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*Se naop houver frutos,

valeu & Leleza das Flores.

Se nao houver flores,

valeu a somktra das folnas.

Se naoc houver folhas,

valeu a Intengao das sementes”.

- Benf1l
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RESUMO

O Denzeno ests asscciado a diversos efeitos lesivos sobre
a sadde e a determinacdo do teor de seu metabolito principal, o©
fenol, quie ¢ excretado na urina, £ utilizada para o monitoramento
biologlco 4a exposicac ocupacional ao benzeno,

O método de andlise escolhido congistiu na hidrélise
dcida para liberacdo do fenol que Se encontra na urina como &cido
fenil sulfénico e acido fenll glicurdnico; extragac do fenol;
quantificécgo por cromatografia gasosa capilar; e normalizacéo da
concentracio de fenol pela quantificacdo de creatinina na urina.

O uso de cromatografia gasosa Possibilitou & determinacac
de fenol na urina, sem a interferéncia dos cresois. Foram testa-
das duas colunas capilares. A que se mostrou adequada para ana-
lise de fenol na concetracac de interesse foi uma coluna capillar
de sTlica fundida de 10 m de comprimento, DI 0,53 mm e F.E. HP-5
(2,23 mm de espessura de £ilme, com ligacio cruzada).

Foram comparados dois metodos &e extracao: extracaoc em
tubo e extracio contfrua. Verificou-se que o melhor método € o de
extracac contfnua por ter um rendimento maior. o

A quantificacio de creatinina foi feita pelo metodo espec-
trofotométrico estatico e pelo método de analise em fluxo contf-
nuo monosegmentado, Sende o Ultimo considerado mals conveniente
para anélises multiplas.

Portanto, a determinacac de fenol na ufina ten resulitados
confiavels quando a nidrolise acida € felita em sistema fechado,
sepuida dé exmracao cont fmua com eter isopropflico, analise do
extrato por cromatografia gasosa capilar, e quantificacao de

creatinina através de analise espectofotométrica,
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ABSTRACT

Benzene 1s associated with health effe¢£s. The deter-
mination of its principal metabolite, phenol, which 18 excreted
in urine, i& used for bioclogical monitoring of occupational
exposure t0 benzene.

The method chosen invoelves acid hydrolysis to liberate
pheniol which is encountered in urine in the form of sulphicnate
and glucuronate derivatives, extration of phenol; determination
of phenocl coﬁcentration by gas capillary chroéatography; .and
normalization of +the phenol concentration by determination of
creatinine in vrine.

| Use of gas capillary chromatcography has made pessible the

determination of phenol in urine without the interference of

_cresols. Twoe capillary columns were tésted. A fused silica

capillary column (SE HP-5, 2,23 mm f£ilm thickness; O{SBImm i.4.;
10 m lomg) was show suitable for analysis of the phenol in the
concentration range of interast.

Comparison was made of two different methods of exira-

-tiorn simple step eXtration and contimies extration. 'At_ Was

concluded that the best method is continuocs extration as it gave
a higher yield of phenol.

Measurement of creatinine was made by a specirophotome-—
tric method, or using monosegmented flow analysis. The letter 1s
considered more convinient for maltiple analysis.

Thus, the determination of phenol in'urine has realidle
results when acilds hidrolysis is made in closed sistems, féllowed
by continuous extration with isopropil ether, analysis of the
extract by gas capillary chromatography, and measurement of crea-

tinine by & spectrophotomeiric analysis.
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CAPITULO 1

I INT R ODUCAS

J&a de longa data, a exposicac ocupacional ac benzeno tem
sido assoclada a uma gama de efeltos lesivos ~a saude, particu-
larmente ao sistema hematopoiético. EXistem inumeros trabalhos
epidemialéeicos ou casos publicados Sobre INLOXICACAO POr DENZEnoc
em expoSicao ocupacional, como mostra a revisao Dbibliografica

feita por wakamatsu e Ferntcolab6: 67,

O Denzeno a altas concentragdes, € depressor do Sistema

Nervoso Central3il, 44, 46,66, 67 assim o5 efeitos variam de narcose

a0 coma, entrecortado DpoOr convilsoes e morte, dependendo da
concentracao ambiental. Uma exposicdo a concentracao de 19.000 -
20.000 prm de benzeno durante 5 a 10 minutos, € fatal. EXiste
também wum efeito irritativo do benzeno sobre a pele, olhos e

mucosas>1, 66. 67,73 a1ém disso ele pode afetar o ffgado, 08 rins

e 0 COoracao.

Exposicoes a baixas concentracoes de benzeno, & 1ongo
prazo, podem causari® 65,75 una doenca denominada Dbenzenismo

cronico. Nesses cases, © benzeno (ou seus produtcs de degradacéo)

1



atua soDre o sistema hematopoiético, Situado na medula Osses
podendo Provocar alteracdes nos globulos vermelhos (anemia), nos
gldopulos Dbrancos (leucopenia e outras alteracgoes) e plaquetas
(manifestagoes hemorragicas). Istas alteracoes S&0 graves, mas
reversive is quando tratadas no estagic inicial da doenga. Entre-
tanto, pDode ocorrer uma alteracic global do quadro hematologico
assocladC & uma alteragao da medula o0ssea, ou seja, uma hipofun-
cio medular ( Hipoplasia ou Aplasla medular), que € irreversIvel,

nao tem tratamento e leva & morte31l, 44,46, 66,67

Além disso, a leucemia tambem esta entre os efeitos
conhecidos, assocfados ao benzenismo cronicold 63.64. 68 opiros-
sim, h& comprovacdo de gue o benzeno provoca alteracdes Cromos-

somicasi®: 71, podendo inclusive reduzir a fertilidade masculina??,

O benzeno (CgHg) © um 1fquide incolor, de odor agrada-
;el.arumn&ntﬁ inflamavel {(temperatura de 1en1c§o-11°C} e extrema-
mente VO1latil (pressic de vapor de 74.66 mmHg a 20°9C). Produz
vapores mais  pesados que o ar, no gqual se mistura lentamente
acumuland o-se has regioes mais baixas do amblente. E- pouco
soldvel em Agua (180 mg de benzeno por 100 mL de agua a 20°C),
porém, sSoldvel em acetonas, alcoois, eteres, oOleos, gorduras,
Csp, CCl{. CH3CCl3. E- usado como solvente para o enxoifre,o
f5sforo €& o lodo e grande rmero de matérias organicas, cera,
cénfora, Dborracha, acidos aromaticos e alcaldides. Pode ser uti-
lizado na sntese de fenol, niitrobenzeno, cCumeno, cliclohexano,
servindc como intermediario na producac de varios produtos, CoOmo

mostra a figura 1.1,3%
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Figura 1.1 - Derivados do Benzeno e seus Usos

Ele é produzidc em refinarias de petrdlesc por Ul Processo
‘cn&made refermulac%o cataliftica, que converte alguns hidrocarbo-
netos em aromaticos, utilizando-se catalisadores de metal (éxidcs
de metal d0 grupc VI B, tais come Cr & Mo) & altas pressaes. Este
processo  também & utilizado para a producac de benzeno a partir
de gas natural. Outra fonte de producao de benzenoc € o carvao, a
carbonizacao da hulha a temperaturas altas (de 1000 & 1200°C)

produz hidrocarbonetos aromaticos.

Tm muitos pafses ¢ uso de benzenc como solvente esta

praticamente extinto?3. fazendo~Se & S5us substitulcﬁo POrT ouLros

3



solventes menos 1OX1C0S (exr,: tolueno, ciclohexano, Xileno, ...J.
mtretant o alguns pafses ainda utilizam amplamente o benzeno como

solvente, principalmente devido ac seu baixo custo.

Em 1971 & Organizacac Internacional do Trabalho (CIT)
elaborou & Convencao No. 136 e a Recomendagao No. 144 " sobre &
protecao contra oS riscos de intoxicacac por benzeno ". Estes
instrumentos prevéem & exXLIngac 40 emprego de Denzeno Como
solvente e gue a porcentagem de Dhenzeno que aparece COmo lmpureza
nos demais solventes seja no maximo ix em volume. O Brasil adotou
esta convencio e o conteddo desta norma internacional esta
expresso na Portaria Interministerial MS-MTb No. 3, de 28 de

abril de 1982.

Entretanto, apesar das restricoes adotadas, no Brasil alén
das refinarias de petirGleo e das indUstrias siderurgicas muitos
outros tipos de indistrias manuseiam o benzeno, DOIS Como mostra
a fig 1.1, a sua utilizacao € multo ampla, sendo, portanto,
fundamental due seja feita periodicamente uma avaliacao da

EXPOSIC%O ocupacional ao penzenc nestas 1ndﬁstr1&s.



cariTULO 2

LVAIT. T ACEO DA EXPOSICAC

OCTUPACIGOGNAL AOC BEMNIENO

2.1 - Avaliacao Ambiental

A avaliabﬁc ambiental basela-se no Limite de Tolerancia
(L. T.}. Os L.T. referem~se “as concentracoes de substancias aero-
disperséides e representam as condicoes sob as quais supoe-se que
*quase” todos 05 trabalhadores podem egstar expogtosjfepetidamente

dia apos dia sem efeito adversoi©,

¢ L.T. do benzeno vem diminuindo no decorrer d4os anos,
refletindc & Preocupacac cénstante de melhorar os nfiveis de segu-
ranca. Por exemplo ,nos Estados Unidos, em 1938 o L.T. para o
benzeno era de 100 ppm, em 1951 caiu para 25 ppm € em 1971 para
10 ppm. Em 1978 a 0.8.H.A (Occupational Safety and Health Admi-
nistration - U.S.A) propodos a reducao do L.T. do benzeno de 10
para 1 ppm baseada na avaliacao cientfficai6 71,72 ge que traba-
lnhadores expostos a0 Denzeno e€St&0 Propensos a um elevado TI'1ScCo
de desenvolvimento de leucemia, mielopatias e aberracoes Cromos-

somicas. Mas a Suprema Corte Americana decidiu que nao era neces-—

S



siric madar o L.T. para 1 ppm, aceitando a alegagac de gue
efeltos adversos -a saude nao ocorrem com 10 ppm de L.T. em 8 hs

de trabaliho durante uma Jjornada de 40 horas sepnanais.

Mo PBErasil o L.T. para o benzeno € de 8 ppm, Ppols a
Jornada de irabalho rasileira ¢ de 48 horas semanais. Na Alema-
nha Ocidental o L.T. também € de & ppm, ha Suliga € de 5 PPm € na

U.R.S.S. € de 1,6 ppm’.

A avaliacao da exposigao ambiental € feita pela quantifi-
ﬁacac d08 vapores ds Denzernc No ar gue sera inalado pelé itrata-—
lhador. Esta gquantificacdo pode ser feita pela passagem de um
volume conhecido de ar atraves de um tubo gue contenha um absor-
vente 5G1ido. Para passagem do ar atraves do tubo utiliza-se uma
pomba de amostragem de fluxo controlade?: 7, 26,47.49,52  csip.
2.1). A Dbomba ¢ bpresa na cintura do trabalhador e o tubo &
colocado No ompro préxlma ao nariz, para gue a amostragem Sseja
equivalente ao ar inalado pelo trabalhador. O benzeno gque foi

apsorvidoc no tubo de absorcao de vapor & entaoc desorvido € anall-

-sado por cromatografia gasosa.

BOMBA
o
AMOSTRAGEM

adsorvente

Figura 2.1 - Sistema de coleta de ar para quantificacao de
benzeno



2.2 - Avaliagao Biologica

O parametro bioldgico de exposicac reflete a exposigao
integral 4o trabalhador em relacac ~as flutuacoes das concentra-
coes das substancias toxicas ne ar, & ventilacado pulmonar e &
ahsorcac cuténea e gastrointestinal. Os valores obtidos pela
avaliacao Dbioldgica indicam se o0s nfvels de eXPOS1CAO SA0 NOCIVOS
~a salde, Daseando-se no Limite de Toleréncia Bioldgica

(L.T.B.)36,

A principal via de penetracio do Denzeno no organismo & a
respir&tSPia. uma vez que & absor¢ac cutanea € peguena. © NIOSH
(National Institute of Occupational Safety and Health - USA)
realizou um estudo com ratos sem pelos, nos quais' se aplicou
nafté de petrcleo contendo O.5% de benzeno, maréado com 14¢c e
verificou-se que 1% do benzeno aplicado fol absorvido pela peles,
concluindo que um trabalhador que manipula 150 litros de Dbenzeno
por dia pode absorver aproxXimadamente 6 mg de henzeno diarilamente

através da pele intactai®,

Cerca de 40-55% do Denzeno inalado®® 73 ¢ retido pelo
organismo, dependendo da concentracao e 4o tempo de exposigac. A
retencio pode ser considerada constante, ao redor de 1,0 mg-/mL em’
exposicoes de 25 ppm, com uma ventilacdo pulmonar de 25 L-min%54.
Sendo © Dbenzeno lipossoluvel, ele se fixa em tecidos TiCcOo8 €n

gorduras, tais como centros nervosos e medula ossea>9.

Parke e Willians!®'55 aaministraram Dbenzeno ([14C] em
ratos e observaram que havia uma consideravel concentracaoc de

benzeno na medula 0s5€a € no baco dos ratos, imediatamente apés a
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inalacao.

Também em experiéncia com animais, Schrenk e col. 173
observaram uma Conceniracic de Denzeno cerca de 20 VeZes maior na
medula OSSea € nas gorduras gue no sangue, concluinde que a perda

de henzeno pelos tec:dés gordurosos é multo lenta.

Cerca d4de 12-50% do benzeno absorvido € eliminado, Sem
alteracoes, pela expiracdo’®. Hunter e Blair3C observaram que na
exposicEO de alguns homens *~as concentracoes de benzeno de 62 a
405 pg L (em camaras fechadas), a elimin&cEG de Tenzenc pels
expiracao naoc fol malor gue 12% da dose Tretida. Telsinger €
colaporadoresi™ 65 colocaram nomens a uma exposicaoc de 340 pgsL
de Dbenzeno diariamente durante cinco horas € observaram due a
meédia de retencao do vapor inalado foi de 46, 3%, deste total
aproximadamente 26% fol explrado, ¢ 0,1-0,2% excretado na urina,

sem gqualquer transformacaoc.

A base do entendimento da biotransformacao do benzeno foi
obtida atraves de experiéncias com animais, geralmente ratos,
coelhos e macacos. Iniclalmente observou-se gue com a administra-
cio de Denzeno havia consideravel excrecidoc de fenol urinario.
Posteriormente fo0i detectada também a presenga de quinol e peque-
nas quantidades de catecol, hidroxigquinol, acido fenil mercap-

tﬁrico e éCidO trans-trans muconico.

A biotransformacdo provavel do benzeno esta esquematizada
na figura 2.2. Do benzenc absorvido, aproximadamente 40x € elimi-
nado sem alteracio pela expiracaoc. O restante € oXidado no fIgado

a epoxlbenzene pelo sistema enzlm&tico hidrocarbonete de aril
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hidroxilase. O epoxXibenzeno entao se desdobra em r'trés caminhos.
Primeiroc, ele pode rearranjar-se espontaneamente para preduzif
fenol. Segundo, els pode ser atacado por hidrase epéxido, dmﬁﬁ,o
beanzeno glicol. © benzenoc glicol ent&aoc produz predominantemente
catecol Vv ia desidrogenacac enzimatica, e acido irans-trans muco-
nico através da subsequente oxidacao. Terceiro, O epokihenzeno
pode reagir com glutation na presenca de epoXitransferase para

produzir 4cido fenil mercapturico. A matoria do fenol formado

sofre subsedquente OXIdE&f}g&O para produzir hidroguinona, due reage

com acido sulfdrico esou glicuronico sendo entac eliminado., Fi-
nalmente, & maloria do catecol reage com 4cido sulfurico esou
glicurdoniico sendo eliminado, CoOm uma pegquena gquantidade sendo

oxidada & hidroxiquinona.

A Diotransformaciac 40 DEnzZens no homem € similar a obser-—
vad.a' em animais como mostra o estudoe feito por Telsinger e cola-
boradores 11: 55. Analisando & wrina de pessoas expostas a 100 ppm

de hernzernio por 5 horas, Teisinger verificou que d0s 46 4o DbenzZe-—

‘1o absorv ideos, 6,1% foi eliminado como fenol, 6&,3% como catecol,

e 2,4% cOomo hidroguinona.

Muitos sutores>S: 65,67, 73 atribuem a toxicidade do benze-

ne 808 SeuUs meta;bélitos. principalmente catecol € epoXiDenzeno.

O estado nutricional e 0 uso de drogas pode 1nfluenciar o

processo de oxidagido e conjugacac do benzenc?s.
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A avaliacao Diolbpica da exposicao ao benzeno pode ser
efetuada pelas seguintes andlises !

— anglise de benzeno no ar expirado;

~ an&lise de Dhenzeno nNo sangue;

~ snélise 405 metabolitos 4o benzeno na urina.

2.2.1 ~ Andlise de benzenoc no ar expirado

A anélise do ar expirado apCs exposicAo ao benzeno indica
a velocidade de elxminacgc 40 benzeno do corpo, serdo possivel
deduzir entao a quantidade absorvida. Contudo, para avaliacac da
exyosicéc a0 benzeng deve exXisitiics ama correlacac entre a concen-

tracao de benzeno no ar expiradc € a concentracac no ambiente.

Imediatamente a&pos a exposicao a velocidade de liberacao
4o henzeno pela expiracac € bem raplda, mas ela reduz-se apds o
términe da exposicac. Iste indica que-e corpo tem diferentes
compart imentos de absorgio 4o benzeno e a velocidade de elimina-
cho de cada um é descrita adequadamente por uma . curva  exponen-
14152, 53, 4 meia-vida de eliminacio imediatamente apés a exposi-
cio & de 1 nora e estd assoclada & liberacio de Dbenzenc do
sangue. No dia seguinte a mela-vida de eliminacio € de um dia e
esta assoclada & liberacao de benzeno dos tecidos gordurosos,

incluindoc a medula ossea.

Para ‘avaliacéo da exXposicac ao benzeno a coleta do ar
expirado pode ser feita imediatamente apos & exposicao ou antes
da proxima exposicao. A avaliagko antes da proxima expoSicao tem

menor sensibilidade pois a quantidade de Dbenzeno eliminada €

11



menor, mas € o meio mais adequado para se prever o risco dos
efeitos a longo prazo. Um nfvel de 0,12 ppm de benzeno no ar
e)@iré&;)- f01 proposto como limite para uma exposicao 10 ppm 4e
penzeno por 8 horas, fazendo-se a coleta 16 horas apos a exposi-

cao’.

A coleta do ar expirado pode ser feita com tubos de
coleta {_anélme instantanea) ou atraves de mascaras com TIespira-
aor (ané;:l ise por perlIcdo de lempo pré—esta_belecido). O ar coleta-

do 6 entaoc analisado por cromatografia gasosa.

Sherwood e CarterS3 realizaram uma experiencia com am
homem, em uma camara com concentracao controlada de benzeno e
observaram que imediatamente apss uma exposicao sedentaria &
24 ppm <e benzenc por 4 horas e 20 minﬁtos. a concentracac na
expiracao fol cerca de 2 ppm. Na manha seguinte a concentracio .
fo1 cerca de O,2 ppm. A atividade dos trabalhadores expostos pode
influenciar estes valores, pois com uma maior velocidade respira-

téria, ocorre uma malor ingesstaoc de benzeno.

A desvantagem desta analise € o risco de se obter  inter-
ferentes durante a c¢oleta do ar expirado. Além disto, pafa a
coleta € necessario habilidade técnica e instrumento de analise
de alta sensibilidade, pois a concentracao obtida € geralmente

1 ppn.

2.2.2 - AnAlise de Benzeno no Sangue

-

A determinacao de Dbenzeno no Sangue nac € um método

reconendado para ¢ monitoramento bioléeico de exposicéo agc benze-—

iz



noe devido aos problemas préticas encontrados na cgleta da amos—

tra.

Além disso, nao existe comprovacaoco®l. 52 de boa correlacac
enitre & conceniracac de DENTenc no Sangue € sua éansentracﬁo noc
ambiente. Snyder e colab.>? por exemplo, relataram que a concen-
tracac de benzeno encontrada no sangue de sete ratos, que foram
expostos a 300 ppm de benzeno em & horas por dia durante 70 dias,
foi de 3,.2-8,1 Hg por g de sangue. O sangue fol extraldo coom

tolueno e analisado por cromatografia gasosa, utilizando-se

diclero-metano como padrao interno.

2.2.2 - Andlise dos Metabdlitos do Benzeno na Urina

O Denzeno que é absorvido no Organismo & dictransformado
no ffgado e seus principais metabolitos sao eXCretados na urina.
'O fenol & o principal e & eliminado na forma sulfo ou glicuro-
conjugada (filg. 2.2). A determinacéo da concentracdo de fenilsul-
fato ou fenol na urina pode ser utilizada por avallar a EXPOoS1caoc

ac benzeno.
a) Excrecac Urinaria de Sulfatos

Em uma populacaoc sadia, nao exposta ao benzeno a quanti-
dade de sulfato inorganico geralmente excretada na urina é de BO-
90 do sulfato total®7?+ 67,73, Na exposicao ao benzeno com subse-
quente metabolizagao a fenol na forma de fenllsulfato, ocorre um
acréscimc -da gquantidade de sulfatos organicos na urina, e a
relacdo sulfato itnorganice - sulfato total dimiruail. Este decreés-

cimo €& utilizade como Indice do grau de exXposigao.
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=3 determin&cgo de sulfatos pode ser felta jaloiy anélise
EP&VEE&@?iC& utilizando-8e ¢loreto de bérie como agente precipil-
téﬂie. A urins deve ser c¢oletada 10g0 ap&s o términa da exXposl-
Ggﬁ, pOoT-que & 6KCYE$EQ de Ffenilsulfale aparentemenie, 1nicia;se

rapidamente e termina abruptamentes?,

Teisineer e Fiserova-Bergerova~' observaram em Suas expe-
rieéncias que Dode oCorrer ums consideravel conjugacao de fenol
com 4acido glicurdnico em detrimento da conjugagido com dcido
sulfirico. Outrossim, apenas em Cconcentragoes superiores a
150 ppm de Denzeno (muitc acima do Limite de Tolar&ncia) QCoOrI e
um decré&scimo ccn&iderével da relacao sulfato inorgénico -~ sulfa-
to total, &em que haja uma boa correlacao com o grau de expo-
sicho, pOis em exposicoes de 200 a 500 ppm obteve-se porcentagens

semelhantes de sulfatc inorganico.

Além disto a porcentagem de sulfatos pode ser alterada
pela Ingestdo de certos vegetals, consumo de medicamentos conten-
4o enxcfre e exposigao ao ciclohexano & seus derivados. Por
conseguinte, & desaconselhavel a utilizacao da analise da excre-
cio urindria de sulfato como fndice de avaliacio de exXposigasc ao

penzeno= 7’ .

D) Excrecac Urinaria de Fenol

Em uma populacaoc Sadia nao exposta a produtos qufimicos,

existe uwma EXCTECEO normal de fenol que gumenta colm a4 EXPOSIﬁaQ

'ao henzeno, € também sc fenol e seus derivados. ExXiste uma varia-

cho individusl na excrecio de fenol devido a influencia de inges-
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tao de proteinas, gorduras, alimenltos defuma&és, égua {(a concen-
trachoc maxima de fenol permitida em agua potavel de padrao inter-
nacional € de 0,002 mg-LZ3), etanol, analgésicos (salicTlicos),
aplicagac de pomadas gue contenham fenol e disturblos intesti-
nais, que favorecem a degradacaoc bacteriolégica de tirosina e

fenilanilina e alteracoes renals ou hepaticas? 14, 66,

A determinacao da quantidade de fenol na urina varia com
o método utilizado. Van Hmaften e Sief3, em 1965, utizando croma-
tografia gasosa obtiveram uma concentracao media de 7.0 mg/L para
evcrecac normal de fenol na urina. Eles também observaram que nio
nouve nenbuma diferenca significativa entre as amostras de urina
coletadas no éerfodm da manha com as coletadas a tarde, e entre

as urinas de fumantes € nao fumantes,

‘Docter e ZietmisiS, em 1967, utilizando o método colo-
rimétrico de Gibbs22 analisaram a urina de 45 homens e 9
malheres, obtendo uma concentracio média de excregac normal de

fencl de 7,8 mgsL.

Puchet, Lauwerys e Cambier®, em 1972, desenvolveram um
método de cromatografia gasosa para determinacao de fenol urina-
rio e analisaram & urina de 20 pessoas obtendo o valor médio de
9,4 mg/L ou 4,7 mg-g de creatina para a concentracac normal de

fenol na urina.

O NIOSH12 gesenvolveu um outro método de cromatografia
gasosa encontrando um intervalo 3,1-5,8 mgs/L ou 1,5-2,8 mg de
fenolsg de creatinina para a concentracas normal de fenol na

ur ina.
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Spiegel e Opar>®, em 1978, utilizando o metodo de croma-
tografia gasosa de Van Haaften e 51e%0, obtiveram um valor meédio

de 10, 2 mgsL para a concentracaoc de fenol na urina.

Anami e Martinsl, em 1985, utilizando um mélodo de croma-
tografia gasosas encontraram como valores normais de fenol de

9,6 mgs-Ll ou 5,4 mg de fencl por g de creatinina.

Analisande estes wvalores podemos concluir que a faixa
mécia da concentracaoc normal de fenol na urina € de 4, 5-9, 6 mg de
fenol por L de urina ou de 2,2-5,4 mg de fenol por g de creatini-

na.

Embora haja variacso na excrecao normal de fenol, a
quantidadie de fenol na urina tem uma boa correlacac cCom a exposi-
Cao &0 Denzeno. Telsinger e Fiserova-Bergovasc conclulram que
uma excrecao uriniria de fenol de 40 mg-/L indica que a exposigao
a0 benzeno nac 6 significante € que uma excrecio urinaria de

fenol 4de 100 mgsl indica uma exposic&o a aproximadamente 35 pPm

durante & horas. Para o HIOSH uma ccncentracéo de 75 mgsl de

ferniol na Urina indica uma exXposicao ao benzeno, ihnaceitavel,

O Grupo de Trabalno Internacional sobre Toxicologla de
Benzeno {Paris, 9-11 de novembro de 19763 adoton 08 sSegulntes
valores de fenol na urina, determinados imediatamente apos a
exXposS1Caon
- cerca de 100 mg-L indica uma expos;cﬁo a 25 ppm de Denzeno
durante 8 hs; )

- cerca de 50 mgsLl indicas uma expasic&o a "aproXimadamente

10 ppm de benzeno durante 8 hs;
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- acima de 286 Iﬁé"L indica ailguma 6){@0315:%0 a0 DENZEeno;
- menos . de 10 megsL  provavelmente mostra a &115%1’161& de

exposicao significativa.

De acorde com a legislacio do Ministério do Trabalho
(Norma Regulamentadora ne. 7 da Portaria No. 12, de 06.06.83) &
oprigatéric o conirole bioldgice de tedos trabalhadores que ma-
nuseiam benzenc. O Imdice biloldgico da exXposSicao ao benzenc € O

fenol ur inario com valor até 30 mgsL e L.T.B. = 50mg L7,

Considerando que o fenol € excretado rapidamente e que
sué mela-vida na urina & de 270 min®3 73 a urina deve ser coleta-
da logo apss o término da exposicao. Considerando-se as variacoes
individuais, a concentracac de fenol deve ser normalizada. Para
normalizacdo pode ser adotada uma densidede Urinéria padrao,
obtida preferencialmente pels densidade média da populacaoc em
estudo, ou pode ser felta a quantificacao de creatinina na urina

a ser analisada.

2.2 - Determinacac do Fenol

A determinacao de fenol pode ser felita através de métodos

colorimetricos ou de meétodos aplicando cromatografia gasosa.
2.3.1 - Métodos Colorimétricos

Em 1924, Theis € Benedict®® descreveram um método colo-
rimétrico de determinacao de fenol, a niveis de até 10 mg-sL. Eles
utilizaram o reagente p-nitroanilina diazotizada que se torna

alaranjado para vermelho quando reage com fenol.

7



Ry W WO W S WEF W WEF WP YF W W W W W Wew W e

Logo depois. em 1927, Gibbs22 desenvelven um  outro
método cCcolorimétrice baseado na formacac de indofenol pela con-—
densacac de 2, 6-dicloroquinenacloroimida cu 2, 6-dlbromoguinona-
clorocimida com fenol em pH de 8,0 a 10,0. A producgac de indofe-
ndl, que € azul, oCOrTe NO MAXime em 18 minutos, Sendo Sua quan-
tificacao realizada por meio de espectrofotometre utilizando-se
comprimernnto de onda 610 pm. A formacao de indel naoc acorre com
fendis gque contenham um radical na posigaoc para em Telacac &

hidroxila (ex.: p-cresoll.

Br 8r ‘

0= =NCl + @OH ameeo_ C}':N @OH + HCl
Br Br

Ettinger, Ruchhoft e Lishkal?, em 1951, propuseram o Uuso

de 4-aminoantipirina e extracao com cloroformio para determinacac

colorimétrica de fenol. A solucaoc alaranjada obtida € analisa-

da por espectrofotometria a 460 pm,

Mohler € Jacob3®, - em 1957, sanalisaram alguns metodos
colorimétricos para determinacao de fenol e concluiram que no
método de GibDs o completo desenvolvimento da cor requer de 6 &
24 ns, a precisao do método a balxas concentracoes € questionavel
¢ variacoes no pH e temperatura afetam o desenvolvimento da cor.
No método gque utliliza 4-amincantipirina ha interferencia de

&100615 e cetonas e a sensibilidade varia com o pH.

wexler®® ,em 1963, propos para determinacac de fenol a

18
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atilizacso de ultravicleta nha regiao de 340 um & 220 um. O
metodo Dasela-se na analise das diferencas entre o espectro do
f?nal em Hp0 ou CH30H e o0 espectro do fenol em solucao de KOH 1N.
sorém, & sensibilidade do método de ultravioleta de Wexler €

pequena.

Goren-Strull, Mostaert e Kleijn®3, em 1965, fazendo uma
revisio dos métodos colorimétricos concluiram que no métode de
diazotizag%a de fencl de VulRKan-Verliog, fenols com o grupoc para e
orto substituldos sa0 codeterminados (p-cresol e o-cresol) e a

cor nac € estavel.

Heistend e Todd28, em 1972, desenvolveram um método auto-
mético para determinar fenol na urina. O mEtodo consiste na
nidrolise dos fendis conjugados com HpS804 BM e destilacdo a vapor
seguida Ppor determinacdo colorimétrica (com 4-amincantipirina
em pH = 10,2) do fenol no destilado. A CcoOr & medida PO WM Colo-

rfmetro usando, & 520 nm, um filiro de interferencia.

5.3.2 -~ Métodos Cromatograficos

van Haaften e S1e03, em 1965, compararam dois métodos
colorimetricos, os de GidbsS2 e de Theis e Benedict®® com um
metodo de cromatografia gasosa (C.G.) para determin&céo de fanol
urinaric. HNo método de C.G., & amostra de urina fo! hidrolisada
com HyPO4 em uma pré-coluna de borosilicato sende o fenol libera-
4o analisado com uma coluna contendo como Fase Estacionaria
(F.E.) polietileno glicol 6000 sobre Chromogorb-¥W., Eles utiliza-

ram um cromatografo a gas equipado com um detector por ionizZacaoc
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em chama {(D.I1.C.) & Hp como gas de arraste. Eles concluiram gque o
método C.G. € mais especrfico, rois separa ¢ fenol de 1odos o3
cresdis, €& mals rapldo, e que oS dols métodos colorimétricos

sofrem interferencia 4os Cresois.

Snerwood e Carter>3, em 1970, descreveram um metodo Cro-
matografico de determinacdo de fenol na urina. A urina fol hidro-
lisada com HC104 & 95°C por 2h, ¢ fenol extrafdo com eéter 1sSOpro-
pflico e analisade por C€.G. em uma coluna recheada com adipato de
etileno glicol 2% sobre Universal B. Para normalizagio da concen-

tracic eles utilizaram a densidade Wwrineria padrac d4e 1, 018 mg-L.

Buchet, Lauwerys e Campier®, em 1972, sugeriram um método
aperfeigocado de determinacao de fenol na wurina, utilizando a
dosagem de creatinina para normalizar a concentracac de fenol. A
amosira Q& uUrina onde se adiciona uma guantidade conhecida de
nitrobenzeno como padraoc interne & aguecida a 100°C por 30 min

com HC1 12,5 N para hidrolisar os fenois conjugados. Os fendia e

.0 padrao Sao extrarldos com €ter etrlico e uma alfquota do extrato

6 injetada no cromatéprafo a gas utilizendo-se uma coluna rechea-
da com SE 30 3x sobre Varaport 20. A determinacaoc foi realizada

gom D.1.C. & 100°C, utilizando Np como gas de arraste.

Dirmiks e Darpreld, em 1974, descreveram um método de
C.G. para analise de fenol em que foi feita uma hidrdlise enzima-
tica dos fendis conjugados com B-glucoronidase e aril sulfatase
em pH 5,0 a 37°C por 48 hs, e posterior extracac com eter etrli-
co. Foram testados varios t1pos de fase estacionéria optando-se

rela F.E. éster fosfato THP O, %% sobre Chromesorh W-HP, Foram
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feitas anallses comparativas entre este método cromatografico e ©
método colorimétrico de Gibbs, concluindo-se que 08 Tresultados
mais altos cbtidos com o método colorimétrico foram ocasionados

pela interferéncia de o-crescl & 2,6 xNillenol,

o NIosHi2, em 1974, Tecomendon um método cromatografico

de a,nélise de fencl em gque a amosira de urina é hidreolisada com

HC1 concentrado por 90 min a 95°C, o fenol € extrafdo com éter
etTlico ou eter isopropflico e analisado por C.G., utilizando-se
uma coluna de vidro recheada com adipate de dietileno glicol 2%
sobre Anakrom (6070 mesh). UtllizZa-se nitrobehzeno como padraoc
interno na determinacho com D.I.C. e He como gas de arraste. A
concentracao de fenol é normalizada pela densidade urinaria de

i, 024 g-mlL.

Roush & Ott5l, em 1977, wutilizaram o método recomendado
pelo NIOSH para analise de fenol na urina de trabalhadores exXpos-
t05 a0 benzeno, SsSugerindc a saturacao da urina hidrolisada com
cloreto de s6dio, para aumentar o rendimento da extracac com eter

isopropfilico.

Fell e Leel9, em 1976, descreveram um método de cromato-
erafia gasosa com coluna capilar para analise de fenol na urina.
A urina foi hidrolisada em pH 5,0 com “"Helix pomatia® a 379C.
por 6 h, e o fenol foil extrafdo com éter etflico e derivatizado
com trimetilsilano, sendo cromatografado emlccluna capilar de
vidro com fase estaciondria OV-101 e deteccido por ionlzacac em

chama.
Spiegel e Opar>6, em 1978, aperfelcoaram um método cro-

el
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matograf ico Dpara anilise de fenol na urina. Eles utilizaram
nidrolise enzimética com Glusulase, extragac com eter isopropf-
1ico, &1cool benzflico como padrac internc e uma coluna de vidro
réche&i& com polietileno gilcol 6000 10x sokbre Ana%rom ABS. Fo-
ram analisadas urinas em gque a densidade estava'entre 1,010 e
1,030 g-ml, sendo a concentracéc de fencl normalizada pela densi-
dade urinsria de 1,024 g-mL, apesar 4o vaior médio obervado no
estudoc ser de 1,019 g-mL. Foram feitas também andlises por croma-
tografia em camada delgada utilizandc como eluente uma solucao de

ClOI‘O‘fE;T’Hl 1o & acetona no PI‘DPOI‘C&O de 9:1.

Van Roosmalen, Purdham e Drumond®? detectaram algumas
falhas nos métodos existentes, tals como: hidrélise insuficiente,
perda de fenol no agquecimento & baixo rendimento na extracao, Nas
extracoes Ssimples o rendimento era de 50-60% € nas extracoes com
prévia saturacéo salina o rendimento aumentava para B8O, mas
algum material estranho poderia estar sendo exirafdo. Para suprir
estas <falhas eles sugeriram entdoc, o usc de destilacao a vapor
para hidrolisar a amostra e extralr o fenol. Acido sulfirico foi
utilizado para hidrélise, uma solugdo o-etil fenol em acetona
como padraoc internc e & nidrdlise e a extracao (com agua) foram
feitas em Um aparelho semelhante ao soxhlet., Para analise croma-—
tografica utilizou-se uma coluna de vidro, recheada  com

Tenax G.C.

Kaiman34, em 1980, utilizou coluna capllar de sflica
fumnd ida com F,.E. SE~30 para analise de feniol, compararndoc diferen-
tes técnicas de 1njecao e diferentes métodos de coneccao da

coluna ao D.I.C. concluindo que a melhor técnica € de irnjecao
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® A~ Ccoluran®,

Lisi e Grossi35, em 1984, relataram o método uttlizado
para determin&céo de fenol na urina deos trabalhadores da USIMINAS
(MG}. Para hiardlise dos fensis conjugadcs eles utilizaram
HC1 12,5 N a 100°9C por 30 min. A extracac foi feita com €ter
isopropTlico & os fendis foram analisados em uma coluna empacota-

da com carbowax 20 M solre Chromosorbh W.

Anami e Martinsl, em 1985, ‘testaram varios tipos de
fase estacionaria e a que se moStrou mails adeguada na determi-
nacio de £enol urinario foi a S.P. 2100. Para nidrolise dos
fenois conJjugados utilizou-se HC1 12,5 M a 100°C por 30 min.

O paﬁr%o interne uttlizado foi solucéo de 3, 5-dimetilfencl em
NaOH 0,01 N e a extracéo foi feita com €ter etflico. As urinas
analisadas foram padronizadas pela densidade de 1,024 gr/mL e

tampem pela determinacao de creatinina urinaria.
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CAPITULO 3

METOI>OS AalNAL TTrricos EMPREGADOS INA

DETERMIMNACAOC DO FEMNOL URI MNARI O

Para andlizse de fenol na urinag geralmente se¢ utilizam

metodos calorimetricos ou cromatogratia gasosa {(C.G.). Nos méto-

dos colorimétiricos hd interferencia dos cresdils, como o 2 para

creascl, guie estdE normalmente presente ma urina em grandes quanti-
dades, e € co-determinado. Por ontro lado, a C.G. naoc apresenta
estas desvantagens, pois hg uma completa separacéo entre o fenol

08 cresois.

]

A  colorimetris comum baseia-se na comparacic visual da
colorachio da Solucho problema com as coloragioces de S0lugoes
padraes semeithamtenente desenvolvidas, Este metodo POSEIl um erro
relativo de S%. O método colorimétrico mals utilizado € a absor-
cicmetria que Dbasela-se Ina medida da transm;tancia (T=P Pp) &

ne relacionamento desta & conceniracﬁs d& espécle absorvente.

A cromatografia é um metodo £ISico-quimico de Separacac

no qual misturas complexas sao fracionadas pela distribuigio de
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SeuUs componentes entre duas fases: uma movel (F.M.} e outira

estacionaria (F.E.3.

GQuands & F.E. (1lfquida ou &£01ida) € depositada sobre
anperffoies planas caracterizae-se a Cromatografia Planar gue 806
wtiliza F.M. 1fquida. Quando a F.E. (ifaquida ou &clida) € intro-
duzida em um tubo {coluna CI‘OI}}&%O&T‘&‘I’EC&} caracieriza-se a croma-—
tografia em coluna que utiliza fase movel liquida (cromatografia

1rquida) on fase movel gasosa (cromatografia gasosa).

Ma cromatografia em colunsg a anostira & introeduzida na

F.M. gque passa continuamente,. pela FOE., a uma velocidade cons-

tantes. Forma-se Eﬂtéﬁ un equilihrio dos componentes da amosira

entre & fase movel e a fase estacionaria (Sp.M. = BF. .} & as
substancias comegam & migrar de acordo com as interacoes Ffsico-
qufmicas que cada mdlacula sofre, individualmente., Na safda da

coluna acapla-se am detecior, gue detecia as substancias separa-

das e transmile para um regisirador um sinal proporcional a sua

concentracie,

A cromatografia gasosa utiliza como F.M. um gds, normal-
mente inerte, puro e selecionado de acordo com o detector utili-
zado. A F.E. pode ser um s6iide (cromatografia gas-solido-—
C.G.S5.), neste caso a retencho seletiva dos componentes da amos -
tra € devida a fendmenos de adsorcao e desorcac., E a F.E. pode
ser um liguldo (cromatografia EéS“lfquidO -~ C.G.L.}). Este 1rguidg
pode ser depositado na superficie de um s61ido  inerte, ou na

parsede 4o tuho'que forma a coluna. Neste CAS0 O processo & dsg

adsorcan, ou particaoc.
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Figura 3.1 - Sequéncia de Eventos na Separagao Cromatografica

As colunas de C.G., podem ser classificadas em recheadas e
capilares. As colunas recheadas possuem diametro internc de 1 a
4 mm, comprimento® de 1 a2 2 m e sao densamente recheadasl com
particulas s6lidas desagrepgadas sendo o 26lido & F.E. ou o SuUpor-
te. A3 ¢olunas capllares poessuen diametro internc na ordem 4e€
O, 010-0, 75 mm, comprimento de 5-150 m e a F.E. apenas recobre a

parede 1nterna da coluna deixXando um oriffcio ne seu interior.
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2.1 - LCromatografia Gasosa Capilar

A5 colunas capllares para C.G. geralmente apresentam uma
grande eficiéncla, Ssuperior & obtida com colunas recheadas, para
separar miStUras complexas em pequenos intervalos de tempo. Um
exemplo TIPICo € & andlise de um perfume, mostrada na fig. 3.2,
onde se observa que com uma coluna recheada de 1,5 m de Compr -
mento oDtém-se 16 pPICOS eNQUANto que com uma Goluna capllar

optém-se mals de 30 plcos da mMesSma amostract,

#

e ]
T T
e —

H;EAJJQLuJ.jJﬁJJQLQLi b L A

Figura 3.2 - Compara¢5a da seyaracéo de uma amostra
de perfume feita com una coluna capilar (a) e wma -
coluna recheada (b)), ambas com F.E. carbowax 20O M €

20D as mesmas condifoes.
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3.2 - Coluna Captlar

A principal parte de um cromatégrafe €, sem duvida nenhuma,
a .coluna. Colunas capilares sic tubos abertos, lcongos e de dla-

metro interne peduano.

Pwistem diversas terminclogiaz® 29 utilizadas para desi-
gnar as varias colunas. Na tabela 3.2 estdo descritas algumas

delas.

Tabela 3.2 - Terminoclogia de Colunas Capllares

SIGLA SIGNIFICADC EM InMNGLES NOME EM PCRTUGUES
¥all-Coated Tubuliar Coluna c¢apillar com
w.C.0.T. parede recoberta com
Colunn um fillme de F.E,
Support-Coated Coluna capllar com
S.C.0.T. Open suporte recoberto
Tabular com F.E. lrguida
Poréus—Layer Coluna capilar
F.L.O.T. Cpen com camnada
Tubular porosa
Wall-Treated Coluna capilar
wW.T.0.7T Qpen colm parede
Tubular tratadas
CFused S1lica Coluna capllar
F.e.0.T Open Tubular de gllica
Column fund ida
Wall~Bonded Coluna capllar com F,E,
W.B.O.T Opern quimicamsnte ligada a
Tubular parede 4o tubo

A primeira coluna do tipo ¥.C.0.72% foi fabricada com
Tygon (cloreto de polivinlla) que apresenta as incoveniéncias de
ser Ut1l apenas em baixo intervalo de temperatura ( 36 a 92°C),

além de ter forga mecanica, inércia e durabilidade limitadas.
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Fosteriormente foram empregadoes tubos de ago inexidavel?,
que s&o inflexrvels, dificels de quebrar e podem ser operados a
altas tTemperaturas, mas possuem a desvantagem de apresentarem
superfloles internas irregulares e de ter reatlividade inaceitdvel

para algumas aplicagoes.

Na dascada de 60, D.H. Destyve? inicicu o usc de tubos

capilares de  vigaro, que apresenta a vantagem de ser &e Daixo

cusio e transparents, mas tem a desvantagem de Ier f?égil &

quebrar com facilidade guando manuseado. A composdc%o gufmica 4o
#1dr0 ¢ fTortemente polar e a sua superficie deve ser tratada para

ser desat ivada, antes da aplzcacga da fase estacionaria.

Em 1979, Dandenasll & Zereﬂneraq introduziram as colunas

de alflica fundida. Estas columas tem a vantagem de serem Iineries,

pois a STlica amorfa € livre de metals ( < 1 ppm) e sua moldagem
a altas temperaturas inibe a reidrétag%g da superffcie. A sIlica
fundida & fabricada por £1ibras oticas e sua parede externa €
recoberta com poliamida para que‘a coluna adquira resisténcia
mecinica. = As paredes internas sao inerentemente planas & o tubo
tem uma grande flexibilidade, facilitando a conexio ao injetlor e

detector 4o cromatografo.

O diametro initerno de colunas capllares varia entre
O, 0i0mm  a 0,35 mm, enquanto que o diametro internc das colunas
denominadas “"Megabore" esta entre 0,50 a O, 75mm. Geralmente a
eficiéncia de uma c¢oluna capillar aumenta com © decréscimo 4o
diémetro internc da coluna. Mas ¢ que deve ser sempre levado enm

coneideracao € a duracaoc da analise, sensibllidade do detector,
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eficienc ia requerida e capacidade de amostragem, em como ¢ Lipo

e a quant idade de amosira.

£ comprimentoe d4das colunas capilares vartia entre 5,0 a
150, Om. A resclugso esta relacionada a raiz quadrada do COmPri-
mento da colwma®?, Por sxemplo, ﬁara duplicar a resclugao, man-
tendo-se constante as demals condigoes, necessita-se guadruplicar

o comprimento da coluna.

As’ colunas capllares geralmente estao assocladas a efi-
ciéncia e resolucio altas, analises rédpidas, e eliminacac no
alargamerntio das bandas devido & irregularidades no enchimenic. A
desvaniagens das colunas capilares £ao: pequena quantidade de
amostra que pode ser injetada (limite necessario a detectabilidade)
e amostras nac representativas devido a 41scriminacac no momento

da 11’13&;:2'10, ocaslonadas pelo divisor de amostras.

3.2 -Sistema Cromatografico

3.2.1 - Gas de Arraste

A fonte do gas de arraste (fase movel na cromatcografia
gascsa) £ um cillindro contendo o gas sobre alta pressac, este gas
arrasta as substancias presentes na amostra atraveés.da coluna e
fora dela, quando elas deixarem de interagir com a fase estaclo-—
naria. Gs gases de arraste mais empregados na cromateografia com
colunas capilares sao Hs, Ne , He & Ar. O gas de arraste deve ser

inerte para svitar 1Il'tEI"El_cg.O com & amostra ou & fase E:StaCiGﬂé—

ria, Larato, disponivel e compativel com o detector usado. Ele
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deve tambem, ser puro, 1sento de agua, oxigénio e substancias
orginicas, para uma maior durabilidade da coluna cromatcgrafica.
E-, portanto, aconselhdvei o uso de um sistema de remogac destas

eventuatls impurszas 4o eés, enrire o ¢ilindroc & o© cremat5gra§e.

3.2.2 ~ Injetor

O indetor 6 0 sistema utilizado rpara introduzir & amostra
na coluna. O injetor deve ser aquecido para que ocorra vaporiﬁa—
cac total e instantanea da amostra. O injetor deve ser mantids em
uma temperatura alta, mas nAo em demasia para evitar que ocorra
deconpos 1 Cao catalftica 1o vapdrzzadcr met&lico OU VAPOT1Zacas e

decompos i Cao térmica do sepio.

A amostra deve ser injetadsa instantaneamente, com uma boa
técnica de injecio, para gue se obtenha plcos sSimELricos e repro-

dutivels.

A injecac pode ser feita atraves de vélvglés ou microse-—
rringas. Hormalmente, a4as microseringss SAG mai# utilizadas apesar
ae terem mencr reprodutibilidade, pois pode OCOTTEr WM&  pre-
volatilizZacado 4o solvente dentro da agulha, & ha necessidads de

uma tecrnica de i1NJecas aprimorada.

3.3.3 -~ Divisor de Amostras

Devido ao volume interno peguenc das colunas capilares
que exXigem que a fase estacionaria seja aplicada sob a forma de
filmes f1lrios, € necessario gque s guantidade de amostra que chega

até a colunsa seja pequena. Para que 1sto seja conseguldo utiliza-
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se um & ivisor de amostras, que se situa enire ¢ injetor &€ &

coluna,

O divisor recebe a amosira, vaporizada pelo injetlor, € &
divide em Avas porcoes designats,  sendo gue, a menor delas val
para &a coluna., As razoes de divisac reodem ser de 101 a 50071,

Geralmente as maiores razoes de dlvisac proporcionsm as malores

resolucces.

Purga do sefto — == .
Suporte para direcionamento da agulha

Tube de vidro
& tntrada do gis de arraste

Lla de vidro Corpo do vaporizador

Saida do divisor

Figura 3.3 - Tuo de \Jagboz*izxicétx rara Homogenizar a Amostira

Injetada

O divisor pode ser utilizado para diversas finalidades
tals como aumentar a eficiencia da transferencia de calor da

amostra injetada, misturar a amosira volatilizada e prevenir a
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ent.récla_rie material nao volatil na coluna. © tubo de volatiliza-
gao utilizado neste trabalhio estd ilustrado na f1g.3.3. A amostra
& injetada com a agulha que passa atraves de um septo de entrada
convencional, em Um peguenc volume, gue esté a uma temperatura
glevada. Ela € vaporizada, misturada com o gé's; de arraste e
ervviada a0 tupe de Vaperizagﬁa rara que a mistura seja efetivadsa.
Intic a amostira € dividida em dois caminhos: um val para & coluna
capilar e o outro € purgado para a atmesfera por meic de uma

4 s -
purga d¢ vazao ajusiavel,

O divisor funciornon  como fluxo de purga continma e a

I‘&Zgiﬁ d i‘ii\f’if‘::’iﬂ {R.D.) f0o1i calculada psla férmula :

onde: Fe = vazao da coluna

it

Fp = vazao da purga do divisor

A vazdo &a coluna € obtlda através da relagao . entre o

volume da c¢oluna (Vz) & o tempo morto.

‘!VFC = 'HPEL

i
"

rralc da coluna; metade do diametro interno tf!.& tedeBRbist.)

L = comprimento da coluna.
A vazac de purga 4o divisor foi medida com um bolhdmetra,

A1ém 4o tipo de 1ndeg§o com divisor exXiatem outros Lipos:

- Injecac "Splitless” , onde a amostira € injetada em um tubo de
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vaporizacao (fig. 2.3), do gual se retira a 15 de vidro, e nao na
divisdo de amostra. Este tipo ae injecido & utilizado em analises
de traco, guando € necessario ter grandes quantidades de amostra
chegando ma coluna para se opter uma sensibilidade adequada.
Nests 11po de injecho & essencial o use d¢ Programagac de tempe-
ratura, OIS & técnica depende de uma Teconcentracac, na cabeca
da coluna, do soluto vaporizado, Portanto, a amosira e indetadsa,
mantendo-se & temperatura <da coluna préxima ao ponto dé ebuligao
dao =apiverite & depois da eluigéo deste, e aquacida até & tempera-

tura de analise.

- InjecAo “on-column®, a amostra € injetada diretamente na coluna
capilar Sem utilizar o tubo de vapor izacao. Como na injegaoc
"eplitless” a amestra necessiia ser contentrada na cabega da
coluna, € a injecdo € felta com & ¢oluna em uma iemperatura
provima  do ponto de ebuligio do solvente. A desvantagem desta
técenica 6 que materials nio volatels da amostra sao - depositados
diretamente na coluna e podem acunular na mesmna, -caﬁ&anﬁo rerda

as eficieéncia e inativacac da coluna capilar.

3.3.4 - Forno

A finalldade do FOrno & controlar a temperatura da coluna
cromatografica durante a analise. O controle da temperatura da
coluna & um dos fatores mals importantes para obtencac de wm hom

daezempentho cromatografico.

O ‘tempo de retencac € rmiito afetado pela variacao da

temperatyura 4a ¢oluna € gerralments um dECZ{”éSC imo de z0°C duplica
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o tempo de retencac. A temperatura selecionada para a coluna deve

ser gsuficientemente alta para eluir os componentés em um tempo

razoavel, Sem causar decomposicao térmica da amostra ou  Sangria
da F.E., Dporém suficientemente balxa para que a -Separacac Se
efetue. Em Lemperaturas menores ha melhores Separacoes porgue ha

mEior solubilidads 408 componentes da amosira na fase estaciona-
Tria. Ma=, a¢ se diminuir a temperatura ¢ tempo de analise aumen-

ta.

O forno pode ser operado isctermicamente OU COm Programa-
¢ho de temperatura. A malor utilidade da programacioc de tempera-
tura € para amostras de composigac desconhecida, Pois neste caso
o uso de operagio isotérmica poderia causar a naoc eluigdc dos
componentes com temperatura de ebu11¢§0 surericr ou a sua eluipée
retardada, Com plcos pequenos € de ma resolugac; e o0s componentes
de TDalixo ponto de ebulicic poderiam ter seus pICos Sobrepostos

com o pico do solvente.

2.3.% -~ DeteclLor

m cromatograftia capilar pode ser usado gualguer tipb de
detector normalmente disponivel para cromatograflia gasosa. o5
detectores de malor sensibilidade como deteclor por 1onizacéa &m
chama (D.I.C.} ol detector por ionizagao por argonio sao 05 mals
adequados, Ppols devido ao dlametro reduzide das colunas capi-

jares, © tamanho da amostra também € Pequeno.

Coma o volume da coluna é muitoe redu=zido pode oCorrer

alargamentso das Dandas se no final da coluna nao tiver uma &rea
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de alta velocidade de gases. Além 41880, todo detector de croma-
tografia gasosa tem um deSempenho otimo em vazdes de gas de
arraste maiores gue as normalmente utilizadas em colunas capil-
lares. Por exXemplo un D.I.C. tem melhores sensibilidades com
vazoes dc gas de arraste de 30 mL-min. Para aumentar a velocidade
linear € aimimiir o tempo de residéncia dos componentes na cela
do detector deve-se utilizar um gas complementar, gue minimiza o

alargamento das bandas e aumenta a sensibilidade do detecior.

3.4 - Eficiéncia da Separacaoc

© melo mals pratico de expressar a eficiencia de uma
coluna € através do mmero de pratos tedéricos (n). Um prato
tedrico corresponde & uma etapa de equilfrrio 4o soluto com &
fase estacicniria e fase mdvel; portanto, quanto maior O Yumero
de pratos tedricos, malor o numeroc de equilfbrios e maior serd a
eficiencia, sendo que Plcos mals estreltcs sao obtidos. O nUmMero

de pratos tedricos ¢ definido por

n=(tp 7~ o ) (1)
onde
tr = tempo de retencao 4o pico
o = desvio padrao 4o pico

O desvio padrao do pico esta relacionado a largura da

base do pico:
¥y

o =  ——-—- (a)
4 _
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substituindo~ze (23 en {13 ohitem~-sge
R = 16 (ty < Wp) © (3

Uma equacac equivalente e
oz 5,54 (tp o Wpd 8 (4)
onde Wy = largura a meta altura

O numeroc de pratos tedricos depende do comprimento da
coluna (LD, sendo utilizada a altura equivalente a um prato
teorico () para comparar colunas de diferentes comprimentos:

L

no=z -—-- (53
I : .

w2 354

B 3o
B —— ic
B 5¢

e e S e o i o iy

Figura 3.4 - Relacéo eritre W & ¢ em pico Gausiano
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A altura equivalentie a um prato tedrico Pode ser descrita
pela equagac de Van Deemter (6), que descreve o desempenho da
colima cromatografica, relacionandoe h a velocidade linear do gas

de arraste e fatores que provocam o alargamento de picos. Esta

equagéo é expressa da seguinte forma:

¥:]
Nz A+ e o+ G R (6}
1
A € o termo da difusdoc turbilhonar gue se refere ao
alargamento d4do pico devido aos méltiplos caminnos seguidos pelas
moleculas de UM componente ac 1ongo de uma coluna empacolada.

Para wmWininizar o termc A € necessario vsar colunas com dia-

meltros inLernos pequenos, em recheadas e partfculas com diame-

Ctros pequencs e uniformes® 21, 0 termo 4 € nmilo para colunas

capilares.

F € o termo relaclionado ao alargamento longitudinal do
pico devido a difusao molecular do soluto na fase movel. Quanto

maior a capacidade do s0luto em se difundir no gas de arraste,

maior o alargamento do plco; portantes, hé uma perda na eftciencia

da coluna. © eaumentc da densidade do gas de arraste, por um
saumento na Sua massa molecular ou mA pressioc, provoca uma dimi-
nui¢do na difusac do soluto. E- preferfvel, quando possivel, e
uso d4e nitrogénio ou argonio como fase movel, devido a suas
malores massas moleculares. A diminuig¢ao na velocidade linear do

gas de arraste provoca um aumento na largura dos picos®.

O termoe & esté relacionado a facilidade de transferencia

das meléculas do soluto entre a fase movel € a fase estacionéria.
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Quardo a fase estacicnaria e l1fguida, tem-2¢ um filme recobrindo
as parf.fculas do suporte e quanto malor for a espessura deste
filme, malor sera o Lermo ¢, € menor a sficiéncia da coluna. Um
filme <Lino de fase liguida com haixa viscosidade produz separa-

coes mais eficientest,

A velocidade linear media do gas de arraste, o, €& determi-
nada por:

L -
Mo& mmee (7
tm :

onde iy € 0 tempo de retencao de um componente qUEe NAO reage com

a F.E.

Sendo gue, pPara colunas capilares, ¢ lTermo A Nao existe,

& equacao de Van Deemter reduzr-se g equacgo de Golay:

B ‘
h =z -—— + Cn (83
B .

O termo B € dado pela equacao:
b = EDE {9)

onde Dg £ ¢ coeficiente de difusao do Soluto e tem dimenszo de

cm@s~1,
E o termo C £ dado pela equacac:

€ = Cg + Cy (10
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ornde:

re 1 + 6K + 11KZ

Cg = —===  =omm—eeeeca—een 11
Dp 241 + K2

a

ag 2KE

Cq = ===~ memeeeem—eeee (12)
Dy 401+ K)°

D3, - Coeficiente de difusaoc do so0lido na fase lfquida. Na

Pratica , Cp € muito malor que Cy prorque a espessura do filme

(df) € da ordem de 107*5 m, FEntao, a equagac (8) torna-se:

2Dg - r® 1+ 6K + 11K%
Loz o—--o- + mmmm e m (12)
T Dg 24¢1 + K)°F
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CaPITULO 4

CBIET IVOS

Levandc-se enm conﬁiéeracéo que inmimerocs trabalhadores
brasileiros podem estar expostos & concentracoes nocivas de ben-
zeno, pois © Denzeno tem ampla aplicacao industirial. Como materia
'pr;ma para Sintese de nitrobenzeno, fencl, anidrido malefco,
estireno, clclohexano, perfunes, explosivos, corantes, pestici-
das,  deteTgentes, solventes, polfmeros, etc. Como solvente tem
jarga utilidade pars extracio e retificagac na inddstria da
porracha, na fabricagio de tintas, oGleos, gorduras, colas, € Como
un agente desengordurador e clarificante na extracio e remocao de
produtos gordurcsos de 08808, peles, couros, tecidos, fibras
téxteis, ©Dplésticos e na limpeza de pecas metédllicas. Sua elevada
volatilidade, traduzida pela sccagem rapida € aprovetitada na
ipdustria grafica, de <fotogravuras, de pinturas a spray e de

1impeza & Seco.

A exposSicac & 1ongo Prazo as DhenzZenoc produz mielopatias,
podendo causar uma doenga grave, a aplasia medular, que leva a

morte, eryquantoc @ efeito agudo da 8){}?051(}50 ao henzeno é &
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depressac do Sistema Nervoso Central podendo causar efeitos nar-

coticos a altas concentracoes. ’ .

D= efeitos cronicos e agudos da eXposicao ocupacional ao
penzeno podem ser prevenidos atraves da avaliagao cuant ttativa
sistematica da exposigac a qual orienta a adogac de mnmedidas

necessarias A protecac da sadde dos trabalhadores expostos. Com

esta firalidade vodem ser efetuadas avallacoes Dlologicas,

atraves aa quantificagio da excrecao de metabolitos do benzeno na

urina.

Considerando as a'f_lrmacges anteriores, o abjetive deste
traballio 8 g aperfeicoamento 4g wmn metodo de det&rmin&cﬁe a0

teor dg fenol urinériot em trabalhadores exXpostos ag ‘benzZeno,

‘pm‘_a avaliacao I:iolé'gica da e}@osir;:gzo . As etapas a serem inves-

tigadas e aperfeicoadas envolven a 8}{"&?&?56 do f=rnol 8 a sua

posterior determinacac usando cromatografia gasosa capllar.
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5.1 ~ Reagentes

Todos o8 reagentes que foram utilizados

analitica
Acido clorfdrico
Acido Prerico
Cloreto de Sodic
Creatinina
2, & Dicloroguinona-4cloramina
Eter etflico
Fter iscpropflico
Fenol
Hidroxido de Sodio
Isopropancl
Meta-cresol
Nitrobenzeno
Or-to-cresol

Para-cresocl

eram

de

purez:
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FPentano

Piridina

Sulfato de Magnésio
Tetra metil amonio
Tolueno

Urndecano

5.2 — Instrumentos

- cromatdgrafo a gas modelo C.G. 370 capilar

( Instrumentos Cientfficos C.G. Ltda)

4——— Pressfo do torpedo

-~ Pressfo controlada '
Detector

S 1 :
e ad| cPy I Coluna
’ i

L Sistema de injogdo
Controte de pressSo secunddrio

Controle de press¥o primdrio (CP;)

~——— (G4s de arraste pressurizade

Figura 5.1 -Esquema do Cromatografo a gas.
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- Petector por lonizacac em Chama

$

Tiy

N o e
£IIT

ANMPLIFICOUCR
CLETRUGMETRICO

REGISTRADOR g

0

; TOLUNA

Figura 5.2 - Esquema de um Detector por 10n12a¢§0 em chiama

O gés de arraste, hidrogénto, sal da coluna & se mistura
com nitrogenio. Estes pases mais o ar sinteético constituem wma
chéma onde um nimero relativamente pequenc de fons sao formados.
Entretantc, quandoc um coméosto crganico € intreduzide na chama na
ﬁm grznde acréscime 4o mimero de Ions presentes. Os . fons assim
produzidos SAC reéalnidﬁs pelo coletor acarretandce uma queda de
voltagem que £ entac ampllada pelo amplificador eletrométrico e

enviada ao reglatrador.

- Registrador Potenclometrico

~ Modelo Instrumentos Cilentfficos C.G. Ltda

-~ Modelo Servogor

- Modelo RB101, Equipamentos Cilentfficos do Brasil

- Coluna Capilar de wvidro
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Diametro internc de O, 2 mn, 18 metros de comprimento

com fase estacionaria OV-101.

- Coluna Capilar de S8rlica fundida tipo "Megabore”®
Diametro interno 0,53 mm e 10 meiros de comprimenic <om
fase estaclonaria HP-5 (5% fenil-metil silicone) com 2,23 mm de

espessura de Ffilme, 11ipo ligacao cruzada.

- Espectofotametrc modelo B8&32 da Micronal com registrador

de felxe 4duplo.

- Potanciémetro modelo B274 da Micromal Coﬁl eletrode indil-
cad‘cr de ago 11’10?@21@5\’81 316-L e o eletrodo referenclia uma liga de

niquel-cromo,

i

Espactofotémetro Ze1ss modelo PM 2D

Pomba peristaltica Ismatec medelo MP 136J-4

Microbureta Metronm modelo E-457

[
oo
i

Purificacio de Fenol

O fenol 6 um s6lido cristalino de coloracac branca. E-

ama substancia hilgroscopica e seu ponto de fusao € de 43°C.

Inicialmente foil utilizado fencl (FP.A.) da Fisher Scien-

tific Company que foil purificado pelo seguinte método

Dissolveu-se 1,0 g de fenol em éter dietflico (antericr-
mente destilado) € passou-se a solugac para uma seringa hi-

podérmic& de wvidro de 5,0 mlL que continha sulfate de maené31o
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anidro para eliminar dgua. Injetou-se a solugao filtrada (colo-
cando-se &1goddo na agulha) em um frasco sob atmosfera de nitro-
genio para evaporar o £ter. O nitrogenio passoul por um sistema de
porpuinamento em acido sulfdrico (para eliminar a agua) e num
segundo estagilo através de um tubo contendo pastilhas de NaOH
(para neutralizar os acidos). Os ¢ristais obtidos através desta
purificacio se fundiam apds alguns &ias, indicande que a elimina-

cho da agua fol insuficiente.

Foi feita, portanto, uma deStil&GQO sobh presséo reduzida

?&Ta a ptﬂ“ificacéa deste fenol, denominade fenol I.

Opieve-se tambem um  fenol 11 com & especificacaoc do

fahricante de 99, 83x% dé Dureza. Para verificar o teor de pureza

gdestes fenols fez-se uma titulacio potenciométricai®:

A titulacio potenciométrica e uma titulagéo automatica,
feita em meio ndoc aquoso, utilizando piridina como solvente de
titulacioc, e como titulante hidroxido de tetrametil aménio 0,1 N

em piridina e isopropancl 1:1 (v/v). A adicho da solugac titulan-—

te foi contfrua com registro automatico da curva de titulacsao. ©Q

registro antomatico das curvas fol feito com ¢ regilstrador ECB,
modelo RB 101, em 100 mV com a velocidade de papel de 2,0 cm min.
As leituras de potencilais foram felitas coln O potenciometro modelo
B-274 da Micronal., © eletrodo indicador era de ago tnoxidavel
316-L e o eletrodo referencia era uma liga de nfquel-cromo. Foil
vtilizado um propulsor de seringa (nipcdérmica de vidro OMﬁGA de
20 mL) para adigdo de solugac titulante.

As  curvas foram obtidas na forma de primeira derivada 4da
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CUrva o titmlac%‘iﬂ, utilizando~se um derivador ~construldo  ne
Laborator 1o de Pesquisa 4o professor O.E.§. Godinho, no 1.Q.

UNICAMF.

5.4 - Testes de Perda de Fenol

O método inicialmente escolhido para determinaciaoc <e
fenol na urina consistia em adicionar quant tdades de acido c},-o—_‘
rfdrico 12 M a amostra 4e urina em um tubo de ensalo com Lampa de
rosca e aguecer em banho-maria a 100°C por 30 min. Esta & uma
etapa or Ttica 4o método, pois, devido a alta volatilldade 4o
fenol, podsm OCOrTEer perdas consideraveis, tanto durante o ague-—
cimento, cazo 08 tubos nA0 apresentem perfeita vedacdo, como no

inatante <dos tubos serem abertos.

Para constatar este fato fol feito o leste descrito por
Feigl € Jungreisl® foram preparadas solucdes de fenol em agua
de concentracao de 0,10 mg-L até 10,0 mg~sL. Colocou-se 5,0 mL de
solucho de cada concentracic em um tubo de ensalo, cobr indo-se 0S8
tubos com discos de papel de £11irc impregnados com uma solugaoc
saturada de 2,6 d1cloroquinbna—‘%—cloramina et Lolueno. Agueceu-se
4 so0lugho em banho-maria a 1000C por 30 min. Os papéls foram
retirados e tratados com vapores de amonia. Uma mancha azul
indicon a presenca de fenol volatizado, constatandoe a perda d4de

feriol em Todos 08 Casos.
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5.5 -~ Analise por Cromatografia Gasosa

5.5.1 - O cromatografo a gas

No  cromatégrafo a gas CG370 equipade com detector por
10niza;:§ac em chamna foram utilizadas as seguintes vazaes de gases
para 0 detector:

~ 300 mL/min de ar sintético (gas para a chama);

- 30 ml/min de hidrogenio (gas para a chama);

~ 30 mL-min de nitrogenio (gas de complementagan).

Esmta relax;::éo ao 30: 30: 300 nl-min para o8 gases foi eBC0O~
1hida por er a relacic ideal de vazdes de gases para este 11ipo

de detectar?s 395,

O nhnidrogénio também foi utillzado como gas de arraste,
com purga de diviedo contInua. A vazao de purga do septo foil de

20 mlL-min.

AS medidas de vazao foram efetnadsas com Dolhometro
(£ig. 5.3>. Pressionando o bulbo de borracha a soiuggm detergen-
te sobe e tampa a entrada do gas que, DOr sua VeZz arrasta um
filme da solucidc atraveés do tubo de vidro., Este tubo tem volume
calibradoe de 20 ml, e 0 tempo gastd pelo filme Tara percorrer

este volume corresponde a vazao do gas, em mL/min.

Por exemplo quando o filme percorre os 20 mlL durante 10 =

a vazao Ac gas sera

_ 605 min »x 20mL
Vgas o e e s e e e o e = 1z20ml-min
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20°C

«—tyho de vidro

70 mi

«—tybo de bhorrachg

- butbo de borracha

Figura 5.3 - Bolhometro de Filme

5.%5.2 - A Coluna Capilar de Vidro

A coluna capllar de vidro que foi utilizada ccﬁnt'inha como
fase astacmnéria CV-101, que & uma metil silicone com a seguinte

eatruatura:
CHy [ CHy | CHy
CH3 - Si - O]- Si - O~ Si-CHjs
] H

1
CHy | CHy | CHy
N

Esta fase OV-101 & apolar e € similar a fase estaclonaria SP2100

utilizada e recomendadsa por AI’l&H’lil.

5C



A columa capllar de vidro apresentou diversas gquebras nas
Juncoes com O detector é o vaporizador. Nestes locals a coluna
devarser eta, para que possa ser instalada, € a linearidade &
obtida através de agquecimento com chama direta. Esita Qpergg%e
ocasionava um destemperamento do vidro tormandoe as extremidades
mais suscetivels a guebras. Foi felta entac uma juncdo nas extre-
midades da coluna captlar de vidro com pedacos de caﬁilar de
eflica fundida (fig 5.4). Iste ajuste facilitou a adaptacao da

coluna, evitando as dqueli-as nas Juncges com 0 detector & O vapo-

rizador,
COLUNA OFE VIDRO

n m

J } N
"~ DETECTOR

INJETOR
\\ /// CROMATOGRAFO
CAPILARES DE SILICA FUNDIDA
Figura 5.4 - Ajuste da Coluna Capilar de Vidro com Capllares de

Eflica Fundida

Foram feitos o seguintes tesies com-esta coluna:
a) Medidas 4o tempo mortio

O tempo morto (tpyd € a medida do tempo de ?etencéo de 1ma
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substancia gue nac 6 retida pela fase estacionaria sendo portanto

¢ tempo e a fase mével gasta para percorrer & coluna.

Para Se fazer a medida de iy, utilizou-se butano (gas
liquifeito de petrdlec - GLP). As injecoes foram feitas em dife-

rentes temperaturas da coluna.
©) Calculo do numeroc de pratos teoricos

O tonceilto de pratos tedoricos fol originalmente utilizado
em colunas de destilacho, onde historicamente as primeiras colu-
nas eram compostas de pratos discretos. No laporatéorio entretanto
as  colunas de destilacio sio recheadas e o nmimerc de Pratos

teériccs é ntilizado para se avaliar'a eficiencia da ¢coluna.

Tambem em cromatografia o numero de pratos tedricos e um
conceito artificial usado para calcular o numero de estagios de

equiliorios teoricos dentro da coluna.
Cc) Analise de fenol com a coluna capllar de vidro

Foram preparadas, em baloes calidbrados de 5,0 nlL, '501Uf
cSes de fenol em éter isopropflico de concentracgdes: 56,4 mg-L,
94, O mg-L, i41,0‘mg/L, 188 mg-L, 211,0 mg-L, e82,0 mgsl. Fazendo-
se injecohes de 3,0 uL de cada Solugao nas mesmas condligdes croma-
tograficas para se avaliar os pilcos obtidos. Posteriormente foram
exploradas outras condicoes de analise, 15to &, variou-se separa-

damente &a atenuacéo. o volume injetado e a temperatura da coluna.

constatando-se u& com a coluna capilar de vidro n§0 era

possfvel analisar o fenol na concentragao de interesse, ou seja,
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de 5,0 & 50,0 mg- L.

5.5.73 - Coluna Capilar de Sflica Fundida, Tipo “"Megabore”

A fase estacionaria desta nova coluna tambem € uma metil-
cilicone =6 que ela contém Sx% de fenil, sendo portanto mals polar
que a metil silicone, Sua estrutura &t

CHy [ CHy TCH3 CH3
, CH, s‘—o S.wo s. T ~CHy

CH3 © '

CH,
s determinaciac do tempo merto € o IUmMeErc 4e pratos  teo-

ricos <01 realizada c¢omo fol descrito para a coluna de V14Aro

(item 5.5.2).,

Para oLimizacoes de alguns parametros cromatograficos,
tals como: vazhc dos gases no detector, vazao da coluna, tempera-
tura do detector, temperatura 4o 1n3etof e temperatura 40 vaporl-
zador, fai utillzada uma solucac com concentracao de 56,4 mg-L de

fenol em eler 1isopropllico.

5.6 - Sistema'gg Pesagem do Fenol

Sendo o fenol uma substéﬂcia muaito higrosco'pica poderia
QCOrTEer &I‘%SOI‘CgO de é{?ﬁl& nos seus cristais ccaslonando um erro de
pesagenm. Foi utilizado E‘Il't.g.() un sistema fechado para se pesar o8

cristais (fig. 5.5):
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,//”.

batogues
—tubo de pldsti
de | plastico
silicone :' cristal de fenol

™~

Figura 5.5 - Tubo de Pesagem do Fenol

A transfereéncia 4o cristal de fenol para o tubo de pesa-
gem fol feita em wum "glove Dbag", utilizando-se &rg&nio, gue pas-
savae por um frasco contendo HpSO04 18 M para eliminar agua e

por um outro contendo MaOH para eliminar tragos acidos.

. Para Dreparar a Solucao estoque de fenol fol utilizado um

funil onde se gotejou o fter isopropllico.

[=]

° éter isopropilico
N oL
% funil
o
0
o]
f@ tubo de pesagem do fenol
i
0
Q
‘o

“baldo volumetrico

Figura 5.6 - Transferéncia do Fenol
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As  outras solugdes utilizadas para consirucac da curva
padrac <foram preparadas pelo metodo das diluicdes sucessivas com
volumes Fixos®l, com uma seringa Hamilton modelo 1000 RN de
250, 0 wi. com o embolo ireavade em 200, 0 ul.. A partir da soluc%o
estoque Ppreparou-se uma solucao de 1:1 (sol 1) e uma solugdo de
1:2 (sol 2) em éter isopropflico, fazendo-se & sSeguir diluigoes
sucessivas de 1:1 em éter i1sopropflico a partir destas solucdes 1

e 2.

ASs  solucoes de nitrobenzeno foram feitas pelo mesmo me -
rtodo de pesagem, transferencia e diluigoes sucessivas acima des-

critos.

Cada solugao de fenol foil colocada em um pequentd frasco
de vidro orde se adicionou & solucio de nitrobenzenc na Proporg¢ac
1:1. O . frasco foi fechado com uma tampa de pregsémle outra d4e
rosca. ©s frascos fechados foram entao colocados dentro de m
ountro Ffrasco de vidro, fechado com tampa de rosca, embaiado &m
pléstico e conservado no ccﬁgelador. Iztas soiucaes foram assim
embaladas para evitar perdas poOr €vaporacao, Ppois perlodicamenté
era feita a construcado da curva de callbragao Com &S MESMESs. £ as

curvas sé reproguziram com insignificantes desvios.

5.7 -~ Extracao por Sclvente

A  extracio 1fquido-lfquido € uma técnica em gue uma

solucac (usualmente aquosa) € posta em contato com um segundo

zolvente {(uswalimente OPgénlccj. essencialmente imiscfivel Ccom ©
primeiro, a fim de efetunar uma transfereéncia de um ou mais solu-
55

UNICEMP

BiELIOTECE CENTRAL

H
i
!




108 para o« gepgund.o solvente.

o fenoel fol extrafdce da urina (saluc:éo aguosa) com étei‘

tsopropflicoe (solvente organico).

roram testados dois metodos de extracao, utilizando-se
solucoes 4 concentracao conhecida de fenol em So0lucas aguosa de

.NaCl 0,13 M.

A urins 6 composta de diversocs sals, sendo o NaCl o de
maior comcentracio, por 1ssc ele foi o tnico utilizado na prepa-
' racao das solugtes de fenol. A concentracao de 0,13 M €. equiva-

jente a concentracio de NaCl geralmente snconirada na ur inac>,

Os métodos de extra;go ifquido-1fquido utilizados foram:
5.7.1 - EXtracaoc em Tubo

Inicialmente fez-se a hidrolise adicionando-sge, &em um
tupo de ensaio de 25,0 mL, 10,0 mlL da solugac de fenol, 2.0 mL de
nitrobenzeno e 1,0 mL de Aacido clorfdrico 12 M. Aqueceu-se a
solﬁg%a em banho-maria a 19960 por 20 min. Depois due a solucéo
esfrion Toil feita a extracéo. adicionandoc-se 5,0 mlL de ster
isoproprfliico e agitando-se vigorosamente os frascos. Agés res-—
friamento, a fase eterea foi transferida para outro frasco €

3,0 uL foram injetados no cromatografo a gas.

5. 7.2 - Extracao Lfguide-Lrquido Contimnua

Para a extracao contfnua utilizou-se o aparelho da

fig. 5.7.
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Figura 5.7 - Aparelho de Extragao Continua
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"No tubo extrator foi adicioconado, utilizando-se uma bureta
dé 50,0 mlL, 35 0 mL de uma solucac de fenol de CONCENLracac co-
nhecida €, com pipetss volumétricas, 2,0 mL de HC1 12 M e 2,0 mL
ae nitrobenzeno de concentracac conhecida. Com uma bureta d&e
100, ¢ ml. adicionou-se 60,0 mL de gter isopropflicoe no valzce de
100 mL. O aparelho f0i montado como mostra a fig. 5.7 & 0 tubo que
continha & solucao ae fenol e HC1 foi aquecido em banho-maria é
100°C por 30 min (etapa correspondente a hidrolise dos fencis que
na  urina Sho excretados conjugados com acido sulfonico e acido
elicurénico). Ap&S este perfodo, retirou-ge © bénho—maria e de-
pazé que a solucac com fenel esfrion, agqueceu-se o© palac contendo

éter itscproplflico com uma manta de adquecimento, .11'1101&1'16‘6"5.‘36 o

processo 4e exiracao.

Durante a extracho vapores de 6ter se condensaram To
condensador, escoaram pelo funil e borbulharam na solugao extra-
indo o fenol. Entdo, por ser mais leve, esta solucac eterea fol
para & superffcie e retornou aoc balao, iniciando outro ¢iclo 4de

eXtTACAC.

5.8 - Determinagac de Creatinina

A creatinina urinaria representa, sob condicoes f151015-
eicas normals, a filtracic glomerular & a eXCrecao tupbular ativa
(1sto A& uma indicacio se o rim estd funcionando normalmente na
filtracac e excrecao), sSendo seu valor utilizado como valor de
referéncia Dara expressar a proporgioc de Vexcrgcgo de outros

constituintes urinarios.
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Muitos autoresl: 3% gjustam o valor de fenol pela densi-
dade da urina, usande o valor médio de 1,024 g/mL. Mas, este € um
valor médio obtide em um estudo realizado nos Estados Unidos da
América em uma populagac sadia’s, podendo ser diferente ao

existente na populacao rrastileira.

Portanto, £o1 degidids utilizar a cresatinina urirzéria
para normalizar a COI‘iCeI’ltT‘an.O de fenol em cada amoslra de urina

analisads.

A  determinacao de creatinina na urina foi feita pelo
mnetodo espectrofotométrico de analise da solucac alaranjada, for-
mado pela adigdoc de &cido plerico em meio alcalino, atraves da

reacho de Jaffe :

o H 0 Ok o o, H
W N N 0" - C—n
N« 2 N 2 ‘
(i: C=NH  + i e O?N N02 { \C: MNiH
H-C — N7 N NaOH O C—N"
} | I i
H CH NO H  CH,
3 2 NO,

5.6.1 - Método Manmal

Utilizou-se  acido prerice 0,04 M, dque foi padronizado
com nhidrdxido de s6dio 0,1 M, usando fenolftalefna como indicador

e Hidréxido de sodio 0,75 M;

Uma solugao estoque de creatinina (1) de 1,0 mgs/mL, foi
preparada dissolvendo-se O, 100 g de creatinina em 100, 0 mL de uma

solucac de HC1 0,10 M.
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Para construcic da curva de callbracgo foram preparadas
solucdes de creatinina com as seguintes concentracdes: 3,0 mg<L,
6,0 mgs-L, 9,0 mgsL, 12,0 mgsL € 15,0 mgsL. Estas solugces foram
préparadas ptilizando-se uma micro-~hureta Metrohm modelo E-427 &
paldes volumétricos calidrados. Com uma pipeta graduada transfe-

riu-se 4,0 mL de cada sclucioc de calibracao para Lubos de ensalo

yndfviduails, adicionando-se a cada um 1,0 mL de &clido DPICrico

0,04 M e 1,0 mL de hidroxido de sodio O, 75 M. Esperocu-se 15 min e
fem-se  entdo a leitura da absorbancia de cada solugac a 600 rm,
usando como branco uma sclugio contendo 4,0 mL de HpO, 1,0 mL de

dcido prferico 0,04 M e 1,0 mL de NaOH 0,75 M.

Na &néliSﬁ da urina cadsa amostra foi dilufda 1:250C. E,

 seguindo o Dprocedimento acima descrito, utilizou-se 4,0 mL de

orina dilufda, 1,0 mL de Acido plerico 0,04 M e 1,0 mL de  NaOH
0,75 M Ppara determinar a concentracao de creatinina em cada

amostra de wrina.

5 B.2 - Método de Analise em fluxo contirnue monosegmentado

Comparat ivamente, fol utilizado © métﬂdﬁ de aﬁélise en

fluxe cont Inas mornosegmentado para a determinac%o de c¢reatinina.

O sistema de analise esta descrito na f1g 5.8, onde C; €
Co = NaCl 2%, Ry = NaOH 0,75 M, Rz = acido pferico 0,04 M,
P : bomba peristidltica, A = amostra, Vq € Vp @ valvulas de inje-
cho dos fluidos, Ljp : volume da amostra introduzida; T = trompa
a-dgua; I = vobina de reacio; Lp = volume da parte central da

amostra, W = solugac descartada.
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No final da pobina de incubacho I, um volume Fixo de
150 ul (wvolume da parte central da amoestra a ser analisada) €
introduzido no detector, enguanto o restante da solucao € as
bolhas de ar sio descartadas. Os flurfdos sao impulsionados com
uma Dombs peristaltica Ismatec MP13GI-4 utilizando-se tubos espe-

cialis de Tygon. Arx pedidas espect@fotcmétric&s foram obtidas con

o uso de uma cela de fiuxo de BO ul de capacidade, adaptada a umn

espectofotﬁzmetro Zelss PMeD (x = 300 mm), acoplado a um  regis-

trador poltenciométrice ECB-RE1IO01.

Utilizou-s8e as sozucgas de Acido pferico, hidroxide de

35@10 e creatinina anteriormente descritas.
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Figura 5.8 - Sistema de Andlise em Fluxo Cont IMuo

Monosegmentado com Remocéo Mecanica das Dbolhas de ar.
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caPITULO 6

RESUL.TADOS X DISCUSSAC

Para determiner um metode seguro de quantificagao 4o teor
de fenol urinaric foram feitos inicialmente testes com o fenol a
cer wutilizado para avaliar seu teor de pureza e verificar sua
volatilidade. A seguir foram determinadas as condigoes mals ade-
gquadas de determinacio de fenol por cromatcgrafia gasosa capilar,
incluindo oS métodos mals adequados para a extragic do fenol e

para a quantificacao de creatinina.

O resultados Obt1d0$ nestas etapas SEF%Q apresentados a

seguir:

6.1 - Purificacio do Fenol

Para construgac da curva de calibracho havia dois .11pos
de fencl disponrveis

- Fenol 1 - .destilado neste irabalho

- Fenol 11 - de 99,85% de pureza, especificada pelo

fabricante, sendo 14 ppm de impurezas (determinada por uma
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anélise por cromatogratla gasosa, cudo cromalograma encontra-se na

fig. 6.1), € 0,084% de agua.

Ll H

60,7458

Figura 6.1 - Cromatograma do Fenol II

Para verificar ¢ teor de pureza destes dois fenéis fol

feita uma tiltulagdoc potencioméirica,

Preparando-se uma sclucac do fenol I em piridina  <om
ccncentracfgm de 12,05 mgsL, foi determinada, pela 'mtulag:élo com
hidroxide de tetrametilamonio 0,10 N em piridina, uma concentira-
;:50 de 10, 67 mg~L, ocu seja, um conteﬁdo de impurezas ac redor de

i1, 5%,

Preparando-se uma solugac do fenol I1 em piridina de
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50,18 mg- I, fez-se outra titulacdc com hidroxlde de tetrametil
amonio, oXtendo-se uma cons&nﬁrac%a de 9,91 mg-lL, que corresponde

a impurezais de i, 9%,

O Ffenol 11 era o mais purc e fol portanto e=scolhido para
construcac da curva de calibrag%o e para os demais testes. Sendo
que o método cromatografico utilizado pelo fadricante para deter-
minar as impurezas deste fenol & mais preciso 4o que o de titula-
Cao poterénométrica, considerou-se a pureza do fenol como de

99, 85%.

6.2 - Teste da volatilidade 40 Fenol

Utilizando como teste a reacaoc de 2, 6-diclorogquinona-4-
cloramina com fenol, reacdo de Gibbsl® para determinacio Aos
vapores de fenol, verificou-se que em solugoes de 1,0 mg/L &

50, 0 mg- L hé': perda de fenol por volatllidade e cu arraste,

_ o ct Ct
HO + c;—m:@:o MHO@*N:Q:O + HCt
Cl | Cl

Reacac de Gihbs

Portanto pode o¢correr perdas de fenol quando a hidrc’;lise

E”: feita por aguecimento em tubos de ensalo.
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6.3 - Medida do Tempo Morto, iy, 4a coluna capliiar de vidro,

de i8m O, 2mmde D.I. g F.E. OV-101

Para a medida indetcu-ze 3,0 4l de butano (GLP;. TUtili-
sou-se uma vazao de purga de divisao de 30 mL min com a tempera-

tura dc detector & a 4o vaporizador a 1250¢,

O pgannho do eletrdmetro foi de 10710 aArmv e do atenvador
256, A wvedocildade 4o rapel fol de 12 cmomin., AsS temperaturas aa
colunae foram @ 339C, 479c, 72%c, 809C, 93°C e 113°C. Os iy obser-
vados SAao apresentadcs na tab 6.1, com seus respectivos valores

de . 8§ 6 o0 desvio padric absoluto calculadce pela formula:

| = x -8 (%
i

g8 =z ] —moefeeee-
N - 1
onde: N € © numero de medidas
Xy é o valor de cada medida

¥ & o valor meédio das medidas

Tabela 6.1 - Tempo Morto (tp) em funcao da temperatura da

Te (°C) ty (mind St
TS o, 446 0,003
47 0, 450 0, 007
72 0, 551 0, 005
80 0, 534 0, 003
93 0, 553 0, 002
112 0, 572 0, 002
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& tempo morto tem um acreéscimo nao linear com o aumento
da temperatura da coluna. Isto indica que ¢ Tmatano Interage com a
fase estaclonaria, e gque estas medidas somente se aproximam do

tempo morto.
N230c se utilizou metanc porgue nac se tinha disponivel.

Os plcos obtidos eram Siﬁ’iét?l(ﬁ{)& e S€en calkias como mostia

a fig 6.2

As medidas feoram feitas com um escal fmetro com Q,25 mm de

incerteza .
SV S e - . g
3
= i 4
: Y
- GrEh .
: ;
. L)
7 =
toh T
L '
“”) r
v T : oS50 : ot h : -8
A R S i ; ! o T T T

Figura 6.2 - Cromatograma 4o Butano (tp) a 1139C. Coluna capilar,

FE OV-101, Tyap = Tget = 1259C, Vazadc de 30 mL-min.
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6.4 - Calculo do Numero de Pratos Tedricos da Coluna

Capilar de Vidro

Ttilizou-se uma 50111930 de 65,0 ul de undecano em 1,0 mL
de pentsario, A temperatura do detecitor £0l mantida a 1z2vc, &
temperatura da coluna a 800C e a temperatura do vaporizador a
123%C. L ganho 4o eletrometro foi de 10_'11 A-mv e 0o aternmuador

128, A wvelocidade 40 papel era de 12 oo min.

]

Foram feitos calculos com variagao 4o volume injetado e

com variacac de divisao!

6.4.1 - Razac de Divisido Constante com Variacdo do Volume

Injetado

Mantendo-se a razac de divisie de 125, fez-se injecoes
de diferentes volumes de undecano. Para cada medida foram feitas
quatre injecoes. Os tempos de retencaoc (em segundos) e as  lar-
gursas dos picos foram calculados por média aritmética, com seus

respectivos desvios padréo. Os resultados estdo na tab 6.2.

Tapela 6.2 -~ Valores do mmero de pratog tedoricos (n) com
diversos volumes de injegao (Vy). (R.D. = 1-25)
V4 (HL) 1(8) St Wh(S) Sy n
0,2 36,7 0, 03 0,75 0, 00 38207 .
0, 3 36, &8 0, 06 0, 91 0, 01 23205
0, 4 37,3 0, 00 1, 00 0, CO 22201
0, 6 37,3 0, 04 1,05 0, 01 20137
o, & 37, 5 0, 00 1,15 0, 01 17013
1,0 37, 9 0, 02 i, 25 0, 00 14709
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Guanto maior © volume injetado, menor & o numero d4e

pratos tedrices, izto €, a eficiéncia do sistema aumenta quando

‘se dimimai & dquantidade de amostra que efetivamente entra na

coluna.

6.4.2 - Voiume de Injegaoc Constante com vVariacac da Razao

de Divisao (R.D.)

Parh cada medida foram feltas quatro injecoes de O, 2 plL da
solucao de undecano, calculando-se a médla aritmética dos tempos
de retencao (em segundos) e das larguras dos plcos (em segundos),

& suas estimativas do desvio padrac.

o ntmero de pratos tedricos fol calculado pela formula
(4) descrita no item 3.4, e & razio de divisio pela formula

descrita o item 3.3.3).

As medidas foram felitas com um escalfmetro de O, 25 mm de
incerteza, . ntilizando uma lente de aumento. Os resultados se

encontram na tab. 6.3.

Tabels 6.3 - Valores do numero de pratos teéricos (n) em diversas

razbes de divisao (R.D.)

R.D t(s) St Wp(S) Sy n

1725 36, 8 0, 06 0, 97 0, 01 23205 -
1735 36,6 0, 03 0, 92 0, 01 2s322

1755 37,2 0, 04 0, 92 0, 01 26089

1770 37, 5 0, 02 o, 92 0, 01 26314

1-90 37, 6 0, 04 0, 90 0, 00 27867
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O numero de pratos tedricos aumenta com ¢ aumento da
razio de aivisdo, em concordancia com a conclusac anterior (item

6£.4) de gue amosiras mencres aumentam a eficiéncia do sistema.

&£.5 - Analise de Fanol com a Celuna Capillar de VIAro

Sendo que uma concentracaoc de fenol urinario de 50, 0 mg/L.
& o Limite de Tolerancia BlolGglco de eXPOSIgac ac DEnzenoc (cap.
> - pag. 17), € & faixa de 4,5 - 9,6 mg/L de fenol urinaric e a
concentracdc normalmente encontrada em pPessoas sem nistoria ocu-
pacional de exycsigéo ap benzeno {Ccap. 2 - pég. i6), as burvas d.e

C&libfaCéO deveriam abranger o intervalo de 5,0 a 50,0 mg-L.

Para verificar se eram obtidos picos mensuraveis, foram
preparadas Soluc585 de fenal, SH éter-lsopropfllcc, com as se-
guintes concentracoes: 56,49 wmg’L, 94,0 mgsL, 141,00 mngsL,
188, 0 mg~L, 211,0 mgsL e 282, 0 mgsL; fazendo-se trés injecoes de
0,3 uL de cada solugao nas seguintes condicoes cromatograficas @
R.D. = 1-30, temperatura 4o detector 210°C, temperatura do vapo-
rizador 2459C, temperatura.da coluna 100°C, velocidade do papel

de 6,3 cm-min, Ganho 4o eletrometro 10712 A“mv e atenuador 128.

Os cromatogramas obtidos (fig. 6.3) permitem concluir que
em tals condicbes a andlise de fenol 80 seria adequada Dara
solucoes de concentracao acima de 100,0 mgsL, © que nao nos

interessava.
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Figura 6.3 - Teste de Rescolugao e sensibilidade de deteccao
usandé coluna capilar de vidro,DI=0,2 mm, FE OV-101.

Demais condicoes cromatograficas no texto.
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natras condigoes de analise foram entaoc exploradas:

6£.5.1 - Variagao de ALenuacao

C atenuador foi mudado para 64 e posteriormente para 32,
mantendo 10712 armv de ganho, ptilizando-%e a8 mesnas cerzziicﬁes

anteriores e a solugao de 56,4 mgsL.,

-

]

col e .

12 & &L

tempofmin.)

Figura 6.4 - Efeito da varz,agﬁo ae atenua:;g.o. Az demals

ccndicaes cromatoeréficas 65150 no texto.

Fol constatado (fi1g 6.4) dque, como esperado, quanto menor
4 atermacho, malor € o plco do fenol, mas major tambem € a sua

SODT&QOSiQéO com a caunda do ét&?, devido ao aumento da senslibili-
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dade do instrumento.
6.5.2 - Variacao 4o Volume Injetado

Mantendo-se ¢ aiermador em 128 € as mesnas condic?:}es ao

item 6.5.31, o0 volume fo!l aumentado para C,5 L & O, 7 ul. .

tempo(min.)

Fipgura 6.5 - Testes de variacEO daa resolucéo do fenol com ©

volume injetado. Demals condigoes nc texto.
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Quanto malor o volume maior & o pico do fernnol e malior a
cauda do soclvente, resultando em malor sobreposicho do pico &
cauda 4o éter. Portantce o aumento de volume ném.peﬁe ser usado
para possibilitar avaliar picos de fenol nas concetragoes deseja-

das.

£.5.2 - Variacao da Temperatursa da Coluna

Foi injetado um volume de ©,3 pL. Foram mantidas as
demais condipoes dos itens 6.5.1 e 6.5.2, variando-se a tempera-
tura da coluna para 829 (valor que se estabilizmou au  tentar
aimimair de 20°C a temperatura da coluna) e 122°C (valor obtido

a0 se tentar aumentar de 20°C a temperatura da coluna).

Como tlustra a fig. 6.6 na temperatura de 122°C o rico do
fenol desaparece soh a caula do éter. A 82°C obteve-se uma melhor
separacio da cauda do eter, porém este aumento de Tesolugac nao €
suficiente para Ccompenssr ¢ aumento do tempo de analise ae (0.9%
min para O, 79 min). Motou-se que, tanto a 820C quanto a 100°C, os
picés nzo tem linhas de baseAestabilizadas, dificultando a dgquan-

tificacac.

Corncluimos gque & coluna de vidro era 1n§dequada para
analise de fenol na faixa de concentracac de interesse, pois
cbhtinha-se um pico muito pequeno, devido a pequena quantidade de
massa qgue era enviada ao detector (0,350 ng para amostras de

50,0 mg-L}.
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Figura 6.6 - Teste da variagao da resclugio do fenol da cauda
4c éter em funcac da temperatura da coluna. Ty = 240°C,

Ty = 210°C, a = 128,10712, R.D. = 1-30.
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6.6 - Otimizacaes das condicoes de analises, utilizando a

coluna capilar de sflica fundida, tipo "Megabore®.

Foi adgquirida oma coluna de sflica fundida de 10 metros
de conprimento, 0,53 mm de diametre interno, e F.E. Sw% fenilmetil
silicone HP-5 {ligaﬁgo cruzada) com uma espessura d4e filme de
2,22 mm, © gue possibiliton o envio de massas malores (ate S, 0ug)

para ¢ detecior.

6.6.1 - Vazao dos Gases gue Alimentam o Detector

Utilizando-se as vazdes: 300 mL-min para o ar sintético,
3C ml-omin para ¢ nitrogenio e 30 mL-min para o hidfogénio (vaz%eﬁ
idesis segundo ¢ manual 4o cromatGgrafe), obteve-se um desloca-
mento negativo da linha Dase. variando-se a vazac de ar, 0 pico
negativo ainda foi odbtide, o mesmo acontecendo quarndo ge mudava a
vazao de nmitrogenic.Mas, guandc se aumentou a vazao de hidrogenio
de 30 para 37 mlL-min, ¢ pico negativo desapareceu, obitendo-se
picos maiores com malores vazoes de hidrogénio, como indicam a

tab., 6.4 € a fig. 6.7.

Para evitar eventuais danos ao detector por excesso d4de
aquecimento & como nao ha uma diferenga consideravel entre a
altura 4o plcé de fernol na vazao de 45 ml-min e sua -altura na
vazao de 49 mL-min, fo: escolhida uma vazao de 45 mL-/min de

hidrogénio, ha alimentacidc da chama, para ser usada
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Tabela 6.4 - Altura do pico do fenol (i) em funcgo da vazao 4o

gas combustivel

Vg (mi/mind n (cm)
S 0.0 deflexo negativa
37,0 3,6
42,0 8,0
45,0 12,0
49,0 14,0

vy = vazao de hidrogénie

o

altura média 4os picos de fenol

Também foi observado que a estabilizacaoc da pena 4o
registrador podla ser melhorada com vazoes de nitrogénio nfe-
riores & 30 mL/min. ApSGs varios testes, a vazao de 23 ml/min
demonstronl ser adequada, oOptando-se por usar esta vazao, a gqual,
somada & vazio de 5 mL/min da F.M. - Hp (discutida no item se-
guinte) atinge 28 mi- min, que estsa préxima 40s 30 ml.min usuais

para soma da fase movel e do gas de complementagao, Np.

A vazio do ar sintético de 200 mL/min pareceu ser adsgua-

da, e foi usada em todas as analises.

6.6.2 - Vazao da Fase Movel

A vazio da fase movel, Hp, & calculada pela razaoc entre o
volume da coluna e o tempo morto {veda item 3.3.3 - pég. 313. O

volume (V) da coluna e de O, 833 nL.
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Fara medlda do tempo nmorto injetou-se 3,0 pl de Dbutano.
As temperaturas d4do detector e 40 vaporizador foram mantidas a
213°C e a tempeératura da coluna a 100°C. © ganho do  eletrometro
fo1 de 10710 Armv e o atenuador de 256. Foram usadas vazdes de
purga de &1visao de 13,6 ml-min e 10, 6 ml/min, gque resultaram em

vazoes diferentes na coluna.

HNa vaz§0 de purga de 13,6 ml-min obteve-se um tempo morio

de O, 143 mgnq portanto & vazao da fase movel na coluna & ge:

!

VFM I = 5, 8 mL-min

Ma vazic de purga de 10,0 mL-min o tempo mortc €& de

0, 159 min, obtendo-se

VW - - = 5,8 mL/min

m cada uma dessas vazoes da F.M. foil injetado 2,0 uL de
uma soiuc%a de fenol em éter isopropllico, de concentracéo
56,0 mg-L, nas mesmas cordigoes usadas para a determinagio d&.0
tempo morto, mas com o ganho do eletrdmetro em 10712 Armv e o

atennador em 128. 08 resultados estao na tabela 6.5.
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Tehela 6.5 -~ Comparacéo da varia:;:&a do tempo de retenaéo e altura
do pico de fenol com a variagaoc da vazao da F.M.,, em tres

injecces Teallzadas,.
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t = tempo de retengac ; h = altura em cm
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Figura 6.8 - Teste de resoclucac do fenol em Funcao

da V&Z%O da F.M., coluna de sflica fundida
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Como mostra a fig. 6.8, a vazio de 5 2 mL/min & a que
possibilita  &a melhor separag§0 do pico do fenol da cauda do éter
isopropfl ico. Além disto, nesta vazao o desvio enire os tempos de
retengdo e entre as aliuras dos picos de fenol & menor. Estes
resultados concordam com as especificacves do fabricante, de gue

a vazaoc de operacac otima desta coluna € de 5,0 mL/min. Foi

utilizada a vazao de 5,2 mL-min para a fase movel, nas analises

realizsdas.

£.6.2 - Temperatura da Colmmna

Para verificar a separagio do fenol do Srer isopropflico
preaparou-5e umna sqlugéa destes componentes de 56,4 mgsmlL & feZ-se
injecoes de 3,0 pL, nas mesmas condicoes cromatograficas 4o item
6£.6.2, testarndo-s8¢e varies ftemperaturass da coluna: 150°C, 120°C,

100°C & 809C (fig. 6.9).

Verificou-se aue guanto menor a temperatura da coluna
malor a separacic entre o fenol e o éter, em concordancia com &
afirmacio da referéncia 25, .de que a Separagao & melhor em balXas

temperaturas da coluna.

Foi utilizada uma temperatura da coluna de 100°C.

&.6.4 - Temperatura 4¢ Vaporizador

A temperatura do vaporizador deve Ser suficientemente
alta para garantir gque a amostra irnjetada tenha sido vaporizada.

Segundo © manwal d4do cromatéerafo G 270 & temperatura do

8C
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vaporizador deve ser mant ida 200C acima da temperatura de edbuali-

ca0 do componente menos volatil da mistura injetada.

HEY

TLEESD BUNYHD

Hraind

Figura 6.9 - Teste de resoluc%o 4o Teriol em diversas tamperaturés

da coluna. Ty = 2409C, Tg = 210°C, a = 128.10712,R.D. = 1730,
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Nas anallses gque foram feitas o componente menos velatil
é o nitrobenzenc de ponto de ebulicac 210°C e, portanto, a tempe-
ratura do vaporizador foi mantida a 2490°C. Foi constatado gue nao
hé diferenca entre o cromatograms de fenol e nitrobenzeno obLi-
dos fantc com a temperatura do vaparizador'a 210°C como em 2409C,
maﬁtendOmﬁe constantes as demats condigtes  cromatograficas

(fig. 6.10).

T, = 290°C Ty = 210°C

H

) io 10 T R 4y %
o 5.8 217 IR A

Figura 6.10 - Taeste de ras&lugéo de fenocl em diferentes temperatura

do vaporizador.
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&£.6.5 - Temperatura 4o Detector

A temperatura do¢ detector foi mantida a 210°C, esta
gzcnlha fol arbitréria‘ ums vez gue no D.I.C. basta.que & Lempe-—
ratura SeJda superior a 100°C, para nao condensar agua no detec-
tor. © +walor escolhido nao danifica o detector e possibilita

larga margem de seguranca contra eventuals _condensagges, tais

-COMG no case da chamsa apagar e 1isto nﬁa ser imediatamente detec—-

tado.

6.7 - Andlises Cromatograficas das Solucoes de Fenol,

Nitrobenzeno e Cresdis, Utilizando Coluna Capilar de

Sflica Ffupdida.

Foram preparadasd as seguintes solugoes enm eter i1sopro-
pfiico @ ferniol = 55,3 mg” L, nitrobenzenoe = 46; O mgsL, o-cre-—

g0l = 61, 3 mgsl, m-Ccresol = 6i,ﬁ mgsl. e p-cresol = 61,8 mgsL.

Irnitcialmente foram feitas injecoes de solucoes indivi-
duais de cada substdncia, para VerifiCar Se 0S8 DICOS eram Tegis-—
trados. A segulr,para verificar se o3 picos eram obtidos, foram
preparadas solucoes de fenol e o-cresol, fencl e m-cresol, meta
e para-crescl, nitrobenzeno e o-cresol. A temperatura 4o vapori-
zador £o01 de 240°C, a temperatura do detector de 2109C, a tem-—
peratura da coluna 100°C, o ganhe do eletrometro f£oi coloca-
do. em 10712 A/mV e o0 atenuador em 128. A velocldade do papel £o01

de 6,3 cm- min.
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Figura 6.11 - Cromatograma da mistura contendo fenol, nitrobenzenc

o,m e p-crescl. As condigoes cromatograficas estac no texto.
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Como mostra a fig 6,11, pode-se concluir que:

i) o pico do fenol nac interfere com 68 de niirobenzenc € 05 A0S

{},u mn e p- CTES{SIS;
i1y mets © p-crescl eluem em um unico pico:;
111) o pico de nitrobenzenoc nac interfere com o Ao O-Cresocl;

em contraste com a literaturals 7. 3% que 1indica que ut 111zando
colunas Iecheadas o tempo de retengaoc 4o nitrobenzeno € identico
a0 do o-cresol. Esta informagao inviabiliza o usc de nitrobenze-
no como padraoc internc nestes c¢asos pois, segundo a ref. 27, ©
o~Cresol & um dos nfietabé'litos do tolueno e, geralmente, os tra-
balhadores exXpostos ao benzeno sac também expostos ac tolueno.

E cquase sSempre a concentracas do toluenc € superior A do Dhenzeno.

A separaq:éo do nitrobenzeno € ¢ ¢-cregol na coluna capilar

exemplifica um dos motivos da escolha da mesma.

6.8 - Construcao ga Curva de Calibracac

HMisturas de fernol é nitrobenzeno foram analisadas éara
possibilitar a construcao de uma curva de calibragac. Nas ana-
lises cromatograficas, fez-se para cada pontc cince injegoes de
3,0 pL com R.D. = 130, € as razdes de area foram selecionadas
pelo teste Q de ‘r-ejeicéicé. A temperatura do detector foi de
209°C, a temperatura do vaporizador 241°C, a ‘temperatura da
coluna 1000C, o ganho do eletrometro foi de 10712 amv, e o

atermador de 22 para o5 pontos 1-5 e de 64 para 08 pontos 6-9,
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Tabela 6.6 - Valores da Curva Padrao

ne | CpmETD Sp(merI| Ahi Sarvant (TSmO %
i 5. 4945 0, 03 O, 22 O, O3 O, 080
2 7,27 0, 03 0, 23 0, o2 é, 11
3 10, 2O 0, 05 O, 38 G, 02 0,16
4 i4, 54 G, 06 2,48 2, 01 : O, 21
68, C 2,3

5 21, 8% g, 09 Q, 60 0, 02 . o, 32
6 29, 41 O, 1 0,79 o, 01 0,43
T 43, 6 Q, 2 1, 01 Q, 02 0, 64
& 58, = o, 2 i, 52 G, 02 C, 86
9 87, 2 o, 3 2,20 | o,02 1, 28

Cp = concentracao de fenol

. Gy = concentracac de nitrobenzeno
Er = estimativa do desvio padr%a, calculada peld critério
de propagacaoc de erros’e,
Ap Ay = valor médio obtido na relacac entre area de fenol

e area de nitrobenzenc

O= valores obtidos, que foram utllizados para a constru-
cio da curva de calibracio, est3o na tabela 6.6. A curva € mos-

trada na Fflg. 6.12.

9] ponte ne 7 fol desprezado pelo critéric do5 minimos
qnadradcsqs. Depois disto, a reta obhtlida tem um coeficiente de

correlacaoc T = O, 5992 e pode ser descrita pela formula:

Y = 00,0908 + 11,6511 X
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Figura 6.12 - Curva de Callidbracac do fenol em éter isopropflico

usando nitrobenzeno conoe padr%o interno.

6.9 - IXLracac por Scivente

6.9.1 - Extracac em Tubo

Utilizando-se fenol enm soluc&o aquosa contendo €,13 M de
MaCl ¢ fazendao-se a extrag%a como descerita no item 5.7.1, obhteve-

e 085 Tend imentos de extrag%a indicados na tab., 6.7.
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Tabela 6.7 -~ Rendimentos oblidos na extracéo de sslucaes de fenol

em solucac aguosa 0,12 M de NaCl.

Ccncexﬁmacgﬂ de Fenol Cﬁnceﬁtraggo de Fenol Rend imentio da

Preparada (mg<L) Obtida na extracao EXLTacac (%)
(mg/ L)
""""""""""" es. 65 @10 so
50, 47 32, 74 64
.eT, 16 i7, 37 644

O rendimento da ewtracao fol baixXo, porém estd em concor-—
dancia com a literaturab? a gual relata gue neste Lipo de exXira-

cao o rendimento € de S0-60 %,

Para tentar aumentar o rendimento da extracéo as SOluﬁBES

aquosas de fencol foram saturadas com NaCl. Os resultados estaoc na

tab. 6.8.

Tabhela 6.8 — Rendimentos obtidos na extracﬁo de solugaes de fenol

em 301&@50 agucsa Saiurada com NacCl.

Ccncentrac%a de Gencentracéa de Fgnol Rendimento da
Fenol Preparada Oht 1da na Extracag Extracao(=)
(mg-L) (mg-sL)
24, 86 14, 69 59
59,47 32, 97 G5
12, 59 8,72 69

NA&o houve acréscimo significative no rendimento da extra-
cio, como era esperado (80%), ao contraric da literatura>i: 64,

cue relaton um rendimento de ate BOx em solucoes saturadas.
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Para verificar se a extracao era completa fez-se extra-
cOes suces=sivas de uma mesma solucio de fenol em agua, de concen-

tracac 34, 7 mgsL. Os resultados estac na tab. 6.9.

Tabela 6.9 - DxXtracoes sucessivas de uma mesma solucao de

fenocl em agua (COmMParacac relatival.

area de fenol apos extTaCAo

(média de 4 injecoes) (cm®)

18 eXtragaoc 2, 28

2z extracio : 0, 34

38 exLIagao o 0, 083
42 extracdo | 0,078
52  eXtracaoc 0, 050
63 extracio : 0, 048
78 eXLT&caoc 0, 045

Como moltram o3 resultados, nem mesmoe em sete ﬁiX‘tI‘ﬁCB&S

suncessivas o fenol foi totalmente exXtrafdo.

Fez~5e tambén anilise de alpgumas winas {(tab., 6.10)

Tabhela 6.10 - Extragic de fsnol em amostras de urina

Concentracao de Fenol Concentracao de Fenol Rend imento
Adicionada “a Urina Optida na EXITaccac da Extracaoc
Cing-L) (mg-L) %
32, 86 15,10 46
&5, 93 26, 57 40
o] 2, 62 -



A extrag&o de fencol na urina tem um rendimento mencr gue

a extragao de fenol em solugao aguosa.

Aleém de se verificar que o rendiments & Baixs & que  a
extiragio nao estava sendo completa, 1levou-sSe em consideracas o
fato de poder estar ocorrendo perdas por volatilidade e ou arras-
te durante o squecimento para se efetuar a hidrélise, como Ja foi

discutido no item 6.2,

#

Entao iestou-sSe UM outro meétodo de hidrolise dos fenois

conjugadcs € 1333?&¢50 do fenol livre,

6.9.2 - Extracac Contfnua

Meste Drocesso & hidralise e a extracao sao efetvadas em
sistema Fechado {(veJa fig. 5.7 item 5.7.2), verificando-se que a
posgibilidade de perda de vapores durante a hidrolise eson extra-

cAo € muito remota.

Para &e obter as melhores condigoes de exXtragao foram

felitos alguns testes,

Tabela 6.11 - Rendimento da extracao Com VAarliacaoc 4o tempo de
extracac para fenol em Solucac adquosa 0,13 M de NaCl. IEXtracao

nia presenca 4e nitrobenzeno.

Concentragao de Fenol Tempo de EXtragao Rendimento da
(mg-L} (min.) EXtracao »
“““““““ so,89 a4 110
432, 84 40 i16
43, 84 35 110



Tabela 6. 12 - Extragﬁo de diferentes ccnceﬂiracaes de fenol em
solughc aquosa O,13 M de NaCl, durante 30 min. A extragao foi

feita na presengca do nitrobenzeno.

Concentracéo de Fenol Concentracao de Fenol Rendimento da
Preparada (mg-L) Obtida na EXtracac {(mgsL) EXiracac
““““““““ 31,2 =200 o2
332, 82 32,13 a5
54, 68 47, O2 86
43, 24 40, 21 a3
=3, 69 27, 24 115
23,03 30, 63 133

Tabela 6.13 - Variacao do rendimento da extracao com nitrobenzenc
adicionado ap6s a extracao de 30 min, Fenol em

solugdo aquosa 0,13 M de NaCl

Concentracao de Fenol Concentracao de Fenol Rend imento da
Preparada {(mg- L) Ohtida na ExXiracao (mgsL) EXLracao =
""""""""" 23,60 21,08 89
23, 03 19, 58 &5
37, 74 30,19 80
24, 99 20, 49 82
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Tabela 6.14 - Rendimento ds extracac de fendl em selucac aquosa
saturada com NaCl. Nitrobenzeno adicionads apos

a extracac de 30 min.

Concentracac de Fenol Concentracao de_Fenol Rendimegtd da
Freparadsas (meg-L) Ohtida na Extragac {(mgsl) ragaoc =
""""""" e
26, 37 25, 10 &9
26, 23 19,41 T4

A extracao contfnua tem um rendimento bem mais alto gue a
extracac Simples. O tempo ideal de extragac fol de 30 min  (tab.

6.113.

Os rendimentos acima de 100x da tab. 6.12 mostram qua ha
perda de nitirobenzeno na extragio, portanto o nitrobénzenc deve
ser adicionado apGs a extracko, apesar do rendimento da extragac

de fTenol neste Drocesso S&r um pouco menor.

Tentou-se aumentar o rendimento da extragao utilizando-se
solugho saturada com NaCl. Mas a0 CONtrario 4o que Se esperava o
rendimento dimimaiiu (tad. 6.14). Isto porgue guando se adicionava
o acido a solugho ocorria uma precipitacac de NaCl, que provavel-

mente arrastava alguns cristais de fenol.

Com o2 rendimentos obtidos na tab. 6.13, temos uma_extra~
clo média de B4x com desvio padrac de 4%, Aplicando-se o para-
metro t de Student3, na equacio W = X t 1 § “(n)%,  Temos que a
média das exXtracoes deve estar entre os valores 78% e 90x com um

grau de confianca de 95%,
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6.10 — Determinacac de Creatinina

Para determinacac de creatinina urinaria optou-se pela
analise espectofotoméirica da solucao alaranjada formada pe-
1a reacac da creatinina com acido pferico em meto alcaline, a

reacao de Jaffaid .

Foram utilizados dois métodos de andlise.

G. lb. 1 - Det&r-minac:éic de Creatinina Ur 11’1&‘;1‘ 1a pelo

Métf}dﬂ ESP&CtOfﬁ'tOmétf‘iCG Marnual
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Figura 6.12 - Curva de cali'bracgm de cre&tiriina relo método

manual
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Conme mostra a fig. 6.13 o método manual & adeguado e pode
ser utilizado para determinacao de creatinina ha urina para

normalizacac da concentracao de fenol., A eguacaoc da reta &:

v = 0,017 + 0,055 x , comT = O, $599

6.10C.2 - Determinacao de Creatinina em Urina pelo Sistema

Monosegmenitado em Fluxo Cont fmio

Para se obter o sistema de fluxo mais adequado alguns

parametros foram investigados.

. Foi ohservado que a concentracaoc de hidroxido de sddic

afeta a absorbancia da solucac final medida a 500 nm. A absorban-

cia aumenta com O acréscimo da concentragac 4o  hidréxido  de

sédio. Cuando sSe aumenta a concentragac dc Nidrexido de s6dis de

C, 75 a 2,CM hid um acregcimo de aproximadamente 15x% na altura 4o

. sipal analftico. Poreém, a reprodutibllidade diminui com ¢ acres-

¢imo da concentracio, e além disto, pode OCOrTer precipitacao de
picrato de sodic, no ponto de confluencia das solucdes de nidro-
xido de £0dic e acido pferico, em altas concentracoes do nidrc-
x1do de s6dio. Portanto, escolheu-se a concentracio de 0,75 M de

hidroxido como a ideal.

' Verificou-se que quando se aumenta o conprimento da bobhi-
na de reacac (1) ha um acréscimo de sensibilidade, polis h& um

maior tempo de reacao.

A distancia de Lp ate o detector tambem influl na sensi-

pilidade. OQuarndo esta distancia e aumentada de 20 a 50 cm  a
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gensibilidade Tem wn decreéscimo de aproximadamente 20x, Entretan-
to, obtém-sSe uma melhor reprodutibilidade & medida que se aumenta
esta digtancia. Entdo fol escolhida a distancia de 40 om entre Lo

e ¢ detector para ser utilizads.

AT

| i ;i |
’;_% T litlh
= e e e

Figura 6.14 - Sinals de calibracac e determinagao de creatinina

A
o rinen

T
e

r

em rina. Da ezquerda para a direita 6 selugaes,padraﬁ de creszti-
nina em agua (0,0, 3,0; 6,0; 9,0; 12,0 e 15,0 mg-L), seguidas de
4 amostras de urina e as mesmas solugbes padrao na ordem decres-
cente de ¢Gn6&ntracaes. A velocidade 40 papel foit de 20 cm ' € &

escala de 500 mV,
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A fig 6.14 moestra gue 1‘.{&'1. uma hoa reprodutibilidade snire
as alturas dos picos ¢ pode ser constatada uma velocidade analfi-

tica de até 130 determinacoes por hora.

Com os dados obtidos na fig. 6.14 construlu-se a curva de

calibracao da creatinina, £1g 6.15.
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e """"""""'"".'"“"'/‘f’
- i
Ve .
R R A S .' : :
0o ,/{ .
-~ v N
a e e s .‘/ : :
. : :
/ .
g o .
50 ! '
t
¥
S T S OO S U SO VRN P
¢ 50 00 150CI~g /Ly

Figura 6.15 - Curva de calibrag:éo de 'creatinina com a ‘técnica

de fluxo contimuo monosegmentado

& Teta obhtida na fig. 6.14 tem coeficiente de CGI’“I“&I&C{:;L_O '

r = ,9999 ¢ pode ser descrita pela equa;:éo

¥y = 3,80 + Q0,998 X
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A tabela 6.15 compara 08 resultados obtidos nos métodos

manuais e em fluxo contimo.

Como mostram oS resultades da tad. 6.15 nao ha aiferenca
estatfstica entre o8 valeorss obhtidos com as duas tecnicas. Igtlo

evidencia & validade do metodo monosegmentado para determinacac

~de creatinina na urina.

Fazendo-se 10 éetermin&cﬁes para cada padréo pelo meétodo
monaosegmentado obteve-se uma estimativa do desvio padr%o relativo
merior que 1, &%, isto mostra & concordancia dos resultados obti-~

dos, implicando em um métode relativamente preciso.

Tabela 6.15 - Comparagéo dos valores de cCreatinina em urina
obtidos com a técnica de fluxo contInuo monosegmentado € o MELods

espectofotometrico manual.

amostras método mamial metodo monoesegmentado
T 440 s 62

z 10, 88 10, 76

3 7,53 - 7,51

4 8, 0% 8,15

5 8, 04 8,56

6 14,71 16, 00

7 3, 40 3, 14
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6.11 —Andlise de Amosiras de Urina

Fol feltla azxélise de algumas amostras de urinas, obltendo-se

o5 regultados mosiradoes na tab, £.16.

‘Tabela &.16- Analise de urina com extra¢§0 de 30 min., O nitrobern-—

zeno fol adicionado apés a EX‘LP&GQ}.G

conc. de fenol| concentragio rendi- [CONCentracao cong. de

sdicionada de fencl (mgsL) ! mento de creatinina fenol

a wrina obtida no % (gL} ‘ noermali-
(mg-L) cromatograma wada®
14, 5 13,58 95 1,50 --
29,73 28, 98 S8 2,1 -
o 2,01 - 0,9 S, 42

- E E R R e o T W M ak i i om m wr s Ml e ma b oAe e mm omm m e Al AR M M RN m e M AN e ke h W M Em e e Em mr W AR e W e m W W WR e e e mm o owm e W s wm

x mg de Fenol 7 g de creatinina

Nas determinacoes cromatograficas foram utilizadas as
seguintes condicoes: temperatura da coluna 100°C, temperatura do
detector 2109C, +temperatura 4o vaporizador 241°C, R.D. = 1730,

ganho do eletrometro de 1071¢ A mV e atenuador de 16 ou 22.

O rendimento da extracgo fol superlior ao obitido na exXtira-
ggo simnples em tubo, comoe esrerado, indicandoe que este reélmente

& um método melhor de hidrolise & exXiracao.
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Figura 6.16 - Cromatograma de analise de fenol na urina
Te = 1009G, Tg = 210°C, Ty = 241°C, R.D. = 1-30

A = 322 . 10712
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CAPITULO 7

CONCIUSACO

O fenol € muito volatil e hilgroscopico sendo necessario
certos cu1idados ne seu manuaselo, tals como a utllizacao de sizte—
na fechado € Eés inerte, isento de égua, para se efetuar a pesa-
gem dos cristals a serem utilizados na con&irucao éa curva pa-
drac. Além 4isto, o teor de Iimpurezas existentes no fenol deve
ser verificado. Istes cu;dad0$ evitam a ocorréncia de desvios na
curva padr-ac, gue poderiam acarretar grandes 4¢esvios nos resulta-

dos finais de determinagéo de fencl na urinsa.

O método de analise escolhido fol o de cromatografia
gascsa pofque esfa técrica tem alta sensiplilidade, rermitindo a
quantificacac do fenol e sua completa separagao dos demals compo-
nentes da urina, que sa&0 1interferentes nos métodas colo-

rimétricos. A coluna capilar de vidro era inadequada para guanti-

_ ficacéo, de fTenol na faixa de concenxracgo de interesse, 5, 0a

50, 0 mg-L, sendo gue nAaoc foli possivel estabelecer condigoes cro-
matogréficas que resultassem ha separac§0 dos picos de fenol do

solvente. Utilizou-se entao uma ccluna capilar de sflica fundida
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tipo "HMagabora”, que por rermitir o envio de massas maicres ao
detector, possibilitoun a quantificacgo de fenol na faixa de

interesse.

A columa capilar de sflica fundida pogsibilitou a utili-

zacho de mnitrobenzenc come padrac internc, pois nesta ha a sepa-

'racéﬁ de nitrobenzeno ¢ orto-cresol, a qual ng.o ocorre em coliu-

nas empacotadas.

Utilizando-ze extrac%o em tubo para efetuar a transferen-
¢ia do feriol da amosira de urina para uma solucao de eter isopro-
pllico, werificou-se gue o rendimento £ baixo (50-60%), e a

extracao 1ao & completa em uma etapa. Além disto, Dode QCOrrer

. perda de fenol, devido a sua alta volatillidade, durante‘o agquecli-

mento na_llidrélise dcida, ou por arraste no momento de abertura

dos tubos para se efetuar a extracio. Optou-se, entao, pelo 1so

de extracdo contfnua onde a hidrdlise e a extracgido sao efetuadas

sgimaitaneamente, em sistema fechado. ¢ rendimento fol bem majior
{7T8-90x) cie na extracéo em tubo. Verificou-se que o temps ideal
de extracéo € de 20 min. e que a soluggo de nitrobenzendo, padrﬁo

internoc, deve ser adicionada apos a exiracao,

O rendimento da hidrolise acida, efetvada para 1iberacaoc
do fenol, «que se encontra na urina como acido fenil glicurdnico
o acido fenil sulfonico, nao foi verificado pela dificuldade de

obtencac destes acidos no Brasil.

A quantificagEO de creatinina na wina foi escolhida para
nermalizar a conceniragao de fenol urinario, sendo o métode de

analise em fluxo contfnuo moncsegmentads una Dboa opgéo para
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laborator 108 gue precisam, diariamente, realizar um grande numeroc

de analises de creatinina.

Acoplando todas as etapas pesquisadas, determiniou-se

fencl em uma amosira de wrina odtendo-se resultados confiéveis,

Algumas dificuldades técnlcas impossibilitaram a andilise

de um maior NUmMero de amostras de urina.

A
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