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0. INTRODUCCION

Este método esta elaborado de acuerdo con el método "Determinacién de la concentracion de fibras suspendidas en el aire. Método
basado en la microscopia optica de contraste de fase" de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1997) (12.1.), que es aplicable a
cualquier tipo de fibra (método multifibra). El método de la OMS es un procedimiento fiable para obtener los datos necesarios para
determinar las concentraciones de fibras en el aire y se ha promovido su uso internacional para obtener resultados comparables
cuando se utilice en distintos laboratorios y por diferentes analistas. El método de la OMS esta recomendado para el recuento de fibras
de amianto en la Directiva 2003/18/CE que modifica la Directiva 83/477/CEE sobre la proteccion de los trabajadores contra los riesgos
relacionados con la exposicién al amianto durante el trabajo (12.2.).

1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Este método describe el procedimiento a seguir y el equipo necesario para determinar la concentracién de fibras en aire expresada en
numero de fibras por centime tro cubico, mediante la captacion en filtro de membrana y recuento por microscopia dptica de contraste
de fases. Este método puede utilizarse para evaluar la exposicidon personal a las distintas variedades de amianto y a cualquier otro tipo
de fibras naturales, artificiales y/o sintéticas. También se puede aplicar para medir la concentracion de fibras en el ambiente laboral con
el fin de evaluar la eficacia de las medidas de control de procesos y proteccién colectiva, para la vigilancia de los efectos obtenidos con
la modificacién de los procedimientos de trabajo y para la deteccidn de fuentes de contaminacion. También se puede utilizar en
epidemiologia.

Este método no permite diferenciar los tipos de fibras por lo que, si se requiere esta identificacion, es necesario utilizar otros
procedimientos y técnicas analiticas como son la microscopia de luz polarizada y dispersion, la microscopia electronica de transmision
y de barrido, la difracciéon de rayos X, el analisis quimico, la espectrofotometria infrarroja, etc. Otro inconveniente asociado a este
método es el limite de visibilidad que se puede obtener con un microscopio 6ptico. Asi, aunque para un microscopio correctamente
ajustado el limite de visibilidad esta en torno a 0,13 um - 0,15 um, en la practica, las fibras visibles mas pequenas son de alrededor de
0,20 um - 0,25 um de diametro. Por lo tanto, los resultados obtenidos por este procedimiento representan un indice de la concentracion
numérica de fibras y no una medida absoluta del nimero de fibras presentes.

El intervalo de aplicacién de este método depende de los requisitos de densidad o concentracion aceptable de fibras en la muestra y de
los volumenes de muestreo (véase 6.2. y 10.1.). Exceptuando las situaciones en las que el tiempo de muestreo esté forzosamente
limitado, el limite inferior del intervalo de aplicaciéon puede situarse en valores muy bajos. Asi por ejemplo, con un muestreo de 1200
litros de aire se puede establecer un limite inferior de medida de 0,02 fibras/cm3. Por otra parte, la reduccién del volumen de muestreo
permite llevar el limite superior de dicho intervalo hasta concentraciones muy altas, como por ejemplo 25 fibras/cm3 con un muestreo
de 15 minutos a un caudal de 1 litro/minuto, manteniéndose siempre los citados requisitos de densidad de fibras en la muestra.

El limite de deteccidn de la concentracion de fibras en aire depende del limite inferior de recuento de fibras en una muestra y del
volumen de aire muestreado, de forma que, si se fija un volumen minimo de 480 litros, se puede establecer un limite de deteccién de
0,01 fibras/cm3. Pueden alcanzarse limites de deteccion aun mas bajos, incrementando proporcionalmente el volumen de muestreo.
Por el contrario, es importante resaltar que una reduccion del volumen de muestreo da lugar a que el limite de deteccion se incremente
en la misma proporcién (véase 10.3.).

Y
2. DEFINICIONES
Para los fines de este método, se aplicaran las siguientes definiciones:
Fibra: Particula con una longitud >5 pm, diametro o anchura <3 ym y una relacion longitud/diametro >3.
Campo de recuento: Zona de la superficie del filtro delimitada por la reticula de ocular donde se realiza el recuento de las fibras.

Valores de referencia o de consenso: Valor "verdadero" que caracteriza una cantidad perfectamente definida, en las condiciones
existentes cuando se considera esa cantidad (12.3.).

NOTA: El valor verdadero de una cantidad es un concepto tedrico y, en general, no se puede conocer exactamente.
Valor limite: Cifra de referencia para la concentracion de un agente quimico en aire (12.3.).

NOTA: Los valores limite estan en su mayor parte establecidos para periodos de referencia de 8 horas.

3. FUNDAMENTO DEL METODO

La muestra se recoge haciendo pasar un volumen conocido de aire a través de un filtro de membrana mediante una bomba de
muestreo. El filtro se transparenta con vapor de acetona y se prepara con un liquido de contraste sobre un portaobjetos de
microscopia. Utilizando un microscopio de contraste de fases que suministre alrededor de 500 aumentos vy, siguiendo unos criterios



preestablecidos, se procede a contar las fibras que se encuentran en un cierto nimero de campos o areas determinadas del filtro,
elegidos de forma aleatoria.

A partir de las fibras contadas, el nimero de campos observados y la superficie efectiva del filtro se calcula el numero de fibras en la
muestra. Del numero de fibras en la muestra y del volumen de aire recogido se obtiene la concentracion ambiental, expresando el
resultado final en fibras por centimetro cubico de aire.

Y
4. REACTIVOS Y PRODUCTOS
4.1. Acetona de calidad para andlisis
PRECAUCION: SUSTANCIA INFLAMABLE: Frases (R):11. Frases (S): 9-16-23-33 (Real Decreto 363/1995) (12.4.).

Y
4.2. Triacetato de glicerina (triacetina) con un indice de refracciéon 1,51.
NOTA: Puede ser suficiente utilizar triacetina de grado laboratorio.

Y
4.3. Etanol para limpieza de portaobjetos y cubreobjetos
PRECAUCION: SUSTANCIA INFLAMABLE. Frases (R):11. Frases (S): 7-16 (Real Decreto 363/1995) (12.4.).
4.4, Agua desionizada libre de fibras (12.5.).

Y

5. APARATOS Y MATERIAL
5.1. Equipo y material para latoma de muestra

5.1.1. Muestreador. Esta constituido por (véase figura 1):
5.1.1.1. Portafiltro para filtro de 25 mm de diametro. El portafiltro tiene una base y una tapa o cubierta, ambos con tapon de cierre.

5.1.1.2. Protector o cuerpo extensor. Elemento conductor de la electricidad de una longitud entre 1,5y 3,0 veces el diametro efectivo
del filtro, que se une a la base del portafiltro y que sirve para mejorar la distribucion del depdsito de polvo y evitar la contaminacion
accidental. Debe ser metalico o de un material que evite el riesgo de pérdida de fibras por los efectos producidos por cargas
electrostaticas.

5.1.1.3. Soporte del filtro. Uno o dos discos de celulosa (dependiendo del modelo de portafiltro) de 25 mm de diametro para garantizar
la distribucion uniforme del paso de aire durante la toma de muestra.

5.1.1.4. Filtro de membrana de ésteres de celulosa o nitrato de celulosa de 25 mm de diametro y un tamafio de poro de 0,8 - 1,2 ym.
Es recomendable que presente cuadricula impresa para la localizacién de los planos focales en los que se encuentran las fibras. La
calidad de los filtros a utilizar se comprobara mediante los blancos de lote como se especifica en el capitulo 8.

FIGURA 1
Vista de los componentes de un muestreador para la captacion de fibras en aire
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NOTA: Con el fin de reducir al minimo la contaminacion de las muestras, los portafiltros y los protectores estaran perfectamente limpios
y libres de fibras por lo que se limpiaran minuciosamente en el caso de que sean reutilizados. Los filtros se manipularan unicamente
con pinzas de puntas planas y solo se sacaran de sus cajas cuando vayan a necesitarse.

5.1.2. Tubo flexible. Tubo de plastico o goma para conectar la bomba de muestreo al muestreador. Debe ser de longitud y diametro
adecuado a fin de evitar estrangulamientos y fugas en las conexiones.

5.1.3. Bomba de muestreo. Bomba capaz de mantener un funcionamiento continuo durante todo el tiempo de muestreo y adecuada al
procedimiento establecido. La fluctuacion del caudal no debe ser superior a £10% del valor requerido para caudales <2 I/min y a +5%
para caudales =2 I/min.

Para muestreos con caudal volumétrico nominal <5 I/min se recomiendan bombas para el muestreo personal del tipo P que cumplan
los requisitos de la norma UNE EN 1232 (12.6.). Para muestreos con caudales superiores a 5 litros por minuto se recomiendan bombas

que cumplan los requisitos de la norma UNE EN 12919 (12.7.).

5.1.4. Medidor de caudal (caudalimetro). Instrumento o sistema que permita medir el caudal de la bomba con una sensibilidad
minima de 10 % para caudales <2 I/min y de +5% para caudales >2 I/min. El medidor de caudal puede ser de burbuja de jabén, de
superficie variable, de flotacion con apoyo (rotametro), etc. y debe estar calibrado y ser trazable a patrones nacionales o
internacionales.

5.2. Equipo y material para la preparacion de la muestra
5.2.1. Portaobjetos de vidrio adecuados al tamano del filtro (por ejemplo, de 76x25 mm y de 0,8-1,0 mm de espesor).

5.2.2. Cubreobjetos de vidrio adecuados al tamafio del portaobjetos y del filtro con grosor compatible con el disefio del objetivo
utilizado (normalmente entre 0,16 y 0,19 mm de espesor).

NOTA: Un grosor incorrecto iria en detrimento de la calidad de la imagen final.

5.2.3. Pinzas para la manipulacion del filtro. Deben ser de alta calidad y sin ranuras en la punta. Pueden ser tanto de tipo punta ancha
como punta fina.

5.2.4. Dispensador de gotas o micropipeta
5.2.5. Papel especial para limpieza de lentes que no desprenda fibras.

5.2.6. Generador de vapor de acetona para transparentar el filtro. Existen de diferentes tipos siendo los mas empleados el
evaporador de reflujo, el sistema de caldera y el dispositivo de bloque caliente, también llamado evaporador automatico (véase Anexo

A).

5.2.7. Horno de plasma que permite emplear un plasma de oxigeno generado mediante radiofrecuencias. Se utiliza para atacar la
superficie de los filtros después del transparentado con acetona.

NOTA: Este equipo sélo es necesario en el caso de que las fibras a analizar tengan un indice de refraccién (n,) menor o igual a 1,51

(véase Anexo B).



5.3. Equipo y material para el analisis (recuento de fibras)
5.3.1. Microscopio que cumpla las siguientes especificaciones:
5.3.1.1. lluminacién mediante una fuente de luz Kohler o similar, que ilumine la muestra de manera uniforme.

NOTA: Se recomienda un filtro éptico verde para garantizar las mejores condiciones de contraste de fases, ya que la optica esta
disefiada para esta longitud de onda (A = 500 nm - 570 nm).

5.3.1.2. Oculares. Deberan elegirse entre los que dan un aumento total de 400X a 600X, preferiblemente de 500X, que corresponde,
por ejemplo, a un objetivo de 40X y ocular de 12,5X. Al menos un ocular debe permitir la insercion de una reticula; es preferible que el
ocular sea del tipo enfocable.

5.3.1.3. Telescopio centrador o lente Bertrand para comprobar que los anillos de fase del condensador estan centrados con
respecto al objetivo.

5.3.1.4. Reticula del ocular para delimitar la superficie de recuento en el filtro. La reticula recomendada es la reticula circular de
Walton-Beckett del tipo G-22, concebida expresamente para el recuento de fibras con las dimensiones especificadas en este método.
Esta reticula proyecta un circulo de 100 ym de diametro en el plano del objeto, que corresponde a lo que se denomina campo de
recuento. Véase Anexo C para especificacion de la reticula.

5.3.1.5. Objetivos. Se dispondra de objetivos de contraste de fases positivo de 10 y 40 aumentos. El objetivo de 10X se utiliza para el
control preliminar de la uniformidad del depdsito de polvo en el filtro y la localizacion de la cuadricula impresa en el filtro. El objetivo de
40X se emplea para el recuento de fibras, recomendandose que su apertura numérica esté comprendida entre 0,65 y 0,75 (a ser
posible de 0,65 a 0,70), y que tenga una absorcién del anillo de fases entre el 65 % y el 85 % (preferiblemente 65 % y 75 %).

5.3.1.6. Condensador de contraste de fases Abbe o acromatico, en un soporte enfocable y centrable. El ajuste del centrado del anillo
de fases tiene que ser independiente del mecanismo de centrado del condensador.

5.3.1.7. Platina con dispositivo mecanico ajustable para desplazamiento X-Y y pinzas de sujecion para el portaobjetos.
5.3.2. Accesorios del microscopio

5.3.2.1. Micrometro de objeto para calibrar la reticula del ocular. Debe tener una escala de 1 milimetro de longitud con divisiones en
intervalos de 10 um, siendo preferible que estas divisiones fueran de 2 um. Debe estar calibrado y ser trazable a patrones nacionales e
internacionales.

NOTA: Se recomienda disponer de dos micrémetros de objeto; uno se puede utilizar como micrémetro patrén y otro como micrémetro
de trabajo. El micrometro de trabajo se calibrara por comparacion con el micrémetro patron.

5.3.2.2. Portaobjetos de verificacion del limite de visibilidad para evaluar la resolucién del microscopio. El Unico comercializado
hasta la fecha es el portaobjetos para contraste de fases "Mark II" HSE/NPL (véase figura 2). Consiste en un portaobjetos convencional
que tiene grabadas una serie de lineas paralelas de anchura decreciente agrupadas en siete bloques, separados por espacios
intermedios de 20 um.

FIGURA 2
Representacion de un portaobjetos de verificacion del limite de visibilidad Mark Il (HSE/NPL)
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6. TOMA DE MUESTRAS
6.1. Procedimiento de muestreo

6.1.1. Se prepara la bomba de muestreo (5.1.3.) y se ajusta al caudal de trabajo segun se indica en el apartado 6.2. y Anexo D.

6.1.2. Se dispone un nuevo muestreador, se retira la tapa, se comprueba que el filtro no esta dafiado y se conecta a la bomba
mediante el tubo flexible asegurandose de que no existen fugas.

6.1.3. Se sujeta la bomba de muestreo en el cinturon del trabajador o en su bolsillo. Se coloca el muestreador en la zona de respiracion
del trabajador (por ejemplo: sujeto a la parte superior de la solapa o al hombro), orientado hacia abajo y procurando evitar
estrangulamientos del tubo flexible. En el caso de muestreos en lugares fijos, véanse las indicaciones del Anexo E.

6.1.4. Se pone en marcha la bomba y se anota la hora, la temperatura, la presion atmosférica y el caudal que corresponden al inicio del
muestreo. Se controla la duracién de la muestra de acuerdo con lo indicado en el apartado 6.2.

6.1.5. Transcurrido el tiempo de muestreo se desconecta la bomba y se vuelve a colocar la tapa del muestreador, cerrandolo
debidamente para su almacenamiento y transporte (véase 6.3.). Se vuelve a anotar la hora, la temperatura, la presién atmosférica y el
caudal que corresponden al final del muestreo.

NOTA 1: Si se observase que el filtro esta dafiado, debe rechazarse la muestra correspondiente.

NOTA 2: Si la diferencia medida en las lecturas del caudal antes y después de la toma de muestra es superior al 10%, debe
rechazarse la muestra.

6.1.6. Se identifican las muestras de forma clara poniendo una etiqueta en el exterior del portafiltro. Se disponen las muestras en lotes
para su traslado al laboratorio. Con cada lote de muestras debe incluirse un blanco de campo (véase 6.3.y 8.2.).

NOTA: El filtro no debe extraerse hasta su analisis.

6.2. Caudal de muestreo y duracion de una muestra

El caudal de muestreo y la duracién de la muestra deben ser adecuados para que el filtro presente una densidad de fibras 6ptima o al
menos aceptable para el recuento, segun se indica en el apartado 10.1. Esto requiere hacer una estimacion previa de la posible
concentracion de fibras existente en el aire, para lo que pueden ser Utiles los datos de mediciones anteriores u otras de similares
caracteristicas. Si no se dispone de ninguna otra informacion al respecto, se recomienda tomar el valor limite como punto de partida.

Se recomienda que el caudal de la bomba esté comprendido entre 0,5 y 2,0 I/min, aunque para muestras de corta duracién o cuando
se esperen concentraciones muy bajas de fibras, el caudal puede aumentarse hasta un maximo de 16 I/min (véase 5.1.3.). Para la
medida del caudal se tendran en cuenta las indicaciones del Anexo D.

NOTA: La eficacia del muestreo de las fibras es practicamente independiente del caudal de muestreo. El caudal de muestreo se puede
variar siempre que se obtenga la densidad de fibras apropiada en la muestra y que sea compatible con la capacidad de funcionamiento
eficaz de la bomba ylo del muestreador. Los caudales recomendados tienen en cuenta esta circunstancia.

La duracion apropiada de una muestra, para un determinado caudal de muestreo, teniendo en cuenta la concentracion esperada en
aire, se puede calcular mediante la expresion:

A L 1 Axf
t=—X—X = (1)
a Cm 1.000Q CmxQx1.000

donde:

t es la duracion de la muestra, en minutos;

A es el area efectiva del filtro, en mm?2 (véase Anexo F);

a eselareade lareticula, en mm?;

L  es el depdsito de fibras requerido en la superficie de la reticula, en fibras/campo;



f es la densidad de fibras requerida en la muestra en fibras/mm2;

C, es la concentracion media de fibras esperada durante el muestreo, en fibras/cm3;

Q es el caudal de muestreo, en litros por minuto. Ejemplo: Para la medida de concentraciones de 0,1 fibras/cm3, y considerando el
valor minimo aceptable de densidad de fibras en filtro de 64 fibras/mm?2, resulta necesario un tiempo de muestreo no inferior a
120 minutos a un caudal de 2 litros por minuto (area efectiva de filtro estimada: 385 mm2; area de reticula: 0,00785 mm?2).

NOTA 1: Para medir el tiempo de muestreo se recomienda usar cronémetros calibrados que sean trazables a patrones nacionales.

NOTA 2: Cuando se tomen muestras en ambientes muy contaminados con otras particulas no fibrosas (polvo), sera necesario reducir
el tiempo de duracién de la muestra para evitar las interferencias en el recuento de las fibras por un exceso de particulas.

Y
6.3. Almacenamiento y transporte

Para prevenir contaminaciones lo mejor es almacenar y transportar los filtros en los propios muestreadores herméticamente cerrados.
El transporte se llevara a cabo en un contenedor rigido, con material amortiguador suficiente y de forma que los filtros queden
orientados hacia arriba. No se debe utilizar cajas con poliestireno expandido.

NOTA: No se empleara ningun fijador con el propdsito de adherir las fibras a la superficie del filtro ya que esta operacion esta
desaconsejada.

7. ANALISIS
7.1. Preparacion de la muestra

NOTA: CONDICIONES DE LIMPIEZA: En todo momento se deben mantener unas condiciones de limpieza adecuadas del material y
la zona de trabajo para evitar la contaminacién de la muestra. En el proceso de preparacion de la muestra se debe trabajar sobre
superficies limpias y los portaobjetos, cubreobjetos, pinzas, etc. se revisaran y se limpiaran antes de su uso con papel de lentes o de
seda industrial.

7.1.1. Se abre con cuidado el muestreador y con ayuda de las pinzas se retira el filtro, asiéndolo por el borde en la zona no expuesta.
Se monta el filtro sobre un portaobjetos (5.2.1.) colocandolo hacia arriba, donde quedara sujeto por efecto de las fuerzas electrostaticas.

NOTA: Se montara preferiblemente el filtro entero. Si por alguna circunstancia especial fuera necesario dividir el filtro, el corte se
realizara con un escalpelo o bisturi (nunca con tijeras), presionando verticalmente y pasando siempre por el centro del filtro. Los
segmentos asi obtenidos, en forma de cufia, deben tener al menos un 25 % de la superficie total. La operacion de corte del filtro puede
producir pérdidas importantes de fibras que afecten a los resultados de los recuentos.

7.1.2. Se transparenta el filtro haciendo incidir vapor de acetona sobre él, utilizando alguno de los métodos o sistemas que se
describen en el Anexo A. Una vez transparentado, se dejan pasar unos minutos para permitir que la acetona se evapore totalmente del
filtro.

NOTA: MEDIDAS DE SEGURIDAD: El vapor de acetona es muy inflamable y ligeramente téxico. En ningun caso debe utilizarse en las
proximidades de una llama. El transparentado de la muestra se hara en una zona aislada y ventilada o en campana de humos.

7.1.3. Se procedera a completar el montaje de la muestra con la aplicacion del liquido de contraste y la colocacién del cubreobjetos
(5.2.2.). Para ello, dependiendo del indice de refraccién de las fibras (n,) (véase Anexo B), se utilizara el método de la triacetina o el

tratamiento plasma de oxigeno/agua, segun se describe a continuacion.

7.1.3.1. Montaje con triacetina para fibras de amianto y otras fibras con n, > 1,51.

Se afade una gota (alrededor de 10 pl) de triacetina con una micropipeta sobre el filtro transparentado y se coloca un cubreobjetos,
depositandolo en posicién inclinada suavemente y sin presionar, para que no queden burbujas de aire atrapadas. La triacetina debe
cubrir todo el filtro evitando que sobrepase los bordes.

Se deja pasar unas 24 horas para dar tiempo a que el filtro sea embebido completamente por la triacetina. Transcurrido ese tiempo la
muestra esta lista para el analisis. Se puede acelerar este proceso calentando la preparacion durante 15 minutos a unos 50 °C
aproximadamente.

NOTA: Una vez preparada, la muestra sera estable y podra ser conservada durante mas de un ario sin deterioro apreciable, siendo



conveniente guardarla en posicion horizontal. La aplicacion de una capa de barniz sobre los bordes del cubreobjetos sella la muestra y
mejora su conservacion.

7.1.3.2. Tratamiento plasma de oxigeno/agua, aplicable a las fibras con n, < 1,51.

El filtro transparentado con la acetona se coloca en el recinto del portamuestras del horno de plasma (5.2.6.). Durante unos 7 minutos,
se somete a la muestra a un caudal de oxigeno de 8 ml/min y a una radiacion por radiofrecuencias con una potencia directa y reflejada
de 100 y 2 W, respectivamente (12.8.). La muestra asi tratada se deja enfriar, se saca y se le afiaden una o dos gotas de agua
destilada, cantidad que, al igual que en el caso de la triacetina, debe ser capaz de cubrir todos los espacios entre la muestra y el
cubreobjetos sin que llegue a rebosar.

NOTA: Hay que asegurarse de que el agua utilizada esté libre de fibras contaminantes. En caso necesario, se debera proceder a su
filtrado. Las muestras preparadas con este procedimiento no se pueden considerar permanentes ya que se deterioran con el tiempo.

7.1.4. Por cada grupo de muestras preparadas simultdneamente se prepara un blanco de laboratorio (véase 8.3.).

7.2. Calibrado y ajuste del microscopio

7.2.1. Ajuste del microscopio. Se seguiran cuidadosamente las instrucciones del fabricante para el ajuste del microscopio, incluyendo
el centrado de los anillos de fase. La verificacion de este ajuste se realizara en cada jornada de trabajo, antes de comenzar la sesion
de recuentos, y siempre que se cambie cualquier lente o se realice una operacion que pueda afectar al mismo.

7.2.2. Calibrado de la reticula del ocular. Una vez instalada la reticula Walton-Beckett (5.3.1.4.) se procedera a su calibracién. Este
proceso consiste en medir, con ayuda del micrometro de objeto, el tamano de las divisiones y el diametro del circulo que corresponde
al area del campo de recuento, como se especifica en el Anexo C. Se recomienda verificar la calibracion de la reticula antes de
comenzar cada sesion de recuento.

7.2.3. Verificacion del limite de visibilidad. La verificacion del limite de visibilidad o resolucion del microscopio se llevara a cabo con
ayuda del portaobjetos de verificacion Mark [l HSE/NPL (5.3.2.2.). Para considerar una combinacién microscopio/observador
satisfactoria, las lineas del bloque 5 tienen que ser visibles, las del bloque 6 pueden serlo parcialmente y las de 7 no deben verse en
absoluto. Se recomienda realizar esta verificacion antes de comenzar cada sesion de recuento.

7.3. Procedimiento para el recuento y medida de las fibras

7.3.1. Exploracién previa. Se coloca la muestra preparada en el microscopio y se enfocan las fibras. Con un objetivo de bajos
aumentos (10X) se hace un barrido visual de la superficie completa del filtro a fin de verificar la uniformidad del depésito de las fibras.

La distribucion de las fibras debe verse uniforme, salvo en la zona correspondiente al borde del filtro que, al estar protegida por el
cuerpo intermedio del portafiltros, debe quedar libre de polvo y fibras. Si se pone de manifiesto que hay marcadas diferencias de
densidad de fibras en los distintos campos o agregacion masiva de fibras o de polvo, el filtro debe ser rechazado.

7.3.2. Recuento de fibras. Una vez realizada satisfactoriamente la exploracién, se cambia al objetivo de 40X y se enfoca el plano de la
muestra, facilmente localizable al coincidir con el de la reticula impresa de los filtros. Se procede al recuento de las fibras y a la
seleccion de los campos de recuento aplicando los criterios que se indican en 7.3.2.1.y 7.3.2.2.

El recuento finalizara al alcanzar un numero de 100 fibras contadas; si ese nimero de fibras no se alcanzase, se seguira hasta
examinar 100 campos. Sin embargo, se contaran las fibras de 20 campos como minimo, aunque haya en ellos mas de 100 fibras.

7.3.2.1. Criterios de recuento.

NOTA: Las fibras suspendidas en aire y recogidas en filtros de membrana presentan gran variedad de formas, desde fibras aisladas de
formas sencillas hasta configuraciones y aglomerados complejos, que pueden dificultar la caracterizacion y discriminacion de las fibras
para realizar su recuento.

Los recuentos se llevaran a cabo aplicando los siguientes criterios:

1. Se considerara fibra toda particula con longitud mayor de 5 um, didmetro menor de 3 um y relacion longitud/diametro superior a
3.

2. Si el diametro de la fibra no es uniforme, se estimara un diametro medio para comparar con su longitud a efectos del criterio
anterior. Las protuberancias que aparecen en las fibras, muchas veces debido a la presencia de sustancias como la resina, no
seran consideradas en la estimacion diametro (figura 3 (a)). En caso de duda, se considerara que el diametro es inferior a 3 pm.

3. Cuando la fibra tiene ambos extremos dentro del campo de recuento, se cuenta como una unidad, y, si solo tiene un extremo
dentro del campo, se contara como media fibra. No se contaran las fibras que, aun estando parcialmente dentro del campo de



recuento, tienen ambos extremos fuera de él (figura 3 (a) y figura 3 (b)).

. Una fibra hendida o dividida es aquella que en alguna de sus partes aparece como unica y solida, y en otras, presenta un
aspecto enramado (figura 3 (b)). Las fibras hendidas se consideraran como fibras individuales y su diametro debe medirse en la
parte entera y no en la ramificada.

. Cuando varias fibras estan agrupadas, pero es posible distinguir cada una de ellas, se contaran por separado (figura 3 (c)). Si

no es posible distinguir las fibras facilmente, no se consideraran a menos que el aglomerado se ajuste a las dimensiones de
una fibra individual, en cuyo caso se contara como una unidad.

. Las fibras que aparezcan unidas a particulas no fibrosas se consideraran, a efectos del recuento, como si la particula no
existiera. La longitud de la fibra se considerara unicamente en su parte visible salvo en el caso de que, se observe claramente
que la fibra continda al otro lado de la particula (figura 3 (d)).

FIGURA 3 (a)
Ejemplos de aplicacion de los criterios de recuento: fibras aisladas
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FIGURA 3 (b)
Ejemplos de aplicacion de los criterios de recuento: fibras con los extremos dentro del campo y fibras divididas
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FIGURA 3 (c)
Ejemplos de aplicacion de los criterios de recuento: agrupaciones de fibras
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FIGURA 3 (d)
Ejemplos de aplicacion de los criterios de recuento: fibras unidas a particulas
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7.3.2.2. Seleccion de los campos de recuento
Se realizara aplicando los siguientes criterios:

1. Los campos en los que se realizaran los recuentos se elegiran al azar en todo el area del filtro y deberan ser representativos de
la superficie del mismo.

2. Se evitaran aquellos campos situados a menos de 4 mm del borde del filtro (zona donde la acumulacién de carga electrostatica
hace mas probable que se produzca la pérdida de fibras) o a 2 mm de una linea de corte (en las excepciones en las que el filtro
no se hubiera montado completo).

3. Para elegir estos campos puede hacerse una division hipotética del filtro en partes iguales (por ejemplo, cuadrantes),
seleccionando en cada una de ellas un nimero aproximadamente igual de campos.

4. Los campos se situaran por desplazamientos aleatorios y alternativos X-Y de la platina. El enfoque del microscopio se debe
ajustar en cada campo y, posiblemente, con cada una de las fibras contadas.

5. Se deben rechazar aquellos campos en los que:
a. Una de las lineas de la reticula impresa en el filtro obstruye total o parcialmente el campo.

b. Un aglomerado de fibras y/o particulas, particulas aisladas o burbujas de aire ocupan una superficie superior a un
octavo del campo de recuento.

c. El microscopista estima que la imagen de las fibras no esta suficientemente clara para que puedan ser contadas de
manera fiable.

6. Si el nimero de campos rechazados fuera superior al 10% del nimero de campos aceptados, o el microscopista considerase
que la muestra fuera inadecuada para el recuento o sesgada, se debe rechazar la muestra e indicar la razén del rechazo en el
informe de resultados.



NOTA: CONDICIONES DE TRABAJO DURANTE EL RECUENTO: Las condiciones de trabajo durante el recuento, es decir, practicas
de trabajo y condiciones de laboratorio fundamentalmente, pueden afectara la calidad de los resultados. Asi, factores como la
anotacion de los recuentos, el entorno que rodea al microscopista, la carga de trabajo o la fatiga ocular, pueden dar lugar a importantes
discrepancias en los resultados de los recuentos. A ser posible, se debe reducir al minimo la fatiga ocular mediante un entorno sin
vibraciones, con una iluminacion suave que evite la luz natural fuerte, con un asiento cémodo y estableciendo periodos de descanso
entre recuentos.

Y
8. BLANCOS
Se utilizan tres tipos de filtros blancos:
8.1. Blancos de lote.
Filtros extraidos directamente de las cajas adquiridas al suministrador, que se montan y recuentan para verificar que los filtros son
aptos para su uso. Se recomienda analizar 1 filtro por cada 25 de la misma caja o lote.

Y

8.2. Blancos de campo.

Filtros que se someten a las mismas operaciones que los de muestreo, pero sin quitar la tapa protectora ni pasar aire a su través y sin
colocarselos al trabajador. Posteriormente se preparan y recuentan como el resto de las muestras. Se recomienda que el nimero de
blancos sea como minimo el 2% del nimero total de muestras tomadas.

8.3. Blancos de laboratorio.

Filtros que se utilizan para descartar posibles contaminaciones en el laboratorio y que se toman de las cajas o lotes verificados
satisfactoriamente. Estos filtros se preparan y recuentan a la vez que las muestras a analizar, tomandose un blanco de laboratorio por
cada grupo de muestras preparadas simultaneamente.

La concentracién maxima admisible de fibras en los filtros blancos es la que corresponde a un recuento de 5 fibras en 100 campos
reticulares, que equivale a aproximadamente 6,4 fibras/mm2,

Si en el recuento de un blanco se obtienen valores excesivamente altos de fibras, se investigaran primero posibles causas achacables
al proceso analitico (error del microscopista, contaminacion del cubreobjetos). Si se concluye que el problema tiene su origen en el
filtro, se rechazara el lote completo. Si se deduce que ha habido una contaminacion, los resultados obtenidos en el lote de muestras al
que corresponde el blanco deberian rechazarse, aunque siempre pueden tomarse como orientativos y considerarlos solo una
estimacion aproximada de la concentracion de fibras en el punto de muestreo.

9. CALCULOS
9.1. Determinacion del niumero total de fibras en la muestra

La cantidad de fibras en la muestra se obtendra a partir de la siguiente expresion:

donde:

F es el numero total de fibras en el filtro;

N es el numero de fibras contadas;

A es la superficie efectiva del filtro, en mm?2 (Véase Anexo F);

n es el numero de campos contados;



a es el area correspondiente a un campo de recuento, en mm2.

También puede utilizarse la expresion siguiente:

donde:

F es el numero total de fibras en el filtro;

D es el diametro efectivo del filtro, en mm;

N es el numero de fibras contadas;

d es el diametro de la reticula de recuento, en uym;

n es el numero de campos contados.

9.2. Determinacion de la concentracién de fibras en aire

La determinacion de la concentracién de fibras en el aire, C, expresadas en fibras por centimetro cubico de aire Se lleva a cabo
dividiendo el numero de fibras en el filtro, F, obtenido a partir de las expresiones (2) o (3) entre el volumen de aire muestreado.

F F

4)
1000xV 1000 x Qxt

donde:

C es la concentracion, en fibras/cms3;

F es el nUmero total de fibras en el filtro;

V es el volumen de aire muestreado, en litros;

Q es el caudal de aire a través del filtro, en I/min;

t esladuracién de la toma de muestra, en min.

10. PRECISION, EXACTITUD Y LIMITE DE DETECCION

10.1. Precision

La precisiéon de este método depende principalmente del numero total de fibras contadas en la muestra y de la uniformidad de Su
distribucién en la Superficie del filtro. El depdsito aleatorio de fibras en el filtro Se ajusta con bastante fidelidad a una distribucion de
Poisson, y por tanto Su desviacién estandar Se calculara mediante la expresién N2, Siendo N el numero de fibras contadas. Esto
Supone una desviacion estandar relativa (s,p) o coeficiente de variaciéon del 10% para un recuento de 100 fibras y del 32% para un

recuento de 10 fibras. En la tabla 1 figuran los valores de s,p calculados para distintos valores de N.



Tabla 1
Coeficientes de variacion para distintas cantidades de fibras contadas segun una distribucion de Poisson

. sp(%) S p(%) Limites de confianza del 90% para la media de determinaciones repetidas

n° de fibras |Poisson Real (Numero de fibras)
(tedrica) |(experimental)
| inferior ’ superior

5 45 49 2,0 ’ 11,0
| 7 | 38 | 43 | 32 ] 14,0
| 10 |32 | 37 | 5,1 ] 18,5
| 20 |22 | 30 | 11,7 ] 33,2
| 50 |14 25 | 33 ] 76

80
’ ’ 11 ’ 23 ’ 53 ’ 118
| 100 | 10 | 22 | 68 ] 149
| 200 | | 21 | 139 ] 291

A partir de recuentos de 50 fibras, el coeficiente de variacién de Poisson Se reduce considerablemente y Se hace practicamente
constante, llegando a valores 6ptimos para recuentos entre 80 fibras y 100 fibras. Los recuentos superiores a 100 fibras no presentan
una mejora apreciable de la precision.

En la practica, la desviacion estandar real es mayor, porque a la variacion de Poisson hay que anadir los componentes de variacion
subjetivos inter e intralaboratorio. En la tabla 1 se indican los valores de la desviacion estandar relativa real (S;g), que se proporcionan

en el método de la OMS como valores medios de un laboratorio tipo que tiene implantado un sistema de calidad con un funcionamiento
satisfactorio. Estos valores pueden oscilar ligeramente dependiendo de la fuente de los datos. El coeficiente de variacion
intralaboratorio medio para muestras de densidades >64 fibras/mm?2 obtenido en los 10 ultimos afios de ejecucion del Programa
Interlaboratorios de Control de Calidad de Fibras de Amianto (PICC-FA) es del 21%. Para muestras de densidad >90 fibras/mm? el
coeficiente de variacion global de los resultados obtenido en el PICC-FA es del 20%. Estos valores que corresponden a los laboratorios
esparioles, son algo inferiores a los encontrados en otros programas similares de otros paises (12.9.y 12.10.).

Tanto si se considera la precisién de Poisson como la experimental, la densidad 6ptima de fibras en la muestra, teniendo en cuenta el
numero de campos de recuento posibles (7.3.2.), se sitia en el intervalo 100 fibras/mm? - 650 fibras/mm?2 aproximadamente, que es el
que permite obtener recuentos entre 80 fibras y 100 fibras. Este intervalo de densidad éptima puede ser ampliado sin una reduccion
importante de la precision, hasta un intervalo aceptable de 64 fibras/mm?2 a 1000 fibras/mmZ2. Por debajo de 64 fibras/mm2, equivalente
aproximadamente a 50 fibras en 100 campos, los recuentos tienen menor precision y en consecuencia los resultados tendran mayor
incertidumbre, por lo que esta circunstancia debera indicarse en el informe de resultados (12.11.). En la tabla 1 se indican los limites de
confianza para distintos valores de fibras contadas basados en la desviacién estandar experimental.

En el caso de los recuentos de otras fibras diferentes del amianto es esperable una variabilidad similar a la encontrada para las fibras
de amianto. En una prueba de intercomparacion para la determinacion de fibras minerales artificiales (FMA) desarrollada en el afio
2000 entre laboratorios espafoles, se encontré que se podrian aplicar los mismos parametros y criterios de control que en las
determinaciones de fibras de amianto (12.12.).

10.2. Exactitud

La exactitud de este método no se puede evaluar al no ser posible conocer el valor verdadero de la concentracién de fibras en una
determinada nube de polvo. Por otra parte, no tiene sentido considerar el sesgo del método por tratarse de un método de referencia.
Sin embargo, si hay que tener en cuenta la desviacién o sesgo de los resultados de los recuentos respecto de los valores de referencia
o de consenso asignados a las muestras, a través de los controles de calidad internos y externos. A este respecto, los datos extraidos
del Programa Interlaboratorios de Control de Calidad de Fibras de Amianto (PICC-FA), indican una desviacién media de los resultados

de los laboratorios espafioles respecto a los valores de consenso del conjunto de participantes proxima a £12% (12.9.).

La presencia en una muestra de diferentes tipos de fibras o particulas puede afectar negativamente a la exactitud del resultado. La
superposicion casual de par ticulas no fibrosas puede dar lugar a un recuento incompleto del nimero de fibras, dependiendo del
tamafo y la concentracién de las particulas que interfieren. En la practica, los efectos de la superposicion casual sobre el recuento son
pequefios, por lo que no van a afectar de manera importante a los resultados obtenidos con la aplicacion de este método.

Por otra parte hay que tener en cuenta que los microscopistas tienden a contar por defecto cuando la densidad de fibras es alta y por
exceso cuando la densidad es baja, lo que puede conducir a una subestimacion o sobrestimacion de la exposicion respectivamente.
Nunca debe realizarse ningun tipo de correccion por este motivo.

Las particularidades de la muestra que pueden afectar a la disminucién de la exactitud del recuento de las fibras deben ser indicadas
en el informé de resultados.



10.3. Limite de deteccién

El limite de deteccion de este método se puede estimar en 0,01 fibras/cm3, siempre que el volumen de aire muestreado sea como
minimo de 480 litros. Este valor se deduce a partir del limite inferior de recuento de fibras en el filtro y se puede modificar dependiendo
del volumen de muestreo (véase tabla 2).

El limite inferior de recuento de fibras en un filtro esta estimado en 10 fibras en 100 campos. Este es un valor acordado que se ha
deducido teniendo en cuenta que su limite inferior de confianza para el 90%, coincide con el nUmero maximo aceptable de fibras en un
filtro blanco (véase tabla 1). Dado que los intervalos de confianza para los resultados de los recuentos estan calculados sobre la
precision intralaboratorio, no puede descartarse que en la practica, tanto el limite inferior de recuento como el limite de deteccion,
puedan tener valores mas altos.

Los resultados por debajo del limite inferior de recuento no son cuantificables, por lo que en estos casos la concentracién en aire se
expresara como inferior al limite de deteccion que corresponda, de acuerdo con el volumen de aire muestreado.

Tabla 2
Valores del limite de deteccion para la concentracion de fibras en aire en funcion del volumen de muestreo

Volumen de aire muestreado |Limite de deteccion en aire

Limite inferior de recuento litros fibras/cm3
] 10 ] 0,50
] 25 ] 0,20
_ | 50 ] 0,10
. 12,7 fibras/mm?2 |4.900 fibras en filtro ’ 90 ’ 0.05
10 fibras / 100 campos
*) **) ] 120 ] 0,04
y 240 ] 0,02
] 480 ] 0,01
] 960 ] 0,005

(*) Areticula = 0,00785 mm? ;
(**) Al]til =385 mm?2.

11. ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD

Este método esta basado en el recuento optico de las fibras y, por tanto, existiran variaciones subjetivas sistematicas entre diferentes
laboratorios o incluso dentro de un mismo laboratorio que pueden dar lugar a discrepancias significativas en los resultados. Por esta
razon, se requiere que el personal que aplique este método reciba previamente la formacion y entrenamiento adecuado y que el
laboratorio implante un sistema de calidad en el que se establezca un control de calidad interno y se participe de forma continua en
programas de intercomparacion de resultados o control de calidad externo (12.9.).
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ANEXO A
Procedimientos parala obtenciéon de vapor de acetona

A.1 Método del bloque caliente

Es el método mas recomendado. Consiste en un dispositivo dotado de un calentador integral, en el que se inyecta la cantidad minima
de acetona necesaria para transparentar un filtro (véase figura A1). La acetona se evapora y sale por un orificio en forma de chorro,
directamente sobre el portaobjetos en el que se ha colocado el filtro con la cara muestreada hacia arriba y las lineas del reticulo
impreso paralelas a los bordes del portaobjetos. Es necesario inyectar unos 0,25 ml de acetona para que el dispositivo la haga llegar
en forma de pequefio chorro de vapor sobre la muestra y la transparente. Las versiones comerciales de este dispositivo se utilizaran
siguiendo las instrucciones del fabricante.

FIGURA A1
Esquema que representa el método del bloque caliente
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Nota 1: MEDIDAS DE SEGURIDAD: Las pequefias cantidades de acetona utilizada en la preparacion de cada muestra hacen que el



riesgo de explosion o incendio sea minimo, pero aun asi se deben mantener las adecuadas medidas de seguridad. Estos equipos
generalmente no requieren un sistema de extraccion localizada, siendo suficiente su ubicacién en una zona bien ventilada manteniendo
el recipiente de acetona cerrado cuando no se use.

Y
A.2 Método de la caldera
En el método de la "caldera" la acetona se evapora en un recipiente alto y estrecho de fondo plano, dotado de un serpentin refrigerante

situado cerca del extremo superior (véase figura A2). Para el transparentado, el portaobjetos con el filtro se coloca en el soporte rigido

que dispone la tapa del recipiente. El equipo emplea unos 30 ml de acetona para el proceso de transparentado y la fuente de calor,
para evaporar la acetona sin llegar a inflamar, la produce un bafio de aceite recirculante. Los vapores generados por bafios de agua
caliente no suelen ser suficientes para una transparentacion adecuada del filtro. El agua fria que circula por el serpentin hace
condensar los vapores de acetona en la parte alta del equipo de forma que éstos quedan confinados en la parte inferior del recipiente.

El procedimiento a seguir es el siguiente:

a. Se introducen en el fondo del recipiente unos 30 ml de acetona y se abre el agua de refrigeracion para que circule por el
serpentin.

b. Se tapa el recipiente y se calienta por medio del bafio de aceite hasta producir la ebullicion de la acetona.

c. Se retira la tapa y en el soporte de alambre se coloca el portaobjetos en cuyo centro se ha situado el filtro con la superficie
muestreada hacia arriba y con las lineas del reticulo paralelas a los bordes del portaobjetos.

d. Se vuelve a colocar la tapa para que el portaobjetos quede sumergido en vapores de acetona.
e. Se deja tapado los segundos necesarios para la transparentacién del filtro al cabo de los cuales se puede sacar.

FIGURA A2
Esquema que representa el método de la caldera
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Nota 2: Aunque la refrigeraciéon con agua del serpentin confina los vapores de acetona en una region y reduce tanto el riesgo de
incendio como de inhalacion de los vapores, la cantidad de acetona que se introduce en el dispositivo debe ser minima y se retirara del
mismo cuando no se vaya a usar. Es decir, la produccién de vapores debe reducirse unicamente al tiempo del proceso de
transparentado. El transparentado debe realizarse en una campana extractora, y siempre que sea posible el recipiente permanecera
cerrado y con la prohibicién de fumar en sus proximidades.

A.3 Método de evaporacién por reflujo o del refrigerante de reflujo

El equipo consta de un matraz de tres bocas: la central esta equipada con una columna de condensacion; una de las laterales va
provista de un tapon y se utiliza para introducir la acetona liquida; la tercera boca va equipada con una llave de apertura y cierre y es la
que se utiliza para la salida del vapor de acetona (véase figura A3). Utilizando un sistema de calentamiento se lleva la acetona a
ebullicién hasta conseguir un chorro de vapor uniforme. El filtro, montado en un portaobjetos que se sujeta con pinzas, se coloca a una
distancia de 15 a 25 mm de la boca de salida del vapor de acetona durante unos tres y cinco segundos. Para conseguir un efecto
uniforme se mueve el filtro lentamente delante del chorro de vapor hasta que quede transparente.

FIGURA A3



Esquema que representa el método de evaporacion por reflujo
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Nota 3: Si el vapor es escaso, no se conseguira transparentar el filtro. Si es excesivo, especialmente si aparecen gotas de acetona, se

destruira el filtro debido a que lo disuelve o lo encoge hasta un tamario que lo deja inservible. El portaobjetos no debe estar

precalentado, ya que el vapor de acetona debe condensarse sobre el portaobjetos para obtener una correcta transparencia del filtro. El

transparentado se debe realizar en campana extractora.

indices de refraccion de algunas fibras empleadas industrialmente

ANEXO B

Y

En este Anexo se recoge una lista, no exhaustiva, de materiales fibrosos que se pueden encontrar con mayor frecuencia en la industria

cuyo indice de refraccion es mayor de 1,51.

TIPO DE FIBRA ’ DENOMINACION

AMIANTO

’ Crisotilo

’ Amosita

’ Crocidolita

’ Actinolita

’ Antofilita

’ Tremolita

Otros silicatos naturales fibrosos

’ Wollastonita

’ Vermiculita

Fibras minerales artificiales

’ Fibra de vidrio

’ Lana mineral (escoria o roca)

’ Lana de vidrio

’ Fibras ceramicas refractarias

Especificaciones parala adquisicion y calibrado de la reticula de ocular

La utilizaciéon de una reticula de ocular nos permite delimitar y calcular el area del campo de vision utilizado para el recuento de las

ANEXO C

fibras y proporciona imagenes de referencia y escalas de tamafios para medirlas. Se recomienda la reticula de Walton-Beckett del tipo



G-22 ya que su disefio se adapta expresamente al recuento de fibras de las dimensiones especificadas en este método. La reticula
(véase figura C1) es circular y esta dividida en cuatro cuadrantes por dos ejes, horizontal y vertical, en los que se han insertado dos
escalas de 5 ym y 3 um, respectivamente. Alrededor del circulo se sitian una serie de figuras con la longitud, diametro y relacién
longitud-diametro que corresponden a la definicién de fibra respirable utilizada para el recuento. La reticula debe tener un diametro de
100 pym en el plano del objeto.

FIGURA C1
Reticula de Walton-Beckett del tipo G22
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C.1 Especificaciones de la reticula

Para adquirir la reticula deben especificarse el tipo de microscopio, el diametro del disco de vidrio en el que va impresa, el diametro
real y el diametro aparente de la misma. Estos datos se pueden determinar de la siguiente forma:

a. Se ajusta el microscopio como para proceder a un recuento de fibras y se inserta en el ocular cualquier reticula disponible.

b. Se coloca un micrémetro de objeto (5.3.2.1.) en la platina del microscopio y se enfoca hasta que las lineas graduadas se vean
con nitidez. Se mide la longitud aparente de la reticula (L) en micras.

c. Se retira la reticula del ocular y se mide su longitud real (Y) en milimetros. Esto se puede hacer utilizando el calibre que
generalmente viene dispuesto en la platina del microscopio. Para ello se coloca la reticula sobre un portaobjetos y, con una
observacion a bajos aumentos, se mide el desplazamiento de la platina necesario para ir de un extremo a otro de la misma. La
medida de Y debe realizarse con una precision del £2 %.

d. Lalongitud real (x) en mm, que corresponde a una longitud aparente de 100 micras, se calcula mediante la expresion:
x =100 Y/L (6)
X sera, por tanto, el diametro real a especificar en la adquisicién de la reticula.

Ejemplo: Se dispone de un disco de vidrio de 17 mm con una reticula Porton impresa que presenta una longitud aparente (L) de

108 pym y una longitud real (Y) de 4,50 mm. Por tanto, el diametro real (x) para el diametro aparente de 100 micras, que resulta de la
expresion (6), es 4,17 mm. Se debe especificar al suministrador una reticula Walton-Beckett tipo G22 de 100 um de diametro aparente
con un diametro real de 4,17 mm en un disco de vidrio de 17 mm de didmetro.

ey
C.2 Calibracién de la reticula

La reticula debe ser calibrada a su recepcién mediante el siguiente procedimiento:

[N

. Ajustar el microscopio en las condiciones habituales de uso.
2. Colocar un micrometro de objeto sobre la platina del microscopio (véase figura C2).
3. Asegurarse de que la distancia interpupilar de los oculares esta correctamente ajustada.

4. Enfocar el microscopio sobre las divisiones de la escala del micrémetro de objeto.



5. Situar la reticula del ocular sobre las divisiones graduadas del micrémetro, de forma que pueda contarse el numero de
divisiones enteras abarcadas por la misma.

6. Sien un extremo quedara menos de una division de la escala, estimar esta fraccién y sumarla al nimero de divisiones enteras
medidas, expresando el resultado en micrémetros.

Este resultado es el diametro aparente de la reticula del ocular (d) o diametro de la reticula de recuento en micrémetros que se emplea
para el calculo de la cantidad de fibras en el filtro segun la ecuacion (3). Este diametro debe estar comprendido entre 98 um'y 102 pm,

y en caso contrario debe rechazarse la reticula por estar fuera de especificaciones.

FIGURA C2
Reticula circular superpuesta en la escala del micrémetro de objeto

ANEXO D
Medida del caudal de la bomba de muestreo y calibracién de los medidores de caudal

D.1 Medida del caudal (calibracién de la bomba)

El caudal de la bomba empleada en los muestreos, tanto personales como en puntos fijos, debe ser medido antes y después de
realizado el muestreo. Esta operacién, también conocida como calibracion de la bomba, se llevara a cabo utilizando un medidor de
caudal (caudalimetro) adecuado (5.1.4.).

La medida del caudal o calibracion de la bomba se debe realizar en condiciones representativas de la toma de muestra, con la bomba
conectada a un muestreador al que se ha retirado la tapa y colocado hacia abajo. La longitud y diametro de los tubos de conexion
seran similares a los empleados en la toma de muestra.

Es recomendable que la medida del caudal se haga en el mismo lugar de muestreo. Cuando esto no sea posible y se den diferencias
superiores al 5% en la presion o la temperatura entre un lugar y otro, puede ser necesario hacer una correccion de caudal. Deben
consultarse las especificaciones de la bomba para conocer en qué medida el caudal puede verse afectado por diferencias en las
condiciones atmosféricas.

Cuando sea necesario hacer esta correccion, el caudal real de muestreo se determinara mediante la siguiente expresion:

Q= Qg (P x Ty / Py xTy)% (5)
donde:

Qr es el caudal real de muestreo, en litros por minuto;

Q¢ es el caudal correspondiente a la calibracion de la bomba, en litros por minuto;

P¢  es la presién atmosférica en el lugar de calibracion de la bomba, en kilopascales;

Pa es la presion atmosférica en el lugar del muestreo, en kilopascales;

Tc es latemperatura en el lugar de la calibracion de la bomba, en grados Kelvin;



Ta es la temperatura media durante la toma de muestra, en grados Kelvin;

D.2 Calibracién de los medidores de caudal (caudalimetros)
Los medidores de caudal deben calibrarse periédicamente y ser trazables a patrones nacionales o internacionales. Cuando se utilice el
sistema de la bureta invertida como caudalimetro de burbuja de jabén, la calibracion incluye la bureta empleada para medir el volumen

y el crondmetro utilizado para medir el tiempo.

Nota: Cuando se disponga de un cierto nimero de medidores de caudal, puede resultar de interés disponer de un medidor patrén con
el que se puedan calibrar los medidores de trabajo. El medidor patron debe ser en este caso calibrado periddicamente y trazable a
patrones nacionales o internacionales, y se utilizara solo para el control de los medidores de trabajo y no con otro fin, prestando
atencion a las indicaciones del certificado de calibracion. El medidor patron debera tener una amplitud de escala igual o superior a la de
los medidores de rutina.

La calibracién de los medidores de rutina con el medidor patron se hara de acuerdo con un procedimiento establecido y documentado
para el que se tendran en cuenta, entre otras, las siguientes indicaciones:

. Los dos medidores de caudal (el de trabajo y el patrén) se deben colocar en serie conectados con un tubo de goma de longitud
minima, cuyo diametro no sea inferior al de la entrada de los medidores.

. Todas las conexiones tienen que ser herméticas y no deben existir estrechamientos o valvulas entre los dos medidores.
. La calibracién debe incluir todos los posibles caudales de trabajo previstos.

Se recomienda una frecuencia anual para la calibracién de los caudalimetros patron y mensual para los de trabajo, aunque esta ultima
dependera de la frecuencia de los muestreos. Se pueden establecer intervalos mas largos si se puede justificar documentalmente que
esto es posible.

Y

ANEXO E
Muestreo en un punto fijo

E.1 Objetivo de los muestreos en un punto fijo

Los muestreos en un punto fijo o0 muestreos estaticos ambientales se utilizan para medir la concentracién de fibras en el aire de los
locales de trabajo u otros recintos con fines diversos como la deteccién de fuentes de contaminacion, la evaluacion de la eficacia de las
técnicas de control y proteccion colectiva, la determinacién de las concentraciones de fibras de fondo, etc. Los muestreos en punto fijo
no sustituyen a los muestreos personales, ya que normalmente no se plantean con una estrategia que permita una medida
representativa de la exposicion personal (12.13.).

Cuando se trata de determinaciones de fibras de amianto, la mayor parte de las mediciones ambientales tienen como objetivo
confirmar la ausencia de contaminacion en el aire. Esto puede ser necesario en diferentes circunstancias entre las que se relacionan
las siguientes:

a. Después de la retirada de materiales de amianto en el interior de edificios, para asegurarse de que no existen riesgos por la
presencia de amianto en el aire (indice de descontaminacion).

b. En el exterior de los encerramientos o zonas confinadas durante las intervenciones sobre materiales de amianto friables, para
verificar que el sistema funciona adecuadamente y no existen fugas de aire contaminado que afecten a las areas adyacentes.

c. En la zona limpia del interior de las unidades de descontaminacién para confirmar la ausencia de contaminacion.

d. En el aire de los locales donde existan materiales con amianto para verificar su buen mantenimiento y estado.

E.2 Toma de muestra

Los parametros y la metodologia empleada en los muestreos fijos son, en su mayoria, los mismos que se utilizan en los muestreos
personales, pero, ademas, es necesario tener en cuenta las indicaciones particulares que se dan a continuacion.

E.2.1 Localizacion de los puntos de muestreo

Los muestreadores se sujetaran sobre un soporte fijo, situado normalmente entre 1 y 2 m por encima del nivel del suelo, orientados



hacia abajo dejando la libre circulacién de aire alrededor. Deben situarse teniendo en cuenta las posibles fuentes de polvo o aire limpio
y evitando las corrientes de aire cruzadas de mas de 1 m/s, ya que éstas pueden reducir el nimero de fibras recogidas.

Los puntos de muestreo se localizaran teniendo en cuenta las caracteristicas del recinto y el objetivo del muestreo. Por ejemplo, en las
mediciones para la deteccién de posibles fugas en los encerramientos o areas confinadas, los puntos de muestreo deben situarse en
los lugares criticos como son la proximidad de las juntas y uniones de las laminas de plastico, cerca de los extractores o unidades de
presion negativa, etc.

E.2.2 Caudal de la bomba y volumen de muestreo

En los muestreos fijos el caudal puede ser superior al empleado en los muestreos personales, pudiendo llegar hasta 16 litros por
minuto si la bomba y el muestreador lo permiten. De esta forma sera posible muestrear los volimenes elevados de aire que son
necesarios para medir concentraciones bajas en condiciones adecuadas de precision y exactitud (véase 10.1.y 10.2.). Se calculara el

volumen minimo de muestreo de forma que el limite de deteccion resultante sea adecuado para el objetivo de la medicién (véase 10.3.).
E.2.3 Procedimiento de muestreo para la medida del indice de descontaminacion
La toma de muestra se realizara teniendo en cuenta los siguientes puntos (12.14.):

1. Las muestras se tomaran antes de retirar los encerramientos o barreras de contencion del aire, después que el recinto haya
sido completamente limpiado y esté seco, y después de una detallada inspeccién visual en la que no se detecte ninguna traza
de escombro o polvo residual.

2. Se debe provocar la suspension en el aire de las posibles fibras sedimentadas y ocultas en zonas poco visibles. La perturbacion
del polvo sedimentado se puede hacer utilizando cepillos o escobas, golpeando las superficies accesibles, o provocando una
corriente de aire dirigida hacia paredes, techos, suelos, columnas, etc.

3. Las acciones de perturbacion de las fibras sedimentadas se haran durante al menos 5 minutos antes del comienzo del
muestreo y se repetirdn aproximadamente cada hora mientras dure el muestreo o cuando se tome una nueva muestra.

4. Mientras dura el muestreo se pueden disponer ventiladores de aire orientados hacia el techo funcionando a baja velocidad. Si
existe alguna instalacion de aspiracion de aire, ésta debera estar desconectada.

5. El volumen de muestreo debe ser de al menos 480 litros y es recomendable una duracién minima de cuatro horas. Es posible
alcanzar estas condiciones con dos 0 mas muestras consecutivas que supongan como minimo este volumen de aire y estén
tomadas a distancias menores de un metro de una a otra.

Nota: Todos los instrumentos empleados para remover el polvo deben considerarse como elementos contaminados, y por tanto, deben
ser limpiados o eliminados como residuos de amianto.

E.2.4 Nimero de muestras

El nimero de muestras a tomar dependera del objetivo de la medicion. Por ejemplo, en la medida de la concentracion de fibras de
fondo o en las evaluaciones ambientales de seguimiento periddico, el nimero de muestras necesario sera menor que cuando se mide
el indice de descontaminacion. En la medida del indice de descontaminacion se recomienda calcular el nUmero de muestras minimo a
tomar cémo el nimero entero préximo que resulte de aplicar la siguiente expresion (12.14.):

Numero de muestras = A1/3-1
donde A se determina de la siguiente forma:

1. Sila altura del encerramiento es inferior o igual a 3 metros o si es superior a 3 metros pero es presumible que en la posterior
ocupacion de la zona de trabajo so6lo habra personas a nivel del suelo, el valor de A correspondera a la superficie del
encerramiento en metros cuadrados.

2. Enlos demas casos, A es 1/3 del volumen del encerramiento en metros cubicos. Si hubiera objetos voluminosos en el interior
como por ejemplo una caldera, su volumen se restara del volumen total del recinto para calcular A.

En la tabla E1 se indica el nimero minimo de muestras que resulta de aplicar estos calculos a recintos de diferentes superficies y
volimenes.

Tabla E1
Numero de muestras recomendadas segun el tamaino del recinto

Superficie | Volumen del recinto | Nimero minimo de
(m2) (m3) muestras

<10 1



’ <50 ’ 150 ’ 2
’ 200 ’ 600 ’ 4
’ 500 ’ 1500 ’ 6
’ 1000 ’ 3000 ’ 9
’ 5000 ’ 15000 ’ 16
’ 10000 ’ 30000 ’ 20

En general, son necesarias dos muestras como minimo, a no ser que el volumen del recinto sea menor de 10 m3 o la superficie de la
zona de trabajo, inferior a 50 m2. En cualquier caso, esta estimacion del nimero de muestras es sélo aproximada y no tiene
significacién tedrica, por lo que el responsable del muestreo puede juzgar en cada caso si fueran necesarias mas muestras.

E.3 Criterios de recuento

Los criterios de recuento para las muestras tomadas en un punto fijo son las mismas que para las muestras personales aunque se
recomienda contar hasta 200 campos ya que es muy probable que el numero de fibras contadas en 100 campos sea muy pequefio.

En la mayor parte de las muestras es poco probable que se alcancen los valores de densidad minima adecuada para el recuento de
fibras, por lo que se deberan tener en cuenta las indicaciones del capitulo 10 para la expresion e interpretacion adecuada de los

resultados.

Nota: Es importante considerar que en el ambiente, y por tanto en las muestras, puede haber otras fibras ademas de las fibras de
interés. Esto puede significar una interferencia importante en el caso de las mediciones de amianto, dando lugar a que muestras de
ambientes no contaminados den resultados por encima del limite inferior de recuento. Este problema no se puede resolver por este
método, ya que no esta permitido ningtn tipo de diferenciacién entre las fibras que no sea el estrictamente dimensional por lo que, si se
presenta, es necesario recurrir a otros procedimientos basados en técnicas analiticas que permitan identificar cualitativamente las
fibras como la microscopia electronica.

ANEXO F
Determinacion de la superficie efectiva del filtro

El area util o superficie efectiva del filtro se calcula midiendo el diametro de la superficie expuesta del filtro en la toma de muestra. Esta
medida puede obtenerse aplicando el siguiente procedimiento:

a. Se coloca una pequeiia cantidad de polvo coloreado oscuro (por ejemplo, de carbén, cemento o arena) en un recipiente de 2 a
5 litros y se tapa.

b. Se sacude el recipiente para provocar una nube de polvo, se quita la tapa y se introduce un muestreador conectado a una
bomba de muestreo. Se muestrea aire del interior de recipiente hasta que se forme un depésito visible sobre el filtro.

c. Se quita el filtro del soporte y se monta en un portaobjetos preparandolo como se describe en 7.1.3.

d. Se coloca la preparacion en la platina del microscopio. Mediante una observacion a bajos aumentos se localiza el centro
geométrico del circulo creado por el polvo en la superficie del filtro. A partir de dicho centro se localizan los extremos de un
hipotético didmetro y se recorre de un punto a otro mediante el desplazamiento de la platina. La longitud del desplazamiento de
la platina, calculada por diferencia de la posicién del nonius entre ambos extremos, se tomara como una medida del diametro
de interés. Este diametro no debe ser inferior a 20 mm.

e. Se repite la medida para dos diametros en cada filtro y tres filtros distintos en muestreadores separados. Cuando las medidas
de los diametros entre filtros no difieran en mas de 1 mm se calcula su media aritmética y el resultado se utiliza como diametro
efectivo del filtro. En caso contrario, se debera investigar el proceso de muestreo y de preparacion de la muestra para descubrir
las causas de esta anomalia.

f. Si se utilizasen distintos tipos de muestreadores, el proceso de calculo se deberia repetir con cada uno de ellos.

Nota: Es aconsejable repetir todo el procedimiento de medida periédicamente (cada 12 meses aproximadamente) para asegurarse de
que se conoce el area util del filtro. También se ha de volver a medir si cambia alguno de los componentes del soporte que le puedan
afectar.

Y
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