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Uvod

Vyskyt ochoreni sposobenych priamym vplyvom
chemickych latok v pracovnom prostredi sa zvySuje. Pre
potreby klinickej praxe pracovného lekarstva su preto ne-
vyhnutné cielené a spol'ahlivé toxikologické analyzy. Za-
vadzaji sa nové, citlivé a Specifické analytické metody,
ktoré umoziuju tieto latky identifikovat, pravidelne moni-
torovat,, a tak realizovat’ prevenciu profesionalnych posko-
deni zdravia. Laboratorne vySetrenia a biologické expozic-
né testy (BET) umozilujii dokédzat a stanovit' chemické
latky (ich metabolity alebo konjugaty) v biologickej matri-
ci ako odraz toxickej zataze pracovného prostredia na
Pudsky organizmus.

Benzén sa v priemysle pouZiva ako rozpustadlo
v uzavretych technologickych procesoch. Podl'a Medzina-
rodnej agentiry pre vyskum rakoviny (IARC) je benzén
karcinogénom skupiny 1 (latkou s dostatocne dokazanou
karcinogenitou pre cloveka) a mutagénom kategorie 2
(pravdepodobny mutagén). Z toxikologického hl'adiska je
zavazny najmi pre UCinky na kostnu dreil (leukémia, ap-
lasticka anémia)' ™.

V pracovnom prostredi st zdrojom benzénu napr.
toxické emisie, vznikajuce v priebehu technologickych
procesov pri tazbe a spracovani nezeleznych ruad, uhlia
a dreva®. Od roku 1980 viaceré taty legislativne zaviedli
nizsie expozi¢né limity benzénu v pracovnom ovzdusi,
1-10 ppm/8 hod. V niektorych krajinach st expozicné
limity omnoho niZsie, napr. vo Svédsku 0,5 ppm alebo
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v USA 0,3 ppm (cit.”). V Slovenskej republike je expozi-
cia benzénu minimalizovana hygienickymi predpismi.
Nariadenie viady SR 356/2006 o ochrane zdravia zamest-
nancov pred rizikami suvisiacimi s expoziciou karcinogén-
nym a mutagénnym faktorom pri praci® uvadza technické
smerné hodnoty (TSH) plynov, par a aerosdlov
s karcinogénnymi a mutagénnymi U¢inkami v pracovnom
ovzdudi. Pre benzén je hodnota TSH 3,3 mg m™, ktorej
zodpovedaji expozi¢né ekvivalenty prislusnych mocom
vyluCovanych biomarkerov. Pre kyselinu trans,trans-
mukonovii (#MA) 2,0 mg1™" #MA, resp. 1,25 mg g~
kreatininu #MA v moc¢i a pre kyselinu S-
fenylmerkaptarovia (SPMA) 0,072 mg 1™ SPMA resp.
0,045 mg g™ kreatininu SPMA v mo¢i®. Podla Americkej
rady vladnych hygienikov pre priemysel (ACGIH, 2001)
je doporucena biologicka medzna hodnota pre SPMA
0,025 mg g kreatininu, pre #MA 0,5 mg g kreatininu,
pre vzorky odobraté zamestnancom na konci pracovnej
zmeny'.

Diagnostika intoxikacii benzénom vychadza z pracov-
nej anamnézy, klinického obrazu ochorenia a monitorova-
nia jeho metabolitov pritomnych v mo¢i, t.j. fenolu, kyseli-
ny S-fenylmerkapturovej a kyseliny trans,trans-
mukonovej, ktoré st povazované za vhodné biomarkery
pre vyhodnotenie inhalaénej expozicie benzénu™>" .

Na rutinné monitorovanie expozicie benzénu s obsa-
hom cca 5 ppm v ovzdusi sa v minulosti najCastejSie vyu-
7ivalo najmi spektrofotometrické”® a chromatografické
(GC-FID)*' stanovenie fenolu v moéi (biologickda medzna
hodnota fenolu v moé&i do 30 mg 1™ alebo do 19 mg g™
kreatininu je len odpora¢ana'®). Na stanovenie fenolu
v moc¢i bola pouzitd aj metdda vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografie (HPLC) s fluorescen¢nou detekciou po
derivatizacii vzorky®*. Fenol nie je celkom vhodny na po-
sudenie pracovnej expozicie, pretoze ako proteinovy kata-
bolit je beZzne pritomny v mo¢i aj u neexponovanej popula-
cie. Vysetrenie skupinového fenolového testu pracovnikov
exponovanych benzénu sa vyznacuje velkym interindivi-
dualnym rozptylom'®.

Minoritny metabolit benzénu, kyselina S-fenyl-
merkaptirovd, sa vylucuje moc¢om ako 0,11 % podiel
vstrebanej davky benzénu. SPMA predstavuje najspol'ahli-
vej§i biomarker expozicie benzénu’. Vypracovanych bolo
viacero chromatografickych metdd na stanovenie SPMA
v mo¢i, napr. metdoda plynovej chromatografie s MS
detekciou’, HPLC metdda s UV detekciou pre simultanne
stanovenie SPMA a #MA v mo¢i®. Fyziologické hladiny
SPMA v moéi su u nefajéiarov 0,002 mg g™ kreatininu,
u faj&iarov 0,004 mg g kreatininu'®.

Kyselina #MA nie je povaZovana za Specificky bio-
marker expozicie benzénu, pretoze je pritomna v moci aj
ako metabolit kyseliny sorbovej, ktora sa ako konzervacny
pripravok pridava do potravin, kozmetiky
a farmaceutickych produktov>’”'°. Napriek tomu stanove-
nie #‘MA metodou HPLC zostava najrozsirenejSim testom
expozicie benzénu pre jednoduchost’ pripravy biologické-
ho materialu a pouzitej analytickej metddy.
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Kyselina trans,trans-mukonova vznika ako metabolit
pri oxidacnej biotransformacii benzénu, a pretoze nie je
fyziologickou zlozkou mocu, je jej stanovenie diagnostic-
ky SpecifickejSie v porovnani s fenolom. ##MA sa vylucuje
mo&om ako 2-4 % podiel vstrebanej davky benzénu®'®.
Pol¢as rozpadu vyluCovania #MA je 5,7 h. Maximalne
vylu€ovanie #fMA sa u exponovanych pracovnikov dosa-
huje na konci pracovnej zmeny, pricom #MA predstavuje
spol'ahlivy indikator expozicie benzénu. Fyziologické hla-
diny #/MA v mo&i st u nefajéiarov 0,04-0,14 mg g' krea-
tininu, u fajéiarov 0,06-0,23 mg g™ kreatininu'®, napr. pri
uréeni referenénych hodnét pre #MA neexponovanej po-
pulacie multicentrickou Stadiou (Taliansko, 2008) sa dos-
pelo k stanoveniu strednej hodnoty #MA 0,053 mg 1™
(t™MA 0,045 mg 1" pre nefajgiarov a 0,076 mg "' pre faj-
Ciarov)’.

Na stanovenie #/MA v moci sa vyuzivaji najma chro-
matografické metddy. K najéastejSie pouzivanym patri
metéda HPLC na reverznych fazach s izokratickou® ',
pripadne gradientovou eluciou'*'>" s UV detekciou. Na
detekciu sa okrem UV detektora pouZziva aj detektor s dio-
dovym polom (DAD) a hmotnostny spektrometer (MS)"”.
Na stanovenie #MA v moci bola pouZzitd aj metéda plyno-
vej chromatografie s plamenovo-ionizaénym detektorom
(FID)™®.

ttMA je v moCi pritomna s réznymi primarnymi
a sekunddrnymi metabolitmi, preto sa na jej izoldciu
a prekoncentraciu najcastejSie pouziva extrakcia tuhou
fazou (SPE). Metdda SPE extrakcie je v porovnani s kla-
sickou LLE, pri ktorej sa ako extrahovadlo pouZziva octan
etylnaty”'*'> alebo diizopropyléter', ekonomickejsia
a sucasne ekologickéd pre nizku spotrebu organickych roz-
pustadiel.

V ¢lanku je popisané zavedenie jednoduchej metody
na stanovenie kyseliny trans,trans-mukonovej v moci ako
biomarkera expozicie benzénu technikou HPLC, ktora
umoziuje nahradit’ klasické spektrofotometrické stanove-
nie fenolu. Stcasne sa uskutocnila validacia tejto uz publi-
kovanej a modifikovanej metody”, ktora bola overena sta-
novenim #MA v redlnych biologickych vzorkach toxikolo-
gického laboratoria.

Experimentalna ¢ast’
Chemikalie

Kyselina trans,trans-mukonova (98%) sa ziskala od
firmy Sigma-Aldrich (USA). PouZité rozpustadld boli
kvality HPLC gradient, metanol (99,9%, Merck, Nemec-
ko), l'adova kyselina octova (99,8%, Fluka, Nemecko).
Deionizovana voda bola pripravena na zariadeni Aqual 35
(Merci Slovakia, Slovensko). Certifikovany referencny
material (CRM, Clin Check Control) lyofilizovany moc¢
sobsahom #MA vdvoch koncentracnych hladindch
1,7mgI™ (1,321 mgl™") a8 7mgl™" #MA (6,8-11,0mgl™)
bol ziskany od firmy Recipe (Nemecko).
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Pristroje a zariadenia

Na separaciu a stanovenie #MA v moci bol pouzity
kvapalinovy chromatograf Shimadzu LC 20 Prominence
(Japonsko) s ¢erpadlom LC-20AD, odplynovacom DGU-
20A5, autosamplerom SIL-20AC, termostatom kolony
CTO-20AC a PDA detektorom SPD M20A. Na separaciu
pri 20 °C bola pouzita kolona Nucleosil C-18, 12,5 cm x
4,0 mm; 5 um (Watrex, Ceska republika). Ako mobilna
faza bola pouzita zmes 0,8% (v/v) kyselina octova : meta-
nol (89:11, v/v) s prietokom 1 ml min™. UV detekcia sa
uskutonila pri vlnovej dizke 263 nm.

Déavkovany objem vzorky bol 10 pl. Na vyhodnotenie
analyz bol pouzity softvér LC Solution (Shimadzu, Japon-
sko).

Extrakcia tuhou fazou sa uskutocnila na dvanast’polo-
hovom vékuovom extraktore Visiprep SPE Vacuum Mani-
fold (Supelco, USA) s pouzitim SPE koldniek s anexom
LC-SAX 0,5 g/ 3 ml (Supelco, USA).

Priprava Standardnych roztokov

Zasobny roztok #MA s koncentraciou 1 mg ml™' bol
pripraveny rozpustenim 100 mg #MA v 100 ml metanolu
za pomoci ultrazvuku. Pracovny roztok #MA
s koncentraciou 0,1 mgml™ bol pripraveny zmie$anim
10 ml zasobného roztoku #MA s 0,8% kyselinou octovou
v 100ml odmernej banke. Uvedeny pracovny roztok Stan-
dardu bol uchovany v chladnicke, pri teplote (+2 az +8 °C).
Z pracovného roztoku #MA (0,1 mgml™") boli riedenim
pripravené roztoky na ziskanie kalibratnej zavislosti v
rozsahu 0,1-10,0 pgml™ #MA v modi. Na riedenie bol
pouzity mo¢ od zdravych darcov, neexponovanych benzé-
nu, bez premedikovania. Kalibracna zavislost’ bola zostro-
jena pouzitim piatich roztokov Standardu #MA v moci
s koncentraciou 0,1; 0,5 ; 1,0 ; 5,0 2 10,0 pg ml™! #MA.

Priprava vzoriek

Reélne vzorky mocu boli ziskané od pracovnikov
exponovanych benzénu v ¢ase, ked’ bola koncentracia che-
mickej latky teoreticky najvyssia, t.j. na konci 8hodinovej
pracovnej zmeny, koncom pracovného tyzdna. Mo¢ na
stanovenie #MA sa odoberal do plastovych skimaviek. pH
vzorky bolo upravené (pH 7—10). Vzorky mocu bolo moz-
né uchovat’ v chladnicke asi 5 dni do ich spracovania. Ak
bol interval medzi zberom a stanovenim #MA vyssi ako
5 dni, vzorka biologického materialu bola zmrazena™®.

Extrakcia ttMA

t#MA bola extrahovand z 1 ml redlnej vzorky mocu
pouzitim extrakcie tuhou fazou (SPE) postupom podla™®.
Kondicionovanie extrakénej kolonky sa uskuto€nilo pre-
mytim 3 ml metanolu a 3 ml deionizovanej vody. Na akti-
vovani SPE kolonku bol aplikovany 1 ml mocu. Koloénka
bola nésledne premyta 3 ml 1% kyseliny octovej. Na elu-
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ciu zadrzaného analytu bola pouZitd 10% kyselina octova
2 x 2 ml. Eluat bol zachytavany do skimavky a superna-
tant v objeme 10 pl bol pouZity na chromatografick(l ana-
lyzu.

Vysledky a diskusia

Na obr. 1 je chromatogram HPLC analyzy mocu aj
s pridavkom roztokov kalibracnych Standardov #MA, kto-
ré boli pouzité na zostrojenie kalibracnej zavislosti (0,1;
0,5; 1,0; 5,0 a 10,0 mg ! ttMA). Slepou vzorkou bol na-
tivny mo¢ ziskany od darcu bez expozicie benzénu. Na
identifikaciu piku #MA bol pouzity retenény Cas Standar-
du. Retencny Cas (fr) #MA pri danych experimentélnych
podmienkach bol 6,5 min. Odozva detektora bola linearna
v rozsahu koncentracii 0,1-10,0 mg 1!, o zahfia pozadova-
né rozmedzie. Kazdy z piatich roztokov kalibracného Stan-
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dardu bol davkovany trikrat. Regresna rovnica kalibracnej
zavislosti pre #MA v mo¢i bola y = 26705,9 x — 2352,99, kde
y je plocha piku #MA (mAU.min) a x je koncentracia #MA
v mg I"!, s korelaénym koeficientom 0,9998.

Medza detekcie (LOD) a stanovenia (LOQ) bola urce-
na zo smerodajnej odchylky opakovanych merani slepych
vzoriek”. Hodnota medze detekcie (LOD) a stanovenia
(LOQ) odpovedala trojnasobku, resp. desatnasobku smero-
dajnej odchylky signalu slepého pokusu. Hodnota LOD
aLOQ pre stanovenie #MA v moci bola 0,057 mg I
20,189 mg 1. Vysledky su porovnatelné shodnotami
LOD pre #/MA uvedenymi v literatare”'*'?.

Presnost’ metédy bola overend ako opakovatelnost
a bola vyjadrena hodnotou relativnej smerodajnej odchylky
(RSD, %) opakovanych merani, ktoré sa uskutocnili
vjeden den. Opakovatelnost’ (presnost’) bola urcena
z desiatich opakovanych merani vzorky v dvoch koncen-
traénych hladinach 1 a 10 mg ™. Vysledky su uvedené
v tab. I, z ktorej vyplyva, ze RSD neprekrocila 7,1 %.
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Obr. 1. HPLC zaznamy moc¢u a mo¢u s pridavkom Standardu kyseliny trans,trans-mukonovej (tg = 6,5 min). Podmienky analyzy st
uvedené v texte. Koncentracia #zMA v mo¢i 0,1; 0,5; 1,0; 5,0 a 10,0 mg I #tMA

Tabulka I
Opakovatel'nost’ (n=10) a reprodukovatel'nost’ (#=6) stanovenia #MA v moci metédou HPLC
tMA Validaény Stanovena koncentracia RSD [%]
[mg 1] parameter priemer + SD [mg "]
1,0 opakovatel'nost’ 0,98 +£0,07 7,1
reprodukovatel'nost’ 1,05 £0,08 7,6
10,0 opakovatelnost’ 10,01 +£ 0,59 5,9
reprodukovatel'nost’ 10,29 £ 0,15 1,5
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Reprodukovatelnost’ bola overend opakovanym sta-
novenim jednej vzorky v dvoch koncentracnych hladi-
nach, 1 a 10 mg 1™, pocas Siestich rdznych dni, priom
kazdé meranie sa uskutocnilo trikrat (tab. I). Odpovedaju-
ce hodnoty RSD pri oboch koncentraciach neboli vyssie
ako 7,6 %.

Spravnost’ metédy (vytaznost) bola overend analy-
zou CRM #MA pri dvoch réznych koncentraciach
(tab. IT). Analyza jednotlivych CRM sa zopakovala Sest-
krat. Z tabul’ky je vidiet, ze vytaznost’ #MA v oboch kon-
centracnych hladindch bola vyssia ako 96 %.

Testovanie spravnosti HPLC met6dy sa uskutocnilo aj
na Urovni externého hodnotenia kvality, zapojenim labora-
toria do cyklu externej kontroly akreditovanym Ustavom
a Klinikou pracovného lekarstva, socidlnej a environmen-
tailnej  mediciny  Univerzity = Erlangen-Nuremberg
(Nemecko) v programe pre vzajomné porovnavanie toxi-
kologickych analyz v biologickych materialoch, ¢. 43/2009
pre pracovné lekarstvo a environmentalnu medicinu. Cyk-
lus externej kontroly kvality pre parameter ##MA v moci
bol pre nase pracovisko vyhodnoteny pozitivne.

maLl
B T T R

5401

e

.
)s ,:>' I 556
698
P

T ! )
. 250
/ K f= 200
P

Laboratorni pfistroje a postupy

Pri analyze realnych vzoriek moc¢u pri 263 nm (obr. 2)
nebol zaznamenany Ziadny vplyv matrice, resp. iné interfe-
rujuce alebo koelujlice analyty s ##MA, ¢o potvrdzuje Spe-
cifickost HPLC metody.

Analyza redlnych vzoriek

Na BET bol mo¢ odoberany exponovanym pracovni-
kom v ¢ase, ked’ bola koncentracia chemickej latky najvy-
§Sia, tj. na konci pracovnej zmeny, koncom pracovného
tyzdia. Stanovend koncentracia ##fMA v moci bola prepoci-
tana na koncentraciu stcasne vylucovaného kreatininu.
Kreatinin bol stanoveny spektrofotometricky vyuZitim
Jaffého reakcie®®. Klasicka spektrofotometrickd metoda
bola pouzitd aj na stanovenie fenolu v moci. Metdda je
zalozena na reakcii fenolu uvolnené¢ho hydrolyzou so
4-aminoantipyrinom (v alkalickom prostredi po pridani
hexakyanozelezitanu draselné¢ho) za vzniku cerveno sfar-
beného indofenolového farbiva®.

HPLC metoda na stanovenie #MA (obr. 2) bola apli-
kovand naredlne vzorky mocu pracovnikov pracujicich
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Obr. 2. HPLC chromatogram moc¢u pacienta po expozicii benzénu. Podmienky extrakcie a HPLC analyzy #MA (fr = 6,5 min) su uve-

dené v texte

Tabulka IT
Vytaznost’ stanovenia #MA v moci metddou HPLC (n=6)

ttMA Koncentracia tMA RSD Vytaznost
[mg 1] priemer + SD [mg '] [%] [%]
1,7 1,75+ 0,04 2,3 103
8,7 8,38 0,53 6,3 96
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Tabul’ka I11
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Stanovenie metabolitov benzénu, ##MA a fenolu, v moci pracovnikov bez expozicie a s expoziciou benzénu

Analyt

Stanovena koncentracia
priemer + SD [mg 1™']

Koncentracia
priemer + SD [mg g™ kreatininu]

Pacienti bez expozicie benzénu (n=19)

tMA 0,34 +0,50 0,29 +£0,24

fenol 13,11 + 18,03 12,16 + 11,42
Pracovnici s expoziciou benzénu (n=99)

ttMA 0,69 +0,99 0,64 + 0,95

fenol 14,35+ 11,58 11,07 £ 8,51

v prostredi kontaminovanom benzénom. Vysetrenych bolo
99 exponovanych pracovnikov v obdobi marec—april 2010.
Stanoveny bol obsah ##MA a fenolu v mo¢i, ako nasledok
pracovnej expozicie. Na skupinovom teste sa zlcastnilo
98 muzov (priemerny vek 45,4 rokov) a 1 zena (53 rokov).
V tom istom obdobi bolo vysetrenych 19 redlnych vzoriek
mocu pacientov kliniky, ktori neboli pracovne exponovani
benzénu a ktori sluzili ako porovnavacia kontrolnd skupi-
na. Na kontrolnom teste sa z(Castnilo 17 muzov
(priemerny vek 50,4 rokov) a 2 zeny (priemerny vek
56,5 rokov).

Hodnota priemernej koncentracie kreatininu vo vyset-
rovanej skupine bola 1392,8 + 589,2 mg I”' (priemer + SD)
s rozsahom nameranych hodnét kreatininu v intervale
160,6-3450,6 mg I"". U kontrolnej skupiny bola priemerna
koncentracia kreatininu 1143,8 + 588,9 mg ™! (priemer +
SD) s rozsahom experimentalnych hodnét kreatininu 330,7
az 22773 mg 1™,

Vysledky stanovenia ##MA a fenolu v mo¢i su znézor-
nené v tab. III. Z tabul’ky vyplyva, Ze obsah #MA v moci
u skupiny pracovnikov exponovanych benzénom bol vyssi
(0,64 mg g”' kreatininu) v porovnani s kontrolnou skupi-
nou (0,29 mg g kreatininu) aj napriek tomu, ze fajéenie
ako d’alsi faktor ovplyviiujici obsah benzénu nebol brany
do Uvahy. Benzén je sucastou aj cigaretového dymu,
a preto je obsah jeho metabolitov v moc¢i, napr. ##MA vyssi
u fajéiarov>'®. Podl'a Mraza a spol.' je obsah #MA u ne-
fajéiarov 0,04—0,14 mg g ' kreatininu, kym u faj&iarov je
vy&si 0,06-0,23 mg g”' kreatininu. Na spolahliv interpre-
taciu ziskanych vysledkov by preto bolo potrebné tato
skuto¢nost’ zohl'adnit’.

Obsah #MA u kontrolnej skupiny neexponovanych
pacientov bol dvojnasobne niZ§i v porovnani s exponova-
nymi pracovnikmi a  stfasne bol porovnatelny
s hodnotami uvedenymi v literatare'®. Na druhej strane
zvySenie obsahu fenolu v mo¢i vo vySetrovanej skupine
exponovanych pracovnikov v porovnani s kontrolnou sku-
pinou nebolo zaznamenané, obe hodnoty st porovnatel'né
anizSie ako je akceptovatelny a doporuceny limit fe-
nolu v mo&i (19 mg g™ kreatininu) pre pracovnikov expo-
novanych benzénu'®.
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Zaver

Metdéda HPLC s UV detekciou je vhodnou a spol’ahli-
vou alternativou pre rutinné stanovenie kyseliny
trans,trans-mukonovej v moci ako biomarkera expozicie
karcinogénnemu benzénu. Pre rutinné pouzitie je dolezité,
aby sa metoda vyznacovala jednoduchou a rychlou upra-
vou vzorky biologického materidlu, ako aj malou spotre-
bou chemikalii, ktoré umoziuje izolacia ##MA extrakciou
tuhou fazou. Priemerny ¢as HPLC analyzy bol 9,5 min, ¢o
predstavuje relativne rychle stanovenie metabolitu
v klinickej praxi. Metdda bola po validacii uspes$ne pouzita
na stanovenie kyseliny trans,trans-mukonovej v realnych
biologickych vzorkach. Analyzou vzoriek pracovnikov
exponovanych benzénom sa potvrdilo, ze HPLC stanove-
nie #MA, ako metabolitu inhalovaného benzénu, vyluco-
vaného mocom je akceptovatelné a vhodné na rychly
a spolahlivy biomonitoring pracovného prostredia.
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Muconic Acid as Bio-marker of Benzene Exposure

Determination of phenol in urine is a widely used
method. However, it may provide false positive results due
to possible presence of aromatic amino acids, which can
also produce phenol in urine. Trans,trans-muconic acid
(MA) is a non-phenolic metabolite of benzene which ap-
pears in urine. The present review deals with determination
of MA by RP-HPLC with UV detection. MA was isolated
from urine by solid phase extraction (SPE). The mean re-
covery was 96—103 %. The detection and quantification
limits were 0.057 mg 1" and 0.189 mg 1™, respectively.
This method can be used to determine, control and monitor
the level of MA in urine of workers, who are overexposed
to benzene. The obtained data were compared with those
of the non-exposed control group. The results suggest that
MA could be one of the validated benzene bio-markers in
risk assessment.



