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PRESENTACION

Los acidos fenilglioxilico y mandélico son metabolitos caracteristicos de la exposicion a estireno y los isdmeros orto, meta y para del
acido metilhipurico lo son de la exposicion a los mismos isomeros de xileno. El acido hipurico, ademas de metabolito indicador de la
exposicion a tolueno, es un componente habitual de la orina asi como un metabolito correlacionable con la exposicion a tolueno.
Aunqgue no es habitual una exposicidon conjunta a todos estos compuestos, el método que se presenta permite la determinacién de
estos metabolitos, siendo aplicable evidentemente a cada uno de ellos por separado.

El método "Determinacién de acido fenilglioxilico, &cido mandélico, &cido hiparico y acidos metilhipdricos en orina - Método de
cromatografia liquida en fase reversa con detector de ultravioleta" es un METODO ACEPTADO por el Instituto Nacional de Seguridad
e Higiene en el Trabajo (INSHT). Como METODO ACEPTADO se entiende un método evaluado por el INSHT y que ha sido sometido a

un protocolo de validacion por organizaciones oficiales competentes en el area de la normalizacion de métodos analiticos, o bien ha
sido adoptado como método recomendado por asociaciones profesiones dedicadas al estudio y evaluacion de riesgos por agentes
quimicos, asi como aquellos métodos recomendados por la UE o basados en métodos ampliamente conocidos y evaluados por
especialistas en este tipo de analisis.
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Anexo A Determinacion de creatinina en orina

1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Este método especifica el procedimiento a seguir y el equipo necesario para la determinacién de los acidos fenilglioxilico, hipurico,
mandélico y los isémeros orto y para del acido metilhipurico en orina por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en los
intervalos de concentracion siguientes:



0,02 g/l a 0,50 g/l de acido fenilglioxilico (N° CAS 611-73-4)
0,08 g/l a 2,00 g/l de acido mandélico (N° CAS 90-64-2)

0,10 g/l a 4,00 g/l de &cido hipurico (N° CAS 495-69-2)

0,12 g/l a 3,00 g/l de acido o-metilhipurico (N° CAS 42013-20-7)
0,12 g/l a 3,00 g/l de acido p-metilhipurico (N° CAS 27115-50-0)

El método es aplicable al seguimiento de poblaciones laborales potencialmente expuestas a estireno, tolueno y los isémeros del xileno.
Sin embargo, la cantidad de acido hipurico en la orina de diferentes personas puede variar en funcién de la dieta. Por lo tanto, la
concentracion de acido hipurico debe considerarse como orientativa de la exposicion laboral a tolueno.

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

2. FUNDAMENTO DEL METODO

Las muestras de orina se recogen al final de turno de trabajo en frascos de polietileno y se acidifican hasta pH=1 con acido clorhidrico
concentrado. Tras la filtracién de la orina, la determinacion de los acidos presentes en ella se efectia directamente por HPLC en fase
reversa utilizando para ello una columna de silice funcionalizada con octadecilsilano (C-18). La deteccion de dichos compuestos se
realiza mediante un detector de ultravioleta-visible de diodos de Array a 225 y 254 nm.

3. REACTIVOS

Todos los reactivos utilizados seran de calidad "para analisis" como minimo. Los disolventes cromatograficos ademas de tener la
pureza adecuada deben ser filtrados y desgasificados.

3.1. Agua destilada o desionizada

El agua sera de calidad 1 de acuerdo con la Norma I1SO 3696 (9.10.)

3.2. Metanol para cromatografia liquida

PRECAUCION: SUSTANCIA FACILMENTE INFLAMABLE Y TOXICA. Frases 22-55. Frases (S): 3-15-21-53108. Real Decreto
2216/1985(" (9.9.).

3.3. Acido acético glacial para cromatografia liquida

PRECAUCION: SUSTANCIA CORROSIVA. Frases (R): 10-35. Frases (S): 2-23-26. Real Decreto 2216/1985(" (9.9.).

3.4. Acido clorhidrico concentrado

PRECAUCION: SUSTANCIA CORROSIVA. Frases (R).. 34-37 Frases (S): 2-26. Real Decreto 2216/1985(" (9.9.).

3.5. Acido fenilglioxilico

PRECAUCION: SUSTANCIA NOCIVA E IRRITANTE. Frases (R): 20. Frases (S): 24. Real Decreto 2216/1985(" (9.9.).

3.6. Acido mandélico



3.7. Acido hipurico

PRECAUCION: SUSTANCIA NOCIVA E IRRITANTE. Frases (R): 22-24/25. Real Decreto 2216/1985(" (9.9.).

Yy
3.8. Acido para-metilhipurico

'y
3.9. Acido orto-metilhipurico

Y
3.10. Helio

'y

3.11. Disolucioén de trabajo
Se pesan aproximadamente 0,025 g de acido fenilglioxilico (3.5.); 0,100 g de &cido mandélico (3.6.); 0,200 g de &cido hipurico (3.7.) y

0,150 g de cada uno de los acidos metilhipuricos (3.8.) y (3.9.). Se disuelven en la cantidad minima posible de metanol con la ayuda de
un bafo de ultrasonidos y se afora con agua hasta un volumen total de 50 ml.

Y
3.12. Eluyente

Se depositan 50 ml de metanol (3.2.) filtrado (4.6.) y 10 ml de acido acético glacial (3.3.) en un matraz de 1000 ml. Se completa este
volumen con agua filtrada (4.5.) y se desgasifica mediante una corriente de helio.

NOTA: Similares resultados se obtienen utilizando como eluyente una disolucién de dihidrégenofostato de potasio 5 mM en acetonitrilo
al 10%.

Y
4. APARATOS Y MATERIAL
4.1. Frascos de polietileno para la toma de muestras de 100 ml de capacidad aproximadamente.

Y
4.2. Viales de 2 ml de vidrio.

-y
4.3. Tapones con septum para los viales

"y
4.4. Material de vidrio de borosilicato 3.3. de acuerdo con la norma ISO 3585. (9.12.).

r
4.5. Filtros Millipore tipo HAWP, HA de 0,45 um 47 mm, para filtracion de disolventes organicos.

Y
4.6. Filtros Millipore tipo FH de 0,5 ym 47 mm, para la filtracion de disolventes organicos.

Y

4.7. Columna rellena de silice funcionalizada con octadecilsilano de 10 cm x 4,6 mm.



4.8. Precolumna de silice funcionalizada con octadecilsilano.

-y
4.9. Jeringas desechables de 10 ml.

-y
4.10. Filtros adaptables a jeringas de 0,45 um para la filtracién de la orina.

r
4.11. Bomba de vacio, para la filtracion de disolventes.

Y
4.12. Equipo de filtracién para disolventes cromatograficos.

Y
4.13. Equipo de cromatografia liquida de alta resolucion con detector de Ultravioleta-Visible (UV-VIS) de diodos de Array.

Y

5. TOMA DE MUESTRAS

La toma de muestras de orina se realiza al final de cada turno. Las muestras son acidificadas mediante adicién de acido clorhidrico
hasta alcanzar pH=1 y se conservan a 4°C en nevera hasta el momento de su analisis, que se realizara preferentemente antes de 8
dias a partir de la toma de muestra (tabla 2).

6. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS
6.1. Limpieza de material

6.1.1. El material de vidrio utilizado en el andlisis, después de lavado con un detergente, debe mantenerse sumergido varios minutos
en &cido nitrico al 50% (VN) y ser posteriormente enjuagado con agua (3.1.)

6.1.2. Se utilizaran viales desechables o completamente limpios y secos. Para la introduccion de las muestras en los viales se utilizan
pipetas Pasteur desechables.

6.1.3. Los filtros utilizados en la filtracién de la orina son de un solo uso. Las jeringas también seran desechables o estaran
completamente limpias y secas.

6.2. Preparacion de la muestra
6.2.1. Antes de proceder al analisis se permitira que la muestra alcance la temperatura ambiente.

6.2.2. La orina se homogeneiza por agitacion y se filtra utilizando un filtro de 0,45 um (4.10.) para evitar que pasen a la columna solidos
que puedan estropearla.

6.2.3. Se deposita en el vial (4.2.) aproximadamente 1 ml de orina filtrada (6.2.2.) y se inyecta directamente en el cromatografo sin
ningun tratamiento adicional.

6.3. Preparacion de patrones y curva de calibracion

6.3.1. Disolucién de trabajo. Se prepara la disolucion tal como se indicé en 3.11. Las concentraciones resultantes seran de 0,5 g/l de
acido fenilglioxilico, 2 g/l de acido mandélico, 4 g/l de acido hipurico y 3 g/l para los acidos orto y para-metilhipurico

6.3.2. A partir de la disolucion de trabajo y por las diluciones apropiadas con agua (3.1.) se preparan al menos seis patrones de
calibracién que deberan cubrir el intervalo de concentraciones de las muestras a analizar y encontrandose, siempre que sea posible,
dentro del intervalo lineal de calibracion.



6.3.3. El andlisis de las muestras, patrones y blanco se llevara a cabo inyectando en la columna 2 pl de cada uno de ellos por
cuadruplicado. Para la cuantificacién se utiliza el valor medio de las cuatro inyecciones.

6.3.4. Curva de calibracién. Se traza una curva de calibracion para cada analito representando las lecturas en altura de pico obtenidas
para los patrones de calibracion frente a sus respectivas concentraciones en g/l.

Y
6.4 Determinacion

Las condiciones cromatograficas empleadas son las siguientes:

Columna: de silice funcionalizada con octadecilsilano de 10 cm x 4,6 mm
Precolumna: de silice funcionalizada con octadecilsilano.

Caudal: 1 ml/minuto

Temperatura: 40 °C

Eluyente: 5% metanol, 1 % acido acético en agua (véase 3.12.).

Vol. de 2 ul

inyeccion:

La deteccion de los acidos fenilglioxilico, hipurico y metilhipuricos se realiza a una longitud de onda de 254 nm y la del acido mandélico
a 225 nm.

Yy
7. CALCULOS

7.1. Determinacion de la concentracién de pos acidos fenilglioxilico, mandélico, hiparico y metilhipdricos en la curva de
calibracién

La concentracion de los citados acidos en cada muestra, expresada en gramos por litro de orina, se determina directamente por
interpolacion de la lectura obtenida en la curva de calibracién correspondiente a cada compuesto.

Los resultados pueden referirse a la cantidad de creatinina presente en la muestra (9.8.) mediante la siguiente expresion:

Mg analito / | orina

Mg analito / g creatinina =
g creatinina / | orina

La determinacion de creatinina se describe en el anexo A

8. PRECISION

La precision estimada para este método, expresada en términos de coeficiente de variacion, es inferior al 5%, excepto para las
determinaciones a bajas concentraciones de acido fenilglioxilico, que esta en torno al 10% debido a las interferencias que se
presentan. (tablas 1y 2).

El sesgo del método ha sido evaluado utilizando muestras comerciales de concentracion garantizada. Los resultados de dicha
evaluacion se encuentran en la tabla 1.

TABLA 1
Prueba intralaboratorio. Calculo del sesgo y de la precision intralaboratorio

Resultados obtenidos
Material Concentrac.
de Compuesto | Certificada "
Referencia (mgl/l) C.V. | Sesgo
Concentrac. (%) (%)
(mgl/l)
’Fenilglioxilico ’ 56,2 + 11,2 ’ 58,37 ’9,69 ’-14,77
BIORAD | ’Mandélico ’ 147 £ 57 ’ 172,21 ’2,24 ’+17,14




’Hipurico ’ 327 + 66 ’ 344,03 ’o,zg ’ +5,20
’Fenilglioxilico ’ 245 + 49 ’ 233,04 ’3,21 ’ -4,88
BIORAD I ’Mandélico ’ 283 +57 ’ 309,88 ’1,27 ’ +9,50
’Hipﬂrico ’ 678 + 136 ’ 682,35 ’0,57 ’ +0,64

* Cada resultado es la media de seis muestras analizadas.

NOTA - Para el calculo del sesgo de un método analitico deben ser utilizados Materiales de Referencia Certificados (MRC). Cuando no
se disponga de ellos y se utilicen otros Materiales de Referencia (MR), como los patrones comerciales de concentracion garantizada, el
valor del sesgo calculado a partir de ellos se considerara tnicamente como indicativo (9.14).

TABLA 2
Estudio de estabilidad de las muestras

Muestra 1
Al:ql,z&?_?s'.t}s TEMPERATURA | COMPUESTO c°"‘:l’|""'* cv ’ DIF.
’Fenilglioxilico ’ 293,96 ’5,50’
Inmediato Ambiente ’Mandélico | 835,74 ’5,34 ’
’Hipurico ’ 540,90 ’5,76 ’
’Fenilglioxilico ’ 304,16 ’4,32 ’ +3,47
40C ’Mandélico | 902,64 ’8,56 ’ +8,00
’Hipurico ’ 571,36 ’3,51 ’ +5,63
8 dias
’Fenilglioxilico ’ 303,70 ’2,56 ’ +3,31
-180C ’Mandélico ’ 929,60 ’3,47 ’+11,23
’HipL’Jrico | 561,34 ’1,53 ’ +378
’Fenilglioxilico ’ 252,66 ’ 1,47 ’ -14,05
-40C ’Mandélico ’ 857,07 ’0,60 ’ +2,55
’Hipt]rico | 500,14 ’0,83 ’ -7,53
15 dias
’Fenilglioxilico ’ 263,97 ’4,43 ’ -10,20
-180C ’Mandélico ’ 905,59 ’2,46 ’ +8,36
’Hipurico ’ 509,59 ’3,08 ’ 5,79
Muestra 2
AZE\?_TSI?S TEMPERATURA | COMPUESTO C°"‘;‘7I"tr'* cv ’ DIF.
’Fenilglioxilico ’ 494,97 ’1,51 ’
Inmediato Ambiente ’Mandélico ’ 950,44 ’1,57 ’
’Hipﬂrico ’ 356,94 ’0,69 ’
’Fenilglioxilico ’ 498,22 ’0,38 ’+0,66
40C ’Mandélico ’ 1087,8 ’3,48 ’+14,45
’Hipl]rico ’ 353,19 10,41 ’-1,05
8 dias
’Fenilglioxilico | 502,18 ’1,86 ’+1,45
-180C ’Mandélico ’ 1108,7 ’0,93 ’+16,64
’Hipurico ’ 360,27 ’0,89 ’+o,93
’Fenilglioxilico | 426,02 ’1,08 ]-13,93




-40C

’ Mandélico 847,20 ’ 0,72 ’ 10,86

15 dias ’Hipl]rico 310,22 ’0,69 ’-13,08

-180C ’ Mandélico 867,11 ’ 0,35 ’ -8,76

’ Hiprico 313,76 ’ 3,04 ’-12,09

’Fenilglioxilico ’ 433,41 10,95 ’-12,43

* Cada concentracion es el valor medio de seis muestras analizadas.
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Anexo A
Determinacién de creatinina en orina

A.1. FUNDAMENTO DEL METODO

El método se basa en la medida de la velocidad con la cual la creatinina reacciona en medio alcalino con el acido picrico (Reaccion de
Jaffé), formando un compuesto coloreado, que se determina espectrofotométricamente a 520 nm.

Y

A.2. REACTIVOS



Todos los reactivos deben tener como minimo la especificacion "para andlisis". El agua utilizada sera de grado 2 de pureza como
minimo, de acuerdo con ISO 3696 (9.10.).

A.2.1. Hidréxido de sodio

PRECAUCION: SUSTANCIA CORROSIVA. Frases (R) 35. Frases (S) 2-26- 37/39. Real Decreto 2216/1985(" (9.9.).

Y
A.2.2. Acido picrico
PRECAUCION: SUSTANCIA TOXICA Y EXPLOSIVA. Frases (R) 2-4-23/24/25. Frases (S) 28-35-37-44. Real Decreto 221 6/1985("
(9.9.).

-y
A.2.3. Acido clorhidrico min 30%
PRECAUCION: SUSTANCIA CORROSIVA. Frase (R) 34-37. Frases (S) 2-26. Real Decreto 2216/1 985(" (9.9.).

Y
A.2.4. Creatinina

Y
A.2.5. Disoluciéon de NaOH 0,4 N
Se pesan 16 g de NaOH disolviendo y aforando a 1 litro con agua.

Y
A.2.6. Disolucion de acido picrico
Se disuelven 2,0000 g de acido picrico en agua, atorando a 1 litro.

Y

A.2.7. Patrén de creatinina (1 mg/ml)

Se pesa 1,0000 g de creatinina. Se trasfiere a un matraz aforado de 1 litro con ayuda de un pequefo volumen de agua. Se afiaden 8,5
ml de &cido clorhidrico y se agita la disolucién completando el volumen con agua. Estable al menos un mes.

Y
A.3. APARATOS Y MATERIAL
A.3.1. Espectrofotdmetro o colorimetro capaz de leer a 520 nm.

-y
A.3.2. Cron6metro.

-y
A.4. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS
A.4.1. Se diluye la orina con agua 1 ---->100.

Y

A.4.2. Se anaden 0,5 ml de la orina diluida a 1 ml de la disolucién de hidroxido sodico. Se mezcla y se deja estabilizar durante cinco
minutos a temperatura ambiente.



A.4.3. Se anade 1 ml de la disolucién de acido picrico. Se mezcla y se trasvasa inmediatamente a la cubeta del espectrofotémetro y
después de exactamente 1 minuto se mide la absorbancia (A¢) a 520 nm. Exactamente 5 minutos después de la primera medida se

vuelve a medir la absorbancia (Ay) a 520 nm.

A.4.4. Se procede analogamente con 0,5 ml de la disolucién patron de creatinina (A.2.7.).

La reaccion de la creatinina con el acido picrico es muy sensible a la temperatura por lo que todas las muestras y patrones deben estar
a la misma temperatura. Cuando dicha temperatura sea superior a 30°C, la primera absorbancia debe ser leida a los 30 segundos.

Y
A.5. CALCULOS
La creatinuria se calcula segun las siguientes ecuaciones:
Ag- A

C (mg creatinina/100 ml orina) = — x 100
Ap2 - Ap1

Ay Ay son las absorbancias de la muestra después de 5 minutos y 1 minuto respectivamente de comenzar la reaccion (A.4.3.).

Ap2 Y Ap1  son las absorbancias correspondientes al patron de creatinina.

La concentracion de creatinina en gramos por litro de orina se obtiene segun la siguiente expresion:

(mg creatinina/100 ml)

C (g creatininall) =

100
Y
Para cualquier observacion o sugerencia en relacion con este Método puede dirigirse al
Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo
Centro Nacional de Verificacion de Maquinaria
Camino de la Dinamita, s/n Monte Basatxu-Cruces - 48903 BARACALDO (VIZCAYA)
Tfn. 944 990 211 - 9 44 990 543 Fax 944 990 678
Correo electrénico.- cnvminsht@mtas.es

Revision normativa

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

(") Real Decreto 2216/1985: Derogado por el Real Decreto 363/1995
Y
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