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DETERMINATION OF METHYL ETHYL KETONE IN URINE SAMPLES BY HEADSPACE SOLID PHASE MICRO
EXTRACTION (SPME) SAMPLING ASSOCIATED TO GAS CHROMATOGRAPHY WITH FLAME-IONIZATION DETECTOR
(GC-FID). Methyl ethyl ketone (MEK) is a solvent commonly used in chemical, paint and shoe industry. The aim of this study was
to develop and validate a method for urinary quantification of MEK, employing headspace solid phase micro extraction sampling
(SPME) coupled to gas chromatography with flame ionization detection (GC-FID). The calibration curve (y=4.6851x-0.0011)
presented good linearity with r’=0.9993. Accuracy (94-109%), intra-assay precision (4.07-5.91%) and inter-assay precision (3.03-

5.62%) were acceptable. The quantification limit was 0.19 mg/L. This low cost method can be used routinely in the biological

monitoring of occupational exposure to MEK, according to the requirements of the Brazilian legislation.
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INTRODUCAO

A metil-etil-cetona (MEC) € amplamente utilizada na industria
calcadista, moveleira, quimica, de tintas, beneficiamento de madeira,
entre outras. Também ¢ utilizada como solvente em removedores
de tinta, adesivos e revestimentos poliméricos."? A MEC também
¢ denominada 2-butanona e metil acetona, tem peso molecular de
72,11 u.m.a. e densidade 0,805 g/mL.> Na exposi¢do ocupacional,
as principais vias de introdu¢do da MEC sdo a pulmonar e cutinea,
destacando-se a primeira. >

A exposicio cronica a MEC pode causar neurotoxicidade periféri-
ca e central sendo, portanto, recomendado o monitoramento biolégico
dos individuos expostos ocupacionalmente a este composto.* Devido
a elevada correlac@o entre os niveis urindrios de MEC e a exposi¢ao
ambiental, a determinac@o das suas concentracdes urindrias € utilizada
no monitoramento da exposi¢do ocupacional .’

No Brasil, a Norma Regulamentadora N° 7 (NR-7) do Ministé-
rio do Trabalho e Emprego estabelece a obrigatoriedade, por parte
das empresas e institui¢des que possuam trabalhadores expostos a
MEC, do monitoramento biolégico periédico destes trabalhadores.®
A NR-7 determina a quantificagio da MEC em amostras de urina de
final de jornada, com Indice Biolégico Maximo Permitido (IBMP)
de 2 mg/L.

Diversos métodos analiticos para determinacio de MEC em urina
estdo descritos na literatura, empregando extragdo com solventes.”
Alternativamente, Pellizari ef al. apresentaram uma técnica com
amostragem por headspace e quantificagdo por cromatografia gasosa
com detector seletivo de massas (CG-EM).!°

Uma alternativa mais recente é o emprego de microextragdo em
fase sélida (MEFS), que apresenta como vantagens a inexigibilidade
do uso de solventes organicos e a possibilidade de automagao. Esta
possibilidade foi explorada por Chou et al. ' para a determinagao de
MEC em amostras de urina, com procedimento de MEFS manual.

O presente trabalho descreve um método simples e automatizado

*e-mail: rafael.linden @feevale.br

para a determinacéo de MEC em amostras de urina, com propdsito de
monitoramento biolégico da exposi¢ao a este solvente, empregando
MEFS automatizada associada a cromatografia gasosa com detector
de ionizagdo de chama (CG-DIC).

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e materiais

A metil-etil-cetona (99%) foi obtida da Mallinckrodt Chemicals
(Phillipsburg, USA). O cloreto de sédio foi obtido da Nuclear (Sao
Paulo, Brasil). A fibra para MEFS revestida de polidimetilsiloxano
(PDMS), com espessura do filme de 100 um, foi proveniente da
Supelco (Bellefonte, USA). A fibra foi condicionada através da sua
inser¢do no injetor do cromatdgrafo aquecido a 250 °C, sendo mantida
nesta condi¢@o por 30 min, conforme instrugdes do fabricante.

Equipamentos

Todo o sistema de cromatografia gasosa foi proveniente da Varian
(Midlesburg, Holanda). O procedimento de MEFS foi realizado em
um autoamostrador Varian CP-8410, com bandeja para recirculagio
de 4gua. A temperatura das amostras foi controlada através de banho-
maria com circulagdo de 4gua Nova Etica (Vargem Grande Paulista,
Brasil). As andlises foram realizadas em cromatdgrafo gasoso Varian
CP-3800, com detector de ioniza¢@o de chama. O sistema cromatogra-
fico foi controlado pelo programa Galaxie. A coluna capilar utilizada
na separacdo cromatografica foi CP-WAX 52 CB da Varian (Midles-
burg, Holanda), com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro
interno e revestimento interno com espessura de 0,25 pm.

Condicodes cromatograficas
A temperatura do injetor, operado na condic@o splitless, foi 280

°C. A coluna foi submetida a seguinte programagdo de temperatura:
50 °C por 1 min, rampa de 20 °C por min até 150 °C e 1 min a 150
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°C. Hélio foi utilizado como gés de arraste, com fluxo constante de
2,5 mL/min. O detector foi mantido a 250 °C.

Coleta e conservaciao das amostras

Foram obtidas amostras de urina de trabalhadores expostos a
MEC em uma inddstria quimica de tintas para cal¢cados (n=15). To-
das as amostras foram coletadas no 4° dia util da semana, no final da
jornada de trabalho. Imediatamente apds a coleta, as amostras foram
armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C. As andlises foram realizadas
no dia seguinte a coleta.

Otimizacao da MEFS

As condigdes experimentais para a MEFS foram selecionadas
através de metodologia de superficie de resposta, que € definida como
um conjunto de técnicas matemadticas e estatisticas empregadas para
modelar e analisar problemas nos quais uma varidvel de resposta ¢
influenciada por diversas varidveis operacionais com o objetivo de oti-
mizar esta resposta.'! Através de um desenho experimental adequado
¢é possivel obter uma equagao de regressao de 2* ordem que descreve
arelac@o entre as varidveis do processo e a varidvel de resposta. Foi
selecionado um desenho experimental do tipo Box-Behnken, com as
seguintes varidveis experimentais: temperatura das amostras (40, 50
e 60 °C), concentragdo de cloreto de sédio na amostra (0,15; 0,25 e
0,35 g/mL) e tempo de exposicao da fibra durante a etapa de adsorcio
(5; 17,5 e 30 min), com um total de 17 experimentos (Tabela 1). Os
célculos foram realizados utilizando o programa Design Expert® 7.0
da Stat-Ease (Minneapolis, EUA).

Preparo das amostras

A preparacdo das amostras pela técnica de MEFS por headspace
seguiu as condicdes determinadas apds o experimento de otimizagao.
Em tubo de ensaio com tampa rosca, adicionou-se uma aliquota de
750 pL de urina e 0,2625 g de cloreto de sédio, que foram homo-
geneizados em agitador vortex por 30 s. A amostra foi transferida
para vial de 2 mL e colocada em autoamostrador com temperatura
mantida a 60 °C. A fibra de MEFS permaneceu exposta ao headspace
da amostra por 30 min. A dessor¢do foi realizada por exposicdo da
fibra ao injetor do cromatdgrafo por 3 min.

Avaliacio da seletividade

Amostras de urina de 6 individuos ndo expostos a metil-etil-ceto-
na foram processadas e a presenca de picos interferentes foi avaliada.
Também foram analisadas amostras brancas de urina adicionadas de
acetona, etanol, metanol, tolueno e xileno, na concentracio de 5 mg/L
para avaliacdo de potenciais interferentes.

Curva de calibracio

Para a construcdo da curva de calibracdo foi utilizada a média
de 4 determinacdes de cada calibrador de MEC, nas concentragdes
de 0,327; 0,633; 1,265; 2,53; 5,06 e 10,12 mg/L. Os calibradores
foram obtidos a partir da diluico com urina isenta do analito de uma
solucdo-mae de MEC a 1,012 g/L, preparada em dgua purificada. A
curva de calibragio foi construida através de regressdo linear pelo
método dos minimos quadrados, estabelecendo a correlagdo entre a
area dos picos referentes a MEC (y) e as concentragdes adicionadas
(x). A curva foi avaliada com base no coeficiente de determinacio
(12). A equagdo de regressdo foi obtida empregando o programa
Microsoft Excel®.
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Avaliacao do efeito de memdria da fibra de MEFS

Foram processadas amostras de urina contendo MEC na con-
centracdo de 20,24 mg/L, sucedidas por amostras de urina isentas
do analito, em triplicata. O efeito de memoria foi avaliado através da
determinagido de MEC nas amostras brancas.

Ensaios de precisao e exatidao

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas através de andlises
em trés niveis de concentracdo para cada analito, realizadas em triplicata
erepetidas em 5 dias diferentes. Os calibradores utilizados foram prepa-
rados em dgua purificada. As precisdes intra-ensaios e inter-ensaios foram
calculadas pela andlise de variancia (ANOVA), usando dia como varidvel
agrupadora. A exatiddo foi calculada como percentagem média obtida
do valor tedrico adicionado na amostra. As concentragdes utilizadas no
estudo de precisdo e exatidao foram 0,662; 2,07 e 6,48 mg/L.

Estabilidade

Amostras de urina adicionadas de MEC na concentrac¢do de
2,07 mg/L foram preparadas e imediatamente armazenadas a 4 °C.
Aliquotas destas amostras foram analisadas no dia da preparacdo e
2,7 e 14 dias ap6s. A estabilidade foi avaliada através do C.V % dos
valores obtidos entre os valores de concentracdo de MEC calculados
através da curva de calibracdo.

Limites de deteccio e quantificacio

Os limites de detecciio e quantificagdo de cada analito foram
determinados a partir do cdlculo da concentracdo de 3 e 10 vezes,
respectivamente, a drea do ruido da linha de base produzido pela
matriz.

Controle de qualidade

Em cada lote de andlises, composto de no maximo 20 amostras,
uma amostra branca foi analisada no inicio da rotina e um calibrador,
com concentragdo de 2,0 mg/L, foi analisado no inicio e no final
desta seqiiéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Otimizacdo da MEFS

A técnica de MEFES apresenta como principais vantagens a inexigi-
bilidade de solventes orgénicos e a possibilidade de automagio, o que
pode contribuir para obtengdo de métodos analiticos com maior segu-
ranga para os técnicos e o meio ambiente, com elevada produtividade.
Entretanto, a determinagao das condi¢des experimentais mais adequadas
apresenta-se como um problema multifatorial, que pode ser abordado
por estratégias de tentativa e erro ou, alternativamente, através de expe-
rimentos estatisticamente planejados. A segunda abordagem em geral €
mais eficiente, minimizando o niimero de experimentos, € permite mo-
delar matematicamente os processos estudados, permitindo o célculo de
condicdes otimizadas. Neste estudo, a otimizagido da MEFS foi realizada
através de um desenho experimental do tipo Box-Behnken devido a sua
economicidade e pela possibilidade de modelar superficies de resposta.
As varidveis estudadas foram concentracao do agente de salting out (clo-
reto de s6dio), temperatura da amostra e tempo de exposicio da fibra de
MEEFS ao headspace da amostra. A varidvel otimizada foi a drea do pico
de MEC. Os niveis das varidveis estudadas e os resultados obtidos para
drea do pico de metil-etil-cetona sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Desenho experimental de otimizagao da MEFS

A .
Tempo de ex- Temperatura rea do pico

Experimento % NaCl posicio (min) ©0) ((:lev NIIII:;E)
1 0,15 17,5 60,0 11.3
2 0,25 30,0 60,0 13.4
3 0,35 30,0 50,0 13.7
4 0,25 5,0 60,0 10.7
5 0,15 5,0 50,0 7.4
6 0,35 17,5 60,0 12.8
7 0,25 17,5 50,0 11.9
8 0,25 17,5 50,0 10.2
9 0,15 30,0 50,0 8.3
10 0,25 17,5 50,0 10.2
11 0,35 17,5 40,0 124
12 0,25 5,0 40,0 8,0
13 0,25 17,5 50,0 11.8
14 0,35 5,0 50,0 10.7
15 0,25 17,5 50,0 12.7
16 0,15 17,5 40,0 7.9
17 0,25 30,0 40,0 11.6

As condicdes otimizadas foram avaliadas visualmente através de
gréficos de contornos (Figura 1) e calculadas através do programa
Design Expert®.

A resposta foi modelada através da Equacao 1. O modelo ajustado
para os dados experimentais, avaliado através de andlise de variancia
(ANOVA), apresentou adequagdo de ajuste significante e falta-de-
ajuste ndo significante (P > 0,05).

Area pico = -0.68390 + 18.37500 * Concentracdo NaCl + 0.10200
* Tempo + 0.10375 * Temperatura D

Considerando a adequacdo do modelo, foi possivel calcular
condic¢des operacionais otimizadas com base na Equacdo 1. Dentre
as trés varidveis estudadas, apenas a concentragao de cloreto de sédio
nao foi selecionada em seu nivel maximo. A eficiéncia da extragio
cresceu com o aumento da temperatura da amostra e com o tempo
de exposigdo, as quais foram selecionadas em seus niveis superiores.
Foi calculada uma solugio para maximizar a resposta drea do pico de
MEC, limitando o tempo de exposic¢ao da fibra. Entretanto, a resposta
otimizada somente foi possivel com tempo de 30 min e esta condigdo
foi selecionada com o propdsito de obter a maior sensibilidade possi-
vel. A condigdo otimizada, selecionada para a obtengdo da curva de
calibracdo e para os demais ensaios de validagdo, empregou 0,2625
g de cloreto de s6dio em 750 uL de urina, temperatura do autoamos-
trador de 60 °C e tempo de exposi¢do da fibra de 30 min.

A automacdo da MEFS se valeu de um autoamostrador CP-8400
modificado através da adaptag@o, a bandeja de posicionamento
das amostras, de um de banho-maria com circulagido de dgua. Esta
modificaciio permitiu controle de todas as varidveis importantes da
MEFS em um sistema de baixo custo, em comparagdo com 0s robds
de automacdo de MEFS disponiveis no mercado.

Condicoes cromatogrificas e parametros de validacio
O tempo total da andlise cromatografica foi de 7 min. O tempo médio

de retengéio da MEC foi de 1,83 min. A Figura 2 apresenta cromatogramas
tipicos obtidos com a metodologia nos quais pode-se observar a auséncia
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Area pico (uV.min)
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Figura 1. Grdficos de contorno da resposta da drea do pico de MEC (uV.
min): (A) relagdo tempo de absor¢do (min) x concentragdo de NaCl (g/mL);
(B) relagdo temperatura autoamostrador (°C) x tempo (min); (C) relagdo
concentragdo de NaCl (g/mL) x temperatura autoamostrador (° C)
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de picos interferentes no tempo de retenczo relativoa MEC na amostra de
individuo ndo exposto a esta substancia. Também foi observada a auséncia
de interferentes nos estudos de seletividade com amostras fornecidas por
voluntdrios. A presenga de acetona, metanol, etanol, tolueno e xileno, com
tempos de retengao de 1,49; 1,75; 1,93; 2,59 e 3,38 min, respectivamente,
também ndo interferiu na quantificagdo de MEC.
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Figura 2. Separag¢do cromatogrdfica: (A) calibrador contendo MEC (20,50
mg/L); (B) amostra de urina de trabalhador exposto a MEC (2,18 mg/L); (C)
amostra de urina de individuo ndo exposto a MEC

A curva de calibragdo, expressa pela funcdo y = 4,6851x - 0,0011,
apresentou adequada linearidade, com coeficiente de determinacao (12)
de 0,9999. Os valores quantitativos obtidos nao foram influenciados por
eventual efeito de memdria da fibra de MEFS, visto que amostras de
urina isentas de MEC ndo apresentaram picos detectdveis deste analito
quando processadas imediatamente apds amostras com concentragdes
duas vezes superiores a do maior calibrador da curva. Considerando a
elevada repetibilidade do procedimento de MEFS proporcionado pela
automagcdo, foi possivel obter determinagdes quantitativas com elevada
precisdo e exatiddo, conforme dados obtidos nos experimentos de
validac@o e apresentados na Tabela 2. Os valores obtidos de precisdo e
exatiddo encontram-se dentro dos critérios de aceita¢do para métodos
bioanaliticos preconizados por Shah et al.."? As concentracdes de MEC
mostraram-se estdveis quando as amostras de urina foram mantidas em
refrigeracdo, em um intervalo de até 14 dias, com C.V % entre os valo-
res pré e pés-armazenamento de 3,98%. Para evitar variacdes devido a
reducdo da capacidade absortiva da fibra de MEFS, amostras-controle
foram processadas em cada conjunto de amostras-teste, conforme descri-
to no item controle de qualidade. Em mais de uma centena de amostras
processadas, nenhum teste foi rejeitado devido a variagdes inaceitdveis
dos valores-alvo dos controles. Os limites de detec¢do e quantificacdo
foram 0,057 e 0,19 mg/L, respectivamente. Considerando o propésito da
metodologia proposta neste estudo, focada no monitoramento biolégico
e com valores limiares definidos pela NR-7, os limites de detecgdo e
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Tabela 2. Parametros de validacdo do método
Concentragdo Intra-dias Inter-dias -
(mg/L) (C.V. %) (CV.q)  Pxatidio(%)
0,662 491 4,62 109
2,07 5,60 3,55 101
6,48 4,67 3,27 94

quantifica¢@o sdo bastante inferiores ao IBMP de 2,0 mg/L.

Na Tabela 3 sdo apresentados os intervalos das concentracdes
obtidas através das andlises das amostras de urina dos individuos
expostos ocupacionalmente a MEC (n=15). As concentragdes estdo
de acordo com os achados de Petrarulo e Pellegrino,® que obtiveram
valores entre 0,3 a 3,6 mg/L (n=60), para amostras de individuos
expostos coletadas no final da jornada de trabalho. Dentre os 15 in-
dividuos avaliados no presente estudo, 3 apresentaram valores acima
do IBMP, com concentragdes de 2,18; 3,71 e 3,21 mg/L.

Tabela 3. Resumos das analises realizadas em urina de individuos
expostos ocupacionalmente a metil etil cetona

Meédia + desvio
padrio
1,4+ 1,09 mg/L

Numero de Individuos  Faixa de valores

15 0,21 — 3,71 mg/L

CONCLUSAO

Um método para a determinacdo de metil-etil-cetona por MEFS-
CG-DIC foi desenvolvido e validado. Os pardmetros precisio, exatidao
e sensibilidade sio adequados para o monitoramento biolégico da MEC.
O método emprega um sistema de automagao modificado para permitir
o controle da temperatura das amostras. O método foi aplicado no
monitoramento biolégico de trabalhadores expostos ocupacionalmente
a esse solvente e mostrou-se apropriado a esta finalidade.
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