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PRESENTACION
El Reglamento para la prevencion de riesgos y proteccion de la salud de los trabajadores por la presencia de plomo metalico y sus
compuestos idnicos en el ambiente de trabajo (OM de 9 Abril de 1986, BOE 24-4-1986 (1)), en su articulo 11°, punto 1, indica que la

determinacion de los niveles de plomo en sangre se realizara con una fiabilidad (a un nivel de confianza del 95 por 100), de +15 por
ciento 6 +6 ug/100 ml. para valores inferiores a 40 ug/100 ml.

El ’método "Determinacién de plomo en sangre-Método de quelacién-extraccion/Espectrofotometria de Apsorcién Atémica" es un
METODO ACEPTADO por el Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo (INSHT). Como METODO ACEPTADO se

entiende: un método utilizado en el INSHT y que ha sido sometido a un protocolo de validacion por organizaciones oficiales
competentes en el area de la normalizacion de métodos analiticos, o bien ha sido adoptado como método recomendado por
asociaciones profesionales dedicadas al estudio y evaluacion de riesgos por agentes quimicos; asi como, aquellos métodos
recomendados por la UE o basados en métodos ampliamente conocidos y utilizados por especialistas en este tipo de analisis.

El método que se presenta es un método utilizado en el INSHT, basado en el método 8003 de NIOSH para la determinacion de plomo
en sangre y redactado segun ISO 78/2.
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ANEXO A

1. OBJETO Y AMBITO DE APLICACION

Se describe en este método el procedimiento a seguir y el equipo necesario para la determinacion de plomo (N° CAS 7439-92-1) en
sangre por Espectrofotometria de Absorcién Atédmica, en un rango de concentracion de 10-120 ug de Pb/100 ml de sangre (0,48-5,80
pmol/litro) aplicable a la realizacion de pruebas de impregnacién saturnina en poblaciones laborales potencialmente expuestas a plomo
metalico o sus compuestos ionicos.

La presencia de fosfatos y/o EDTA-K, (sal dipotésica del &cido etilendiaminotetracético) como anticoagulantes o conservantes en la
sangre puede reducir la recuperacién del plomo presente. Este problema puede minimizarse mediante la adicién de citrato y/o calcio en
exceso respectivamente.

Y
2. FUNDAMENTO DEL METODO

La sangre recogida en tubos de polietileno (4.1) con heparina como anticoagulante se hemoliza. El plomo se compleja con
pirrolidinditiocarbamato amaonico (APDC) y el complejo formado, se extrae con metilisobutilcetona (MIBK).

El plomo contenido en la fase organica se determina por Espectrofotometria de Absorcion Atémica con llama, a una longitud de onda
de 283,3 nm, utilizando un método directo de cuantificacion.

3. REACTIVOS

Todos los reactivos utilizados deben tener, como minimo, la especificacion "para analisis" y el agua bidestilada o equivalente.
3.1. Octil-Fenoxi-Polietoxietanol (Triton X-100).

3.2. Pirrolidinditiocarbamato de amonio (APDC).

3.3. Isobutilmetilcetona (MIBK) para analisis por extraccién, con un contenido en plomo < 0,00001 %.

NOTA: SUSTANCIA FACILMENTE INFLAMABLE. Frases (R): 11, Frases (S): 9-16-23-33. Real Decreto 2216/1985 (9.2).

3.4. Nitrato de Plomo (Il)



NOTA: SUSTANCIA NOCIVA. Frases (R: 20/22-23, Frases (S): 13-20/21. Real Decreto 2216/1985 (9.2).

3.5. Acido nitrico concentrado, min. 65%.

NOTA: SUSTANCIA COMBURENTE Y CORROSIVA. Frases (R): 35. Frases (S): 2-23-26-27. Real Decreto 2216/1985 (9.2).
3.6. Heparina (sal de sodio).

3.7. Disolucion triton X-100/APDC: 20g/I de APDC, y 2,5% (V/V) de Triton X-100. Disolver 4 g de APDC en 40 mide agua y afiadir 5
ml de Triton X-100. Completar hasta 200 ml con agua. Si la disolucién presenta turbidez se aconseja filtracion previa a su utilizacion.
Dada su inestabilidad se aconseja el uso de la disolucion recientemente preparada.

3.8. Isobutilmetilcetona saturada con agua: Mezclar 900 ml de MIBK con 100 ml de agua, agitando para conseguir la saturacion, y
dejar reposar durante 1 hora para separar la fase organica.

3.9. Disolucion patrén de plomo de 1000 pg/ml: Secar Nitrato de Plomo (1) a 120 °C durante 4 horas y dejar enfriar en desecador.
Pesar 1,598 g y disolver en acido nitrico al 1 % (V/V) hasta completar 1 litro de disolucién.

3.10. Disoluciones de trabajo: Preparar una disolucion intermedia de 10 pg Pb/ml, tomando 1 ml de la disolucion patrén 3.9 y
diluyendo a 100 mi.

De la disolucion de 10 ug Pb/ml se toman alicuotas de 4,8;10 12 ml, y se aforan a 100 ml con agua, obteniéndose las disoluciones de
trabajo de 0,4; 0,8; 1,0 y 1,2 ug Pb/ml.
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4. APARATOS Y MATERIAL
4.1. Tubos de polietileno de 5 ml, exentos de plomo.
4.2. Tubos de vidrio borosilicatado con tapén de rosca (13 x 100mm).
4.3. Agitador mecanico de vortice.
4.4. Centrifuga capaz de alcanzar 3.000 r.p.m.

4.5. Espectrofotometro de absorcion atémica equipado con lampara de plomo y mechero para llama de aire-acetileno.

5. TOMA DEMUESTRAS

La muestra de sangre venosa extraida con jeringa de polietileno o poliestireno se recoge en tubos de polietileno de 5 ml, conteniendo
Heparina (500 Ul) como anticoagulante. El analisis requiere aproximadamente 5 ml de sangre.

Las muestras se conservaran refrigeradas hasta el momento del analisis. Si éste no se efectda dentro de las 24 horas siguientes a la
extraccion de la sangre es conveniente su congelacion.

6. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS
6.1. Limpieza del material

Todo el material de vidrio utilizado en el analisis, después de su lavado, debe mantenerse sumergido durante varios minutos en &cido
nitrico 1:1 y ser después cuidadosamente enjuagado con agua bidestilada.

Y

6.2. Preparacion de la muestra
6.2.1. Antes del analisis y una vez alcanzada la temperatura ambiente, la sangre se homogeneiza mecanica o manualmente.
6.2.2. Pipetear 3 ml de sangre en tubos de ensayo de tap6n roscado.

6.2.3. Anadir 0,8 ml de disolucién de Triton X-100/ APDC y agitar mecanicamente durante 10 segundos.



6.2.4. Anadir 2 ml de MIBK y agitar manualmente durante 2 minutos, invirtiendo los tubos a intervalos regulares.

El complejo APDC-Pb en MIBK es poco estable por lo que el analisis debe efectuarse lo antes posible y en cualquier caso antes de las
dos horas siguientes a la extraccion del complejo.

6.2.5. Centrifugar a 3000 r.p.m. durante 10 minutos. Repetir la operacién si la separacién de las fases organica y acuosa no es
completa.

6.3. Preparacion de patrones y curva de calibracion

6.3.1. Preparar las disoluciones de trabajo de 0,4; 0,8; 1,0 y 1,2 ug Pb/ml del modo indicado en 3.10.
6.3.2. Pipetar 3 ml de cada una de estas disoluciones en sendos tubos de ensayo con tapén roscado.
6.3.3. Seguir las operaciones indicadas para el tratamiento de las muestras a partir del punto 6.2.3.

6.3.4. Preparar un blanco de agua bidestilada, que sera sometido al mismo tratamiento que las muestras y patrones. La lectura
obtenida para el blanco debe ser sustraida de las obtenidas para muestras y patrones.

6.3.5. Con las lecturas obtenidas para los patrones segun 6.4, corregidas con el valor del blanco, se construye el grafico sefal-
concentracion.

6.4. Determinacion espectrofotométrica
NOTA: MEDIDA DE SEGURIDAD.

Dadas las especiales caracteristicas de la llama en este analisis, se hace necesaria su vigilancia continuada, para evitar que se
produzca un escape de acetileno, en caso de que se apague.

6.4.1. Optimizar las condiciones instrumentales para disolventes organicos, teniendo en cuenta, que para evitar la aparicién de
coloracién amarilla en la llama por exceso de combustible, debido a la presencia de MIBK, debe disminuirse la aportacién de acetileno
hasta lograr una relacién de flujos y coloracion de llama adecuados (azul).

6.4.2. Aspirar el extracto organico, procedente de la centrifugacion a la llama de aire-acetileno y medir las absorbancias registradas a
283,3 nm de muestras, patrones y blanco.

Entre una determinacion y otra debe aspirarse MIBK saturada con agua.

7. CALCULOS

7.1. La concentracion de Pb en sangre de cada muestra se determina directamente por interpolacion de la lectura obtenida, restando el
blanco, en la curva de calibracion.

7.2. Los resultados, expresados en ug de Plomo por 100 ml de sangre, se obtienen mediante la siguiente expresion:
C=cx 100
C = concentracion de Pb en ug/100 ml de sangre.

¢ = concentracion de Pb en pg/ml, leida en la curva de calibracion.

8. PRECISION

No se dispone de datos para los calculos de la repetibilidad r y de la reproducibilidad R. El coeficiente de variacion obtenido por NIOSH
para el procedimiento analitico en el rango de 5-150 pg Pb/100 g de sangre es del 5% (9.1).
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Para cualquier observacion o sugerencia en relacion con este Método puede dirigirse al
Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo
Centro Nacional de Verificacion de Maquinaria
Camino de la Dinamita, s/n Monte Basatxu-Cruces - 48903 BARACALDO (VIZCAYA)
Tfn. 944 990 211 - 9 44 990 543 Fax 944 990 678
Correo electrénico.- cnvminsht@mtas.es

ADENDA

Revision normativa

Las disposiciones siguientes han sufrido modificaciones después de la edicion de este método en formato papel:

()O.M. 9 de Abril de 1986, BOE 24-2-1986: Derogada por el Real Decreto 374/2001, BOE num. 104 de 1 de mayo de 2001.
(>)Real Decreto 2216/1985: Derogado por el Real Decreto 363/1995
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