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Maria de Fatima M. Pedrozo e Maria Elisa P. B. Siqueira

Instituto Médico Legal de S&o Paulo. Sdo Paulo, SP - Brasil (M.FM.P), Escola de Farmacia e
Odontologia de Alfenas. Alfenas, MG - Brasil (M.E.P.B.S.)

Resumo

Solventes halogenados — 1,1,1-tricloretano, tricloretileno, percloretileno —
apresentam o 4cido tricloracético (TCA) como produto de biotransformagio
comum, o qual pode ser utilizado como indicador biolégico de dose interna na
exposicdo a estes compostos. Foi realizado estudo de métodos espectrofotomé-
trico e cromatografico em fase gasosa para a determinagdo do TCA, bem como
da aplicacdo destes métodos a sua determinacio em urina de individuos expos-
tos ao 1,1,1-tricloretano. Os resultados mostram a boa precisdo a determinagio
do TCA em urina de individuos expostos ao 1,1,1-tricloretano e nenhuma dife-
renga significativa foi observada entre os métodos, ainda que o cromatografico
em fase gasosa apresentasse menor limite de detec¢do.

Acido tricloracético, urina. Espectrofotometria, utilizacio. Cromatografia
gasosa, utilizacio.

Abstract

Some chlorinated hydrocarbon solvents — 1,1, 1-trichloroethane, tricloroethy-
lene and perchloroethylene — have a common biotransformation product,
trichloroacetic acid, which can be used as their biological exposure index. The
spectrophotometric and gas chromatographic methods for the determination of
trichloroacetic acid were studied and used as well as in its determination in the
urine of workers exposed to 1,1, 1-trichloroethane . Both methods showed good
precision and no statistically significant difference was found although the gas
cromatographic method presented a lower detection limit.

Trichloroacetic acid, utine. Spectrophotometry, utilization. Chromatogra-
phy, utilization.
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INTRODUCAO

Alguns solventes halogenados (1,1,1-
tricloretano, tricloretileno, percloretileno), utiliza-
dos no desengraxamento de pecas metalicas, apre-
sentam o 4cido tricloracético (TCA) como produto
de biotransformagdo comum. Entretanto, as concen-
tragdes urinarias de TCA diferem de um para outro
solvente, dependendo da extensdo com que sio
biotransformados:

- 2a4% parao 1,1,1-tricloretano'" 5 192!
- 10 a 30% para o tricloretileno* * %
- 2% para o percloretileno®!3-6,

A American Conference of Governmental Indus-
trial Hygienists? (1986) preconiza a determinagio de
TCA urindrio no final da semana de trabalho para
monitorizar trabalhadores expostos a esses solventes.
No Brasil, a NR-7 propde a determinacdo dos
triclocompostos totais (TCT) na urina (colhida no fi-
nal da semana de trabalho) e analisados como TCA
através de método espectrofotométrico, na monitori-
zacdo da exposicdo ocupacional ao tricloretano'®.
Ainda que exista grande variacdo interindividual, esse
indicador bioldgico de dose interna integra a exposi-
¢do da semana, permitindo a avaliacdo da exposicdo
ocupacional® 4 15:23.27.28.30.33.34 ' Ag técnicas mais em-
pregadas na quantificacdo do TCA sdo a espectrofo-
tometria do visivel!® 12 17:24.25.32 ¢ cromatografia em
fase gasosa (CG)? 5 7-22:26.31.35.36

Os métodos espectrofotométricos baseiam-se na
reacdo de Fujiwara, com formagdo de uma base de
Schiff pela reacdo do TCA com piridina e alcali e
posterior leitura da absorvancia em comprimento de
onda adequado. Outros compostos halogenados po-
dem ser também determinados por esta reagao desde
que previamente oxidados a TCA; substincias
croméforas presentes na urina podem interferir na
formagdo do complexo colorido, o que torna a rea-
¢do inespecifica.

Os métodos cromatograficos em fase gasosa sdo
mais sensiveis e especificos. O TCA pode ser deter-
minado por CG apéds extragcdo e metilagdo’ 2%
metilacdo direta da amostra e volatiliza¢do dos com-
postos de interesse pela técnica de “head space”, e
CG> 2 pela indugdo da descarboxilagdo do TCA ,
medindo-se o cloroférmio formado®'.

O estudo de método espectrofotométrico e cro-
matogréafico em fase gasosa, assim como a compa-
racdo dos resultados obtidos por estas duas técnicas
na determinagdo de TCA em urina de trabalhadores
expostos ao 1,1,1- tricloretano constituiram o obje-
tivo do presente trabalho.

MATERIAL E METODO

Amostras de Urina

As amostras de urina foram obtidas de individuos nio
expostos e de expostos ocupacionalmente ao 1,1,1-
tricloretano, utilizado no desengraxamento de moldes para
fabricag@o de objetos de espuma. As amostras dos traba-
lhadores expostos foram colhidas no final do quarto dia
da semana de trabalho, acondicionadas em frascos de
polietileno e conservadas sob refrigeracdo a 4°C.

Solucdes e Reagentes

- solucdo padrdo de TCA a 0,1% em &4gua;
- solucdo de KOH 7,8 N;

- piridina;

- tolueno;

- acido sulfurico 3,0 M;

- trifluoreto de boro em metanol, 14%.

Aparelhos e Acessérios

- espectrofotdmetro Bausch&Lomb, modelo Spec-
tronic 88;
- cromatdgrafo a gis “Instrumentos Cientificos CG
Ltda”, modelo 370 equipado com:
* detector de captura eletronica, fonte de® Ni;
* coluna OV 17-3% , de vidro silanizado, suporte
Chromossorb W-HP 80-100 mesh, de 1,8 m x
3 mm;
» amplificador e registrador Sargent Welch;
* microsseringa Hamilton de 10 pl.

O método utilizado para determinagdo espectrofoto-
métrica de TCA foi o de Imamura e Ikeda'? (1973), sem
modifica¢des. Foram preparadas solu¢des padrao de TCA
a 0,1% em 4agua e em urina para o preparo da curva de
calibracdo, estudo da recuperagdo e precisdo intrasérie do
método. Todas as andlises foram realizadas no minimo em
quintuplicata.

Adotou-se o método de Ehrner-Samuel e col.” (1973),
com pequenas modificacdes, para a determinagdo
cromatografica de TCA. Foi utilizado 0,5 ml de urina, di-
luida na propor¢ao de 3:2 com 4gua, acidificada com
0,15 ml de H,SO, 3,0 M e extraida com 8,0 ml de tolueno.
Ap6s agitagdo (4 min), 2,0 ml da fase orgénica foram in-
cubados a 80°C com 0,2 ml de trifluoreto de boro 14% em
metanol por 60 min. Apds a metilacdo, adicionou-se
1,0 ml de 4gua destilada e 2,0 ml da fase organica foram
injetados no CG.

Para a otimizac¢do das condi¢des de andlise cromato-
gréfica foram estudados: fluxo 6timo do gés de arraste;
temperatura de operacdo e a linearidade de resposta do
detector. A identificacdo do TCA foi feita com base na
distancia de retencdo determinada pela injecdo, por dez
vezes consecutivas, de solugdo padrdo de TCA 4 ug/ml,
tratadas como descrito acima; sua quantificagdo, com base
na drea do pico calculada por triangulacdo na metade da
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altura do pico, foi comparada as dreas obtidas dos extra-
tos das solucdes-padriao de TCA em dgua (representadas
pela equacido de regressdo linear da curva de calibragio).
Para o estudo da recuperag@o, precisdo e limite de detecgdo
do método, todas as amostras foram analisadas, no mini-
mo, em quadruplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Método Espectrofotométrico

A curva de calibracdo foi construida a partir de
concentragdes de 2,5-5,0-10,0-20,0-40,0-80,0 pug
TCA/ml em 4gua e urina, como ilustra a Figura 1.
As equagdes das retas obtidas foram y = 0,0071x -
0,0001 (r = 0,9999) e y = 0,0069 x - 0,0039 (r =

Absorvancia

0,500 —| 0 y=0,0071x-0,0001
1=0,9999
 y=0,0069x-0,0039

r=0,9999
0,450 —

0,300 —|

0,150 —

0,075+

0,025+

T 1 \ \ \ [
2,55,0 10,0 20,0 40,0 60,0 80,0

concentragdo (ug/ml)

Figura 1 - Projecéo da curva de calibragéo para determina-
¢ao de &cido tricloracético em agua (o) e em urina (=) por
espectrofotometria.

Tabela 1 - Desvio-padrao e coeficiente de variagéo para
concentragdes de 10, 40 e 80 pg/ml de &cido tricloracético
em urina submetidas a técnica espectrofotométrica.

Concentragao de TCA I;:)’g(sj\:é%_ cv
em urina ( pg/ml) g/l (%)
10,0 0,0027 4,09
40,0 00020 0,74
80,0 0,0020 0,36

TCA - Acido Tricloracético
CV - Coeficiente de Variagéo

0,9999), respectivamente, para os adicionados em
dgua e urina.

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos no
estudo da precisdo do método, quando amostras de

urina enriquecidas com concentrag¢des de 10, 40 e
80 ug de TCA/ml foram analisadas pelo método de
Imamura e Ikeda'? (1973), num total de 5 para cada
concentracao.

Esse método permite a determinagdo ndo sé do
TCA como do tricloretanol e de ambos conjuntamen-
te como triclorocompostos totais. Observa-se, no
entanto, a necessidade de se utilizar um branco de
reativos ja que a piridina, por formar hidratos que
apresentam cor mesmo na auséncia de TCA, interfe-
re na quantificacdo. Como este fato foi observado
mesmo no solvente de grau p.a., procedeu-se a puri-
ficacdo da piridina por destilagdo, sob refluxo, com
pastilhas de KOH, evitando-se, assim, a presencga de
cor no branco de reativos.

A correlacdo entre as duas curvas de calibracio
(dgua e urina) realizada apresentou-se plenamente
satisfatoria para o trabalho proposto. Os resultados
obtidos no estudo da precisdo do método - % CV
médio de 2,26 também foram considerados adequa-
dos, concordantes com o método original.

Método Cromatografico

As condig¢des de trabalho do cromatégrafo a gas
usadas na determina¢do do TCA foram :
a) condicdes de operagdo
* temperatura da coluna (TC): 90°C
* temperatura do detetor (TD) : 240°C
* temperatura do vaporizador (TV): 180°C
* fluxo de nitrogénio : 40 ml/min
* sensibilidade: 3 x 10 -9 nA
* compensador de corrente: 108

b) distancia de reten¢do do TCA metilado -1,28
+ 0,027. A Figura 2 representa um cromato-
grama CG obtido apds a injegdo de 2 pl de
uma solugdo de TCA a 2,5 pug/ml, apés a
metilagdo.

A linearidade de resposta do detector-DCE para
o TCA foi satisfatéria no intervalo de 0,5 a 8,0 ug/
ml, apresentando a seguinte equacdo da reta y =
3,2786 x + 0,4330 (r = 0,9998) ( Fig. 3). Através da
curva de calibracdo, foram quantificadas amostras
auténticas contendo TCA.

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos pelo
estudo da recuperacio e precisdo do método. A re-
cuperacao foi obtida por comparacgio da resposta de
adicionados de TCA em urina ap6s extragdo e deri-
vagdo, com a obtida de padrdes injetados no CG ap6s
metilagdo. O limite de detec¢do, considerado como
duas vezes a linha de base, foi de 150 pg.

Foram necessarias algumas modifica¢des nas con-
digdes de andlise cromatografica para obtencdo de res-
postas adequadas do aparelho de cromatografia gasosa



264 Rev. Sadde Puablica, 30 (3): -, 1996

Determinacédo espectrofotométrica e cromatografica
Pedrozo, M. F. Siqueira, M. A. P. B.

Tabela 2 - Desvio-padréo, coeficiente de variacéo e
percentagem de recuperacdo obtidos para as
concentracdes de 1,0, 4,0, 8,0 ug/ml de TCA em urina
submetidas a técnica de cromatografia em fase gasosa.

Concentracédo
de TCA Desvio- cv Recupe-
adicionada padréo % racéo
(ug/ml) (ug/ml) (%)
1,0 0,066 1,79 96,7
4,0 0,099 0,75 97,7
8,0 0,081 0,32 95,4

X = 96,6 (%)

TC - &cido tricloracético
Cv - coeficiente de variagcao
X - recuperagdo média

na realizagdo do presente trabalho - TC, TD, TV, fluxo
de N, tipo de coluna e de fonte do detetor - com rela-
¢do as relatadas por Erhner-Samuel e col.” (1973).

As técnicas de extracao e deriva¢do ndo exigiram
quaisquer modificagdes para obtencao de resultados
satisfatorios: recuperacdo de 96,6% + 1,15, limite de
detecgdo (150pg) inferior ao encontrado por Ehrner-
Samuel e col.” (1973) (6 ng); maior precisdo (CV
menor 2%) de que o método original ( CV de 5,2%).

O intervalo linear de resposta do detetor ao deriva-
do metilado do TCA, de 0,5 a 8,0 pg/ml, foi menor do
que o relatado por Erhner-Samuel e col.” (1973), de 3,0
a 100,0 pg/ml, o que provavelmente se deve ao menor
limite de detec¢do obtido no presente trabalho.

Nao foi empregado padrdo interno ou externo na
identificacao de TCA, o que, alids, foi observado na
maioria dos trabalhos revisados”?* >3, provavelmen-
te, devido a dificuldade em se encontrar substancia
adequada para tal finalidade.

Tabela 3 - Valores de &cido tricloracético em urina de
trabalhadores expostos ao 1,1,1-tricloretano, determinados
por espectrofotometria e cromatografia em fase gasosa.

Método Método
espectro- cromato-
Amostras fotométrico gréfico
TCA (ug/g TCA (ng/g
creatinina) creatinina)
1 ND 0,52
2 ND 1,47
3 ND 0,97
4 2,35 2,42
5 3,45 3,38
6 2,85 3,07
7 ND 0,75
8 ND 0,99
9 ND 0,92
10 3,05 2,14
11 3,41 2,72
12 3,29 3,03
13 2,45 2,18

ND = néo detectado
TCA - &cido tricloracético

3
)
l

| ~
}
ﬁr

Figura 2 - Cromatograma da inje¢&o de uma solugéo de &ci-
do tricloracético a 2,5 pg/ml apds metilagdo. Cromatografo
CG mod. 370, detector de captura eletrénica, fonte 63Ni;
coluna de vidro 1,8 m x 3 mm, chromossorb W-HP 80-100
mesh, OV-17, 3%; TD 2400C;TV 1800C; TC 900C; fluxo de
N, 40 ml/min.; sensibilidade 3x10-9 nA.

4rea (mm?)

25,00

y=3,2786x+0,4330

r=0,9998

20,00—

10,00—

5,00—

2,50—

L I I I I
05 10 2,0 40 6,0 8,0

concentragao (ug/ml)

Figura 3 - Projecéo da curva de linearidade de resposta do
detector de captura eletrOnica ao éster do acido tricloracético.
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Acido Tricloroacético em Urina de Individuos
Expostos Ocupacionalmente a 1,1,1-Tricloretanol

Os resultados de TCA em urina de individuos
expostos ocupacionalmente ao 1,1,1-tricloretano,
obtidos pelos métodos espectrofotométrico e croma-
togréfico otimizados, estdo apresentados na Tabela
3. Os resultados s@o expressos com relacdo a crea-
tinina urindria para minorar as influéncias da flutua-
¢20 do volume urindrio no decorrer do dia de trabalho
na eliminacdo do TCA, de acordo com a recomen-
dagdo de alguns autores'- ',

Os valores de TCA obtidos pelo método espec-
trofotométrico, quando cotejados com os obtidos pelo
método cromatografico, ndo apresentaram diferen-
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