 0,0130 
médias totais 0,0234 0,0'239 0,0136 
erro-padrão 0,0035 0,0037 0,0019. 

• correção pelo valor de 1,024. 
• tempo de serviço em meses. 

A Fig. 14 representa 01 cromatogramu relativ01 àa am01traa contendo, 

respectivamente, 0,0105 g/L (Grupo Controle) e 0,0401 g/L (Grupo 

Expoato) de Acido mandélico. 
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FIGURA 14 -Cromatogramas relativoe às amostras de unna de trabalhadores de uma 
indústria de produção do monômero de estireno: (1) do Grupo Controle, 

contendo 0,0105 g/L e (2) do Grupo Exposto, contendo 0,0401 g/L de 

ácido mandélico. A = ácido mandélico; B = ácido hipúrico e C = ácido 

o-metilhipúrico. 

• Coluna= µBondaPak C1s (300 3,9 mm e 10 µm) 
Fase móvel = KH2P04 5 mM (pH = 3,0) / CBsCN 90:10 

Comprimento de onda = 225 nm 

Atenuação = 0,16 UAFS 
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5.2.3. Determinação do estireno em amoetradores por difusão paaaiva 

Os resultados fornecidos indicaram valores de exposição para os Grupos 

Controle e Exposto respectivamente inferiores a 1,0 mg/m3 (0,2 ppm) e 

1,2 mg/m3 (0,3 ppm). 

Foi encontrada uma concentração aupenor a 40000 mg/m3 (9000 ppm) 

de estireno para o controle positivo forçado. 
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6. DISCUSSÃO 

A avaliação da exposição ocupacional, tradicionalmente, sempre foi realizada através 

da análise de agentes químicos presentes na atmosfera do ambiente de trabalho. Durante 

a.nos, a monitorização ambiental foi utilizada como o único procedimento disponível para 

a prevenção de alterações biológicas significativas à saúde de trabalhadores expostos a 

toxicantes. Nestes últimos anos, entretanto, a monitorização biol6gica tem adquirido 

importância crescente e contínua, pois está maia diretamente relacionada aos efeitos 

nocivos à saúde oferecendo uma melhor estimativa 4 22 66 130 131 164 258 
' 

Para a realização da monitorização biológica, é de fundamental importância a 

existência de eficientes indicadores biológicos de exposição (IBEB). Dentre os que têm 

sido estudados, quanto à aplicação para a avaliação biológica da exposição ocupacional 

ao estireno, temos o estireno no ar expirado 32 33 60 78 79 218 , estireno no sangue total 7 

12 46 141 220 255 256 e 08 ácidos mandélico e fenilglioxílico na urina 7 17 19 65 71 74 75 n 

98 gg 101 103 106 108 109 120 161 168 184 207 218 220 255 256. A A CGI H ( A merican Conference 

of Govemmental lndwtrial Hygieni&ú) adota índices biológicos para estes indicadores, 

que estão representados na Tab. XVI. 

Neste trabalho não foi po88Ível, em razão da inexequibilidade, planejar a 

determinação desses diferentes indicadores da do&e interna do estireno. 

A determinação do estireno no ar exalado ainda é de difícil realização por vários 

motivos, entre os quais, o tipo de amostra que seria maia representativa, isto é, se ar 

exalado misto ou ar exalado final. Além disso, existem problemas relacionados ao 

momento maia adequado para a colheita das amostras, agravado pelas dificuldades 

metodológicas encontradas em situações de exposição ocupacional 78 7a 104 • 

Apesar de Apoetoli et al 7 considerarem que a concentração de estireno no ambiente 
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de trabalho tem melhor correlação com o estireno no sangue que a doe ácidos mandélico 

e fenilglioxílico, essa avaliação apresenta restrições, principalmente porque a colheita das 

amostras de sangue é realizada por técnica invasiva, somente por pessoal especializado e ! 
de menor aceitação entre os trabalhadores. Além disso, as a.mostras deterioram-se 

facilmente quando não estoca.das e/ ou transporta.das adequa.damente. A técnica de 

extração, contida nos métodos analíticos, requer etapas muito trabalhosas para a 

purificação ( clean up) do extrato orgânico e técnicas de quantificação mais sofistica.das 

( cromatografia em fase gasosa e espectrofotometria de massa, cromatografia em fase 

gasosa com detector por captura eletrônica e head lpace 1 12 104 141 222 255 256) . 

TABELA XVI - Índices biológicos de exposição dos ácidos mandélico e fenilglioxi1ico, 

e estireno, de acordo com a ACGJH 4• 

Indica.dor biológico Tempo de coleta Índice Biológico Anotação 

ácido mandélico na urina final da jornada 1,0 g/L AC 

(últimas 2 h de exposição) 0,8 g/g creat. AC 

ácido fenilglioxílico na urina final da jornada 250 mg/L AB 

240 mg/g creat. AB 

estireno no sangue final da jornada 0,55 mg/L D 

antes da jornada 0,02 mg/L 

estireno no ar exalado misto durante a jornada 18 ppm D 

antes da próxima jornada 40 ppb D 

A Devido às amplas variações interindividuais na resposta, recomenda-se um valor médio. 

B Pode estar presente em urina de indivíduos não expostos ocupacionalmente ao toxicante. 

C Inespecíficoe, porém com boa correlação entre exposição e resposta. 

D F.specífico, porém a interpretação quantitativa é ambígua. 

' 

1 
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Dessa forma, os ácidos mandélico e fenilglioxílico tomaram~e oe indicadores maia 

exequíveis de serem estudados, visando a sua determinação na urina, mesmo porque 

constam da Norma Regulamentadora-7 da portaria Ilil 3214 do Ministério do Trabalho. 

Para. o estireno, os indicadores biológicos de exposição e os respectivos limites são 

mostrados na. Tab. XVII. 

TABELA XVII - Índices biológicos de exposição para a monitorização biológica da 

exposição ao estireno, de acordo com a Norma Regulamentadora-7, 

Anexo II, da portaria. Ilil 3214 do Ministério do Trabalho 26. 

indicador biológico de exposição 

material biológico 

urma 

urma 

análise 

ácido mandélico 

ácido fenilglioxílico 

limite de 
tolerância 
biológico 

2 g/L 

250 mg/L 

Procedeu~e assim à localização e busca metódica de publicações pertinentes à 

determinação desses ácidos em urina de trabalhadores expostos ao estireno. Todavia, 

devido à impossibilidade de se conseguir o padrão de ácido fenilglioxílico em tempo 

hábil para a realização deste trabalho, sua determinação não foi incluída no objetivo e 

plano de trabalho. 

Entre oa pruneuoa métodos de análise desenvolvidos estão oe espectrofotométricoe, 

e neste trabalho foi realizado inicialmente um estudo da técnica espectrofotométrica do 

método de Ohtsuji & lkeda 111, baseada na reação química inespecífica doa núcleos 

aromáticos presentes na urma com o reativo composto por ácido sulfúrico 

concentrado/formalina a 40% {100:1 v/v) . Além da inconveniência da utilização desse 
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reativo cromogênico higroscópico, contendo ácido sulfúrico concentrado, observaram-se 

valores relativamente elevados de absorvância para o branco de urina e a reação não se 

completava até 1 hora após a adição do reativo ( o método original recomenda esperar 

por 15 minutos até a leitura das abeorvâncias). 

Passou-se então a cogitar a determinação do ácido mandélico por cromatografia em 

fase gasosa. Verificou-se que por esta técnica é necessária uma modificação química 

deste ácido. As reações químicas envolvidas na derivação, para a determinação do ácido 

ma.ndélico, sã.o a metilaçã.o com diazometano e a silanizaçã.o com organocompostos de 

silício 20 35 40 73 85 98 212 228 233 248 • O diazometano é uma substância que apresenta 

risco de explosão durante sua manipulação; e os organocompostos de silício originam o 

óxido de silício que se deposita no detector por ionização em chama, exigindo limpeza 

frequente deste a fim de evitar-se uma diminuição da sensibilidade. Há outros 

problemas quanto ao uso de agentes metilantes e silanizantes, tais como o tempo, 

temperatura e quantidade do agente para a reação de derivação se completar, 

necessidade de meio reacional absolutamente anidro e dificuldade na obtenção de um 

padrão puro do derivado. Além disso, também não foi possível conseguir esses agentes 

de derivação em tempo hábil para a realização deste trabalho. 

Frente às inconveniências e dificuldades apresentadaa, prossegwu-se na busca de 

uma metodologia eficiente, optando-se pela cromatografia em faae líquida de alto 

desempenho (HPLC), técnica de separação, identificação e quantificação que dispensa a 

etapa de derivação química do ácido mandélico. Vários nomes têm sido usa.doa para 

descrever os principais a.tributos da cromatografia. em faae líquida: alta velocidade ( high 

$peecl), alta eficiência (high efficiency), alta pressão (high pre$$Ure) ou alto desempenho 

(high performance). No consenso de vários autores, o termo cromatografia em fase 

líquida de alto desempenho parece ser o mais adequado l08 l28 210 214 232 • 

O método de Poggi et al t85 foi o selecionado devido à disponibilidade de uma 

( 
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coluna de características similares à desses autores e ao modo de operação de j<Ue 

rever.,a. Foi utilizada. uma coluna de fase quimicamente ligada ( bonded pha.,e), a 

µBonda.Pak C18 (Wa.ters 
1

). Foi adaptada wna coluna de proteção (guard column) de 

dimensões menores, mesma fase estacionária e mesmo tamanho de partículas de sílica, 

entre a válvula. injetora e a coluna cromatográfica. Esta medida visou adsorver 

substâncias indesejáveis presentes no eluente e na amostra, que poderiam constituir• e 

em interferentes. 

Objetivando--se uma boa resolução na separação cromatográfica, escolheu• e a fase 

móvel composta pela solução de KH2PO4 5 mM (pH=3,0)/acetonitrila 90:10 (v/v). Esta 

fase móvel permitiu manter o pH constante e apresentou maior poder eluotrópico que a 

preconiza.da. por Poggi et ai 185, água/acetonitrila/ácido acético 95:5:0,02 (v/v). A 

composição da fase móvel foi mantida constante (modo de operação isocrático) a ao•c. 

A mistura. extra.tora composta por cloreto de n-butila/isopropanol 9: 1 ( v /v) 185 foi 

substituída por éter etílico/metanol 9:1 (v/v) 168, de maior poder de extração, conforme 

observado pela área dos picos do cromatograma. O resíduo foi ressuspendido com 

metanol Lichro.,olv, o que facilitou a dissolução do padrão interno. No método original 

utiliza.--1:te a própria fase móvel aquosa 185 . 

De acordo com o método de Poggi et ai 185, pensou• e em usar o ácido 

4-hidróxi-benzóico como padrão interno. Porém não pôde ser usado, pois seu tempo de 

retenção coincidiu com o do ácido hipúrico normalmente presente na urina, proveniente 

da ingestão de frutas e da biotransformação de benzoato de sódio, aditivo de alimentos. 

O ácido fenilacético, maia próximo estruturalmente ao ácido ma.ndélico, também não 

pôde ser utilizado, poia aparece na urina proveniente de fonte endógena (metabolismo da 

,8-feniletilamina) e da dieta tn. Sendo assim, foi escolhido como padrão interno o ácido 

o-metilhipúrico, isômero presente em quantidades pouco representativas na urina de 

trabalhadores expostos aos xilenos, uma vez que 97% da quantidade absorvida e 
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biotransformada deste toxicante é excretada como ácido m-metilhipúrico 72 76 168 

A detecção do ácido mandélico e do padrão interno foi realizada a 225 nm, baseada 

na Lei de Lambert Beer da espectrofotometria 168 169 110 185 . 

A retenção doe solutoe ocorreu dentro de um intervalo de tempo com seletividade 

adequa.da e alta eficiência, sendo necessárioe 15 minutos para a separação doe picoe de 

interesse do cromatograma. O estabelecimento das condições cromatográficas poderia ser 

ma.is rápido se foese utiliza.da uma estação de trabalho computacional, através da 

simulação com sistemas especialistas ( upert .sy.stem.s) para a otimização da retenção, 

seletividade e eficiência 179 204 . 

Para a quantificação do ácido mandélico é necessário o prévio estabelecimento doe 

parâmetros de desempenho (performance characteri.stic.s), . como o intervalo de 

concentração coberto pelo método analítico, considerações estatísticas para estimar a 

magnitude das variações aleatórias (precisão), e doe erros sistemáticos ( bia.s) e os limites .! 

de detecção e de quantificação (sensibilidade) 157 244 245 246 247 

As curvas de calibração do ácido mandélico foram parametrizada& pelo modelo 

estatístico de regressão linear, y = ax + /3, que estabelece o incremento linear que a 

va.riavél dependente y (relação de áreas) sofre em função da variável x (concentração de 

ácido mandélico). Uma supoeição fundamental para o método doe mínirona quad.radoe t 

não ponderados (regressão linear simples) é a de que cada ponto da curva de calibração, 

incluindo o ponto que representa o branco de urina, esteja sujeito a variações aleatórias 

apenas na direção doe valores de y (reta de y sobre x), que seguem uma distribuição 

normal de frequências 37 tt3 157 244 245 248 247 . 

Há autores que discutem os aspectoe teóricoe da Análise Instrumental de 

substâncias químicas, baseando-ee em recomendações da IUPAC (Jnternational Union o/ 
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Pure and Applied Ohemi&try) 157 244 245 248 247 • De acordo com estes autores, foram 

utilizadas considerações estatísticas para a determinação da concentração que pôde ser 

considerada significativamente diferente do branco ou do ruído, representada pelo limite 

de detecção do método analítico (0,004 g/L). Uma definição relativamente aceita em 

Química Analítica é que o limite de detecção seja calculado pela análise doe resíduoe da 

curva de calibração, ou seja, a concentração de uma subetância que forneça um sinal 

analítico igual ao do branco, Yb, acrescido de 2 ( ou 3) desvioa-padrão entre as 

replicataa, Sb, 

Para a curva de calibração y - a.x + /J obtemoe as seguintes equações: 

[ Yb + 2sb - a.Ld + fJ 
Yb - a .Xb + fJ 

: equação para o 1 imite de detecção; e 

: equação para o branco. 

Destas equações obtemos esta fórmula simples para calcular o limite de detecção: 

Sb = desvio-padrão entre os valores do sinal analítico das 

replicatas do branco 

Xb = concentr"-Ção média do branco de urina 

Ld = limite de detecção 

O limite de quantificação do método analítico foi considerado como sendo a 

concentração de ácido mandélico que forneceu um sinal analítico igual 80 do 6ranco, 

acrescido de 10 deavioe-padrão entre aa replicataa (0,006 g/L ), ou seja, a menor 

concentração deste ácido obtida com boa precisão e 80 nível de 95% de confiança: 

•b = desvio-padrão entre oe 'valores do sinal analítico 

das replicataa do branco 

Xb = concentração média do branco de urina 

L4 • limite de quantificação 

t 

' t 

.. 
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., 

., 
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O intervalo de concentrações da curva de calibração (0,010 a 2,5 g/L) foi 

determinado levando-se em consideração o limite de quantificação estabelecido, e a 

concentração do ácido mandélico correspondente à exposição acima do limite de 
., .. 

) 

tolerância biológica para o estireno (2g/L) da portaria 112 3214 do Ministério do 

Trabalho 26 , assim como de recomendações de instituições de outros países 4 148 e de 

pesquisadores 7 18 sg 65 74 7g 10s 120 130 180 184 216 • AB curvas de calibração do ácido 

mandélico em água (y = 0,8345.x + 0,0198) e em urina do pool (y = 0,8027.x + 0,0062) 

apresentaram• e pratica.mente sobrepostas e com boa relação linear positiva entre as 

variáveis x e y (Fig. 10), com valores do coeficiente de 

0,9995 e 1,0000. 

correlação respectivamente de 

B\~l\UiHl .. 
G ~ " r i~ ._,i~.~ r~!ffi3CeU\\CªS c!l~u' '.1( e 11e \, , . ... _J 

1 lu~ 1 1 ' ' " - Pau o . . • .., . ,., ,,a ~ao iJn iversi ta ... ú\;" 

A exatidão dos resultados analíticos pôde ser estimada através da recuperação da 

técnica de extração, que forneceu valores pouco inferiores aos citados por outros autores, 

de valor médio e desvio-padrão 98,5 ± 4,7% entre aa concentrações de 0,010 a 2,5 g/L, 

considerado satisfatório ao objetivo do trabalho. Convém mencionar que esses autores 

obtiveram valores maiores que 100 % de recuperação. 

Os resultados da padronização do método analítico apresentaram certa margem de 

variabilidade associada a diversos fatores, que muitas vezes escaparam do controle 

experimental. Uma estimativa da magnitude das variações aleatórias, ou indeterminadas, 

pôde ser avaliada após repetidas determinações, através doa coeficientes de variação 

intra~nsaio, que representa a repetibilidade do método a.na.lítico e o interenaaio, que 

representa a reprodutibilidade, de valores médios 1,2 e 1,6% , respectivamente, entre as 

concentrações de 0,050; 1,0 e 2,5 g/L. A precisão doa resultados a.na.líticos foi 

considerada satisfatória de acordo com o objetivo do trabalho. Poggi et al 185 

encontraram valores do coeficiente de variação menores que 2,0 % no intervalo de 

concentração entre 0,10 e 3,0 g/L e Ogata et al 168, de 5% (0,50 a 3,0 g/L). 

Para que o método analítico padronizado pudeaae ser aplicado em unna de 
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traba.lhadores expostos ao estireno, programou~e uma visita preliminar à indústria para 

o deta.lhamento da estratégia de colheita das amostras de urina e de ar do ambiente de 

traba.lho, através do conhecimento do processo e das operações envolvidas na produção 

do monômero de estireno, número de indivíduos selecionados para a amostragem, tempo 

de exposição, ritmo de trabalho e as condições ambienta.ia da área. 

A produção do monômero de estireno, na indústria visitada, é realizada através da 

reação de desidrogenação catalítica do etilbenzeno com Fe2(S04)s, vapor de água aa.lgada 

a 600ª C e posterior adição de enxofre em pó e t-butilcatecol como inibidores de 

polimerização. Após sucessivas etapas de destilação fracionada são obtidos, através de 

reações secundárias, parafmas de cadeias pequenas, benzeno e tolueno, além do 

etilbenzeno que não reagiu. O processo é contínuo, as torres de destilação encontram~e 

ao ar livre e os trabalhadores estão simultaneamente expostos a baixas concentrações de 

benzeno, tolueno e etilbenzeno, além do estireno. 

São lotados pela indústria de Duque de Caxias (RJ) 8 operadores por turno 

a.lternante de 6 horas, com esforço fisico leve, na área de fabricação do estireno. Para a 

colocação doe amostra.dores por difusão p888iva, foram selecionados o operador que 

realizava o carregamento do caminhão-tanque com estireno comercial, um operador de 

área e um enfermeiro (turno fixo de 8 horas). As amoetraa de urina foram colhidas doe 

8 operadores e doe 10 trabalhadores não expoetoe, a partir do 2• dia da semana de 

traba.lho, conforme recomendado por Engstrom et ai 74 . As amostras foram colhidas 

antes e após a jornada de trabalho, visando constatar uma poeaível variação na 

concentração de ácido mandélico que refletisse a absorção do estireno. 

O ácido mandélico, de pKa = 3,4 a 25ª C, é excretado na forma livre, pol8 

encontra-11e preferencia.lmente na forma de mandelato no intervalo normal de pH 

uriná.rio de 5,5 a 6,5. Conaiderando-ile uma exposição simultânea ao estireno e ao 

etilbenzeno, inferiu-11e que o ácido mandélico encontrado na urina doe trabalhadores foi 
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originário da biotra.nsformação do estireno, po18 a retenção alveolar dos vapores de 

etilbenzeno é de apenas 49%, e somente 23% da quantidade absorvida e biotra.nsíorma.da 

é excretada como ácido mandélico 76 96 Sahe-11e também que as Vl88 de 

biotra.nsformação do estireno e etilbenzeno são distintas e resultam em composição 

diferente de estereoisômeroe ópticoe do ácido mandélico. São encontra.doe enantiômeroe 

nas configurações D e L para o estireno na proporção 

configuração D para o etilbenzeno 61 121 238 . 

aproximada de 1: 1 e apenas na 
fl! ~UnHCI .,.,,. 

":, , -.:-, ç,•T1r0 -:11,1S 
f!ICl\1A_~~? t !_; '. , ; , .•. J ,J.,, ... . ~-· o ' ,\ler."' \; -, ' 0 

, . ,. : " ·i' ,, ç_ 31 n :-- ôll l 
IJ n lVt;f :;t:Jtl ·J , 1 ' ' . . • 

Para a validação dos resulta.doe da aplicação do método analítico, foram realiza.doe 

algW1S testes de significância para decidir se as diferenças encontradas ·entre oe valores 

das variá.veis biológicas poderiam ser atribuídas apenas a erroe experimenta.is ou à 

exposição ao estireno. A hipótese de nulidade que a diferença entre 2 variá.veis p088a ser 

considerada como não significativa, foi testada com as estatísticas F de Snedecor, para 

comparar as variâncias entre as 2 variá.veis biológicas; e a estatística t de Student, para 

comparar as médias, ambas ao nível de 5% de significância. O recurso utilizado para o 

• tratamento estatístico foram oe programas aplicativos PC compatíveis MicroStat e 

StatGraphics 
1

. Com um número menor que 30 observações (n), a incerteza que envolve 

a estimativa da média (µ) e desvio-padrão ( cr) da população de todas as observações 

poesíveis, a partir da média (x) e desvio-padrão (s) amoetrais, é dada pelo erro-padrão 

da média (s/../n) e o intervalo de confiança por x ± t .s/,/n, onde t é a estatística de 

Student com n-1 graus de liberdade 157 . 

Há controvérsias quanto à forma de expressar oe resulta.doe do indicador biológico, 

considerand~e que a excreç~ urinária de várioa solutoa, inclusive a do ácido 

mandélico, varia durante a jornada de trabalho. Alguns autores recomendam a correção 

pela densidade 7 18 79 108 180 enquanto que outros pela creatinina 59 65 99 100 103 120 184 

A correção pela densidade, assim como pela creatinina, é feita com o objetivo de 

minimizar a influência da diluição da urina, e tornar oa reaultadoa comparáveis aoa 

obtidos de amoetras colhidas durante 24 horas 1 

-u. 1 

·• . 
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A densidade é representa.da pela quantidade constante dos principais solutos 

presentes na urina., em relação à. quantidade de água na qual estão dissolvidos. A 

creatinina., produto final do catabolismo da. crea.tina. fosfato dos músculos esqueléticos, 

tem sua excreção pouco afeta.da. pela dieta., diurese e esforço físico, e a variação 

circa.dia.na. é mínima., sendo considerada um bom parâmetro biológico para o ajuste 1 3 

67 12g 131 231 236 , desde que o xenobiótico não comprometa. a função renal e seja 

depura.do preferencialmente por filtração glomerular, como a crea.tinina.. 

Neste trabalho não foi poBBÍ vel proceder-se à. determinação da densidade e da 

crea.tinina. logo a.pós a. micção. Com o resfriamento das amostras de urma ocorreu a. 

precipitação de solutos, e observou-se que os valores de densidade obtidos com ou sem 

homogeneização eram idênticos. Foi adiciona.do um volume conhecido de solução-padrão 

de crea.tinina. em alíquotas de algumas amostras de urina., e constatou-se que não houve 

degradação significa.tiva da. crea.tinina em função do tempo a.guarda.do para a. análise. 

Sa.be-se que o tempo não é um fator crítico se a amostra for armazena.da. por período 

inferior a 7 dias sob refrigeração. 

A hipótese que a população de valores da. densidade de média. e errerpadrão da 

média de 1,022 ± 0,002 para o Grupo Controle, e a de média. 1,024 ± 0,001 para o 

Grupo Exposto seguem uma distribuição normal de frequências, não pôde ser rejeitada 

ao nível de 95% de confiança.. Não foi encontrada diferença estatisticamente significativa 

entre os valores da densidade das amostras colhidas antes e a.pós a jornada de trabalho 

ou entre os dias 1; 2 e 3. O mesmo foi observa.do para a creatinina., de média 

1,67 ± 0,18 g/L para o Çrupo Controle e 1,79 ± 0,22 g/L para o Grupo Exposto. 

Encontrou-se a concentração média não corrigida. de ácido mandélico e o 

erro-padrão da média de 0,0122 ± 0,0024 g/L em urina de trabalhadores não expostos 

a.o estireno, acima do limite de quantificação do método analítico (0,0058 g/L). Não 

houve evidência que a diferença. foase significa.tiva entre os valores obtidos antes e após 
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a. jornada., e a. concentração média encontrada do ácido mandélico corrigida. pela 

densidade foi de 0,0133 ± 0,0024 g/L para o Grupo Controle e de 0,0239 ± 0,0037 g/L 

para. o Exposto. O mesmo foi observado para a. concentração média de ácido mandélico 

corrigida pela. crea.tinina de valor 0,0073 ± 0,0011 g/g para o Grupo Controle e de 

0,0136 ± 0,0019 g/g para o Exposto. Constatou-tte que houve diferença significativa. 

entre o primeiro dia, a.pós 3 dias de folga, e os demais, sugerindo uma possível 

tendência. a.o estabelecimento de equilíbrio dinâmico entre a exposição a.o estireno, 

absorção e excreção do ácido mandélico pela urina. · 

A correção dos valores de ácido mandélico pôde ser realizada tanto pela densidade 

quanto pela. creatinina., pois os valores do coeficiente de correlação de Pearson (r) 

encontra.dos foram eleva.dos, sugerindo uma boa correlação entre ambas. 

Apesar de não ser considerada uma. substância de origem endógena ou proveniente 

da. ingestão de alimentos, o ácido mandélico tem sido detectado em urina de indivíduos 

não ocupacionalmente expostos ao estireno. A quantidade deste ácido depende da técnica. 

de quantificação utilizada.. Pela. cromatografia em fase gasosa e em fase líquida de alto 

desempenho são encontra.das concentrações de até 0,010 g/L 20 35 40 73 85 111 10-4 168 1611 

170 185 212 228 233 

Embora a utilização de um questionário aplicado à população ( como o descrito em 

4.1) seja. considera.da relevante, não foi possível realizar uma estimativa do efeito de 

fatores relaciona.dos a.o indivíduo e à exposição sobre as concentrações do ácido 

ma.ndélico urinário. Toda.via., o questionário não deve ser descartado, em procedimentos 

de monitorização biológica, para. uma melhor interpretação dos resultados. Há também 

problemas relaciona.doe aos ajustes biológicos à organização laboral em turnos, que 

envolvem uma dessincronização entre o ciclo sono-vigília e o ritmo circadiano da 

temperatura interna do trabalhador 28 81 82 88 213 , e sua influência na excreção do 

indicador biológico. 
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Teria sido de grande importância uma criteriosa avaliação ambiental para validar a 

eficiência do indicador biológico, através da análise estatística de correlação. Porém, 

como não houve esta possibilidade, e devido à necessidade de verificar se o estireno 

estava realmente presente no ambiente de trabalho e a que nível, foi realizada uma 

estima.tiva da exposição ocupacional. 

A técnica convencional de coleta de vapores é feita pela utilização de bombas 

individuais calibradas e impíngeres ou tubos de carvão ativado. Segundo Hickey & 

Bishop 114 , Harper & Purnell 112 e Van Den Hoed et al 221, os amostra.dores por 

difusão passiva, em situações de exposição ocupacional, fornecem resultados que não 

diferem significativamente dos obtidos em atmosfera-padrão de laboratório e tampouco 

dos obtidos com tubos de carvão ativado, sendo muito confortáveis ao trabalhador. Na 

impossibilidade de serem utilizadas bombas individuais com tubos de carvão ativado, os 

amostra.dores por difusão passiva foram empregados neste estudo para a colheita dos 

vapores de estireno. 

Os resultados obtidos, nas condições em que foi realizado, sugerem que a indústria 

visitada oferecia um ambiente de trabalho de baixo risco de intoxicação pelo estireno, 

pois a partir da estimativa da concentração ambiental deste toxicante, verificou-se que 

os valores encontrados estavam abaixo do limite de tolerância. estabelecido pela. NR-15, 

anexo 11 da porta.ria. n2 3214 do Ministério do Trabalho, de 328 mg/m3 (78 ppm) para 

até 48 horas semanais 27 e do TL V-TWA ( threshold limit value-time weighted average) 

adotado pela ACGIH 4, de 213 mg/m3 (50 ppm) para jornadas de trabalho de 40 horas 

semana.is. Além disso esses valores estavam abaixo do nível de ação * , e este fato, 

segundo o NIOSH 164, permite supor que a probabilidade do limite de tolerância ser 

excedido durante outras jornadas de trabalho é pequena. As concentrações 

t o nível de ação corresponde à metade do valor do limite de tolerância-média pondera.da 
no tempo 4 164 . 
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de ácido mandélico urinário encontradas estavam abaixo do limite de tolerância. 

biológico, e os trabalhadores, que não utilizavam equipamento de proteção respiratória 

na. época. da. colheita. das amostras, não rela.taram qualquer queixa relaciona.da. ao seu 

esta.do de saúde. 
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7. CONCLUSÕES 

De acordo com os resultados obtidos da padronização e aplicação do método 

analítico, pode ser concluído que: 

- o método analítico forneceu resultados de boa precisão e exatidão, exprees88, 

respectivamente, pelos coeficientes de variação intra-ensaio (CVintra) e interensaio 

(CV 1nter) e pela recuperação da técnica de extração (REC), com valores médios em 

porcentagem e desvio-padrão de : 

CV,ntra = 1,2 ± 0,3% para 88 concentrações de 0,050; 1,0 e 2,5 g/L 

CVinter = 1,6 ± 0,5% para 88 concentrações de 0,050; 1,0 e 2,5 g/L 

REC - 98,5 ± 4, 7% para as concentrações de 0,010 a 2,5 g/L; 

- a diferença entre a quantidade de ácido mandélico, corrigida tanto pela demidade de 

1,024 quanto pela creatinina, presente em amoetr88 de urina colhid88 antes e após a 

jornada de trabalho, não foi significativa ao nível de 5%, de valor médio e 

erro-padrão da média de: 

. para o Grupo Controle (n = 10) 

antes da jornada 0,0144 ± 0,0044 g/L e 0,0075 ± 0,0020 g/g 

ap6e a jornada 0,0123 ± 0,0028 g/L e 0,0071 ± 0,0014 g/g 

. para o Grupo Exposto ( n = 24} 

antes da jornada 0,0246 ± 0,0046 g/L e 0,0142 ::f:: 0,0026 g/g 

ap6e a jornada 0,0232 ::f:: 0,0029 g/L e 0,0130 ::f:: 0,0028 g/g; 
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- A diferença. entre a. quantidade de ácido ma.ndélico, corrigida tanto pela. densidade 

quanto pela. creatinina., presente em urina de trabalhadores expostos e de não expostos 

ao estireno, foi significativa. a.o nível de 5%: 

. para o Grupo Controle (n = 20) 

0,0133 ± 0,0024 g/L e 0,0073 ± 0,0011 g/g 

. para. o Grupo Exposto (n = 48) 

0,0239 ± 0,0037 g/L e 0,0136 ± 0,0019 g/g; 

- Pela aplicação do coeficiente de Pea.rson, a. quantidade de ácido ma.ndélico presente na 

urina pôde ser expressa. tanto pela. densidade de 1,024 quanto pela creatinina. urinária, 

pois foram observados elevados valores do coeficiente entre as duas variáveis 

biológicas, estando, pois, muito correlacionadas; 

- O método analítico · padroniza.do pode ser a.plicado, com confiança, pa.ra a 

monitorização biológica da exposição ocupacional ao estireno, mesmo em condições de 

baixa exposição, refletida nas pequenas quantidades de ácido mandélico na urina. 
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