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Introduccion

1 INTRODUCCION

1.1 El estireno: uso, produccién y exposicion laboral

El estireno es un compuesto liquido a temperatura ambiente, incoloro o
amarillento. Algunas de sus propiedades fisicas y quimicas se muestran en la
Tabla 1.1.

Tabla 1.1 Propiedades fisico-quimicas del estireno.

Férmula molecular CeHs-CH=CH:

Peso molecular 104,15 gr/mol

Peso especifico (25°C) 0,905 gr/cm3

Punto de ebullicién 145,2°C (760 mm Hg)

Presion de vapor 6,1 mm Hg (25°C)

Solubilidad 320 mg/l en agua
Soluble en etanol

El estireno fue descubierto por Bonastre en 1831. Simon descubrié su
propensién a polimerizar en 1839 después de exponerlo al aire. En 1867 Berthelot
sintetizd el estireno haciendo pasar acetileno y varios productos aromaticos a

través de un tubo de porcelana caliente.

Durante la Segunda Guerra Mundial, Estados Unidos comenzé un programa
para la produccién de gomas sintéticas; a partir de entonces se empezaron a

desarrollar polimeros para cuya sintesis se emplea estireno.

La produccién mundial de estireno crecié desde menos de 30.000 toneladas
en 1938 hasta 2,5 millones de toneladas en 1965. Entre 1965 y 1977 la
produccién mundial aumentdé a un ritmo del 12% anual (1). Al comienzo de la
década de los 90, el ritmo de crecimiento de la produccién fue del 7%. En 1993
la producciéon mundial fue de 17,8 millones de toneladas @). El estireno se
produce en los cinco continentes; los principales productores son EEUU, Japén y

los paises de la Unidn Europea.

La expansion en la produccion del monémero fue el paso preliminar para la
fabricacion del poliestireno y otros copolimeros de estireno. En los afios 30 el
estireno se consumia principalmente en la industria de la goma sintética. En
1977, un 10% del estireno producido a nivel mundial se utilizé para fabricar
goma de estireno-butadieno. En los dltimos afios la utilizacion del estireno se ha
ampliado hacia campos tales como: produccion de plasticos que contienen
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estireno, resinas, recubrimientos ypinturas. La produccién de poliestireno ha
crecido desde unos pocos miles de toneladas en 1937 hasta unos 9 millones de
toneladas en 1993. A partir de 1942, los plasticos reforzados y las resinas de
poliéster insaturadas encontraron un nuevo campo de utilizacion en
aplicaciones militares. La tecnologia y las aplicaciones asociadas con los
productos de plastico reforzado con fibra de vidrio se desarrollaron
enormemente durante la década de los 50. En 1948, se introdujo en el mercado
de los plasticos el copolimero acrilonitrilo-butadieno-estireno (ABS). Hasta la
fecha no existe un uso industrial significativo del estireno basado en reacciones
guimicas distintas de las de polimerizacién o copolimerizacion.

En la actualidad, el estireno se emplea en la produccion de polimeros y
copolimeros, tales como poliestireno, ABS, estireno-acrilonitrilo (SAN), estireno-
butadieno-latex (SB latex), estireno-butadieno (SBR), y una gran variedad de
resinas. La principal aplicacidon del poliestireno es la fabricacién de materiales
para empaquetado. El poliestireno expandido se emplea como aislante en la
construccion de viviendas y para equipos de refrigeracion. El ABS encuentra
aplicacion en el sector de la automocion. Los productos de SB latex se emplean
como recubrimiento de papel y cartén. En cuanto a la produccién de resinas,
aproximadamente un 5% del mondémero de estireno producido en la
actualidad se utiiza con este fin. El estreno se puede encontrar en
concentraciones de hasta el 40% en las mismas. Estas resinas se utilizan en la
fabricacion de diversos productos de plastico reforzado con fibra de vidrio,
tales como baferas, embarcaciones, duchas, tanques, contenedores, cabinas

y cascos. En la figura 1.1 se representan distintos productos de poliéster.

Al crecimiento en la producciéon y manipulacién de estireno y sus derivados
le ha acompafiado, I6gicamente, un aumento en el nimero de personas
expuestas al mismo en su puesto de trabajo, por un lado, y un interés creciente
en conocer cuales son las concentraciones de estireno que se alcanzan en el
ambiente y los efectos de esta exposicion sobre la salud de los trabajadores,
por el otro. En las fabricas de estireno o de los polimeros que lo contienen, las
concentraciones rara vez superan las 20 ppm (85 mg/m3), siendo lo normal
exposiciones promedio en el tiempo no superiores a 5 ppm (21 mg/m3) (2). Es
posible que las personas dedicadas al mantenimiento de estas plantas se
encuentren expuestas, de manera ocasional, a niveles de concentracidn
superiores.

El sector industrial en el que es mayor el riesgo de exposicion a estireno, es el
de la fabricacién de los productos de poliéster reforzado con fibra de vidrio,
especialmente en sectores como la construccion de embarcaciones y de
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Figura 1.1 Productos fabricados de poliéster reforzado con fibra de vidrio.

grandes depdsitos, donde se producen aplicaciones de resinas con alto
contenido en estireno. La presencia de estireno en el ambiente se debe
fundamentalmente a su evaporacion cuando las resinas que lo contienen se
extienden sobre la superficie del articulo que se esta fabricando. El fendbmeno
de evaporacion es tanto mas considerable cuanto mayor es la pieza a
construir. En momentos de gran exposicion se ha llegado a medir niveles de
concentraciéon ambiental de varios cientos de ppm. La evoluciéon del sector
hace que con el paso de los afios, los niveles de exposicion medios vayan
bajando (3,4), debido a dos razones fundamentales, por un lado, la mejora en
el proceso de fabricacion y por otro, el establecimiento de medidas higiénicas
gue no existian en los primeros afios de fabricacién de estos productos.

La industria de los plasticos reforzados ha tenido una evoluciéon
ininterrumpida desde su aparicién. La sencillez en la fabricacidn de estos
materiales, junto con la libertad de disefio y sus altas cualidades mecanicas,
son sus mayores ventajas, lo que les permite sustituir con éxito a muchos otros
materiales, en especial la madera y algunos metales. Desde el punto de vista
de la fabricacion, el desarrollo tecnolégico asociado a estos materiales permite
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producir desde pequefias piezas en unos pocos segundos a grandes

embarcaciones en unos POCOSsS meses.

Durante muchos afios, la practica totalidad de estos materiales estaba
constituida por laminados de fibra de vidrio y resinas de poliéster. A comienzos
de la decada de los 90, todavia el 90% de los plasticos de uso naval o industrial

corresponde a esta composicion (5).

Las resinas de poliéster forman un amplio grupo de polimeros obtenidos por
esterificacion de un dialcohol y un diacido y mezclados con un agente
reticulante, constituido por estireno monomérico. Este disolvente liquido que se
afade a la resina durante el proceso de fabricacion y que puede agregarse
posteriormente en cantidades variables para aumentar su fluidez, tiene la
funcion principal de entrecruzar las cadenas moleculares del poliéster y permitir

su polimerizacién (5,6) tal como se ilustra en la figura 1.2. El papel del estireno es

O ) bt
s sl o

W 0\ CHy=CH

4 CHameH

) o
\

T

h

=
G]
mn

(CHy - CH) (eha-cH),

(CHz~CH)y

POLYESTER POLYESTER POLYESTER

(cu,-cu)n . )
Hy—CH)

CHy~CH =1

(cHy~ch),,

(CH; —CN),.
POLYESTER

()

Figura 1.2 Papel del estireno en la polimerizacion.
(1) Estructuras presentes en la resina de poliester una vez preparada para la polimerizacion:
(a) moléculas de resina insaturada de bajo peso molecular
(b) moléculas de estireno
(c) moléculas de iniciador (catalizador)
(2) Estructuras presentes en las resinas de poliester curadas. Se produce el entrecruzado
mediante una reaccién de copolimerizacion por adicién.
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por tanto doble: como disolvente de la resina y como agente reticulante.

Los procesos de producciéon de piezas se basan en general en el esquema
de la figura 1.3. En todos los casos, el proceso se inicia con la creacion de un
modelo a partir del cual se obtiene un molde (7). El molde se recubre con una
cera y a continuaciéon se aplica una primera capa de gel-coat, que es un
barniz realizado a base de macromoléculas organicas pigmentadas y estireno,
mezclados con un sistema catalitico que favorece la reaccion de
polimerizacion. El espesor de la capa de gel-coat oscila entre 0,5 y 0,6 mm
llegandose en algunos procesos a espesores de 0,8 mm. Esta primera capa sera
finalimente la parte visible de la pieza fabricada. Cuando el gel-coat esta

completamente seco, se inicia la etapa de laminacion.

Resina + Aditivos Fibra de vidrio

v v

MODELO —p| MOLDE P Cera —> LAMINADO

Gel-coat MOLDEADO

-Manual DESMOLDEADO
-Proyeccion

-Semiautomatico L

TERMINACION
DEL

PRODUCTO

-Pegado
-Cortado
-Pulido

Figura 1.3 Esquema general de un proceso de fabricacion de piezas de plastico reforzado.

Como se ilustra en la figura 1.3, para el laminado se debe preparar una
mezcla o gel a base de resina, estireno y un sistema catalitico compuesto por
"catalizador" y "acelerador". El agente catalizador es un perdxido organico (en
la mayoria de los casos peroxido de metileticetona) cuya misidbn consiste en
generar radicales libres para la reaccion de adicion. Como acelerantes se

emplean normalmente, sales de niquel o cobalto o bien aminas aromaticas
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terciarias, que permiten que la reaccidn transcurra a temperatura mas baja de
la que se alcanzaria en su ausencia. Las proporciones de catalizador pueden
variar entre un 1 y un 2% en peso y las de acelerador entre el 0,1 y el 1% en

volumen (5,6).

Se define el tiempo de gel como aquel que transcurre desde la adicién del
catalizador hasta que la resina adquiere una consistencia gelatinosa. Este
tiempo varia en funcién de la temperatura y la dosificacion del catalizador y
acelerador. Una vez obtenido el gel, se procede generalmente al laminado,
que es el proceso mediante el que se depositan capas sucesivas de resina y
fibra de vidrio. Para otro tipo de piezas cuya caracteristica comun seria un
tamafio menor, se utiliza el moldeado, que consiste en la inyeccion de la
mezcla en un molde. Las técnicas de elaboracidon de piezas se pueden
clasificar en los siguientes grupos (8):

-Laminacidn manual: consiste en depositar la resina, de forma manual o
mediante maquinas, sobre una malla de fibra de vidrio donde se distribuye
utilizando un cepillo o un rodillo. Estas herramientas, ademas de distribuir el gel,
serviran para eliminar las burbujas de aire que podrian quedar ocluidas en el

material. En la figura 1.4 se ilustra este modo de trabajo.

Figura 1.4 Proceso de laminacion manual.

-Laminacién mediante proyeccion: esta técnica utiliza una maquina que va
cortando la fibra en pequerios trozos y, a continuacion, mediante el uso de una
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pistola aplica, de forma simultanea, los trozos de fibra generados y el gel sobre

el molde.

-Procesos semiautomaticos: Se clasifican en este grupo técnicas como
moldeado mediante uso de aire, moldeado por inyecciéon o moldeado con
planchas metalicas, en las que no hay operaciones manuales de aplicacién del
gel.

El proceso de polimerizacibn o curado genera una fuerte reaccion
exotérmica, que puede alcanzar temperaturas de hasta 200°C. Sin embargo en
los laminados de superficie la temperatura es mucho mas baja debido a la
mayor disipacion del calor.

La etapa final consiste en el desmoldeo y posterior terminacién del producto,

utilizandose para ello técnicas como pulido, pegado y cortado segun los casos.

Siguiendo este esquema de produccion se fabrica una gran variedad de
articulos y objetos tales como: mufiecos y otros elementos para carruseles de
feria, lanchas, barcas, piraguas, sanitarios (piscinas, baferas), depdsitos y
recipientes en general, tuberias (para saneamiento, abastecimiento de aguas,
residuos industriales, industria quimica, etc.), elementos de carroceria (para
coches, autobuses, trenes, autocaravanas, motorcicletas, etc.), carcasas para
pequefia maquinaria agricola, carcasas para pantallas luminosas y techos
translicidos, armarios de distribucion de electricidad y accesorios de industria
eléctrica (interruptores, aislantes, etc.), postes (para alumbrado, conduccioén de
energia déctrica o de telefonia), recipientes para baterias de automocién de
tamafios especiales, mobiliario de jardineria, varillas para estores de cortinas,

etc.

En el periodo 1992-1993 el Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el
Trabajo efectud un estudio sobre la situacidn en nuestro pais en relaciéon a la
exposicion laboral a estireno Q). Los objetivos de este estudio fueron conocer
las empresas que desarrollaban estos procesos, el nimero de trabajadores
expuestos a estireno, los niveles de exposicion ambiental personal de estos
trabajadores y el nivel tecnoldégico de los procesos utilizados. Se evalué a 669
trabajadores pertenecientes a 98 empresas. En este estudio se puso en
evidencia que de entre todas las tareas que se llevan a cabo en el proceso de
fabricacion, los niveles de exposicion a estireno son mayores en la tarea de
laminacién y, en mayor medida, en la laminacién por proyeccién. Los valores
de concentraciéon media medidos fueron de 176 mg/m3 en el caso de la

laminacién manual y de 253 mg/m3 en la laminacién por proyeccién. Estos
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valores representan la media geométrica de las concentraciones determinadas
para los trabajadores que realizaban estas tareas, 414 en el primer caso y 79 en
el segundo (9,10). En estudios semejantes llevados a cabo en otros paises se ha
encontrado de igual forma que los niveles de concentracidn ambiental mas

elevados estan asociados a las tareas de laminacion (1,8).

La gran cantidad de productos y objetos que se fabrican en la actualidad
con estos materiales proporciona una idea de la importancia de este sector
industrial en el mundo moderno, lo que conlleva, como ya se menciond
anteriormente, que el grupo de trabajadores laboralmente expuestos sea
numeroso. Los niveles de concentracibn ambiental estaran determinados
principalmente por el proceso de aplicacion, la cantidad de resina consumida
y la eficacia del sistema de ventilacidn del lugar de trabajo. Es previsible que los
niveles de exposicion sean elevados en las tareas de laminacion. Los efectos
sobre la salud del estireno, de los que se hablara mas adelante, hacen
necesario el seguimiento, estudio y mejora de los procesos de fabricacion de
estos materiales con el fin de proteger a los trabajadores expuestos. Ademas en
determinadas tareas asociadas basicamente a la limpieza de herramientas y
moldes, se emplean otros disolventes como son la acetona o el tolueno, que

también pueden tener efectos sobre la salud de los trabajadores.

1.2 Absorcién, metabolismo y eliminacién de estireno

La principal ruta de entrada al organismo del estireno que esta presente
en el ambiente laboral es la via inhalatoria (11). Del estireno que se inhala y
entra a los pulmones se absorbe un elevado porcentaje, entre el 60% y el
94% segun los distintos autores (2-14). La entrada del estireno presente en el
ambiente a través de la piel es despreciable y sélo sera significativa si se
produce un contacto prolongado entre el estireno liquido y la piel (15). Este
hecho ha quedado recientemente demostrado en un estudio (6) donde se
compara el nivel de estireno absorbido por la piel con el absorbido por
inhalacibn en las siguientes situaciones: cuando se utiliza protecciéon
individual completa, proteccién de la via inhalatoria, proteccién de la via
dérmica y desproteccion. Las conclusiones indican que el uso de equipos de
proteccidon personal que aislen completamente no proporciona un mayor
nivel de proteccibn que el uso de equipos que protejan sélo las vias

respiratorias.

10
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El ser humano elimina el estireno presente en su organismo principalmente
mediante su metabolizacién. Un esquema simplificado de la ruta metabdlica
gue sigue el compuesto se muestra en la figura 1.5.

Estireno Oxido de estireno 1,2-dihidroxietilbenceno Acido mandélico Acido fenilglioxilico
CHz CH2 CHZOH COOH COOH

CHOH CHOH

ST @*@ <

Conjugacién con

glutation
CH,OH
|SG OH
CH-CH,OH CH -CH,SG
@ Alcohol bencilico
Conjugado 1 Conjugado 2 ¢
¢ # COOH
CH,OH OH
|
CH-SrCHz-ClH-COOH CH -CH,- S-CH,- ClH -COOH
Aci :
NHCOCH; NHCOCH; ci doienzm co
CONHCH,COOH
N-acetil-S-(1-fenil-2- N-acetil-S-(2-fenil-2-
hidroxietil) cisteina hidroxietil) cisteina

Acido hipurico

Figural.5 Esquema simplificado de la ruta metabolica de estireno.

El camino principal de metabolizacion del estireno estd basado en su
oxidacion. La enzima hepatica citocromo P-450 cataliza la oxidacién inicial de
estireno a 6xido de estireno (SO) que presenta dos formas enantioméricas (R-SO
y S-SO); este producto intermedio, que tiene naturaleza electrofilica, es capaz

de formar enlaces covalentes con macromoléculas y se le considera
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responsable directo de algunos de los efectos tdxicos derivados de la
exposicidn a estireno. El 6xido de estireno se hidrata en presencia de la enzima
epoxido hidrolasa para formar un glicol (1,2-dihidroxietilbenceno). Este dltimo se
transforma en acido mandélico, el cual puede transformarse a su vez tanto en
acido fenilglioxilico -siguiendo la ruta oxidativa- como en alcohol bencilico,
mediante la pérdida de diéxido de carbono. La ruta del alcohol bencilico
donde éste se oxida a acido benzoico, da lugar finalmente al acido hipurico
(17,18). Unicamente si se produjese una exposicion continuada a
concentracion ambiental de estireno superior a 150 ppm, la concentracién de
acido mandélico seria suficiente para favorecer su descarboxilaciéon (13).

Aunque no es la via principal hay una ruta metabdlica alternativa que
conduce también a la eliminacion del SO mediante su conjugacién con
glutation. Como consecuencia de esta conjugaciéon se obtienen los acidos
mercapturicos; la cantidad que se forma de estos metabolitos representa un

porcentaje inferior al 1% respecto a la dosis recibida (19).

A concentraciones de exposicidn a estireno en aire habituales en ambientes
de trabajo (hasta 100 ppm), la ruta metabdlica principal de estireno sigue una
cinética de primer orden y la relacién entre el grado de exposicion y los niveles
biolégicos de los metabolitos es lineal. Sin embargo, a concentraciones de
exposicion elevadas, entre 100 y 200 ppm, esta ruta metabdlica se satura, por
lo que la concentracién del compuesto en sangre y tejidos aumenta
espectacularmente, lo que hace que la relacién entre exposicion y los niveles

biolégicos de los metabolitos deje de ser lineal (18,20).

Aproximadamente el 95% del estireno absorbido en los pulmones sigue el
proceso de metabolizacion descrito y se excreta por via urinaria siendo el acido
mandélico (MA) el mayoritario, el 85% del estireno absorbido se excreta como
tal, seguido por el acido fenilglioxiico (PGA), 10% @0,21). La eliminacién del
estireno a través de los pulmones es inferior al 3% @2,23) y por udltimo, una
pequefia cantidad de estireno se elimina sin metabolizar en otros fluidos como
orina o sudor (24).

La eliminacién pulmonar del compuesto se considera que transcurre en dos
etapas (25). En la primera, que dura desde el final de la exposicién hasta unos
50 minutos después, se produce una rapida disminucién en la concentracion de
estireno en al aire exhalado. La segunda etapa, de decaimiento mas lento,
puede llegar a superar las 20 horas de duracién. Se han encontrado niveles de

estireno en aire exhalado de personas expuestas hasta 3 dias después de

12



Introduccion

finalizar la exposicion lo cual puede deberse a la eliminacién del compuesto

previamente acumulado en tejido graso (23).

Tanto la absorcibn como las posteriores etapas de metabolizacion,
acumulaciéon y eliminacién de estireno del organismo humano pueden verse
afectadas por situaciones de diversa indole, como son la carga de trabajo, las
condiciones ambientales de temperatura y humedad y la presencia de otros

contaminantes.

El aumento del ejercicio fisico o carga de trabajo supone una ligera
disminucion de la retencidn de estireno en cada inhalacién, debida al aumento
de la velocidad de ventilacidon. Por el contrario, la velocidad de entrada
aumenta con el ejercicio debido al incremento en el nimero de inhalaciones
(18). En ensayos con voluntarios, conforme aumentd el ejercicio se encontré un
aumento de las concentraciones de estireno alveolar, arterial y venoso, o lo
qgue es lo mismo, se produjo un incremento en la velocidad de entrada del

compuesto (26).

En cuanto a la coexposicion a otros agentes quimicos junto con estireno, los
trabajos se centran en etanol y disolventes, como acetona o tolueno, que
habitualmente acompairian al estireno en la atmésfera de trabajo en el sector

de los plasticos reforzados con fibra de vidrio.

Cuando se han estudiado los efectos del consumo de alcohol sobre el
metabolismo de estireno 7,28) se ha encontrado que la ngesta de etanol
provoca la inhibicion del metabolismo del estireno, lo cual produce un retraso
en la excrecibn de &acido mandélico (MA). La concentracibn de 1,2-
dihidroxietilbenceno en sangre aumenta mientras que la de MA en orina
disminuye; esto significa que cuando se consume alcohol el metabolismo
hepatico actia preferentemente en la oxidacién del etanol en detrimento de
la formacion de MA a partir del glicol. La exposicidn crénica a etanol podria
alterar el metabolismo de estireno, posibilitandose otras vias metabdlicas
alternativas (27).

Se ha demostrado que el tolueno y el tricloroetieno inhiben Ila
metabolizacion de estireno en animales cuando se les suministran en grandes
cantidades; sin embargo cuando se administran simultaneamente con estireno,
y en concentraciones semejantes a la de éste, otros disolventes no se producen
alteraciones importantes (29). Esto sucede para un grupo importante de

disolventes como tolueno, acetona, n-hexano, acetato de etilo, etc.
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Igualmente, cuando se estudid la coexposicién a estireno, tolueno y metanol se
encontré una gran semejanza entre las concentraciones de cada uno de los
disolventes en aire exhalado y orina respecto a las que se encuentran

habitualmente en exposiciones aisladas a cada uno de los compuestos (30).

Existe una gran controversia respecto a la influencia de la acetona sobre el
metabolismo de estireno. Por un lado, la exposicion simultanea a estireno y
acetona se ha relacionado con un incremento en los niveles de citocromo P-
450 @1). Se ha encontrado una interaccién positiva entre estireno y acetona
cuyo efecto seria la menor excrecion urinaria de MA y PGA y la consiguiente
acumulacién de los metabolitos durante la semana de trabajo (32). También se
ha descrito que, en presencia de aire con concentracion de acetona elevada,
la correlacion entre la concentracion ambiental de estireno y sus metabolitos
en orina empeora, lo cual se atribuye a una posible mayor variabilidad
interindividual en el metabolismo del estireno en presencia de acetona (33). Sin
embargo otros autores siguen recomendando el uso de los metabolitos para el
control de la exposicidon a estireno en casos de coexposicion con acetona (34-
36) dando por hecho que la exposicion a esta udltima no influye sobre la

metabolizacién del estireno.

1.3 Efectos téxicos del estireno

El estreno ejerce su efecto toxico principalmente sobre las membranas
mucosas, los ojos y el sistema nervioso central y periférico. Los efectos sobre la
salud, debidos a la exposicion laboral a estireno, incluyen depresién del sistema
nervioso central, problemas de concentraciéon, debiltamiento muscular,
cansancio, nauseas, vomitos, anorexia y astenia. Igualmente hay informacion
sobre irritaciones de las vias respiratorias superiores, de los ojos y de la piel (17-
20).

Los efectos neurolégicos son probablemente la mayor evidencia de la
toxicidad del estireno. En efecto, el estireno es especialmente dafino sobre los
sistemas nervioso central y periférico, hecho que ha sido corroborado por
estudios epidemiolégicos y clinicos (20). Se ha encontrado que exposiciones
de media y larga duracién a disolventes en trabajadores del sector de los
plasticos reforzados con fibra de vidrio produce sintomas de neuropatias
periféricas (37).

Recientemente, se ha relacionado la exposicion a estireno con efectos

neurotdxicos que repercuten en el sistema visual. Los dafios afectan a la
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discriminacién del color (37) y dan lugar a pérdidas en la capacidad de
contraste (38). Se ha encontrado una correlacion entre la pérdida en la
capacidad de discriminacion de los colores y la cantidad de MA presente en
orina (39).

También se ha descrito que la exposicion a niveles moderados o bajos de
estireno en ambientes industriales causa alteraciones en el sistema nervioso
central que se pueden detectar mediante la realizacibn de tests
otoneuroldgicos (40). En trabajadores expuestos de manera constante durante
un minimo de 5 afios a estireno se encontré una reduccién del limite superior de
audicion (41).

Otro tipo de estudios relacionan la exposicion a estireno con un deterioro de
la habilidad en el manejo del vocabulario, el cual podria deberse bien a un
efecto toxico directo, bien a un efecto narcoético del estireno que generaria un
grado de somnolencia que podria predisponer a los que lo padecen a no
participar en actividades sociales, culturales o intelectuales, lo que se traduciria
en la merma de las habilidades en el uso del lenguaje @2). También se ha
encontrado que la exposicibn a estreno puede alterar el modo de
comportamiento y mas explicitamente favorecer un comportamiento agresivo
u hostil (43).

Cuando se estudian los efectos toxicos de cualquier agente quimico, se
pone un interés especial en evaluar la mutagenicidad, carcinogenicidad y
efectos sobre la reproduccion. Esto se debe a la trascendencia para la salud
qgue tendrian los hallazgos que vincularan la exposicibn con estos efectos. La
relacion entre estos efectos toxicos y la exposicidon a estireno es también objeto
de estudio; sin embargo, factores de confusidn tales como la presencia de otros
contaminantes quimicos y los habitos personales de los trabajadores, por
ejemplo el consumo de tabaco, dificultan el establecimiento de una relaciéon

directa exposicion - efecto.

La accién mutagena del estireno se relaciona cn la posibilidad de que el
7,8-6xido de estireno o sus aductos actuen sobre la hemoglobina y el ADN. Sin
embargo, el 6xido de estireno parece ser débiimente reactivo con ADN @44).
Cuando se estudiaron los linfocitos de sangre periférica en busca de cambios
en cromatidas hermanas en un grupo de laminadores y otro de control, la
frecuencia media de cambios fue superior para los primeros tanto si eran
fumadores como no fumadores (45,46). A pesar de los hallazgos de este

estudio, en una revisibn reciente se concluye que no hay evidencias
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convincentes de que la exposicibn a estireno produzca aberraciones
cromosémicas, cambios en cromatidas hermanas o microndcleos en la gran
cantidad de trabajos llevados a cabo sobre personas expuestas a estireno en el

lugar de trabajo (47). Los estudios con animales tampoco son concluyentes.

Respecto a la carcinogenicidad, la Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (IARC) ha llevado a cabo un estudio que trata de
encontrar relaciones entre la mortalidad y la exposicion a estireno. La primera
fase del estudio se realiz6 en 6 paises (Dinamarca, Finlandia, Italia, Noruega,
Suecia y Reino Unido). En total se estudiaron 40.683 trabajadores de la industria
de los plasticos reforzados. Entre la poblaciéon estudiada no se hallaron mayores
niveles de mortalidad, ni de cancer , ni especificamente de cancer de pulmén
o de piel (48,49). El IARC considera estos datos como “evidencias inadecuadas”
de efectos carcinogénicos del estireno en humanos y lo clasifica en el grupo 2B,
es decir, posible carcinogénico en humanos. Por otra parte los estudios
desarrollados con animales son poco clarificadores. La Comision Alemana para
la investigacion de los efectos para la salud de los compuestos quimicos en el
lugar de trabajo, clasifica al estireno en la categoria 5, es decir, se trata de una
sustancia con potencial carcinogénico y genotdxico, pero su potencia se
considera tan baja que exponiéndose a concentraciones inferiores al valor MAK
(valor de referencia ambiental en Alemania), no £ espera una contribucion
significativa al riesgo de cancer en humanos (50).

En lo referente al sistema reproductivo, algunos estudios sobre mujeres
laboralmente expuestas a niveles altos de concentracion de estireno
encontraron que la exposicion podria ser la causante de nacimientos de nifios
de bajo peso y del aumento del riesgo de abortos espontaneos. Sin embargo,
estos resultados no son del todo definitivos debido a que en dichos estudios la
exposiciéon a estireno iba acompafiada por la exposicion a otros disolventes
(20).

Por dltimo, también se han realizado varios trabajos cuyo objetivo ha sido
encontrar la posible relacién entre la exposicion a estireno y el aumento en la

mortalidad (49-52), no encontrandose relaciéon directa entre ambos.
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1.4 Evaluacion y control de la exposicion a contaminantes quimicos

La presencia de contaminantes quimicos en el medio ambiente de trabajo
puede conducir a que éstos ejerzan su accidon nociva sobre la salud de los
trabajadores. La probabilidad de que esto ocurra, la intensidad o la extensidn
de los efectos adversos sobre la salud dependera, ademas de otros factores,
de la magnitud de la exposicidn, que a su vez es funcién de la concentracion
del contaminante en el ambiente y de la duracion de la propia exposicion.

Para preservar la salud de los trabajadores se debera actuar eliminando la
exposicion si es posible, o reduciéndola de modo que se evite la aparicion de
efectos nocivos para la salud. Para la reduccién y control de la exposicidn sera
necesario por tanto conocer o establecer unos niveles de concentraciéon

ambiental maximos permisibles y vigilar para que no se superen.

Ya que en los ambientes laborales la via principal de entrada de los
contaminantes, especialmente de los compuestos organicos volatiles, es la
pulmonar, la cantidad de téxico que entra al organismo esta relacionada
directamente con la abundancia del téxico en el aire que se inhala. Por este
motivo, inicialmente el control de la exposicién se centré en la determinacion
de la concentraciobn del tdéxico en el ambiente. Sin embargo, mas
recientemente se esta utilizando el “control biolégico”, el cual se basa en la
medida de algun indice biolégico que se modifica como consecuencia de la

exposicion.

La principal diferencia entre ambos modos de control es que, mientras el
ambiental nos darad una idea de la dosis externa recibida, el biolégico lo hara
de la cantidad absorbida por el organismo o dosis interna. Necesariamente
ambos tipos de control estan intimamente ligados como también lo estan la
dosis externa e interna. Ahora bien, el control ambiental proporciona sélo una
estimaciéon de la dosis recibida, porque lo que se determina es la
concentracion en el aire y no la cantidad inhalada (ésta se puede deducir a
partir del volumen que por término medio respira un individuo en la jornada
laboral, pero s6lo de forma aproximada). La cantidad absorbida es una

fraccion de la cantidad inhalada.
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El control biolégico tiene una relacion mucho mas directa con la cantidad
absorbida a través de distintas vias de penetraciéon simultaneas ya que consiste
en la estimaciéon de la cantidad de contaminante absorbida a través de las
distintas vias de entrada, mediante la determinacién del mismo o de sus
metabolitos especificos en fluidos biolégicos, secreciones, excreciones, aire

exhalado, o tejidos.

El objetivo primario del control ambiental y del control biolégico es la
estimacion de la “dosis a que esta expuesto el individuo”. En el caso del control
ambiental, se pretende estimar la dosis de sustancia que ha entrado en el
organismo. El control biolégico trata de estimar la dosis absorbida. Ambas
estimaciones son a su vez una estimacion de la dosis en los 6rganos diana, y en
definitiva de los receptores. El objetivo Ultimo de ambas técnicas es la
valoracion del riesgo para la salud del trabajador, lo que implica un pleno
conocimiento de las relaciones exposicion-efecto/respuesta para el

contaminante en cuestion.

1.4.1 Control ambiental

La evaluacion de la exposicion a contaminantes quimicos se ha venido
realizando tradicionalmente mediante el uso de criterios de valoracion
ambientales, es decir, determinando la concentracibn del xenobiético -la
sustancia extrafia que entra al organismo se denomina de este modo- en aire,
lo que junto con el tiempo durante el cual el trabajador se encuentra inhalando
este aire, permite estimar la dosis externa recibida a lo largo de la jornada
laboral. En este tipo de evaluacion solo se tiene en cuenta la via de entrada
respiratoria. Los resultados de esta toma de muestra ambiental deben
compararse con valores de referencia. Estos valores de referencia, de los que
se hablara extensamente mas adelante, se han desarrollado con la intencion
de velar por la salud de las personas laboralmente expuestas y, aunque se fijan
como limites maximos diarios admisibles, para su establecimiento se tiene en
cuenta la posibilidad de que la exposicidn se extienda durante toda la vida
laboralmente util de cada individuo.

La toma de muestras es la primera etapa que se ha de llevar a cabo en
cualquier tipo de control. Hay que tener en cuenta que para que un
procedimiento de toma de muestra sea valido debe ser capaz de proporcionar
una muestra representativa y, ademas, debe ser adecuado tanto a la
naturaleza y estado fisico del contaminante como al procedimiento de anélisis

gue se aplicara a la muestra. Asi pues, cuando se desarrolla una estrategia de
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toma de muestras particular, se debe comenzar por una revision de los
muestreadores especificos y los métodos analiticos disponibles para el

contaminante de interés.

Organizaciones de prestigio internacional como el National Institute for
Occupational Safety and Health (NIOSH), la Occupational Safety and Health
Administration (OSHA), y la American Society For Testing and Materials (ASTM) y
nacionales como el Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo
(INSHT) publican colecciones de métodos de muestreo y analisis para
contaminantes quimicos. Se debe seleccionar cuidadosamente la técnica de
muestreo y el método analitico mas adecuados para cada aplicaciéon en base
al estudio del ambiente de trabajo y del comportamiento quimico del

contaminante o grupo de contaminantes a muestrear.

Una forma de clasificar los diferentes tipos de toma de muestra para gases y
vapores es atendiendo a su duracioén, se puede encontrar dos tipos de muestras,

las integrales y las puntuales (53).

Las muestras integrales se basan en el paso de un volumen conocido de aire
“contaminado” durante un periodo de tiempo determinado (puede abarcar
toda la jornada de trabajo) a través de un medio adsorbente capaz de retener
los contaminantes de interés. El analisis del contaminante retenido permitira el
calculo del nivel medio de concentracion existente durante todo el tiempo que

dure la toma de muestra.

Las muestras puntuales se basan en la recogida directa de la mezcla de aire-
contaminante en un dispositivo que puede ser una bolsa, jeringa, matraz,
adsorbente, durante un corto intervalo de tiempo. Por tanto, la recogida de
este tipo de muestras permite conocer la concentracidn atmosférica en un

momento dado.

Cuando se quiere obtener informacién acerca de todo el periodo de
exposicion se utiliza la toma de muestras integrales. Es evidente que las
concentraciones de contaminante pueden variar a lo largo del tiempo segun la
tarea que se esté realizando. Las mediciones instantaneas (muestras puntuales),
no reflejan la exposicion media del trabajador durante la totalidad de la
jornada y podrian no recoger altas o bajas exposiciones intermitentes. Sin
embargo, cuando se conoce muy bien el proceso industrial, puede interesar
realizar mediciones puntuales en aquellos momentos en que se sospecha que
pueda haber valores de concentracidn ambiental elevados.
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Cuando el objetivo de la toma de muestra es determinar la exposicion
personal, se utilizan los muestreadores integrales. De esta manera |os resultados
se pueden comparar con los valores de referencia. La toma de muestras
integrales puede realizarse mediante dos técnicas alternativas que son el

muestreo activo o el muestreo pasivo.

El muestreo activo es la técnica mayoritariamente utilizada por los métodos
publicados por la OSHA, NIOSH e INSHT. Esta basado en la captacién de los
contaminantes presentes en el ambiente, utilizando para ello una bomba de
aspiracion que fuerza el paso de aire contaminado a través de un dispositivo
de retencién apropiado. Estos dispositivos pueden ser tubos adsorbentes, filtros
tratados o “impingers” que contengan un medio liquido. Para la toma de este
tipo de muestras es importante que la duracion y el caudal se elijan de forma
que no se supere la capacidad del medio de retencidn. La relacion entre la
masa de contaminante analizada y el volumen medido de aire contaminado
que pasé por el mismo, determinara la concentraciéon del contaminante en
aire. Hay que tener también presente la sensibilidad del método analitico y la
concentraciéon esperada del contaminante de interés. Es siempre esencial que
la duracion de la toma de muestra y el caudal se midan con precision. De
nada sirve emplear posteriormente un método analitico altamente preciso si la
toma de muestras no se lleva a cabo con suficiente rigor. Por tanto, para esta
técnica de muestreo es un factor clave la calibracién del caudal de la bomba
de aspiracion, ya que este hecho es el que permitira conocer de forma precisa

el volumen captado.

El principal requerimiento para una bomba de aspiracion sera que sea
capaz de mantener constante su caudal durante todo el periodo de muestreo.
Para comprobar que esto es asi la bomba se calibra antes y se verifica después
de la toma de muestra. En la norma UNE-EN 1232: 1997 se especifican los
requisitos que deben cumplir las bombas para muestreo personal de agentes
quimicos (54).

En cuanto a los medios para la recogida de muestras, de entre los
mencionados, el mas habitualmente elegido para gases y vapores suele ser el
empleo de tubos rellenos de adsorbentes sélidos. Estos se prefieren a los otros
sistemas de captacion debido a que facilitan enormemente la captacion de la
muestra y su transporte. Por otro lado, la propia adsorcién del contaminante en
un soporte sélido es un proceso de concentracidon y este hecho facilita el
analisis posterior. Estos tubos adsorbentes suelen tener dos secciones que,

posteriormente, se analizaran por separado. Cuando el contaminante aparece
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retenido en la segunda, que es la mas alejada de la entrada de aire, puede
suponerse que la primera seccion se ha saturado. Los tubos estan rellenos con
cantidades de adsorbente que oscilan entre 200 y 600 mg, con granulometria
de 20/40 mallas. En el caso de vapores organicos el carbén activo es el mas
utilizado y los caudales de aspiracibn recomendados varian entre 200 y 500
ml/min. Los requisitos que deben cumplir estos sistemas de toma de muestras
para su aplicacion en el ambito laboral se encuentran recogidos en la norma
UNE-EN 1076: 1997 (55).

El hecho de que la mayoria de los métodos publicados por organismos
reconocidos en control del ambiente de trabajo se basen en el uso de sistemas
activos hace que exista toda la informacion necesaria para llevar adelante una
evaluacion de la exposicion basada en el empleo de los mismos. Sin embargo,
el muestreo activo presenta ciertos inconvenientes, tales como que el equipo
requerido es aparatoso y puede incomodar en la realizacion del trabajo al
personal muestreado; por otro lado, las bombas de aspiracion utilizan baterias y
es posible que con el paso del tiempo se vuelvan incapaces de mantener los
caudales fijados durante todo el tiempo que dura la toma de muestra, ademas
han de ser calibradas y los procedimientos de calibraciéon previa y verificacion
posterior requieren de equipamiento adicional y bastante tiempo. En la figura

1.6 se muestra un sistema para muestreo activo basado en el empleo de tubos

’

Figura 1.6 Sistema de muestreo dinamico.

rellenos de adsorbente.

1
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En los afios 70, Palmes y Gunisson desarrollaron los primeros dispositivos para
el muestreo pasivo 66). El muestreo pasivo consiste en la recogida sobre un
lecho adsorbente de los gases o vapores del ambiente, a velocidad controlada
por el proceso fisico de la difusion molecular, a través de una capa estatica de
aire o por permeacion a través de una membrana sin que en ninguno de los
casos se provoque el movimiento activo del aire a través del muestreador, es
decir, sin necesidad de utilizar una bomba de aspiracién. Los muestreadores
difusivos se basan en el movimiento de las moléculas del contaminante hacia el
medio de retencibn debido a un gradiente de concentraciones que, en
condiciones de concentracidon constante, se puede definir utilizando la primera

ley de Fick sobre la difusién. En la figura 1.7 se representa esquematicamente un

) CG >

Iy C=0

L echo adsorbente

Figura 1.7 Elemento de captacion por difusion.

elemento de difusion sencilo que consiste en un tubo conectado a un
pequenio recipiente que contiene el lecho adsorbente. Cuando este elemento
se expone a un ambiente contaminado de concentracibn ambiental Cj, se
genera un gradiente de concentraciones entre los puntos | y Il. En I, la
concentracion en aire del contaminante seria la concentracion ambiental Ca, y
en I, esta concentracidon se puede considerar nula, puesto que las moléculas
que llegan a la interfase aire-adsorbente, quedaran inmediatamente fijadas al

adsorbente.
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La diferencia de concentraciones genera un flujo molecular que tiende a
igualar las concentraciones entre ambos puntos y que sera continuo si se
mantiene constante el gradiente. En este caso, si la concentraciéon ambiental
se mantiene constante, también se puede considerar constante el gradiente,
puesto que la pequefia masa de contaminante difundida no va a modificar su
concentracién ambiental y la concentracidn en la interfase aire-adsorbente

sera nula mientras no se sature el adsorbente.

La primera ley de Fick, aplicada al disefio de la figura 1.7, permite determinar
tedricamente y en condiciones estacionarias este flujo, mediante la expresiéon

simplificada:

‘C, Eqll

donde:

gu €es el flujo masico del componente que difunde (ng/min)
Da es el coeficiente de difusibn (cm2/min)

| esla longitud de difusién (cm)

A es la seccioén de difusién (cm2) y

Ca es la concentracién ambiental (mg/ms3)

Basicamente el empleo de los muestreadores difusivos requiere conocer el
coeficiente de difusién, Da, que es caracteristico para cada compuesto. El
coeficiente de difusion de una especie quimica puede ser determinado de

forma experimental o tedrica.

La seccion y longitud de difusion (A y | en la ecuacion 1.1) son datos

caracteristicos de la geometria del muestreador.

El flujio masico del componente puede expresarse también como

ma
: Eql.2

Uy =

donde ma representa la masa retenida del agente quimico durante el

periodo de muestreo, t.
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Igualando las ecuaciones 1.1y 1.2 se obtiene la expresion:

m
=D, l—A' C, Eql3

a partir de la cual se despeja la concentracidn ambiental de la sustancia

captada, obteniéndose la expresion:

C =

a

M, Eql4
t'D, =

Los términos Da, A y |, que son constantes para cada contaminante y cada
muestreador, pueden agruparse en:

U=D TA Eq15

El término U tiene dimensiones de flujo volumétrico y, por analogia con los
sistemas activos de captacion recibe el nombre de velocidad de captacion
“sampling rate” o caudal de muestreo.

La concentracion ambiental de un contaminante podra determinarse pues,
conociendo la masa recogida por el muestreador, el tiempo durante el cual se
ha recogido dicha masa y el término U, tal como describe la ecuacion
siguiente:

C. =—2 Eql.6

Segun la ecuacion 1.5 la velocidad de captacion -U- depende de las
caracteristicas geométricas del muestreador -A/l- y de la difusividad del
compuesto en aire -Da-. Asi planteado, dicho parametro podria calcularse
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tedricamente, pero en general es preferible proceder a su determinacion
experimental debido a que la disponibiidad de coeficientes de difusidn
experimentales es limitada y, a veces, los datos publicados para un mismo

compuesto por fuentes diferentes presentan discrepancias significativas.

Para la determinaciéon experimental de U es preciso conocer qué variables le
afectan y en qué medida lo hacen. Por tanto, se debe someter cada
muestreador pasivo a un proceso de validacion en el que se determina el valor
de U para cada pareja muestreador-contaminante, bajo una variedad de
condiciones ambientales (concentracion del contaminante, temperatura,
duracién del muestreo) y se evalllan aspectos como la eficacia de desorcion,

el tiempo de almacenamiento o la difusién reversa.

Para evaluar la influencia de las condiciones ambientales y los aspectos
mencionados sobre el valor de U existen distintos protocolos de validacién para
muestreadores pasivos que incluyen estas comparaciones (57-59). El INSHT
establecié en 1991 un protocolo de validacion de muestreadores pasivos por
difusion (57). Méas tarde, en 1995, se publicé la norma UNE-EN838 1995 que
especifica los requisitos y procedimientos de ensayo que se exigen dentro de la
Unién Europea a los sistemas difusivos de muestreo ambiental para su
aplicacion en el ambito laboral (58).

En los ambientes laborales, la concentracion de un contaminante no es
constante, siendo frecuente la alternancia de intervalos de mayor exposicion
con etapas en las que existen bajas concentraciones de contaminante. Se ha
comprobado que los muestreadores son igualmente Utiles en condiciones no
estacionarias (60,61), y que el analisis de la masa recogida permitira conocer la
concentraciéon media de todas las que se dieron durante el tiempo que estuvo
expuesto. Una comprobaciéon indirecta de esto, que se recoge en los
protocolos de validacién, consiste en realizar estudios comparativos entre los
procedimientos de captacién activo y pasivo, ya sea en el laboratorio,
mediante la generacidn de atmoésferas de concentracidn conocida, o en
estudios experimentales de campo. La mayor parte de estos trabajos se ha
realizado sobre muestreadores cuyo disefio se basa en el empleo de una
l[Amina de carbén activo como superficie adsorbente con areas de difusidn
relativamente grandes, demostrando que estos muestreadores pasivos son igual
de eficaces que los dinamicos para la toma de muestras de compuestos como

benceno, tolueno, xileno, etc. (62-68).
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Se han desarrollado muchos tipos de muestreadores pasivos; algunos de
estos disefios se ilustran en la figura 1.8. En unos casos, se han disefiado para
recoger un amplio tipo de compuestos que puedan ser analizados
adecuadamente en el laboratorio. En otros, por la naturaleza del adsorbente
elegido, sirven preferentemente para un Unico agente o familia de agentes.
Para la captacion de vapores organicos esta muy extendido, al igual que
sucedia con los tubos adsorbentes, el uso de muestreadores difusivos cuyo
lecho adsorbente esta constituido por carbdn activo, en este caso en forma de
lamina, pudiendo tener incluso dos lechos para aquellas situaciones en las que

se espera que el primero pueda saturarse.

Figura 1.8 Distintos disefios para muestreo pasivo.

Los muestreadores pasivos son faciles de utilizar, no requieren de
entrenamiento excesivo para su colocacion y, sobre todo, no necesitan del
empleo de bombas de aspiracion evitando asi los inconvenientes asociados
con ello. Ademas, el hecho de no utilizar bombas, ni flujbmetros para el control
de los caudales hace al muestreo pasivo mas econémico que el activo. Por
otro lado, tienen una mayor autonomia por lo que son especialmente idéneos
para su utilizacién en periodos de toma de muestra prolongados, sin necesidad
de prestarles atencion durante los mismos. Esta particularidad los hace muy
adecuados para tomar muestras en zonas de acceso restringido. El Unico

parametro que se debe determinar con precision es el tiempo de muestreo.

26



Introduccion

Debido al desarrollo relativamente reciente de estos muestreadores no son
muchos los métodos descritos por organismos de referencia basados en este
tipo de muestreo, o que hace necesaria una validacion previa de acuerdo con
alguno de los protocolos existentes. Esto suele ser costoso y requiere mucho
tiempo. Por otra parte, cuando la concentracion del contaminante en el
ambiente es muy baja, la masa recogida por el muestreador puede ser

pequena, lo que hace que se requieran técnicas analiticas muy sensibles.

Una vez que se ha recogido la muestra en el lecho adsorbente, debe
transportarse al laboratorio y si es necesario se almacena hasta el posterior
analisis. Los métodos analiticos se basan, para la mayoria de los compuestos
organicos, en el empleo de técnicas cromatograficas, como se detallara mas

adelante en el apartado 1.4.3.

1.4.2 Control biolégico

El control biolégico de la exposicion es la medida y valoracion de los
agentes quimicos, o de sus metabolitos, o de cambios bioquimicos originados
por ellos en fluidos biolégicos, secreciones, excreciones, aire exhalado, o tejidos,
para evaluar la exposicion y el riesgo para la salud del trabajador mediante su
comparacion con valores de referencia adecuados §9). Esta valoracion del
riesgo, basada en criterios bioldgicos, nos permite determinar la dosis interna

recibida con independencia de la via de entrada del xenobidtico.

Existe una estrecha relacion entre el control ambiental y el biolégico, basada
en la relacién entre exposicion externa (también llamada dosis externa) y la
dosis interna. Las dos formas de control tienen como fin la prevencién de
efectos sobre la salud. En la figura 1.9 se presenta un esquema de la relacion
existente entre exposicion, dosis interna y efectos adversos (70).

Como se puede apreciar en la figura 1.9 existen dos tipos de control
biolégico diferentes y que a menudo se confunden: el control biolégico de la
exposicion y el control biolégico de efectos o vigilancia de la salud. Ambas
técnicas preventivas se distinguen claramente por sus objetivos. Con la primera
se pretende efectuar una prevencion primaria por la que el individuo no llegue
a presentar nunca alteraciones de salud. Mediante la segunda se pretende
descubrir la presencia de alteraciones precoces de la salud del trabajador, lo
qgue de hecho indica que se ha producido ya un dafio en su organismo,
evitando con ello que se produzca su progresivo deterioro (70).

27



Capitulo 1

Prevencion de efectos

Control ambiental

f

EXPOSICION
EXTERNA
DOSIS EFECTOS
INTERNA ADVERSOS
Control biolégico Vigilanciadelasaud
delaexposicion (Control bioldgico

de los efectos)

v v

Prevencion Deteccion precoz
de efectos de efectos

Figura 1.9 Esquema de la relacion entre la exposicion externa, dosis interna y efectos
adversos y los correspondientes tipos de control.

El control biol6égico puede ser especialmente util en las siguientes situaciones:

a) Exposicibn a compuestos escasamente volatiles y que, por tanto,
dificimente van a encontrarse en concentraciones elevadas en el aire y
sera poco probable que sean absorbidos por via inhalatoria, pero que

pueden ser absorbidos a través de la piel.

b) Manipulacion de disolventes muy volatiles y, por tanto, facilmente
absorbibles por via inhalatoria y que ademas pueden penetrar a través de

la piel de quien los manipula.

c) Evaluacién de la exposiciobn a un agente quimico debida a practicas o
habitos de trabajo inadecuados, ain cuando los niveles ambientales del

mismo sean aceptables.
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d) Situaciones en las que los controles de aire ambiental sean dificimente
realizables en razén del propio puesto de trabajo, como es el caso de ciclos
muy irregulares, o con desplazamientos constantes del trabajador de una
zona a otra, o simplemente variaciones muy notables de la concentraciéon

ambiental en espacios de tiempo muy cortos.

e) Cuando se requiera comprobar la eficacia de un sistema de proteccion

personal frente a la presencia de un agente en el aire del lugar de trabajo.

f) Situaciones en las que las mediciones ambientales no pueden reflejar la
exposicidn interna del trabajador por alguna circunstancia especial, por

ejemplo, un esfuerzo fisico superior a lo normal.

Para emplear un método de control biolégico es preciso conocer
previamente las caracteristicas del compuesto quimico, bajo el punto de vista
toxicocinético y toxicodinamico, sus vias principales de entrada, sus
mecanismos de biotransformacioén, sus mecanismos y vias de eliminacién, la
especificidad y abundancia de sus metabolitos en los distintos fluidos biolégicos,
etc. (17,70).

A efectos practicos, para realizar un programa de control biolégico es
necesario saber el indicador biolégico que se va a utilizar, el espécimen
biolégico en el que se va a determinar, cOmo y cuando se va a recoger la
muestra, cOmo se va a cuantificar y respecto a qué valor de referencia se va a
comparar. Todos estos aspectos estan relacionados entre si puesto que unos
condicionan a otros; por ejemplo, la utilizacién de un determinado valor limite
puede condicionar el tipo de muestra, el espécimen y la estrategia de
muestreo, por lo que es necesario ajustar todo el proceso a fin de obtener

resultados comparables.

Indicador biolégico

Un indicador biolégico, también denominado biomarcador, determinante o
marcador biolégico de exposicion, es el contaminante, metabolito o
componente bioquimico a determinar y que de alguna manera es indicativo,
directa o indirectamente, de la exposicion que tiene lugar. Al realizar una
determinacién de cualquiera de las especies mencionadas, lo que se pretende
es obtener una medida de la dosis interna del contaminante, que
intuitivamente quiere expresar la cantidad de contaminante presente en el

organismo. Sin embargo, el significado de la expresiéon dosis interna no es
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siempre el mismo sino que depende del parametro concreto al que hagamos

referencia y del momento en que se realiza la toma de muestra.

El término “dosis interna” puede significar la cantidad de xenobidtico
recientemente absorbida poco antes de la toma de muestra (lo que
habitualmente sucede con los disolventes en aire alveolar o en sangre durante
la jornada de trabajo), o la recibida durante el dia anterior a la toma de
muestra (cuando se determina la concentracidn de un disolvente en aire
alveolar o en sangre 16 horas después de finalizar la exposicién), o durante los
altimos meses, cuando se trata de una sustancia con una vida media
suficientemente prolongada en el compartimento que se investiga (como

sucede con ciertos metales en sangre).

En otras circunstancias, “dosis interna” puede significar la cantidad total de
sustancia almacenada en uno o varios compartimentos o en todo el organismo
(como sucede en el caso de la determinacién de disolventes halogenados en
aire exhalado al iniciar el Gltimo dia de la semana de exposicion). También es el
caso de los toxicos muy acumulativos, como ciertos plaguicidas
organoclorados, en los que la determinacidon de su concentracién en sangre

refleja la cantidad acumulada en el tejido adiposo.

El indicador biolégico puede ser el propio compuesto, sus metabolitos
caracteristicos, productos procedentes de reacciones de conjugaciéon del
compuesto o de sus metabolitos que se puedan producir en los ciclos
bioquimicos endégenos, aductos formados por reaccidon del compuesto o sus
metabolitos con macromoléculas, interferencias bioquimicas o enzimaticas
medibles, etc. (71).

Atendiendo al tipo de informacién que suministren se puede distinguir
distintos tipos de indicadores. Los indicadores de dosis son aquellos que
suministran informacién sobre la dosis interna de un compuesto ya sean de dosis
real, es decir, aquellos que indican la cantidad de xenobidtico presente en el
organismo, o de dosis efectiva, entendiendo por tales los que reflejan la
interacciéon entre el téxico y el drgano critico. Los indicadores de efecto se
relacionan con el control biolégico de efectos o vigilancia de la salud y pueden
ser de efecto biogquimico, cuando reflejan una alteracion de parametros
bioquimicos (como la actividad enzimatica), de efecto fisiolégico que estan
basados en las variaciones fisiolégicas inducidas por un téxico (generalmente
del sistema nervioso o respiratorio), o de efecto biolégico precoz que son
aquellos que reflejan las manifestaciones iniciales de los efectos adversos

caracteristicos. Finalmente, los indicadores de acumulacién, ya sea diaria o
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semanal, reflejan la cantidad de compuesto acumulado en los compartimentos

biolégicos en que se encuentran almacenados (tejido graso).

El determinante biolégico que tiene la mejor correlacion con la intensidad
de la exposicion es el preferido para la evaluacion de la exposicidon. Por el
contrario, el determinante cuyos niveles se correlacionan mejor con la
concentracion en el érgano diana es el preferido para evaluar el riesgo para la
salud de un individuo.

Las exigencias que debe cumplir un marcador biolégico para poder ser
realmente util en su finalidad preventiva son la existencia de una relacién lineal
entre el parametro bioldgico (el valor del indicador o biomarcador) y la
magnitud de la exposicibn en un amplio margen de ésta, la especifidad
respecto al agente quimico y la reproducibilidad en su medida.

Espécimen biolégico

Es el medio biolégico en el que se puede determinar la presencia de los
marcadores biolégicos de exposicion laboral y esta muy relacionado con las
vias de entrada, distribuciéon y eliminacién de cada compuesto, asi como con
su naturaleza quimica. Especimenes tales como leche, pelos, tejido adiposo,
saliva, heces, esperma, etc., que se emplean en otras ramas de la toxicologia,
encuentran muy poca aplicacion en el campo de la toxicologia laboral,
realizandose la mayoria de las determinaciones biolégicas en sangre, orina o
aire exhalado.

La sangre es el fluido biolégico encargado de la distribucién de los distintos
nutrientes a los diversos tejidos y 6érganos del cuerpo, y de la recogida de los
distintos productos de desecho de estos mismos tejidos, para su posterior
eliminacion a través del sistema excretor. Este espécimen constituye el principal
vehiculo de transporte y distribucion de los compuestos quimicos en el cuerpo,
por tanto la mayoria de las sustancias sistematicamente activas o sus
metabolitos se pueden encontrar en este medio. Asi pues, la sangre se puede
utilizar para la determinacién de la mayoria de compuestos inorganicos y para
los compuestos organicos que tengan tasas bajas de biotransformaciéon y una

vida media suficientemente larga (72).

Se debe distinguir entre sangre arterial, venosa y capilar. La sangre arterial es
la procedente de los pulmones y tiene una mayor concentraciéon de oxigeno,

los contaminantes que se absorben por la via pulmonar, mientras dura la
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exposicion, presentan una concentracion mayor en la sangre arterial que en la
venosa porque a su paso por los pulmones la sangre se carga de
contaminante. Conforme el contaminante se distribuye por los distintos
compartimentos, segun la naturaleza del xenobiético y su afinidad por los
distintos tejidos, se produce un descenso de concentracion del mismo a
consecuencia de las reacciones metabdlicas, del proceso de excrecion y del
posible paso a tejidos de acumulacion. Una vez que la exposicién cesa ocurre
lo contrario, el metabolismo y la excrecién provocan un descenso en la
concentracién en sangre arterial mientras que la sangre venosa se enriquece
recogiendo el compuesto de los tejidos u érganos a los que anteriormente
habia sido aportado. En consecuencia la concentracién en la sangre venosa

tiende a equilibrarse con la de los tejidos u 6rganos por los que circula.

En contadas ocasiones se recurre a la toma de muestras de sangre capilar.
La mayoria de las determinaciones se realizan sobre sangre venosa para lo cual
la muestra se obtiene por puncién venosa en el antebrazo o en otro punto si
aquél no resulta accesible. Normalmente se suele extraer un volumen de 10 ml,
que se recoge en un tubo adecuado. El grado de limpieza del material utilizado
es fundamental puesto que, normalmente, en estas determinaciones los

contaminantes se encuentran a nivel de trazas.

La principal ventaja del uso de este espécimen biolégico es que esta poco
sometido a la variabilidad individual. Las desventajas estriban en que su
recogida constituye una técnica invasiva que sélo puede realizar personal
sanitario cualificado, las muestras se pueden deteriorar en su tansporte y/o
almacenamiento y, por ultimo, los niveles de determinante serdn muy bajos

requiriendo por tanto procedimientos analiticos sofisticados.

La orina estd compuesta en un 90-98% por agua y su composicion esta
influida por la entrada y salida de liquidos del organismo. En general, cuanto
mayor es la ingesta de liguidos mayor tiende a ser la cantidad de agua
eliminada por la orina y, por el contrario, las pérdidas de agua del organismo, a
través de la sudoracion, tienden a disminuir la excrecidon de orina. En la orina se
encuentra una gran cantidad de compuestos organicos e inorganicos solidos
disueltos. La eliminacioén diaria de orina o diuresis oscila entre los 500 y los 2500
ml y suele situarse, por término medio, alrededor de los 1200 ml. En muchos
casos, las variaciones en la eliminacion de agua por la orina determinan las

variaciones en la concentracion de solutos en la misma y, por tanto, la del
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indicador bioldgico que se pretende cuantificar. La mejor forma de solucionar
este efecto de diuresis ©bre la concentraciéon del deteminante seria recoger
muestras de periodos suficientemente largos (24 horas) pero esto dificultaria en
gran medida el muestreo. Por ello, hay que efectuar un ajuste del valor de
concentracion hallado. Existen basicamente dos sstemas de correccion de los
resultados de la concentracion del determinante en orina, en uno de ellos se

utiliza la concentraciéon de creatinina y en otro la densidad de la orina.

La creatinina es un componente normal de la orina que se origina como
consecuencia de la actividad muscular. Su excreciéon diaria es muy constante
para un mismo sujeto, aunque aumenta ligeramente con el ejercicio fisico. Este
ajuste consiste en expresar la cantidad de sustancia por gramo de creatinina,
con lo cual el resultado, tedricamente, se ve poco afectado por el estado
hidrico del individuo y los restantes factores que provocan variaciones en el
volumen urinario. Este tipo de correccién se aplica a aquellas sustancias que se
eliminan por el riiédn mediante un mecanismo de filtracién glomerular, por el
contrario no se aplica a los compuestos que se eliminan a través de un

mecanismo de difusién tubular.

La densidad de la orina oscila entre 1,003 y 1,030 g/ml. La correcciéon con
densidad consiste en medir la densidad de la muestra tomada y recalcular la
concentracion del determinante para un valor de densidad estandar, que
habitualmente es 1,020 g/ml (73,74).

Cuando las muestras presentan valores de densidad o creatinina fuera del
rango de la normalidad deben rechazarse(74). La referencia de la
concentracién del determinante al contenido de creatinina, o a la densidad,
permite normalizar los resultados obtenidos en muestras de orina puntuales
(75,76).

Las muestras de orina son faciles de recoger, se puede utilizar grandes
volimenes de muestra y su recogida constituye una técnica no invasiva. En la
orina se determinan compuestos inorganicos, entre los que se pueden citar
principalmente los metales y compuestos organicos o sus metabolitos solubles
en agua (74). Las posibilidades que ofrecen las nuevas técnicas analiticas han
permitido determinar en este medio los compuestos organicos sin metabolizar
para su utilizacion como indicadores biolégicos de exposicién (77,78), ademas,

estudios recientes parecen indicar que la determinacion de una sustancia sin
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biotransformar presenta mayor especificidad que la determinaciéon de sus

metabolitos en orina (79).

El aire exhalado es una mezcla gaseosa cuya composicion difiere de la del
aire que ha entrado en los pulmones. Es una mezcla del aire alveolar, con el
resto de aire que permanece ocupando las vias respiratorias cuando concluye
una inspiracion. A través de los pulmones tiene lugar la eliminacidon de una
parte importante de algunos contaminantes gaseosos o volatiles. Una vez ha
cesado la exposicion, la concentraciéon del contaminante en el aire exhalado y
en el aire alveolar va descendiendo progresivamente. La sangre, a su paso por
los distintos drganos, equilibra su concentracién de contaminantes con la de los
tejidos. De igual modo, al llegar a los pulmones la concentracion del
contaminante en sangre se equilibra con la del aire alveolar mediante difusion.
En definitiva, la via pulmonar tiene una gran importancia en la excrecién de
este tipo de compuestos, y concretamente el aire espirado es susceptible de ser
utiizado como medio biolégico en el que realizar medidas de los
contaminantes. En muchos casos, la concentracion de disolventes volatiles en
aire alveolar tiene la misma significacién que en sangre, con la ventaja de que
la recogida de aire exhalado es una técnica no invasiva y, por tanto, mejor

aceptada por los individuos expuestos.

El aspecto mas importante a tener en cuenta para el empleo de este
espécimen es la toma de muestra. Se debe distinguir entre “aire exhalado
mezclado”, que se obtiene durante una respiracion normal, siendo por tanto
una mezcla de aire alveolar y aire procedente del volumen muerto del sistema
respiratorio, o bien “aire exhalado final”’, que se obtiene al final de una
exhalacion y refleja mayoritariamente la fraccién alveolar. La concentracion de
contaminante en aire exhalado final es la que suministra una informacién mas

representativa del nivel del compuesto en sangre.

La recogida de muestras de todo el aire espirado se puede llevar a cabo
mediante el empleo de recipientes de capacidad suficiente. Puede ser
recogido, por ejemplo espirando en bolsas especiales. Cuando se quiere
obtener la fraccion final del aire exhalado es preciso utilizar dispositivos de
muestreo que la seleccionen y eliminen el volumen muerto lo cual supone,
como minimo, descartar los primeros 600 ml de aire espirado (80). No obstante,
cuanto mayor sea el volumen inicial desechado mas se asemejara la muestra al
aire alveolar. Es necesario que la toma de muestra se lleve a cabo de una

forma muy cuidadosa para que los resultados sean reproducibles.
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El momento del muestreo, en relacién con el periodo de la exposicion, es
critico para todos los especimenes pero lo es especialmente para el aire
exhalado. En funcién del momento en que se recoja la muestra podremos
obtener informacioén relacionada con la exposicion reciente o con la

acumulacion diaria o semanal.

Las determinaciones en aire exhalado estan limitadas a compuestos organicos
volatiles y constituyen un método no invasivo y bien aceptado por la poblacién
por la sencillez de la toma de muestra 81-83). Una ventaja de su utilizacion
estriba en la gran limpieza de la muestra obtenida, que esta exenta de efectos
de matriz que habitualmente presentan la sangre o la orina. El marcador
biolégico suele ser casi siempre el propio compuesto sin biotransformar, por lo
qgue las determinaciones en este medio son muy especificas, ya que es

practicamente imposible la presencia de interferencias de caracter endégeno.

Ventajas v limitaciones del control biolégico

El control bioldgico de la exposicidon laboral a compuestos quimicos
proporciona una evaluacion del riesgo para la salud mas ajustada que el
control ambiental ya que un parametro biolégico, que refleje la dosis interna,
estd necesariamente mas relacionado con los efectos biolégicos toxicos que
una mediciéon de la concentracion ambiental. Ademas, presenta la ventaja de
integrar todas la vias de entrada de los contaminantes: respiratoria, digestiva y
percutanea, permitiendo en ciertos casos estimar la posible contribucién de

cada una de ellas a la dosis interna (84).

El control biolégico también permite valorar el riesgo global generado por la
exposicién a un agente, porque reflejara otras posibles exposiciones distintas a las
de origen laboral debidas al lugar de residencia, actividades de ocio, habitos
alimenticios, etc., que pueden constituir una exposicion de fondo que incremente o
potencie la estrictamente laboral. Asi mismo, pone de manifiesto aspectos
concretos de la exposicién, como variaciones individuales en la velocidad de
absorcién de un compuesto quimico, el efecto de la carga de trabajo del individuo
expuesto, o el tamario y solubilidad de las particulas del agente contaminante.
Finalmente, la principal ventaja del control biolégico es que posibilita el control
individual de la exposicién a la que se encuentra sometido el trabajador.

Por el contrario, los resultados del control biolégico estaran sometidos a las
diferencias intraindividuales e interindividuales que tienen lugar en las
concentraciones de los determinantes elegidos, aln en las mismas condiciones

de exposicion. La respuesta del ser humano a un mismo nivel de exposicién a un
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agente quimico varia ampliamente. Esta variabilidad puede estar asociada
con las diferencias en la penetracién del agente quimico desde el ambiente
hacia el 6rgano diana en la que tienen que ver enzimas y sistemas bioquimicos,

o con las diferencias entre distintos individuos en la respuesta del 6rgano diana.

Para poder comparar los datos procedentes del control biolégico con los
resultados del control ambiental es importante conocer el grado de
significacion de las distintas fuentes de variaciéon implicadas. Las diferencias se

pueden atribuir a los factores siguientes (85):
a) Fuentes de variacién en el ambiente de trabajo.

Las condiciones de trabajo en la industria pueden cambiar de un dia a otro
e incluso durante una misma jornada y como consecuencia se pueden dar
fluctuaciones en la concentracién de exposicién. La cantidad inhalada y la
absorbida no se pueden considerar constantes. La fluctuaciobn en Ila
concentracidn ambiental genera una fluctuacién en la concentracién en los
o6rganos diana. El efecto de la fluctuacion en la intensidad de la exposicion
sobre los niveles biolégicos depende del comportamiento cinético del agente
en el organismo. La concentraciéon en el 6rgano diana de un agente de corta
vida media biolégica sigue estrechamente la concentraciéon ambiental y, por
tanto, tiene una mayor variabilidad. En contraposicidon los niveles de un
compuesto con larga vida media biol6égica en el érgano diana fluctuaran muy
poco. Las concentraciones en los determinantes biolégicos cambian de forma
semejante. Asi pues, los determinantes con baja vida media biolégica indican
la exposicion en periodos muy proximos al instante en que se recoge la muestra.
Por el contrario, los determinantes de larga vida media biolégica aportan

informacién sobre la exposicion de un largo periodo de tiempo.

Aunque es frecuente asumir que la entrada al organismo de los toxicos se
produce por via inhalatoria, hay situaciones en la industria en las que otras rutas
de entrada pueden adquirir importancia. Los compuestos liquidos o que se
encuentren en disolucién pueden ingresar en el organismo por via dérmica v,
dado que el control ambiental solo monitoriza la entrada por via inhalatoria, se
modifica la relacidn entre concentracion ambiental y el determinante
biolégico. Ademas la absorcion dérmica puede alterar la relacion entre la
concentracion ambiental y la concentracion en el érgano diana mediante la

modificaciéon de los procesos farmacocinéticos.

La forma del contaminante o su tamano también es una fuente de

variacion. Cuando se forman aerosoles, la magnitud en que se produce la

36



Introduccion

entrada y la velocidad de entrada dependen de la distribuciéon por tamafos
de particula y de la solubilidad del aerosol. De esta forma la relacién entre
muestreo ambiental, concentracién en el érgano diana y concentracion del

determinante biolégico dependen de las propiedades del aerosol.

Por dltimo, cada trabajo lleva asociada una carga fisica especifica que varia
con la tarea que se realiza y con la industria. La carga de trabajo durante la
exposiciéon produce un incremento de la velocidad de entrada debido al
aumento de la ventilacidn pulmonar y el rendimiento cardiaco lo que modifica la
distribucidon del agente en los tejidos. El ejercicio después del trabajo acelera la
eliminaciéon de los agentes volatiles y, en menor extension, de sus metabolitos.
Como se puede apreciar la carga de trabajo tiene una influencia compleja
sobre la farmacocinética de un compuesto. Generalmente incrementa la
ventilacion pulmonar pero no necesariamente afecta a los niveles de los

determinantes biolégicos en la misma extension.

b) Fuentes de variacion en el organismo humano, interindividuales o

intraindividuales.

La absorcién respiratoria se modifica principalmente por la solubilidad del
compuesto en sangre, la cual varia entre distintos individuos y en un mismo
individuo puede variar segun varie su dieta. Esto trae como consecuencia

variaciones en las medidas de determinantes en sangre o en aire exhalado.

La distribucion de los toxicos en el organismo depende de la constitucion de
cada individuo. Por ejemplo, los compuestos liposolubles se distribuyen de forma
diferente en personas delgadas que en personas obesas. El grado de enlace
entre el agente y las macromoléculas determina la concentraciéon del toéxico
libre disponible para su distribuciéon y eliminaciéon. Este grado de enlace varia
debido a la diferencia en la concentracion de proteinas entre individuos y
puede alterarse en la presencia de otros agentes, farmacos o drogas. Ademas,
la concentracién del agente libre y el volumen de distribucion puede ser

dependiente de la intensidad de la exposicion.

Las diferencias en el metabolismo constituyen probablemente la principal causa
de variabilidad farmacocinética entre individuos. El metabolismo tiene lugar
principalmente en el higado y en algunos 6rganos (pulmén, piel) en menor
extension. El metabolismo se ve afectado por muy distintos factores. Es conocido
gue los factores genéticos juegan un papel importante en la metabolizacion de
algunos farmacos y drogas. Los factores ambientales alteran la capacidad de un

individuo para metabolizar un compuesto. Las enzimas metabdlicas pueden ser

37



Capitulo 1

inducidas por el consumo de tabaco, la medicaciéon o la absorcién de otros
agentes presentes en el ambiente o en la dieta. Por otra parte, la absorciéon
simultdnea de agentes en grandes dosis relativas, como el consumo de alcohol,
drogas o la exposicién a otros agentes presentes en el ambiente pueden frenar la
velocidad de metabolizacion por inhibicion (usualmente competitiva) del sistema

enzimatico.

La velocidad de metabolizacién no sélo depende de la disponibilidad y la
actividad de los sistemas enzimaticos. ambién depende de la disponibilidad
del agente y ésta a su vez de la velocidad con que es llevado al lugar en que
se metaboliza. En algunos casos, el flujo sanguineo y los enlaces con proteinas
pueden inducir una variabilidad significativa de los niveles de metabolito entre

individuos.

Los agentes quimicos suelen ser excretados a través de los pulmones (si son
volatiles) y de los rifiones (si son solubles en agua). La excrecién pulmonar se
gobierna por los mismos principios que la absorcién pulmonar. La excrecion
renal es el resultado de tres mecanismos: filtracion glomerular, secrecién tubular
y reabsorcion tubular. Las fuentes de variabiidad en los determinantes
excretados en orina estan directamente relacionadas con el mecanismo de
excrecion utlizado por el organismo, por ejemplo aquellos compuestos
eliminados por filtracion glomerular se ven afectados por la velocidad de
filtracion en el rifion. Este efecto de diuresis, como ya se dijo, se puede reducir
en parte refiriendo los niveles de compuesto hallado a la concentracion de
creatinina o a la densidad de la orina.

Debido a los factores anteriormente descritos, una misma situacion de
exposicion en diferentes individuos no conduce a los mismos niveles del agente
o0 sus metabolitos en tejidos, en el 6rgano dana o en los distintos fluidos

biolégicos.

La importancia de estos efectos debe valorarse individualmente en cada
situacion. Los farmacos, los contaminantes ambientales o la exposicidon a otros
compuestos quimicos puede alterar la relacidon entre la intensidad de la
exposicion laboral y el nivel del determinante en el espécimen, bien sea por
adicion de éste al ya existente o por alteracion del metabolismo o eliminaciéon

del compuesto quimico en estudio.

Ademas de la variabilidad inter e intraindividual, otros inconvenientes del

control biolégico son la inespecificidad de los biomarcadores, la posible
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dificultad en la obtencién de la muestra y el limitado niumero de valores de

referencia, en comparacion con los valores de referencia ambientales.

Indicadores biolégicos de estireno

Debido a la abundancia en que se encuentran en la orina de las personas
expuestas y la facilidad en la obtencibn de este tipo de muestras, los
indicadores biolégicos tradicionalmente empleados para evaluar la exposicion
a estireno son us metabolitos, a&cido mandelico (MA) y acido fenilglioxilico
(PGA) en orina (figura 1.3) siendo numerosos los trabajos en los que se estudian
estos biomarcadores (21,35,86,87). La formacibn de ambos metabolitos de
estireno presenta variabilidad interindividual (88). De entre las fuentes de
variacion mencionadas en el anterior apartado se atribuye dicha variabilidad al
consumo de alcohol (28), y a diferencias en la entrada, metabolismo y

excrecion entre los distintos individuos (88).

En algunos estudios se pone de manifiesto una correlacion significativa entre
el valor de la concentracidn ambiental de estireno y la concentracién urinaria
de MA, tanto al final del turno como al inicio de la jornada siguiente @9),
mientras que otros estudios presentan la mejor correlacion entre la
concentracion ambiental y la suma de concentraciones de MA y PGA al final
del periodo de trabajo ©0). Los inconvenientes asociados con el empleo de

estos indicadores han hecho que se busquen otros alternativos.

Los trabajos mas recientes apuntan a que la determinacién de los acidos
mercaptdricos en la orina, metabolitos minoritarios (ver figura 1.3) que como se
comentd en el apartadol.2 representan en torno al 1% de la dosis absorbida,
puede considerarse un buen método de control biolégico de la exposicidon a
estireno (19,91).

Un pequefio porcentaje del estireno absorbido se elimina, parcialmente, por
via respiratoria sin haber sufrido biotransformacion (22,23). Puede resultar, por
tanto, interesante la medida del compuesto como tal en aire exhalado para
llevar a cabo un control biolégico de exposicibn que complemente la

valoracién ambiental.
La posibilidad de utilizar aire exhalado para el control biolégico de

exposicion se ha estudiado en distintos trabajos experimentales, en los que se

ha establecido su relacidon con otros parametros biolégicos o ambientales tanto
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en poblaciones laborales como en voluntarios (89,92,93). La determinacion en
aire exhalado constituye un método no invasivo y bien aceptado por la
poblacidén por la sencillez de la toma de muestra. Como ya se expuso en el
apartado 1.4, la principal dificultad del uso de este espécimen estriba en
encontrar un buen sistema para la toma de muestras de “aire exhalado final”
representativo del aire alveolar. Un trabajo reciente de revisidon de estos sistemas
predice un gran futuro para el uso de este espécimen y por lo tanto para el

empleo del indicador estireno en aire exhalado (94).

Otro posible indicador biolégico es el estireno sin metabolizar que se excreta
en la orina (24). Los trabajos (21,24,78) llevados a cabo utilizando este indicador
revelan su utilidad. El principal inconveniente asociado a la determinaciéon de
estireno en fluidos biolégicos radica en el analisis de muestras de tan baja
concentracion. En este sentido una buena técnica para la toma de muestras y
el andlisis podria basarse en la recuperaciéon del estireno de los fluidos
biolégicos utilizando para ello adsorbentes que puedan ser desorbidos
térmicamente y que permitan, por tanto, su concentracion y total desorcion
(95).

El analisis del estreno en la sangre también se ha propuesto como un
indicador de la exposicion a estireno (89,96). Se ha llegado a comprobar que la
concentracion de estireno en la sangre se incrementa con el nivel y la duracion
de la exposicion. El estireno en sangre como indicador biolégico podria elegirse
al igual que los dos anteriores; sin embargo, presenta dos importantes
inconvenientes, el primero es que se trata de una técnica invasiva que crea
alarma en las personas a las que se toman las muestras, el otro es que a
diferencia de la orina y el aire exhalado la toma de muestras requiere de la

intervencion de personal sanitario haciendo mas dificil y costoso el muestreo.

Un indicador de acumulaciéon, muy poco utilizado, posiblemente debido a
las dificultades que entrafia la toma de muestras y su determinacion es la

presencia de estireno en tejido adiposo (97).

1.4.3 Metodologias analiticas para el control ambiental y biolégico

Metodologias para control ambiental

En el control ambiental de la exposicibn a compuestos volatiles organicos,
una vez tomada la muestra y con el contaminante de interés retenido en el

adsorbente, el primer paso para poder analizarlo es la desorcion. Normalmente
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se realiza la desorcién quimica con un disolvente, el contaminante pasa de esta
manera a una disolucién y ésta se analiza habitualmente por cromatografia de
gases. Cuando el adsorbente es carbdn activo es frecuente emplear disulfuro

de carbono como agente desorbente.

La desorcidon con disolvente implica el paso del analito recogido a una
disolucion. Esto, que en la mayor parte de los casos resulta suficientemente (til,
constituye un inconveniente cuando la masa a analizar es pequefa. Algunos
muestreadores pasivos de disefio mas reciente captan muy bajas cantidades
de compuesto. El desarrollo de estos muestreadores viene emparejado con el
de una técnica alternativa, la desorcidbn térmica, que se basa en la
introduccion del muestreador en un horno a temperatura adecuada y la
utilizaciéon de una corriente de gas inerte que pasa a través del relleno
adsorbente. El paso del gas de purga y la temperatura facilitan la desorciéon
total del compuesto recogido hacia una trampa fria. En una segunda etapa
esta trampa fria, que esta unida mediante una linea de transferencia al inyector
de un cromatégrafo de gases, se calienta rapidamente produciéndose un
efecto semejante a una inyeccidn cromatégrafica. Esta técnica permite, por

tanto, el analisis de toda la masa recogida.

Uno de los campos de estudio en los métodos analiticos para control
ambiental radica en la seleccidn de adsorbentes para la toma de muestra que,
posteriormente, permitan la desorcién total del compuesto. Se puede destacar
un estudio que demuestra la utilidad de dos adsorbentes tales como el Tenax
GR y Carbosieve Sl para la desorcion térmica y analisis de 77 compuestos
volatiles diferentes ©8). También se ha comprobado la viabilidad del uso de
Carbopack B ©09). En revisiones recientes se pueden encontrar otros ejemplos
de trabajos en los que se ha estudiado la utilidad de nuevos soportes
adsorbentes (100).

Otro a&mbito importante de desarrollo de las técnicas analiticas para control
ambiental se centra en las medidas “in situ”. Estos sistemas, aunque son menos
sensibles que los instrumentos de laboratorio, son necesarios en determinadas
situaciones que se plantean en el ambiente de trabajo. El importante desarrollo
tecnoldgico de las udltimas décadas ha hecho posible desplazar al lugar donde
se han de tomar las muestras equipos para analisis que, tradicionalmente, se
encontraban en el laboratorio, mejorandose notablemente la sensibilidad
asociada a los primeros prototipos desarrollados. Estos equipos no sélo permiten

realizar medidas puntuales, sino que con €los se puede incluso tomar muestras
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en continuo durante todo el proceso (101,102). El crecimiento en la demanda
de equipos portatiles para analisis se debe a que encuentra aplicacion,
ademas de en higiene industrial, en campos tan diversos como la quimica

medioambiental, la investigacion policial y la seguridad militar (103).

Por Ultimo, para el andalisis de compuestos organicos volatiles, la técnica
analitica por excelencia es la cromatografia de gases. El desarrollo de los
detectores basados en la espectrometria de masas ha permitido identificar al
compuesto, ademas de por su tiempo de retencion, por su espectro de masas.
Por otra parte, el desarrollo de columnas capilares cada vez mas especificas y
adecuadas a compuestos o familias de compuestos, la aparicion de los
inyectores automaticos y las mejoras en la capacidad de calculo y
procesamiento de los equipos informaticos, han permitido automatizar los

procedimientos de analisis.

Metodologias para control biolégico

Las muestras para el control biolégico deben proporcionar una cantidad
suficiente del determinante a analizar, que éste sea lo mas especifico posible y
que los niveles esperables sean detectables por las técnicas analiticas que se

vayan a utilizar.

El incremento en la aplicacion y desarrollo de procedimientos de control
biolégico ha tenido como consecuencia la puesta a punto de numerosos
procedimientos analiticos descritos en trabajos experimentales y de aplicacion.
El interés de esta materia se refleja en las revisiones que bianualmente se
publican en Analytical Chemistry sobre higiene industrial, asi en el bienio 1994-
95, se seleccionaron y comentaron 163 articulos (104), en el bienio 1996-97
fueron 321 (105) y en el bienio 1998-99 un total de 129 (106). Ademas, en el afio
2001 se publicé una revisibn que se centré exclusivamente en los avances en
control biolégico (@07). Tanto el numero de trabajos como la variedad de

técnicas analiticas utilizadas da idea de la importancia creciente de este tema.

Las técnicas de analisis instrumental que se asocian al control biolégico de
exposicion a compuestos organicos volatiles, son las de cromatografia liquida y
cromatografia de gases-espectrometria de masas. La innovacién instrumental
mas importante en los Ultimos afios relacionada con la cromatografia tiene que

ver con el desarrollo y aplicacion de diversas técnicas auxiliares de
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concentracion y preparacion de muestras, tales como las de espacio de
cabeza (108,109), purga y trampa (110) y desorciéon térmica (111,112).

La técnica de espacio de cabeza, “head space”, permite la determinaciéon
indirecta de la concentraciobn de los compuestos volatiles presentes en
muestras solidas o liquidas. Para ello, se analiza la fase vapor que se encuentra
en equilibrio termodinamico con la muestra en un sistema cerrado. Su principal
campo de aplicacion es la determinacion de @mpuestos volatiles, cuando
estos se encuentran en concentraciones muy bajas. La técnica disminuye los
inconvenientes de las técnicas tradicionales de extraccién y enriquecimiento
de muestra, como son la extraccién con disolventes o la destilacién a vacio, en
las que se puede producir la extraccidon adicional de componentes de la
matriz. El analisis mediante espacio de cabeza esta limitado a la extraccion de
los compuestos volatiles, los cuales pueden resolverse con facilidad por
cromatografia de gases (113).

La técnica de purga y trampa, “purge and trap”, es una variante de la
técnica de espacio de cabeza anteriormente descrita aplicable a muestras
liguidas. Consiste en la continua renovacidon del gas en equilibrio con la
muestra, con lo que se consigue el desplazamiento dinamico de los
compuestos volatiles presentes en la muestra liquida a la fase gaseosa. El flujo
de gas inerte arrastra a los vapores de compuesto hacia una trampa, que
generalmente es un adsorbente sélido, donde quedan retenidos y se van
concentrando. Una vez finalizado el proceso se calienta la trampa
desorbiéndose los vapores y un nuevo flujo de gas inerte los arrastra al interior

del cromatoégrafo de gases donde son analizados (113).

Tanto en la técnica de espacio de cabeza como en la de purga y trampa es
necesario controlar de manera apropiada la pureza de los gases empleados y
la temperatura de trabajo para evitar fuentes de contaminacién y conseguir

gue las experiencias sean reproducibles.

Cualquiera de las técnicas anteriormente citadas permite separar, si se
seleccionan las condiciones adecuadas, el agente quimico a analizar de la
matriz en la que se encontraba retenido. A continuacion, la técnica analitica
utilizada suele ser la cromatografia de gases.

Cuando se analizan los metabolitos, que generalmente no son volatiles, se
suele utilizar la cromatografia liquida, empleando un detector “diode array”,
mediante el que se obtiene el espectro visible ultravioleta de los compuestos
que van eluyendo de la columna. No es habitual todavia encontrar en los

laboratorios equipos de cromatografia liquida que incorporen detectores
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basados en la espectrometria de masas, su utilizacién supondra una notable
mejora en la identificacién de los compuestos previamente separados.

1.5 Reglamentacion sobre la exposicion laboral a agentes quimicos

En la Unidén Europea se ha desarrollado una serie de directivas especificas
para aquellos contaminantes que son muy nocivos para la salud, como es el
caso del amianto o del plomo. En Espafia se han ido adaptando dichas
directivas comunitarias y el resultado ha sido el establecimiento de sendas
Ordenes Ministeriales y Reales Decretos que se ocupan de velar por la salud de
las personas que trabajan con esos agentes. Entre todas ellas se puede
destacar la Orden Ministerial que se refiere a la exposicidn a cloruro de vinilo,
qgue es un compuesto que guarda cierta semejanza quimica con el estireno
(114). Estas oOrdenes superan el mero establecimiento de valores limite de
referencia, apuntando cémo ha de hacerse el muestreo, qué hacer cuando se
superan los limites de referencia establecidos, y presentando incluso planes de

seguimiento médico del personal expuesto.

Desde el 5 de mayo de 2001 en que entré en vigor el REAL DECRETO
374/2001, de 6 de abril sobre la protecciéon de la salud y seguridad de los
trabajadores contra los riesgos relacionados con los agentes quimicos durante
el trabajo (115), se dispone en Espafia de un nuevo marco legal con el que se
ha realizado un importante avance en materia de proteccién de la salud de los
trabajadores. El objeto del RD 374/2001 es establecer las disposiciones minimas
para la proteccidon de los trabajadores contra los riesgos derivados o que
puedan derivarse de la presencia de agentes quimicos en el lugar de trabajo o
de cualquier actividad con agentes quimicos. En el RD se presentan las

siguientes definiciones:

Agente quimico: todo elemento o compuesto quimico, por si solo o
mezclado, tal como se presenta en estado natural o es producido, utilizado o
vertido, incluido el vertido como residuo, en una actividad laboral, se haya

elaborado o no de modo intencional y se haya comercializado o no.

Exposicién a un agente quimico: presencia de un agente quimico en el lugar
de trabajo que implica el contacto de éste con el trabajador, normalmente por
inhalacién o por via dérmica.
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Peligro: la capacidad intrinseca de un agente quimico para causar dafio.

Riesgo: la posibiidad de que un trabajador sufra un determinado dafio
derivado de la exposicion a agentes quimicos. Para calificar un riesgo desde el
punto de vista de su gravedad, se valoraran conjuntamente la probabilidad de
gue se produzca el dafno y la severidad del mismo.

Agente quimico peligroso: agente quimico que puede representar un riesgo
para la seguridad y salud de los trabajadores debido a sus propiedades
fisicoquimicas, quimicas o toxicolégicas y a la forma en que se utiliza o se halla
presente en el lugar de trabajo. Se consideran incluidos en esta definicion, en

particular:

Los agentes quimicos que cumplan los criterios para su clasificacibn como
sustancias o preparados peligrosos establecidos, respectivamente, en la
normativa sobre notificacion de sustancias nuevas y clasificaciéon, envasado y
etiquetado de sustancias peligrosas (116) y en la nhormativa sobre clasificacién,
envasado y etiquetado de preparados peligrosos (117), con independencia de
que el agente esté clasificado o no en dichas normativas, con excepcién de los
agentes que Unicamente cumplan los requisitos para su clasificacion como
peligrosos para el medio ambiente.

Los agentes quimicos que dispongan de un valor limite ambiental
establecido en el anexo | del Real Decreto (tan solo es el caso del Plomo) o en
una normativa especifica aplicable. También se consideran aquellos agentes,
cuyos valores limite ambientales hayan sido publicados por el Instituto Nacional
de Seguridad e Higiene en el Trabajo en el «Documento sobre limites de
exposicidn profesional para agentes quimicos en Espafia».

Actividad con agentes quimicos: todo trabajo en el que se utilicen agentes
quimicos, o esté previsto utilizarlos, en cualquier proceso, incluidos la
produccién, la manipulacion, el almacenamiento, el transporte o la
evacuacion y el tratamiento, o en que se produzcan como resultado de dicho

trabajo.

Productos intermedios: las sustancias formadas durante las reacciones
quimicas y que se transforman y desaparecen antes del final de la reaccién o
del proceso.

Subproductos: las sustancias que se forman durante las reacciones quimicas

y que permanecen al final de la reaccidn o del proceso.
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Valores limite ambientales: valores Ilimite de referencia para Ilas
concentraciones de los agentes quimicos en la zona de respiracibn de un

trabajador. Se distinguen dos tipos de valores limite ambientales:

Valor limite ambiental para la exposicion diaria: valor limite de la
concentraciéon media, medida o calculada de forma ponderada con respecto
al tiempo para la jornada laboral real y referida a una jornada estandar de

ocho horas diarias.

Valor limite ambiental para exposiciones de corta duracion: valor limite de la
concentracion media, medida o calculada para cualquier periodo de quince
minutos a lo largo de la jornada laboral, excepto para aquellos agentes

quimicos para los que se especifique un periodo de referencia inferior.

Valor limite biolégico: el Iimite de la concentracion, en el medio biolégico
adecuado, del agente quimico o de uno de sus metabolitos o de otro
indicador bioldgico directa o indirectamente relacionado con los efectos de la

exposicion del trabajador al agente en cuestion.

Vigilancia de la salud: el examen de cada trabajador para determinar su
estado de salud, en relacion con la exposicién a agentes quimicos especificos

en el trabajo.

El RD 374/2001 establece las obligaciones del empresario para la
proteccion de la salud de los trabajadores, que consisten en la evaluacion
de los riesgos debidos a la existencia de agentes quimicos peligrosos en el
lugar de trabajo, la prevencion de dichos riesgos mediante medidas
especificas de prevencién y proteccion e incluso la vigilancia de la salud de
los trabajadores. También es obligaciéon del empresario garantizar que los
trabajadores reciban una formacion e informacion adecuadas sobre los
riesgos derivados de la presencia de agentes quimicos peligrosos en el lugar
de trabajo, asi como sobre las medidas de prevencién y proteccién que

hayan de adoptarse.

El articulo 4 del RD 374/2001 establece que los riesgos para la salud y la
seguridad de los trabajadores en trabajos en los que haya actividad con
agentes quimicos peligrosos se eliminaran o reduciran al minimo mediante la
concepcioén y organizacion de los sistemas de trabajo en el lugar de trabajo,
la seleccidon e instalacion de los equipos de trabajo, el establecimiento de
los pocedimientos adecuados para el uso y mantenimiento de los equipos
utiizados para trabajar con agentes quimicos peligrosos, la adopcién de

medidas higiénicas adecuadas, tanto personales como de orden y limpieza,
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la reduccion de las cantidades de agentes aquimicos peligrosos presentes en
el lugar de trabajo al minimo necesario para el tipo de trabajo de que se
trate, la reduccién al minimo del nimero de trabajadores expuestos y la

reduccion al minimo de la duracion e intensidad de las exposiciones.

Cuando la evaluacién de los riesgos sea desfavorable, teniendo en cuenta
los criterios establecidos en el Real Decreto, como son la superacién del valor
limite ambiental establecido o la existencia de riesgo para la salud y la
seguridad de los trabajadores, se deberan tomar las medidas especificas de
prevencion y proteccion que se contemplan en el articulo 5. Dichas medidas se

pueden resumir en:

1. Garantizar la eliminacidén o reduccién al minimo del riesgo evitando el uso
del agente sustituyéndolo por otro 0 por un proceso quimico que no sea
peligroso o lo sea en menor grado.

Cuando la naturaleza de la actividad no permita la eliminacién del riesgo

por sustitucidn, se aplicaran las siguientes medidas, por orden de prioridad:

a. La concepcion y la utilizacion de procedimientos de trabajo, controles
técnicos, equipos y materiales para evitar o reducir al minimo cualquier
escape o difusibn al ambiente o cualquier contacto directo con el

trabajador .

b. Medidas de ventilacion u otras medidas de proteccidon colectiva,
aplicadas preferentemente en el origen del riesgo, y medidas
adecuadas de organizacion del trabajo.

c. Medidas de proteccion individual, cuando la exposicion o contacto

con el agente no pueda evitarse por otros medios.

2. Adoptar, en particular, las medidas frente a los riesgos derivados de la
presencia en el lugar de trabajo de agentes que puedan dar lugar a

incendios, explosiones u otras reacciones quimicas peligrosas.

3. Prevencion de las explosiones.

1.6 Valores de referencia

La medida de cualquier parametro, ambiental o biolégico, relacionado con
la exposicidon no tiene gran valor de forma aislada. Es importante comparar el

valor hallado para cada persona expuesta con valores de referencia
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ambientales o biolégicos. Tanto en el caso del control ambiental como en el
del bioldgico, siempre se plantea la cuestidn del establecimiento de unos limites
de referencia. El establecimiento de un valor limite se basa en el supuesto de
gue para una sustancia existe un nivel seguro o aceptable, por debajo del cual
no se producen efectos nocivos o irreversibles a consecuencia de la exposicidn
continuada durante toda la vida laboral de un individuo. Los valores de
referencia ambientales o biolégicos pretenden establecer un umbral para que
la mayoria de los individuos expuestos no sufran los efectos adversos del agente
toxico. La adopcidén de valores limite ambientales o biolégicos, requiere de unos

criterios que se sustentan en datos toxicolégicos y epidemiolégicos.

En cuanto a los valores limite, el RD 374/2001 remite a su anexo |, en el que
s6lo aparece valor limite para el plomo, y a bs valores limite ambientales
publicados por el Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo (INSHT)
en el «Documento sobre limites de exposicion profesional para agentes
quimicos en Espafia». En 1999, el INSHT publicéd la primera monografia sobre
limites de exposicidn profesional para agentes quimicos en Espafia (118). La lista
de valores se actualiza y mejora periédicamente; de hecho, recientemente se
publicd la lista para los afios 2001-2002 (119) y en ella aparecen por vez primera
valores biolégicos de referencia para una gran cantidad de compuestos que,
aungque no han sido referidos en el RD 374/2001, con el paso del tiempo se
deberan tener en cuenta del mismo modo que sucedié con la primera lista de

valores ambientales publicada en 1999.

Se debe destacar que hasta la publicacion de los valores limite por el INSHT
en 1999, los valores de referencia méas utilizados en Espafia para la mayor parte
de los contaminantes tipicos de los ambientes de trabajo eran los TLVs (valores
de referencia ambiental) y los BEIs (indices bioldgicos de exposicion) de la

American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) (120).

Otros valores muy aceptados son los MAK y BAT, ambientales y biolégicos
respectivamente, de la Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) (121).

En todos los paises desarrollados existen asociaciones cientificas semejantes
a las mencinadas que publican y revisan con cierta periodicidad unas listas de
valores ambientales y biolégicos de referencia aceptados para una gran
cantidad de compuestos tipicos del lugar de trabajo.
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1.6.1 Valores ambientales de referencia

La definicibn de valores limite ambientales (VLA) que se realiza en el
«Documento sobre limites de exposicion profesional para agentes quimicos en

Espafia» es la siguiente:

Son valores de referencia para las concentraciones de los agentes quimicos
en el aire, y representan condiciones a las cuales se cree, basandose en los
conocimientos actuales, que la mayoria de los trabajadores pueden estar
expuestos 8 horas diarias y 40 semanales, durante toda su vida laboral, sin sufrir

efectos adversos para su salud.

Estos valores se refieren a la mayoria de los trabajadores y no a la totalidad
puesto que, debido a la amplitud de las diferencias de respuesta existentes
entre los individuos, basadas tanto en factores genéticos como en habitos de
vida, un pequefio porcentaje de trabajadores podria experimentar molestias a
concentraciones inferiores a los VLA, e incluso resultar afectados mas
seriamente, sea por agravamiento de una condicidon previa o desarrollando

una patologia laboral.

Los VLA se establecen teniendo en cuenta la informacién disponible
procedente de la analogia fisico-quimica de los agentes quimicos, de los
estudios de experimentacion animal y humana, de los estudios epidemiolégicos

y de la experiencia industrial.

Los VLA sirven exclusivamente para la evaluacion y el control de los riesgos
por inhalacién de los agentes quimicos incluidos en la lista de valores. Cuando
uno de estos agentes se puede absorber por via cutanea, sea por la
manipulacién directa del mismo, sea a través del contacto de los vapores con
las partes desprotegidas de la piel, y esta aportacidon pueda resultar significativa
para la dosis absorbida por el trabajador, el agente en cuestibn aparece
sefializado en la lista con la notacién "via dérmica". Esta llamada advierte, por
una parte, de que la medicién de la concentracion ambiental puede no ser
suficiente para cuantificar la exposicidon global y, por otra, de la necesidad de

adoptar medidas para prevenir la absorcién cutanea.
Existen dos categorias de VLA:
VLA-ED (Valor limite ambiental-Exposiciéon diaria). Es el valor de referencia

para la exposicidon diaria, que se define como la concentracion media del
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agente quimico en la zona de respiracion del trabajador medida, o calculada
de forma ponderada con respecto al tiempo, para la jornada laboral real y

referida a una jornada estandar de 8 horas.

El hecho de referir la concentraciéon media a dicha jornada estandar implica
considerar el conjunto de las distintas exposiciones del trabajador a lo largo de
la jornada real de trabajo, cada una con su correspondiente duracién, como

equivalente a una Unica exposicion uniforme de 8 horas.

VLA-EC (Valor Limite Ambiental-Exposicién de Corta Duracién). Es el valor de
referencia para la exposicion de corta duracion, entendida ésta como la
concentracion media del agente quimico en la zona de respiracion del
trabajador, medida o calculada para cualquier periodo de 15 minutos a lo
largo de la jornada laboral, excepto para aquellos agentes quimicos para los

gue se especifique un periodo de referencia inferior, en la lista de valores limite.

Los VLA para estireno que aparecen en esta lista son 86 mg/m3 como VLA-ED
y 172 mg/m3 como VLA-EC (Tabla 1.2).

Como se ha indicado anteriormente existen limites de exposicion ambiental
propuestos por asociaciones internacionales de reconocido prestigio tales
como la American Conference of Governmental Industrial Hygienist (ACGIH) y
la Deutsche Forschungsgemeinschaft que publican peridicamente los valores
de referencia ambiental TLV y MAK. Los principios por los que se rigen estos

valores se resumen a continuacion:

Los valores TLV (Threshold Limit Values) o Valores Limite Umbral representan
los limites maximos de concentracion permitidos de una sustancia en el aire en
funcién del tiempo de exposicion. Los trabajadores pueden exponerse
repetidamente a la accion de tales concentraciones, sin sufrir ningdn riesgo

presumible para su salud .

Sin embargo, dada la elevada variacion en la susceptibilidad individual, es
posible que un pequefio porcentaje de trabajadores experimente malestar
ante algunas concentraciones iguales o inferiores al limite umbral, mientras que
un porcentaje menor puede resultar afectado mas seriamente por la
agravacion de una condicidn que ya existia anteriormente, o por la aparicion

de una enfermedad profesional.
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Entre sus recomendaciones de utilizacién, se contempla la posibiidad de
gue algunas personas puedan presentar una respuesta inesperada a algunos
compuestos quimicos de uso industrial, debido a factores genéticos, edad,
habitos personales (tabaco, alcohol y uso de otras drogas), medicacién o
exposiciones anteriores que les han sensibilizado. Estas personas puede que no
estén protegidas adecuadamente ante los efectos adversos para su salud de
ciertos compuestos quimicos a concentraciones proximas o por debajo del TLV,
por lo que se debe evaluar en estos casos la proteccion adicional que

requieren estos trabajadores.

Asi pues, con la informacion disponible en la actualidad no se puede hablar
claramente de niveles de seguridad. Los higienistas pertenecientes a la
American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH), han
establecido valores TLV para la mayoria de sustancias quimicas presentes en el

medio ambiente de trabajo.

Existen tres categorias de TLVs:

TLV-TWA (Threshold Limit Value - Time Weighted Average). (Valor Limite
Umbral - Media Ponderada en el Tiempo). Se define como la concentracion
media ponderada en el tiempo, para una jornada normal de trabajo de 8 horas
y una semana laboral de 40 horas, a la que pueden estar expuestos casi todos

los trabajadores repetidamente, dia tras dia, sin presentar efectos adversos.

TLV-STEL (Threshold Limit Value - Short Term Exposure Limit). (Valor Limite
Umbral-Limite de Exposicion de Corta Duraciéon). Existe un valor de
concentracion a la que pueden estar expuestos los trabajadores de manera
continua durante un corto espacio de tiempo sin sufrir: a) irritacion, b) dafios
croénicos o irreversibles en los tejidos, o c) narcosis en grado suficiente para
aumentar la probabiidad de Ilesiones accidentales, perjudicar la
autorrecuperacion o reducir sustancialmente la eficacia en el trabajo, y
siempre que no se sobrepase el TLV-TWA diario. A esa concentracion se le
denomina TLV-STEL, y se define como la exposicion media ponderada en un
tiempo de 15 minutos, que no se debe sobrepasar en ningdn momento de la
jornada laboral, ain cuando la media ponderada en el tiempo que
corresponda a las ocho horas sea inferior al TLV. Las exposiciones superiores al
TLV-TWA hasta el valor STEL no deben tener una duracién superior a 15 minutos
ni repetirse mas de cuatro veces al dia. Debe haber por lo menos un periodo de

60 minutos entre exposiciones sucesivas de este rango.
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TLV-C (Threshold Limit Value - Ceiling). (Valor Limite Umbral - Techo). Es la
concentracién que no se debe sobrepasar en ningln momento durante la

exposicion en el trabajo.

Los valores TLV adoptados por la ACGIH para el estireno han cambiado
como consecuencia de la revision de los mismos. Hasta 1997, el TLV-TWA era de
213 mg/ms3 (50 ppm) mientras que el valor actual es de 85 mg/ms3 (20 ppm),

existe también un valor STEL para estireno que equivale al doble del valor TWA.

Los valores MAK (Maximale Arbeitsplatz-Konzentration) o valores de
concentracion méxima en el lugar de trabajo se definen como la
concentracion maxima de la sustancia quimica (sea gas, vapor o materia
particulada) en el aire del lugar de trabajo para la cual, generalmente, no se
han conocido efectos adversos sobre la salud de los trabajadores ni se causa
excesiva irritacion incluso cuando la persona se expone repetidamente durante
largos periodos de tiempo, 40 horas semanales (o 42 horas si se trata de la
media semanal de 4 semanas en empresas con trabajos a turno y cuatro turnos
distintos).

Como norma, el valor MAK es una concentracibn media obtenida por
integracion de las concentraciones determinadas en periodos de hasta un dia
de trabajo o una jornada. Los valores MAK se establecen a partir de los
conocimientos sobre los efectos para la salud de los agentes quimicos; cuando
es posible también se tienen en cuenta los aspectos practicos de los procesos
industriales y las pautas de exposicidn resultantes; los criterios cientificos para la
prevencion de los efectos adversos sobre la salud son decisivos, no asi los
técnicos o la viabilidad econdmica.

El requisito previo para el establecimiento de un valor MAK es que se
disponga de suficiente informacién sobre una sustancia en los campos de la

toxicologia, la medicina del trabajo o la higiene industrial.

Los valores MAK se revisan anualmente al igual que los valores TLV o VLA. El
valor MAK para estireno es de 20 ml/m3 ( 85 mg/m3).

En la Tabla 1.2 se presentan los valores limite ambientales para estireno
adoptados por las organizaciones mas relevantes y que se encuentran vigentes
en la actualidad.
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Tabla 1.2 Valores limite ambientales de referencia.

Valor limite ambiental Valor
VLA-ED 86 mg/m?
VLAEC 172 mg/m?®
TLV-TWA 20 ppm
TLV-STEL 40 ppm
MAK 20 mi/m®

1.6.2 Valores biolégicos de referencia

El establecimiento de valores de referencia biolégicos esta mucho mas
condicionado a los avances cientificos que el de los valores ambientales,
puesto que, cuando se supone que un determinado indicador biolégico es
adecuado para el control de la exposicibn a un agente, deben determinarse
los valores de referencia adecuados para su correcta utilizacién. Se han
publicado numerosos trabajos relacionados con propuestas de adopcion de
valores limite biolégicos, muchos de ellos basados en la aplicacién de modelos
farmacocinéticos-fisiolégicos (122-124) y la mayoria basados en numerosos
estudios experimentales realizados con voluntarios o en poblacién laboralmente
expuesta (29,112,125,126).

El documento sobre valores limite profesionales en Espafia, publicado por el
INSHT (@19), define los valores limite biolégicos como los valores de referencia
para los indicadores biolégicos asociados a la exposicidon global a los agentes
qguimicos. Los VLB son aplicables para exposiciones profesionales de 8 horas
diarias durante 5 dias a la semana. La extension de los VLB a periodos distintos al
de referencia ha de hacerse considerando los datos farmacocinéticos y

farmacodinamicos del agente en particular.

En general, los VLB representan los niveles mas probables de los indicadores
biolégicos en trabajadores sanos sometidos a una exposicion global a agentes
quimicos equivalente, en términos de dosis absorbida, a una exposicion
exclusivamente por inhalacion del orden del VLA-ED. La excepcion a esta regla
la constituyen algunos agentes para los que los VLA asignados protegen contra
efectos no sistémicos. En estos casos, los VLB pueden representar dosis

absorbidas superiores a las que se derivarian de una exposicién por inhalaciéon
al VLA,
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Las bases cientificas para establecer los VLB pueden derivarse de dos tipos
de estudios: a) los que relacionan la intensidad de la exposicién con el nivel de
un parametro bioldégico, y b) los que relacionan el nivel de un parametro

biolégico con efectos sobre la salud.

Los VLB no estan concebidos para usarse como medida de los efectos
adversos ni para el diagnéstico de las enfermedades profesionales.

El documento del INSHT establece, respecto al control biolégico, que debe
considerarse complementario al control ambiental y, por tanto, ha de llevarse a
cabo cuando ofrezca ventajas sobre el uso independiente de este ultimo.
Ademas menciona que el control biolégico puede usarse para completar la
valoracién ambiental, para comprobar la eficacia de los equipos de
proteccién individual o para detectar una posible absorcién dérmica y/o

gastrointestinal.

El documento del INSHT presenta una lista de valores de referencia y fija para
estireno un VLB basado en la medida de sus metabolitos, acido mandélico y
acido fenilglioxilico en orina. Concretamente propone como limite 600 mg/g
creatinina de MA+PGA al final de la jornada del ultimo dia de la semana.

Otras organizaciones tienen establecidos también valores de referencia
biolégicos para estireno. La ACGIH publica los Biological Exposure Indices (BEls)

(120) y la DFG publica los Biological Tolerance Values (BAT) (121).

Los BEls son valores de referencia para la evaluacion de los riesgos
potenciales para la salud y representan los niveles de los determinantes
biolégicos que se corresponden con los determinados en especimenes
biolégicos de trabajadores, expuestos por via inhalatoria a una concentracion
ambiental del contaminante equivalente a su valor limite ambiental (TLV). Los
BEls se proponen como guia para la evaluaciéon del riesgo potencial para la
salud en la practica de la higiene industrial, generado por exposiciones de 8
horas durante 5 dias a la semana. Se publican y revisan junto con los TLVs
anualmente en forma de tabla en la que, para cada agente quimico del que
se dispone de un determinante o marcador, se indica ademas el tipo de
espécimen a tomar, el momento o momentos en que debe efectuarse la toma
de muestra, el propio valor BEl y unas notaciones que pueden hacer referencia
a cuestiones de diferente indole: susceptibiidad individual, especificidad,
presencia del determinante en sujetos no expuestos y ambigledad en la

interpretacion cuantitativa.
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Un BElI no establece una distincibn entre una exposicion segura y otra
peligrosa para la salud, ya que, debido a las variaciones biolégicas
interindividuales, una medicién individualizada de un parametro biolégico
puede exceder el BEl sin que ello suponga necesariamente que exista un riesgo
para la salud. Sin embargo, si las determinaciones bioldgicas efectuadas
repetidamente en un mismo individuo superan el BEl, o si lo supera la mayoria
de las determinaciones biolégicas de un grupo de trabajadores expuestos al
mismo ambiente laboral, se deben adoptar las medidas necesarias para reducir

la exposicion.

Los BEls se basan primariamente en observaciones sobre el ser humano. Las

principales fuentes de informacién tomadas en consideracion por la ACGIH son:

1. Mecanismos de absorcion, biotransformacién y eliminaciéon, tomandose en

consideracion los datos humanos y animales.

2. Todos los efectos adversos posibles y la farmacodinamia del efecto mas
significativo, que normalmente es el efecto observado al nivel mas bajo de

exposicion. Se tiene en cuenta el riesgo de la poblacién mas vulnerable.

3. Estudios de campo, en los que se relacionan las concentraciones de los
determinantes en las muestras biolégicas de trabajadores expuestos con la
intensidad de la exposicidn (normalmente medidas ambientales) o con los

efectos adversos.

4. Estudios de laboratorio con voluntarios, que proporcionan principalmente

datos farmacocinéticos.

5. Estudios de simulacién, utilizados para la extrapolacién y el establecimiento

de correspondencias entre los BEls y los TLVs.

Los BEls son, en definitiva, equivalentes a etandares y valores guia para
concentraciones de productos quimicos en el aire del lugar de trabajo y no

estan basados en concentraciones observadas en una poblacion.

Los BATs se definen como la maxima cantidad permisible de compuesto
quimico, sus metabolitos o cualquier desviacion de los parametros bioldgicos
normales inducida por una sustancia en personas expuestas. Se establecen en
base a los datos cientificos que permiten asegurar que esas concentraciones
no tienen efectos adversos para la salud de los trabajadores. Al igual que los
limites ambientales, se establecen bajo la suposicion de que las personas estan
expuestas 8 horas diarias y 40 horas semanales. Estos valores se definen en
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términos de concentracion o velocidad de formacién o excreciéon (cantidad
por unidad de tiempo) y se conciben como valores “techo” para la salud,
habiéndose tomado en consideracidon los efectos de las sustancias quimicas y
un adecuado margen de seguridad. Su utilizacion s6lo es posible para aquellos
agentes que pueden penetrar en el organismo por las vias inhalatoria o
dérmica. Los datos tenidos en cuenta para su establecimiento deben apoyarse
en observaciones sobre humanos, requiriéndose una experiencia suficiente con

el compuesto en materia de salud laboral y toxicologia.

Los valores BAT proporcionan la base para un juicio del potencial téxico o
seguridad de las cantidades de agentes quimicos absorbidos por el organismo
en el lugar de trabajo. Estos valores estdn basados en un criterio de salud, han
sido establecidos como limites superiores aceptables y por definiciobn deben ser

aplicados como valores techo.

El valor BAT establecido para estireno coincide con el VLB publicado en la

lista de valores del INSHT.

En la Tabla 1.3 se presentan los valores limite biolégicos para estireno,
vigentes en la actualidad, adoptados por las organizaciones mencionadas.

Tabla 1.3 Valores limite biolégicos de referencia.

Determinante Instante de muestreo indice  Valor
Acidos mandélico + fenilglioxilico  Final jornada-titimo dia semana VLB 600 mg/g creatinina
Acido mandélico en orina Final de la jornada BEI 800 mg/g creatinina
Inicio de la jornada siguiente BEI 300 mg/g creatinina
Acido feniglioxilico en orina Final de la jornada BEI 240 mg/g creatinina
Inicio de la jornada siguiente BEI 100 mg/g creatinina
Estireno en sangre venosa Final de la jornada BEI 0,55 mg/L
Inicio de la jornada siguiente BEI 0,02 mg/L
Acidos mandélico + fenilglioxilico  Final jornada-ultimo dia semana BAT 600 mg/g creatinina

Como se puede apreciar en la tabla, los valores limite biolégicos se basan en
la medida de los metabolitos principales de estireno en orina y en la medida del

estireno en sangre venosa.
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2 OBJETIVOS

La finalidad de este trabajo ha sido realizar y desarrollar las metodologias
necesarias para la elaboracibn de un programa de control ambiental y
biolégico de la exposicidn a estireno, desde la elaboraciéon y puesta a punto de
los métodos de toma de muestras y analisis hasta la posterior utilizacién de los
métodos elaborados sobre una poblacion laboralmente expuesta y la
propuesta de valores limite bioldgicos.

Este fin se concreta en los siguientes objetivos:

1. Desarrollar y validar dos métodos para la evaluacién de estireno en aire
mediante la captaciéon con muestreadores pasivos por difusibn para
desorcion con disolvente y para desorcidn térmica, respectivamente, y
analisis por cromatografia de gases.

2. Desarrollar y validar un método para la determinaciéon de estireno en
aire exhalado mediante captacidn en tubo adsorbente, desorcion
térmica y cromatografia de gases.

3. Desarrollar y validar un método para la evaluacion de estireno en orina
mediante purga y trampa usando tubos adsorbentes para desorcion
térmica y cromatografia de gases.

4. Realizar un andlisis comparativo de los métodos de control ambiental
validados en una poblacién expuesta en empresas dedicadas a la
fabricacion de piezas de poliéster reforzado con fibra de vidrio.

5. Realizar la evaluacién toxicolégica de la dosis externa e interna en una
poblacién expuesta laboralmente.

6. Estudiar la correlacién entre los valores ambientales y los indicadores
biol6égicos de exposicion para proponer valores limite biolégicos de
referencia basados en el valor limite ambiental.

7. Analizar la aplicacién de los valores limite biolégicos a exposiciones
inferiores a 8 horas, que son las mas habituales en pequefias y medianas
empresas.
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3 EVALUACION DE ESTIRENO EN AIRE MEDIANTE
MUESTREADORES PASIVOS  PARA DESORCION CON
DISOLVENTE Y CROMATOGRAFIA DE GASES

3.1 Introduccién

La evaluacion de la exposicion a agentes quimicos en el lugar de trabajo
requiere la determinacion de la concentracion de esos compuestos en la
atmoésfera de dicho lugar, esto dltimo se puede llevar a cabo utilizando
muestreadores pasivos por difusion. Para el empleo de este tipo de dispositivos
se precisa conocer una constante que recibe el nombre de caudal o velocidad
de captacion (U). Como ya se comentdé anteriormente, esta constante es
caracteristica para cada compuesto quimico y cada modelo de muestreador
porque engloba la constante de disefio geométrico del mismo y el coeficiente

de difusién del compuesto.

La velocidad de captacidn permite relacionar la masa de contaminante
recogida con la concentraciéon ambiental del mismo. Idealmente el valor de U
es constante, sin embargo, puede variar ligeramente con los cambios de
concentracion, tiempo de exposicion del muestreador, humedad, etc. Por todo
ello, es necesario someter cada modelo de muestreador a un estudio de
validacibn donde se determina U bajo una variedad de condiciones
experimentales y se evallan aspectos tales como la eficacia de desorcion, el
tiempo de almacenamiento o la difusién reversa (1,2). En 1991 el Instituto
Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo establecié un protocolo de
validacién de muestreadores pasivos por difusion de compuestos volatiles en
aire (3), en el que se especifican los requisitos generales de comportamiento que
deben cumplir los procedimientos de medida para la determinacién de la
concentracion de gases y vapores organicos en el aire en los lugares de trabajo.
El ambito de aplicacién de este protocolo abarca a todos aquellos dispositivos
de medida con etapas separadas de captaciéon por difusidn con adsorcidon en

un sélido y posterior analisis.

El desarrollo de distintas experiencias permitirA conocer la velocidad de
captacién y los valores de sesgo y precision alcanzables en condiciones de

laboratorio definidas.

El objetivo de este capitulo es describir las experiencias realizadas con el fin

de determinar la velocidad de captacion del muestreador 3M-3500 para
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estireno y la influencia sobre la misma de las variables asociadas con el
ambiente y con la técnica de muestreo. También se han realizado “ensayos en
campo”, en condiciones tipicas de utilizacion para analizar la posible existencia

de diferencias sistematicas con un muestreador dinamico.

3.2 Materiales y métodos
3.2.1 Método de toma de muestras

Se ha elegido para la toma de muestras un sistema basado en el muestreo

pasivo y la posterior desorcidon con disolvente:

El muestreador 3M-3500 (3M), cuyo esquema puede verse en la figura 3.1, se
comercializa para muestreo pasivo de vapores organicos (4) y es util para la
captacion de estireno. Se trata de un dispositivo cilindrico de plastico, en el

fondo del cual hay una lamina de carbdn activo. El fenédmeno de la difusién,

tapa de desorcion

A
| /
—% membrana de
difusién
W/ . J
lamina de carbén
activo
|l Rl
—©)
@ (b)

Figura 3.1 Esquema del muestreador pasivo 3M-3500.

descrito en el apartado 1.4, se produce a través de una membrana. Las
dimensiones del muestreador son 32 mm de diametro interno, su longitud de
difusion (I) es de 9,5 mm y su area de difusion (A) es de 5 cm2 El muestreador se

suministra en un envase cerrado herméticamente y al vacio, preparado para la
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toma de muestra. Para su almacenamiento posterior a la toma, la membrana
de difusidon y el anillo que la sujeta, se reemplazan por una tapadera (tapa de
desorcién, figura 3.1b) que presenta dos orificios con dos tapones. Una vez en el
laboratorio, a través de estos orificios se adiciona el disolvente para la
desorcion del estireno adsorbido en cada experiencia. En la figura 3.2 se

muestra una reproduccion del muestreador 3M-3500.

Figura 3.2 Muestreador pasivo 3M-3500.

Mediante la exposicion de este muestreador en una atmoésfera que contiene
estireno, se puede conocer la concentracibn media ambiental de dicho
compuesto en el intervalo de tiempo que dura la exposicidon. No es necesario el
uso de bombas de aspiracion puesto que el contaminante se deposita en el
interior del muestreador por difusion. El adsorbente utilizado es una lamina de
carbon activo. A partir de la cantidad de estireno adsorbida, que depende del
tiempo de muestreo y se determina mediante desorciéon con disolvente y analisis
cromatografico, se puede obtener un valor de concentracion ambiental media
utilizando su velocidad de captacion especifica (U).

Durante el proceso de evaluacion, ademéas del muestreador pasivo, se ha
empleado un sistema de muestreo dinamico para captacidon de estireno
consistente en un tubo de vidrio relleno de carbdén activo unido a una bomba

de aspiracion (SKC). Los tubos de vidrio miden 110 mm de largo y 8 mm de
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didmetro, se encuentran rellenos con carbén activo de 20/40 mallas y se dividen
en dos secciones de 400 y 200 mg cada una (SKC). Las dos secciones se
encuentran separadas entre si 4 mm, la seccion de 200 mg se utiliza para
comprobar la posible saturacion del muestreador. Previo a su utilizacién, el
tubo se encuentra en forma de ampolla de modo que, para recoger la muestra
de aire, se deben romper los extremos de la misma. Una vez finalizado el
muestreo, se cubren los extremos del tubo con tapones de plastico para su
transporte y almacenamiento. La calibraciobn de las bombas se realizd
utilizando una bureta de gases. El caudal de aspiracion se fij6 para todos los
muestreos en 200 ml/min, midiéndose rigurosamente en cada toma de muestra
particular utilizando un flujdmetro digital (Scientific Glass Engineering). En la

figura 3.3 se muestra una reproduccion del sistema utilizado.

F :

|

Figura 3.3 Sistema de muestreo dindmico.

3.2.2 Condiciones de desorcién y analisis

Una vez finalizada la captacion, se debe analizar la masa adsorbida en el
muestreador. En primer lugar, se realiza la desorcidon del estireno empleando
para ello un disolvente. Para la eleccion del disolvente se tienen 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. En
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segundo lugar, se procede al analisis del estireno en la disolucion obtenida

mediante cromatografia gaseosa.

Las condiciones de desorcion utilizadas para el muestreador 3M-3500 fueron
las recomendadas por su fabricante (4) y consistieron en la adicién a través de
los orificios de la tapa de desorcion de 1,5 ml de disulfuro de carbono (PA
Merck) como agente desorbente sobre la lamina de carbdén activo. La
disolucidon desorbente se mantuvo durante 30 minutos en contacto con la
[Amina adsorbente realizando agitaciones peridédicas del sistema para que la
desorcidn transcurriera adecuadamente. En la figura 3.4 se muestra una

reproduccion del muestreador preparado para la desorcioén.

Figura 3.4 Muestreador pasivo 3M-3500 preparado para desorcion.

Las condiciones de desorcion para los muestreadores dinamicos son
semejantes a las descritas para el muestreador pasivo, salvo que, en este caso,
el adsorbente se debe trasvasar desde el tubo de vidrio a un recipiente en el
gue se realiza la desorcién con 3 ml de CS,. El resto del proceso es idéntico al

descrito, 30 minutos de desorcidn realizando agitaciones periédicas.

Las disoluciones resultantes de la desorcion de ambos muestreadores se

analizaron utilizando un cromatoégrafo de gases Hewlett-Packard 5890 (Agilent
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Technologies) equipado con una columna de Apiezon L (Agilent Technologies).
Para el andlisis se utilizd6 N2(N55) como gas portador y se programo un gradiente
de temperatura desde 75 a 150°C a razén de 15°C/min. Se utilizé un detector de
ionizacién a la llama (FID). El calibrado para el rango de concentraciones
esperado se realiz6 empleando disoluciones estandar de estireno (PS Merck) en
CS; al que previamente se le habia adicionado npropilbenceno (PS Merck)

(0,1% V/V) como patrén interno.

3.2.3 Determinacion de la eficacia de desorcién

Se define la eficacia de desorcion como la relacién entre la masa de
contaminante recuperada de un muestreador y la masa adsorbida por el
mismo (1). Estos valores de masa deberian ser idénticos si la desorcion fuera
completa pero en condiciones reales no sucede asi, por lo que debe calcularse

para cada compuesto.

Para determinar la eficacia de desorcién se retird la tapa de difusion de seis
muestreadores nuevos y se les adiciond a todos una misma cantidad conocida
de estireno utilizando una jeringa calibrada de 10 m, a continuacion se cerrd la
tapa de desorcion de todos ellos asegurandose de que el cierre fuera
hermético. Paralelamente, con la misma jeringa se adicionaron cantidades
idénticas de estireno a tres viales de vidrio que contenian 1,5 ml de disolucién
desorbente, disulfuro de carbono con un 0,1% de npropilbenceno (V/V). Estos
viales se cerraron y se conservaron en el frigorifico a 4°C. Transcurridas 24 horas,
se adicion6 a cada uno de los muestreadores 1,5 ml de la disolucion desorbente
y se procedid a la desorcion siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
3.2.2. Finalizada la desorcién se analizaron las disoluciones procedentes de
viales y muestreadores y se determind la masa de estireno presente en las

mismas siguiendo el procedimiento analitico descrito anteriormente.

Para determinar la eficacia de desorcidon de los tubos rellenos de carbdén
activo para muestreo dinamico se procedié de igual forma a lo descrito para
los muestreadores 3M-3500, con la salvedad de que en este caso se utilizaron 3
ml de la disolucién desorbente. Se utilizaron seis tubos rellenos de adsorbente y
tres disoluciones de referencia. Las condiciones de desorcion y andlisis se

describieron en el apartado 3.2.2.
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El coeficiente de recuperacidon o desorcion, d, se calcula mediante la

expresion:

m
d=— Eq. 3.1
m,

donde:

m esla cantidad promedio analizada en los muestreadores y

m, es la cantidad promedio analizada en los viales.

3.2.4 Determinacion de la velocidad de captacion

De acuerdo con lo descrito en el apartado 1.4.1, la concentracién ambiental

se obtiene mediante la expresién:

donde:

Ca esla concentracion ambiental,

ma. esla masa de contaminante retenida en el muestreador,
t esel periodo que dura el muestreo y

U esla velocidad de captacion.

Esta ecuacion, obtenida a partir de la Ley de Fick, permite obtener la
concentracion ambiental, siempre que se conozca la velocidad de captacion,
u.

La velocidad de captacion, depende entre otros aspectos del coeficiente de
difusion del compuesto a muestrear. La disponibiidad de coeficientes de
difusion experimentales es limitada y, a veces, los datos publicados para un
mismo compuesto por distintas fuentes son discrepantes. Por ello, se realizé la
determinaciéon experimental de la velocidad de captacion bajo condiciones de
concentracion ambiental y tiempo de muestreo conocidos y controlados, para
lo cual fue necesario disponer de un sistema generador de atmodsferas de

concentracién conocida.

El uso de este sistema permite obtener el valor de U de un muestreador tras

exponerlo a la concentracion ambiental generada durante un periodo de
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tiempo conocido y analizar la masa recogida. Para su calculo se emplea la

ecuacion 3.3, que se obtiene de despejar U en la ecuacion 3.2.

m
U=—2= Eq. 3.3

Sistema generador de atmésferas de concentracién conocida

El esquema del sistema utilizado para la validacion de los muestreadores

pasivos se recoge en la figura 3.5, consta de las siguientes partes:

Aire seco

Il Aire himedo ?
Aire + estireno

@ Estireno

Entrada de aire (valvula de aguja)
Humidificador

Inyector automatico de jeringa
Camara de mezcla

Camara de muestreo
Muestreadores pasivos

Ventilador

Cromatografo de gases

10 Sistema de medicion de humedad

oO~NO O~ WNBE

©

1
i

Sistema de purificacién de aire comprimido

Figura 3.5 Esquema de la instalacion de la atmésfera controlada.
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-Sistema de purificacion de aire comprimido (1). El aire entra al sistema
procedente de un compresor, es necesario por tanto purificarlo, lo que se
realiza mediante un doble fitro de carbdén activo y gel de silice (Agilent
Technologies), que garantiza la ausencia de compuestos organicos y una

humedad practicamente nula.

-Valvula de aguja (2), que permite regular el caudal total de aire que pasa

por el sistema.

-Humidificador (3). Mediante este dispositivo se consigue, que la corriente de
aire tenga una humedad relativa predeterminada. Esto se realiza mediante un
“by pass” que permite el paso del caudal de aire a través de un recipiente que
contiene agua y que estad sumergido en un bafio termostatico. Regulando la
temperatura del bano, se puede controlar la humedad relativa del caudal total

de aire.

-Inyector automatico de jeringa (4), que permite la adicién de un flujo
masico constante de un contaminante o mezcla de contaminantes, mediante
el movimiento del émbolo de una jeringa. El caudal inyectado es regulable
entre 0,021 n¥/min y 126 ml/min, lo que permite obtener un amplio rango de
concentraciones. El contenido de la jeringa se inyecta a través de un septum a
la linea de aire. Si la velocidad de inyeccidon es muy elevada es necesario
calentar el punto de aplicacion de la jeringa para facilitar la evaporaciéon del

liquido. En la figura 3.6 se muestra una reproduccioén del inyector automatico.

Figura 3.6 Inyector automatico de jeringa.
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-Camara de mezcla (5). Es una pequefia esfera de vidrio en la cual se

consigue una mezcla homogénea de aire y contaminante.

-Camara de muestreo (6). Es un cilindro de vidrio de 52 cm de longitud y 14
cm de didmetro que tiene un tabique longitudinal de separacion, sobre el que
se depositan los muestreadores pasivos (7), comunicandose las secciones
superior e inferior por las tapas semiesféricas de los extremos. Estas, aunque son
desmontables, tienen un ajuste de vidrio esmerilado, que las hace herméticas
una vez montadas. Cada una de las tapas tiene en el centro un orificio con
cabeza roscada, para conectar la entrada y salida de la corriente de aire a la
camara. En la figura 3.7 se muestra un esquema del despiece de la camara de

muestreo.

Superficies esmeriladas

[

Tabique longitudinal B‘I_l

Figura 3.7 Despiece de la camara de muestreo del
sistema generador de atmosferas.

Un pequefio ventilador (8), instalado en el interior de la camara, permite la
agitacion del aire creando una corriente que se mueve en torno al tabique de
separacion, la velocidad del aire se controla mediante un regulador externo de

modo que tenga un valor entre 0,7 y 1 m/s sobre la cara del muestreador.

A lo largo de la pared exterior, en las zonas situadas encima y debajo del
tabique de separacion, la camara dispone de una serie de bocas de vidrio con
cabeza roscada y tapdn ajustable para poder conectar a la misma cualquier

dispositivo o sistema de captacion. Un termémetro mide la temperatura del
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aire en la camara. En la figura 3.8 se muestra una reproduccion de la camara

de muestreo.

! .

Figura 3.8 Camara de muestreo.

-Conexion al cromatografo (9). Se realiza utilizando un tubo de vidrio unido
por un extremo a una boca de vidrio de la camara y por el otro a la entrada de
la valvula de gases de un cromatégrafo. Esta valvula permite realizar
inyecciones periddicas de un volumen de 5 ml de gas a la cabeza de la
columna cromatografica. La medida del area de los picos en inyecciones
sucesivas permite controlar la evolucién de la concentracion de la atmoésfera y
calcular su precision en funcion del tiempo. Para vencer la pérdida de carga del
sistema, incluyendo la valvula de gases, se conecta una bomba de aspiracion

de bajo caudal (SKC) en la linea de retorno de la valvula.

-Sistema de medicién de humedad (10). Esta instalado a la salida de la
camara de muestreo y permite determinar la temperatura seca y himeda, esta
dltima mediante un termémetro de bulbo himedo conectado a una muselina'y
un depdsito auxiliar de agua. La humedad relativa se determina, en funcién de

las dos temperaturas mencionadas.
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La medicion del caudal de aire que pasa por la camara se realiza mediante
una bureta graduada de gases, conectada con el tubo de salida del medidor
de humedad, la cual permite calcular en cualquier momento el caudal en la

linea.

La concentracion tedrica de estireno en la atmdsfera, C, expresada en

mg/m3, se puede conocer teniendo en cuenta la ecuacion 3.4:

c=F T 105 Eq34
Q

donde:
F  es el caudal de la jeringa en ml/min,
d esladensidad en mg/mly

Q es el caudal de aire en I/min.

La eleccion de la jeringa para el ensayo depende de dos variables: por un
lado del valor de flujo masico o velocidad de inyeccidn necesarios para
conseguir la concentracidon deseada de estireno y por otro del tiempo que dure
la experiencia, de esta manera el volumen total de la jeringa tiene que ser

superior al volumen V (ml) que se obtiene de la ecuacion 3.5:

V=Ft Eq. 3.5

donde:
F  esel caudal de la jeringa en ml/miny

t eseltiempo de duracidn de la experiencia en minutos.

La precision de la concentracion de la atmodsfera se midié durante cada
experiencia, para ello se realizaron inyecciones de un volumen conocido de aire
procedente de la camara de atmodsferas controladas al cromatégrafo de gases
conectado en linea. El coeficiente de variacion de la concentracion de la

atmosfera durante todos los ensayos, fue inferior al 4%.
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En las experiencias con muestreadores, la concentracion verdadera se
obtuvo mediante la correccién del valor tedrico en funcién de la disminucién
de masa debida a la captacion por los propios muestreadores, lo cual se
evalué6 mediante la diferencia en la respuesta cromatografica en las
inyecciones realizadas antes y después de la introduccién de los muestreadores

en la camara.

La concentracion se verific6 mediante un método independiente basado en

el empleo del sistema de muestreo dinamico descrito en 3.2.1.

En cada experiencia se utilizaron seis tubos rellenos de carbén activo durante
tiempo suficiente para recoger en los mismos una masa de estireno adecuada
para el analisis. Las condiciones experimentales de desorcidon y analisis se
describieron en el apartado 3.2.3. El valor de concentracion, C, expresado en

mg/m?3 se calculé mediante la ecuacion siguiente:

C=

m—?’ 10° Eq.36

donde:
m esla masa analizada en mg,
es el coeficiente de desorcién en tanto por uno,

d
Q eselcaudal en ml/miny
t

es el tiempo de duracion del muestreo en minutos.

En todos los casos la diferencia entre la concentracion medida mediante el
método independiente y la concentracion tedrica calculada a partir del flujo

de aire y la velocidad de la jeringa de inyeccion fue inferior al 10%.

Influencia de la concentracioén y el tiempo de exposicién

Se generaron atmosferas controladas a tres niveles de concentracion
diferentes: 0,1; 1 y 2 veces el valor limite (VL), 40% de humedad relativa y 20°C
de temperatura. Se tomaron muestras en tres intervalos de tiempo distintos, 0,5;
4y 8 horas por ser los tiempos de referencia habituales en exposiciones laborales
ya que abarcan casi todas las posibles situaciones que se pueden dar,
exposiciones de corta duracion, media jornada y la equivalente a toda una

jornada laboral. Se realizaron experiencias de exposiciéon, con seis
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muestreadores en cada caso, siguiendo el esquema de la Tabla 3.1. El valor
Iimite de referencia para estireno cuando se llevé a cabo la experiencia era el
establecido por la ACGIH (213 mg/m3) (5).

Tabla3.1 Esquema del procedimiento seguido para evaluar los efectos
concentracion-tiempo en la optimizacion del muestreador.

Concentracion Tiempo de muestreo
(mg/i) 05h 4h 8h
0,1 Valor limite v v
Valor limite v
2 Valor limite v v

Valor limite, 213 mg/m® para estireno

Las condiciones de generacion de la atmoésfera (caudal de aire y flujo
masico) se determinaron segun la ecuacién 3.4. La concentraciéon de estireno se
controlé6 durante cada experiencia siguiendo los procedimientos descritos
anteriormente. En todos los ensayos se mantuvo la velocidad relativa del aire
en la superficie de los muestreadores difusivos entre 0,7 y 1 m/s. El estireno
recogido por cada muestreador se desorbid y analizé segun las condiciones de

analisis que aparecen en el apartado 3.2.2.

Paralelamente a cada una de las experiencias se empleé un muestreador, al
gue se llam6 blanco que, sin ser expuesto, fue sometido a un procedimiento de
apertura, desorcidon y analisis idéntico al de los otros seis muestreadores. El
seguimiento de este blanco permitiria descartar la sefal analitica asociada al

procedimiento y que no tuviese que ver exactamente con la exposicién.

Estudio de la estabilidad de las muestras

Esta experiencia tiene como finalidad conocer en que medida afecta al

muestreador el almacenamiento posterior al muestreo y previo al analisis.

Se tomaron 2 muestras adicionales en las experiencias 0,1 VL 30 miny 2 VL 8
horas y se almacenaron a temperatura ambiente (20-25°C) durante 15 dias.
Transcurrido este periodo de tiempo se analizaron y se compararon los
resultados obtenidos con los hallados para los 6 muestreadores analizados con

anterioridad.
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Exposiciébn a concentracion cero

El comportamiento del adsorbente ideal supone la retencién total del
compuesto adsorbido, sin embargo en condiciones reales puede producirse un
fendbmeno denominado difusidén reversa que consiste en la difusion del estireno

retenido previamente en el muestreador hacia el ambiente.

Para evaluar dicha posibilidad se realiz6 una experiencia consistente en la
exposicion de 6 muestreadores durante 30 min a concentraciéon 0,1 VL. De estos
muestreadores, 2 se analizaron de forma inmediata, y los otros 4 se expusieron,
en el interior de la camara de muestreo, a una corriente de aire con
concentracion de estireno nula durante 5 horas, posteriormente se analizaron
todos los muestreadores para comparar los resultados obtenidos para los dos

grupos y comprobar asi la influencia del fenédmeno descrito.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Eficacia de desorcién

Los resultados de los ensayos para determinar la eficacia de desorcidn para
el muestreador 3M-3500 y el tubo de carbdén activo para muestreo dinamico se

muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Célculo de la eficacia de desorcion.

3M-3500 Tubos rellenos de carbén activo SKC
Masa® Disolucion®  Muestreador® Masa® Disolucion®  Muestreador®
1,357 1,360 1,198 4,525 4,525
1,354 1,243 4,501 3,835
1,342 1,220 4,487 3,874
1,189
1,242
1,216
Media 1,352 Media 1,218 Media 4,504 Media 3,923
S.D. 0,01 S.D. 0,02 S.D. 0,02 S.D. 0,07
R.S.D.0,68% R.S.D.1,82% R.S.D.0,43% R.S.D.1,73%
Coeficiente de desorcion: 0,90 Coeficiente de desorciéon: 0,87

Media Media aritmética

S.D. Desviacion estandar

R.S.D. Desviacién estandar relativa

"Masa adicionada a muestreadores y disolucion (my)
’Masa analizada (ng)

Para el muestreador 3M-3500, el coeficiente de desorciébn medio calculado

segun el apartado 3.2.3 fue de 0,90. El coeficiente de desorcion de los

muestreadores dinamicos para estireno fue de 0,87.
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3.3.2 Estudio concentracion-tiempo

Se realizaron las experiencias descritas en la Tabla 3.3, consistentes en exponer
a 6 muestreadores a distintas condiciones de concentracion-tiempo, y se
analizé la masa recogida por cada uno de los mismos. Los valores de masa de
estireno hallada en cada muestreador se presentan en la Tabla 3.3, la masa

recogida por el muestreador utilizado como blanco fue siempre nula.

Para cada muestreador empleado en las distintas experiencias
concentraciéon-tiempo se calculé el valor de la velocidad de captacién, U
(ml/min) para lo cual se utilizé la siguiente ecuacién, que se obtiene a partir de
la ecuacion 3.3 teniendo en cuenta el valor de masa analzada en el

muestreador blanco y el del coeficiente de desorcion:

_ my-m .
U=s—23%3 > "1¢°
I Eq.3.7

a

donde:

mg esla masa de analito desorbida, en ng,

m, es la masa de analito desorbida de un muestreador empleado como
blanco en ng,

d es el coeficiente de desorcidon en tanto por uno

Ca esla concentraciéon de contaminante en la atmdsfera en mg/m3y

t eseltiempo de exposicidn en min.

Los valores de U para cada muestreador aparecen en la Tabla 3.3. A partir
de estos valores se obtuvo un valor de U medio de 28,12 ml/min con una

desviacion estandar de 1,44 ml/min.

Una vez obtenido el valor medio de U, se recalculé la concentracion, C, a
partir del mismo para cada uno de los 30 muestreadores expuestos en las
distintas experiencias concentracion-tiempo, empleando para ello la ecuacién

3.8,

a :M' 103 Eq 3.8
dxU xt
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donde:

Mg esla masa de analito desorbida en ng,

m, es la masa de analito desorbida de un muestreador empleado como

blanco en ng,

d es el coeficiente de desorcion en tanto por uno,

es la velocidad de captaciéon o captacion media de todos los

muestreadores utilizados en ml/min y

t eseltiempo de exposicion en min.

Tabla3.3 Resultados experimentales, masa analizada y U calculada, para las diferentes
combinaciones de tiempo de exposicion y concentracion de estireno.
Experiencia Concentracion Tiempo de Masa analizada U (ml/min)
verdadera exposicion (min) (ny)
(mg/n)
0,1VLO,5horas |21,2 32 17,0 27,8
16,7 27,3
16,7 27,3
16,5 27,0
16,1 26,3
16,6 27,2
0,1 VL 8 horas 21,1 480 254,3 27,9
252,5 27,7
2479 27,2
249,8 27,4
2425 26,6
249,8 27,4
VL 4 horas 189,9 240 1087,0 26,5
1062,4 25,9
11157 27,2
1099,3 26,8
1078,8 26,3
1103,4 26,9
2VL 0,5 horas 363,8 30 293,7 29,9
285,8 29,1
292,7 29,8
288,8 29,4
286,8 29,2
290,7 29,6
2VL 8 horas 3545 480 4517,7 29,5
4594,3 30,0
4563,7 29,8
4670,9 30,5
4563,7 29,8
4655,6 30,4
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Los valores de concentracién obtenidos de esta manera se muestran en la

Tabla 3.4.

Tabla 3.4 Resultados de concentracion recalculada
empleando el valor de U medio.

Experiencia Concentracion Tiempo de Concentracion
verdadera exposicion (min) | recalculada
(mg/ne) (mg/mé)
0,1VLO5horas |21,2 32 21,0
20,6
20,6
20,4
19,8
20,5
0,1 VL 8 horas 21,1 480 20,9
20,8
20,4
20,6
20,0
20,6
VL 4 horas 189,9 240 179,0
1749
183,7
181,0
177,6
181,7
2VL 0,5 horas 363,8 30 386,8
376,5
385,5
380,4
377,8
382,9
2 VL 8 horas 354,5 480 3719
378,2
375,7
384,5
375,7
383,2

A partir de los valores de concentracion recalculados y los valores de
concentracion verdadera se calcularon el sesgo relativo (S) y el coeficiente de
variacion (CV) de cada experiencia concentracion-tiempo mediante el uso de

las ecuaciones 3.9y 3.10:

X - X,
S=__
X

100 Eq3.9
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donde:
X es el valor medio de los resultados obtenidos para cada concentracion y

X; es el valor verdadero o aceptado de la concentracion de la atmadsfera.

DS.

donde:

DS es la desviacion estandar de los valores de cada experiencia
concentracion-tiempo

C es la concentracibn media encontrada en una misma experiencia

concentracion-tiempo

Los valores de sesgo (S) y coeficiente de variacion (CV) para cada
experiencia concentracion-tiempo se representan en la Tabla 3.5, el valor de
sesgo relativo para cada celdilla fue inferior en todas las experiencias al 10% y la
desviacion tipica relativa o coeficiente de variacion fue siempre inferior al 7%

que son los valores maximos tolerables por el protocolo de validacion del INSHT

3.

Tabla 3.5 Resultados de sesgo y coeficiente de variacion para cada
experiencia concentracion-tiempo.

30 minutos 240 minutos 480 minutos
0,1 Valor limite S=3,4% S=2,7%
CV=1,8% CV=1,6%
Valor limite S=5,4%
CV=1,7%
2 Valor limite S=4,9% S=6,7%
CV=1,1% CV=1,3%

Estabilidad de las muestras

Los resultados del ensayo de almacenamiento se muestran en la Tabla 3.6.
Como se puede apreciar en la misma, no hubo apenas diferencias entre uno y
otro grupo de muestreadores siendo |0s resultados semejantes. Se considera por
tanto que no existen problemas de almacenamiento ya que los resultados

obtenidos por los muestreadores analizados de forma inmediata y los que se
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mantuvieron a temperatura ambiente y se analizaron 15 dias mas tarde
difiieron como maximo en un 2,4%, valor muy inferior al 10% maximo aceptado

3.

Tabla 3.6 Resultados de los ensayos de almacenamiento.

Situacion estudiada C de referencia* C de almacenamiento** | Error relativo
(mg/m?) (mg/m?) (%)
0,1 VL - 30 min 20,5 20,1 2
2 VL - 480 min 378,4 369,4 2,4

* Media de seis muestreadores
* Media de dos muestreadores

Exposicién a concentracidon cero

Los resultados del ensayo de difusion reversa se muestran en la Tabla 3.7, las
diferencias en las concentraciones encontradas por los dos grupos de
muestreadores suponen un 0,4%, por lo que el fenébmeno se puede considerar

despreciable.

Tabla 3.7 Resultados del ensayo de difusién reversa.

Situacion estudiada Concentracion (mg/m?)
0,1 VL - 30 min 27,34
0,1 VL -30 min + 0 VL - 300 min 27,24%
Error relativo (%) 0,4

* Media de 2 muestreadores
** Media de 4 muestreadores

3.3.3 Muestreos apareados

El estudio cuyos resultados se acaban de discutir se llevdé a cabo en
condiciones experimentales controladas. Para verificar su validez en ensayos
reales se realizaron una serie de muestreos apareados entre este muestreador y
el sistema de muestreo dinamico, que se describié en el apartado 3.2.4. Se
realizé una toma de muestras simultanea con ambos sistemas a trabajadores

expuestos, obteniéndose los resultados globales que se exponen en la Tabla 3.8.
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Tabla 3.8 Concentraciones halladas (mg/m® en el muestreo simultaneo con tubos de
carbon activo y muestreadores pasivos 3M-3500 para estireno.

Carbdn activo 3M-3500
Numero de muestras 21 21
Media 101,3 102,4
Mediana 67,4 70,1
Maximo 459,0 455,3
Minimo 6,2 7,7
Desviacion estandar 106,9 105,9

En la figura 3.6 se representan los valores de concentracidn hallados por
ambos métodos y la recta de regresibn que se obtuvo. En la Tabla 3.9 se
presentan los resultados de la recta de regresidn, se muestran los valores de
pendiente y la ordenada en el origen. Los resultados obtenidos presentan un
valor de pendiente que incluye a la unidad para unos limites de confianza del
95%. De igual forma, para el 95% de confianza, la ordenada en el origen incluye
al 0, el valor del coeficiente de regresion obtenido, r= 0,998 es muy proximo a la
unidad. Todo ello indica una gran concordancia entre los valores hallados por
ambos métodos de muestreo.

500
— y=1,39 + 0,99 x
£ 400 - r=20,998
=) n=21
£
o
3
@ 300
=
™
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_5 200
o)
IS
©
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‘5 100 H
g
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©
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0 100 200 300 400 500

.z . - 3
Concentracion ambiental muestreo dindmico (mg/m’)

Figura 3.6 Recta de regresién entre las concentraciones ambientales
obtenidas mediante muestreo dindmico y el muestreador 3M-3500
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Tabla 3.9 Analisis de regresion entre los dos métodos utilizados (y = a + bx).

Pareja de a b r p
muestras (Iimites de confianza 95%) | (limites de confianza 95%)
CA vs. 3M-3500 1,4 (-3,1a5,9) 0,989 (0,959 a 1,019) 0,998 <0,001

3.4 Resumen de las condiciones de utilizacion del procedimiento

En la Tabla 3.10 se resumen las caracteristicas de validacidon del muestreador
y se presentan ademas los niveles exigidos por el protocolo de validacion.
Como se puede apreciar los valores obtenidos cumplen sobradamente los

requisitos establecidos.

Tabla 3.10 Resultados de validacion del muestreador 3M-3500.

Requerimiento ~ Valor obtenido

INSHT
Coeficiente de desorcion >0,75 0,90
Velocidad de captacion por difusion -- 28,12 ml/min
Intervalo de concentracion desde0,la2VL  21,1-363,8 mg/ms
Intervalo de tiempos de muestreo de 30 a 480 min 30-480 min
Almacenamiento <10 % pérdidas 2-2,4 %
Difusion reversa Comprobacion 0,4 %

Con los resultados obtenidos en las distintas experiencias se puede afirmar
que el muestreador 3M-3500 que contiene una lamina de carbén activo cumple
los requerimientos del protocolo del INSHT para validacidn de muestreadores
pasivos. Por lo tanto, el dispositivo ensayado se puede utilizar en trabajos de
campo empleando para ello los valores de U y coeficiente de desorcién

obtenidos.
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4 EVALUACION DE ESTIRENO EN AIRE MEDIANTE
MUESTREADORES PASIVOS PARA DESORCION TERMICA Y
CROMATOGRAFIA DE GASES

4.1 Introduccion

La determinacién de la concentracidn de los agentes quimicos en las
atmoésferas de los lugares de trabajo se puede realizar utilizando sistemas de
muestreo pasivo por difusion para su posterior analisis mediante desorcion
térmica. La desorcidon térmica permite que el contaminante retenido en un
adsorbente se libere al elevar la temperatura, a la vez que un gas inerte lo

arrastra para su analisis mediante cromatografia gaseosa.

Como se expuso en el capitulo anterior, la velocidad de captacion ()
permite calcular la concentracion media del contaminante en el lugar de
trabajo a partir de la duracién de la toma de muestra y de la masa de
contaminante adsorbida en el muestreador. Este término debe ser una
constante que dependa Unicamente de la geometria del muestreador (area
transversal y longitud de difusion) y del coeficiente de difusion del
contaminante en aire siendo caracteristica para cada compuesto quimico y

cada modelo de muestreador (1).

En ocasiones las velocidades de muestreo encontradas para muestreadores
tipo tubo para desorcidon térmica disminuyen con el tiempo de exposicion (2-4).
Este hecho es debido en general a una baja estimacion de la cantidad de
contaminante retenida (bien porque esta retenido débilmente y se desorbe
antes de analizarlo o bien por una desorcién incompleta) como consecuencia
de una inadecuada seleccion del adsorbente ya que una adsorcion eficaz
depende de las interacciones que tienen lugar en la interfase contaminante-
adsorbente. Es, por tanto, necesario elegir el adsorbente apropiado para cada

contaminante en particular.

En el caso de la toma de muestra mediante muestreo por difusién y posterior
desorcién térmica, debe tenerse en cuenta que la adsorcion ha de ser lo
suficientemente fuerte para asegurar que la concentraciéon de contaminante
en la interfase gas-sélido sea nula, pero no excesivamente fuerte para impedir
su desorcion en condiciones razonables de temperatura y tiempo (5).

Los adsorbentes para desorcion térmica constituyen un amplio grupo de
materiales poliméricos sintéticos, porosos, hidréfobos y térmicamente estables
gue se han empleado habitualmente como fase estacionaria en cromatografia
gas-sélido. Las caracteristicas comunes que deben cumplir todos ellos son:
afinidad por un amplio grupo de compuestos, alta capacidad de adsorcion a
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temperatura ambiente que sea reversible cuando se eleve la temperatura,
estabilidad térmica, baja afinidad por el diéxido de carbono y por el vapor de
agua, inercia quimica, tamafio de particula uniforme y granulado y sin

tendencia a la formacioén de polvo.

Una vez seleccionado el adsorbente adecuado, las Normas UNE EN-838 y
UNE-EN 482 (6,7) establecen los requisitos que debe cumplir un muestreador
pasivo por difusion y los métodos para evaluar el cumplimiento de dichos
requisitos para el muestreo de un contaminante o una familia de
contaminantes. En ella se establecen también los valores maximos de
incertidumbre global (una combinacién de la precisidn y el sesgo) aceptables
en condiciones de ensayo definidas para que el dispositivo se considere util

para tomar muestras del contaminante estudiado.

En este capitulo se describe el desarrollo de un muestreador pasivo por
difusion para la determinaciéon de la exposicion personal a estireno. El
muestreador esta basado en un tubo disefiado para su utilizacién en un sistema
de desorcion térmica comercial. Después de seleccionar el adsorbente
adecuado el muestreador se ha evaluado en ensayos de laboratorio en un
rango amplio de condiciones ambientales representativas de las que se
presentan en el lugar de trabajo. También se han realizado ensayos en campo,
en condiciones tipicas de utilizacion, con el fin de determinar si hay alguna
diferencia sistematica entre los resultados obtenidos con el muestreador y los
obtenidos con un método independiente.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Seleccién de adsorbentes

La estructura porosa de los adsorbentes juega un papel importante en la
interaccion superficial que se produce en el proceso de adsorcion del
contaminante. La interaccidon de éste Ultimo con la superficie del sélido
aumenta con la microporosidad del adsorbente (8).

El Tenax TA es un polimero basado en el 6xido de poli-2,6-difenilfenileno que
se usa normalmente como relleno de columnas y como material adsorbente. El
Tenax no adsorbe agua ni di6xido de carbono y presenta afinidad por un
importante grupo de compuestos. Presenta baja polaridad, una superficie de
adsorcion relativamente baja y es estable hasta casi 400°C.
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El Chromosorb 106 es un polimero poroso formado por cadenas
entrecruzadas de poliestireno, es no polar y al igual que el Tenax no adsorbe ni

agua ni diéxido de carbono.

En la Tabla 4.1 se recogen algunas propiedades fisicas de estos adsorbentes
(8).

Los adsorbentes utilizados han sido Tenax TA y Chromosorb 106 (SKC) ambos

con una granulometria de 60x 80 mallas.

Estos adsorbentes se han escogido por tener porosidades muy diferentes
como se ve en la Tabla 4.1, donde se aprecia que el Chromosorb 106 tiene un

volumen de microporos muy elevado respecto al que presenta el Tenax TA.

Tabla4.1 Propiedades fisicas de los adsorbentes estudiados.

Adsorbente S (m%g) Vmicro (MI/g) Tmax (°C)
TenaxTA 26 6,7 375
Chromosorb 106 800 1977 250

S area superficial especifica del adsorbente obtenida de la isoterma de adsorciéon de N; a 77K

Vmicro VOlumen de microporos, poros de diametro inferiora 2 nm
Tmax temperatura maxima de utilizaciéon

Se ha utilizado la cromatografia gas-sélido para determinar los volimenes
especificos de retencidn para estireno (PS Merck). Las medidas de adsorcion se

han llevado a cabo utilizando el sistema que se muestra en la figura 4.1.

El adsorbente (0,2 g) se empaquetd en una columna de acero inoxidable
(89 mm x 6,4 mm OD) (Perkin-Elmer) que se colocd entre el inyector y el
detector de ionizacién de llama de un cromatégrafo de gases Perkin-ElImer
modelo 3920B. En la figura 4.2 se muestra un esquema detallado de los tubos
empleados. Cada tubo se suministra con una malla de acero inoxidable fija en
su interior sobre la cual se deposita el adsorbente, previamente pesado, a
continuacion se introduce otra malla de diametro igual al diametro interno del
tubo y se presiona de modo que el adsorbente quede bien empaquetado. Esta
ultima malla queda fija con ayuda de un muelle, tal como se aprecia en la

figura.
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entrada de aire

filtro

humidificador

inyector automatico

camara de mezcla

camara de muestreo
cromatografo de gases

tubo relleno de adsorbente
integrador

Sistema de medicién de humedad
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Figura 4.1 Esquema del sistema utilizado para la generacidon de atmoésferas
controladas y el calculo de los volumenes especificos de retencion.

adsorbente

[ G R -
Hloo'oo,

77X

tubo de acero inoxidable

Figura 4.2 Esquema de un tubo relleno de adsorbente.
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El estireno en fase vapor se obtuvo mediante el sistema generador de
atmasferas dinamico conectado en linea y se inyectd en la columna mediante
una valvula manual de 5 ml. Las cantidades de estireno inyectadas fueron del
orden de 0,1 mg y el flujo de N (N55) utilizado como gas portador fue de 30
ml/min.

Las medidas del tiempo de retencién en el maximo del pico se realizaron en
el rango de temperaturas de 373 a 493 K y se repitieron, para cada
temperatura estudiada, hasta obtener tiempos de retencién reproducibles en
inyecciones consecutivas.

Los tiempos de retencién obtenidos se corrigieron con el tiempo de
retencion del aire, especie no adsorbida por ambos sélidos a la temperatura de
la columna.

El volumen especifico de retencién Vs (L/g), que es el volumen de gas
portador necesario para que una pequefia cantidad de soluto pase a traveés
de una columna rellena con un gramo de adsorbente, se calculé utilizando la
siguiente expresion

Ve =(tg-t,) Q TS Eq. 4.1
m

donde:

tr es el tiempo de retencidn de estireno en min,
to es el tiempo de retencién del aire en min,

O

es el flujo de gas que circula por el interior de la columna en ml/min y

m es la masa de adsorbente en el interior del tubo en g.

4.2.2 Sistemas de muestreo empleados

El muestreador utilizado se presenta en la figura 4.3 y esta basado en el tubo
estandar de acero inoxidable para el sistema de desorcion térmica ATD50 de
Perkin-Elmer (89 mm x 6,4 mm OD) descrito en la figura 4.2. Presenta un area de
difusion de 0,2 cm2 y una longitud de difusion de 1,5 cm. Cada tubo se rellend
con 0,15 g de Tenax TA. Previamente a ser utilizado y durante el
almacenamiento los tubos se protegen mediante tapones de almacenamiento
del tipo Swagelok; para su utilizacion como muestreador pasivo, se reemplaza

uno de estos tapones por un cabezal de difusion.
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Figura 4.3 Muestreador pasivo ATD-50 Tenax TA.

En la figura 4.4 se puede ver el muestreador pasivo ATD-50 Tenax TA con los
cabezales tipo Swagelock para transporte y el cabezal de difusion.

Figura4.4 Muestreador pasivo ATD50 Tenax TA con cabezales para
transporte y cabezal de difusion.

Durante el proceso de evaluaciéon, ademas del muestreador pasivo, se ha
empleado un sistema de muestreo dinamico para captacion de estireno
consistente en un tubo de vidrio relleno de carb6n activo unido a una bomba
de aspiracion (SKC). Estos tubos, que ya se describieron en el apartado 3.2.1, se
encuentran rellenos con carbdn activo de 20/40 mallas y se dividen en dos
secciones de 400 y 200 mg cada una (SKC). La seccién de 200 mg se utiliza
para comprobar la posible saturacion del muestreador. El caudal de aspiracion
se fij6 para todos los muestreos en 200 ml/min.

4.2.3 Condiciones de desorcién y analisis

La desorcion se realiz6 térmicamente, para ello los tapones de los tubos rellenos
de adsorbente se reemplazaron por cabezales de desorcion, los cuales tienen un
disefio que permite, una vez situados en el horno, el paso de una corriente de gas
a través del tubo. El tubo con los cabezales se muestra en la figura 4.5.
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Figura4.5 Tubo para sistema de desorcion térmica ATD50 con
cabezales para desorcion.

El estreno presente en los tubos se desorbié empleando el sistema de
desorcion térmica Automatic Thermal Desorption, ATD-50 (Perkin-Elmer), que
consta de:

Soporte giratorio de muestras, que permite el procesado automatico de 50
muestras bajo un mismo programa de desorcion.

Horno de desorcion, en el que se introduce, desde el soporte de muestras, el
tubo relleno de adsorbente y se mantiene a la temperatura adecuada para la
desorcion mientras se hace pasar un gas de purga (N2, N55) durante tiempo
suficiente para que todo el compuesto retenido sea desorbido.

Trampa fria, rellena con 20 mg de Tenax TA, capaz de alcanzar una temperatura

minima de - 30 °C y calentarse posteriormente hasta una temperatura de 300 °C.

Linea de transferencia caliente que conecta la trampa fria con un
Cromatdgrafo de gases GC 8700, (Perkin-Elmer).

Sistema de valvulas que permite o restringe el paso del gas de purga a

través de las distintas partes del sistema.

Antes de proceder a la desorcién, para cada tubo utilizado se realizé6 una
purga y un test para la deteccion de fugas. Superado el test, la desorcion del
compuesto adsorbido se realizaba en dos etapas. En la primera, de 10 minutos
de duracion, el tubo se calenté a 200°C mientras que, a través del mismo, una
corriente de N2 (N55) a 10 psi (0,7 bar) empleado como gas portador transferia los
vapores desorbidos desde el tubo a la trampa fria que se encontraba a-30°C. En
la segunda, la trampa se calenté a 300°C subitamente para desorber los
compuestos volatiles adsorbidos en ella, que pasaron a la columna a través de la
linea de transferencia caliente. La ventaja de este método es que la inyecciéon
de la muestra al cromatégrafo es instantanea, de modo que se obtienen picos
estrechos y bien definidos.
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En la figura 4.6 se esquematiza el sistema y el modo de funcionamiento del

mismo en las dos etapas descritas.

2

ETAPA 1
Desorcién desde el tubo

N>

il

ETAPA 2
Desorcién desde la trampa

6 fria

BN N\, + ESTIRENO

1. Valvula de dos vias para el gas portador
2. Valvula de presurizacion
3. VAlvula de aislamiento

4. Valvula de purga

5. Horno al que se eleva el tubo de muestra desde el soporte giratorio

para el test de fugas y la desorcion (+ 50 °C / + 300 °C)

6. Transductor diferencial de presion

7. Volumen buffer

8. Valvula calentada (+ 50 °C / + 150 °C)

9. Inyector para calibracién (+ 50 °C / + 150 °C)
10. Trampa fria (- 30 °C / + 30 °C) que puede calentarse hasta + 300 °C
11. Linea calentada (+ 50 °C / + 150 °C)
12. Cromatografo de gases

Figura 4.6 Esquema del sistema de desorcién térmica.
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Respecto al analisis cromatografico, se ha utilizado una columna capilar de
FFAP de 25 metros de longitud, 0,2 mm de diametro interno y 0,3 nm de espesor
(Perkin-Elmer), N2 (N55) como gas portador y se ha optado por un programa
isotermo a 120°C, bajo estas condiciones el estireno presente en los tubos eluye

a un tiempo de retencién de 6,1 min.

Los muestreadores dinamicos empleados para la evaluaciéon de este
muestreador se desorbieron y analizaron segun las condiciones que se
detallaron en el apartado 3.2.2, consistentes en transvasar el adsorbente desde
el tubo de vidrio a un recipiente en el que se realizd la desorcién con 3 ml de
disulfuro de carbono (PA Merck) durante 30 minutos con agitacién peridédica.
Las disoluciones resultantes de la desorcidon se analizaron utilizando un
cromatografo de gases HP 5890 (Agilent Technologies), se empled una columna
de Apiezon L (Agilent Technologies), N2 (N55) como gas portador, un gradiente
de temperatura desde 75 a 150°C a razén de 15°C/min y un detector de

ionizacién a la llama (FID).

4.2.4 Preparacion de tubos patréon

La preparaciéon de los patrones se llevé a cabo inyectando volumenes
conocidos de disoluciones de diferente concentracién de estireno en metanol
en el interior de los tubos, abarcando todo el rango de calibraciéon. Antes de
comenzar la desorcidon del estireno, siempre se hizo pasar a través de cada
tubo una corriente de N2 (N55) a 40 ml/min durante 3 minutos, de esta forma se
eliminaba el metanol adsorbido evitando por tanto posibles interferencias en la

posterior etapa de analisis.

4.2.5 Determinacion de la eficacia de desorcién

Se define la eficacia de desorcibn como el cociente entre la masa del
analito recuperada de un elemento de muestreo y la masa introducida ).
Para su determinacidn se recomienda que se realicen experiencias para
cuatro niveles diferentes, correspondientes a dosis de exposicién entre 0,1 VL (30
min de exposicion) y 2 VL (8 horas de exposicidon) (6). Para ello se deberia
afadir, utilizando una jeringa calibrada, una masa conocida del analito al
adsorbente del muestreador pasivo por difusion, preparando tres tubos para

cada nivel.

Este procedimiento Util para muestreadores basados en la desorciéon con
disolvente, no lo es tanto cuando se emplean soportes basados en la desorciéon
térmica, que son reutilizables y para los que no cabe la posibiidad de que
parte del analito quede retenido en su interior, ya que esto impediria el empleo

del muestreador en sucesivas experiencias.
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Por tanto, para este tipo de muestreadores lo aconsejable es buscar las
condiciones de desorcion 6ptimas que faciliten |la total separacién del analito

del soporte adsorbente.

Las condiciones descritas en 4.2.3 se han seleccionado para conseguir una
desorcién del 100%.

4.2.6 Determinacion de la velocidad de captacion

Para el desarrollo de los diferentes ensayos de validacién del muestreador se
utilizé el sistema dinamico para la generacion de atmdsferas que se mostré en
la figura 3.2 y que, como se explicdé en el apartado 3.2.4, permite obtener
atmoésferas de concentracion conocida de estireno mediante la inyeccion a
velocidad controlada de una masa de estireno sobre una corriente de aire. El
sistema dispone de una camara donde se consigue una mezcla homogénea,
de una camara de muestreo y de dispositivos para el establecimiento y control
de la velocidad de aire, la humedad y la concentracién de estireno en la
atmosfera (9,10).

El control y la verificacion de la atmdsfera se realizaron segun lo descrito en
el apartado 3.2.4, la precision de la concentracién de la atmoésfera se
determind realizando inyecciones periddicas de alicuotas de aire procedente
de la camara de atmoésferas controladas al cromatégrafo de gases conectado
en linea. El coeficiente de variacion de la concentracién de la atmoésfera

durante todos los ensayos fue inferior al 4%.

La concentracion se verific6 mediante un método independiente basado en
el empleo del sistema de muestreo dinamico descrito en 4.2.2. En cada
experiencia se tomaron seis tubos de carbén activo. En todos los casos la
diferencia entre la concentracion medida mediante el método independiente
-media de los 6 resultados obtenidos- y la concentracion tedrica calculada a
partir del flujo de aire y la velocidad de la jeringa de inyeccioén fue inferior al
10%.

Calculo de la velocidad de captacién nominal

En una primera etapa se determind la velocidad de captaciéon nominal,
para ello se expusieron 6 muestreadores durante 8 horas a una atmdsfera cuya
concentracion de estireno en aire era de 189,9 mg/m3, muy préxima al valor
limite (VL) (11), a humedad relativa del 40% y a temperatura de 20°C.

Efecto de la concentraciéon y del tiempo de exposicidon en el funcionamiento

del muestreador

Se estudi6 el posible efecto de la concentracion y el tiempo en la velocidad

de captacion, sobre grupos de seis muestreadores, para lo cual se realizaron los
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ensayos que aparecen relacionados en la Tabla 4.2 que fueron las cuatro
combinaciones entre las concentraciones 0,1 VL y 2 VL y los tiempos de

exposicion de 0,5 hy 8 h.

Tabla 4.2 Disefio de las experiencias para evaluar el efecto
concentracién-tiempo.

Concentracion Tiempo de muestreo
(mg/m?) 05h gh
0,1 Valor limite v v
2 Valor limite v v

Valor limite, 213 mg/m3 para estireno

Se generaron atmdsferas estandar de vapores de estreno en aire en
condiciones, lo mas préximas posible a las mencionadas en la Tabla 4.2. Las
condiciones de generacion de la atmdsfera, caudal de are y flujo masico, se
determinaron teniendo en cuenta el tiempo que debia durar la experiencia y
las ecuaciones 3.2 y 3.3. La concentracion de estireno se controlé durante cada
experiencia siguiendo las recomendaciones apuntadas anteriormente. En todos
los ensayos que aparecen en la Tabla 4.2 la temperatura se mantuvo entre 20-
25°C, la humedad relativa entre 40-50% y la velocidad relativa del aire en la

superficie de los muestreadores entre 0,7 y 1 m/s.

El estireno recogido por cada muestreador se desorbié y analizd en las

condiciones que aparecen en el apartado 4.2.3.

Estudio del efecto de la humedad y el almacenamiento sobre el

funcionamiento del muestreador

Se tomaron 2 grupos de 6 muestreadores y se expusieron a concentracion
proxima a 0,1 VL durante 0,5 horas en dos niveles distintos de humedad (40 y
92%). Esto mismo se repitié para concentracion aproximada de 2VL y 8 horas de

exposicion. En todos los ensayos la temperatura se mantuvo en 20°C.

Se tomaron 2 muestras adicionales en cada una de las experiencias 0,1 VL,
0,5 horas, 40% Hr y 2 VL, 8 horas, 40% Hr y se almacenaron a temperatura
ambiente (20-25°C) durante 15 dias, al cabo de los cuales se procedié al andlisis
y se compararon los resultados obtenidos con los hallados para los 6
muestreadores analizados con anterioridad, con la finalidad de conocer la

posible influencia del almacenamiento posterior al muestreo y previo al analisis.
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Exposicién a concentracion cero

Mediante esta experiencia se cuantifica como afecta al muestreador el
fendbmeno de la difusidon reversa que consiste en la difusion del estireno retenido

previamente en el muestreador hacia el ambiente.

La experiencia consistid en la exposicion de 6 muestreadores durante 0,5
horas a concentracion 0,1 VL. De estos muestreadores, 2 se analizaron de forma
inmediata, y los otros 4 se introdujeron en la camara de muestreo a una
corriente de aire con concentraciobn de estireno nula durante 5 horas.
Posteriormente se procedid al andlisis de la totalidad de los muestreadores para

comparar los resultados obtenidos en ambos grupos.

4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Seleccién de adsorbentes

Los valores obtenidos de tiempo de retencién a partir de los cromatogramas
para el estireno en los dos adsorbentes a las diferentes temperaturas se han

utilizado para el calculo de los volumenes de retencidn especificos.

Hay que sefalar que en las condiciones estudiadas los picos
cromatograficos obtenidos son simétricos y se ha comprobado que los tiempos
de retencién son independientes de la cantidad de estireno inyectada. Por lo
tanto, puede suponerse que la adsorcidn tiene lugar a cubrimientos
superficiales muy bajos y que las medidas se han llevado a cabo en la region
lineal de la isoterma (12).

En estas condiciones el coeficiente de particion del soluto entre la fase movil
y la estacionaria es una constante independiente de la concentraciéon del
soluto, y se relaciona directamente con el volumen especifico de retenciéon
obteniéndose una relacioén lineal entre el logaritmo del volumen de retencién

especifico y la inversa de la temperatura (13).

Las representaciones de estas graficas para la adsorcibn de estireno en
Tenax TA y Chromosorb 106 pueden verse en la figura 4.7. En ambos casos se ha
obtenido una relacion lineal en el rango de temperaturas estudiado. En la Tabla
4.3 se recogen los valores de pendiente y ordenada en el origen obtenidos en

cada caso.

A partir de estas ecuaciones puede obtenerse, mediante extrapolacion, el
volumen especifico de retencidon a 293K. Los valores obtenidos son 189 y 4621
L/g para Tenax TA y Chromosorb 106, respectivamente. Estos valores, pueden
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utilizarse como una medida de la intensidad de la adsorcién de estireno por el
adsorbente a la temperatura a la que los muestreadores pasivos por difusién se

utilizaran en la practica.

10000
~@~ TENAX TA 4621 L/g —>

1000 4 O CHROMOSORB 106
o
=) 189 L/g ,
S 100 —
‘©
c
3]
©
S 10
S
o
O
\8 1
o
0
4]
o
£ 0,1 1
N}
=)
>

0,01

0,001 T T T T T T T T T T

14 1,6 1,8 2,0 22 2,4 26 2,8 30 3,2 34 3,6 38
1000 /T (1/K)

Figura4.7 Representacién del logaritmo del volumen
especifico de retencién frente a la inversa de
la temperatura para estireno en Chromosorb

106 y Tenax TA.

Tabla 4.3 Parametros de las rectas de regresion log Vs =a +b (1/T).

Adsorbente a b r
CHROMOSORB 106 -7,99 3414,83 0,9999
TENAX TA -8,38 3122,48 0,9987
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Segun Brown y Walkin (14), un adsorbente con un volumen de retencidn
especifico a 293 K superior a 100 L/g, para un determinado compuesto quimico,
se puede considerar adecuado para la toma de muestras por difusion del
mismo. En ambos casos el valor de Vs obtenido es superior a 100 L/g, lo que
indicaria que los dos adsorbentes pueden ser adecuados para estireno. El valor
obtenido para Chromosorb 106 es muy superior al obtenido para Tenax TA,
indicando que la interaccion del estireno con la superficie del adsorbente es
menor en este Ultimo caso.

Utilizando las rectas de regresidon obtenidas se calculé el valor del volumen
especifico de retencibn a la temperatura maxima de trabajo de cada
adsorbente. A partir de dicho volumen se calculd el tiempo necesario para la
desorcion del estireno teniendo en cuenta que ésta se realiza empleando un
caudal de gas portador de 30 mil/min. Estos datos permiten comparar el
comportamiento de los dos adsorbentes y se recogen en la Tabla 4.4, junto con
los valores de volumen de retencidn a 20°C.

Tabla 4.4 Volumen de retencién y tiempo de desorcidon a distintas

temperaturas.
20°C Tmax*
Adsarbente 1, o) ta (s/g) Ve(L/g) ta (s/g)
Tenax TA 189 3,78x10° 0,0027 0,5
Chromosorb 106 4621 9,24x10° 0,0346 69

TmaXrenax= 375°C; TmaXchromosor=250°C

Los resultados obtenidos indican que a la temperatura maxima de utilizaciéon
de los adsorbentes, el tiempo de desorcion es inferior cuando se utiliza Tenax TA.
Este hecho hace mas conveniente el uso de Tenax TA para la adsorcion y
posterior desorcién de estireno. Ademas, tanto el Tenax TA como el Chromosorb
106 tienen muy baja capacidad para la adsorcion de vapor de agua, y este
aspecto es importante cuando se ha de muestrear en zonas con una humedad
relativa elevada como puede suceder en condiciones reales de trabajo donde
es facil encontrar valores de humedad ambiental superiores al 50%.

4.3.2 Velocidad de captacion

Calculo de la velocidad de captacién por difusibn nominal

Los valores de masa de estireno hallados en cada muestreador se presentan
en la Tabla 4.5.
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Para cada muestreador de los seis utilizados en esta experiencia se calculé el
valor de la velocidad de captacion, U (mlI/min) para lo cual se utilizé la

siguiente ecuacion derivada de la ley de Fick:

U=————"10° Eq. 4.2
d” C’ t
donde:
m es la masa de analito desorbida en ng,
d es el coeficiente de desorcién,
C es la concentracién de contaminante en la atmdsfera en mg/m3y,
t es el tiempo de exposicibn en minutos.

Los valores de U para cada muestreador se han recogido en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5 Calculo de U nominal, resultados experimentales de masa analizada
y velocidad de captacion (U).

Experiencia Concentracion Tiempo de Masa u
verdadera (mg/m?) | exposicion (min) | analizada (ng) [  (ml/min)
VL 8 horas 189,9* 480* 48,8 0,54
48,3 0,53
48,9 0,54
49,4 0,54
48,5 0,53
49,0 0,54

* Condiciones experimentales para calcular la velocidad de muestreo nominal

El valor de U nominal, calculado como el valor medio del obtenido para
cada uno de los 6 muestreadores, fue de 0,54 mi/min siendo la desviacion

estandar inferior a 0,01 ml/min.

Efecto de la concentracion y del tiempo de exposicion en el funcionamiento

del muestreador

En la Tabla 4.6 se muestran los valores de concentracién y tiempo de
exposicion empleados en las distintas experiencias llevadas a cabo para
estudiar el efecto de la concentracion y el tiempo junto con los valores de

masa analizada.

Una vez obtenido el valor nominal de U procedente de la experiencia de

exposicién a VL 8 horas, se calculé la concentracion (C) a partir del mismo para
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cada uno de los 24 muestreadores empleados en las cuatro experiencias
concentracion-tiempo que aparecen en la Tabla 4.6. Para el céalculo de la

concentracion, C (mg/ms3) se empled la ecuacion:

C=——"10° Eq.43

donde:

es la masa de analito desorbida en ng,
es el coeficiente de desorcion,

es la velocidad de captacion por difusion nominal en mi/miny,

~ c a 3

es el tiempo de exposicion, en minutos.

Tabla 4.6 Resultados experimentales, masa analizada y concentracion calculada
para las cuatro combinaciones concentracién-tiempo.

Experiencia Concentracion Tiempo de Masa Concentracion

verdadera exposicion analizada calculada (mg/m3)
(mg/mP) (min) (ny)

0,1VLO05horas |[21,2 32 0,367 21,2
0,382 22,1
0,363 21,0
0,353 20,4
0,368 21,3
0,367 21,2
0,1 VL 8 horas 21,1 480 5,373 20,7
5,379 20,7
5,280 20,4
5,565 21,4
5,846 22,5
5,991 23,1
2 VL 0,5 horas 363,8 30 5,968 368,4
6,117 377,6
5,962 368,0
5,851 361,2
6,038 372,7
5,779 356,7
2 VL 8 horas 354,5 480 92,068 355,2
95,178 367,2
89,372 3448
92,197 355,7
88,801 342,6
91,757 354,0
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En la Tabla 4.7 se muestra el andlisis de los datos experimentales. Asi en la
Tabla 4.7a se muestra el resultado de dividir la concentracibn obtenida en
cada una de las réplicas que aparecen en la Tabla 4.6 por el valor verdadero
de oconcentracion de cada experiencia. Sobre estos datos se realizé un analisis
de varianza. En la Tabla 4.7b se muestran los resultados de este analisis
estadistico del cual se deduce que no existen diferencias significativas para
cada uno de los factores principales, concentracién y tiempo, ni para la

interaccién de ambos.

Tabla 4.7 Analisis de los datos experimentales.

4.7a. Ensayos realizados

Concentracion Concentracion medida/concentracion real
(mg/ms) 30 min 480 min

21,2 1,00 0,98
1,04 0,98

0,99 0,96

0,96 1,01

1,01 1,06

1,00 1,09

363,8 1,01 1,00
1,04 1,04

1,01 0,97

0,99 1,00

1,02 0,97

0,98 1,00

4.7b. Andlisis de varianza

Fuente de variacion Sumade | Grados Media de | F-ratio Nivel de
cuadrados de cuadrados significacion
libertad
Entre concentraciones | 1,04 x10+4 1 1,04 x 104 | 0,094 0,766 NS
Entre tiempos de 4,16 x 106 1 4,16 x 106 | 0,004 0,952 NS
muestreo

Interaccion ¢ x t 9,38 x 104 1 9,38 x 104 | 0,847 0,378 NS

Error 0,0222 20 0,011

Total 0,0232 23

NS = no significativo al 95% de confianza

Se considera el sesgo absoluto como la desviacion de la unidad de la media
de los 24 valores representados en la Tabla 4.7a expresada en tanto por ciento.
La incertidumbre global del método, calculada a partir del sesgo absoluto mas

dos veces la desviacion estandar fue del 6,8%.
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Efecto de la humedad y el almacenamiento sobre el funcionamiento del

muestreador

En la Tabla 4.8 se muestran los valores de concentracion, tiempo de
exposicion y humedad relativa empleados en las distintas experiencias junto
con los valores de masa analizada y concentracion obtenida empleando el

valor de U nominal.

Tabla 4.8 Resultados experimentales, masa analizada y concentracién calculada
para las cuatro combinaciones concentracion-tiempo-humedad relativa.

Experiencia Concentracion Tiempode | Masa analizada Concentracion
verdadera exposicion (ny) calculada (mg/ms)

(mg/m?) (min)
0,1 VL 0,5 horas | 21,2 32 0,367 21,2
0,382 22,1
0,363 21,0
Hr: 40% 0,353 20,4
0,368 21,3
0,367 21,2
0,1VL 0,5 horas | 21,2 32 0333 19.3
0,370 214
0,371 21,4
Hr: 92% 0,374 21,6
0,363 21,0
0,355 20,6
2VL8horas  [354,5 480 92,068 3552
95,178 367,2
89,372 3448
Hr: 40% 92,197 355,7
88,801 342,6
91,757 354,0
2VL8horas | 3545 480 92,805 38,0
94,643 365,1
90,968 351,0
Hr: 92% 90,049 3474
92,805 358,0
87,292 336,8

La concentracidon calculada para cada uno de los 6 muestreadores
replicados se dividi6 por el valor verdadero de concentracion de cada
experiencia. En la Tabla 4.9a se muestran los valores que se obtienen de dividir
muestreadores entre la

la concentracion para cada uno de los seis

concentracién real. El analisis de varianza realizado, cuyos resultados se
muestran en la Tabla 4.9b, muestra que no existen diferencias significativas entre
los resultados obtenidos en las condiciones de concentraciobn y humedad

ensayadas ni por la interaccion de ambas.
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Tabla 4.9 Anélisis del efecto de la humedad.

4.9a Ensayos realizados

Concentracion / tiempo Concentracidn medida/concentracion real
(mg/m3)/(min) HR=40% HR=92%

21,2/30 1,00 0,91

1,04 1,02

0,99 1,01

0,96 0,99

1,01 1,01

1,00 0,97

363,8/480 1,00 1,01

1,04 0,98

0,97 1,03

1,00 1,01

0,97 0,99

1,00 0,95

4.9b Andlisis de varianza
Fuente de variacion Suma de Grados Media de F-ratio Nivel de
cuadrados de cuadrados significacion
libertad
Entre concentraciones 6,67 x 105 1 6,67 x 105 0,070 0,797 NS
Entre humedades 4,16 x 104 1 4,16 x 104 0,438 0,523 NS
Interaccion ¢ x HR 2,67 x 104 1 2,67 x 104 0,280 0,608 NS
Error 0,0190 20 9,52 x 104
Total 0,0198 23

NS = no significativo al 95% de

confianza

Respecto a la estabilidad de las muestras, los resultados del ensayo de

almacenamiento se muestran en la Tabla 4.10, los resultados obtenidos por los

muestreadores analizados de forma inmediata y los que se mantuvieron a

temperatura ambiente y se analizaron 15 dias mas tarde difiieron como

maximo en un 1,3% lo cual dista mucho del 10% méaximo aceptado (6).

Tabla 4.10 Resultados de los ensayos de almacenamiento.

Situacion estudiada

C de referencia*

C de almacenamiento**

Error relativo

(mg/m°) (mg/m?) (%)
0,1 VL - 30 min 205 203 1
2 VL - 480 min 3784 3733 13

* Media de seis muestreadores
*Media de dos muestreadores
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Exposicién a concentracion cero

Los resultados del ensayo de difusidon reversa se muestran en la Tabla 4.11, las
diferencias en las concentraciones encontradas por los dos grupos de
muestreadores suponen un 0,8%, por lo que el fenédmeno se puede considerar

despreciable.

Tabla 4.11 Resultados del ensayo de difusion reversa.

Situacion estudiada Concentracion (mg/m3)
0,1 VL - 30 min 27,34
0,1 VL =30 min + 0 VL - 300 min 27,12
Error relativo (%) 08

*  Media de 2 muestreadores
** Media de 4 muestreadores

4.3.4 Muestreos apareados

Aunque la velocidad de captacion por difusion haya sido determinada, y
cualquier efecto de los factores ambientales comprobado en los ensayos en
laboratorio, puede que existan en el lugar de trabajo algunos factores, tales
como fluctuaciones rapidas de la concentracidon o presencia de interferencias
imprevistas, que influyan en el funcionamiento del muestreador pasivo por
difusibn. Para comprobar esto, se realizaron ensayos en condiciones tipicas de
utilizacion prevista del muestreador pasivo por difusion, a fin de determinar
cualquier diferencia sistematica entre los resultados del muestreador y los de un
meétodo independiente, que en este caso se basé en la aspiracion con bomba
de un volumen medido de aire y adsorcion del estireno presente en tubos de
vidrio rellenos con carbdn activo. Se realizdé el muestreo simultaneo con ambos
sistemas a trabajadores laboralmente expuestos a estireno, obteniéndose los
resultados globales que se exponen en la Tabla 4.12.

Tabla4.12 Concentraciones halladas (mg/m® en el muestreo simultaneo con tubos de
carbén activo y muestreadores pasivos ATD-50 Tenax TA para estireno.

Carbon activo ATD-50 Tenax TA
Numero de muestras 23 23
Media 113,2 110,5
Mediana 80,9 81,9
Méaximo 459,0 447,8
Minimo 6,2 8,4
Desviacién estandar 102,4 102,2
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En la figura 4.8 se representan los valores de concentraciéon hallados por
ambos métodos y la recta de regresidon que se obtuvo. En la Tabla 4.13 se
presentan los resultados del analisis de regresion lineal, se muestran los valores
de pendiente y la ordenada en el origen. Los resultados obtenidos presentan un
valor de pendiente que incluye a la unidad para unos limites de confianza del
95%. De igual forma, para el 95% de confianza, la ordenada en el origen
incluye al 0, el valor del coeficiente de regresion obtenido, r=0,995 es muy
préoximo a la unidad. Todo ello indica una gran concordancia entre los valores
hallados por ambos métodos de muestreo.

Tabla 4.13 Analisis de regresion entre los dos métodos utilizados (y= a +bx).

Pareja de a b r p
muestras (limites de confianza 95%) | (limites de confianza 95%)
CA vs. ATD-50 0,52 (-5,70 a 6,72) 0,989 (0,952 a 1,036) 0,995 <0,001
500
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Figura4.8 Recta de regresion entre las concentraciones ambientales obtenidas
mediante muestreo dinamico y el muestreador ATD-50 relleno de Tenax TA
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4.4 Resumen de las condiciones de utilizacién del procedimiento

En la Tabla 4.14 se resumen las caracteristicas del muestreador y se
presentan ademas los niveles exigidos por el protocolo de validacién. Como se
puede apreciar los valores obtenidos cumplen sobradamente los requisitos
establecidos.

Tabla 4.14 Resultados de validacion del muestreador ATD-50 Tenax TA

Requerimientos Valor obtenido
EN838 y EN 482
Eficacia de desorcion >0,95 >0,99
Velocidad de captacion -- 0,54 ml/min
Intervalo de concentracion desde 0,1a2 VL 21,1-363,8 mg/ms3
Intervalo de tiempos de muestreo de 30 a 480 min 30-480 min
Humedad 40 al 92 % Hr
Almacenamiento pérdidas <10 % 1-1,3%
Incertidumbre global <30% 6,6%

Con los resultados obtenidos en las distintas experiencias se puede afirmar
que el muestreador ATD-50 empaquetado con Tenax TA cumple
sobradamente los requerimientos de las Normas UNE-EN 838 de validacion
de muestreadores pasivos y UNE-EN 482 sobre requisitos generales relativos al
funcionamiento de los procedimientos para la medicion de agentes
quimicos. Por lo tanto, el dispositivo ensayado se puede utilizar en trabajos
de campo empleando para ello el valor de U, de incertidumbre global y de

coeficiente de desorcion obtenidos.
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5 DETERMINACION DE ESTIRENO EN AIRE EXHALADO
MEDIANTE CAPTACION EN TUBO ADSORBENTE, DESORCION
TERMICA 'Y CROMATOGRAFIA DE GASES

5.1 Introduccion

Actualmente, el control bioldgico de exposicion a estireno estd basado en la
medida de la concentracibn de sus dos principales metabolitos, acido
mandélico (MA) y &cido fenilglioxiico (PGA) en orina (1,2). Como ya se
comentod, el muestreo de estos especimenes presenta una gran variabilidad
interindividual en los resultados a causa de diversas interferencias sobre la
excrecion de MA y PGA como puede ser la presencia de otros disolventes, el
consumo de drogas o alcohol, la diferencia entre los metabolismos individuales,
etc. (3-5).

Como es sabido, el estireno se elimina parcialmente por via respiratoria sin
haber sufrido biotransformacion (6,7). Por ello puede resultar interesante la
medida del compuesto como tal en aire exhalado para llevar a cabo un

control biolégico de exposicibn que complemente la valoracién ambiental.

La determinacidon en aire exhalado constituye un método no invasivo y bien
aceptado por la poblacidon debido a la sencillez de la toma de muestra. Este
indicador biolégico podria no estar sometido a las interferencias que afectan a
la excrecion de MA y PGA, ya que no es de esperar la presencia de estireno

procedente de fuentes distintas a la exposiciéon laboral.

Se debe distinguir entre “aire exhalado mezclado”, que se obtiene durante
una respiraciéon normal, siendo por tanto una mezcla de aire alveolar y aire
procedente del volumen muerto del sistema respiratorio, y “aire exhalado final”,
que se obtiene al final de una exhalacién y refleja principalmente la fraccion
alveolar. La concentracion en aire exhalado final se puede relacionar con el
nivel del compuesto en sangre, pero cuando se quiere analizar esta fracciéon es

preciso utilizar y validar dispositivos de muestreo que la seleccionen (8).

La metodologia utilizada en la captaciéon de aire exhalado es muy variada 'y
no estd normalizada, de ahi que en muchas ocasiones, no se puedan comparar
los resultados obtenidos en los distintos trabajos experimentales. Los sistemas

para el muestreo de este espécimen biolégico han evolucionado desde simples

125



Caeitulo 5

bolsas y tubos hasta dispositivos de una mayor complejidad. Los sistemas
desarrollados en los ultimos tiempos, tienen como finalidad la recogida de
muestras de aire exhalado final con la intencién de analizar el compuesto en la
fraccion alveolar, la cual se relaciona més estrechamente con la concentracion

del disolvente en sangre (9,10).

En 1992, Periago y cols. (11) realizaron una revision de los sistemas de
captacion de aire exhalado utilizados por distintos autores. Tras este trabajo de
revision, tomando como punto de partida los captadores existentes,
desarrollaron un nuevo prototipo basado en la captaciéon de alicuotas de aire
exhalado final, concentrando los compuestos volatiles presentes en las mismas
en un adsorbente para su posterior desorcion y andlisis cromatografico. El
captador desarrollado se validé para la determinacién de tolueno y n-hexano
en aire exhalado de acuerdo con el protocolo para la determinacién de
vapores organicos en aire exhalado del Instituto Nacional de Seguridad e
Higiene en el Trabajo (2), que se basa en este prototipo. Este sistema se ha
utiizado para el control biolégico de la exposicion de sujetos laboralmente

expuestos a diversos compuestos (10,11,13-15).

La recogida en un adsorbente de los compuestos volatiles presentes en aire
exhalado ofrece una doble ventaja, por un lado la concentracion de los
mismos durante la captacidon y por otro, la seguridad de su transporte y
almacenamiento. Las muestras consecutivas de aire exhalado recogidas
durante un periodo de tiempo discreto, son suficientemente repetitivas para
que el valor medio de las mismas sea representativo de la concentracion del
compuesto en aire alveolar durante ese periodo (14). Por dltimo, la utilizacion
de tubos de captacion, rellenos de adsorbentes adecuados para la desorciéon
térmica mejora la sensibiidad ya que se analiza la totalidad del analito
recogido frente a la desorcién con disolvente, donde se analiza s6lo una

alicuota de la disolucién obtenida tras la desorcion.

En este capitulo se describen las experiencias realizadas para desarrollar y
validar un método de captacion en tubo adsorbente, desorcidon térmica y
analisis por cromatografia de gases de los vapores de estireno en aire exhalado
de acuerdo con el protocolo del INSHT anteriormente citado (12) usando para

ello el procedimiento de captacidn mencionado.
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5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Toma de muestras de aire exhalado

El prototipo disefiado para la captaciéon de aire exhalado esta constituido
por un tubo de Haldane-Priestley, a través del cual se realizara la exhalacion,
modificado para poder concentrar alicuotas de aire exhalado, procedente de

una o varias exhalaciones (11).

El sistema de captacidn de aire exhalado esta basado en la posibilidad de
invertir el giro del motor que acciona una jeringa, con lo que ésta puede
realizar alternativamente movimientos de aspiracion de aire exhalado recogido
en un tubo de aluminio o bien de impulsi6n hacia un tubo adsorbente,
mediante el cambio automatico de la posicion de una valvula de tres vias.

En la figura 5.1 puede verse un esquema del sistema que consta de las

siguientes partes:

Fg.5.1 Esquema del sistema de captacion de aire exhalado. (1) Tubo de
aluminio calorifugado; (2) Valvula antirretroceso; (3) Tubo de cartén
desechable; (4) Jeringa; (5) Valvula de tres vias; (6) Tubo
adsorbente; (7) Motor; (8) Interruptores finales de carrera.

-Tubo de aluminio. Este tiene 1 m de longitud y 26 mm de diametro interno, y
estd conectado a una boquilla para poder insertar un tubo de cartén
desechable. Tiene una valvula que se abre al exhalar aire 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 en el interior una
temperatura de 40-45 °C.

-Valvula de tres vias. Esta valvula esta conectada a:

I. Extremo del tubo de Haldane-Priestley donde esta la boquilla de entrada,

aproximadamente a 5 cm del lugar de insercién de la misma.
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Il. Jeringa de gases de 50 ml instalada en un sistema de cremallera que

posibilita el llenado y vaciado de la misma.

lll. Tubo adsorbente, se ha utilizado el tubo de adsorcién estandar de acero
inoxidable de 89 mm de longitud y 6,4 mm de diametro para el sistema
ATD 50 (Perkin-Elmer), relleno con 150 mg de Tenax TA 20/40 mallas (SKC).

Su esquema se representa en la figura 5.2.

adsorbente

\_I(.l. . N o(
N . - Py . * e

tubo de acero inoxidable

Fig.5.2 Esquema de un tubo adsorbente para la captacion de aire
exhalado.

-Mecanismo de control de la valvula de tres vias. Segln se detalla en la
figura 5.3, este mecanismo permite abrir las vias 1 y 2 durante la etapa de
aspiracion, en la que el aire exhalado recogido se hace pasar desde el tubo de
Haldane-Priestley hasta la jeringa, manteniendo la via 3 cerrada. En una
segunda etapa se mantienen abiertas las vias 2 y 3 para hacer pasar el aire
exhalado, aspirado en la etapa anterior, desde la jeringa al tubo adsorbente

manteniendo cerrada la via 1.

i Ll Ll 7

y:
7
Z

PRIMERA ETAPA (3} @ @@

SEGUNDA ETAPA

Fig. 5.3 Esquema de funcionamiento de la valvula de tres vias.
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-Motor eléctrico y reductora. Mediante el mismo se mueve la cremallera a la
que estd conectada la jeringa. Esta dotado de un inversor de giro que permite
aspirar aire del tubo de Haldane-Priestley o impulsarlo para hacer pasar este aire

a través del adsorbente.

-Dispositivos de final de carrera. Estos mecanismos invierten
automaticamente el giro del motor al finalizar el recorrido de la cremallera
gobernando, simultaneamente, el control de la posicién de la valvula de tres

vias.
-Contador de carreras. Mediante el mismo es posible contabilizar el nimero

de repeticiones del proceso completo de aspiracidon-impulsion.

-Mando a distancia. Este mando permite repetir la secuencia de aspiracion-

adsorcidn automaticamente o paso a paso.

En la figura 5.4 se muestra una reproduccion del sistema para captacion de

aire exhalado.

Figura 5.4 Detalle del sistema de captacion de aire exhalado.

Para cada toma de muestras se inserta un tubo adsorbente en el sistema de
captacion, asegurando su hermeticidad. El individuo al que se le toma la
muestra debe realizar dos o tres respiraciones profundas para, a continuacion,

mantener el aire de la Udltima inhalacion durante 10-15 segundos en los
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pulmones, finalmente realiza una exhalacién lenta, prolongada y total a través
del tubo de aluminio del sistema de captacidon. De este modo en el interior del
tubo queda la fraccién del aire exhalado mas representativa de la alveolar. La
realizacion de dos o tres experiencias previas a la de toma de muestras permite
adecuar la velocidad de la exhalacidon a los requerimientos del sistema de
toma de muestra. Una vez finalizada cada exhalacion se hacen pasar por el
tubo adsorbente, siguiendo el esquema de la figura 5.3, cuatro alicuotas de 50

ml cada una.

El procedimiento descrito se puede repetir tantas veces como se considere
oportuno sin cambiar de tubo adsorbente, lo habitual es realizarlo un minimo
de 5 veces para tomar una muestra de 1 litro, que es el volumen recomendado
para la toma de muestras de aire exhalado al final de la jornada de trabajo.
Cuando se realice la toma de muestra en periodos de tiempo alejados de la
exposicion se puede aumentar el volumen de aire a recoger, lo cual permitira

concentrar la masa de estireno en el tubo adsorbente.

Una vez finalizada la toma de muestras se retira el tubo adsorbente y se
cierran sus extremos utilizando tapones del tipo Swagelock. Durante el
transporte, las muestras no deben someterse a temperaturas elevadas, y debe

impedirse el contacto con fuentes de productos organicos volatiles.

Aunque lo habitual es operar del modo descrito anteriormente, el sistema de
captacion permite un amplio abanico de modalidades en cuanto a la toma
de muestras. Se ha comprobado que se pueden tomar volumenes de aire en el
intervalo de 100 a 300 ml por exhalacién, sin diferencias significativas en la

concentracidn del compuesto en aire exhalado (14).

El sistema descrito, permite tomar muestras repetidas de la misma exhalaciéon
o de exhalaciones sucesivas, que se pueden recoger en el mismo lecho
adsorbente, lo que permite enriquecer la muestra hasta alcanzar la cantidad

que precise el método analitico.

5.2.2 Método de desorcion y analisis

El analisis de los tubos rellenos de adsorbente que contenian los vapores de
estireno provenientes de las muestras de aire exhalado se llevd a cabo

utilizando el acoplamiento de dos técnicas: desorcion térmica y cromatografia
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de gases ATD-50 y GC8700 (Perkin-Elmer). La desorcion térmica se realizé en dos
etapas, en la primera el tubo se calentd durante 10 minutos mientras que, a
través del mismo, una corriente de N; (N55) a 10 psi (0,7 bar) transferia los
vapores desorbidos desde el tubo a una trampa fria a -30°C. En la segunda, se
calent6 subitamente la trampa a 300°C para desorber y arrastrar a través de la
linea de transferencia caliente los compuestos volatiles adsorbidos, simulando
una inyeccién en la columna del cromatografo de gases. Un esquema cel
sistema empleado ya fue mostrado anteriormente en la figura 4.3. Las
condiciones de desorcion y andlisis son idénticas a las descritas en el capitulo 4y

se exponen en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1 Condiciones experimentales para la desorcion y el
analisis cromatografico.

TUBOS RELLENOS ATD50

Adsorbente Tenax TA

Cantidad 150 mg

CONDICIONES DE DESORCION

Tipo de desorcion Térmica, dos etapas

Temperatura del horno 200°C

Temperatura de latrampa -30°C a 300°C

Tiempo de desorcién 10 min

ANALISIS CROMATOGRARCO

Equipo PE 8700

Calibracién Tubos estandar cargados con
disoluciones de estireno en
metanol o bien volimenes de
aire de concentracién
conocida en estireno

Gas portador N, (10 psi, 0,7 bar)

Columna Capilar, FFAP

Temperatura Isoterma, 120°C

Detector FID (200°C)
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5.2.3 Preparacién de tubos estandar para calibracion

La preparaciéon de tubos estandar se llevé a cabo por dos procedimientos

diferentes:

Preparacion_de tubos estandar mediante adicion _de disoluciones patrén _de

estireno.

De forma semejante alo descrito en el capitulo 4, la preparacion de los
tubos estandar se realiz6 inyectando en el interior de cada tubo volimenes
conocidos de distintas disoluciones de estireno (PS Merck) en metanol (PA
Merck), de modo que se cubriese todo el rango de calibracién. Antes de
comenzar la desorcidn del estireno, siempre se hizo pasar a través de cada
tubo, una corriente de Nz (N55) a 40 ml/min durante 3 minutos, de esta forma se
eliminaba el metanol adsorbido evitAndose las posibles interferencias en el

anailisis.

Preparacion de tubos estandar para calibracion mediante el sistema generador

de atmodsferas.

Una alternativa de preparacion de tubos estandar para calibracién es la
utilizacion del sistema generador de atmoésferas descrito en el apartado 3.2.4
mediante el cual se generan atmoédsferas de concentracibn conocida de
estireno, y posteriormente se inyectan diferentes volimenes del aire de dicha
atmosfera a través de tubos adsorbentes. La atmdsfera controlada se genera
dindmicamente; la concentracidn de estireno en la misma se comprueba por
medio de muestreo activo consistente en el empleo de tubos de carbdn activo

conectados a la atmoésfera mediante una bomba de muestreo.

En la figura 5.5 se representa un esquema del sistema utilizado para la
obtencién de los estandares de calibracidon. Se basa en el empleo de una
valvula de tres vias a la cual se conectan: una de las salidas de la atmdsfera,
una jeringa de gases de 50 ml movida por un motor y el tubo adsorbente. Con
la jeringa se recogen volimenes de aire procedente de la atmoésfera e,
invirtiendo la posiciéon de la valvula, se impulsan hacia el interior del tubo
adsorbente donde queda retenido el estireno. El procedimiento es similar al
descrito para el sistema de captacion de aire exhalado. Recogiendo diferentes
volumenes de aire a través de los tubos adsorbentes se generaron tubos de

calibracion que cubrian el rango de concentraciones de estireno requerido.
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(1) Entrada de aire

(2) Filtro

(3) Humidificador

(4) Inyector automatico

(5) Camarade mezcla

(6) Céamara de muestreo
(7) Sensor de humedad
(8) Cromatografo de gases
(9) Valvulade tres vias

(10) Jeringa con servomotor
(11) Tubo adsorbente

Figura 5.5 Sistema para preparar los patrones para la calibracion.

5.2.4 Determinacion de la eficacia de desorciéon

La eficacia de desorcion, entendida como la masa que se recupera del tubo
respecto a la que previamente se introdujo, debe de ser lo mas préxima posible
al 100%, por dos razones. Por un lado, conviene que toda la masa retenida sea
analizada para obtener una mayor sefial analitica y por otro, al ser tubos

reutilizables, no debe quedar estireno retenido en su interior tras cada analisis.

Por ello, se optimizaron las condiciones de desorcibn de modo que se
consiguiese la total desorcion del estireno recogido. No obstante en todos los
casos se realizé6 una segunda desorcién a cada tubo para comprobar si la

primera fue total.
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5.2.5 Estudio muestreo-anéalisis

Se llevé a cabo un estudio de validacion del sistema de captacién con los
tubos adsorbentes elegidos para la toma de muestras de estireno en aire

exhalado, para lo cual se siguid el Protocolo de validacion del INSHT (12).

Para la validacion, se utilizé el sistema descrito en la figura 5.6 que se basa
en el acoplamiento del generador de atmdsferas y el sistema de captacion

mediante una valvula, y que permite simular fidedignamente una exhalacion.

(1) Entrada de aire

(2) Filtro

(3) Humidificador

(4) Inyector automatico

(5) Camara de mezcla

(6) Camara de muestreo

(7) Sensor de humedad

(8) Cromatdgrafo de gases

(9) Sistema de captacion de aire exhalado
(10) Valvula de conexion

Figura5.6 Esquema de la conexion del sistema de

captacion de aire exhalado al generador de
atmosferas de concentracion conocida.
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Una vez generada la atmésfera de concentracion de estireno a temperatura
y humedad controladas, se abria la valvula que une ambos sistemas simulando
una exhalacion. Cuando habia  transcurrido tiempo suficiente
(aproximadamente 1 minuto), se cerraba la valvula y se hacian pasar alicuotas
del aire retenido en el interior del tubo calorifugado hacia el soporte
adsorbente donde quedaba adsorbido el agente estudiado. El procedimiento
de exhalacién simulada y la recogida de alicuotas de cada exhalacion se
repitid varias veces hasta completar, en cada caso, el volumen de muestreo

elegido.

Efecto de la concentracion y la humedad.

Se generaron atmoésferas controladas a dos niveles de concentracidn
diferentes, dentro del rango de concentraciéon esperado. Con el fin de estudiar
la influencia de la humedad sobre el método desarrollado, se tomaron muestras
a un nivel de humedad representativo de la del aire ambiental y al nivel de
saturacion de humedad que se presenta en el espécimen aire exhalado. Se
recogieron muestras, por tanto, a dos niveles de humedad muy distintos. Todas

las experiencias se realizaron a 20°C de temperatura.

Para cada experiencia se emplearon seis muestreadores, siguiendo el
esquema de la Tabla 5.2. Se tomaron cuatro alicuotas de 50 ml de cada
exhalaciéon simulada. El procedimiento de exhalacion simulada se repitié cinco
veces para cada tubo adsorbente haciendo pasar, por tanto, un volumen total

de 1 litro procedente de cinco exhalaciones (5x200ml).

Tabla5.2 Esquema del procedimiento seguido para evaluar los efectos
concentracion-humedad sobre el método desarrollado.

Concentracion Humedad relativa
(mg/mg) 40% 100%
3.8 v v
26,6 v v

Volumen muestreado: 1 litro procedente de 5 exhalaciones simuladas (5x200 ml)
6 muestreadores tomados por cada experiencia

Estudio de la estabilidad de las muestras

La finalidad de este ensayo fue conocer en que medida afecta al

muestreador el almacenamiento posterior al muestreo y previo al analisis.
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Se tomaron para ello dos muestras adicionales en la experiencia
correspondiente a 26 mg/m3 y 100% Hr y se almacenaron a temperatura
ambiente (20-25°C) durante 15 dias. Transcurrido este periodo de tiempo, se
analizé el contenido de los tubos. Los resultados del analisis, expresados en
términos de recuperacion, se compararon con los resultados hallados para los 6

muestreadores analizados con anterioridad.

5.3 Resultados y discusion

5.3.1 Condiciones de desorcion y andlisis

En la figura 5.7 se representa la recta de calibraciéon obtenida mediante la
preparacion de tubos estandar a partir de disoluciones patrén y en la figura 5.8
se representa la recta de calibracién obtenida mediante la preparacion de
tubos estandar empleando el sistema generador de atmésferas controladas. Las
condiciones de desorcion y analisis de todos los tubos se detallaron en la Tabla

5.1. El limite de deteccidn en las condiciones analiticas descritas fue de 0,1 ng.

350

y=-0,415 +27,907 x
300 1 r=0,9998

250 A

200 A

150 A

Area de pico

100 A

50 A

12 14

Figura 5.7 Recta de calibracion obtenida preparando tubos patrén a
partir de disoluciones de concentracion de estireno
conocida.
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350
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Figura 5.8 Recta de calibracion obtenida preparando tubos patrén
con el sistema generador de atmésferas.

La preparacion de tubos estandar para calibracion utilizando el sistema
generador de atmadsferas controladas se revel6 igualmente Gtil que el sistema
de carga de tubos por via liquida como se desprende de la semejanza entre los
resultados de las pendientes de las rectas de calibracién que se obtuvieron por
los dos modos de operacién descritos. El nuevo procedimiento de preparacion
de tubos patrén para calibracion supone, cuando se dispone del sistema
generador de atmoésferas controladas, una ventaja ya que es mucho menos

laborioso que la via liquida.

Ademas, para la calibraciobn de un método analitico, la preparacion de
patrones debe hacerse de igual forma a la que se obtendran las muestras
posteriormente. Puesto que, este método se utiliza para recoger muestras de
aire exhalado, la preparacion de tubos patrén tomando volimenes de aire de
una atmodsfera de concentracion conocida se asemeja a lo que sucede en el

muestreo.

Una vez comprobada su utilidad, este procedimiento supone una alternativa
ventajosa respecto a la preparacion de tubos a partir de disoluciones, por lo
qgue ha sido el empleado en este trabajo.
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5.3.2 Estudio muestreo-analisis

Para cada tubo tomado en las condiciones descritas en la Tabla 5.2 se
realizé la desorcidon y el andlisis en las condiciones descritas en la Tabla 5.1,
cuantificandose la cantidad de analito presente en cada muestra. A partir de
estos valores de masa se calcul6 la concentracién de analito en el aire
exhalado, Cae, expresada en mg/m? para lo cual se utilizé la expresion:

C =

ae

Eq. 5.1

<|3

donde:
m esla cantidad de analito presente en el tubo adsorbente en mg y

V  es el volumen de aire recogido en la toma de muestra en m3.
Los resultados de masa analizada y concentracion calculada en cada tubo

se muestran en la Tabla 5.3.

Tabla5.3 Resultados experimentales, masa analizada y concentracion
calculada para las cuatro combinaciones concentracion-humedad.

Experiencia Concentracion Humedad | Masa analizada | Concentracion
verdadera relativa (ng) calculada
(mg/ne) (%) (mg/ne)

Baja concentracion 3,8 40 3,348 3,38
Baja humedad 3,574 3,61
3,649 3,67

3,871 3,91

3,875 3,91

3,687 3,72

Baja concentracion 3,8 100 3,649 3,69
Alta humedad 3,724 3,76
3,912 3,95

3,687 3,72

3,762 3,80

3,724 3,76

Alta concentracion 26,6 40 25,017 25,27
Baja humedad 26,599 26,87
26,334 26,60

26,597 26,87

27,651 27,93

26,331 26,60

Alta concentracion 26,6 100 26,861 27,13
Alta humedad 24,754 25,00
26,862 27,13

28,441 28,72

27,387 27,66

26,594 26,87
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Dividiendo el valor de concentracion hallado segin la ecuaciéon 5.3 para
cada tubo por el valor de concentracion teérica se obtuvieron los valores de
recuperacion que aparecen en la Tabla 5.4a para cada grupo de muestras.
Sobre estos resultados se realiz6 un analisis de varianza; en la Tabla 5.4b se
muestra el resultado de este analisis estadistico del cual se deduce que no
existen diferencias significativas para cada uno de los factores principales,

concentracion y humedad, ni para la interaccion de ambos.

El método ha sido validado en el rango de concentracion de 3,8 a 26,6

mg/m3y de humedad relativa de 40 hasta 100%.

Tabla 5.4 Andlisis de los datos experimentales.

5.4a. Ensayos realizados

Concentracion Concentracidén medida/concentracion real
(mg/mg) 40%Hr 100%Hr

3,8 0,89 0,97

0,95 0,99

0,97 1,04

1,03 0,98

1,03 1,00

0,98 0,99

26,6 0,95 1,02

1,01 0,94

1,00 1,02

1,01 1,08

1,05 1,04

1,00 1,01

5.4b. Andlisis de varianza
Fuente de variacion Sumade | Grados de Media de F-ratio Nivel de
cuadrados libertad cuadrados significacion
Entre concentraciones 4,00x 103 1 4,00x 103 | 246 0,132 NS
Entre humedades 1,84x 103 1 1,84x10% | 1,13 0,300 NS
Interaccion ¢ x %Hr 3,75 x 10° 1 3,75x 105 | 0,02 0,881 NS
Error 0,0325 20 1,63 x 103
Total 0,0384 23

NS = no significativo al 95% de confianza

Estabilidad de las muestras

Los resultados del ensayo de almacenamiento se muestran en la Tabla 5.5, la

media de los valores de recuperacidn obtenidos con los tubos analizados de
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forma inmediata y la correspondiente a los tubos que se mantuvieron a

temperatura ambiente y se analizaron 15 dias mas tarde difirieron en un 5,2%.

Tabla 5.5 Resultados de los ensayos de almacenamiento.

Situacion estudiada Recuperacion de Recuperacion de Error relativo
referencia* almacenamiento** %)
26,6 mg/ms, 100%Hr 0,998 0,946 52

* Media de seis muestreadores
*Media de dos muestreadores

5.3.3 Perfiles de estireno en aire exhalado

El estudio cuyos resultados se acaban de discutir se llevé a cabo en
condiciones experimentales controladas. Adicionalmente, se ensay6 el método
en la determinacién de estireno en el aire exhalado de individuos laboralmente

expuestos al mismo.

Se determiné la concentracion ambiental a que estuvieron expuestos dos
trabajadores durante toda una jornada de trabajo, que durd 6 horas. Al finalizar
la exposicion se tomaron muestras de aire exhalado a cada individuo, en
intervalos de 15 minutos hasta 1,25 horas después. Al dia siguiente, una vez
transcurridas 24 horas desde el comienzo de la exposicidn se adquirié una nueva

muestra de aire exhalado a cada uno de ellos.

En la figura 5.7 se exponen los resultados obtenidos. Como cabia esperar se
encontré un mayor nivel de estireno en el aire exhalado de la persona expuesta
a mayor concentracion ambiental. Otro aspecto que refleja esta experiencia es
gue existe una rapida disminucién de la concentracién en aire exhalado en el
periodo posterior al final de la exposicion. Por Ultimo, se observd que la
cantidad de estireno en aire exhalado al comienzo de la siguiente jornada de
trabajo no es despreciable cuando los niveles de exposicion del dia anterior son

elevados.

140



Determinacién de estireno en aire exhalado mediante captacion en tubo adsorbente, desorcion térmica
y cromatografia de gases

o

£ 12

=3 _

£ —8— EL1: Concentracion ambiental TWA-6 horas: 360 mg/m3
S +.O.+ E2: Concentracién ambiental TWA-6 horas: 243 mg/m®
IS

©

<

5 91

o

®

c

(]

I

k]

(]

]

o

S 3

Q

g

<

Q

Q

5

(@] 0 T T T

0 8 16 24

Tiempo (horas)
Figura5.7 Perfiles de estireno en aire exhalado de dos personas

laboralmente expuestas a estireno.

5.4 Resumen de las condiciones de utilizacion

En la Tabla 5.5 se resumen las caracteristicas de validacion del sistema de

captacion.

Tabla5.5 Resultados de validaciéon del sistema de captacion
de aire exhalado para estireno utilizando los tubos
ATD-50 Tenax TA.

Eficacia de desorcion >0,99

Intervalo de concentracion 3,8-26,6 mg/ms
Volumen de muestra recogido 1L

Humedad relativa 402100 %
Almacenamiento <5,2 % de pérdidas

Con los resultados obtenidos en las distintas experiencias se puede afirmar
que el sistema de captacion de aire exhalado basado en el empleo de los
tubos adsorbentes ATD-50 empaquetados con Tenax TA cumple los
requerimientos del protocolo del INSHT para validacion de sistemas de toma
de muestras de aire exhalado. Por lo tanto, el dispositivo ensayado se puede

utilizar en trabajos de campo.
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6 DETERMINACION DE ESTIRENO EN ORINA MEDIANTE PURGA
Y TRAMPA, DESORCION TERMICA Y CROMATOGRAFIA DE
GASES

6.1 Introduccion

La orina y la sangre son fluidos biolégicos en los que tradicionalmente se han
medido determinados parametros para el control de la salud. Una pequefa
cantidad de estireno se elimina en la orina sin sufrir ningun tipo de
metabolizacion. Asi pues, la medida de la excrecidn urinaria de este compuesto
podria ser un indicador muy util de la exposicidn laboral ya que no estaria
sometido a las fuentes de variabiidad que afectan a la excrecién de los
metabolitos de estireno como son el acido mandélico y el acido fenilglioxilico
(1-3).

El estireno se excreta en la orina por un proceso basado en la difusidn
tubular, que esta gobernado por el equilibrio entre las presiones parciales de
este compuesto en orina y plasma, como consecuencia la proporciéon entre las
concentraciones de estireno en orina y sangre tienden a igualarse con los

coeficientes de distribucibn en ambos especimenes (4).

La concentracion esperada de estireno en la orina de sujetos laboralmente
expuestos al mismo es baja y, por tanto, para su determinacion es necesario
utilizar técnicas analiticas muy sensibles. Se han descrito métodos para la
determinacién de estireno en orina basados en la técnica de espacio de
cabeza (6-7). La utilizacién de un procedimiento de purga y trampa podria ser
util para medir estos niveles de concentracion de estireno en orina y supondria

una alternativa adecuada a la técnica mencionada.

En este capitulo se describen las experiencias realizadas para desarrollar un
método para la determinacidon de estireno en orina basado en la purga del
estireno utilizando una corriente de gas inerte y su retencidén en un adsorbente
sélido. A continuacidon el estireno retenido en el adsorbente se determina

mediante desorcidn térmica - cromatografia de gases.
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6.2 Materiales y métodos

6.2.1 Método de purga y trampa

En la figura 6.1 se muestra el esquema del sistema de purga y trampa
utilizado. A cada muestra de 10 ml de orina se le adicionaron 1,5 ml de metanol
(PA Merck) para minimizar la formacién de espumas. El conjunto se mantuvo a
una temperatura de 27°C con la ayuda de un bafo termostatico y se purgd con
He (N55) a un caudal de 45 ml/min durante 11 min. El caudal se midié con un
fluibmetro digital (Scientific Glass Engineering). Como trampa se utilizé el tubo
estandar de vidrio para el sistema de desorcion térmica ATD 50 (Perkin-Elmer) (89
mm x 6.4 mm OD), empaquetado con 150 mg de Tenax TA (20-40 mallas, SKC)
que se acondiciond previamente. Los tubos se incorporaban al sistema
utiizando férrulas de PTFE con conexiones de tipo Swagelock de 1/4 de

pulgada. Un esquema de los tubos se muestra en la figura 6.2.

Figura6.1 Esquema del sistema de purga y trampa utilizado: (1) entrada de
gas de purga; (2) Bafio termostatizado; (3) muestra de orina; (4)
jeringa para adicionar las muestras de orina; (5) tubo relleno de
adsorbente; (6) flujdmetro digital.

Para el almacenamiento previo al analisis se utilizaron unos cierres tipo
Swagelock. Las condiciones de extraccibn mas adecuadas se optimizaron

utilizando el método “simplex” (8,9), midiéndose la recuperacion sobre muestras
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de orina a las que previamente se les habia adicionado una cantidad de

estireno (PS Merck) conocida.

adsorbente

[’ - ’ : ) (
. . . .
A~ - -

tubo de vidrio

Figura 6.2 Esquema del tubo adsorbente empleado como trampa.

En la figura 6.3 se muestra una reproduccion del tubo de \drio relleno de

Tenax TA.

Figura 6.3 Tubo adsorbente empleado como trampa.

6.2.2 Desorcion y analisis

El analisis de los tubos rellenos de adsorbente, que contenian los vapores de
estireno provenientes de las muestras de orina, se llevé a cabo utilizando la
técnica de desorcion térmica y cromatografia de gases. El estireno adsorbido
en cada tubo se desorbié utilizando el sistema de desorcion térmica (Perkin-

Elmer) descrito en el apartado 4.2.3, que se encuentra conectado al
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cromatografo de gases

transferencia caliente.

PE 8700 (Perkin-Elmer) mediante una

linea de

Las condiciones experimentales de desorcion y analisis se presentan en la

Tabla 6.1.

Tabla 6.1 Condiciones experimentales para la desorcién y el

andlisis cromatogréafico.

TUBOS DE VIDRIO PARA ATD50

Adsorbente Tenax TA
Cantidad 150 mg
CONDICIONES DE DESORCION

Tipo de desorcion

Térmica, dos etapas

Gas portador
Columna
Temperatura

Detector

Temperatura del horno 200°C

Temperatura de latrampa -30°C a 300°C

Tiempo de desorcion 10 min

Eficacia de desorcion >0,99

ANALISIS CROMATOGRAFICO

Equipo PE 8700

Calibracion Tubos estandar cargados con

disoluciones de estireno en
metanol o bien volimenes de

aire de concentracion

conocida en estireno
N, (10 psi, 0,7 bar)
Capilar, FFAP
Isoterma, 120°C

FID (200°C)

Los tubos estandar para la calibraciéon se prepararon inyectando volimenes

conocidos de distintas disoluciones de estireno en metanol, de modo que se

cubriese todo el rango de concentraciones esperado. Antes de comenzar la

desorcioén, se hizo pasar a través de cada tubo una corriente de N; (N55) a 40

mil/min durante 3 minutos, de esta forma se purgd el metanol adsorbido para

evitar la interferencia del disolvente en el analisis cromatografico.
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6.2.3 Estudio muestreo-analisis

Ensayos de recuperacion

Para calcular la recuperacion del estireno presente en la orina, se llevaron a
cabo ensayos a dos niveles de concentracidn utilizando muestras de orina
adicionadas con pequefias cantidades de estireno. En ambos casos, se
procedié del siguiente modo: volumenes idénticos de una disolucién de estireno
en metanol, medido con la misma microjeringa, se inyectaron al interior de
tubos adsorbentes (tubos estandar) y a viales de vidrio encapsulados con sello
de aluminio que contenian 10 ml de orina. Para cada nivel de concentracion se

prepararon siete tubos estandar y siete muestras de orina adicionadas.

A continuacion se procedié a la extraccion del estireno de las muestras de
orina adicionadas siguiendo el procedimiento de purga y trampa descrito en
6.2.1. Para cada grupo de muestras se analizaron también blancos -muestras de
la misma orina sin adicionarle estireno- que se sometieron al mismo
procedimiento de extraccion. Finalmente, se procedié a la desorcién térmica y
el analisis de todos los tubos obtenidos: los tubos estdndar a los que se habia

afadido estireno y los tubos utilizados en el sistema de purga y trampa.

Estudio de la estabilidad de las muestras

Para observar si el paso del tiempo podia suponer un deterioro de las
muestras de orina y, en definitiva, afectar al valor de concentracién de estireno
a determinar, se preparé un conjunto de ocho muestras de orina a las que se
afiadioé estireno con una concentracion de 112 ng/L en viales de vidrio de 10 ml
encapsulados con sello de aluminio. De todo el conjunto, dos muestras se
analizaron de forma inmediata y el resto se almacen6é a -25°C. Las muestras

almacenadas se analizaron, en grupos de dos, a los 5, 20 y 60 dias.

Repetibilidad del procedimiento analitico

Se ha estudiado la repetibiidad del procedimiento de analisis sobre las
muestras de orina de tres sujetos laboralmente expuestos. Para ello, se
analizaron tres alicuotas de 10 ml de la misma muestra de orina de cada uno
de los trabajadores expuestos. Las alicuotas se mantuvieron en viales de vidrio
encapsulados con sello de aluminio hasta que se realizd la extraccion y el
analisis del estireno presente en las mismas siguiendo el procedimiento descrito

en el apartado 6.2.1.
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6.3 Resultados y discusion
6.3.1 Condiciones analiticas

Se analizaron los tubos patrén preparados en las condiciones analiticas
descritas en la Tabla 6.1. El limite de deteccidon de la técnica, que se obtuvo
analizando las muestras de orina de acuerdo con el protocolo descrito en 6.2,
fue de 0,70 ng/L. En la figura 6.4 se muestra la recta de calibrado obtenida, el
rango de linealidad hallado es adecuado para el andlisis de las
concentraciones de estireno que cabe esperar en sujetos laboralmente
expuestos a concentraciones ambientales entre 0,25 y 10 veces el actual valor
limite VLA-ED del INSHT (86 mg/m?) (5-7,10-13).

50

y=-0,378 + 27,345 x
r =0,9990

Area de pico

0
I I I

0,0 0,5 1,0 15 2,0

Masa (ng)

Figura 6.4 Recta de calibracién obtenida preparando tubos patron.

6.3.2 Resultados de recuperacion

Los valores de la recuperacion de estireno, calculados a dos niveles
diferentes de concentracidon en muestras de orina, se recogen en la Tabla 6.2. Se
han obtenido valores de recuperaciéon media de 0,95 y 0,94 para los dos niveles
de concentracién estudiados. Estos resultados confirman la utilidad de la

metodologia descrita para la determinacidon directa de estireno en orina.
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Mediante la técnica de espacio de cabeza, se analiza el estireno en el volumen
de aire en equilibrio con la orina, por lo que es preciso corregir este resultado en
funcion del coeficiente de particion del compuesto entre la fase gaseosa y la
fase liquida, en las condiciones de analisis, para obtener la concentracién de
estireno en la orina. Sin embargo, el procedimiento analitico desarrollado en
este estudio supone la determinacion directa de la concentraciéon total en la
orina. La desviacion estandar relativa (R.S.D.) maxima obtenida para los tubos

estandar fue 2,53% y para las muestras de orina 5,37%.

Tabla 6.2 Recuperacion en muestras de orina adicionadas.

Nivel 1 Nivel 2

Estandar (ng) Orina (ng) Estandar (ng) Orina (ng)
1,34 1,31 0,76 0,71
1,33 1,38 0,82 0,70
1,35 1,19 0,76 0,73
1,36 1,25 0,82 0,75
1,36 1,40 0,80 0,77
1,43 1,31 0,78 0,77
1,38 1,28 0,79 0,73

Media 1,37 Media 1,30 Media 0,79 Media 0,74

S.D. 0,03 S.D. 0,07 S.D. 0,02 S.D. 0,03

R.S.D. 2,19% R.S.D. 5,37% R.S.D. 2,53% R.S.D.

4,05%

Recuperacion = 0,95 Recuperacion = 0,94

Media  Media aritmética

SD. Desviacién estandar

R.S.D.  Desviacion estandar relativa

6.3.3 Almacenamiento

Los resultados de los ensayos de almacenamiento de las muestras de orina se
han recogido en la figura 6.5, en la que se representan los valores medios de
concentracion en ng/L de cada par de muestras frente al tiempo de
almacenamiento en dias. Se detectaron pérdidas significativas en aquellas

muestras que se analizaron transcurridos 60 dias desde su recogida.

No obstante, utilizando el procedimiento descrito se pueden almacenar los
tubos tras la purga, en lugar de las muestras de orina. Cuando se analizé el
estireno retenido en tubos rellenos de absorbente, tomados directamente de
atmadsferas de concentracion conocida de estireno, no se apreciaron pérdidas

significativas tras su almacenamiento a 4°C durante mas de 15 dias (14).
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Figura 6.5 Recuperacion de estireno en muestras de orina adicionadas y
almacenadas a -25°C.

Por otro lado, hay que sefialar que los tubos preparados por el Comité
Europeo de Normalizacion como material certificado de referencia para
ensayos interlaboratorio tienen garantizada una estabiidad permanente
durante afios para compuestos muy semejantes a estireno, tales como

benceno, tolueno y xileno.

6.3.4 Repetibilidad

En la Tabla 6.3 se muestran los resultados de la aplicacion del procedimiento
de purga y trampa sobre tres alicuotas de las muestras de orina procedentes de
tres sujetos laboralmente expuestos a estireno en diferentes industrias de
fabricacion de productos de plastico reforzado con fibra de vidrio. La
desviacion estandar relativa para los tres grupos de muestras analizados estuvo

entre el 2,4% y el 5,2%.

Tabla 6.3. Repetibilidad en la determinacién de estireno en muestras de orina
de sujetos laboralmente expuestos.

Sujeto Concentracion de estireno (ng/L) R.S.D. (%)
1 117 121 124 29
2 92 96 96 2,4
3 31 28 29 5,2

R.S.D. Desviacion estandar relativa
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6.4 Resumen de las condiciones de utilizacion del procedimiento

En la Tabla 6.4 se resumen las caracteristicas que presenta este método para

el andlisis de estireno en orina.

Tabla 6.4 Resultados del método de evaluacién de estireno en orina
mediante purga y trampa utilizando los tubos ATD-50
rellenos de Tenax TA.

Volumen de orina analizada 10 ml

Tiempo de purga 11 min

Gas de purga He (45 ml/min)
Recuperacion 0,94
Almacenamiento de muestras de orina hasta 20 dias

Repetibilidad R.S.D. <5,5%

R.S.D. Desviacion estandar relativa de tres muestras

Con los resultados obtenidos en las distintas experiencias se puede afirmar
que el método de evaluacion de estireno en orina mediante purga y trampa
basado en el empleo de los tubos de vidrio ATD-50 rellenos de Tenax TA, se
puede utilizar para evaluar la concentracion de estireno en orina de personas

laboralmente expuestas.
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7  ANALISIS COMPARATIVO ENTRE LOS PROCEDIMIENTOS DE
CONTROL AMBIENTAL EN UNA POBLACION LABORALMENTE
EXPUESTA

7.1 Introduccién

La forma tradicional de evaluar la concentracibn ambiental de un disolvente
organico, consiste en hacer pasar el aire, aspirAndolo con una bomba portatil,
a través de un tubo que contiene carbdén activo que es capaz de retener los
vapores de disolvente presentes en el mismo. Esta técnica de toma de muestras
recibe el nombre de muestreo dinamico o activo. Una alternativa al muestreo
activo que se ha desarrollado extensamente en los Gltimos afios es el muestreo
pasivo. El muestreo pasivo se basa en la difusion de los contaminantes desde el
ambiente hasta la superficie de un adsorbente, el fenédmeno se rige por la ley
de Fick (1).

Desde que en 1973 Palmes y Gunisson introdujeron la posibilidad de utilizar la
difusion molecular para el desarrollo de monitores pasivos (2) se han llevado a
cabo numerosos estudios sobre sistemas basados en la difusion, tanto desde el
punto de vista tedrico (1,3,4), como experimental y de aplicacion (5-9). También
se han realizado estudios comparativos entre los procedimientos de captacion,
activo y pasivo, en diferentes situaciones, en experiencias llevadas a cabo en el
laboratorio, generando atmodsferas de concentracibn conocida, y en
experiencias de campo (10-16). Esto se debe a la necesidad de comprobar si la
velocidad de captacion calculada para el muestreador, que se determina en
atmadsferas de concentracidon conocida y estacionaria, es (til también cuando
se consideran concentraciones que no son constantes y que pueden fluctuar
en periodos cortos de tiempo (17). Los protocolos de validaciéon de los
muestreadores pasivos incluyen estas comparaciones (8-20) y en general son

mas exigentes que los utilizados para validar muestreadores dinamicos.

El contaminante adsorbido, generalmente, se desorbe empleando un
disolvente y se determina cuantitativamente mediante cromatografia de gases.
Otra posibilidad consiste en utilizar un sistema de desorcidon térmica conectado
al cromatografo de gases, la ventaja de esto Ultimo es su mayor sensibilidad ya
qgue todo el agente captado puede ser analizado. En los capitulos 3 y 4 se
describieron los procedimientos llevados a cabo para validar dos métodos

alternativos de evaluacion de la concentracibn ambiental de estireno
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mediante muestreo pasivo, uno para desorcion con disolvente en el capitulo 3y

el otro para desorcién térmica en el capitulo 4.

Aunque el muestreador pasivo haya sido validado, y se haya analizado el
efecto de los factores ambientales en ensayos de laboratorio, puede que
existan en el lugar de trabajo algunos factores que influyan en el
funcionamiento del muestreador pasivo por difusion. Tales factores pueden ser
variaciones rapidas de la concentracién, o interferencias imprevistas. Por lo
tanto, es conveniente realizar ensayos en las condiciones tipicas de utilizaciéon
prevista del muestreador, con el fin de determinar la existencia de cualquier
diferencia sistematica entre los resultados obtenidos con los muestreadores
pasivos y los de un método independiente, tal como la captaciéon en un tubo
de relleno de carbdn activo conectado a una bomba de aspiracion (18,19). Se
debe tener en cuenta que, ni el muestreador pasivo por difusidn ni el método
independiente dan el resultado “verdadero” ya que ambos procedimientos de

toma de muestra estan sujetos a error.

En este capitulo se ha realizado un estudio comparativo entre tres técnicas
de muestreo, las dos de muestreo pasivo validadas y la técnica mas
ampliamente implantada, el muestreo dinamico en tubos rellenos de carbdén
activo. Para ello se ha realizado muestreo personal utilizando simultaneamente

los tres muestreadores en situaciones de exposicion laboral real.

7.2 Materiales y métodos

7.2.1 Toma de muestras ambientales

El estudio se ha llevado a cabo en 18 empresas de la regibn de Murcia
dedicadas a la fabricacion de productos de plastico reforzado con fibra de
vidrio, de tamafo y utilidad variados, desde embarcaciones de recreo hasta
pequefios accesorios como cascos o varillas. En las empresas, que eran de
pequefio tamafio, el niUmero de trabajadores no era muy elevado, seis por
término medio y un maximo de once. En total se han tomado muestras a 115
personas expuestas a estireno en su trabajo. La actividad tan variada de las
empresas seleccionadas hace prever un intervalo de concentracion ambiental

de estireno amplio.

Se utilizaron tres muestreadores diferentes para cada individuo que se
colocaron siempre, Io mas juntos posible entre si, en la solapa de la ropa de
trabajo de cada individuo. Se ha comprobado que, si se sitian en distinto lado,
las concentraciones medidas por cada uno pueden presentar diferencias

notables debido a su distinta posicion relativa respecto a las fuentes de
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contaminaciéon o a los sistemas de ventilacion (@0). La solapa se encuentra
suficientemente cerca de la zona de respiracidn del trabajador y por tanto el
aire recogido es representativo del respirado. Los muestreadores utilizados, que
se empleaban simultaneamente, fueron un muestreador activo y dos
muestreadores pasivos distintos para cada trabajador. La bomba necesaria

para el sistema dinamico se colgaba de un cinturén a cada individuo.

El muestreador activo consistié en € tubo de vidrio relleno de carbén activo
(SKC) conectado a una bomba de aspiracion. Cada tubo de vidrio mide 110
mm de largo y 8 mm de diametro, se encuentra relleno con carbén activo de
20/40 mallas en dos secciones de 400 y 200 mg cada una. Las dos secciones se
encuentran separadas entre si 4 mm. La seccién de 200 mg so6lo se utiliza para
comprobar la posible saturacion de la seccion de 400 mg que es la que esta
mas proxima a la entrada de aire. El caudal de aspiracion se fijé6 para todos los

muestreos en 200 ml/min.

Uno de los muestreadores pasivos empleados fue el muestreador pasivo 3M-
3500 (3M), que presenta una longitud de difusion de 9,5 mm y un area de
difusibn de 5 cm?, tanto las caracteristicas de este muestreador como las
etapas de su proceso de validacidon para la captacion de estireno se
describieron en el capitulo 3. La validacién se realiz6 utilizando una camara
para la obtencion de atmoésferas de concentracion conocida y la velocidad de

muestreo que se obtuvo fue de 28,12 ml/min.

El otro sistema de muestreo pasivo empleado fue el tubo de acero
inoxidable para el sistema de desorcidon térmica ATD50 (Perkin-Elmer) relleno
con 150 mg de Tenax TA, descrito en el capitulo 4. Presenta un area de difusion
de 0,2 cm? y una longitud de difusibn de 1,5 cm. Para su utilizacidbn como
muestreador pasivo, se emplea un cabezal de difusion en un extremo del tubo y
un tapon tipo Swagelock en el otro. Tanto las caracteristicas del muestreador
como las etapas de su proceso de validaciéon se describieron en el capitulo 4.

Su velocidad de captacion resultd ser de 0,54 ml/min.

7.2.2 Analisis

Las condiciones de desorcidn y analisis se resumen en la Tabla 7.1, para el
muestreador dinamico se basan en lo recomendado por el Instituto Nacional
de Seguridad e Higiene en el Trabajo (21) y para los muestreadores pasivos 3M-
3500 y ATD-50 relleno de Tenax TA fueron las que aparecen en los capitulos 3y 4
respectivamente.
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Tabla 7.1 Condiciones experimentales para la desorcion y el analisis cromatografico.

MUESTREADOR Tubo SKC 3M-3500 ATD50

Adsorbente Carboén de coco Lamina de carbon| Tenax TA
activo

Cantidad 400/200 mg Standard 150 mg

U 200 ml/min (caudal) | 28,12 ml/min 0,54 ml/min

CONDICIONES DE DESORCION

Tipo de desorcion

Con disolvente

Con disolvente

Térmica, dos etapas

Coeficiente de desorcién 0,87 0,90 >0,99

Volumen de desorcion 3ml S;C 1,5ml SC

Temperatura del horno 200°C
Temperaturade latrampa | --- -30°C a 300°C
ANALISIS CROMATOGRAFICO

Equipo HP 5890 HP 5890 PE 8700
Calibracién Disoluciones estandar | Disoluciones estandar| Tubos estandar

Gas portador
Columna
Temperatura

Detector

de estireno en S,;C

N2
Apiezén L
75-150°C, a 15°C/min

FID

de estireno en S,C

N2
Apiezén L
75-150°C, a 15°C/min

FID

cargados a partir
de disoluciones
de estireno en
metanol

N2
Capilar, FFAP

Isoterma, 120°C

FID

Tras el andlisis la concentracion ambiental, Ca, en mg/m3 se calculd para los

muestreadores dinamicos mediante la expresion:

donde:
m

d
t
Q

_m'd,

Ca ,
Q't

es la masa analizada en ng,
es el coeficiente de desorcién en tanto por uno,
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es el caudal en mli/min.
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Para los sistemas pasivos la concentracidn ambiental, Ca, en mg/ms3 se

calculé mediante la expresion:

c, =Md gy Eq. 7.2
Ut

donde:
m esla masa de contaminante analizada en mg,

es el coeficiente de desorcidon en tanto por uno,
es el periodo que dura el muestreo en minutos y

c Qo

es la velocidad de captacion en mi/min

7.3 Resultados y discusion

Mediante el uso de cada uno de los tres métodos de muestreo se ha
obtenido la medida de la concentracidn ambiental de estireno a la que estaba
expuesto cada individuo. Del total de muestras, se descartaron aquellas en las
gue, durante su recogida, surgié alguna anomalia, tales como fallos mecanicos
en la bomba de captacion, proyecciones o depoésitos de sélidos o liquidos
sobre la superficie de difusion y algunas otras en los que los muestreadores

quedaron ocultos bajo la ropa de los trabajadores.

En la Tabla 7.2 se muestran los datos estadisticos mas significativos que se
obtuvieron tras la medida de la concentraciéon ambiental por cada uno de los
tres métodos de muestreo-analisis. Como se puede apreciar, el menor nUmero
de muestras Utiles se obtuvo con muestreo dinamico, debido a problemas de
mantenimiento del caudal o fallos de las bombas. Por el contrario para los dos

métodos pasivos se rechazaron muy pocas muestras.
La relacion entre dos métodos de muestreo puede ser determinada por un

analisis de regresion lineal @0-14). El resultado del analisis por regresion lineal

dara unos valores de ay b de la ecuacion:

y=a+bx Eq. 7.3

donde
y es el valor de concentraciéon hallado por el nuevo método y

x es el valor de concentracion hallado por el método de referencia
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Tabla 7.2 Resultados estadisticos de los muestreos ambientales.

Datos estadisticos CA* 3M-3500* ATD™
(mg/m?) (mg/m?) (mg/m?)
Namero de muestras 90 105 102
Media aritmética 99,1 92,2 89,7
Mediana 80,0 67,2 62,9
Maximo 514,8 455,3 536,8
Minimo 0,6 0.8 1,0
Media geométrica 48,3 51,6 48,7
Desviacion estandar 97,2 110,6 93,1

*  Muestras tomadas mediante aspiracion con bomba y tubos rellenos de carb6n activo. (Q
aproximado 200 ml/min)

**  Muestras tomadas con muestreador pasivo 3M-3500

**  Muestras tomadas con muestreador pasivo ATD-50

Si los resultados obtenidos para cada muestreador no dependieran del
método utilizado en cada caso, la recta de regresion tendria una ordenada en
el origen de 0 y una pendiente de 1. Asimismo, el coeficiente de correlacion, r,
entre los resultados obtenidos por ambos métodos seria 1. Esta situacion ideal
nunca ocurrira en la practica ya que, aunque los errores sistematicos estuvieran
ausentes, los aleatorios asegurarian diferencias entre los resultados obtenidos
con dos métodos diferentes. Cuando la ordenada en el origen es distinta de 0
puede ser debido a un error en la concentracién de fondo medida por alguno
de los métodos. Por otra parte, cuando la pendiente difiere de la unidad se
puede deber a errores sistematicos asociados con el procedimiento analitico o

la toma de muestra (22).

Se ha realizado dicha prueba a los dos métodos de muestreo pasivo
utilizando el de muestreo dinamico como método de referencia. Los resultados
del método dinamico se representan en el eje de abscisas y los del pasivo en

ordenadas.

En las figuras 7.1 y 7.2 se representan, respectivamente, la recta de regresion
entre los resultados obtenidos por los muestreadores pasivos 3M-3500 y ATD50
frente a los resultados del método dinamico. En la Tabla 7.3 se muestran los
valores de pendiente y la ordenada en el origen junto con el intervalo de
confianza para dichos valores para el 95% de probabilidad. Los resultados
obtenidos presentan un valor de pendiente que incluye a la unidad para unos
limites de confianza del 95%. De igual forma, para el 95% de confianza, la
ordenada en el origen incluye al 0, todo ello indica una gran concordancia

entre los valores hallados por los distintos métodos.
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Figura7.1 Recta de regresion entre las concentraciones ambientales obtenidas
mediante muestreo dindmico y el muestreador 3M-3500.

600
(V{\

£ 500
IS)

£

T 400
c

(4]

g

E 300
c

e

Q

£ 200
c

(0]

(&)

[

8 100 A
=)

Lo

fa ]
e 0
<

-100 . . . . . .

0 100 200 300 400 500 600

Muestreador dindmico, concentracién ambiental (mg/m?®)

Figura7.2 Recta de regresion entre las concentraciones ambientales obtenidas
mediante muestreo dindmico y el muestreador ATD-50.

165



Capitulo 7

Tabla 7.3 Analisis de regresion entre métodos nuevos y método de referencia (y = a + bx).

Pareja de muestras a b r
(limites de confianza 95%) (limites de confianza 95%)

CA’vs. 3M-3500" 5,4 (-2,0a12,9) 0,945 (0,890 a 1,001) 0,970

CAvs. ATD-50"" 5,5(-1,7a12,8) 0,962 (0,910 a 1,014) 0,973

*  Muestras tomadas mediante aspiracion con bomba y tubos rellenos de carbén activo. (Q aproximado 200
ml/min)

**  Muestras tomadas con muestreador pasivo 3M-3500

**  Muestras tomadas con muestreador pasivo ATD-50

ordenada en el origen

pendiente

coeficiente de regresion

S To

La utilizacion de la prueba de regresidon lineal se basa en la suposicién de
que el método de referencia no tenga asociados errores y que los resultados
obtenidos con él se representen en el eje de abscisas, de modo que los errores
sélo serfan imputables al método representado en el eje de ordenadas. Esto no
es del todo cierto, ya que el sistema tradicional con bomba de aspiracion
presenta errores debidos a la calibracion y al mantenimiento del flujo durante la

toma de muestra que pueden oscilar entre el 5y el 10% (4,23).

Por ello, también se han utilizado para la comparaciéon de los métodos la
prueba t de Student y la prueba de rangos y sighos de Wilcoxon para muestras

apareadas.

La prueba t de Student adopta como hipétesis nula que la media de las

diferencias entre las concentraciones dadas por dos métodos distintos es cero.

La prueba de rangos y signos de Wilcoxon adopta como hipétesis nula que
la mediana de las diferencias entre los resultados obtenidos por dos métodos

distintos es cero.

El test de Wilcoxon es un método no paramétrico y se ve menos afectado
por la presencia de puntos alejados, “outliers”, que la prueba t. Por el contrario,
esta Ultima es mas adecuada cuando los datos obedecen a una distribuciéon

normal.

Se ha realizado la prueba t de Student a las tres posibles combinaciones,
dinamico vs. 3M-3500, dinamico vs. ATD50 y 3M-3500 vs. ATD50. El valor de t
critico, teniendo en cuenta el nimero de parejas de datos (n>50), para un limite
de confianza del 95% es de 1,96 en las tres combinaciones. En la Tabla 7.4 se

muestran los resultados de la prueba.
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Tabla 7.4. Resultados de la prueba t para los distintos métodos ensayados.

Pareja de muestras N X SD EE wved t P IC 95%
CA vs. 3M-3500 82 0,53 | 23,80 2,63 0,2 0,841 -4,70 . 5,76
CAvs. ATD 78 1,83 | 23,14 2,62 0,70 | 0,487 -3,39.7,05
3M-3500vs. ATD 93 3,09 | 23,45 2,43 1,27 | 0,206 -1,73.7,92

N ndamero de muestras

X valor medio de las diferencias en valor absoluto

SD desviacion estandar

EE mea  error estandar de la media

t valor de t obtenido

valor de probabilidad obtenido
IC 95% limites de confianza al 95%

En la figura 7.3 se representa, para la combinacién muestreo dinamico frente
a 3M-3500, en el eje de abscisas la media de concentracidn obtenida por
ambos métodos para cada par de resultados y en el eje de ordenadas la
diferencia de concentracién obtenida por ambos métodos para cada par. Asi
mismo, se representan tres lineas horizontales que corresponden al valor medio
de todas las diferencias (linea continua) y los limites de confianza al 95% para
esta media (lineas discontinuas). Las figuras 7.4 y 7.5 son representaciones

semejantes a la de la figura 7.3 para las combinaciones dinamico vs. ATD50 y
3M vs. ATD50.
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Figura7.3 Representacion de los resultados medios de concentracién frente a las
diferencias de concentracion para cada pareja de datos muestreo
dindmico y 3M-3500.
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Como se puede apreciar en las tres figuras, la mayoria de los resultados
obtenidos queda entre los limites de confianza del 95%. Estos resultados, junto
con los mostrados en la Tabla 7.4, permiten concluir que en los tres casos se
puede aceptar la hip6tesis de que no existen diferencias significativas entre las

concentraciones encontradas por cada uno de los métodos de muestreo.

Se ha realizado la prueba de rangos y signos de Wilcoxon a las tres posibles
combinaciones, dinamico vs. 3M-3500, dinamico vs. ATD50 y 3M-3500 vs. ATD50.
El valor de p critico en todos los casos, teniendo en cuenta el nUumero de
parejas de datos (n>50), para un Iimite de confianza del 95% es de 0,05. En la
Tabla 7.5 se muestran los resultados de la prueba. En este caso la hipdtesis nula
se acepta cuando el valor de p obtenido supere el valor de p critico lo cual

sucedié en todos los casos.

Tabla7.5. Resultados de la prueba de rangos y signos de Wilcoxon para los
distintos métodos ensayados.

Pareja de muestras N M Inf Sup P
CA vs. 3M-3500 82 0,195 40,69 42,35 0,974
CAvs. ATD 78 1,28 38,25 40,37 0,116
3M-3500vs. ATD 93 2,15 44,41 51,50 0,096

N  ndmero de muestras

M  mediana de las diferencias en valor absoluto

Inf  promedio de los rangos de los valores situados por debajo de la mediana
Sup promedio de los rangos de los valores situados por encima de la mediana
p valor de probabilidad obtenido

Los resultados obtenidos, en cuanto a la concordancia entre muestreadores
activos y pasivos, son similares a los encontrados por otros autores (10,12-16). La
mayor parte de estos trabajos se ha realizado sobre muestreadores 3M-3500 o
de disefio semejante, es decir, basados en el empleo de una lamina de carbén
activo como superficie adsorbente y con areas de difusion relativamente

grandes.

Estos muestreadores pasivos son igual de eficaces que los dinamicos para

compuestos no polares como benceno, tolueno o estireno. Recientemente
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incluso se ha descrito la utilidad de estos muestreadores, mediante estudios en
campo, para la recogida de compuestos polares como el 2metoxietanol en

ambientes con elevada humedad (23).

El empleo de muestreadores difusivos para desorcion térmica ha generado
una mayor controversia debido a que su geometria es menos favorable para el
proceso de la difusion. Hay varios trabajos en los que se estudian estos
muestreadores de forma tedrica calculando la velocidad de captacién para
diversos contaminantes (24-29), sin embargo son muy escasos los trabajos que
se dedican a la comparacion en campo de este muestreador con el activo
(11). Los resultados que se han obtenido en este estudio referentes al
muestreador pasivo ATD50 para desorcion térmica ponen de manifiesto que,
este muestreador es igual de eficaz que los sistemas activos y los sistemas

pasivos para desorcion con disolvente.

Por otro lado, algunos autores han observado mayor discrepancia en los
resultados obtenidos mediante muestreo pasivo y dinamico (10,23) cuando los
disolventes se encuentran a baja concentracibn en el ambiente. Para
comprobar si esto sucedid en este caso, en las figuras 7.6 y 7.7 se representaron
los errores relativos para cada par de resultados frente a la concentracion
media entre las parejas muestreo dinamico vs. muestreo pasivo con 3M-3500 y
muestreo dinamico vs. muestreo pasivo con ATD50 respectivamente. Como se
aprecia en ambas figuras, estos errores relativos son también mayores a bajas
concentraciones. Sin embargo, sucede lo mismo cuando se hace la
representacion para la pareja muestreo pasivo con ATD50 vs. muestreo pasivo
con 3M-3500 como se puede apreciar en la figura 7.8, lo que induce a pensar
qgue los errores se puedan deber a una mayor influencia a estos niveles de
concentracién de los errores asociados con los métodos, con independencia

del tipo de muestreador.
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Los muestreadores pasivos presentan ventajas sobre el muestreo activo
tradicional, ya que son sencillos de usar sobre todo cuando se realiza la toma
de muestra a varios trabajadores a la vez, porque lleva poco tiempo colocarlos
y son mejor aceptados debido a su reducido tamafio y peso y a la ausencia de
ruido. Por dltimo, aunque no menos importante, eliminan los problemas de

mantenimiento y calibracién asociados con el empleo de bombas.

El empleo de muestreadores pasivos resulta mas econémico que el de los
activos por dos razones, primero porque su uso reduce de forma significativa el
tiempo dedicado por el personal técnico a la preparacion y la toma de
muestras y segundo, debido al menor coste del instrumental necesario respecto

al sistema activo (bombas, baterias, sistemas para la calibracion, etc.) (30).

Por otra parte, los muestreadores basados en adsorbentes que se puedan
desorber térmicamente, requieren para su analisis de instrumental mas
sofisticado pero por el contrario, pueden ser utilizados en sucesivas ocasiones,

siempre que se asegure la total desorciéon del agente recogido.

Puede concluirse, por tanto, que con los dos muestreadores pasivos se

obtienen resultados que no difieren significativamente de los obtenidos con el

172



Analisis comparativo entre los procedimientos de control ambiental en una poblacién laboralmente
expuesta

muestreo activo, por lo que cualquiera de ellos puede utilizarse para evaluar la

exposicion de los trabajadores a estireno.

Las velocidades de captacion (28,12 ml/min para 3M-3500 y 0,54 ml/min

para el ATD50 Tenax TA) son validas para todo el periodo de toma de muestra,

no afectando las variaciones en la concentracion del contaminante que tienen

lugar durante el mismo. Por tanto, ambos muestreadores permiten conocer la

concentracién media existente durante el periodo de toma de muestra.

7.4
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Control ambiental y bioldgico de una poblacion laboralmente expuesta a estireno

8 CONTROL AMBIENTAL Y BIOLOGICO DE UNA POBLACION
LABORALMENTE EXPUESTA A ESTIRENO

8.1 Introduccién

La exposicion laboral a estireno mas importante se produce en la fabricaciéon
de articulos de plastico reforzado con fibra de vidrio, estos productos plasticos
se obtienen empleando resinas de poliéster insaturadas comerciales que
contienen hasta un 40% de estireno monémero. Aproximadamente el 10% del
estireno se evapora al ambiente del lugar de trabajo en las operaciones de
laminaciéon manual o mediante proyeccion (1,2) pudiendo, por tanto, entrar al

organismo humano principalmente a través de la via respiratoria (3).

La exposicidon a estireno se ha asociado con distintos efectos sobre la salud,
sobre todo debido a su potencial carcinogenicidad (4-6). La Agencia
Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC), clasifica al estireno
como posible carcinégeno (7) ya que los estudios epidemiolégicos llevados a
cabo hasta la fecha no encuentran evidencias firmes de que el estireno sea
cancerigeno ). Sin embargo, estudios recientes asocian la exposicion laboral

a estireno con la apariciéon de dafos cromosémicos (9,10).

Durante varias décadas, la determinacibn de la exposicion a un
contaminante quimico en el lugar de trabajo se basé exclusivamente en el
control ambiental. Esta forma de control no asegura que el trabajador se
encuentre totalmente protegido frente a los efectos adversos para la salud
derivados de la exposicion a un agente quimico. Por ello, se ha desarrollado

otra técnica complementaria, el control biolégico.

Ambos procedimientos son herramientas Utiles para evaluar la exposicion, la
diferencia entre ambas, y lo que las hace complementarias, es que el control
biolégico es un indicador de la dosis interna y el ambiental lo es de la dosis

externa (11).

El control biolégico, ademas de evaluar el riesgo para los trabajadores
expuestos, permite verificar la utiidad de las técnicas de reduccion de la
exposicion y las estrategias de intervencion adoptadas (2) e incluso aporta
informacioéon sobre la calidad de los métodos higiénicos empleados en una

empresa o sobre la eficacia de los métodos de control de la exposicion. Por
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ejemplo, puede ser una buena herramienta para comprobar la eficacia de los

equipos de proteccién individual (6,13-15).

La via de de entrada méas importante del estireno al organismo desde el
ambiente laboral es la inhalatoria (3,16-18), la entrada por contacto con la piel
es despreciable salvo si se produce un contacto prolongado entre el estireno

liquido y la piel (19).

La principal via de metabolizacion es la oxidacion de estireno a perdxido de
estireno por las enzimas del citocromo hepatico P-450. El peréxido de estireno se
hidroliza para formar un glicol, que posteriormente se oxida para formar el

acido mandélico y luego el acido fenilglioxilico.

Aproximadamente el 95% del estireno absorbido en los pulmones sigue el
proceso de metabolizacién descrito y se excreta por via urinaria siendo el acido
mandélico el mayoritario, el 85% del estireno absorbido se excreta como tal,
seguido por el acido fenilglioxilico, 10% (20). La eliminacidn del estireno a través
de los pulmones es inferior al 3% (21,22) y por Ultimo una pequefia cantidad de

estireno se elimina en otros fluidos como orina o sudor (23).

Para el control biol6égico de la exposicion a estireno se han realizado
numerosos estudios, asi podemos encontrar estudios basados en la medida de
la concentracidon de estireno en sangre @4-29), en orina 3,26,27,29-33) y en
aire exhalado (24,29,34,35). También hay estudios centrados en la determinacién
de los metabolitos de estireno en orina, el acido mandélico (MA) y el acido
fenilglioxilico (PGA) (36-41). Rara vez se han determinado el acido p-

hidroximandélico (PHMA) (42) o los acidos mercapturicos (43).

En el control biolégico, siempre aparecen diferencias intraindividuales o
interindividuales en la concentracion del indicador elegido, aun cuando los
individuos estén sujetos a las mismas condiciones de exposicion. Estas
diferencias surgen como consecuencia de la variaciéon en la ventilaciéon
pulmonar hemodinamica, el ejercicio fisico, la eficacia de los dérganos
excretores y la actividad de los sistemas enzimaticos, que mediatizan el

metabolismo y la eliminacion del compuesto quimico.

Cualquier forma de control, ambiental o biolégico, necesita valores de
referencia con los que poder comparar la situacion particular que se estudia en

cada momento.
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En 1999, el INSHT establecié para estireno un valor limite ambiental de
exposicion diaria (VLA-ED), 8 horas diarias durante 5 dias a la semana, de 86
mg/m3 (44). Desde mayo del afio 2001 en que se publicé el RD 374/2001 dicho
VLAED es el valor limite aplicable en el estado espafiol. La American
Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH, EUU), cuyos valores
de referencia han sido los utilizados en Espafia como valores guia, adoptd en
1997 para el estireno un valor limite ambiental de 85 mg/ms3. Este valor
representa una drastica reduccion respecto al anterior de 213 mg/ms3. Dicha
reduccién se basa en la hipdtesis de que este Ultimo no fuera suficiente para
proteger la salud de los trabajadores (45). Otros paises, como Holanda o
Noruega, ya en 1989 habian situado el valor limite en 105 mg/ms3, ante la
evidencia de que, a concentraciones proximas a 213 mg/ms3, el estireno podia
afectar al sistema nervioso central (46,47).

En Espafia desde el presente afo existe un valor de referencia biolégico
para la suma de la concentracion de los metabolitos principales de estireno
(MA+PGA), determinada en la orina del final de la jornada de trabajo del dltimo
dia de la semana, de 600 mg/gr creatinina (48). Aunque los indices biolégicos
de referencia establecidos actualmente se basan en la determinacidon de los
metabolitos MA y PGA y de estireno en sangre, algunos investigadores han
propuesto en los Ultimos afios que los niveles de estireno en aire exhalado
(25,35) o de estireno en orina (23,30,32,33) pueden llegar a ser buenos
indicadores. En 1982, la ACGIH nombré un comité para elaborar y desarrollar
documentacién y recomendaciones para el establecimiento de indices
biolégicos de referencia (BEl's), estos indices biolégicos debian estar
directamente relacionados con los valores TLV-TWA o con la dosis externa
recibida siempre que el trabajador estuviese haciendo un trabajo moderado
(11). Aunque, como ya se ha dicho, en 1997 la ACGIH revisé el TLV-TWA de
estireno, sus valores biolégicos de referencia (BEI's) siguen correspondiéndose
con el anterior limite ambiental @9). Por Gltimo, la conclusién principal del
estudio europeo sobre los efectos carcinégenos del estireno desarrollado en
1989 fue que se debfan elaborar métodos analiticos para encontrar

marcadores biolégicos de exposicidon a estireno (50).

Este capitulo se centra en la evaluacion de la exposicion de una poblaciéon
laboralmente expuesta compuesta por 115 trabajadores de distintas industrias
dedicadas a la fabricacion de objetos de plastico reforzado con fibra de vidrio
mediante control ambiental y biolégico. $ pretenden evaluar los niveles de

concentracion de estireno en el ambiente de trabajo por medio del muestreo
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personal de los sujetos expuestos. Ademas £ han elegido los especimenes
biolégicos, estireno en aire exhalado, estireno en orina y los metabolitos
mayoritarios de estireno en orina, acido mandélico (MA) y acido fenilglioxilico
(PGA) para evaluar la dosis interna recibida por los trabajadores. No se ha
utilizado la toma de muestras de sangre por tratarse de una técnica invasiva y

ser peor aceptada por los trabajadores.

Mediante el trabajo que se desarrollara en este capitulo se pretende lograr
una serie de objetivos enfocados hacia el conocimiento y evaluacién de la
exposicion a estireno en determinadas tareas industriales, tanto desde el punto
de vista ambiental como desde el punto de vista biolégico, asi como su control.
Para ello, se abordara la estimacion de la dosis externa de una poblaciéon
laboralmente expuesta mediante la determinacién de los niveles d e concentracion
ambiental, utilizando los procedimientos de toma de muestra previamente
validados. SimultAneamente se estimaran los niveles de dosis interna mediante
la determinacion de los indicadores biolégicos anteriormente citados en orinay
aire exhalado, mediante los procedimientos de toma de muestra y analisis

validados anteriormente.

Otro de los objetivos de este capitulo es estudiar detalladamente la posible
relacion existente entre los niveles de dosis externa e interna, asi como su
estudio critico en relacidn con otros trabajos experimentales, con objeto de
abordar la posibilidad de utilizar dicha relacién para la propuesta de valores
limites biolégicos, correspondientes a dosis externas equivalentes a exposiciones
durante 8 horas al valor limite ambiental vigente en Espafia. Esta propuesta de
valores limite, que se realizara para todos los indicadores biolégicos estudiados,
tiene especial importancia para aquellos que actualmente no tienen fijjado

limite.

Finaimente, se pretende analizar la aplicacion de estos valores limite
biolégicos a las exposiciones laborales de duracion inferior a la jornada laboral,
que son cada vez mas frecuentes en las nuevas formas de organizacion del

trabajo, sobre todo en pequefias y medianas empresas.
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8.2 Poblacion laboral expuesta, toma de muestras y métodos analiticos

8.2.1 Poblacion laboral expuesta

Se ha llevado a cabo un estudio en 18 empresas de la regién de Murcia
dedicadas a la fabricacion de productos de plastico reforzado con fibra de
vidrio de tamario y utilidad variados, desde embarcaciones de recreo hasta
pequefios accesorios, como cascos o varillas para estores. Las empresas
visitadas eran de pequefio tamafo y por tanto el nimero de trabajadores en
cualquiera de ellas no fue muy elevado. En el estudio han participado 115
personas expuestas a estireno en su trabajo, de las cuales 10 emplearon medios
de proteccion respiratoria. Para cada sujeto expuesto se recogié informacion
acerca de su edad, peso, altura, habitos de consumo (alcohol o tabaco),
antigliedad y tarea realizada tanto el dia de muestreo como el anterior. La
informacion general sobre la poblaciéon estudiada se muestra en la Tabla 8.1

Tabla 8.1 Datos de la poblacion expuesta.

Dato estadistico Edad Antigliedad | Peso | Estatura

(afos) (afios) (Kg) (cm)
Media aritmética 31 6 72 172
Mediana 29 5 72 170
Méaximo 64 25 100 192
Minimo 16 0 53 153
Media geométrica 29 3 72 172
Desviacion estandar 10 6 11 7

8.2.2 Toma de muestras

Muestras ambientales

Se ha medido la exposicion ambiental a estireno de cada individuo
utilizando simultaneamente tres muestreadores diferentes que se colocaron
siempre lo mas juntos posible en la solapa de la chaqueta o camisa de cada

trabajador.

Los muestreadores utilizados fueron el sistema de muestreo dindmico basado
en el empleo de un tubo de vidrio relleno de carbdn activo (SKC) unido a una
bomba de aspiraciéon (SKC) que se describié en el capitulo 3; el muestreador
pasivo 3M-3500 (3M) que emplea como agente adsorbente una lamina de

carbén activo, descrito también en el capitulo 3 y el tubo de acero inoxidable
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para el sistema de desorcion térmica ATD50 (Perkin-ElImer) relleno con 150 mg

de Tenax TA (SKC) descrito en el capitulo 4.

La toma de muestras se realizd siempre en jueves ya que, en la mayoria de
las empresas estudiadas, éste es el Ultimo dia de la semana en que se maneja
el estireno, dedicandose el viernes a labores de mantenimiento y preparacion
de material para la semana siguiente; por tanto, el muestreo en viernes no daria
un resultado comparable con el resto de los dias de la semana respecto a la

cantidad de estireno manejado ni en cuanto a la exposicion.

La toma de muestras siempre se llevaba a cabo de modo que se abarcase
la tarea de laminacién en la que cabia esperar una mayor exposicién. El
tiempo empleado en el muestreo oscilé entre 88 y 315 minutos siendo el término

medio, para las 115 muestras tomadas, de 3,5 horas.

Muestras bioldgicas

Muestras de orina

El mismo dia de la toma de muestra ambiental y antes de comenzar la
jornada de trabajo, se recogié una muestra de orina de cada trabajador. Al

finalizar la exposicién se recogié una hueva muestra.

Las muestras se recogieron en recipientes de vidrio y se mantuvieron
refrigeradas hasta su llegada al laboratorio. Una vez en el mismo se trasvasaron
a viales de vidrio de 10 ml que se llenaron completamente y se sellaron con
septum de butilo y capsulas de aluminio.

En cada muestra de orina recogida se midié la concentracién de creatinina
presente y su densidad. La determinaciéon de la creatinina, que se llevé a cabo
en un analizador automatico Ciba-Corning 550 Express, estd basada en la
reaccion de Jaffé, que consiste en la reaccién de la creatinina en medio
alcalino con el acido picrico para formar un compuesto coloreado, que se
determina espectrofotométricamente a 520 nm. La densidad se determind

mediante un refractdbmetro modelo Uricon N (ATAGO).

Los mecanismos de excreciobn de los determinantes pueden alterarse
cuando la muestra de orina estd muy concentrada (densidad > 1,03 o
creatinina >3g/L) o diluida (densidad <1,01 o creatinina <0,5 g/L) y si esto
sucede debe rechazarse (61). Todas las muestras analizadas en este trabajo se

encontraban dentro de los rangos tolerados.
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Muestras de aire exhalado

El sistema de captacidon de aire exhalado, que se ha descrito ya en el
capitulo 5, consiste en un tubo de Haldane-Priestiey modificado que posibilita
que la fraccion final del aire exhalado (aire alveolar) quede retenida en el
interior de un tubo de aluminio calorifugado. El sistema permite tomar alicuotas
de ese aire e impulsarlas posteriormente hacia el interior de un cartucho relleno
de adsorbente. Las alicuotas pueden tomarse de una o varias exhalaciones, lo
cual permite concentrar la muestra en el adsorbente. Los cartuchos
adsorbentes empleados, que consisten en tubos de acero inoxidable de 89 mm
de largo y 6,4 mm de didmetro rellenos con 150 mg de Tenax TA, son los

adecuados para el sistema de desorcion térmica ATD50.

Para la toma de estas muestras cada sujeto realizé dos o tres inspiraciones
profundas, a continuacion inhalaba y mantenia el aire inhalado durante 10-15
segundos en sus pulmones, para finalmente exhalar lentamente dicho aire a
través del tubo de aluminio calorifugado. En las muestras recogidas al inicio de
la jornada se tomaron 1,4 litros de aire exhalado procedente de 7 exhalaciones
de las que se recogieron 200 ml por exhalacién. Al final de la jornada se tomé 1
litro procedente de 5 exhalaciones (200 ml por exhalacién) ya que se esperaba

una concentracion de estireno superior.
Las muestras de aire exhalado se tomaron en un lugar separado de la zona

de trabajo.

8.2.3 Métodos analiticos

Determinacién de la concentracién ambiental de estireno

Una vez en el laboratorio, se realiz6 la desorcidon con disulfuro de carbono
(PA Merck) del estireno recogido por los muestreadores activos y 3M-3500 y se
analizé la masa desorbida utlizando un cromatégrafo de gases Hewlett-
Packard 5890 (Agient Technologies) Los vapores de estireno recogidos en los
tubos de acero inoxidable rellenos de Tenax TA se desorbieron térmicamente
utiizando el sistema ATD50, y se inyectaron a través de una linea de
transferencia al interior de un cromatégrafo de gases Perkin-Elmer 8700 (Perkin-
Elmer). Las condiciones de desorcion y analisis se expusieron en la Tabla 7.1.
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Determinacién de los acidos mandélico vy fenilglioxilico en orina

La determinacion de MA y PGA se realiz6 mediante cromatografia liquida
utilizando el método desarrollado por el INSHT 62). Las alicuotas de orina se
acidificaron hasta pH=1 con acido clorhidrico concentrado y se conservaron a
4°C en la nevera hasta el momento de su andlisis. Cuando se iban a analizar, se
permitié que cada muestra alcanzase la temperatura ambiente, se homogeneizd
por agitacion y se filtré utilizando un filtro de 0,45 nm y 47 mm de diametro tipo
HAWP (Millipore) para evitar que pasasen sdlidos a la columna. Tras la filtraciéon
se realiz6 la determinacion empleando un cromatégrafo liquido Hewlett
Packard 1050 (Agilent Technologies) en las condiciones analiticas que se
muestran en la Tabla 8.2. Las disoluciones patrén para la calibraciéon se
prepararon disolviendo cantidades adecuadas de los acidos mandélico y
fenilglioxilico en la minima cantidad posible de metanol con la ayuda de un
bafo de ultrasonidos, una vez disuelto, el conjunto se llevé a disolucidon acuosa.
Para la cuantificacioén se utilizé el valor medio de area de pico correspondiente

a 4 inyecciones.

Tabla 8.2 Condiciones para el analisis cromatografico de los acidos
mandélico y fenilglioxilico.

ANALISIS CROMATOGRAFICO

Equipo Hewlett Packard 1050

Calibracion Disolucion patron acuosa de los
acidos mandélico y fenilglioxilico

Eluyente Disolucion del 5% metanol y 1%
acido acético en agua

Precolumna De silice funcionalizada en fase
reversa

Columna C-18 de 10 cm x 4,6 mm, de silice
funcionalizada con octadecilsilano

Volumen de inyeccion 2m

Temperatura Isoterma, 40°C

Detector UV-Visible

| para Acido Mandélico 225 nm

| para Acido Fenilglioxilico 254 nm
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Determinacion de estireno en orina

Para la cuantificacion del estireno en orina se empled el sistema de purga y
trampa que se describié en el apartado 62.1. A cada muestra de 10 ml de
orina se le adicionaron 1,5 ml de metanol (PA Merck) para minimizar la
formacioén de espumas. El conjunto se mantuvo a una temperatura de 27°C con
la ayuda de un bafio termostatico y se purgd con He (N55) a un caudal de 45
ml/min durante 11 min. Como trampa se utilizé el tubo estandar de vidrio para
el sistema de desorciéon térmica ATD 50 (89 mm x 6.4 mm OD), empaquetado
con 150 mg de Tenax TA (20-40 mallas). Los tubos se incorporaban al sistema
utilizando férrulas de PTFE con conexiones de tipo Swagelock de 1/4 de

pulgada.

A continuacion los tubos se cerraron con tapones hasta el analisis mediante
desorcién térmica-cromatografia de gases. Las condiciones de desorcion y analisis

se resumen en la Tabla 8.3.

Tabla 8.3 Condiciones experimentales para la desorcion y el
andlisis cromatografico de los tubos empleados para
las muestras de orina y aire exhalado.

TUBOS RELLENOS ATD50

Adsorbente Tenax TA

Cantidad 150 mg

CONDICIONES DE DESORCION

Tipo de desorcion Térmica, dos etapas

Temperatura del horno 200°C

Temperaturade latrampa -30°C a 300°C

ANALISIS CROMATOGRAFICO

Equipo Perkin Elmer 8700

Calibracion Tubos estandar cargados con
disoluciones de estireno en
metanol o bien con volimenes
de aire de concentracion de
estireno conocida

Gas portador N2

Columna Capilar, FFAP

Temperatura Isoterma, 120°C

Detector FID (200°C)
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Determinacién de estireno en aire exhalado

Para la determinacién de estireno en las muestras de aire exhalado se siguié
el método descrito en el capitulo 5. El andlisis del estireno recogido en los
cartuchos rellenos de adsorbente se realiz6 mediante desorcion térmica y
cromatografia de gases. Las condiciones de desorcion y analisis se resumen en
la Tabla 8.3.

8.3 Control ambiental de la exposicién a estireno

Para cada una de las personas estudiadas se disponia de tres medidas de
concentracion ambiental muy semejantes entre si, y dado que el "valor
verdadero" de concentracidon en situaciones de exposicidn real no se puede
conocer, la media aritmética de los mismos es la mejor aproximacion al
verdadero valor de la concentracion ambiental, teniendo en cuenta que, tal
como se describié en el capitulo 7, no existen diferencias significativas entre los
resultados obtenidos con los distintos muestreadores. En total se obtuvieron 115
valores medios de concentracioén siendo el tiempo de muestreo, como término

medio, de 3,5 horas (rango 88 - 315 minutos).

Los distintos trabajadores que participaron en el estudio se han clasificado en
funcién de la tarea que realizaban durante su jornada de trabajo. Bajo los
epigrafes laminaciéon manual, laminacién por proyecciéon o aplicaciéon de “gel-
coat” se agrupan los trabajadores que dedicaban practicamente la totalidad
del tiempo a estas tareas, mientras que se ha agrupado en el epigrafe “varias”
a aquellas personas que realizaban distintas tareas durante su jornada,
incluyendo entre ellas la laminacién. Finalmente, en la denominacién “otras” se
agrupa a los trabajadores que se ocupaban en tareas -como mantenimiento,
carpinteros, transporte o acabado- en las que no hay una exposiciéon directa a
estireno. La distribuciéon de la poblaciéon en las distintas tareas se recoge en la

figura 8.1.

Como se observa en la figura 8.1, el proceso de laminacién mas habitual es
el manual y a él se dedica la mayoria de los trabajadores (40%), la laminacion
por proyeccion ocup6 sélo al 3%, un pequefio grupo de los trabajadores
estudiados se dedicaba a la aplicacién de “gel-coat” (5%) y el resto de
trabajadores se dedicaba a la realizacion de varias tareas (25%) o bien a tareas
no relacionadas directamente con el estireno (27%). Esta tendencia ya se
detectdé en un estudio preliminar realizado en 98 empresas espafiolas donde

mas de la mitad de los trabajadores expuestos realizaba la tarea de laminacion
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manual, junto con la preparacion de resinas y tareas auxiliares y el resto de las
tareas eran realizadas por un niumero mucho menor de trabajadores (63). En
este caso, sin embargo hay también un elevado porcentaje de trabajadores
qgue se dedican a varias tareas durante su jornada (25%). Hay que tener en
cuenta que el numero de trabajadores de cada empresa es pequefio, ello
hace que en muchas de ellas la organizacidn del trabajo sea de tipo artesanal,
es decir, cada trabajador lleva a cabo todas las etapas del proceso de

produccion.

5%

27%

40%

25%
3%

O Aplicacion de gel-coat

O Laminacién manual

O Laminacién por proyeccion
O Varias

D otras

Figura 8.1 Distribucion de la poblacién por tareas.

En la Tabla 8.4 se muestran las concentraciones medias de estireno medidas
para toda la poblaciéon estudiada asi como para las distintas tareas. Para la
poblacion total, la concentracién obtenida fue de 91 mg/ms3 aunque el rango
de valores es muy amplio, entre 1 y 484 mg/m3. Este valor medio es ligeramente
superior al valor limite ambiental para estireno que es de 86 mg/m3, estando las
concentraciones medidas en el 41% de los puestos de trabajo estudiados por
encima de este valor limite. Sin embargo, si tenemos en cuenta el valor limite
anterior de 213 mg/ms3, s6lo en el 10% de los puestos de trabajo las

concentraciones alcanzadas estarian por encima del mismo.
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Este valor de concentracidon media es del orden de los encontrados por otros
autores en empresas de este tipo y con un nimero de trabajadores semejante
al de las estudiadas aqui (53-55). El valor es incluso inferior a los encontrados en
otras empresas, por ejemplo en dos empresas con 11 trabajadores cada una se
encontraron concentraciones medias de 120 y 310 mg/ms3 (56). También se han
encontrado concentraciones medias de 122 mg/m3 al estudiar 30 empresas
con diferente niumero de trabajadores (57). Sin embargo, hay que tener en
cuenta que en este Ultimo caso el porcentaje de trabajadores ocupados en
tareas de laminacion era del 70% y en este tipo de tareas, como se vera mas
adelante, la concentracion ambiental de estireno es mayor por lo que contribuyen
en mayor medida a la media.

Tabla 8.4 Resultados de concentracion ambiental de estireno (mg/m?®) para las distintas tareas.

Tarea Aplicacion [ Laminacion | Laminacion Varias Otras Todos
de gel-coatl manual [por proyeccion
Media 92 137 242 71 22 91
Media geométrica 72 118 234 45 11 49
Valor maximo 159 454 320 484 97 484
Valor minimo 17 39 167 7 1 1
Desviacion estandar 55 81 70 91 23 89
NuUmero de casos 6 45 4 29 31 115

En otros estudios, se ha observado también, que la concentracién ambiental
de estireno, cuando se realiza una tarea especifica como el laminado, no
difiere mucho entre empresas grandes y pequefias (46). Las principales
diferencias radican en el tiempo que dedica a estas tareas cada trabajador. En
general, cuando las empresas tienen gran numero de trabajadores, las
concentraciones medias obtenidas pueden ser mucho mayores debido
fundamentalmente a que los trabajadores hacen tareas mas especializadas,
dedicandose, una gran parte de ellos, toda la jornada exclusivamente a la
laminacién (56).

Resulta por tanto de interés observar los resultados de concentracidn
ambiental obtenidos para las dstintas tareas. Como puede observarse en la
Tabla 8.4, la realizacion de la tarea de laminacién por proyeccion genera
niveles de estireno muy superiores al resto -242 mg/m3 - mientras que en la
laminacién manual la concentracion es aproximadamente la mitad, de 137
mg/ms3. La menor concentracion se obtiene cuando los trabajadores realizan
varias tareas y en el caso de no realizar tareas directamente relacionadas con
el estireno la concentracibn media es de 22 mg/m3. Este valor, que es
aproximadamente del 25 % del valor limite se debe a que los puestos de trabajo
no estan separados sino que todas las tareas se llevan a cabo en una misma
zona.
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Estos resultados son comparables a los obtenidos en el estudio preliminar,
llevado a cabo en Espafa, que ya se ha mencionado anteriormente (53).
También son semejantes a los obtenidos por otros autores (57,58,59) y ponen de
manifiesto la especial atencidn que merecen las tareas de laminacion sobre el
resto de las que se realizan en este sector industrial (46,53,59,61) debido por un
lado a las elevadas concentraciones de estireno que llevan asociadas y por

otro, al nUmero de trabajadores que se dedican a ellas.

Como se ha mencionado anteriormente en las empresas de pequefo
tamafio, en general, los trabajadores llevan a cabo todas las etapas del
proceso de fabricacion, desde la preparacion del molde hasta el acabado del
producto, pasando por supuesto por la laminacién. Si se observan los datos de
empresas con mayor nidmero de trabajadores, en las que hay una mayor
especializacion, las personas dedicadas a las tareas de laminacién o
aplicacibn de “gel-coat” se encontraron expuestas a concentraciones
ambientales mas elevadas, 330, 193 y 202 mg/m3 para laminadores,
laminadores de pequefias piezas y personas dedicadas a la aplicacion de “gel-
coat” respectivamente (59).

Con objeto de conocer si hay otros factores, ademas de la tarea realizada,
de los que pueda depender la concentracibn ambiental de estireno, se han
clasificado los resultados obtenidos en tres categorias dependiendo del tamafio
de las piezas que se fabrican. Por un lado, las mas grandes como son las
embarcaciones y los elementos de carroceria, por otro las piezas de tamafo
mediano tales como los depdésitos y, finalmente, las piezas pequefias como
cascos, varillas y figuras de decoracion. En la figura 8.2 se pueden ver los
resultados obtenidos de concentracion media de estireno para las tres categorias
establecidas.

Las mayores concentraciones ambientales de estireno se encuentran en la
fabricacion de embarcaciones (media 40 mg/m3 y rango 6 a 484 mg/m3),
siendo el doble de las encontradas en la fabricaciobn de piezas medianas
(media 73 mg/m3 y rango 2 a 217 mg/m3). Sin embargo, hay que tener en
cuenta que el tamafio de las piezas fabricadas y el método principal de
produccién son variables relacionadas, por ejemplo las piezas pequefias estan

fabricadas utilizando moldeado por inyeccion.

Las concentraciones mas elevadas se originan en las proximidades de las
fuentes de evaporacion de estireno (superficie de laminacidon y recipiente
donde se encuentra la mezcla), de esta forma cuanto méas cerca del recipiente
gue contiene la mezcla o de la superficie de laminacién se trabaje mayor sera
la concentracion de estireno a la que se esta expuesto (47), por este motivo la
evaporacion de estireno es mayor en la fabricacion de embarcaciones donde
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se trabaja con grandes superficies y la cantidad de resina que se utiliza es

también mayor.

160
140

140

120

100

73

80

53
60

40

20

Piezas grandes Piezas medianas Piezas pequefias

Figura8.2 Concentraciones medias de estireno (mg/m?
obtenidas segln el tamafio de las piezas
fabricadas.

En la fabricacion de piezas pequefias el trabajador se acerca rara vez a las
fuentes de emisibn de estireno, la laminacibn no se emplea ya que la
polimerizacién se realiza en el interior de un molde cerrado. La fabricacién por
métodos de moldeado mediante maquinas mejora notablemente la situaciéon
higiénica de las personas que trabajan con estireno, pero el desarrollo de estos
métodos de moldeado cerrado es tan adecuado en la produccién de
pequefas piezas en cadena, como inasequible para la construccién de
embarcaciones o depdsitos que generalmente se realizan a medida para cada
cliente.

En las empresas que participaron en este estudio, el trabajo se organizaba
en dos formas distintas. En un grupo de ellas las tareas de laminado se
realizaban por la tarde de modo que la etapa de “curado” de las piezas
fabricadas tenia lugar por la noche. A la mafiana siguiente se desmoldaba y se
realizaban las tareas de terminacion asi como de preparacion de las piezas
siguientes. En el otro grupo de empresas durante todo el dia se realizaban todas
las tareas, de modo que la concentracidn de estireno determinada durante
periodos de aproximadamente 3,5 h (tiempo medio de muestreo) es
representativa de la concentracion de toda la jornada. Para los trabajadores
de este dltimo grupo de empresas, 65 individuos, se ha obtenido el valor
promediado en el tiempo para toda la jornada de trabajo. El calculo de la

concentracion media de exposicion para el total de la jornada laboral resulta
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util para situar a esta poblacioén frente a los valores de referencia establecidos.
La figura 8.3 muestra los distintos valores equivalentes a toda la jornada de
trabajo para los 65 trabajadores.
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Concentracién promediada en el tiempo para 8 h (mg/nt )

1 5 9 13 17 20 25 29 33 37 4 45 49 53 57 61 65

Figura 8.3  Resultados de concentracién promediada en el tiempo para
8 horas de exposicién para cada uno de los 65 individuos.

En la figura 8.3 se han representado también, dos lineas horizontales
correspondientes a los valores limite utilizados en Espafia, el actual VLA-ED
(86mg/m3) y el anterior TLV-TWA (213 mg/m3). De esta forma, se puede analizar
cual es el efecto de la disminucidon del valor de referencia. El porcentaje de
personas expuestas que superan el nuevo valor limite es del 32% frente al 15%

gue superaban al anterior (figura 8.4).
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55
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Figura 8.4 Distribucion de la poblacién respecto a los
dos valores limite ambiental para estireno.
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Un estudio mas detallado de la distribuciéon de los trabajadores segun la
concentracidon de estireno a la que estan expuestos respecto al valor de
referencia en Espafia (VLA-ED), semejante al actual TLV-TWA se muestra en la
figura 8.5. Casi un 50% de la poblacién se encuentra expuesta a niveles de
concentracion bajos, inferiores a 0,5 veces el VLA. Este valor alcanza el 68% si se
considera a todos los expuestos por debajo del VLA, por tanto de acuerdo con
la definicidbn del VLA-ED, la mayoria de la poblacién estudiada no deberia tener
problemas para su salud como consecuencia de la exposicién a estireno. El 32%
de los trabajadores estan expuestos a valores por encima del VLA y de ellos, el
grupo expuesto a niveles mas elevados, por encima de 2 veces el VLA, es de 10
individuos (15%), 9 de los cuales se dedicaban a tareas de laminacién, bien
manual, bien por proyeccion. Las figuras 8.4 y 8.5 reflejan un cambio importante
en la valoraciéon de la exposicion motivado por el cambio del valor limite, el
nimero de expuestos por encima del VLA pasa a ser mas del doble que si se
utilizase como referencia el anterior valor TLV-TWA de 213 mg/m3. Estos hechos
indican la necesidad de adoptar medidas correctoras que mejoren las
condiciones de exposicidn, sobre todo de aquellos individuos dedicados a las
tareas de Ilaminacibn cuya exposicion alcanza frecuentemente niveles

superiores al VLA.
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Figura 8.5 Distribucion detallada respecto al nuevo
valor limite ambiental para estireno.

Debe sefalarse que en las empresas estudiadas en ningun caso se observo
la presencia de medidas de control tales como extraccion localizada o
ventilacion general, si bien en muchas de ellas los trabajos se realizaban en
grandes naves abiertas o bien, en algun caso, en el exterior. En cuanto a los

trabajadores s6lo 10 de ellos utilizaban equipos de protecciéon personal como
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mascarillas. Por tanto una medida que permitiria reducir la concentracién de
estireno seria la utilizacién de ventilacién general, por dilucién, con renovacion
constante del ambiente utilizando aire "limpio" (59,62); sin embargo, en los casos
en que la distancia entre el trabajador y las grandes superficies desde las cuales
se evapora el estireno es pequefia, la ventilacion general es ineficaz. La
utilizacion de extraccion localizada es dificil y el disefio debe adaptarse a cada
situacion en particular. En el caso de la construccién de embarcaciones se han
disefiado algunos sistemas de extraccion con objeto de mantener los niveles de

concentraciéon por debajo de los limites ambientales (62-64).

El mejor modo de evitar concentraciones de estireno elevadas seria eliminar
o disminuir el estireno de la resina, o bien afiadir algin aditivo que limite su
emision en la etapa de “curado”. En este sentido se estan desarrollando resinas
de poliéster de baja emision de estireno (LSE) con cuyo uso se ha descrito que
las concentraciones de exposicion se pueden reducir hasta en un 90% respecto
a las habituales (59). Otra posibiidad para reducir la exposicidon seria
modificando los sistemas de moldeado y recurriendo en la medida de lo posible
a sistemas de moldeado cerrado, pero el tamafio de los objetos a fabricar es
variable y esta medida seria solo valida para la fabricacion de objetos del

mismo tamafo y forma.

La utilizacidon de respiradores y mascaras puede ser adecuada en aquellas
circunstancias en las que se vaya a laminar mediante proyeccidn o
manualmente durante un corto intervalo de tiempo, sin embargo no debe
considerarse una medida de proteccion para usar con continuidad. En un
estudio en el que se evalla la proteccion que ofrecen las mascaras, mediante
la determinacién de estireno en orina, se ha observado una gran variacion
interindividual ya que la reduccion estimada de estireno en orina varié entre el
30 y el 90%. Ademas los resultados que obtuvieron sugieren que la protecciéon

disminuye durante la semana (14).

Finalmente, convendria establecer reglas o protocolos sobre "buenas
practicas" en el trabajo a fin de reducir, tanto los tiempos de exposicibn como
las concentraciones a las que se esta expuesto (47). Por ejemplo, el proceso de
“curado”, que no necesita la presencia de trabajadores, se sitUa en general en
la misma zona de trabajo que la laminacion, sin embargo la separacion de este
proceso reduciria la exposicion. Se ha demostrado también la influencia de la
actitud de los trabajadores que han recibido un programa de entrenamiento

en la reduccion de la exposicion a estireno (65).
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Con objeto de proteger la salud de los trabajadores de los efectos téxicos
del estireno, las concentraciones de estireno en aire medidas en los lugares de
trabajo se han comparado tradicionalmente con los estandares tales como los
TLV-TWA o los VLA-ED utilizados en este capitulo. Sin embargo, la utilizacién de
equipos de proteccion individual, el esfuerzo que requiera el trabajo y las
condiciones ambientales de calor y humedad, las diferentes caracteristicas
antropométricas y bioquimicas y factores relacionados con el estilo de vida
tales como el consumo de alcohol o el habito de fumar, influyen en la relacién
entre la concentracion ambiental y la dosis recibida del téxico (56,66-70). De
este modo para una misma concentracidn ambiental de estireno los factores
mencionados contribuyen a que haya una gran variabilidad en la dosis interna

para cada individuo.

Los indicadores biolégicos de exposicion, tales como las concentraciones de
metabolitos en orina o los cambios bioquimicos relacionados con ésta tienen en
cuenta, generalmente, estas diferencias interindividuales por lo que
proporcionan una mejor estimacion de la dosis absorbida y por lo tanto, de la

dosis toxicolégicamente activa.

8.4 Control biolégico de la exposicién a estireno

El control biolégico de la exposicibn a estireno puede llevarse a cabo
mediante |la determinaciéon de estireno o de sus metabolitos en muestras de
aire exhalado, orina o sangre (17,23).

Como indicadores potenciales de la exposicion a estireno se examinan en
este trabajo las concentraciones de MA y PGA en orina y la concentracion de

estireno en aire exhalado y en orina.

Como ya se ha indicado, generalmente la organizacion del trabajo en las
empresas estudiadas, que son de tamafio pequefo, hace que los trabajadores
dediquen sélo una parte de la jornada a tareas en las que se produce
exposicion a estireno, dedicandose el resto del tiempo a desmoldar, lijar,
acondicionar, preparar nuevos moldes, etc. El tiempo de exposicidbn es, por
tanto, variable. Sin embargo, hay que destacar que el 72% de la poblacién
estudiada esta expuesto a estireno entre 200 y 280 minutos, siendo la media de

209 minutos y el rango de 88 a 315 minutos (figura 8.6).
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Figura 8.6 Distribucién de los tiempos de exposicién
de los individuos muestreados.

Por los motivos sefialados, se ha estimado mas conveniente expresar las
correlaciones entre el estireno ambiental y el estireno, o sus metabolitos,
presente en el organismo en términos de dosis externa. De esta forma, se ha
calculado la dosis como el producto de la concentracién de estireno en el
ambiente a que estaba expuesto cada trabajador, por el tiempo que duré la

exposicién y durante el cual se estuvo midiendo dicha concentracion.

Los valores de dosis obtenidos se encuentran entre 0,18 x 103 y 116,22 x 103
mg.m-3.min y el valor medio fue de 18,94 x 103 mg.m-3.min con una desviacion
estandar de 19,93 x 103.

Un grupo de 10 trabajadores, de los 115 estudiados, empled proteccién
respiratoria. Dado que la via inhalatoria es la principal entrada de estireno al
organismo, este grupo se considerd en el estudio de distinta forma ya que era

de esperar una distinta relacion entre la dosis recibida y la dosis interna.
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En algunas muestras ambientales se ha determinado también tolueno y
acetona, esta Ultima se utiliza normalmente para la limpieza de las herramientas
de trabajo; sin embargo, la concentracion de acetona determinada ha sido en
todos los casos muy inferior a su valor VLA-ED, que es de 1210 mg/m3, siendo el
valor medio de 167 mg/m3 (n=72). En el caso del tolueno, que ha aparecido en
muchos casos al nivel de traza, las concentraciones ambientales determinadas
han sido muy bajas, en el rango de 0,22 a 16,7 mg/m3 con un valor medio de
3,7 mg/m3 (n= 37, VLAED 191 mg/m3). Unicamente se han determinado
concentraciones ambientales de tolueno elevadas en el caso de seis
trabajadores pertenecientes a una empresa que fabricaba objetos de
decoraciéon, ya que también se dedicaban a tareas de pintado y este

compuesto es un componente mayoritario en los disolventes de pintura.

No se ha demostrado hasta el momento de forma concluyente ninguna
interaccion de la acetona o del tolueno en la absorcibn o metabolismo del

estireno sobre todo cuando la exposicion es baja, como en este caso (3,26,71).

Tampoco se ha encontrado en las muestras ambientales etilbenceno, cuya

metabolizaciéon también produce MA'y PGA.

8.4.1 Acidos mandélico y fenilglioxilico en orina

El indicador biol6gico que mas ampliamente se ha utilizado para el control
biol6égico de estireno es el dcido mandélico, que es su principal metabolito. El
acido fenilglioxilico también ha sido muy utilizado y son numerosos los trabajos
gue se han centrado en el estudio de la relacidén entre estos metabolitos y la

concentraciéon de estireno en el ambiente (42,59,61,72-76).

En las figuras 8.7 y 8.8 se muestran las distribuciones de los niveles de
concentracion de acido mandélico y fenilglioxilico en orina de los trabajadores

estudiados.

El rango de valores obtenido en ambos casos es amplio, lo que es un reflejo
de que la dosis recibida se encuentra también en un rango amplio. En el caso
del acido mandélico, que se determind en 70 muestras, las concentraciones
halladas oscilaron entre 17 y 1880 mg/L, siendo la media aritmética de 292 mg/L
y la mediana de 150 mg/L. Para el acido fenilglioxilico, determinado en 89
muestras, la media aritmética de su concentracién fue de 156 mg/L, la

mediana de 114 y los valores de concentracion oscilaron entre 2 y 660 mg/L.
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Figura 8.7 Distribucion de la concentracion de acido mandélico en orina.
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Figura 8.8 Distribucion de la concentracion de acido fenilglioxilico en orina.
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El volumen de orina excretada varia con la ingesta o con la pérdida de
fluidos y con el uso de drogas (medicacion, alcohol o cafeina) de efecto
diurético. La orina estd compuesta por un 90-98% de agua, conteniendo sélidos
qgue consisten en cientos de sustancias organicas e inorganicas presentes en
diferentes cantidades. En los adultos, la produccién diaria de orina varia entre
600 y 2500 ml (con una media de 1200 ml), y la produccién diaria de sélidos
varia entre 30 y 70 g 61). La velocidad de excrecion de sdélidos permanece
relativamente constante e independiente del volumen de orina excretado, sin
embargo la concentracion de los metabolitos variarda mucho dependiendo de
dicho volumen (1), esto hace que sea conveniente relacionar la medida de
los determinantes en este espécimen con la excrecion de solidos. De esta forma
se evita que las variaciones en la concentracion se deban a los diferentes
voluimenes de orina producidos y no a las distintas concentraciones de
metabolitos (77,78). En la practica esto se hace ajustando las concentraciones

medidas con la densidad de la orina o con la concentracidn de creatinina.

La creatinina es un producto metabdlico cuya velocidad de excrecion
refleja la masa corporal del sujeto. En circunstancias normales el efecto de la
dieta, estado de hidratacion, y diuresis sobre la velocidad de excrecion de la
creatinina es relativamente insignificante. Por lo tanto, las medidas de los
determinantes referidas a la excrecidbn de creatinina se correlacionan

normalmente mejor con el grado de exposicion (77,78).

El ajuste de la concentracion con la densidad se realiza multiplicando la
concentracion del biomarcador por la relacion (1,020-1)/(d-1) donde d es la
densidad real de la muestra de orina en g/mly 1,020 g/ml es el valor normal de
densidad (51).

El ajuste con la concentracibn de creatinina es la correccibn mas
frecuentemente utilizada en la determinacion de MA y PGA y consiste en dividir
la concentraciéon del biomarcador por la concentracion de creatinina

excretada determinada en una misma muestra.

En la Tabla 8.5 se resumen los valores medios y el rango de las
concentraciones de los metabolitos urinarios, tal como se han determinado y

corregidos en funciéon de la densidad o de la concentracion de creatinina.
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Tabla 8.5 Concentraciones medias y rangos de los metabolitos urinarios.

n arli\tllrﬁg?ca Deesst\e{air?giaﬂn rango
Metabolitos urinarios (mg/L)
MA 70 292 344 17-1880
PGA 89 156 130 2-660
Corregidos con la densidad (mg/L)
MA 70 311 352 19-2169
PGA 89 178 127 2-598
Corregidos con creatinina (mg/ g creat)
MA 70 220 197 12-793
PGA 89 131 94 2-446

Como se muestra en la figura 8.9a hay una buena correlacién entre la
concentracion de acido mandélico en orina y la dosis externa de estireno. Sin
embargo, la correccion con la densidad (figura 8.9b) o con la creatinina (figura

8.9¢) mejora dicha correlacion.

El factor de correlaciéon mejora notablemente cuando la correccién se lleva
a cabo con la creatinina. Esto sucede de la misma forma cuando se considera
el acido fenilglioxilico y la suma de ambos metabolitos aunque no es tan
notable en el caso de la concentracion de PGA, como puede verse en la Tabla
8.6.

Tabla 8.6 Coeficientes de correlacién entre la dosis recibida y la concentraciéon de
los indicadores MA, PGA y MA+PGA en orina sin corregir, corregida con
la concentracion de creatinina 'y con la densidad.

sin correccion densidad creatinina
Acido mandélico (MA) 0,479 0,491 0,631
p<0,001 p<0,001 p<0,001
Acido fenilglioxilico (PGA) 0,453 0,504 0,525
p<0,001 p<0,001 p<0,001
MA + PGA 0,494 0,521 0,629
p<0,001 p<0,001 p<0,001
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Figura8.9 Rectas de regresion entre la dosis externa recibida y la concentracion

de &cido mandélico en orina, la concentracion de &cido mandélico
corregida con densidad y la concentracion de &cido mandélico
corregida con creatinina.
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Algunos autores expresan los resultados de los metabolitos de estireno en
orina (MA y PGA) sin corregir, ya que indican que el ajuste de las variaciones en
el flujo de orina usando la densidad o la concentracién de creatinina no ofrece
ventajas definitivas @2,38,79). Sin embargo, los resultados obtenidos en este
trabajo demuestran la mejora con la correccién, estando mas en concordancia
con los obtenidos por Ong e lkeda (29,61). A partir de ahora se consideraran,

por tanto, los resultados corregidos con creatinina.

En las figuras 8.9c y 8.10 se ha representado la dosis externa de los
trabajadores expuestos a estireno en el eje de abscisas y las correspondientes
concentraciones de los metabolitos acido mandélico y fenilglioxiico en el eje
de ordenadas respectivamente. En ambos casos hay una relacion

estadisticamente significativa entre la concentracion del metabolito y la dosis.
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Figura8.10 Recta de regresion entre la dosis externa recibida y la
concentracion de acido fenilglioxilico corregida con creatinina.

Las ecuaciones de los modelos ajustados son:
MA (mg/g creat) = 67,05 + 8,61 x dosis x 10-3 (mg. m-3.min)

PGA (mg/g creat) = 73,71 + 3,38 x dosis x 103 (mg. m-3.min)
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Los coeficientes de correlacion de 0,63 y 0,53 (Tabla 8.6) indican una
correlaciobn moderada, aunque estadisticamente significativa (p<0,001) entre
las variables. Ademas, también se observa en la Tabla 8.6 una buena
correlacion con la exposicion cuando se considera la suma de las
concentraciones de MA y PGA.

Estos coeficientes de correlacion son, en general, inferiores a los encontrados
en otros estudios (29,32,42,43), donde se mencionan coeficientes en el rango de
0,82 a 0,86 para MA y de 0,78 a 0,84 para PGA. Sin embargo, De Rosa y cols.
(56) encuentran coeficientes de correlacion inferiores, de 0,64-0,81 para MA y
0,44-0,59 para PGA, dependiendo del dia de la semana en que se haya

realizado la medida.

Estos Ultimos autores sefialan que debido a la rapidez con la que el
organismo humano metaboliza el estireno, los niveles de MA al final de la
jornada pueden ser muy sensibles a la exposicibn ambiental en las horas
inmediatamente anteriores a la toma de muestra, mientras que la influencia de
las fluctuaciones en los niveles de exposicion durante la jornada es casi
despreciable a las 15 horas después de finalizada la exposicion. De Rosa y cols.
estudiaron a 14 personas expuestas a concentraciones ambientales con
grandes fluctuaciones durante la jornada. La correlacion entre la exposicion y
los metabolitos urinarios MA+PGA era altamente significativa para la orina
recogida al inicio de la jornada siguiente (r=0,81) pero no era significativa en la
orina recogida al final de la jornada (r=0,33). Sin embargo, cuando examinaron
a un grupo pequefio (6 trabajadores) expuesto a una concentracion
constante, la correlacion entre los metabolitos urinarios totales y los datos
ambientales fue excelente (r=0,996).

Ademas de la variabilidad que introduce el hecho de que la concentracion
ambiental a la que estan expuestos los trabajadores fluctie en el tiempo, hay
que tener también en cuenta que la velocidad de excrecidon de los metabolitos
es variable. Wilson y col (37) estudiaron la excrecion urinaria de dos trabajadores
durante una semana encontrando que el maximo en la excrecidn de ambos

tenia lugar entre 4 y 8 horas después de finalizar la exposicion.

Sin embargo, Pekari y cols. @2), al estudiar a 25 trabajadores expuestos a
estireno, sefialan que 15 de ellos presentan las maximas concentraciones de
MA a partir de dos horas después de finalizar la exposicién, nueve muestran
concentraciones pico al finalizar la exposicibn y en uno el maximo de
concentracion se obtuvo al final de la primera parte de la jornada. De este
modo concluyen que inmediatamente después de finalizar la jornada, la

excrecion urinaria no es estable, por lo que el tiempo de toma de muestra no
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debe ser el mismo para cada trabajador, particularmente si la exposicion no es
uniforme o es mayor por la tarde. Para algunos trabajadores, y en determinadas
condiciones de exposicion, la toma de muestra al final de la jornada puede ser
inadecuada y conducir a resultados erréneos (bajos niveles urinarios con
relacion a la exposicion). Esto indica que si, como se recomienda para estos
indicadores (48,49), se elige el momento de final de la jornada para la toma de
muestras, se pueden obtener resultados generalmente inferiores al valor
maximo para un importante porcentaje de los individuos sobre los que se realizd

el muestreo.

Respecto a la proporcioén relativa de los metabolitos, el valor medio obtenido
en este trabajo para la relacion MA/PGA determinada en las orinas recogidas a
los trabajadores después de la exposicion es 2,1. Este valor es muy semejante al
de 2,2 hallado por Pekari y cols. (42) pero superior al valor de 1,72 sefialado por
otros autores (17,81). Sin embargo, hay que tener en cuenta que este Ultimo
valor se obtuvo en condiciones experimentales de exposicion durante 8 h a una

concentracién constante de 100 ppm.

De acuerdo con nuestros resultados, el cociente MA/PGA varia mucho en las
muestras recogidas después de la exposicion como puede apreciarse en la
figura 8.11, donde se muestra la distribuciéon de los resultados obtenidos. Esta
variacion también ha sido observada por otros autores (17,42). Sin embargo,
aunque algunos autores sefialan que la relacion MA/PGA puede depender de
la intensidad de la exposicion (17), en nuestro caso cuando se representa dicho
cociente frente a la dosis (figura 8.12) la recta obtenida mediante regresidn
lineal es y= 1,457 + 0,035 x (r=0,26, p>0,05). Por lo tanto, no se observa ninguna
correlacion estadisticamente significativa, o que indica que no hay una
dependencia lineal entre esta relacion y la dosis recibida. Este hecho confirma
ademas la variacion interindividual en la velocidad de metabolizacion de

estireno (17).
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Figura8.11 Distribucién de los valores de la proporcion entre la concentracion
de acido mandélico y la de acido fenilglioxilico en orina.
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Figura8.12 Recta de regresion entre la dosis externa recibida y la proporcién entre
las concentraciones de acido mandélico y fenilglioxilico.
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Ya que el PGA se forma por oxidacion del MA y que la cantidad total de MA
y PGA representa el 95% del estireno absorbido, se ha considerado que la suma
de ambos metabolitos seria mejor indicador de la exposicion que los
metabolitos por separado. De hecho, como se ha visto en la Tabla 8.6 el
coeficiente de correlacion obtenido para la relacidon entre la dosis recibida y la
suma de los metabolitos es semejante al obtenido para MA, sin embargo hay
que considerar que el numero de pares de datos es muy superior. En la figura

8.13 se representado esta relacion.

1500
1
y= 111,94 + 10,91 x ps
r=0,629 //
- n= 92 s
S
2 1000 A
(@)
>
E
<
(O]
o
+ 500 -
<
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0 -
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Dosis x 10° (mg.m®.min)

Figura8.13 Recta de regresion entre la dosis externa recibida y la suma de
las concentraciones de los acidos mandélico y fenilglioxilico
corregidas con creatinina.

La utilizacion de la suma de los metabolitos supone una ventaja, ya que las
diferencias interindividuales en la metabolizacidn de estireno originan variaciones
en las proporciones entre |os metabolitos para los distintos individuos @2).
Empleando este indicador, las diferencias se suavizan porque una vez finalizada
la exposicidn el aumento en la concentracidon de PGA solo puede tener como
fuente la concentracion de MA presente en el organismo y la disminucién en la

concentracion del MA tan solo puede conducir a dicho aumento.

207



Capitulo 8

Como se aprecia en la figura 8.13, el valor de la ordenada en el origen es de
111,9 mg/g creatinina (los valores que corresponden a la ordenada en el origen
cuando se estudia la correlacién de cada metabolito por separado con la dosis

son de 67,1yde 73,7 mg/g creatinina para MA y PGA respectivamente).

Sollenber y cols. (38) estudiaron la relacidn de la concentracion de MA y
MA+PGA n la exposicion a estireno a lo largo de una semana y observaron
que las pendientes de las rectas de regresidon que relacionan ambas variables
aumentan dia a dia, lo que indica que la excreciéon de los metabolitos después
de una jornada de exposicion no se completa antes del comienzo de la
siguiente. Segun esto, la relacibn entre la concentracibn de estireno en el
ambiente y la excrecion de los metabolitos depende del dia de la semana en
que se tome la muestra. Asi, la concentracion de MA estimada al final de la
jornada es cerca del 40% mayor cuando se usa la ecuacién obtenida a partir
de las muestras recogidas el jueves que cuando se usa la del lunes. Pekari y
cols. (42) en un estudio semejante llegaron a conclusiones diferentes sefialando
gue en muestras recogidas al finalizar la jornada el efecto de la acumulacién

de estireno es siempre relativamente pequefio.

En este trabajo no se ha planteado un estudio de acumulacién, sin
embargo, ya que tanto la excrecion de MA como la de PGA transcurren en dos
fases, con una vida media en el rango de 4 horas para la fase rapida de
eliminacién y de 25 horas para la fase de eliminaciéon lenta en el caso de MA 'y
de 3 y 32 horas, respectivamente, en el caso de PGA (38,82,83), es l6gico que
una fraccién de la concentraciéon del acido mandélico y acido fenilglioxilico en
la orina recogida al final de la jornada se deba a la exposicidn que ha tenido
lugar el dia anterior. De hecho, en las orinas recogidas al inicio de la mafana se
ha determinado también la concentracion de MA y PGA, encontrandose
valores para la suma de los metabolitos en el intervalo de 0,5 a 88,2 mg/g
creatinina siendo la media de 18,6 mg/g creatinina. En la figura 8.14 se representa
la distribucién de los resultados obtenidos sumando las concentraciones de MA
y PGA (n=88).

Este efecto se ha tenido en cuenta en el valor VLB para estireno fijado en el
documento sobre valores limite @8) ya que se indica expresamente que la
determinacion debe hacerse después de 4 6 5 dias consecutivos de trabajo
con exposicion y al final de la udltima jornada, dado que los indicadores

bioldgicos se eliminan con vidas medias superiores a las 5 horas.

De los 115 trabajadores estudiados s6lo un grupo de diez utilizaba proteccién
respiratoria. En la Tabla 8.7 se han recogido los valores de dosis externa medidos
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para estos trabajadores asi como la suma de las concentraciones de los
metabolitos determinados en la orina. En la tercera columna de la Tabla se
incluye el valor que se obtendria para la suma MA+PGA utilizando la ecuacion

obtenida para una poblacién no protegida,

MA+PGA (mg/g creat)= 111,9 + 10,9 x 10-3 dosis (mg.m-3.min).

20

10

Frecuencia

0 I —

1 13 26 39 51 64 77 89

Concentracion de MA +PGA (mg/g creat)

Figura8.14 Distribucién de la concentracion de la suma de los
acidos MA 'y PGA en orina al inicio de la mafana.

Tabla 8.7 Dosis externa recibida, concentracion de MA + PGA encontrada y
concentracion de MA+PGA calculada a partir de la recta de regresion para
aquellos individuos que emplearon medios de proteccion.

Dosis x 107 MA+ PGA experimental MA+PGA calculada
(mg. m>.min) (mg/g creat) (mg/g creat)
3,6 408 151
29,3 309 432
17,5 221 303
22,8 142 361
4.4 141 159
31,9 209 460
28,9 138 428
18,5 280 314
17,9 176 307
5,6 382 173
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Aunque el nimero de trabajadores que utilizaron proteccién respiratoria es
pequefio y, por otra parte, no se control6 el estado de las mascaras
empleadas, puede observarse en la Tabla 87 que, en general, la
concentracion de los metabolitos urinarios disminuyd. La disminucion media
obtenida es del 38%, muy cercana al 40% que encuentran Pekari y cols. (42) lo
qgue confirma la eficacia de esta proteccion. Otros autores han encontrado

niveles de reduccion similares (14,15).

8.4.2 Estireno en aire exhalado

La distribuciéon de las concentraciones de estireno en aire exhalado medidas

al final de la exposicién puede verse en la figura 8.15.

Frecuencia

Concentracion de estireno en aire exhalado (mg/nr)

Figura 8.15 Distribucion de la concentracion de estireno en aire exhalado.

La concentracion de estireno en aire exhalado, determinada para 98 de los
trabajadores -ya que no se consideran los diez que utilizaron proteccidn
respiratoria- oscilé entre 0,1 y 15,5 mg/m3 y las medias aritmética y la mediana
fueron 4,0 y 3,0 mg/ms3, respectivamente.
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En la figura 8.16 puede verse la correlacion entre la dosis de exposicion,
expresada como concentracion media ponderada en el tiempo multiplicada
por el tiempo que se estuvo expuesto (D, mg.m-3.min), como variable
independiente y la concentracion de estireno en aire exhalado de final de la
exposicion (AEF, mg/ms3) como variable dependiente.

Los resultados indican que hay una relacién estadisticamente significativa
entre las dos variables al 99% de confianza (p<0,001). La relacién entre la
concentracion de estireno en aire exhalado y la dosis de exposicion se ajusta a
un modelo lineal cuya ecuacion es:

AEF (mg/m3)= 1,058 + 0,163 x 10-3 dosis (mg.m-3.min)

204 y=1,058+0,16x
e r=0,787 -
S n=98 7
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Dosis x 10° (mg.m>.min)

Figura8.16 Recta de regresion entre la dosis externa recibida y la concentracién de
estireno en aire exhalado.

El coeficiente de correlaciéon obtenido es 0,79. Utilizando este mismo sistema
de toma de muestra se han encontrado resultados semejantes para otros
vapores organicos tales como tolueno (r=0,81; n=265), hexano (r=0,85; n=234)
(84) e isoflurano (r=0,82; n=178) @5). También es semejante al encontrado por
otros autores para estireno utilizando distintos sistemas de toma de muestra
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(r=0,76; n=39) (29). Sin embargo, cuando el nimero de personas estudiadas es
pequeio se obtienen factores de correlacion mucho mayores, del orden de
0,87 (n=17) @6), 0,91(n=9) (31) e incluso de 0,99. Este ultimo valor se obtuvo en
un estudio en el que se determind la concentracidon de estireno en aire
exhalado después de la exposicibn a concentraciones constantes en un grupo

de seis voluntarios (18), en una experiencia controlada en el laboratorio.

El valor de ordenada en el origen de la recta de regresion obtenida es de
1,058 mg/m3 (al 95% de confianza el valor de la ordenada en el origen estaria
comprendido entre 0,42 y 1,69). Este valor es proximo al encontrado por Ong y
col. 29) de 1,16 mg/m3 y podria indicar que parte del estireno retenido el dia
anterior no se eliminé por completo durante el periodo de descanso entre
ambas jornadas de trabajo y, por tanto, el compuesto se puede ir acumulando
conforme avanza la semana. Sin embargo, también se ha descrito un valor de
ordenada en el origen de 1.6 mg/m3 en un estudio con voluntarios que no
habian tenido exposicidn previa al disolvente, no pudiéndose hablar en este
caso de acumulacion (18).

En 78 de las muestras de aire exhalado tomado al inicio de la jornada de
trabajo, se ha detectado la presencia de estireno, siendo la concentraciéon
media de 0,67 mg/m3 (rango 0,08 a 1,77 mg/ms3). Sin embargo estas
concentraciones son pequefias y hay que considerar también que las muestras
se han tomado en jueves, es decir, al final de la semana laboral, por lo que no
parece que la acumulacion sea importante.

Como se comentod en el apartado 8.4.1 hubo un grupo de diez trabajadores
que utilizaron equipos de proteccion individual. En la Tabla 8.8 se han recogido
los valores de dosis externa medidos para estos trabajadores asi como la
concentracion de estireno determinada en aire exhalado. En la tercera
columna de la Tabla se incluye el valor que se hallaria para la concentraciéon
de estireno en aire exhalado utilizando la ecuacién obtenida para una
poblacién no protegida:

AEF (mg/m3)= 1,058 + 0.163 x 10-3 dosis (mg.m-3.min)

Puede observarse en la tabla que, en general, la concentracién de estireno
en aire exhalado, al igual que sucediera para los metabolitos, disminuyd

considerablemente.
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Tabla 8.8 Dosis externa recibida, concentracion de estireno en aire
exhalado encontrada y concentracion de estireno en aire
exhalado calculada a partir de la recta de regresion para
aquellos individuos que emplearon medios de proteccion.

Dosis x 107 AEF experimental AEF calculada
(mg.m~=.min) (mg/m?) (mg/m?)
3,57 0,89 1,64
29,29 1,05 5,83
17,51 2,03 3,91
22,78 1,36 4,77
4,35 1,10 1,77
31,92 0,83 6,26
28,94 3,63 5,78
18,53 0,52 4,08
17,88 1,36 3,97
5,55 1,23 1,96

Varios investigadores han empleado las medidas de aire exhalado final para
estimar la retencién respiratoria del estireno después de exposiciones llevadas a
cabo con voluntarios (2,21,22,24,87,88). En estos estudios se ha supuesto que el
aire exhalado final representa al aire alveolar y, por lo tanto, puede definirse la
retencion como (1 - Ce/Ci) donde Ce y Ci representan las concentraciones de

estireno en aire exhalado e inhalado, respectivamente.

En general, en estos estudios las exposiciones tienen lugar a concentraciones
constantes durante periodos de treinta minutos o superiores, lo que permite que
los tejidos muy vascularizados se saturen de estireno a la concentraciéon
inhalada. De este modo cuando se toma la muestra de aire exhalado, la
concentracion de estireno en sangre venosa mezclada -sobre la que influyen
principalmente los tejidos vascularizados- y la correspondiente concentracion

en aire exhalado estan préximas al equilibrio.

Sin embargo, Petreas y col (18) considerando que las exposiciones laborales
se caracterizaran, en general, por concentraciones variables en el tiempo,
incluso en la escala de minutos, estudiaron los niveles de estireno en aire
exhalado entre voluntarios expuestos tanto a concentraciones constantes
como variables para determinar si la retencién era distinta en ambos casos. Los
resultados obtenidos indicaron que en el caso de concentraciones constantes
la retencidbn era de 0,935 (0,927-0,943) independientemente del nivel de
concentracidén; mientras que, para concentraciones variables en el tiempo las

retenciones obtenidas oscilaban entre 0,956 y 0,973. La conclusidn que
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obtuvieron fue que cuando las concentraciones ambientales son variables los
tejidos no alcanzan el equilibrio por lo que las diferencias locales en la
concentracion en sangre venosa conducen a concentraciones en aire alveolar
diferentes a las que se observan a concentraciones ambientales constantes por

lo menos en periodos de treinta minutos.

Si se considera la concentracion de estreno inhalada como la
concentracion media a la que estuvo expuesto cada trabajador puede
calcularse la retencidn de estireno en condiciones reales de trabajo. Los
resultados obtenidos indican que las retenciones asi calculadas se encuentran

en el rango de 0,806 a 0,999, siendo la media de 0,947.

Se ha dividido la poblacién en dos grupos de acuerdo con lo sefialado en el
trabajo anteriormente mencionado, es decir, un grupo formado por los
trabajadores cuyos valores calculados de retencién son inferiores a 0,95 (45% de
los casos) y otro en el que son superiores. En la Tabla 8.9 puede verse un

resumen de los parametros estadisticos para estos dos grupos.

Tabla 8.9 Datos estadisticos de los dos grupos en que resulta dividida la
poblacién en funcién de la retencion.

Retencion < 0,95 Retencién > 0,95
N 41 51
Media 0,920 0,969
Mediana 0,934 0,968
Varianza 0,0010 0,0001
Desviacion estandar 0,0321 0,0114
Rango 0,807 — 0,950 0,950 - 0,999

En la grafica siguiente (figura 8.17), se ha representado la distribucidon de
frecuencias de estos valores. En ella, el histograma de la segunda muestra se ha
invertido respecto al de la primera para que pueda observarse la forma de
ambas distribuciones.
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Figura8.17 Distribucién de la poblacion en funcién de la
retencion pulmonar de estireno.

Hay diferencias estadisticamente significativas entre las distribuciones, las
medias y las medianas de las dos poblaciones. Este hecho indica que en
condiciones reales de exposicidn a estireno, la concentraciéon de estireno en el
aire exhalado serd mayor cuando la exposicidn tenga lugar a concentraciones
relativamente constantes que cuando la exposicidn tiene lugar a concentraciones

variables.

En la figura 8.18 se ha representado la concentracién de estireno en aire
exhalado frente a la dosis externa recibida para cada uno de estos grupos.
Como se observa en la figura, en cada caso los resultados se ajustan a una

recta cuyas ecuaciones son:
(1) AEF(mg/m3)= 0,864 + 0,240 x 10-3D(mg.m-=3.min); r = 0,929 (Retencidén < 0,95)

(2) AEF(mg/m3)= 0,275+ 0,148 x 10-3D(mg.m-3.min); r = 0,840 (Retencién > 0,95)

Hay que sefialar que tanto las pendientes de las rectas como las ordenadas
en el origen son significativamente distintas. Por otro lado, los factores de
correlacion obtenidos son en ambos casos superiores al encontrado cuando la
poblacién se ha considerado de forma global (figura 8.16), lo que indica que la
forma en que tenga lugar la exposicion introduce una fuente de variabilidad
importante cuando se considera la correlacion entre la dosis externa y la

concentracion en aire exhalado.
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Figura8.18 Recta de regresion entre la dosis externa recibida y la
concentracion de estireno en aire exhalado para cada uno de los

dos grupos generados en funcién del valor de retencién.

Asi mismo, el factor de correlacion de la ecuacion 1, se aproxima bastante al
encontrado por Petreas y cols. (18) en su estudio realizado con voluntarios

expuestos a concentraciones constantes.

La estrecha relacidon que se encuentra entre el aire exhalado y la dosis
recibida, independientemente de cémo haya sido la exposicidn, indica que el
aire exhalado es un buen indicador de la exposicién a estireno y no sélo de la

exposicién mas reciente como algunos autores han sefalado (23,31).

El aire exhalado se ha considerado como un posible indicador de exposiciéon
muy ventajoso para el control biolégico de vapores organicos debido a que es
muy especifico y bien aceptado por los trabajadores, ya que la toma de
muestras constituye una téc