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Le styrène ou vinylbenzène intervient dans la production d'une grande variété 
de matières plastiques polymères. 11 est largement employé comme produit de rem­
placement du benzène dans la fabrication des caoutchoucs synthétiques de même 
que dans la production de résines et de polyesters. 11 est fabriqué industriellement 
par synthèse, mais il existe aussi à l 'état naturel dans la sève du styrax. 

Lors d'une exposition professionnelle, le styrène pénètre dans l'organisme prin­
cipalement par voie respiratoire, mais il peut également être absorbé à travers la 
peau après dissolution des matières grasses du revêtement cutané de l'épiderme. 
Alors qu'un faible pourcentage du styrène absorbé est éliminé sans modification 
chimique par voie pulmonaire [1, 2, 3, 4], la plus grande partie est excrétée dans les 
urines sous forme de metabolites [2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, H ] . Il se transforme en effet 
par oxydation en époxyde, ultérieurement hydrolyse en phénylglycol. A son tour, 
celui-ci s'oxyde en acide mandélique libre et conjugué [7] dont une partie conduit 
à la formation d'acide phénylglyoxylique. 

Différents auteurs ont proposé comme test biologique d'exposition l'analyse 
du styrène dans l'air expiré pendant les premières heures après la fin de l'exposition, 
correspondant à la décharge rapide des tissus très vascularisés. D'autres ont par 
contre adopté la determination des metabolites urinaires, en particulier l'acide 
mandélique et l'acide phénylglyoxylique ou encore l'acide hippurique, pour contrôler 
le degré d'imprégnation chez les personnes exposées professionnellement. 

La plupart des méthodes analytiques employées pour la détermination des 
metabolites du styrène dans l'urine ont été développées ces dernières années. Elles 
font appel à la spectrophotométrie [6], à la Polarographie [5,12] ou encore à la Chro­
matographie en phase gazeuse [7, 8 ,11 ,13 ,14] . Cependant, certaines de ces méthodes 
manquent de sensibilité ou ne sont pas très sélectives, d'autres ont été développées 
pour la détermination d'un seul metabolite; elles demandent en général de longues 
opérations ou nécessitent l'utilisation de réactifs dangereux tel que le diazométhane, 
gaz explosif difficile à manipuler. 

Dans le cadre d'une étude sur l'absorption, le métabolisme et l'excrétion du styrène, 
comportant l'exposition contrôlée de volontaires dans une chambre d'exposition [4], 
nous avons développé différentes techniques analytiques, notamment Ic dosage 
urinairc par chromatographic en phase gazeuse des acides mandélique et phényl-

Tirés à part : Pr J. G. FERNÀNDEZ, à l'adresse ci-dessus. 
Arch. mal. prof., 1976, 37, n° 4-5. 26 



388 .7. R. CAPEROS ET J. G. FERNANDEZ 

glyox i l ique . L a m é t h o d e q u e n o u s a v o n s é laborée c l qui fa i t l 'obje t du p r é s e n t t r a v a i l , 
p e r m e t l ' ident i f ica t ion spécif ique e t s i m u l t a n é e des deux m e t a b o l i t e s . E l l e se carac­
té r i se p a r sa r ap id i t é e t sa sensibi l i té , e t p e u t dès lors ê t r e ut i l isée aussi bien p o u r des 
é t u d e s ph i i rmacoc inc t iqucs q u e p o u r les cont rô les de r o u t i n e des pe r sonnes exposées 
au s t r y r è n e . Le procédé es t basé su r l a m é t h y l a t i o u des d e u x acides ur ina i res , p a r 
le 3 -méthyI -p- to ly l t r i azÈne , suivie de leur ident i f ica t ion sélect ive p a r Chromatograph ie 
en p h a s e gazeuse sous forme d e dér ivés m é t h y l é s . 

P R I N C I P E D E L A M É T H O D E 

Après séparation par extraction de l'urine dans l'acétate d'éthyle, les deux acides sont méthylés 
simultanément à l'aide du 3-méthyl-p-lolyltriazènc en présence de l'acide myristique utilisé 
comme étalon interne. La solution est ensuite évaporée à sec et le résidu solide obtenu repris 
dans [lu eli loro form c. L'excès de l'agent de mélhyiation est séparé sous forme de chlorhydrate 
dans la phase aqueuse par addition d'une solution d'acide chlorhydrique dilué, et le dosage pro­
prement dit est effectué sur une prise de volume approprié de lu fraction organique contenant 
les dérivés méthylés des acides mandélique, phénylglyoxylique et myristique, après injection 
dans Ie chromatography 

Réactifs utilisés. 

L'acétate d'éthyle, le chloroforme et l'acide chlorhydrique de qualité analytique ont été 
fournis par la Maison Merk, (Darinstad, RFA). La Maison l-'luka, (lîuchs, Suisse) nous a procuré 
les acides mandélique, phénylglyoxylique eL myristique de qualité puriss., de même que l'agent 
de méthylation, Ie 3-mélhyl-p-toIyltriazènc purum. Avant d'être employé, ce dernier a été purifié 
par sublimation à 50 0C sous 1 mm de Hg, puis recristallisé plusieurs fois dans l'hexane [15]. 

Appareillage. 

Les analyses ont été effectuées à l'aide d'un Chromatograph e Perkin-Elmcr F 11, équipé 
d'un détecteur à ionisation de flamme et d'une colonne en verre de 200 cm de longueur et d'un 
diamètre intérieur de 3 mm. Dans sa première partie (50 cm), la colonne a été remplie avec 3 p. 100 
de Carbowax 20 M sur Chromosorb W-NAW (80-100 mesh), et dans la seconde. (150 cm) chargée 
de 3 p. 100 de OV-17 sur Gas-Chrorn Q (100-120 mesh). La température de travail a été fixée a 
200 0G et celle du bloc d'injection a 230 "C, alors que l'azote (30 ml/m) était utilisé comme gaz 
vecteur. Enfin, le détecteur FID a été alimenté par de l'air h une pression de 170 kN/m* et de 
l'hydrogène a 120 kN/m1. 

Les produits résultant de la réaction de méthylation ont été identifiés par spcctrométne de 
masse sur l'appareil Hitachi RMU — 6 L couplé a" un Chromatograph e Perkin-Elmcr 990 équipé 
avec la même colonne que celle utilisée pour les analyses et en gardant scrupuleusement les 
mêmes conditions opératoires décrites précédemment. 

Mode opératoire. 
Pour 1 ml d'urine, on introduit dans un tube muni d'un bouchon à vis, 0,1 ml d'acide chlor­

hydrique concentré et 5 ml d'acétate d'éthyle contenant l'étalon interne (acide myristique 
40 mg/1). Le tube est alors agité pendant deux minutes et un aliquot de 3 ml est transféré dans 
un cristallisoir contenant 1 ml de solution de méthylation {36 g/1 de 3-métbyl-p-tolyltrîazène 
dans l'acétate d'éthyle). Après evaporation a sec du solvant, le résidu solide est repris dans 0,2 ml 
de chloroforme et, la solution est agitée ensuite avec 1,5 ml d'acide chlorhydrique 3 N afin de 
séparer dans la phase aqueuse le chlorhydrate de l'agent de méthylation. Finalement, lui de 
la solution eli loro formée est injecté dans le chroma to graphe et la séparation des deux acides est 
obtenue sur le chroinatogramme en sept minutes. Les rapports des pics de chacun des deux 
metabolites et de l'étalon interne donnent leurs concentrations urinaires. 

R É S U L T A T S E T D I S C U S S I O N S 

Les ur ines des pe rsonnes exposées au s t y r è n e o n t é t é ana lysées p a r compara i son 
avec d e u x courbes d ' é t a l o n n a g e o b t e n u e s r e s p e c t i v e m e n t à p a r t i r des solut ions 
a q u e u s e s e t u r ina i res des ac ides m a n d é l i q u e s e t p h é n y l g l y o x y l i q u e . C o m m e on p e u t 
le c o n s t a t e r (fig. I ) , les courbes d ' é t a l o n n a g e d o n n e n t des droi tes d a n s l ' in terva l le 
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Fig. J. —• Courbe standard des acides mandéliqiie 
et phcny'lglyoxy ligne dans l'eau et dans l'urine, 

Fiy. 2. — Gliromalogramme d'un extrait urinaire. 
Esters mclliyliques de l'acide phciiylgloxylique 1, 0 2 4 6 8 
de l'acide inatidélique 2, et de l'acide myristigue 3. TEMPS 

des concentrations étudiées, mais les solutions urina ires procurent pour l'acide 
phénylglyoxyliquc des concentrations légèrement inférieures à celles des échantillons 
témoins préparés dans l'eau. L'acide mandélique donne par contre dans les deux 
cas pratiquement la même courbe. Dès lors, comme les différences entre les solutions 
urinaires et aqueuses sont très faibles, même dans les cas les plus défavorables, les 
solutions étalon peuvent être préparées indifféremment dans l'eau ou dans l'urine, 
le rapport concentration-surface des pics étant constant dans les deux cas. 

La figure 2 montre le chromatogramme obtenu pour l'analyse d'une urine conte­
nant 150 mg/1 d'acide phénylglyoxylique et 125 mg/1 d'acide manclélique. Il est 
intéressant de constater que le temps nécessaire a Félution des trois esters est de sept 
minutes environ, alors qu'ils sont séparés dans la colonne sans aucune interférence 
de la par t des substances entrant dans la composition normale de l'urine. Lors de 
l'analyse des urines de dix personnes non exposées professionnellement, nous n'avons 
pu détecter d'acide mandélique, alors que l'acide phénylglyoxylique était présent 
dans deux échantillons à une concentration inférieure à 4 mg/1. 

Nous avons étudié le rendement de l'extraction des deux acides avec l 'acétate 
d'éthyle, On constate qu'elle est prat iquement quantitative lorsqu'on suit le mode 
opératoire décrit dans ce travail, c'est-à-dire en utilisant un échantillon d'urine de 
1 ml, mais diminue rapidement si le volume de l'échantillon utilisé pour l'analyse est 
plus grand; ainsi, pour 5 ml d'urine, l 'extraction n'est que de 85 p. 100. 

Le rendement de la réaction de méthylation est supérieur à 90 p. 100 et est par 
ailleurs constant dans l'intervalle des concentrations étudiés. Ceci peut expliquer, 
en partie tout au moins, la bonne reproductibilité de la méthode (coefficient de 
variation inférieur à 3 p. 100) lors de dix analyses répétées d'urines contenant des 
concentrations identiques des deux metabolites. D'autre part, l'identification des 

1 
min 
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chromatogranimcs par spectrometric de masse nous permet d'assurer que les condi­
tions opératoires ne produisent ni la decarboxylation des esters analysés, ni leur 
fragmentation. 

De plus, é tant donné la sensibilité et la spécificité de la méthode, il est permis 
de penser qu'elle peut être utilisée aisément pour le contrôle industriel des personnes 
exposées au styrène, de même que dans la recherche pharmacocinétique de ce composé. 

* 

Les auteurs remercient M. B. Humbert de l'intérêt qu'il a porté à ce travail. Ils expriment 
leur gratitude a M. J. Gavin pour le relevé des spectres SM. 

Résumé. 

Le présent travail décrit une méthode d'analyse par chromatographic en phase 
gazeuse des acides mandéliqueetphénylglyoxylique, metabolites urinaires du styrène 
chez l 'homme. 

Après séparation des acides par extraction dans l 'acétate d'éthyle en présence 
de l'acide myristique utilisé comme étalon interne, les trois composés sont méthylés 
à l'aide du 3-méthyl-p-tolyltriazèLie. La solution est ensuite évaporée à sec et le 
résidu solide dissous dans du chloroforme. L'agent de méthylation est séparé sous 
ïorme de chlorhydrate par addition d'acide chlorhydrique et la fraction organique 
est analysée par Chromatographie. 

La méthode proposée permet un dosage simultané, sûr et précis des deux corps. 
L'analyse est conduite à l'aide d'un Chromatograph e équipé d'un détecteur à ioni­
sation de flamme et d'une colonne en verre remplie dans sa première partie avec 
3 p. 100 de Carbowax 20 M sur Chroniosorb-W-NAW (80-100 mesh) et dans la seconde, 
de 3 p. 100 de OV-17 sur Gas-Chrom Q (100-120 Lnesli). 

Le rendement de l'extraction est tout à Tait quantitatif si on suit le mode opéra­
toire, celui de la méthylation est supérieur à 90]). 100, et le coefficient de variation 
pour une série de dix analyses inférieur a 3 p. 100. 
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Summary. 

Determination of urinary mandelic and phenylglyoxylic 
acids by gas chromatography. 

by J. R. CAPEROS and J. G. FERNANDEZ (Neuchâtel, Suisse) 

The pre.sr.nl paper describes a method of gas chromatography analysis of mandelic 
and phenylglyoxylic acids, urinary metabolites of styrenc in man. 

After separation of the acids by extraction in ethyl acetate, myristic acid being used 
as an internal standard, the three compounds are methylated with 3-melhyl-p-tolyl-
triazene. The. solution is then evaporated to dryness and the solid residue dissolved in 
chloroform. The. melhytalion agent is then separated as hydrochloride after addition 
of hydrochloric acid and the organic fraction is analyzed by chromatography. 

The proposed method allows a simultaneous, reliable and precise determination 
of the two substances. The analysis is performed with a Chromatograph equipped with 
a flame ionisation detector and a glass column fdled in Hs first part with 3 p. 100 Car-
bowax 20 M on Chromosorb W-NAW (80-100 mesh) and, in its second pari, with 
3 p. 100 OV-17 on Gas-Chrom Q (100-120 mesh). 

The extraction yield is perfectly quantitative, if the working method is followed, 
the yield of mcthylalion is more than 20 p. 100 and the coefficient of variation for a 
series often analyses is less than 3 p. 100. 

(Arch. mal. prof., 1976, 37, n° 1, 387-391.) 

pre.sr.nl
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Simultaneous determination of toluene and xylene 
metabolites in urine by gas chromatography 
J. R. C A P E R O S A N D J. G. F E R N A N D E Z 

From the Occupational Health and Industrial Hygiene Service, Department of Chemistry, University 
of Neuchâtel, Bellevaux 51, 2000 Neuchâtei, Switzerland 

ABSTRACT A gas chromatographic method for simultaneous determination of hippuric and o-, 
m-, and p-methylhippuric acids (metabolites of toluene and xylene) in urine is described. The 
analytical procedure is based on the extraction of the aromatic metabolites with ethyl acetate 
containing the internal standard and on a methylation with 3-methyl-l-p-tolyltriazene. With this 
method, which does not require much time and handling, the different acids can be satisfactorily 
determined with high sensitivity and specificity. A statistical study shows a good reproducibility for 
the determination of hippuric and o-, m-, and p-methylhippuric acids. The coefficient of variation 
for 10 determinations in all cases was less than 5%. 

Toluene and xylene are (he principal homologues of 
benzene and may replace it in many industrial 
operations. The carbonisation of coal was for a 
long time the major source of these two solvents, but 
today they are obtained mainly from petroleum and 
by petrochemical processes. 

Toluene and xylene may be encountered as 
relatively pure substances or as constituents of 
solvent mixtures. Occupational exposure may occur 
from transfer of liquid, spillage or from leaking 
equipment. There is also a high risk of exposure 
when toluene or xylene are present as components of 
paints, thinners, lacquers or as solvents for gums, 
fats and resins. 

In the body, toluene is mainly oxidised into 
benzoic acid which after conjugation with glycine is 
eliminated as hippuric acid, in the urine (Quick, 
1931). Benzoic acid, which is a normal urinary 
constituent occurring naturally or derived from food 
containing benzoate added as a preservative, is also 
formed from phenylalanine (Meister, 1965) and 
other alkylbenzenes (El Masry et al., 1956). Quanti­
tative aspects of hippuric acid formation are of 
interest not only as a test of industrial exposure to 
toluene but also in the evaluation of liver function 
(Quick test), in the study of pharmacokinetics of 
salicylic acid (Amsel and Levy, 1969; Levy et al., 
1969) and to observe patients with the Lesch-Nyhan 
syndrome (Jolley and Scott, 1970; Beardmore and 
Kelley, 1971). 

Received for publication 14 February 1977 
Accepted for publication 5 April 1977 

The commercial product of xylene is a blend of 
three isomers, the largest proportion consisting of 
the meta-compound (up to 75-80 %) and the smallest 
of the para-compound (up to 5 %). After absorption, 
xylenes are mainly metabolised into toluic acid 
which, when conjugated with glycine or glucuronic 
acid give the corresponding ortho-, meta- and para-
methylhippuric or toluylglucuronic acids. Only a 
small percentage is eliminated by pulmonary 
excretion and by nuclear oxidation with formation 
of xylenols. 

Until now, different methods, including colori-
metry (Gaffney et al., 1954; Ogata er ai, 1962; 
Umberger and Fioresse, 1963), ultraviolet spectro­
photometry (Pagnotto and Lieberman, 1967; 
Ikeda and Ohtsuji, 1969) and gas chromatography 
(Sedivec and Flek, 1970; Buchet and Lauwerys, 
1973; Engström et al., 1976), were used to determine 
the urinary metabolites of toluene and xylene. 
Among the various analytical methods proposed, the 
gas chromatography technique provides the greatest 
efficiency and easiest determination. Colorimetrie 
and direct U V-spectro photo metric methods are 
subject to interference from a wide variety of 
compounds. Removal of this interference is tedious 
and in many cases incomplete. 

The purpose of this paper is to describe a new 
specific and sensitive gas liquid chromatography 
procedure for the simultaneous determination of 
hippuric and o-, m-, and p-methylhippuric acids for 
monitoring workers exposed occupationally to 
toluene and/or xylene. This method is based on the 
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formation of methyl esters of hippuric and o-, 
m-, and p-methy]hippuric acids. For the methyla-
tion process of these acids, 3-methyl-l-p-tolyl-
triazene is used, which reacts directly and instan­
taneously with carboxylic acids (White et al., 1968; 
Humbert and Fernandez, 1976; Caperos and 
Fernandez, J 976). Furthermore, the use of an 
internal standard (tridecanoic acid) gives the method 
a very good reproducibility. During the last few 
years, this procedure has been regularly used in our 
laboratory and proved to be satisfactory. 

Materials and methods 

CHEMICALS 
Ethyl acetate, chloroform, methanol, hydrochloric 
acid and sulphuric acid were purchased from Merck 
(Darmstadt, Germany). Hippuric acid, tridecanoic 
acid, o-, and m-methylbenzoic acids, p-methyl-
benzoyl chloride, glycine and 3-methyl-l-p-tolyl-
triazene were furnished by Fluka (Buchs, Switzer­
land). 0-, and m-methylbenzoyl chloride were 
synthesised from o-, and m-methylbenzoic acids 
respectively, following Vogel's (1967) procedure for 
aromatic chlorides. O-, m-, and p-methylhippuric 
acids were prepared from o-, m-, and p-methyl-
benzoyl chloride and glycine, using VogeVs (1967) 
method for hippuric acid synthesis. The o-, m-, 
and p-methylhippuric acids were converted to the 
corresponding methyl esters using methanol with 
concentrated sulphuric acid as catalyst. 

For identification of these compounds infrared 
and nuclear magnetic resonance analyses were 
conducted and their purity was determined by gas 
chromatography. 3-methyM-p-tolyltriazene was 
purified by sublimation and recrystalMsation in 
hexane before use (White et ai, 1968). 

APPARATUS 
A Perkin-Elmer model 900 gas Chromatograph 
equipped with glass column (450 cm long, 2 mm 
internal diameter) packed with Chromosorb G 
(AW-DMCS, 80-100 mesh) coated with 4 % Apiezon 
M was used. N2 was the carrier gas (20 ml/min) and 
a hydrogen Marne-ionisation detector unit was 
employed with a hydrogen flow of 60 ml/min and an 
air flow of 450 ml/min. The oven was maintained 
at a temperature of 2200C, the manifold and 
injector at 2500C. Chromatograms were obtained 
on a Perkin-Elmer recorder model 56 using a chart 
speed of 5 mm/min. 

The determination of the MS spectra was carried 
out with a Perkin-Elmer model 990 gas Chromato­
graph coupled with a Hitachi mass spectrometer 
RMU-6L, under the following conditions: ionisation 
voltage 68-6 eV, ion source temperature 2050C, 

ion accelerative voltage 500 e V, inlet vapour tempera­
ture 215°C. 

URINE TREATMENT 
0-5 ml of urine were transferred intoaglass stoppered 
tube and acidified with 01 ml of IO mol/I. HCl 
After introduction of 5 ml of internal standard 
solution (tridecanoic acid, 25 mg/], in ethyl acetate), 
the tube was shaken for 5 minutes, 3 ml of the 
ethyl acetate extract (containing o-, m-, p-methyl­
hippuric, hippuric and tridecanoic acids) were 
added to 2 ml of the methylating solution (3-mcthyl-
1-p-tolyltriazene in ethyl acetate, 36 g/1) in a crys­
tallising dish and this mixture was evaporated 
slowly to dryness at a temperature lower than 50° 
C. After cooling the methylated sample was dis­
solved in 0-2 ml of chloroform. The excess of methyl­
ating reagent was removed by shaking the chloro­
form solution with 1 ml of 3 mol/1 HCl which 
produced the water-soluble chlorohydrate. Finally, 
2 ju.1 of the organic phase were injected into the gas 
Chromatograph for analysis. 

DEGREE OF METHYLATION 
To investigate the efficiency of methylation, known 
concentrations of hippuric, o-, m-, and p-methyl­
hippuric acid methyl esters were prepared by diluting 
these esters in ethyl acetate. 1 ml of ethyl acetate 
containing 100 mg/1 of tridecanoic acid methyl ester 
(internal standard) was added to 3 ml of the standard 
solution. The mixture was evaporated to dryness at a 
temperature not higher than 500C. The residue 
was dissolved in chloroform and 2 /xl were then 
analysed by gas liquid chromatography. Calibration 
curves were calculated (Figures 1 and 2). These 
data were then compared to results obtained from 
standard solutions of hippuric acid and o-, m-, and 

Concentration of hippuric acid methyl e*ter 

Fig. I Standard curve of hippuric acid methyl ester 
in ethyl acetate. 
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1.5 

Z 1.0 

0.5 

• o-MeHip y ; i.eso t -0.010 r = 0.999 

* mMeHip y = i . iG5 i -o .oos r-0.998 

A p-MeHip y=i.060X-0.008 r-0.999 

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 
C o n c e n t r a t i o n of methyl hi p pu rie ac id me thy l e s t e r s 

Fig. 2 Standard curves of o-, m-, and p-methyl-
hippuric acid methyl esters in ethyl acetate. 

processes was studied as follows. Known concentra­
tions of hippuric 0-, m-, and p-methylhippuric acids 
were prepared by diluting these acids in water or in 
urine. 5 ml of each solution were treated as described 
under 'urine treatment' with these variations: the 
solvent of extraction did not contain the internal 
standard (tridecanoic acid), but its methyl ester was 
added to the ethyl acetate extract later. The ratio of 
the peak heights of the hippuric, and o-, m-, and 
p-methylhippuric acids to the internal standard was 
calculated (Tables 2 and 3) and compared with the 
peak height ratios between hippuric, and o-, m-, 
and p-methylhippuric acid methyl esters and the 
internal standard shown in Figures 1 and 2. 

Results 

p-methylhippuric acid in ethyl acetate and methyl­
ated with 3-methyl-l-p-tolyltriazene (Table 1). 

DEGREE OK M E T H Y L A T I O N AND E X T R A C T I O N 

The total degree of both methylation and extraction 

Figure 3 shows a characteristic gas chromatogram of 
the treated urine from a worker exposed to vapours 
of toluene and xylene in a printing office. The five 
acid methyl esters were well separated and eluted 
within 20 minutes. All the aromatic acids studied 

Table 1 Study of methylation. Reproducibility and recovery of the analyses of metabolites In ethyl acetate 

Metabolites Concentration of 
acids (,gli) 

2-5 
1-5 
1-0 
1-0 
0-6 
0-4 
1-0 
0-6 
0-4 
1-0 
0-6 
0-4 

No. of analyses 

10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 

Mean of peak 
height ratio! 

Coefficient of 
variation (%) 

4-0 
2-8 
3-4 
1-4 
3 1 
3-1 
3-5 
2-2 
2-4 
6-0 
3-5 
2-5 

R 

(%> 
99-6 
96>8 
95-8 
98-1 
98-3 
97-3 

100-0 
98-3 

1 0 M 
100-0 
100-0 
100-0 

Hippuric acid 
Hippuric acid 
Hippuric acid 
o-methylhippuric acid 
o-meihylhippuric acid 
o-meihylhippuric acid 
m-meihylhippuric acid 
m-meihylhippuric acid 
m-melhylhippuric acid 
p-methylhippuric acid 
p-methylhippuric acid 
p-methylhippuric acid 

3-95 
2-47 
1-32 
1-69 
0-99 
0-67 
1-16 
0 7 0 
0-47 
1-05 
0-63 
0-41 

where R is equal to 

1 and 2. 

(mean of peak height ratios) 
x 100 and Ha is the ideal value of the peak height rat io derived from standard curves of Figures 

Table 2 Study of methylation and extraction. Reproducibility and recovery of the analyses of metabolites in water 

Metabolites 

Hippur ic acid 
Hippuric acid 
Hippuric acid 
o-methylhippuric acid 
o-methylhippuric acid 
o-methylhippuric acid 
m-met hyl hi pp u ri e acid 
m-methylhippuric acid 
m-methyl hi pp u rie acid 
p-methylhippuric acid 
p-methylhippuric acid 
p-methylhippuric acid 

Concentration 
acids (g!D 

2-5 
1-5 
0-5 
1-0 
0-6 
0-4 
1-0 
0-6 
0-4 
1-0 
0-6 
0-4 

. „ . , , (mean of peak height ratios) 
where R is equal to i- = ' 

! and 2. 

of No. 

10 
10 
10 
10 
10 
10 
IO 
10 
10 
IO 
10 
10 

x 100 and u.0 t 

of analyses Mean of peak 
height ratios 

3-35 
2-08 
0-67 
1-42 
0-84 
0-56 
0-99 
0-60 
0-41 
0-90 
0-32 
0-36 

the ideal value of the peak height rat io 

Coefficient of 
variation 

2-1 
2-2 
1-5 
2-5 
4-2 
1 -8 
2-3 
2 1 
4-3 
1-7 
4-8 
3-5 

(SS) 

derived from s tandard 

R 

(5tì 
81-3 
75-3 
81-9 
82-4 
8 0 0 
79-8 
82-4 
82-4 
82-4 
83-7 
SO-O 
82-4 

curves of Figures 
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Table 3 Study of niethylation and extraction. Reproducibility and recovery of the analyses of metabolites in urine 

Metabolites Concentration of 
acids (#//) 

2-5 ' 
20 
1-0 
10 
0-6 
0-4 
1-0 
0-6 
0-4 
1-0 
0-6 
0-4 

/Vo, of analyses 

10 
10 
IO 
IO 
IO 
10 
10 
10 
10 
10 
IO 
IO 

Mean of peak 
height ratios 

Coefficient of 
Variation (%) 

Hippuric acid 
Hippuric acid 
Hippuric acid 
o-meihylhippuric acid 
•o-niclhylhippuric acid 
o-mcthylhippuric acid 
m-methylhippuric acid 
tii-mcihylhippuric acid 
in-m e thy I hip pu rie acid 
p-mclhylhippuric acid 
p-melhylhippuric acid 

. p-melhylhippuric acid 

4-50 
3-81 
2-46 
1-40 
0-85 
0-55 
1-00 
0-60 
0-42 
0-94 
0-55 
0-37 

2-4 
1-5 
2-2 
1-8 
I-S 
2-8 
1-5 
2-5 
3-6 
2-7 
1-8 
2-3 

— 
— 
— 
£2-4 
s:-4 
79-8 
81-0 
80-0 
85-7 
864 
82-4 
85-6 

where R is equal lo 

1 and 2. 

(mean o r peak height ratios) 

Ho 
X 100 and y., is the ideal value of the peak height ratio derived from standard curves of Figure» 

mm 

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 
Concentration of hippuric Bcid 

Fig. 4 Standard curve of hippuric acid methyl ester 
in water and in urine. 

20 16 12 
Time 

Fig. 3 Chromatogram obtained by analysing the urine 
of a worker exposed io xylene vapours in a printing 
offtce. Methyl esters of tridecanoic acid (I), of hippuric 
acid (2) and o-, m-, p-methyihippuric acids (3, 4, 5). 

were identified by comparing their retention 
behaviour and their mass spectra with reference 
compounds. 

An analytical curve was obtained by subjecting 
the reference compounds to all steps of analysis and 
by plotting the peak height ratio between each acid 
studied and the internal standard versus concentra­
tions. Standard solutions of hippuric acid from 
0 5 to 2-5 g/1 and o-, m- and p-methylhippuric acids 

1.5 

ro 

0.5 • 

1 O-MeHip y=1.117 J-O.OIB r z 0.999 
2 m-MeHip y = o.87TJc-0.on r = o.999 
3 p -MeHip y no. 79 7 x* 0.009 r = o.99B 
• • £ w a t e r 
Q O u urine 

0.2 0.4 0.6, 0.B 
Concentration of methylhippurie acids 

Fig. 5 Standard curves of o-, m-, and p-methyl­
hippuric acids in water and in urine. 
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from 0-2 to 10 g/1 were prepared both in water and 
in urine. Calibration curves obtained from these 
solutions are shown in Figures 4 and 5. As urine 
already contains some hippuric acid, the calibration 
curve is separated from the water calibration curve, 
resulting in two parallel lines. 

The esterification of hippuric, o-, m-, and p-
methylhippuric acids is rapidly carried out and the 
yield of this reaction is constant (mean 98-7 ±1-5%) 
as shown in Table 1. The total yield of both 
methylation and extraction procedures must be 
constant to ensure good reproducibility of this 
method: our results, shown in Tables 2 and 3, 
confirm that both processes give constant yields 
(mean 81-2 + 2-2% in water, 82-9 + 2-5% in 
urine). The yield of extraction depends on solubility 
of the hippuric, o-, m-, and p-methylhippuric acids 
in water, urine or ethyl acetate, and is modified 
when the volume of two phases (organic or aqueous) 
is changed. Like Buchet and Lauwerys (1973), 
we found that the degree of extraction of the 
four methyl derivatives from the urine with ethyl 
acetate was constant over H Q concentrations 
ranging between 005 mol/l and 10 mol/1. 

Conclusion 

This work describes a gas chromatographic method 
which allows the determination in the urine of 
hippuric, and o-, m-, and p-methylhippuric acids, 
metabolites of toluene and xylene. The use of tri-
decanoic acid as internal standard and that of a 
rapid and efficient methylation with 3-methyl-l-p-
tolyltriazene make this analysis simple, accurate 
and reproducible. 

The best resolution of methyl ester derivatives is 
obtained by using a 4% Apiezon M filled column 
while a FlD detector allows high sensitivity. 

The smallest amount of these acids in urine 
distinguishable by our procedure was 5 mg/1, but 
with larger quantities of sample a considerably 
higher sensitivity may be achieved. 

By means of this method it is possible to determine 
from the same urinary sample the different aromatic 
acids, metabolites of toluene and xylene, with high 
specificity in a relatively short time. The method 
can therefore be used for the occupational monitoring 
of exposure to toluene and xylene, as well as for 
studies in industrial toxicology. 

We are grateful to the Fonds National Suisse pour 
la Recherche Scientifique for financial support. 
Thanks are due to B. E. Humbert for skilful tech­
nical assistance. 
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Exposition au Styrène. I. Etude expérimentale de 
l'absorption et de l'excrétion pulmonaires sur des 
sujets humains 

J. G. Fernandez et J. R. Caperos 

Laboratoire d'Hygiène Industrielle, Université de Neuchâtel, Avenue de Bellevaux 5 1 , 
CH-2000 Neuchâtel, Suisse 

Styrène Exposure. An Experimental Study of Pulmonary Absorption and Excretion 

Summary. Volunteers were exposed in a controlled environment chamber at diffe­
rent concentrations of styrene in order to determine the quantity and percentage 
of the, solvent absorbed and eliminated by the lungs. As a result of these experi­
ments, it was found that the absorption rate of styrene is constant during the ex­
posure at a level representing 88,7 ± 3,4 % of the inspired concentration. The pro­
portion of solvent eliminated by the lungs was only of 2,62 ± 0,85 % of the ab­
sorbed dose, while the rate of decay of alveolar concentration curves with respect 
to time is independent of the steady inspired concentration during exposure. Ac­
cordingly, breath decay curves can be used as a method to monitor time weighted 
average exposure. 

Key words: Exposition - Styrene — Alveolar air — Uptake — Excretion 

Le styrene monomère ou vinylbenzène est fabriqué industriellement par déshydrogé-
nation catalytique de l'éthylbenzène, mais il existe aussi à l'état naturel dans la sève 
du styrax. Il est utilisé comme produit de remplacement du benzène en tant que sol­
vant du caoutchouc synthétique et des résines, comme matière première dans la fabri­
cation des agents émulsifiants, ou encore comme produit intermédiaire pour la synthèse 
organique. Il s'agit d'un produit inflammable qui polymerise rapidement à une tem­
pérature élevée. Comme cette réaction est exothermique, elle augmente la vitesse de 
polymérisation. Les produits commerciaux contiennent un inhibiteur de polyméri­
sation pour éviter ce phénomène. 

Sur le plan toxicologique,le styrène a fait l'objet de très nombreux travaux [5, 
15, 21, 25, 28,33,34], En milieu industriel, il est absorbé dans l'organisme principa­
lement par voie pulmonaire. Il pénètre également par les petites érosions de la peau 
des mains et par dissolution des matières grasses du revêtement cutané de Pépiderme. 
Une fois parvenu dans le courant circulatoire, il subit une transformation rapide pro­
duisant les acides mandélique et phénylglyoxylique, metabolites éliminés par voie 
urinaire [2, 3,4, 10, 16, 17, 18, 24, 26). Seul un faible pourcentage de styrène se fixe 
dans les tissus [7], principalement dans les graisses et dans les muscles, et s'élimine 
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en partie inchangé par voie pulmonaire [2, 7, 9, 16, 21, 23, 27]. Sa transformation 
en CO3, de même que la formation de dérivés glucuroniques, de 2-phényléthanol, 
de 4-vinylphénoI, d'acide hydroxyphénéthylmercapturique, ou encore la decarboxy­
lation de l'acide mandélique en alcool benzylique, ont été décrites lors de l'expéri­
mentation animale [7, 9, 19, 20, 22, 32]. Chez l'homme, ces transformations n'ont 
pas encore été démontrées. 

L'absorption pulmonaire a été étudiée principalement par Bardodéj [3, 4], Vrba 
et al. [31 ],Stewart et al. [27], Fiserovaet al. [14] et Âstrand et al. [2], en pratiquant 
des expériences sur des volontaires. Toutefois, il est intéressant de constater que ces 
auteurs trouvent des rétentions très différentes, entre 45 et 70 % de la concentration 
de styrène dans l'air inspiré pendant l'exposition. Par ailleurs, comme ils n'ont pas 
contrôlé la ventilation pulmonaire lors des expériences, il est difficile de comparer 
leurs résultats, car celle-ci détermine la quantité de styrène absorbée et influence la 
rétention. 

L'excrétion pulmonaire a été étudiée notamment par Stewart et al. [27],Gôtell 
et al. [16], Astrand et al. [2] et Oltramar et al. [23] qui ont établi des courbes d'élimi­
nation dans l'air alvéolaire et discuté la possibilité de leur utilisation pour développer 
des tests biologiques d'exposition. Par contre, Fiserovaet al. [14], de même que 
Bardodéj [3,4], n'ont pas retrouvé de styrène dans l'air exhalé dès la fin de l'inhala­
tion, probablement parce que leurs méthodes analytiques n'avaient pas une sensibilité 
suffisante. Alors que Stewart et al. arrivent à la conclusion qu'une corrélation existe 
entre les concentrations alvéolaires et le degré d'exposition, les recherches de Ästrand 
et al. ne confirment pas ces résultats. Il en est de même pour les expériences de 
Oltramar et al. qui observent d'importantes différences individuelles dans la vitesse 
d'élimination du styrène dans l'air alvéolaire. 

Bien que de nombreux travaux aient été publiés ces dernières années, il n'en 
demeure pas moins que les connaissances concernant l'absorption et l'excrétion pul­
monaires du styrène, de même que celles ayant trait au comportement des meta­
bolites, sont encore trop fragmentaires et, selon les auteurs, sujettes à des contro­
verses. C'est pourquoi il nous a paru intéressant d'effectuer une série d'expériences 
afin d'apporter une contribution à l'étude des relations qui déterminent le destin 
de ce solvant dans l'organisme. 

Ce travail présente les résultats de cinq expériences rigoureusement contrôlées sur 
des volontaires à des durées variables, dans une cabine d'expérimentation toxicolo-
gique. Dans cette publication, seuls les phénomènes d'absorption et d'excrétion 
pulmonaires seront discutés. En effet, les résultats concernant l'élimination urinaire 
des metabolites seront présentés ultérieurement [6]. 

Partie expérimentale 

Onze expositions contrôlées ont été effectuées par groupes de 2 ou 3 personnes, sur 
6 volontaires de sexe masculin et d'âges compris entre 18 et 49 ans. Tous étaient 
étudiants ou employés dans notre Institut. Les expositions, d'une durée de 4 ou 8 heu-
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res, ont été réalisées dans une chambre d'expérimentation toxicologique à des con­
centrations de vapeurs de styrène de 70, 103, 115, 200 et 206 ppm. Le tableau 1 
présente l'ensemble des expériences réalisées dans le cadre de ces recherches. Au cours 
de celles-ci, les sujets, tous en bonne santé et non exposés professionnellement aux 
solvants, étaient assis au centre de la cabine et ont changé périodiquement de place. 
Avant l'expérience, chacun d'entre eux a subi un examen clinique complété par 
des analyses de sang et d'urine. En outre, les volontaires se sont abstenus de consom­
mer de l'alcool 48 heures avant l'exposition et pendant toute la durée des prélève­
ments d'échantillons d'air alvéolaire et d'urine. 

Dans la chambre, les volontaires étaient surveillés en permanence depuis l'extérieur 
et les ventilations pulmonaires, de même que les fréquences respiratoires, ont été 
mesurées périodiquement à l'aide d'un pneumotachograph Godart et d'une tête de 
Fleisch Type 18515/2. Les ventilations alvéolaires individuelles ont été calculées en 
tenant compte de l'espace mort physiologique, de celui du masque différent pour 
chaque sujet, et de celui de l'appareil de mesure. 

La chambre d'exposition, de même que le système de dilution permettant la 
préparation de l'atmosphère préalablement choisie, ont été décrits en détail dans de 
précédents travaux [12, 13]. La concentration de styrène a été contrôlée pério­
diquement par Chromatographie en phase gazeuse, à l'aide d'un Perkin Elmer F 11 
équipé d'une colonne de 1,5 m (diamètre intérieur 3 mm) remplie de 3%d'OV 17 
sur Gas-Chrom Q (100-120 mesh), alors que la température du four a été fixée à 
150° C et le débit d'azote à 45 ml/min. Pour les cinq expériences, la stabilité de la 
concentration de solvant dans la chambre a été de ± 5 %. Le styrène utilisé était de 
qualité Fluka puriss et sa pureté était supérieure à 99,5 %. Pour éviter sa polyméri­
sation, 0,2 % de terbutyl-catéchol ont été utilisés comme stabilisant. 

L'absorption et l'excrétion du styrène ont été étudiées par analyse du solvant 
dans l'air alvéolaire, respectivement pendant et après l'exposition. La technique de 
prélèvement a été décrite en détail lors de précédents travaux [11,12]. Ces analyses 
ont été effectuées à l'aide d'un chromatographe Perkin Elmer 900, équipé d'un 
détecteur FID, d'une vanne à gaz de 1 ml et d'une colonne de 4 m (diamètre intér 
ieur 2 mm) chauffée à 100°C et remplie de 4 % d'Apiezon M sur Chromosorb G 
(80-100 mesh). La température de l'injecteur, de même que celle de l'interface, a 
été fixée à 1200C et le débit de gaz vecteur (azote) s'élevait à 25 ml/min. Ces con­
ditions ont permis un dosage de styrène jusqu'à une limite inférieure à 0.01 ppm. 
Pour s'assurer de la reproductibilité du prélèvement des échantillons, les teneurs en 
CO2 et en O2 ont été, déterminées simultanément. A cet effet, la vanne à gaz du 
chromatographe décrit ci-dessus a été connectée à celle d'un Hitachi 063 (colonne de 
2 m, diamètre intérieur 2 mm, chauffée à 53° C, remplie dePorapak Q (100—120 
mesh), température d'injection 70° C, température du détecteur 55° C1 gaz porteur 
hélium 40 ml/min) équipé d'un katharomètre (courant de 96 mA) et d'un détecteur 
de susceptibilité paramagnétique (cellule Munday, Taylor Servomex, Oxygen Analyzer 
type OA 272). Après injection de 25 ml d'échantillon d'air alvéolaire dans les deux 
vannes, le premier chromatographe a permis la détermination de la concentration de 
styrène, alors que le second a servi à déterminer le CO2 et le O2. La figure 1 illustre 
un prélèvement d'air et montre les différents instruments de mesure. 
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Fig. 1. Prélèvement de l'air alvéolaire et instruments de mesure 

Résultats et discussion 

Absorption pulmonaire 

Les résultats obtenus lors des analyses de l'air alvéolaire pendant la période corres­
pondant à l'absorption sont rassemblés dans les figures 2 et 3 où les valeurs indiquées 
correspondent à la différence entre les concentrations de styrène dans l'air inspiré 
et dans l'air alvéolaire, c'est-à-dire aux concentrations de solvant retenu. Elles mon­
trent respectivement trois et deux séries d'expositions avec la participation de deux 
sujets pour quatre d'entre elles et trois pour celles effectuées à 206 ppm. 

Comme on peut le constater dès le début de l'exposition, la concentration de 
styrène dans l'air alvéolaire s'élève rapidement, après quoi elle reste pratiquement 
constante pendant toute la durée de l'expérience, à un niveau représentant en 
moyenne le 10 % de la concentration inspirée. Aussi, toute augmentation ou diminu­
tion de la concentration de styrène dans l'air de la chambre provoque une modification 
du niveau de styrène dans l'air alvéolaire, de sorte que la rétention reste constante (voir 
tableau 2). Néanmoins, une variation de la ventilation pulmonaire, du débit cardiaque 
ou de la vitesse de métabolisation chez un sujet peut entraîner une modification de la 
rétention, d'où une modification des doses absorbées. 

La rétention se déduit de la différence entre les concentrations de styrène dans 
l'air inspiré et dans l'air alvéolaire, alors que la quantité de styrène absorbée peut être 
déterminée à l'aide de la surface délimitée par la droite calculée à partir des concentra­
tions alvéolaires et celle représentant les concentrations inspirées. Cette dernière varie 
en fonction de la ventilation et du temps d'exposition et peut être calculée pour 
chaque sujet à partir de l'équation: 
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Fig. 2. Différence entre la concentration de styrène dans l'air inspiré et dans l'air alvéolaire au cours 
d'une série d'expositions à 70, 115 et 200 ppm pendant 4 h 
Fig. 3. Différence entre la concentration de styrène dans l'air inspiré et dans l'air alvéolaire au cours 
d'une série d'expositions à 103 et 206 ppm pendant 8 h J 

Tableau 1. Caractéristiques des sujets exposés et expériences réalisées 

Sujet 

CH 
JI 
JF 
JR 
BE 
PO 

Age 
(ans) 

48 
27 
19 
28 
31 
26 

Poids 
(kg) 

81 
75 
66 
73 
76 
81 

Concentration d'exposition 
(ppm) ' 

206 et 70 
206 
206 
103, 200 et 115 
103, 200 et 115 
70 

Durée d'exposition 
(heures) 

8 et 4 
8 
8 
8, 4 et 4 
8, 4 et 4 
4 

Tableau 2. Absorption pulmonaire du styrène 

Sujet et 
durée de 
l'exposition 

CH (8H) 
Jl (8H) 
JF (8H) 
JR (8H) 
BE (8H) 
PO (4H) 
CH (4H) 
JR (4H) 
BE (4H) 
JR (4H) 
BE (4H) 

Ventilation 
alvéolaire 

(1/mn) 
(B T P S) 

6,4 
5,8 
8,0 
5,8 
5,7 
5,8 
6,7 
6,5 
5,9 
5,1 
5,8 

Concentration 
d'exposition 

(ppm) 

206 
206 
206 
103 
103 

70 
70 

200 
200 
115 
115 

Concentration moyenne 
dans l'air alvéolaire 

(ppm) 

25,8 ± 3,1 
22,6 ± 8,7 
33,2 ± 9,2 
10,6 ± 3,8 
10,3 ± 2,3 
6,1 ± 1,5 
7 ,3+1 ,0 

26,8 ± 1,7 
15,5 ± 3,2 
20,9 ± 3,1 
11,4 ± 2,5 

Styrène 
absorbé 

(mg) 

2120 
1956 
2541 

985 
971 
341 
386 

1035 
1001 
441 
552 

Rétention 

(%) 

87,5 
89,0 
83,9 
92,7 
90,0 
91,3 
89,6 
87,0 
92,3 
81,8 
90,1 
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W = (Cmsp-Calv)V a . t .3 ,83J0-3 où 

W : quantité absorbée en mg 
Qnsp ' c o n c e n t r a t i ° n inspirée en ppm 
Ca]v : concentration alvéolaire en ppm 
Va : ventilation alvéolaire en 1/min (B T P S) 
t : durée de l'exposition en min 
3,83.10- : facteur de conversion de ppm en mg/1 

(B T P S) 

Le tableau 2 donne respectivement pour chaque sujet Ia ventilation alvéolaire, Ia 
concentration moyenne d'exposition, la concentration moyenne dans l'air alvéolaire, 
le pourcentage de rétention individuelle et la quantité de styrène absorbée. Ainsi, 
pour l'ensemble des expériences la rétention moyenne est de 88,7 ± 3,4 %' Elle ne 
semble pas être influencée de façon significative, tout au moins dans l'intervalle des 
expositions étudiées, ni par là durée, ni par la concentration d'exposition. Par ailleurs, 
il apparaît que lors d'une même expérience, chaque sujet absorbe une dose différente 
de styrène. Il en résulte que la concentration et la durée d'exposition ne représentent 
qu'une donnée de plus à prendre en considération, car la quantité de corps chimique 
absorbée dépend également d'autres facteurs, tels que par exemple, la ventilation 
pulmonaire. Par conséquent, si l'on veut connaître les relations existant entre le degré 
d'exposition et l'excrétion du styrène ou de ses metabolites, il importe de s'attacher 
beaucoup plus résolument que par le passé à déterminer les doses réelles absorbées. 
Seule une telle démarche permettra d'établir de véritables tests d'exposition profes­
sionnelle. 

Par ailleurs, il est intéressant de constater le taux de rétention particulièrement 
élevé pour les styrène. Sa forte solubilité dans le sang et dans les tissus adipeux (1,8, 
29,30], de même que son haut coefficient de biotransformation jouent certainement 
un rôle capital dans al dynamique d'absorption. En outre, il n'est pas exclu que les 
concentrations alvéolaires déterminées soient légèrement supérieures à celles qui 
correspondent à l'équilibre d'échange air alvéolaire — sang. En effet, quand la réten­
tion est élevée, à chaque expiration l'air alvéolaire peut se charger de styrène en se 
mélangeant avec l'air de l'espace mort physiologique ou par décharge des tissus lors 
de son passage à travers les bronchioles et les bronches. Dès lors, les quantités effecti­
vement absorbées seraient légèrement différentes de celles déterminées expérimen­
talement. Pendant la période de décharge, ce phénomène est par contre négligeable, 
car l'air inspiré ne contient pas de solvant. 

Elimination pulmonaire 

La période d'élimination pulmonaire se caractérise par une brusque diminution de la 
concentration de styrène dans l'air alvéolaire suivie d'une lente décroissance (fig. 4, 5); 
celle-ci dure environ une semaine après une exposition de 8 h à 100 ppm. L'équation 
représentant la décharge peut être obtenue à l'aide de trois exponentielles interdépen­
dantes englobant des équilibres différents dans l'organisme. Ainsi, les excrétions indi­
viduelles déterminées par analyse graphique peuvent être représentées par les fonctions 
mathématiques suivantes: 
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Fig. 4. Concentration de styrène dans l'air alvéolaire après exposition à 103 ppm pendant 8 h et à 
IJ 5 ppm pendant 4 h 
Fig. 5. Concentration de styrène dans l'air alvéolaire après exposition à 206 ppm pendant 8 h et à 
200 ppm pendant 4 h / 

8 heures d'exposition à 206 ppm 

CH C81V= l ,33e-° ' 0 2 8 t
+ 3.11e- 0 ' 6 8 6 t

+ 5,61 e"1 '9 7 2 1 

JI C ^ = 0,64 e-°>039t
+ 4,92 e"0-250'+ 4,95 e ' 3 ' 7 0 7 t 

JF C 3 N = 0,47 e-°>052t
+ 2,55 e"0'1851+ 5,71 e"3 '2 3 0 t 

c? heures d'exposition â 103 ppm -

JR C31, = 0,54 6 - ° ' 0 4 4 ^ 1.09 e"°>343t
+2,52 e ' 3 ' 0 7 0 1 

BE C ^ = 0,68 e-°>054t
+ 1,13 e"0-5791+ 6,52 e"1 ^ 7 2 7 t 

4 heures d'exposition â 200 ppm 

BE C ^ = 0,54 e"0 '0441+ 1,36 e"0'439*+ 2,24 e"1 -397* 

JR Calv = 0 ,29e-° ' 0 3 3 t
+ J ,36e- 0 ' 2 5 1 t

+ 3 ,60e- 1 ' 5 0 1 t 

4 heures d'exposition â 115 ppm 

JR C3J, = 0,20e-°>032t
+ 0,94e"0 '2491+ 2 , 3 7 C 2 ^ t 

BE C ^ = 0,22 e-°>037t
+ 0,93 e"0'2951+ 1,38 e ' 2 - 1 5 6 t 

4 heures d'exposition â 70 ppm 

PO C ^ = 0,18 e"0'0691+ 0,28 e"0>623t
+ 0,83 e"1-140* 

CH C ^ - 0 , 2 1 e-°'058 t
+0,14e-°'401t+ 1(23e-3,133t 

où t indique temps exprimé en heures après l'exposition. 
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Tableau 3. Elimination pulmonaire du styrène 

Sujet et 
durée de 
l'exposition 

CH (8H) 
JI (8H) 
JF (8H) 
JR (8H) 
BE (8H) 
PO (4H) 
CH (4H) 
JR (4H) 
BE (4H) 
JR (4H) 
BE (4H) 

Ventilation 
alvéolaire 

(1/mn) 
(B.T. P.S.) 

7,4 
7 J 
6,9 
6,5 
6,7 
6,8 
7,4 
6,5 
6,7 
6,5 
6,7 

Concentration 
d'exposition 

(ppm) 

206 
206 
206 
103 
103 

70 
70 

200 
200 
115 
115 

Quantité 
éliminée 
(mg) 

93 
61 
39 
24 
23 

6 
7 

25 
26 
16 
15 

Elimination 
pulmonaire 

(%) 

4,4 
3,1 
1,5 
2,4 
2,4 
1,8 
1,8 
2,4 
2,6 
3,6 
2,7 

Par intégration de ces fonctions entre le début de l'excrétion et l'infini (élimina­
tion complète du solvant) et à l'aide de la ventilation alvéolaire, il est possible de déter­
miner la quantité de styrène éliminée par chaque sujet: 

W él = V a . 3,83.10-3 y c a ] v ( t ) d t 

ou 
W^ : quantité de styrène éliminée en mg 
Va : ventilation alvéolaire en 1/h (B T P S) 
3,83 . IO"3 : facteur de conversion de ppm en mg/1 (B T P S) 
Les ventilations alvéolaires ont été estimées à partir des dépenses énergétiques 

individuelles en tenant compte des différentes périodes de travail et de repos. Le 
tableau 3 donne la quantité et le pourcentage de styrène excrété pour chaque sujet. 

La plus grande partie de styrène éliminé par les poumons est excrété durant les 
premières heures de post-exposition, période qui correspond principalement à la 
décharge du sang et des tissus très vascularisés. Par las suite, l'élimination est beaucoup 
plus lente et tributaire du mouvement de sortie du styrène des tissus adipeux qui se 
poursuit pendant plu sieurs jours. Ainsi, pour une exposition de 8 h, (fig. 6) le rapport 
C a]v / CmSp, respectivement après 1 jour ou 2 jours, est de 17 . 10"4 et 5,3 • ICH. 
Il n'est que de 7,4 . 10"^ et 2,5 . 10"^, c'est-à-dire d'environ Ia moitié lorsque l'exposi­
tion dure 4 h (fig. 7). Ceci veut dire tout simplement que la quantité de styrène 
stockée dans les tissus adipeux double approximativement avec le temps d'exposition. 

D'autre part, ces résultats montrent que l'excrétion pulmonaire du styrène est 
faible, indépendamment de la concentration et de la durée de l'exposition, en effet, 
seul le 2,62 % ± 0,85 % de la quantité absorbée est excrété par les poumons sans 
modification chimique. Par conséquent, le 97 % subit une transformation dans 
l'organisme et s'élimine sous forme de metabolites dans l'urine. En outre, si l'on con­
sidère certains facteurs pouvant influencer l'excrétion pulmonaire, tels que la ven­
tilation, le volume des graisses ou encore les différences individuelles de métabolisme, 
on constate une assez bonne concordance entre les taux d'excrétion. 

Aussi, les courbes d'élimination du styrène dans l'air alvéolaire peuvent donner 
une bonne indication sur la concentration de solvant fixé dans les tissus de l'organisme 
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Fig. 7. Variation du rapport de la concentration de styrène dans l'air alvéolaire (Cajv<) sur la concen­
tration d'exposition (Cjnsp ) en fonction du temps après la fin des gazages de 4 h 

et par là même, du degré de'exposition. Ceci est clairement illustré dans les figures 6 et 
7 où l'ensemble des résultats est comparé en fonction du rapport C^v / Cj115P- Comme 
on peut le constater, pour une durée d'exposition de 4 h et de 8 h, les courbes re­
présentant la décharge pulmonaire pour différentes concentrations sont presque identi­
ques, ce qui signifie qu'il existe une relation entre les concentrations alvéolaires et la 
quantité de styrène absorbée durant la période de gazage. 
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Eri milieu industriel, l'absorption peut se répéter journellement et les solvants 
s'accumulent dans les tissus adipeux provoquant une augmentation de la concentration 
alvéolaire d'un jour à l'autre. On distingue alors deux périodes dans l'élimination. 
L'une pendant les premières heures de post-exposition, représentative d'un dernier ga-
zage, l'autre au cours des heures suivantes, influencée essentiellement par le stockage 
successif du styrène- Dans de telles conditions, il apparaît que le moment du 
prélèvement de l'air alvéolaire détermine l'interprétation biologique de l'analyse, car 
il peut s'agir d'équilibres différents. 

Conclusions 

Cette étude montre que lors de l'exposition le taux de styrène dans l'air alvéolaire est 
directement proportionnel à la concentration inspirée, alors que la rétention est en 
moyenne de 88,7 ± 3,4 % et ne semble pas être influencée par la durée du gazage. 

Dès que l'exposition cesse, la chute de la concentration sanguine se fait d'une 
manière exponentielle, les premières heures rapidement, puis lentement. La pro­
portion de solvant éliminée par les poumons est faible puisqu'elle ne représente que 
le 2,62 ± 0,85 % de la dose absorbée, indépendamment de la durée et de la concen­
tration d'exposition. Aussi, la plus grande partie du styrène subit dans l'organisme des 
réactions métaboliques qui le transforment en composés plus aisément excrétés dans 
l'urine. 

Il apparaît d'autre part que les courbes d'élimination pulmonaire du styrène 
représentent le degré d'exposition et peuvent, par conséquent, être utilisées pour le 
contrôle des personnes professionnellement exposées. Cependant, il faut tenir compte 
de l'augmentation de la courbe de la concentration dans l'air alvéolaire lorsque le 
styrène stocké dans les tissus adipeux ne s'élimine pas complètement d'une exposition 
à l'autre. 

Les auteurs remercient MM. P. O. Droz et B. E. Humbert de l'intérêt qu'ils ont porté à ce travail 
Ils expriment leur gratitude au Fonds National Suisse de la Recherche Scientifique pour son 
soutien financier. 
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II. Bilan de l'absorption, de l'excrétion et du métabolisme sur des sujets Humains 

J. R. Caperos1, B. Humbert2 et P. O. Droz3 

1 Laboratoire d'Hygiène Industrielle, Université de Neuchâtel Avenue de Bellevaux 51 , 
CH-2000 Neuchâtel, Suisse 
3 Interfood SA,Ch-2000 Neuchâtel, Suisse 
3 Institut universitaire de médecine sociale et préventive, rte de Ia Ciochatte, 
CH-1052 Le Mont, Suisse 

Styrène Exposure. II. Percentage Studies of Absorption, Excretion, and 
Metabolism by Human Subjects 

Summary. In order to determine the quantities and percentages of.styrène meta­
bolites excreted in urine, five male subjects were given five controlled exposures 
to styrène, each of 8 h, at 206 and 103 ppm. The experiment showed that about 
92 o/o of styrene is metabolized in the body. Of the amount absorbed, 54 o/o is 
eliminated in the urine as phenylglyoxylic acid and 37 o/o as mandelic acid. 
Neither differences between the individual subjects nor the exposure concentra­
tion seem greatly to influence elimination of the solvent. These urinary metaboli­
tes may therefore be used as biological indicators of exposure to styrene. 

Key words: Styrène, exposure to — Metabolites, excretion of — Percentage studies 
— Biological monitoring - Half-life 

Dans une publication antérieure [7], nous avons présenté les résultats de l'absorption 
et de l'excrétion pulmonaires de cinq expériences sur des volontaires dans une cabine 
d'expérimentation toxicologique. 

Le présent travail complète le précèdent dans le but d'établir un bilan complet de 
l'absorption et de l'excrétion pulmonaires du styrène, de même que de déterminer les 
pourcentages d'excrétion urinaire des metabolites, fréquemment utilisés comme test 
d'exposition, c'est-à-dire les acides mandélique et phénylglyoxylique. La technique 
de dosage de ces deux acides, le contrôle de la chambre d'exposition et l'analyse des 
solvants dans l'air alvéolaire ont été décrits antérieurement [3, 7, 8,9,10]. 

0304-0131/79/0042/0223/$ 1.60 
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Fig- I, Métabolisme du styrène chez Phomme et chez l'animal 
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Fig. 2. Quantité d'acide hippurique éliminé 
journellement après 8 h d'exposition à 103 
et 206 ppm 

APStB LE DEBUT DE L'EXPOSITION 

Résultats et Discussion 

La Fig. 1, nous montre le schèma du métabolisme du styrène étudié notamment par 
Danishefsky et Willhite [5], El Masry et coll. [6], Vrba et coll. [17], James et White 
[12], Leibman et Ortiz [13], Ohtsuji et Ikeda [15], James et coll. [11], Milvy et Garro 
[14], Bardodëj [2] et Bakke et Scheline [I]. 

Dans les urines des volontaires, les composés chimiques suivants ont été analysés: 
acides hippurique, benzoïque, phénylglyoxylique, mandélique et le phényléthylène-
glycol [4]. 

L'analyse de ces metabolites a été réalisée pour les urines collectées durant les 
8 h d'exposition, les 15 h suivantes, puis par périodes de 24 h pendant plusieurs jours. 
En outre, le contrôle d'une éventuelle conjugaison a été effectué dans les hydrolisats 
de celles-ci. 
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Tableau 1. Excrétion urinaire des acides mandéiique et phénylglyoxylique 

Sujet 

CH 
JI 
JF 
JR 
BE 

Concentration 
d'exposition 

(ppm) 

206 
206 
206 
103 
103 

Temps 
d'exposition 

(mn) 

480 
480 
480 
480 
480 

Quantité d'acide 
mandéiique éliminé 

(mg) 

1132 
1006 
1408 
544 
512 

Quantité d'acide 
phénylglyoxylique 

éliminé (mg) 

714 
704 
865 
446 
388 
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Fig. 3. Quantité totale d'acide mandéiique 
éliminé après 8 h à 103 et 206 ppm 

Fig. 4. Quantité totale d'acide phénylglyoxy­
lique éliminé après 8 h à 103 et 206 ppm 

Alors que le phényléthylèneglycol était absent des urines de tous les sujets ainsi 
que de leurs hydrolysats, tous les acides hippurique, mandéiique et phénylglyoxylique 
ont été trouvés à l'état libre. Cependant, l'acide benzoìque était aussi présent sous 
forme conjuguée. 

L'évolution de la quantité d'acide hippurique éliminé journellement après une 
exposition de 8 h à 103 et 206 ppm est réprésentée dans la Fig. 2. Le trait continue 
représente l'élimination moyenne chez les adultes à régime alimentaire mixte (0,7 g/ 
24 h) et les traits discontinus indiquent les valeurs limites (0,1 et 1 g/24 h) [16]. 

Comme on peut le constater, l'absorption du styrène ne modifie pas les taux 
normaux d'acide hippurique, tout au moins pour les doses absorbées lors de ces 
expériences. Par ailleurs, l'acide benzoìque libre ne représente qu'un faible pour­
centage de la totalité de cet acide présent dans les urines, alors que la concentration 
de celui-ci correspond à celle provenant de l'acide hippurique. C'est pourquoi on 
peut affirmer que l'acide benzoìque se conjugue essentiellement avec la glycine pour 
former de l'acide hippurique qui s'élimine dans les urines. 

Les Fig. 3 et 4 présentent en fonction du temps dès le début de l'exposition les 
cumuls des quantités de metabolites éliminés par les cinq sujets. 

1! ressort de ces résultats que l'élimination des acides mandéiique et phénylglyo­
xylique est rapide. Ainsi, la moitié de l'acide mandéiique formé est éliminée pendant 
l'exposition et l'excrétion est pratiquement terminée 4 o S jours après. En ce qui 
concerne l'acide phénylglyoxylique, un quart est éliminé durant le gazage et le reste 
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pendant les trois ou quatre jours suivants. En outre, il est intéressant de constater que 
le sujet JF, qui avait une ventilation alvéolaire anormalement élevée pendant l'ex­
position, éliminé une quantité plus forte de metabolites. Par ailleurs, il apparai! que 
la quantité d'acide mandélique excrété est systématiquement plus grande que celle 
correspondant à l'acide phénylglyoxylique. Leur rapport est de 2,7 ± 0,19 ou 1,4 ± 
0,17 selon qu'on tient compte de l'excrétion durant l'exposition ou de l'élimination 
totale. Par conséquent, leurs vitesses de formation sont différentes, ce qui pourrait 
expliquer l'hypothèse selon laquelle l'acide phénylglyoxylique proviendrait exclusi­
vement de l'oxydation de l'acide mandélique, hypothèse démontrée chez l'animal 
par Ohtsuji et lkeda [IS]. 

Dans le tableau 1, on a reporté les quantités des deux metabolites transformées 
en poids de styrène, de même que leurs pourcentages individuels d'excrétion. 

Le taux d'élimination urinaire pour l'acide mandélique est en moyenne de 53.6 
+ 1,7 et celui de l'acide phénylglyoxylique de 37,8 ± 4,9. Dès lors, il apparaît que les 
différences individuelles sont relativement faibles pour le premier acide et un peu 
plus importantes pour le second. 

Afin d'utiliser l'excrétion des acides mandélique et phénylglyoxylique comme 
test biologique d'exposition, l'élimination de ces deux metabolites a été comparée 
avec le degré d'exposition exprimé par: 

1. la concentration moyenne inspirée, 
2. le produit de celle-ci par le temps de gazage, 
3. la dose de solvant absorbé. 
Les résultats de l'excrétion urinaire des acides ont été exprimés: 
l.en'g/1, 
2. en concentration par rapport à une densité de 1,024 g/ml, ou par rapport à 

l'excrétion d'un gramme de creatinine, 
3. par la quantité (mg). 
Tous ces paramètres ont été déterminés durant la période d'exposition, les 15 

premières h de post-exposition, puis par périodes de 24 h pendant plusieurs jours. 
Aucune corrélation n'a pu être mise en évidence entre l'exposition et la con­

centration urinaire mes metabolites. Ceci est dû au fait que le volume des urines est 
très différent entre les sujets et varie même d'un jour à l'autre. 

11 en va de même si on compare le degré d'exposition exprimé en concentration 
moyenne, ou le produit de celle-ci par la durée du gazage, avec la quantité des acides 
éliminés ou la somme de ceuxci transformés en poids de styrène. Il faut noter que 
dans ces cas, on ne tient pas compte des facteurs individuels tels que la ventilation 
alvéolaire. En effet, ce paramètre détermine la dose de solvant absorbé lors de 1' 
exposition, et par conséquent la quantité de metabolites éliminés. Par contre, une 
bonne corrélation a été trouvé entre la quantité de styrène absorbé (déterminée en 
tenant compte des ventilations individuelles) et les quantités excrétées d'acides mandé-
lique et phénylglyoxylique ou la somme de ceux-ci transformée en poids de styrène. 
Cet aspect est clairement illustré par les Figs. 5, 6, et 7 présentant les résultats en 
fonction de l'excrétion correspondant aux périodes de 8 h d'exposition, 15 h de post­
exposition et 23 h depuis le début du gazage. 

Les meilleurs corrélations sont obtenues si on compare Ia quantité totale des 
metabolites. Il apparaît aussi que le taux d'excrétion urinaire des acides varie peu 
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Fig. 5. Quantité d'acide mandélique éliminé 
durarli différentes périodes, en fonction 
de la quantité de styrène absorbé (W^g), 
après 8 Ii d'exposition à 103 et 206 ppm 

Fig. 6. Quantité d'acide phénylglyoxylique 
éliminé durant différentes périodes, en 
fonction de la quantité de styrène absorbé 
(W^g), après 8 h d'exposition à 103 et 
206 ppm 
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Fig. 7. Quantités d'acides mandélique et 
phénylglyoxylique transformés en poids 
de styrène, éliminés pendant différentes 
périodes, en fonction de la quantité de 
styrène absorbé (WA B), après 8 h d'ex­
position à 103 et 206 ppm 
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d'un individu à l'autre et que celui-ci n'est pas influencé par la concentration du 
gazage (voir Tableau 1). Ainsi, la détermination de la quantité des metabolites unn-
aires permet de contrôler l'exposition. Cependant, si l'absorption se répète avant que 
la totalité du styrène ou de ses metabolites soit éliminée complètement on peut 
s'attendre à une modification du rapport entre l'élimination urinaire et la dose 
absorbée. 

Le Tableau 2 présente un bilan complet de l'absorption et de l'excrétion, il 
permet de comparer la quantité de styrène absorbée avec celle éliminée sous forme 
de metabolites ou excrétée par voie pulmonaire. En outre, il met en évidence l'exi-
stance d'un bilan excédentaire pour un volontaire et déficitaire pour le reste. Ces 
résultats peuvent être expliqués par l'imprécision des mesures de ventilation alvéo­
laires, paramètre qui influence directement le calcul de la dose absorbée et le taux 
d'élimination pulmonaire. Par ailleurs, la possibilité d'excrétion d'autres metabolites, 
comme cela a été montré chez l'animal, ne doit pas être écartée. 
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Tableau 2. Bilan de l'absorption et de L'excrétion 

Sujet Concentration Temps Elimination Elimination Elimination Total 
d'exposition d'exposition pulmonaire du d'acide man- d'acide phenyl- éliminé 

(ppm) (mn) styrène (%) délique (%) glyoxylique {%) CH) 

CH 
JI 
JF 
JR 
BE 

206 
206 
206 
103 
103 

480 
480 
480 
480 
480 

4,4 
3,1 
1.5 
2,4 
2,4 

53,4 
51,4 
55,4 
55,1 
55,1 

33,7 
36,0 
34,0 
45,3 
45,3 

91.5 
90.5 
90.9 

J02.8 
95.1 
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Fig. 8. Styrène éliminé (mg/li) en fonction du 
temps, dès le début le l'exposition à .103 ppm 
pendant 8 h 

Fig. 9. Styrène éliminé (mg/h) en fonction du 
temps, dès le début de l'exposition à 206 ppm 
pendant 8 h 

Afin de déterminer la demi-vie du styrène (temps nécessaire pour éliminer la 
moitié de Ia dose absorbée), il a été considéré que les différentes parties de l'organisme 
forment une seule unité. Dès lors, son comportement est entre autre déterminé par un 
seul volume de distribution, un seul coefficient de partage, etc.. Cette approximation 
permet de représenter l'élimination du styrène par une seule équation exponentielle. 
La représentation logarithmique du styrène éliminé (sous la forme de vapeurs dans le 
poumons et de metabolites dans l'urine) en fonction du temps permet de déterminer 
Ia demi-vie de ce solvant, Figs. 8 et 9. 
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Conclusions 

Cette étude montre que la plus grande partie du styrène subit des réactions méta­
boliques dans l'organisme, lesquelles le transforment en composés plus aisément 
excrétés dans l'urine. En effet l'élimunation urinaire des acides mandélique et phényl-
glyoxylique, représente respectivement le 54 et le 38 % de la quantité de solvant 
absorbé. Elle varie peu d'un individu à l'autre et n'est pas influencée par le degré 
d'exposition. En outre, de bonnes corrélations ont été trouvées entre la quantité de 
styrène absorbé et celle des deux metabolites excrétés. Aussi, leur contrôle peut 
servir comme test biologique d'exposition. 

Nous remercions sincèrement M. le professeur A. Jacot-Guillarmod, directeur de l'Institut de 
chimie à l'Université de Neuchâtel et M. C. Maneff pour leur appui moral durant ces derniers 
mois. Nous exprimons notre gratitude au Fonds National Suisse de la Recherche Scientifique 
pour son soutien financier. 
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