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DETERMINACION DE DIISOCIANATO DE
1,6-HEXAMETILENO EN AIRE (1,6-HDI)
- METODO DE CAPTACION EN FILTRO
IMPREGNADO DE 1-(2-PIRIDIL)PIPERAZINA
/ CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

RESOLUCION.
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1.0BJETO Y CAMPO DE APLICACION

Este método describe el procedimiento para la determinacién de la concentracién de
vapores de diisocianato de 1,6’-hexametileno (1,6-HDI) en los lugares de trabajo, mediante
la captacion en filtro de fibra de vidrio impregnado de una disolucién de 1-(2-piridil)pipe-
razina (1,2-PP) y analisis, por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), de la urea
formada en el proceso de captacion (urea de 1,6-HDI). El método permite la determinacién
de 1,6-HDI a partir de 0,090 ug en el filtro.

De acuerdo con los criterios establecidos en la norma UNE-EN ISO 22065 (9.1) y en el
protocolo de validacion del INSST (9.2), se ha validado el método para cantidades de 1,6-
HDI en los filtros desde 0,80 ug hasta 17 pg. Este intervalo comprende concentraciones
en el ambiente de 1,6-HDI entre la décima parte y dos veces su valor limite ambiental de
exposicion diaria (VLA-ED®) cuando el volumen de muestreo es de 240 litros (9.3).

Este método de toma de muestra y anédlisis se ha desarrollado para determinar la con-
centracién media ponderada en el tiempo de 1,6-HDI en el aire, en toma de muestras per-
sonales y en lugares fijos. Por ello, puede ser utilizado para realizar mediciones para com-
parar con los valores limite de exposicion profesional y mediciones periddicas (9.4 y 9.5).

2.DEFINICIONES

Se aplican los términos y las definiciones dados en la norma UNE-EN 1540 (9.6). A efec-
tos de este documento, se consideran de interés las siguientes definiciones:

2.1. Sesgo

Desviacién del resultado obtenido aplicando un procedimiento de medida con respecto
al valor aceptado como referencia.

2.2. Precision

Grado de concordancia entre los resultados obtenidos aplicando el método repetidas
veces, bajo condiciones determinadas.

2.3. Limite de deteccién, LOD
La cantidad menor de un analito que se puede detectar con un nivel de confianza dado.

EI'LOD se puede calcular a partir de la desviacion estandar de las sefiales del blanco ()
y de la pendiente de la recta de regresion de la funcién de calibracién (b).

30,
LOD = T (férmula 1)
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También se puede calcular a partir de la desviacion estdndar de las concentraciones
asignadas por la funcién de calibracién a las sefiales del blanco (o).

LOD = 30, (férmula2)

El LOD se puede utilizar como un valor umbral para afirmar, con un nivel de confianza
dado, la presencia de una sustancia.

En ausencia de sefial del blanco, se pueden utilizar concentraciones de analito préximas
al limite de deteccién esperado para determinar el LOD.

2.4. Limite de cuantificacion, LOQ

La cantidad menor de un analito que se puede cuantificar con un nivel de confianza

dado.

EI'LOQ se puede calcular a partir de la desviacion estandar de las sefiales del blanco (o))
y de la pendiente de la recta de regresién de la funcién de calibracion (b).

10 o
LoQ =—=

(férmula 3)

También se puede calcular a partir de la desviacién estandar de las concentraciones
asignadas por la funcién de calibracién a las sefiales del blanco (ox).

LOQ =10 O, (formula 4)

El valor del LOQ se puede utilizar como un valor umbral para garantizar la exactitud de
la medida de una sustancia.

En ausencia de sefial del blanco, se pueden utilizar concentraciones de analito préximas
al limite de deteccién esperado para determinar el LOQ.

2.5. Incertidumbre

Estimacién del intervalo de valores en el que se sitla, con una probabilidad determina-
da, el valor verdadero de la magnitud medida.

2.6. Recuperacion analitica (RA)

Relaciéon entre la masa de analito medida en la muestra (Ma) y la masa de analito cono-
cida en dicha muestra (Mc). Normalmente se expresa en porcentaje.

RA—M“xloo (férmula 5)
M

Cc
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3.FUNDAMENTO DEL METODO

Las muestras se obtienen haciendo pasar, con ayuda de una bomba de muestreo per-
sonal, un volumen de aire a través de una casete que contiene 2 filtros de fibra de vidrio
impregnados de una disolucién de 1,2-PP. Los vapores de 1,6-HDI presentes en el aire de
los lugares de trabajo quedan retenidos en los filtros al formarse la urea de 1,6-HDI debido
a la reaccién del 1,6-HDI con la disolucién de impregnacion de los filtros.

La urea de 1,6-HDI formada en los filtros se extrae con una mezcla de acetonitrilo y di-
metilsulféxido [ACN/DMSO (90:10)]. Las disoluciones resultantes se analizan en un croma-
tégrafo de liquidos equipado con un detector de ultravioleta-visible. A partir de la masa de
urea de 1,6-HDI determinada en la muestra, y teniendo en cuenta el volumen de aire mues-
treado, se obtiene la concentracion de 1,6-HDI en el ambiente (9.7).
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Figura 1: Formacion de la urea de 1,6-HDI a partir del diisocianato de 1,6-difenilmetano y de 1,2-PP.

4.REACTIVOS Y DISOLUCIONES

4.1. Reactivos
Todos los reactivos deben ser de calidad analitica para HPLC.

Las indicaciones de peligro asignadas a cada reactivo se recogen en el Reglamento (CE)
n° 1272/2008 sobre clasificaciéon, envasado y etiquetado de sustancias y mezclas (CLP) (9.8)
y en el documento Limites de exposicién profesional para agentes quimicos 2024 (9.3).

4.1.1. Agua purificada (H,0), de grado 2 de pureza como minimo, segin ISO 3696:1996.
La conductividad eléctrica serd menor de 0,1 uS/cm y la resistividad mayor de 0,01 MQ-cm
a 25°C. (9.9).

4.1.2. Acetonitrilo (ACN) (C,H,N) N° CAS: 75-05-8.

Precaucion: sustancia inflamable, nociva e irritante para los ojos. Indicaciones de peligro:
H225-H302-H312-H332-H319. Nota: via dérmica.

4.1.3. Dimetilsulféxido (DMSO) (C,H,SO) N° CAS: 67-68-5.

Precaucion: no relne los requisitos para ser clasificada como sustancia peligrosa segin
el Reglamento CLP.

4.1.4. Diclorometano (CI,CH,) N° CAS: 75-09-2.
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Precaucién: sustancia sospechosa de ser cancerigena. Puede provocar irritaciones cu-
tdneas y lesiones oculares. Indicaciones de peligro: H315-H319-H351-H336. Nota: via
dérmica.

4.1.5. Metanol (CH,OH) N° CAS 67-56-1.

Precaucién: sustancia inflamable y tdxica. Provoca dafios en los ojos. Indicaciones de
peligro: H225-H301-H311-H331-H370. Nota: via dérmica.

4.1.6. Acido acético (HAc) (C_.H,0.) N° CAS: 64-19-7.

2472

Precaucion: sustancia corrosiva. Indicaciones de peligro: H226-H314.
4.1.7. Acetato de amonio (NH,Ac) (C,H,NO,) N° CAS: 631-61-8.

Precaucion: no retne las condiciones para ser clasificada como sustancia peligrosa se-
gun el Reglamento CLP.

4.1.8. 1-(2-piridil)piperazina (1,2-PP) N° CAS: 34803-66-2.

Precaucién: nocivo en caso de ingestion. Indicaciones de peligro: H315-H319-H335.

4.2. Disoluciones

4.2.1. Disolucién de impregnacion de filtros, 4 mg/ml de 1-(2-piridil)piperazina en
diclorometano. Se toman 373 pl de 1-(2-piridil) piperazina (d= 1,072 g/ml) y se diluyen en
diclorometano hasta un volumen final de 100 ml.

4.2.2. Disolucién tampodn acetato aménico/4cido acético (NH,Ac/HAc), concentracion
de acetato amonico 0,01 M. Se disuelven 0,803 gramos de acetato amdnico en unos 250
ml de agua destilada. Se mide el pH, y durante la lectura se afladen gotas de &cido acético
hasta un pH=6,2. A continuacion se aflade agua destilada hasta un volumen final de 1 litro.

4.2.3. Disolucién de extraccion de la urea, para la extraccion de la urea de los filtros se
utiliza una mezcla de acetonitrilo y dimetilsulféxido, ACN/DMSO (20:10).

4.2.4. Disolucion eluyente, se utiliza una fase mévil compuesta por acetonitrilo y la di-
solucién tampédn, 55 % ACN // 45 % Tampon NH,Ac/HAc (pH=6,2).

4.2.5. Disolucién estandar de urea de 1,6-HDI (1000 mg/l). Disoluciéon comercial de
N,N’-1,6-hexanediylbis(4-(2-pyridinyl)-1-piperazine-carboxamide), (urea de 1,6-HDI) en
DMSO. Se corresponde con un valor para la concentracién de 1,6-HDI de 340,14 mg/I.

4.2.6. Disolucion intermedia (l) de urea de 1,6-HDI (100 mg/l). Esta disolucién se
prepara por dilucién de la disolucién estdndar (4.2.5) con DMSO. Se toman 100 pl de la
disolucién estandar y se diluye con DMSO hasta un volumen final de 1 ml. Esta disolucion
intermedia se corresponde con una concentracién de 1,6-HDI de 34,01 mg/I.

4.2.7. Disolucién intermedia (ll) de urea de 1,6-HDI (20 mg/I). Esta disolucién se pre-
para por dilucion de la disolucion intermedia (1) (4.2.6) con DMSO. Se toman 200 pl de la
disolucién intermedia (1) y se diluye con DMSO hasta un volumen final de 1 ml. Esta diso-
lucién intermedia se corresponde con una concentracién de 1,6-HDI de 6,803 mg/I. Esta
disolucion intermedia (Il) se utilizard para la preparacion de los patrones y de las muestras
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en el estudio del limite de detecciéon (LOD) y del limite de cuantificacion (LOQ) del método
de medida.

4.2.8. Disoluciones patrén de 1,6-HDI, para la calibracién. Para un intervalo de concen-
traciones de 1,6-HDI en ACN/DMSO (90:10) desde 0,10 mg/l a 5,00 mg/I. Se preparan a partir
de las disoluciones estandar (4.2.5) e intermedia (1) (4.2.6) (para los patrones de concentracién
inferior a 0,50 mg/| es preferible utilizar la disolucién intermedia) mediante la toma de diferen-
tes volimenes y su dilucion con ACN/DMSO 90:10 hasta un volumen final de 5 ml.

5.APARATOS Y MATERIAL

5.1. Aparatos y material para la toma de muestra

5.1.1. Bomba de muestreo, se requiere una bomba tipo P, capaz de mantener un fun-
cionamiento continuado durante todo el tiempo de muestreo. El caudal de la bomba ha de
mantenerse constante dentro de un intervalo = 5 %. La bomba debe cumplir los requisitos
recogidos en la norma UNE-EN ISO 13137:2022 (9.10).

Para conectar la bomba y el muestreador se utilizard un tubo de goma o pléstico de lon-
gitud y didametro adecuados, a fin de evitar estrangulamientos y fugas en las conexiones.

5.1.2. Medidor de caudal externo, para ajustar y medir el caudal de la bomba de
muestreo, calibrado frente a un patrén primario (trazable a patrones nacionales o interna-
cionales), y cuyo rango de medida incluya el caudal requerido para la bomba de muestreo.

5.1.3. Casete, de poliestireno, de tres cuerpos y 37 mm de didmetro.

5.1.4. Filtro, se utilizan filtros de fibra de vidrio de 37 mm de didmetro impregnados
de 2 mg de 1-(2-piridil)piperazina. Estos filtros se conservan cerrados en un congelador a
-18 °C. En estas condiciones son estables 1 afio.

Para la impregnacion de los filtros, se adiciona sobre la superficie de cada filtro 500
de la disolucién de impregnacion (4.2.1). Los filtros impregnados se guardan en desecador
a temperatura ambiente hasta la total evaporacion del diclorometano y secado de los mis-
mos (8 horas aprox.). A continuacién, los filtros se guardan en el congelador -18 °C.

5.1.5. Pinzas de punta plana, sin estrias en los bordes, para evitar, en lo posible, el de-
terioro de los filtros.

5.2. Aparatos y material para el analisis
Todo el material de vidrio utilizado sera borosilicatado.
5.2.1. Matraces clase A, de diferentes capacidades.
5.2.2. Pipetas clase A y/o pipetas tipo piston, de diferentes volimenes.
5.2.3. Balanza analitica.

5.2.4. Desecador.
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5.2.5. Viales, de 2 ml de capacidad, con tapones de sellado de aluminio y junta de po-
litetrafluoroetileno (PTFE).

5.2.6. Filtros desechables, de PTFE de 0,2 ym de tamafio de poro, para HPLC
(Fisherbrand™).

5.2.7. Medidor de pH, digital de sobremesa provisto de agitador magnético.

5.2.8. Cromatégrafo de liquidos (HPLC), equipado con desgasificador de disolventes,
inyector automatico, bomba cuaternaria, compartimento de columna termostatizada y de-
tector ultravioleta-visible de longitud de onda multiple.

5.2.9. Columna cromatogréfica, de silice tipo A esférico y de fase reversa, C18 Hypersil™
ODS o similar, de 150 mm de longitud, 4,6 mm de didmetro interno y 5 pm de tamano de
poro.

5.2.10. Pre-columna cromatografica, de silice esférico y de fase reversa, C18 Hypersil™
PREP ODS o similar, de 50 mm de longitud, 4,6 mm de didmetro interno y 5 pm de tamano
de poro.

5.2.11. Sistema informatico, para el control instrumental y tratamiento de sefiales y
datos.

6.TOMA DE MUESTRA

6.1. Bomba de muestreo

Bomba tipo P.

6.2. Muestreador y caudal de muestreo

Se selecciona una casete de poliestireno de 37 mm de didmetro. La toma de muestra se
realiza en la modalidad casete cerrado (siendo optativa la utilizacion del cuerpo central) o
en la modalidad de casete abierto. Se recomienda utilizar un caudal de muestreo de 1 L/
min.

6.3. Tiempo de muestreo

El tiempo empleado en la captacién de la muestra sera <240 minutos, que es el maximo
tiempo recomendado de exposicién a la luz de los filtros impregnados.

6.4. Volumen de muestreo

6.4.1. Volumen minimo de muestreo. El volumen minimo de aire utilizado para la toma
de la muestra debe permitir cuantificar concentraciones medias de 1,6-HDI en el ambiente,
ponderadas durante el tiempo de muestreo, iguales al 10 % de la concentracién del VLA-
ED® establecido para el 1,6-HDI (9.3). El volumen minimo de muestreo es de 25 litros.

LOQ
Vminimo = Para exposici diarias (férmula 6
0,1 VLA—ED posiciones diarias (férmula 6)
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El LOQ (limite de cuantificacién del método de medida) para el 1,6-HDI se ha estimado
en 0,086 pg/filtro (Tabla A.1).

6.4.2. Volumen maximo de muestreo. En principio, el procedimiento de medida per-
mite volimenes de muestreo superiores a 500 litros sin saturar el filtro. De todas formas,
la utilizacion de 2 filtros impregnados en la toma de muestra permite constatar que no se
produce la saturacién del filtro y, por tanto, posibles pérdidas en la captacion del 1,6-HDI.
Se analizan los 2 filtros de forma separada, y si se encuentran concentraciones de 1,6-HDI
en el segundo filtro superiores al 5 % de las concentraciones de 1,6-HDI del primer filtro, la
toma de muestra debe repetirse.

6.4.3. Volumen de muestreo recomendado (Vr). Se recomienda un volumen de mues-
treo de entre 120 y 240 litros en la toma de muestras para las evaluaciones diarias de la
exposicion.

Tabla 1: Condiciones para la toma de muestra.

Bomba Tipo P
Caudal recomendado 1 litro/minuto
Tiempo de muestreo < 240 minutos
Volumen minimo 25 litros
Volumen maximo 500 litros
Volumen recomendado (120-240) litros
N° muestras/jornada y o
trabajador

6.5. Procedimiento de muestreo

6.5.1. Ajuste del caudal de la bomba. Se ajusta el caudal de la bomba (Q= 1 L/min),
empleando un medidor de caudal y una casete de poliestireno conteniendo dos filtros de
fibra de vidrio impregnados. Los filtros tienen que ser del mismo lote que los que se van a
utilizar en el muestreo.

Los filtros utilizados para la calibracion no se deben utilizar para otro fin, por ejemplo,
como blanco de campo o para la toma de muestra.

6.5.2. Montaje de los filtros en la casete. Con la ayuda de unas pinzas planas, se ponen
en una casete de poliestireno los dos filtros de fibra de vidrio impregnados de una diso-
lucion de 1-(2-piridil)piperazina (4.2.1). La casete permanecerd convenientemente cerrada
hasta el comienzo del muestreo. Antes de comenzar el muestreo, se retiran las proteccio-
nes de la casete y se conecta a la bomba mediante un tubo flexible, asegurandose de que
no existen fugas ni estrangulamientos.

1 Excepcionalmente, en situaciones en las que se pueda considerar que la concentracién de 1,6-HDI se mantiene constante a lo
largo de la jornada laboral, es suficiente una Gnica muestra de 2 horas de duracién por jornada y trabajador.
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6.5.3. Muestreos personales. Se coloca la casete en la zona de respiracién del traba-
jador (por ejemplo, sujeta a la solapa). La bomba de muestreo se sujeta en el cinturén o
en otro lugar apropiado de la ropa del trabajador evitando estrangulamientos del tubo
flexible.

6.5.4. Muestreos en puntos fijos. Se debe elegir una localizaciéon adecuada en el pues-
to de trabajo o préxima a él, de forma que los resultados se puedan considerar represen-
tativos de la exposicion del trabajador.

6.5.5. Inicio de la toma de muestra. Se pone en marcha la bomba, se anotan el caudal,
la hora de comienzoy, si es necesario, la temperatura y la presién atmosférica.

6.5.6. Finalizacién del muestreo. Finalizada la toma de muestra, se desconecta la bom-
bay se retira |la casete que se vuelve a cerrar para evitar pérdidas o contaminaciones duran-
te su traslado al laboratorio. Se anotan el tiempo transcurrido desde el inicio del muestreo,
la identificacion de la muestra y todos los datos relativos al muestreo.

6.5.7. Verificacion del caudal de muestreo. Se coloca de nuevo la casete y los filtros
utilizados en el ajuste del caudal de la bomba, y se verifica el caudal de la bomba midién-
dolo con el medidor de caudal utilizado. La muestra se considera no vélida cuando la dife-
rencia entre los caudales medidos antes y después de la toma de muestra supera el 5 %.

6.5.8. Envio de las muestras. Las muestras se envian lo antes posible al laboratorio. El
envio debe efectuarse de forma que se eviten posibles dafios o pérdidas de muestra du-
rante el transporte. Es necesario adjuntar a las muestras un blanco o filtro de fibra de vidrio
impregnado, del mismo lote que el utilizado en el muestreo. Se recomienda un blanco por
cada 10 muestras.

Las muestras se pueden almacenar protegidas de la luz a temperatura ambiente duran-
te unos 6 dias. Tiempos superiores de almacenaje deben realizarse en un congelador a
-18 °C.

7.METODO DE ANALISIS

Las muestras se analizan mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

7.1. Preparaciéon de muestras y blancos

Se depositan cada uno de los filtros de la muestra en frascos de vidrio borosilicatado de
20 ml de capacidad. Se afiaden 5 ml de la disolucion de extraccion (4.2.3) a cada uno de los
frascos y se agitan mecénicamente durante 30 minutos, aproximadamente, hasta completar
la extraccion de la urea de 1,6-HDI. Los filtros deben permanecer completamente sumer-
gidos en la disolucién de extraccion. Transcurrido este tiempo, se toman las disoluciones
resultantes mediante jeringas y se filtran, utilizando filtros desechables (5.2.6) acoplados a
las jeringas. Cada uno de los filtrados se trasvasa a un vial de 2 ml que se cierra y etiqueta.

Las disoluciones de cada uno de los filtros de la muestra estan listas para el anélisis. Los
analisis de las muestras siempre se acompafiaran con el analisis de un blanco (filtro de fibra
de vidrio del mismo lote y sometido a la misma preparacién que los filtros de muestreo).
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Tabla 2: Preparacién de las muestras y los blancos.

Disolvente Disolucién de extraccién (4.2.3)

Volumen 5ml

Extracciéon Agitacién mecanica (30 minutos)

Filtracién Filtros desechables PTFE 0,2 ym poro, para HPLC (5.2.6)

7.2. Condiciones cromatograficas

Las condiciones cromatograficas para el andlisis de las muestras y de los blancos por
cromatografia liquida (HPLC) se indican en la tabla 3.

Tabla 3: Condiciones cromatograficas para el anélisis de las muestras y los blancos.

Columna Hypersil™ ODS 150 x 4,6 mm x 5 um, o equivalente
Precolumna Hypersil™ PREP ODS 50 x 4,6 mm x 5 ym, o equivalente
Temperatura del compartimento 35°C
de columna
Fase mavil (isocratico) 55:45 ACN//Tampén 0,01 M NH,Ac/HAc (pH=6,2)
Caudal fase mévil 1,0 ml/min
Volumen de inyecciéon 20 ul
Detector DAD: 254 nm
Tiempo de anélisis 15 min

7.3. Calibracién

Se preparan las disoluciones patrén de 1,6-HDI para la calibracién (4.2.8). Se analizan las
disoluciones patrén, en las condiciones indicadas en el apartado 7.2, en orden creciente
de concentracién y se determina la respuesta analitica del 1,6-HDI en términos de altura o
area de pico cromatografico.

A partir de las concentraciones de 1,6-HDI en los patrones utilizados en la calibracion y
de sus sefales analiticas respectivas, se establece la ecuacién de la recta de la regresion de
la sefal analitica sobre la concentracién de 1,6-HDI.

A=mC+Db gsmula?)

A: Respuesta analitica (area o altura del pico de la sefial cromatografica).
m: Pendiente de la recta de calibracién.

C: Concentracién de 1,6-HDI, expresada en mg/I.

b: Ordenada en el origen de la recta de calibracion.
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Para obtener la funcién de calibracién (recta de regresién) es necesario utilizar un mini-
mo de tres patrones de calibracién, con concentraciones en un intervalo entre el 50 % y el
150 % de la concentracién esperada para las muestras.

7.4. Analisis de muestras y blancos

Las muestras y los blancos, preparados segun lo establecido en 7.1, se analizan en las
condiciones establecidas en 7.2 y se determina la respuesta analitica. La concentracién de
1,6-HDI en las muestras y en los blancos se obtiene a partir de la ecuacién de la recta de
regresion (férmula 7), siendo la que corresponda a la sefial analitica obtenida.

Cuando el resultado obtenido para la concentracion de 1,6-HDI en la muestra exceda
la concentracion del mayor patrén utilizado en la calibracion, se diluye la muestra con la
disolucién de extraccion (4.2.3) hasta que la concentracién esté dentro del rango de cali-
bracién. Se deben hacer todas las diluciones necesarias y anotar los factores de dilucién.

7.5. Concentraciéon de 1,6-HDI en el aire muestreado

Una vez determinada la concentracién de 1,6-HDI en las muestras y en el blanco (7.4), se
calcula la concentracion de 1,6-HDI en el aire muestreado, en miligramos por metro cibico
(mg/m3).

C.—C,)V;1073
C = ( S l;/) d Xf (férmula 8)

C: Concentracién de 1,6-HDI en el aire muestreado, en mg/m?®.

Cs: Concentracién de 1,6-HDI, en mg/l, en la disolucién resultante de la extrac-
cién del filtro y obtenida mediante la recta de regresion.

Cb: Concentraciéon de 1,6-HDI, en mg/|, en la disolucién resultante de la extrac-
cién del blanco y obtenida mediante la recta de regresién.

Vd: Volumen de la disolucién de extraccién, en ml, utilizado en la extraccidon de las
muestras y del blanco (5 ml).

V: Volumen de aire, en m3, muestreado.

f: factor de dilucién (si es necesario).

8.CARACTERISTICAS DEL METODO

8.1. Limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) del método

El LOD y el LOQ se han calculado a partir del analisis de 8 filtros de fibra de vidrio, im-
pregnados de una disolucién de 1-(2-piridil)piperazina, adicionados con una disolucién de
urea de 1,6-HDI. De acuerdo con el criterio establecido por la IUPAC (9.11), se calcula el
LOD como 3 veces la desviacién estandar de las concentraciones de 1,6-HDI obtenidas en
el anélisis de los 8 filtros adicionados (férmula 2). Se determina el LOQ como 10 veces esa
desviacién estandar (formula 4) (Anexo A.1).
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Tabla 4: Limite de deteccidn y limite de cuantificacién del método de medida.

LOD 0,026 pg/filtro

LOQ 0,086 pg/filtro

8.2. Recuperacién analitica (RA)

La recuperacién analitica (RA) del método se ha determinado para tres niveles de con-
centracién de 1,6-HDI. Para ello, a cada uno de los grupos formados por 8 filtros impregna-
dos de 1-(2-piridil)piperazina, se les han afiadido distintas cantidades de la urea de 1,6-HDI
con objeto de cubrir el intervalo de validacién del método (Anexo A.2).

Se han analizado los filtros adicionados, y se ha determinado la recuperacién analitica
como la relacién entre la cantidad de 1,6-HDI medida en el analisis (M ) y la cantidad adi-
cionada (M)).

M.
RA =1 (férmula 9)
Mg

Los resultados para las recuperaciones analiticas medias (RA )y los coeficientes de va-
riacion medios (CV) obtenidos para cada uno de los grupos, y la recuperacién analitica
media en todo el intervalo de aplicaciéon (RA ), se indican en la tabla 5.

Tabla 5: Recuperacién analitica (RA) en cada uno de los niveles de concentracién
ensayados.

% RA._ 94,4 92,1 90,7
% CV, 4,0 3,6 3,8
% RA_ 92,4

8.3. Precisién analitica

La precision analitica se ha determinado a partir de los resultados obtenidos en los filtros
adicionados con diferentes cantidades de 1,6-HDI, preparados para estimar la recupera-
cion analitica (RA) (Anexo A.3). La precision analitica es el coeficiente de variacion medio
(CV) de los coeficientes de variacion obtenidos para cada uno de los grupos de concentra-
cion de 1,6-HDI ensayados (CV).

Tabla 6: Precision analitica en cada uno de los niveles de concentracién ensayados.

% CV, 4,0 36 3.8

% CV 3.8
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8.4. Incertidumbre expandida del método (U)

Se calcula la incertidumbre expandida del método para la determinacién de 1,6-HDI
a partir de todas las fuentes de incertidumbre asociadas al procedimiento de medida. Se
utiliza para su célculo el factor de cobertura k=2 (Anexo A.5).

Tabla 7: Incertidumbre expandida del método de medida.

% U 16,4

9.BIBLIOGRAFIA

9.1. Norma UNE-EN ISO 22065:2021. Aires en el lugar de trabajo. Gases y vapores.
Requisitos para la evaluacién de los procedimientos de medicion que utilizan muestreadores
por aspiracion.

9.2. Instituto Nacional de Seguridad y Salud en el Trabajo (INSST). Protocolo de validacién
de los métodos de medida de gases y vapores que utilizan muestreadores por aspiracion.
MTA/PV-I(3)/A13, 2013.

9.3. Instituto Nacional de Seguridad y Salud en el Trabajo (INSST). Limites de exposicién
profesional para agentes quimicos en Espafia 2024. Ministerio de Trabajo y Economia Social.

9.4. Norma UNE EN 482:2021. Requisitos generales relativos al funcionamiento de los
procedimientos de medida de los agentes quimicos.

9.5. Norma UNE EN 689:2019 + AC 2019. Exposicién en el lugar de trabajo. Medicién de
la exposicion por inhalacién de agentes quimicos. Estrategia para verificar la conformidad
con los valores limite de exposicién profesional.

9.6. Norma UNE-EN 1540:2022. Exposicién en el lugar de trabajo-Terminologia.

9.7. Norma ISO 14382:2012. Workplace Atmospheres — Determination of toluene diiso-
cyanate vapors using 1-(2-pyridyl) piperazine-coated glass fibre filters and analysis by high
perfomance liquid chromatography with ultraviolet and fluorescence detectors.

9.8. Reglamento (CE) n® 1272/2008 del parlamento Europeo y del Consejo de 16 de
diciembre de 2008, sobre clasificacién, etiquetado y envasado de sustancias y mezclas y
por el que se modifican y derogan las Directivas 67/548/CEE y 1999/45/CE y se modifica el
Reglamento (CE) n® 1907/2006.

9.9.Norma UNE-ENISO 3696:1996. Agua para uso en analisis de laboratorio. Especificacion
y métodos de ensayo.

9.10. Norma UNE EN ISO 13137:2022. Bombas para muestreos personales de agentes
quimicos y biolégicos. Requisitos y métodos de ensayo.

9.11. International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC). Harmonized guidelines
for single-laboratory validation of methods of analisis. Tecchnical report. Pure Appl. Chem.
Vol 74, N° 5, pp 835-855, 2002.



18 Determinacién de diisocianato de 1,6-hexametileno en aire — Método de captacién en filtro impregnado de 1,2-PP / Cromatografia liquida de alta resolucion

ANEXO A
Validacion del método de medida

En este anexo se describen los ensayos llevados a cabo y los datos obtenidos en la va-
lidacion del método para la determinacion de diisocianato de 1,6-hexametileno (1,6-HDI)
en aire. Las muestras utilizadas para la validacion han sido filtros de fibra de vidrio de 37
mm de didmetro, impregnados de 2 mg de 1-(2-Piridil)piperazina, adicionados con la urea
de 1,6-HDI.

Estas muestras, analizadas segin el método descrito, han sido preparadas en el labo-
ratorio, para lo cual se han adicionado a los filtros diferentes volimenes (alicuotas) de una
disolucion comercial de urea de 1,6-HDI de 1000 mg/L (disolucién comercial de N,N’-1,6-
hexanediylbis(4-(2-pyridinyl)-1-piperazine-carboxamide) (4.2.5). Esta disolucién comercial
se corresponde con una concentracién de 1,6-HDI de 340,14 mg/L.

La validacién del método se ha llevado a cabo siguiendo los criterios establecidos en la
norma UNE-EN ISO 22065:2021 (9.1).

A.1. LIMITES DE DETECCION (LOD) Y DE CUANTIFICACION (LOQ)

El limite de deteccidn (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) del método se han deter-
minado, de acuerdo con los criterios de la IUPAC (9.11), como tres y diez veces, respectiva-
mente, la desviacién tipica de los resultados obtenidos del anélisis de 10 filtros adicionados
con 40 pl de una disolucién intermedia (Il) de urea de 1,6-HDI de 20 mg/L (4.2.7) preparada
por dilucién de una disoluciéon intermedia () de 100 mg/L (4.2.6). La disolucién intermedia
(Il) preparada (4.2.7) se corresponde con una concentracién de 1,6-HDI de 6,803 mg/L).

Tabla A.1. Limites de deteccion y cuantificacién del método de medida.

pg/filtro n® pg/filtro Valor medio® Si2l LOD LOQ
(adicionados)? (analisis) (pg/filtro) (pg/filtro) |  (pg/filtro) (pg/filtro)

0,170669
0,180781
0,162748
0,182260
0,171750
0,272112 10 0,169452 0,171038 0,008592 0,026 0,086
0,159772
0,183546
0,166697
0,162699

Cantidad de 1,6-HDI adicionada a los filtros.
Numero de filtros.

Valor medio de los resultados para 1,6-HDI obtenidos en el analisis.

a B~ W N

Desviacion tipica de los resultados.
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A.2. RECUPERACION ANALITICA (RA)

Para determinar la recuperacién analitica, se han preparado 3 grupos de 8 filtros cada
uno. A cada uno de los grupos de filtros se les ha afiadido diferentes cantidades de urea
de 1,6-HDI. Asi, a los filtros del grupo 1 se les han aftadido 25 pL de la disolucién interme-
dia de urea de 1,6-HDI (4.2.6); a los filtros del grupo 2 y del grupo 3 se les han anadido,
respectivamente, 25 pL y 45 pL de la disolucién estandar de urea de 1,6-HDI (4.2.5). De
esta forma, las cantidades de 1,6-HDI adicionadas a los filtros de cada uno de los grupos
se corresponden con 0,85035 g, 8,50285 pg y 15,30630 pg. Estas cantidades, para vo-
limenes de muestreo de 240 litros, incluyen concentraciones de 1,6-HDI en el ambiente
entre la décima parte y 2 veces el valor limite de exposicién profesional para este agente
quimico (VLA-ED®).

Los resultados obtenidos para cada uno de los 3 grupos de filtros preparados se indican
en la tabla A.2.

Tabla A.2. Recuperacién analitica de 1,6-HDI obtenida a partir de filtros adicionados de
urea de 1,6-HDI.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0,85035 pg/filtro de 1,6-HDI | 8,50285 pg/filtro de 1,6-HDI | 15,30630 pg/filtro de 1,6-HDI
Filtro ?:;;jflltltai? Filtro ?:;73:::; Filtro ?:;7;:::3
Blanco patrén No sefial Blanco patrén No sefial Blanco patrén No sefial
Blanco muestra No sefial Blanco muestra No sefial Blanco muestra No sefial
1 0,8223 1 8,0587 1 14,7246
2 0,8285 2 8,3119 2 14,5717
3 0,8162 3 7,6534 3 13,9010
4 0,8420 4 7,6680 4 13,1153
5 0,7706 5 8,0515 5 13,6942
6 0,7547 6 7,6415 6 13,5890
7 0,8180 7 7,7771 7 13,7557
8 0,7726 8 7,4551 8 13,6588
Res. media 0,8031 Res. media 7,8271 Res. media 13,8763
Des. Estandar (s) 0,0322 Des. Estandar (s) 0,2853 Des. Estandar (s) 0,5292
CV (%) 4,01 CV (%) 3,64 CV (%) 3,81
RA (%) 94,40 RA (%) 92,05 RA (%) 90,66
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A.3. PRECISION ANALITICA

La precisién analitica se ha determinado a partir de los resultados obtenidos en el en-
sayo realizado para obtener la recuperacién analitica. Para cada uno de los tres grupos de
concentracion ensayados, se ha calculado el coeficiente de variacion (% CV) de los resulta-
dos obtenidos en el anélisis de los filtros correspondientes. Se ha determinado la precisién
analitica como el valor medio de los resultados obtenidos para los coeficientes de variacién
de los grupos ensayados. Tabla A.3

Tabla A.3. Precisidon analitica del método de anélisis.

Hg de 1,6-HDI adicionados a filtros (O,(gg%gg :Jg) (8,%(?2%% 1219) ( S%rg(???o?)pg)
0,8223 8,0587 14,7246
0,8285 8,3119 14,5717
0,8162 7,6534 13,9010
pg de 1,6-HDI analizados en filtros 0,8420 76680 13,1153
0,7706 8,0515 13,6942
0,7547 7,6415 13,5890
0,8180 71,7771 13,7557
0,7726 7,4551 13,6588
Valor medio (X ) 0,8031 7,8271 13,8763
Desviacion tipica (s) 0,0322 0,2853 0,5292
Coeficiente de variacién (CV) 4,01 % 3,64 % 3,81 %
Precisiéon analitica 3,80 %

A.4. ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

La influencia en la recuperacién de 1,6-HDI, asociada al almacenamiento de las mues-
tras, se ha estimado a partir de los resultados obtenidos en muestras analizadas inmediata-
mente después de su preparacién y en muestras analizadas después de 7 dias de almace-
namiento en frigorifico a 4 °C.

El estudio se ha llevado a cabo con 10 filtros adicionados de 30 pl de la disolucién in-
termedia de urea de 1,6-HDI (4.2.7). La cantidad de 1,6-HDI adicionada a los filtros fue de
0,2041 pg. Cinco filtros se analizaron inmediatamente tras su preparacion, y los otros cinco
filtros se analizaron tras 7 dias de almacenamiento en frigorifico a 4 °C. Tabla A.4.
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Se determina la pérdida, debida al almacenamiento, a partir de la férmula siguiente:

, . X -X.
Pérdida = ~™41-"m47 100 (érmula 10)
Xmd1

X_ 4= Valor medio de los resultados obtenidos en los filtros analizados inme-
diatamente tras su preparacion.

X..,= Valor medio de los resultados obtenidos en los filtros analizados 7 dias
después de su preparacion.

Tabla A.4. Ensayo de almacenamiento.

0,2041 pg/filtro de 1,6-HDI
RESULTADOS
DIA 1 DIiA 7
0,1976 0,1835
0,2033 0,1839
0,1915 0,1908
0,1980 0,1936
0,2113 0,1980
X, 0,2003 0,1899
% Pérdida 5,2

Los resultados obtenidos del ensayo indican que las muestras son estables, al menos
durante 7 dias, conservadas en frigorifico a 4 °C.

A.5. INCERTIDUMBRE DEL PROCEDIMIENTO DE MEDIDA

Las principales componentes de incertidumbre en la medida de la concentracion de 1,6-
HDI en aire son las asociadas al muestreo y al andlisis. La incertidumbre asociada a cada
apartado, expresada en %, se ha estimado haciendo uso de la informacién obtenida duran-
te la validacién del método y de acuerdo con los criterios y recomendaciones establecidos
en la norma UNE-EN ISO 22065:2021 (9.1). La tabla A.5 recoge los resultados obtenidos.
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Tabla A.5: Incertidumbre del método de medida de 1,6-HDI en aire.

A. TOMA DE MUESTRAS

Incertidumbre

1.2. Sesgo del método
1.3. Concentracion de la atmésfera
1.4. Efecto de la humedad

1.5. Efecto de la temperatura

Factores (%) Notas
1. Volumen de aire muestreado
1.1 Medida del caudal 07 Ob.tenldo del certificado de calibracion del medidor de caudal
utilizado
1.2. Estabilidad del caudal de la 209 El flujo debe ser mantenido en un + 5 % del valor
bomba ! seleccionado. Requisito EN ISO 13137@
1.3. Medicién del tiempo de Se copsidera despreciable para peripdo; de medida ‘ .
0,0 superiores a 2 horas. Para periodos inferiores, despreciable si
muestreo p o
el cronémetro posibilita la lectura en segundos
.. El volumen de muestreo recomendado es inferior a la mitad
2. Eficacia del muestreo 0,0 .
del volumen méximo de muestreo
3. Almacenamiento y transporte 3,0 Obtenido a partir de la pérdida (ensayo A.4)"
Incertidumbre en la toma de 4.2 @
muestra '
ANALISIS
1. Recuperaciéon del método
Resultados no corregidos con la recuperacién analitica.
1.1. Recuperacién analitica 4,5 Calculada a partir de la recuperacion y el coeficiente de

No se aplica
No se aplica
No se aplica

No se aplica

variacién medio obtenidos en el ensayo A.2.9

Aplicable si se utilizan atmdsferas controladas en el ensayo
Aplicable si se utilizan atmésferas controladas en el ensayo
Aplicable si se utilizan atmésferas controladas en el ensayo

Aplicable si se utilizan atmdsferas controladas en el ensayo

6 Incertidumbre de la estabilidad de la bomba: o4 = T/
3

(Distribucién rectangular).

7 Incertidumbre debida al almacenamiento y transporte:

8 Incertidumbre de la toma de muestra: o 4 =

5%

=2,9% . ENISO 13137 requisito 5 % variabilidad de la bomba

5,2
%u= ﬁ = 3.0 % (Distribucién rectangular).
0,72 + 2,92 + 3,02 += 4,2 %.

9 Incertidumbre de la recuperacién analitica debida al sesgo (resultados no corregidos con la recuperacion):

% u =

(% uS)2 + (% uCV)? = 4,5 %
% uS 76 4,30 %
buS = 22 = 430 %

V3

,8
Y%ucv=—=130%
N

n
n=8.
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2. Variabilidad del método

Media de los coeficientes de variacién de las concentraciones

2.1. Precision analitica 3.8 ensayadas A.310
2.2. Precision del método No se aplica | Aplicable si se utilizan atmdsferas controladas en el ensayo

. . Calculada a partir de la pureza de la disolucién estandar de la
2.3. Concentraciones disol. 17 de 1.6.HDI v de los d ficados de |a lori del
calibracién , urea de 1,6- y de los datos certificados de la jeringa y de

matraz utilizados""

Valor maximo adoptado siempre que el intervalo de
2.4. Funcién de calibracién 2 calibracién esté comprendido entre el doble y la mitad del
valor de las muestras

2.5. Dilucién de las muestras No se aplica
2.6. Deriva respuesta instrumental 1,15 Calculado a partir de la deriva méxima permitida 2 %
Incertidumbre en el anélisis 6,5 )
INCERTIDUMBRE DEL METODO DE MEDIDA
Incertidumbre Combinada (UC) 7,7 % 9
Incertidumbre expandida U (k=2) 15,4 % (15

% CVy + % CV, + % CVs 4,01 +3,64 + 3,81

10 Incertidumbre debida a la precisién analitica: ¢4y = 3

=3,8%.

3
11 Incertidumbre debida a la concentracién de la disolucién para calibracion:

You = \/% uiz’ + %ujzeringa + %ul%/latraz
% u=+/0,52+0,52+1,572 = 1,7 %.

Disolucion patrén: % u, = 0,5 (certificacion del patrén) (disolucién de la urea de 1,6-HDI).

2
eringa: % Wieringg = |u> 2 copu = |98 2 = 9
nnga: % Ueringa = |Utoterancia + Uprecisions /OuIETmHa - 3 +0,22=0,50 %.

1000 pl: tolerancia=0,8 %; Precisiéon=0,2 % (por lo general: 0,25 tolerancia).

.0 — 2 2 . 2,52
MajLa—Z' % Umatraz = _|Utolerancia +upre£isién ' % Umatraz = T+ 0.622 = 1157 %.

Matraz de 1ml: tolerancia = 2,5 %,; Precision = 1/4 Tolerancia = 0,62 %.
12 Incertidumbre debida a la deriva instrumental: 9,y = % =1,15%

% D=2 % (maximo).

13 Incertidumbre en el andlisis: 9% u = /4,52 + 3,82 + 1,72 + 22 + 1,152 = 6,5 %.
14 Incertidumbre tipica combinada: o,y = /2,22 + 6,52 += 7,7 %.
15 Incertidumbre expandida: % U=K. 7,7 =2x7,7 = 15,4 %.
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