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Resumo: Este trabalho teve como objetivo otimizar e validar uma metodologia analitica para determinagdo de
1-hidroxipireno em urina de trabalhadores envolvidos na colheita da cana-de-agtcar. O método utilizado para
determinag@o de 1-hidroxipireno em urina humana utilizado consiste na hidrélise enzimatica, extragdo e clean-
up por extragdo em fase solida (SPE) e quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector
de fluorescéncia (CLAE/Flu). Quatro tipos de cartuchos foram testados para verificagdo da porcentagem de
recuperacao. Urina de cortadores de cana-de-a¢ticar (ndo-fumantes e de ambos os sexos) foram coletadas no
periodo da safra (n=39) e entressafra (n=34) da cana-de-acucar. Os melhores resultados de recuperacao foram
atribuidos aos cartuchos C18. Os mesmos apresentaram recuperacao entre 79% e 108%, com coeficiente de
variagdo entre 5% e 10%. O limite de quantificagdo do método foi de 74 ng de 1-hidroxipireno por litro de
urina. A metodologia otimizada e validada foi utilizada para determinagdo de amostras reais. Os resultados
encontrados na urina dos trabalhadores no periodo da safra variaram de 0,026 a 2,3 mol de 1-hidroxipireno por
mol de creatinina. No periodo da entressafra os resultados variaram de 0,0023 a 0,38 mol de 1-hidroxipireno
por mol de creatinina. A metodologia validada mostrou-se adequada para determinagao de 1-hidroxipireno em
urina humana. Os dados obtidos permitem concluir que ha forte correlagdo entre excregdo de 1-hidroxipireno e
os periodos de safra e entressafra da cana de agucar.

Palavras-chave: Saude Ocupacional, Urina, 1-Hidroxipireno, Cortadores de Cana-de-Agtcar, Validagdo de
Metodologia Analitica.

Introducao

O Brasil produz (safra 2007/08) aproximada-
mente 500 milhdes de toneladas de cana-de-agticar
[1] fato que o destaca como o maior produtor mundial
dessa cultura, seguido pela India e Australia [2].
Apesar da crescente mecanizagdo da colheita da
cana-de-agucar, estimulada principalmente pela Lei

Ecl. Quim., Sao Paulo, 35 -4: 113 - 119, 2010

11.241/2002 [3] que estipula um cronograma para a
erradicagdo das queimadas no Estado de Sao Paulo
(maior produtor brasileiro), ainda hoje, grande parte
das planta¢des sdo queimadas antes da colheita para
facilitar o trabalho dos cortadores e protegé-los de
animais pe¢onhentos que se abrigam nas folhagens
secas das plantas [2,4]. A queima de biomassa ¢ uma
importante fonte de aerossdis para a atmosfera [5].
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Estima-se que sua contribuicdo mundial esteja na
ordem de 104 Tg/ano [2,6].

Dentre as varias substancias liberadas pela
combustdo da palha da cana de agucar, encontram-se
os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs)
[7]. Os HPAs constituem uma familia de compostos
caracterizada por possuirem 2 ou mais anéis aromati-
cos condensados [8,9]. Varios HPAs sa0 reconhecidos
como agentes mutagénicos/carcinogénicos [10]. O
pireno, um HPA de quatro anéis condensados, ocorre
em altas concentragdes na mistura de HPAs atmosféri-
co e ¢ absorvido pelo organismo vivo através da
inalag@o, via oral ou em contato com a pele. O pireno é
quase exclusivamente metabolizado em 1-
hidroxipireno (1-OHP) (Etapa 1) e depois sofre uma
conjugacdo com acido glucurdnico ou sulfato (Etapa
2). Em ambos os casos, livre ou conjugado, o 1-
hidroxipireno ¢ eliminado pelo organismo através da
urina [11]. As estruturas quimica do pireno, 1-OHP e
do 1-OHP conjugado com d&cido glucurdnico sdo
mostradas na Figura 1.

O 1-OHP, foi introduzido como biomarcador
de exposicao por Jongeneelen e colaboradores [12].
Eu seu trabalho, foi desenvolvido um método que
vem sendo utilizado em varios estudos envolvendo
exposi¢do ocupacional. O método consiste na
hidrélise enzimatica, seguida por um clean-up
utilizando extragdo em fase sélida (SPE) e posterior
determinacao de 1-OHP por CLAE/Fluorescéncia. A
hidrolise enzimatica tem a func¢do de converter o 1-
OHP conjugado em 1-OHP livre.

Em nosso trabalho, uma metodologia
analitica foi otimizada e validada com o objetivo de
determinar 1-OHP em urina de cortadores de cana-
de-acucar da regido de Araraquara/SP. A metodolo-
gia validada foi aplicada em amostras reais de
trabalhadores no periodo da safra e da entressafra da
cana-de-agucar.

(@)

Experimental
Materiais

1-hidroxipireno (98%) (Aldrich, Milwalkee,
Winsconsin, USA); -glucuronidase/arylsulfatase
(30U/mL and 60 U/mL, respectivamente) (Merck,
Darmstadt, Alemanha); metanol grau HPLC
(Mallincrodt, Kentucky, USA). Agua deionizada foi
obtida de um sistema Milli-Q (Millipore, Franga). Os
cartuchos de SPE utilizados foram: Absolut NEXUS,
60mg (Varian, Harbor City, USA); Sep Pak C,,, 360
mg (Waters, Milford, Massachusetts); Supelco C,,,
1000 mg (Supelco, Bellefonte, USA); Bond Elut C,,
200 mg (Varian, Harbor City, USA)

Preparacgao da curva analitica

Solugdo-estoque (20 pg mL™") foi preparada
dissolvendo-se o analito (1-OHP) em metanol.
Solu¢des-padrdo com diferentes concentragdes de 1-
OHP foram obtidas pela dilui¢ao da solugao-estoque
em metanol. Todas as solu¢des foram estocadas em
frasco ambar com septo de PTFE. As curvas
analiticas foram construidas com urina de pessoas
ndo-expostas fortificada com as solugdes-padrao,
variando de 0,5 a 10,0 ng mL" (Curva Analitica
“Extraida”).

Instrumentagdo

Todas as andlises foram realizadas num
sistema CLAE (Varian, Walnut Creek, USA) com-
posto de uma bomba modelo Pro Star, um injetor
automatico (modelo 400) e um detector de fluores-
céncia (modelo 360).

Utilizou-se uma coluna cromatografica de
octadecilpolisiloxano (C,;) com 250 mm (comprimen-

OH

(b)

Figura 1. Estrutura quimica do pireno (a), 1-hidroxipireno (b) e do 1-hidroxipireno/acido glucurdnico (c).
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to) x 4,6 mm (didmetro interno) e 5 m (tamanho de
particula) (Varian, Walnut Creek, USA) protegida com
uma pré-coluna. A fase movel foi composta por um
gradiente metanol/agua (Gradiente linear: 0 —15 min -
46 to 96% metanol, 15-20 min - 96 to 100% metanol).
Avaziofoide 0,8 mLmin" e o volume de injecio foi de
20 L. Os comprimentos de onda de excitagdo e de
emissdo foram 242 e 388 nm, respectivamente.

Preparagdo da amostra

O método para determinagdo de 1-OHP em uri-
na consistiu em hidrolise enzimatica, extragao e clean-
up com cartuchos de SPE e determinagdo por
CLAE/Fluorescéncia. O pH de uma aliquota de 20 mL
de urina foi ajustado com 4cido cloridrico 1,0 mol L".
O volume da solugao foi aumentado para 30 mL com
solu¢do tampdo acetato (pH=5). Essa mistura foi
incubada por 2,5 horas com 12,5 L of B-glucuronidase/
arylsulfatase a 37°C e centrifugada a 2000 rpm. Entéo,
a amostra foi aplicada em cartuchos de SPE previa-
mente lavados e condicionados. Os volumes de
solvente utilizados na lavagem, condicionamento e
eluicdo do 1-OHP foram otimizados. A Tabela I mostra
o volume de solvente otimizado para cada cartucho de
SPE. Depois da eluicdo do 1-OHP, o metanol foi
evaporado até a secura sob fluxo de nitrogénio a 40-
50°C. O residuo foi dissolvido em 1,0 mL de metanol e
o 1-OHP foi quantificado por CLAE/Fluorescéncia
utilizando o método do padrio externo.

Estudos de Recuperacgao

Estudos de recuperagdo foram realizados nos
niveis de concentragdo 0,074, 8,39 ¢ 16,78 ng mL" de

1-OHP em urina de pessoas nao-expostas. Depois da
fortificacdo, a urina foi estocada a -10°C por uma
noite antes da analise. A recuperagdo foi calculada
através darazao entre a area do analito na amostra e a
area do analito na solu¢do padrdo, usando a curva
analitica previamente construida.

Descrigcdo das amostras reais

As amostras foram coletadas de trabalhadores
envolvidos na colheita da cana-de-agticar, em dois
periodos: periodo de safra (abril a novembro) e
periodo de entressafra (dezembro a margo). As
amostras foram coletadas sempre do mesmo grupo
de trabalhadores, sendo 39 individuos no periodo da
safra e 34 individuos no periodo da entressafra. Cada
amostra foi formada por um pool de amostras
individuais recolhidos no final do turno de trabalho
de pelo menos trés dias. As amostras foram congela-
da (-18 °C) e transportadas para o laboratorio. As
analises foram realizadas 30 dias apds a coleta. O
procedimento de analise utilizado foi o estabelecido
navalidacdo da metodologia.

Resultados e Discussao

Quatro tipos de cartuchos de SPE comerciais
foram utilizados com o objetivo de avaliar a recupe-
racdo de 1-OHP em urina. A Tabela I mostra os
volumes de solventes otimizados para cada cartucho,
enquanto que a Tabela II apresenta a recuperagdo, o
tempo ¢ o volume de metanol requerido para a
eluicdo do 1-OHP. A Figuras 2 mostra os cromatogra-
mas do branco. A Figura 3 mostra os cromatogramas

Tabela 1. Volumes de condicionamento, lavagem e eluicdo usados para os quatro

cartuchos comerciais de SPE.

Condicionamento Lavagem Eluicio
Cartucho
Vég“a(mL) Vmetanol(mL) Végua (IIlL) Vmetanol(mL)

Sep Pak 5 10 8 10

Supelco 10 20 15 20
Bond Elut 5 10 8 12

Fabricante nao recomenda
NEXUS 8 10

condicionamento
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Table 2. Recuperagdo, tempo requerido e volume usado de metanol.

Cartucho 0,074ngmL" 8,39ngmL" 16,78 ngmL"’ Tempo Consumode
R(%)CV (%) (min)*  Metanol (mL)
Sep Pak 76 3 74 1 77 1 85 15
Bond Elut 108 10 821 79 5 35 17
Supelco 80 9 945 110 3 80 30
NEXUS 89 13 58 5 75 8 30 10
*Inclui o tempo de secagem da amostra.
R —Recuperagao.
CV —Coeficiente de variagao.
Valores damédia e do CV foram obtidos através de 3 determinagdes.
500+
400
300
%
200
~ e moEm
100 A, qf'/‘" - Sep Pak
ot T e ey < Teo -
4 S /‘:’T“__ L p "
T V= AN A s
e,
-85 T T 1
s 15 minutes 20

Figura 2. Cromatogramas obtidos do branco com cada cartucho.

obtidos de urina fortificada no nivel alto (16,78 ng
mL™"). O perfil dos cromatogramas nos niveis baixo
(0,074 ngmL") e médio (8,39 ng mL") sio semelhan-
tes ao apresentado no nivel alto.

Nas condi¢des cromatograficas empregadas, o
1-OHP elui em 13,9 minutos. No intervalo de 10-20
minutos, o cartucho Sep-Pak apresentou melhores
resultados, pois obteve-se um cromatograma mais
“limpo”. Os cartuchos Supelco e Bond Elut apresenta-
ram cromatogramas similares, sem picos significati-
vos em 13,9 minutos. O cartucho Nexus apresentou um
intenso pico proximo aregido de eluigdo do 1-OHP.
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Para urina de pessoas nao-expostas, o0s
cartuchos Supelco, Bond Elut e Sep-Pak apresenta-
ram cromatogramas com picos alargados entre 2-11
minutos. O cartucho Nexus mostrou um cromatogra-
ma totalmente diferente com picos apenas entre 2-3,5
minutos.

A mais alta recuperagdo obtida foi com
cartuchos Bond Elut (108 + 10 %) e a mais baixa,
com cartuchos Sep-pak (76 + 3 %).

Os picos foram claramente identificados sem
interferéncias em relagdo a urina, solventes ou
cartuchos. Entretanto, através da analise da Tabela II,
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Figura 3. Cromatogramas obtidos com urina de pessoas ndo-expostas fortificadas no

alto nivel de concentracdo (16,78 ngmL").

pode-se verificar que os cartuchos Nexus permitem
uma maior recuperacao do analito em todos os niveis
enquanto que os cartuchos Supelco apresentam
melhor recuperagao em todos os niveis. Os cartuchos
Bond Elut, apresentam resultados intermediarios,
com recuperagao de aproximadamente 80%.

O tempo requerido de clean-up foi distinto.
Os cartuchos Sep-Pak e Supelco requerem aproxima-
damente 80 minutos, enquanto que os cartuchos
Bond Elut e Nexus requerem apenas 30 minutos.

O consumo de solvente (condicionamento e
eluigdo) foi mais alto para os cartuchos Supelco (~30
mL) e mais baixo para os cartuchos Nexus (~10 mL).
Valores intermediarios foram obtidos para os
cartuchos Sep-Pak e Bond Elut (~16 mL).

Em relacdo a recuperagao do 1-OHP, nos trés
niveis de concentragdo, os cartuchos Bond Elut
apresentaram melhores resultados com tempos de
extragdo e consumo de solventes aceitaveis.

Os cartuchos Supelco mostraram recuperagao
irregular, alto tempo de extrag@o e maiores volumes
de solvente. Apesar do baixo volume de metanol
consumido ¢ baixo tempo de extrag@o, os cartuchos
Nexus também apresentaram recuperagao de 1-OHP
irregular.

Diante do que foi apresentado, considerando-
se os parametros avaliados, conclui-se que o uso de
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cartuchos Bond Elut ¢ a melhor alternativa para
analise de 1-OHP em urina, pois apresentou satisfa-
toria capacidade de recuperagdo associada com baixo
consumo de metanol e baixo tempo de extragao.
Dessa forma, o método foi aplicado na
determinagdo de 1-OHP de urina de pessoas envolvi-
das com a colheita da cana-de-agucar (cortadores de
cana). Os picos foram comprovados pela adi¢do de
padrao e pela técnica CG/EM. As concentragoes de 1-
OHP em urina variaram 0,026-2,3 pmol mol”

Table 3. Alguns trabalhos mostrando a relagio de excre-
¢dode 1-OHP em funcdo da ocupagao do trabalhador.

Ocupagao Concentragdode Referéncia
1-hidroxipireno
(umolmol” de
creatinina)
Industriadeborracha 0,071 (controle) 16
(vulcanizag@o) 0,14 (expostos)
Coletores de lixo 0,01-0,51 (controle) 17
0,03-0,62 (expostos)
Motorista de 6nibus 0,05—-1,60 18
Policiais de transito 0,021-0,974 19
Cozinheiros 0,30-0,83 20
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creatinina (n=39) no periodo da safra e de 0,0023-0,38
pumol mol' de creatinina (n = 34) no periodo da
entressafra. Os resultados foram expressos em fung@o
do teor de creatinina, para corrigir a dilui¢do da urina
que pode variar significativamente. A excre¢dao de
creatinina num individuo normal ¢ praticamente
constante num periodo de 24 horas [13,14].

Em seu artigo de revisdo, Hansen e colaborado-
res [15] apontam que estudos envolvendo determina-
¢do de 1-OHP em urina de trabalhadores vem sendo
realizados nos mais diversos segmentos, como
trabalhadores rurais envolvidos com queima de
madeira, carvoarias, fundi¢do, produgdo de aluminio,
vulcanizacdo da borracha, pavimentagdo (asfalto),
coletores de lixo, motoristas de Onibus, policiais e
muitas outras atividades. A Tabela III apresenta o
resultado de alguns desses estudos [ 16-20].

Comparando-se os resultados deste trabalho
com os resultados apresentados nos trabalhos da
Tabela III, pode-se concluir que a eliminacao de 1-
OHP na urina dos cortadores de cana-de-agticar é
muito superior que a dos trabalhadores envolvidos
em atividades como vulcanizagao da borracha, coleta
de lixo, motoristas de 6nibus, policiais de transito e
cozinheiros.

A grande diferenca de concentragdo de 1-
OHP na urina dos trabalhadores quando comparado
os periodos de safra e entressafra da cana-de-agticar
pode ser explicada pela maior exposicdo dos
trabalhadores aos HPAs no periodo da safra da cana-
de-agucar. Em seu trabalho com material particulado
atmosférico (MP,,), Andrade e colaboradores [21]
encontraram na atmosfera de Araraquara/SP,
concentragdes de MP,, trés vezes maiores no periodo
da safra do que no periodo da entressafra. Em relacao
a concentrag¢do dos HPAs, os valores encontrados no
periodo da safra foram aproximadamente quatro
vezes superiores ao do periodo da entressafra. Neste
trabalho, os valores de concentragdo de 1-OHP foram
aproximadamente seis vezes maiores no periodo da
safra em relacdo a entressafra. Portanto, superior as
razdes encontradas por Andrade e colaboradores para
MP,, e HPAs. Isso pode ser explicado pelo fato de, na
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fuligem, os HPAs ainda ndo terem sofrido reagdes
significativas de transformagao em seus derivados, o
que ocorre no material particulado atmosférico [22].

Segundo Jongeneelen [23], pode-se classifi-
car a concentracao de 1-OHP eliminado pela urina
em trés categorias: Nivel 1 - 0,24 ¢ 0,76 pmol mol” de
creatinina, para pessoas nao-expostas ocupacional-
mente, ndo-fumantes e fumantes, respectivamente;
Nivel 2 - 1,4 pmol mol” de creatinina, para pessoas
expostas ocupacionalmente. Esse ¢ a menor
concentragdo em que nao ha evidéncias de efeitos
genotoxicos; Nivel 3 - 2,3 e 4,9 umol mol” de
creatinina, para trabalhadores de coqueria e de
plantas de fabricag¢@o de aluminio, respectivamente.
Este nivel corresponde ao limite de exposi¢do
profissional.

Diante dessa classificagdo, pode-se concluir
que a exposi¢do dos cortadores de cana-de-agticar
pode atingir o terceiro nivel de exposi¢ao, fato, no
minimo preocupante.

Conclusao

A metodologia otimizada e validada mostrou-
se adequada para a quantificagdo do 1-OHP em urina
humana. Os resultados encontrados apontam uma
expressiva diferenga entre os valores obtidos no
periodo da safra e da entressafra da cana-de-agucar
sugerindo uma importante exposi¢ao dos trabalhado-
res aos HPAs na sua atividade ocupacional.
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K. A. Sakiara, S. J. De Andrade, M. R. R. Marchi, W. Vilegas, R. M. V. Bosso, N. D. T. Conforti-Froes.
Optimization and validation of analytical methodology for determination of 1-hydroxypyrene in urine of sugar
cane workers.

Abstract: This study aimed to optimize and validate an analytical methodology for determination of 1-
hydroxypyrene in urine of workers involved in harvesting sugar cane. The method used for determining 1-
hydroxypyrene in human urine is the enzymatic hydrolysis, extraction and clean-up by solid phase extraction
(SPE) and quantified by high performance liquid chromatography with fluorescence detection (HPLC / Flu).
Four types of cartridges were tested to verify the percentage of recovery. Urine of sugar-cane workers (non-
smokers and of both sexes) were collected during the harvest (n = 39) and non-harvest season (n = 34) of cane
sugar. The best recovery results were attributed to the C18 cartridges. They presented recovery between 79%
and 108%, with a coefficient of variation between 5% and 10%. The limit of quantification was 74 ng of 1-
hydroxypyrene per liter of urine. The optimized and validated methodology was used for determination of real
samples. The results found in the urine of workers at harvest period ranged from 0.026 to 2.3 mol of 1-
hydroxypyrene per mol creatinine. During the non-harvesting season the results ranged from 0.0023 to 0.38
mol of 1-hydroxypyrene per mol creatinine. The validated methodology proved suitable for determination of
I-hydroxypyrene in human urine. The data indicate that there is strong correlation between excretion of 1-
hydroxypyrene and the periods during and between harvests of sugar cane.

Keywords: Occupational health, Urine, 1-hydroxypyrene, Sugar-cane workers, Validation of analytical

methodology.
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