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PRESENTACION

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) constituyen un grupo de compuestos que han recibido una especial atencion a causa
de que muchos de ellos son carcinogénicos o mutagénicos. Dentro del campo laboral, la exposicion potencial a estos compuestos
puede tener lugar en diferentes tipos de industrias como fundiciones de hierro y acero, la industria del aluminio, la industria de la goma
y el caucho, plantas de coque, refinerias de petréleo, en la fabricacién y uso de alquitran, asfaltos y derivados, en trabajos de limpieza
de chimeneas, etc.

La evaluacion de la exposicion potencial a HAP puede llevarse a cabo mediante el analisis de los hidrocarburos en el aire ambiente de
trabajo, pero, complementariamente, el analisis en orina de sus metabolitos hidroxilados y en particular del 1-Hidroxipireno constituye
una herramienta de gran utilidad para el estudio de la exposicién genérica a HAP.

El método "Determinacion de 1-Hidroxipireno en orina. Método de hidrolisis enzimatica y deteccion fluorimétrica / Cromatografia liquida
de alta resolucion" 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 validacién por

organizaciones oficiales competentes en el area de la normalizacién 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 evaluados por especialistas en este tipo de andlisis.
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1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Este método especifica el procedimiento a seguir y el equipo necesario para la determinacion de 1-hidroxipireno (1-HP) (N° CAS 5315-
79-7) en orina mediante cromatografia liquida de alta resolucién con deteccién fluorimétrica (HPLC-F) en el intervalo de concentracion
0,06 - 6,0 nmol 1-HP por litro de orina.

El método es aplicable en poblaciones laborales potencialmente expuestas a Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP) para la
evaluacion de la exposicion global a los mismos.

Se considera como interferencia cualquier otro compuesto organico que presente el mismo o préximo tiempo de retencion que los
compuestos a analizar en las condiciones de operacion descritas en este método. Estas interferencias pueden minimizarse
seleccionando las condiciones y columnas cromatograficas adecuadas.

2. FUNDAMENTO DEL METODO

Las muestras de orina se congelan a -25 °C. Una alicuota de 10 ml se hidroliza enzimaticamente 18 horas a 37 °C y pH = 5, ajustado
con tampon acético acetato 0,2 M. Tras un proceso de limpieza mediante extraccion soélido-liquido y de evaporacion del disolvente, el
residuo se reconstituye en acetonitrilo. El 1-hidroxipireno se determina mediante cromatografia liquida de fase reversa con deteccion
fluorimétrica utilizando un programa de gradiente de concentracién adecuado.

3. REACTIVOS Y DISOLUCIONES

3.1. Acetonitrilo grado gradiente

PRECAUCION: SUSTANCIA TOXICA E INFLAMABLE. Frases (R): 11, 23-25. Frases (S): 2, 7, 16, 24. Real Decreto 363/1995 (9.8.).
3.2. Acetato sédico

3.3. Acido acético, glaciar, para cromatografia liquida.

PRECAUCION: SUSTANCIA CORROSIVA. Frases (R): 10-35. Frases (S): 2, 23-26. Real Decreto 363/1995 (9.8.).

3.4. Agua ultrapura, calidad 1 de acuerdo con la NORMA ISO 3696 (9.9.).

3.5. Enzima obtenido de Helix pomatia con actividad B-Glucuronidasa/Arilsulfatasa (100.000 Fishman U mlI-1, 800.000 Roy U ml-
1), en solucién acuosa estabilizada con timerosal.

3.6. Helio, calidad N-50.

PRECAUCION: ASFIXIANTE. Frases (S): 3-7. Real Decreto 363/1995 (9.8.).

3.7. 1-Hidroxipireno

PRECAUCION: SUSTANCIA IRRITANTE. Frases (R): 36-37-38. Frases (S): 26-37/39. Real Decreto 363/1995 (9.8.).
3.8. Tamiz molecular, 0,3 nm de tamafio de poro.

3.9. Disolucién tampon 0,2 M acido acético/acetato, pH = 5.0. Se disuelven 12,46 g de acetato sédico en agua (3.4.) y se afaden
2,88 g de acido acético glaciar, enrasandose a 1 litro con agua.

3.10. Disolucién de 1-hidroxipireno en acetonitrilo (30 mmol I-1). Se pesan 0,010 g de 1-hidroxipireno y se disuelven en 1,5 ml de
acetonitrilo.

3.11. Disolucién de 1-hidroxipireno en acetonitrilo (24 mmol I-1). Se toman 20 ul de la disolucion descrita en el apartado 3.10. y se
diluye hasta 25 ml de acetonitrilo. La disolucion se prepara por pesada.

3.12. Disolucién de 1-hidroxipireno en acetonitrilo (240 nmol I-1). Se pesan 10 ul de la disolucién descrita en el apartado 3.11. y se
diluye a 1 ml con acetonitrilo. La disolucion se prepara por pesada.
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4. APARATOS Y MATERIAL



4.1. Balanza capaz de pesar 0,01 mg.

4.2. Bafio de ultrasonidos

4.3. Bano con agitacion orbital y control de temperatura, SBS 30, Stuart Scientific (o similar).
4.4. Bomba de vacio, para la filtracion del agua desionizada.

4.5. Filtros Millipore tipo HAWP, HA de 0,45 um, 47 mm (o similar) para filtracion de agua.

4.6. Filtros Millex-HV, de tamafo de poro 0,45 pm, Millipore (o similar) para filtracién de acetonitrilo.
4.7. Frascos de polietileno para el muestreo de orina.

4.8. Jeringas desechables de 10y 1 ml.

4.9. Material de vidrio de borosilicato de acuerdo con la norma ISO 3585.

4.10. Micropipetas automaticas de 1-100 ul y de 100-1000 pl.

4.11. Pipetas Pasteur

4.12. Rotavapor

4.13. Tapones con septum para los viales.

4.14. Viales de 1,5 ml de capacidad.

4.15. Equipo de filtracién, para agua y disolventes cromatograficos.

4.16. Columnas para extraccion en fase sélida, RP-18 (500 mg), Merck (o similar).

4.17. Columna cromatogréafica: Cartucho LichrosorbR RP-18, 250 x 4 mm ID, 5 um de tamafio de particula, Merck (o similar).
4.18. Equipo de cromatografia de alta resoluciéon con detector fluorimétrico (HPLC-F).

4.19. Precolumnas LichrocartR 4-4, LichrospherR 100 RP-18, 5 ym de tamafio de particula, Merck.

5. TOMA DE MUESTRA

5.1. Las muestras de orina se recogen en frascos de polietileno. A continuacion se filtran a través de un filtro de 0,45 pm de tamafio de
poro, manteniéndose a -25 °C hasta su analisis.

Y
6. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS
6.1. Limpieza del material
6.1.1. El material de vidrio utilizado en el analisis, después de lavado con mezcla cromica, es aclarado con agua (3.4.).
6.1.2. Se utilizan viales desechables o completamente limpios y secos. Para la introduccion de las muestras en los viales se utilizan
pipetas Pasteur desechables.
6.1.3. Los filtros utilizados en la filtracién de las muestras, asi como las jeringas también seran desechables.

Y

6.2. Preparacion de la muestra
6.2.1. Hidrdlisis enzimatica

6.2.1.1. Se toma un volumen de muestra de 10 ml de orina y se afiaden 10 ml del tampdn acido acético/acetato (3.9.).



6.2.1.2. Se afiaden 100 pl del enzima (3.5.).
6.2.1.3. Las muestras se introducen en el bafio de agitacion orbital a 70 r.p.m. y 37 °C durante 18 h.
6.2.2. Limpieza de las muestras

La limpieza de los extractos se efectua mediante extraccion sélido-liquido, empleando cartuchos de extraccion RP-18 en un sistema de
vacio multiple con control de presion.

6.2.2.1. El cartucho se acondiciona con 5 ml de acetonitrilo y 10 ml de agua.

6.2.2.2. Se adiciona la muestra.

6.2.2.3. Se limpia el cartucho con 10 ml de agua: acetonitrilo (90:10).

6.2.2.4. Se eluye con 5 ml de acetonitrilo, despreciando las primeras gotas.

NOTA: En ningin momento se debe dejar secar el cartucho.

6.2.2.5. El extracto se seca con tamiz molecular.

6.2.2.6. El disolvente se elimina en el rotavapor a una temperatura del bafio de 50 °C, llevandolo a sequedad.
6.2.2.7. El residuo se redisuelve con 1 ml de acetonitrilo.

6.2.2.8. La disolucion obtenida se pasa a través de un filtro de 0,45 ym de tamafio de poro (4.6.) y se introduce en viales.

6.3. Preparacion de patrones y curva de calibrado
6.3.1. Disolucion de trabajo. Se preparan las disoluciones tal como se indican en los apartados 3.10., 3.11. y 3.12.

6.3.2. Se afiaden 3, 5, 10, 20, 30, 40, 60, 100, 200 y 250 microl de la disolucién 3.12. a 10 ml de orina y se procede segun el apartado
6.2.2.

6.3.3. El andlisis de las muestras, patrones y blanco se lleva a cabo inyectando en la columna 20 pl de cada uno de ellos, tras tres
sucesivos lavados de bucle con el mismo volumen. Los patrones y las muestras se analizaran por triplicado. Para la cuantificacion de
las muestras se empleara el valor medio de las tres inyecciones.

6.3.4. Curva de calibracion. La curva de calibracion se traza representando las lecturas en altura absoluta del pico del compuesto frente
a sus concentraciones (en nmol I-1).

Iy
6.4. Determinacion

Las condiciones cromatograficas empleadas en la determinacion son las siguientes:

Columna: Cartucho LichrosorbR RP-18, 250 x 4 mm ID. (5 um)
Caudal: 1,5 ml min-1.

Temperatura: 30 °C.

Eluyente: acetonitrilo y agua.

Longitudes de onda:  Aex (NM) = 242, Ay, (nm) = 388.

Volumen de inyeccion: 20 pl.
Programa de gradiente para la determinacion de 1-hidroxipireno.

Tiempo | Acetonitrilo
(min) (%)
| 75 ] 60
| 10,0 95
| 12,5 95
| 14,0 ] 60
| 15,5 ] 60




7. CALCULOS

7.1. La concentracion de 1-hidroxipireno expresada en nanomoles por litro de acetonitrilo (a) se determina por interpolacion de la altura
de pico absoluta del compuesto en la recta de calibrado.

Y
7.2. Los resultados se puede expresar como concentracion de 1-hidroxipireno en orina mediante la siguiente expresion:
b=(ax1)/v
donde:
b es la, concentracién de 1-hidroxipireno en orina (nmol I-1).
a es la concentracion de 1-hidroxipireno en acetonitrilo (nmol I-1).
1 es el volumen final de la disolucién (ml de acetonitrilo).
ves el volumen de orina empleado (10 ml).
Y
7.3. La concentracion final se refiere a la cantidad de creatinina en orina mediante la expresion:
d=blc
donde:
d es la concentracion de 1-hidroxipireno respecto a la de creatinina en orina (umol 1-HP mol creatinina-1).
b es la concentracion de 1-hidroxipireno en orina (nmol I-1).
c es la concentracion de creatinina en orina (mmol I-1).
Y

8. PRECISION

8.1. La precisién, en términos de coeficiente de variacién, en todo el intervalo de concentracion ensayado, tanto en un dia como entre
dias, resulto ser inferior al 4% (Véase tabla 1 del Anexo A).

8.2. El intervalo de trabajo se encuentra comprendido entre 0,06 y 6,0 nanomoles de 1-hidroxipireno por litro de orina.

8.3. El limite de deteccion para el 1-hidroxipireno en orina calculado a partir de la ecuacion de la recta de calibrado, segun el criterio de
Miller y col (9.12.), es de 0,02 nmol por litro. Calculado a partir del valor medio de una serie de muestras en blanco mas tres veces la
desviacion estandar del blanco (9.13.) se obtuvo un valor de 0,04 nmol por litro (Véase tabla 2 del Anexo A).
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ANEXO A

TABLA 1
Calculo de la precision

Concentracién n° réplicas Ccv

nmol I-1 orina P %

0,81 11 4.0
Intradia

1,71 11 1,1

0,47 7 3,9
Entredias

1,34 7 3,1

TABLA 2

Calculo del limite de deteccion

A

1. Ellimite de deteccién calculado a partir de la ecuacion de la recta de calibrado segun el criterio de Miller y col (0.0 + 3.sx/y) es

de 0,02 nmol I-1 orina.

2. El limite de deteccidén calculado a partir del valor medio del blanco mas tres veces la desviacion estandar del blanco, medidas

recogidas en la tabla 2, es de 0,04 nmol I orina.

Seiales analiticas proporcionadas por blancos de orina

Réplica

Altura fluorescente
(%)

N

0,0240

0,0501

0,0127

0,0204

0,0134

0,0413

0,0173

0,0133
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0,0274

N
o

0,0223
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0,0376

media, yg

0,0257

desviacion estandar, Sg

0,0123




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 - 944 990 543 Fax 944 990 678
Correo electrénico.- cnvminsht@mtas.es

ADENDA
Revision normativa

(") Real Decreto 363/1995 sufre periédicamente modificaciones por lo que es conveniente consultar los listados que en esta Web se
trata de mantener actualizados

Advertencia © INSHT
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