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1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Este método especifica el procedimiento a seguir y el equipo necesario para la determinacién del acido trans,trans-mucoénico (acido t,t-
muconico) en orina mediante su extraccion en fase soélida y su analisis por cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion
ultravioleta en un intervalo de concentracién 0,2 mg/l orina - 40 mg/l orina, equivalente al intervalo 0,21 mg/g creatinina - 43 mg/g
creatinina, para un valor de referencia de creatinina en orina de 0,93 g/l, cuando se efectla este tipo de correccion (véase 7.2). Este
procedimiento de medida ha sido validado siguiendo los criterios establecidos en correspondiente protocolo de validacion del INSHT
(9.8) y los resultados de la validacion se encuentran recogidos en el anexo.

El método es aplicable en poblaciones laborales potencialmente expuestas a benceno para la evaluacion de la exposicion global al
mismo.

Se considera como interferencia el acido sérbico, aditivo presente en ciertos alimentos y que es precursor del acido. También,
cualquier otro compuesto organico que presente el mismo o préximo tiempo de retencién en las condiciones de operacién descritas en
este método, aunque en este caso puede minimizarse la interferencia modificando las condiciones cromatograficas de forma adecuada.
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2. FUNDAMENTO DEL METODO



Las muestras de orina se conservan a 4 °C hasta el momento de su analisis. Se toma una alicuota de 1 ml de orina y se somete a una
extraccion en fase solida con un sistema de intercambio aniénico en medio acético. El acido t,t-muconico contenido en la disolucion
eluida se analiza por cromatografia liquida de fase reversa con deteccion ultravioleta (HPLC-UV) a 259 nm en modo isocratico.

3. REACTIVOS Y DISOLUCIONES
3.1. Agua ultrapura, de calidad 1 de acuerdo con la norma ISO 3696 (9.10)

3.2. Acido acético 99-100% para analisis [CH3COOH] N° CAS 64-19-7

NOTA: SUSTANCIA CORROSIVA. Frases (R) 10-35. Frases (S) (1/2-)23-26-45. Real Decreto 363/1995 (9.9).

3.3. Metanol para analisis N° CAS 67-56-1

NOTA: SUSTANCIA FACILMENTE INFLAMABLE Y TOXICA. Frases (R) 11-23/25. Frases (S) 7-16-24-45. Real Decreto 363/1995 (9.9).
3.4. Acido trans,trans-mucénico 98%, N° CAS 3588-17-8

3.5. Disolucion de acido t,t-mucénico en metanol (100,00 mg/l). Se toma 1,00 mg de t,t-mucoénico y se disuelve en 10 ml de
metanol.

3.6. Disolucion de acido t,t-mucénico en metanol (20,5 mg/l). Se toman 2,05 mg del acido t,t-mucénico y se disuelven en 100 ml de
metanol.
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4. APARATOS Y MATERIAL
4.1. Pipeta de 1 a10 ml
4.2. Pipetas Pasteur
4.3. Micropipetas automaticas de 100 a 1000 pl
4.4. Matraces aforados de 10 mly 100 ml
4.5. Viales de 2 ml para inyector automatico y sus tapones con septum
4.6. Frascos de polietileno para la toma de muestra de orina
4.7. Agitador ultrasénico
4.8. Densimetro
4.9. Cartuchos de intercambio anidnico fuerte para la extraccion en fase sélida Superclean LC-SAX, 500 mg, 3ml, Supelco
4.10. Sistema de extraccion en fase sélida
4.11. Bomba de vacio para el sistema de extraccion en fase solida
4.12. Balanza capaz de pesar 0,01 mg
4.13. Columna cromatografica con precolumna, Hypersil ODS 4 x 100 mm, 3 mp

4.14. Sistema cromatografico formado por cromatégrafo de liquidos con detector ultravioleta (HPLC-UV) y ordenador con un
programa informatico de tratamiento de datos adecuado

5. TOMA DE MUESTRA

Las muestras de orina se recogen en frascos de polietileno y se mantienen a 4 °C hasta su analisis que debe tener lugar durante las
dos semanas siguientes a la toma de muestra (véase tabla 2 del anexo).



6. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS
6.1. Preparacion de la muestra: extraccion en fase sélida
6.1.1. La muestra de orina se lleva a temperatura ambiente.

6.1.2. Se acondiciona un cartucho de intercambio aniénico (4.9), haciendo pasar a su través 3 ml de metanol y 3 ml de agua.

6.1.3. Se adiciona al cartucho 1 ml de la muestra de orina, se lava con 3 ml de acido acético al 1% y se eluye el acido t,t-mucdnico con
3 ml de acido acético al 10%. La disolucion eluida se recoge en un matraz aforado de 5 ml, adicionando agua hasta completar este
volumen.

6.1.4. La disolucion final asi preparada esta ya lista para el analisis. Si se dispone de introductor automatico de muestras se deposita
aproximadamente 1 ml de esta disolucién en un vial y se analiza por HPLC-UV.

6.2. Preparacion de patrones y curva de calibracion
6.2.1. Disolucién de trabajo. Se prepara la disolucién tal y como se indica en el apartado 3.6.

6.2.2. Preparacion de patrones. Se preparan los distintos patrones de la recta de calibracion a partir de la disolucién de trabajo 6.2.1.

(20,5 mg/l de acido t,t-mucénico en metanol) tomando 1, 5, 10, 20, 35, 50, 100 y 200 microlitros de dicha disoluciéon y completando el
volumen a 1 ml con agua, obteniéndose los patrones correspondientes a 0,10; 0,51; 1,02; 1,67; 3,58; 5,12; 0,24 y 20,48 mg/l de acido t,
t-mucénico en orina.

NOTA: Todas las disoluciones han sido preparadas llevando a cabo un control gravimétrico (con balanza de precision) de las
mediciones volumétricas. Este control gravimétrico mejora la calibracion y por ende la calidad de los resultados analiticos.
Alternativamente las disoluciones pueden ser preparadas utilizando Unicamente microjeringas y material volumétrico calibrado.

6.3. Condiciones cromatograficas

6.3.1. El equipo utilizado para el analisis consiste en un sistema cromatografico HPLC Agilent serie 1100 con detector ultravioleta y
estacion de tratamiento de datos.

6.3.2. Las condiciones cromatograficas utilizadas para la determinacién de acido t,t-muconico en orina son las siguientes:

Columna cromatografica: cartucho Hypersil ODS 100 x 4 mm DI. (3 um), Agilent

Temperatura: 25°C

Fase movil: acido acético 1% : metanol (90:10)
Longitud de onda: 259 nm

Volumen de inyeccion: 10 pl

Flujo 0,5 ml/min

Tiempo de retencion 7,5 min

Tiempo de analisis: 9 min (patrones), 30 min (muestras orina).

7. CALCULOS

7.1. La concentracion de acido t,t-mucénico expresada en miligramos por litro de orina (c) se obtiene por interpolacién de la altura de
pico del analito en la recta de calibracion, y aplicando posteriormente la siguiente expresion:

c=5xa
Donde:
¢ es la concentracién de acido t,t-mucoénico en orina (mg/l orina).

a es la concentracion de acido t,t-mucdnico leida en la curva de calibracién en mg/l de la disolucién final (6.1.4).

7.2. Si se desean corregir los resultados de las muestras con sus respectivos valores de creatinina en orina se podra utilizar la
siguiente expresion:

C creatinina =C/b

Donde:



C creatinina €S la concentracion corregida de acido t,t-mucdénico en orina (mg/g creatinina)

¢ es la concentracién de acido t,t-mucoénico en orina (mg/l orina)

b es la concentracion de creatinina en orina (g/l orina)

8. PRECISION

8.1. El intervalo de trabajo se encuentra comprendido entre 0,2 - 40 mg/l orina, lo que supone un intervalo de 0,21 - 43 mg/g creatinina
para un valor de referencia para la creatinina de 0,93 g/l orina.

8.2. La precision, en términos de desviacion estandar relativa, en todas las experiencias realizadas resulto ser inferior a 3,5 %. (Véanse
las tablas 1y 2 del Anexo).

8.3. El sesgo del método estimado con un material de referencia de concentracion garantizada resulté ser inferior al 1% en el ensayo
realizado (véase la tabla 1 del Anexo).

8.4. El limite de deteccion para el acido t,t-mucénico en orina, calculado a partir de la curva de calibracién segun el criterio de Miller y
Miller (9.6), es de 0,013 mg/l orina o bien 0,014 mg/g creatinina (valor de la creatinina en orina de 0,93 g/l).
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ANEXO
VALIDACION DEL METODO

En este anexo se recogen los datos obtenidos durante el proceso de validacidon del método para la determinacion de acido trans,trans-
muconico en orina siguiendo los criterios indicados en el “Protocolo de validacion para determinaciones en muestras bioldgicas de
interés en Higiene Industrial” (9.8).

Para el calculo de la exactitud se ha llevado a cabo una prueba intralaboratorio (tabla 1) utilizando un material de referencia
conteniendo orina liofilizada con acido t,t-mucénico denominado comercialmente ClinChekR - Control (Recipe). La muestra de control
se reconstituye con agua desionizada, obteniéndose una concentracion garantizada de 5,40 mg/l orina.

El ensayo de estabilidad y conservacion se ha realizado con dos muestras de orina real a las que se ha afnadido acido t,t-mucénico a
dos niveles diferentes de concentracion.

Tabla 1
Prueba intralaboratorio de exactitud y precision

Material de Referencia Resultados obtenidos



Concentracién garantizada (Cg) | Concentraciéon medida (Cm) N° DER | Sesgo
mg/l orina mg/l orina réplicas | % %
] RecipeR ] 5,022 4,985 7 ] 12 | -07
DER es la desviacion estandar relativa
Sesgo es el sesgo relativo expresado como 100 * (Cm - Cg)/Cg
Tabla 2
Estudio de estabilidad de las muestras
Tiempo del analisis Concentracion | ., o DER | Dif
Muestra . L N° de réplicas | o
Temperatura de almacenamiento | mg/g creatinina % %
M-1 ; 6 2,0 -
Inmediato 0,75
M-2 Ta ambiente 6 10 _
10,52 '
M-1 72 horas 071 6 32 |-50
M-2 Ta ambiente 6 15 | +0,4
10,57
M-1 : 6 1,2 |-13,0
14 dias 0,66
M-2 4C 6 07 | -20
10,35

M-1 y M-2 son las muestras con acido t,t-muconico afiadido a dos niveles de concentracion
DER es la desviacion estandar relativa

Dif es la diferencia en porcentaje entre la concentracién media obtenida en las muestras analizadas al cabo de t dias y las analizadas
de forma inmediata tras la toma de muestra.

Figura 1
Cromatograma del acido t,t-mucénico en orina en las condiciones indicadas en el método
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Para cualquier observacion o sugerencia en relacion con este Método puede dirigirse al
Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo
Centro Nacional de Verificacion de Maquinaria
Camino de la Dinamita, s/n Monte Basatxu-Cruces - 48903 BARACALDO (VIZCAYA)
Tfn. 944 990 211 - 944 990 543 Fax 944 990 678
Correo electrénico.- cnvminsht@mtas.es




ADENDA
Revision normativa

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

Advertencia © INSHT
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