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Protocolo de validacion para la determinacion de vapores organicos
en aire exhalado mediante su concentracion en un adsorbente solido
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0. INTRODUCCION

La validacion de un procedimiento de medida establece, mediante estudios sistematicos de laboratorio. que las caracteristicas de dicho
procedimiento cumplen las especificaciones relativas al uso previsto de los resultados analiticos. El proceso de validacién permite el
conocimiento de las caracteristicas de funcionamiento del método y proporciona un alto grado de confianza en el mismo y en los
resultados obtenidos al aplicarlo.

A fin de establecer los procedimientos de medida utilizados para la determinacion de la concentracion de gases y vapores organicos en
aire exhalado es necesario prefijar unos criterios de comportamiento que incluyan, entre otros, los valores maximos del sesgo y de la
precisidon que se deben conseguir bajo condiciones de laboratorio similares a las reales. Estos criterios también deberan incluir posibles
influencias ambientales, entre las que cabe destacar la humedad, dado el tipo de muestra a recoger.



1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Este protocolo especifica los requisitos generales de comportamiento que deben cumplir los procedimientos de medida para la
determinacion de la concentraciéon de vapores organicos en aire exhalado y se aplica a todos los procedimientos de medida con etapas
separadas de muestreo y, en su caso, seleccion de la fraccion de aire exhalado, mediante un sistema activo, captacion en un
adsorbente sdélido y posterior andlisis, incluyendo el transporte y almacenamiento de muestras.

2. DEFINICIONES
En este protocolo se utilizan los siguientes términos segun las definiciones que se dan a continuacion:
Aire exhalado final

Es la fraccion de aire exhalado recogida siguiendo un procedimiento predeterminado. Esta fraccion es la que mejor se puede identificar
con la fraccién alveolar.

Agente quimico
Es el gas o vapor susceptible de producir un efecto adverso para la salud.
Xenobiotico

Cualquier sustancia con actividad bioldgica, extrafia al organismo y presente en el mismo como consecuencia de la exposicion laboral
a un determinado agente quimico.

Exposicién (por inhalacidn)
Situacioén en la que el agente quimico esta presente en el aire inhalado por una persona.
Valor limite biolégico (VLB)

Es un valor de referencia de la concentracion del xenobidtico o de sus metabolitos en el aire exhalado, propuesto o adoptado como
guia para la evaluacion del riesgo potencial para la salud en el practica de la Higiene Industrial.

Valor verdadero

Valor "verdadero” o aceptado es la concentracién del agente quimico calculada a partir de los parametros de la atmdsfera, siempre que
el valor de la concentracion media indicada por un método independiente (corregida para cualquier sesgo conocido) esté dentro de
+10% del valor calculado.

Sesgo

Es la desviacioén o diferencia de los resultados obtenidos aplicando un procedimiento de medida con respecto al valor aceptado como
referencia o valor verdadero. El sesgo es una expresion de la inexactitud del método y representa el error sistematico total.

Precision

Es el grado de concordancia entre los resultados obtenidos aplicando el método repetidas veces, bajo condiciones determinadas. La
precision solo depende de la distribucion de errores aleatorios.

Intervalo de medida

Es el intervalo de concentraciones para las cuales el sesgo y la precision de un procedimiento de medida estan dentro de los limites
especificados.

Procedimiento de medida

Procedimiento utilizado para el muestreo y analisis de uno o varios agentes quimicos en el aire, incluyendo el almacenamiento y el
transporte de la muestra.

Volumen de ruptura

El volumen de ruptura del tubo adsorbente se define como el volumen de aire contaminado que puede pasarse a través de la primera
seccioén del tubo, antes de que la concentracion del contaminante en el aire eluyente alcance el 5% de la concentracion de entrada.



Eficacia de desorcién
Es la relacion entre la masa de contaminante desorbida de un tubo de muestreo y la masa adsorbida.
Validacion

Es el proceso para evaluar las caracteristicas de funcionamiento de un procedimiento de medida y verificar que se cumplen los criterios
exigidos a los datos.

Repetibilidad (r)
a. Cualitativamente

Es el grado de concordancia entre resultados sucesivos obtenidos con el mismo método sobre una materia idéntica sometida al
ensayo, en las mismas condiciones (siempre el mismo operador, igual aparato, igual laboratorio y en pequefios intervalos de
tiempo).

b. Cuantitativamente

Es el valor por debajo del cual esta situado, con una probabilidad especificada, el valor absoluto de la diferencia entre dos
resultados individuales obtenidos en las condiciones anteriormente expuestas.

En ausencia de otra indicacion se entendera que la probabilidad es del 95%.
Reproducibilidad (R)
a. Cualitativamente

Es el grado de concordancia entre dos resultados individuales obtenidos con el mismo método sobre una materia idéntica
sometida al ensayo, pero en condiciones diferentes (operadores distintos, aparatos diferentes, distintos laboratorios y/o épocas
diferentes).

b. Cuantitativamente

Es el valor por debajo del cual esta situado, con una probabilidad especificada, el valor absoluto de la diferencia entre dos
resultados individuales obtenidos en las condiciones anteriormente expuestas.

En ausencia de otra indicacion se entendera que la probabilidad es del 95%.
Incertidumbre de la medida

Estimacion que caracteriza el intervalo de valores en el que se sitia generalmente, con una determinada probabilidad, el valor
verdadero de la magnitud medida.

La incertidumbre de la medida incluye, en general, varios componentes. Algunos pueden estimarse a partir de la distribucion
estadistica de los resultados de una series de mediciones y pueden caracterizarse por la desviacion tipica muestral. La estimacion de
otros componentes solamente puede basarse en la experiencia o en otras informaciones.

Incertidumbre global

Es una cantidad utilizada para caracterizar, como un todo, la incertidumbre del resultado dado por un equipo o un procedimiento de
medida. Se expresa, en porcen taje, por una combinacion del sesgo y de la precision, generalmente de acuerdo con la férmula:

| X} " Xref | +2s
x 100
Xref

donde:

X es el valor medio de los resultados de un nimero n de mediciones

Xref €S el valor de referencia aceptado o verdadero

s es la desviacion tipica de las n mediciones



3. MATERIALES
3.1. Reactivos

Todos los reactivos deben ser de calidad analitica.

3.2. Aparatos

Los procedimientos de medida deben evaluarse bajo determinadas condiciones de laboratorio, para lo cual, ademas del material usual
de un laboratorio, deberan utilizarse otros instrumentos como los que se indican a continuacion:

3.2.1. Sistema de generacion de atmésferas de concentracion conocida (figura 1)

Figura 1
Sistema para generar la atmoésfera controlada

(1) entrada de aire; (6) camara de muestreo;

(2) filtro; (7) sensor de humedad,;

(3) humidificador; (8) cromatdgrafo de gases;

(4) inyector automatico; (9) sistema de captacion de aire exhalado.
(5) camara de mezcla;

3.2.1.1. Un sistema de generacion de concentraciones conocidas de vapor en aire, basado en el uso de una jeringa, un tubo de
permeacion, una célula de difusién o cualquier técnica equivalente.

3.2.1.2. Instrumentos necesarios para determinar el caudal en el sistema y para controlar y variar tanto la concentracion como la
humedad de la atmdsfera.

3.2.1.3. Una camara de exposicion construida con un material inerte como vidrio o politetrafluoretileno, con los accesorios necesarios
para poder recoger muestras de aire que simulen exhalaciones.

3.2.1.4. Equipo necesario para verificar la concentracion de la atmosfera durante todo el proceso de validacion. A tal efecto, suele
utilizarse un cromatoégrafo de gases equipado con un detector adecuado y una valvula de inyeccién de gases.

3.2.2. Equipo necesario para la seleccion de la fraccion final del aire exhalado y captacion del xenobiético
El sistema podria ser el representado en la figura 2, que consta de:

. Untubo de 1 m de longitud y 26 mm de diametro, conectado a una boquilla desechable con una valvula que se abre al entrar el
aire exhalado a través del sistema y se cierra al finalizar la exhalacién. El tubo esta calorifugado y recubierto por una camisa
aislante de 15 mm de espesor que permite mantener la temperatura a 40 - 45 °C.

. Una valvula de tres vias que esta conectada a:



I. 5 cm de la boquilla situada en el extremo del tubo descrito anteriormente;
Il. jeringa de gases instalada en un sistema de cremallera que permite el llenado y vaciado de la misma;
lll. tubo adsorbente (3.2.3.).

Como se observa en la figura 2, el sistema esta basado en la posibilidad de invertir el giro del motor que acciona la jeringa, con lo que

ésta realiza alternativamente movimientos de aspiracion de aire exhalado e impulsion hacia el tubo adsorbente, mediante el cambio
automatico de la posicion de la valvula de tres vias.

El mecanismo de control de la valvula de tres vias, segun se detalla en la figura 2, permite abrir las vias | y Il durante la etapa de
aspiracién de aire exhalado desde el tubo calorifugado, manteniendo la via lll cerrada. En una segunda etapa mantiene abiertas las
vias Il y lll para hacer pasar el aire exhalado aspirado en la etapa anterior a través del tubo adsorbente, manteniendo cerrada la via I.

Figura 2
Sistema de captacion de aire exhalado
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3.2.3. Tubo adsorbente, generalmente de vidrio o de metal, conteniendo un adsorbente o un soporte impregnado con reactivos (véase
4.2.1.) a través del cual se hace pasar la atmdsfera a una velocidad controlada por una bomba de muestreo.

3.2.4. Equipos para el analisis de gases y vapores organicos

4. PRUEBAS INTRALABORATORIO

4.1. Seleccién del método analitico

La seleccion del método analitico debe basarse en factores tales como:

4.1.1. Selectividad

Capacidad de un método analitico para determinar Unicamente los componentes que se pretenden medir.
4.1.2. Sensibilidad

Es la pendiente de la recta de calibracién que se obtiene cuando el resultado (o sefial) de la medida o una funcion de la misma se
representa frente a la cantidad o concentracién del analito.

4.1.3. Correspondencia biunivoca

Cada procedimiento de medida debe ser biunivoco, en el intervalo especificado de medida, esto es: que una y sélo una concentracion
debe corresponder al valor determinado analiticamente y viceversa.

4.1.4. Linealidad en el intervalo de aplicacion

La pendiente de la recta de calibracion debe ser constante en todo el intervalo de aplicacion del procedimiento de medida.

4.2. Establecimiento de las condiciones de muestreo

Las condiciones referentes al tipo de muestra (sangre total, suero, orina, etc.), momento del dia para la recogida de la muestra,
necesidad o no de aditivos para su adecuada conservacion, condiciones de transporte y tiempo maximo de conservacion vendran
determinadas por el tipo de indicador bioldgico escogido, el método de analisis seleccionado y los resultados obtenidos en las pruebas



experimentales para determinar las condiciones de estabilidad y conservacion
4.2.1. Seleccion del medio de captacion (adsorbente)

Debera estar basado en el conocimiento sobre el comportamiento de compuestos de la misma familia en diferentes tipos de
adsorbentes.

4.2.2. Determinacion de la eficacia de adsorcién

La eficacia de adsorciéon de un adsorbente se mide por el volumen de ruptura: Para la determinacién de dicho volumen se hace pasar,
a un caudal constante (véase 4.2.2.1.), el aire procedente de una atmdsfera contaminada a una concentracion de dos veces el valor
limite biolégico del compuesto o compuestos de interés y con una humedad relativa del 100%, a través de un tubo adsorbente
conectado, directamente o por medio de una valvula de inyeccion de gases apropiada, a un detector adecuado.

4.2.2.1. Caudal de muestreo

Sera el que determinen el disefio del aparato de recogida de muestra y las caracteristicas del tubo adsorbente.

4.2.2.2. Calculo del volumen de ruptura

El volumen de ruptura de un contaminante se calculara determinando el tiempo en el cual la concentracion en el aire efluente alcance
el 5% de la concentracion de la atmoésfera.

4.2.3. Volumen de muestreo recomendado

El volumen de muestreo recomendado no sera superior a dos tercios del volumen de ruptura calculado y estara en consonancia con la
sensibilidad del método analitico.

Y

4.3. Seleccién del procedimiento de desorcion

En los sistemas de adsorcion/desorcion uno de los factores mas importantes a tener en cuenta es el procedimiento de desorcién que
se debera elegir en funcién del procedimiento de medida objeto de la validacion. Dicho procedimiento de desorcion podra ser:

4.3.1. Desorcion con disolvente

En la eleccion del disolvente se tendran en cuenta las caracteristicas del adsorbente y del agente quimico, asi como la técnica analitica
a utilizar y las condiciones en las que se pretende realizar la medida. Pueden tomarse como guia los conocimientos sobre el
comportamiento de compuestos de la misma familia con el adsorbente seleccionado, si bien deberan estudiarse en cada caso las
condiciones 6ptimas de desorcion incluyendo volumen de desorcion, tiempo, temperatura, agitacion, etc.

4.3.2. Desorcion térmica

Las condiciones de desorcién se podran elegir en base al conocimiento del comportamiento de compuestos pertenecientes a la misma
familia quimica con el adsorbente seleccionado, si bien se debera estudiar en cada caso las condiciones éptimas de desorcion
(temperatura y tiempo de desorcion, naturaleza y caudal del gas, etc).

4.3.3. Determinacion de la eficacia de desorcion

La eficacia de desorcion se determina con muestras adicionadas con una cantidad de contaminante correspondiente a 0,5; 1y 2 veces
el valor limite biol6gico. Para esta determinacion se necesitan al menos tres muestras para cada nivel de concentracion. Para la
desorcion con disolvente se requiere una recuperacion minima del 75% con una desviacion relativa no superior al 7%, para cada nivel
de concentracién. Para la desorcién térmica la recuperacion minima sera del 95%.

NOTA: Se puede utilizar un procedimiento abreviado determinando la eficacia de desorcion con muestras adicionadas con cantidades
correspondientes a 0,5 y 2 veces el valor limite. En este caso el numero de muestras sera de 6, y no sera necesario calcular la eficacia
de desorcién para concentraciones intermedias si la diferencia entre los dos niveles determinados es inferior al 7%.

Y
4.4, Influencia de la concentracion sobre el procedimiento de medida

Se generan atmdsferas a dos niveles de concentracion diferentes: 0,5y 2 veces el valor limite biolégico, con una humedad relativa del
100%.

Se recogen 6 muestras por cada una de las citadas concentraciones, simulando en cada una de ellas la toma de aire proveniente de
una exhalacién. Las muestras se analizan inmediatamente después de su recogida siguiendo el procedimiento de medida en estudio.



Humedad
Concentracion relativa
100%
’ 0,5VLB ’ 6
’ 2 VLB ’ 6

Para cada nivel de concentracion habran de cumplirse los requisitos de sesgo y precision exigidos en el apartado 5.

En caso de no cumplir dichos requisitos, se deberan ensayar otros volimenes de muestra hasta delimitar las condiciones de aplicaciéon
del procedimiento de medida.

Y
4.5, Estudio de la conservacion de las muestras

Para determinar el tiempo que las muestras pueden estar almacenadas antes de su analisis, se generan atmodsferas a concentraciones
de 0,5y 2 veces el valor limite bioldgico, y con una humedad relativa del 100%.

Se recogeran un total de 24 muestras, doce por cada una de las citadas concentraciones, que se analizaran siguiendo el esquema
propuesto en la tabla siguiente:

Tiempo del ’ Concentracion
Analisis ’ 0,5 VLB ’ 2VLB
’ Inmediato ’ 3 ’ 3
’ 14 dias (T ambiente) ’ 3 ’ 3

La estabilidad durante el almacenamiento de las muestras es un factor critico en la evaluacién del método. Se considera que no existen
problemas de almacenamiento si los resultados obtenidos en los analisis efectuados a los 14 dias no difieren de los obtenidos con las
muestras analizadas inmediatamente, en mas de un 10%.

En funcién de los resultados obtenidos se estableceran las condiciones de transporte y almacenamiento de las muestras. En caso de
que puedan producirse problemas durante el almacenamiento y/o pérdidas en el transporte se recomienda introducir los cambios
necesarios para solucionar estos problemas.

NOTA: Este ensayo puede desarrollarse conjuntamente con el descrito en 4.4. recogiendo 12 muestras por cada una de las
concentraciones estudiadas (0,5 y 2 veces el VLB) al 100% de humedad relativa, efectuando el andlisis inmediato con la mitad de ellas
y reservando las restantes para comprobar la concentracion tras 14 dias de almacenamiento a temperatura ambiente.

-y
5. REQUISITOS INTRALABORATORIO
El procedimiento de medida debe cubrir el intervalo de concentracion dé 0,5 a 2 veces el valor limite bioldgico:
. La eficacia de desorcién para cada concentracion sera:
> 75% (desorcion con disolvente)

> 95% (desorcion térmica)

. El tiempo de almacenamiento admitido sera el tiempo maximo ensayado en el que la diferencia con los resultados de las
muestras analizadas inmediatamente sea < 10%.

. La desviaciodn tipica relativa para cada nivel de concentracion sera < 7%.

. El sesgo relativo expresado como 100 x | X - x| / X, para cada concentracion sera < 10% siendo x,¢; €l valor verdadero o

aceptado y i el valor medio de los resultados obtenidos para cada concentracion en 4.4.y 4.5

6. PRUEBAS INTERLABORATORIOS

Los métodos que cumplan los requisitos indicados en el apartado 5, pueden ser sometidos a una prueba interlaboratorios con el fin de
determinar su repetibilidad y reproducibilidad.

Antes del desarrollo de la prueba, los laboratorios participantes en la misma deberan disponer de la descripcién detallada del método



de toma de muestra y analisis y seguir las instrucciones del mismo a la hora de realizar los analisis.
El esquema minimo a seguir para el desarrollo de una prueba interlaboratorios sera:

. numero minimo de laboratorios participantes: 8
. numero minimo de niveles de concentracion: 2
. numero de muestras por nivel de concentracion: 2< n<6,

El analisis estadistico de los resultados y el calculo de la repetibilidad y reproducibilidad se realizara de acuerdo con la norma ISO 5725.

Y
7. INFORME DEL PROCESO DE VALIDACION
El informe debera incluir al menos la siguiente informacion:

Descripcion completa de la muestra.

Descripcion completa del equipo y condiciones de muestreo.

Descripcion completa del método analitico.

Valores calculados para la eficacia de desorcion.

Concentraciones ensayadas.

Valores obtenidos en los ensayos realizados.

Valores calculados para la precision, sesgo, r y R para cada concentracion.
Justificacién técnica de la omision de algun ensayo.

TQ -0 Q00O
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