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RESUMEN

Objetivos. Conocer € nivel aproximado de con-
centracién en aire de Acrilamida, cancerigeno y
mutageénico tipo 2, durante la preparacion del gel de
Poliacrilamida en el Laboratorio, para verificar si la
situacion higiénica es tolerable, o si no lo es, para
tomar medidas preventivas inmediatamente, antes de
llevar a cabo una evaluacion detallada con arreglo a
UNE-EN 689, con un coste notablemente mayor.

Metodologia: Unavez seleccionadas | as etapas de
preparacion del gel donde hay emision deAcrilamida,
el método higiénico seguido ha sido el PV2004, de
NIOSH, paralatomade muestray el andisis.

Resultados: La concentracion de Acrilamida
detectada en la fase de pesada es de 723% del Valor
Limite de Exposicion Profesional para exposicién
diaria 'y del 145% del Vaor Limite de Exposicion
Profesional para Corta Exposicion. En lafase de agi-
tacion no se detectd Acrilamida en la muestra.

Conclusiones: Es necesario tomar medidas pre-
ventivas inmediatamente. Se proponen varias medi-
das. Una vez aplicadas, se recomienda redizar la
evaluacion higiénica segin UNE-EN 689.
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ABSTRACT

Aims: To know the approximate level of Acryla-
mide, carcinogenic type 2, in air, during the prepara-
tion of Polyacrylamide-Gel in the laboratory, in
order to determine if the occupational hygiene situa-
tion is acceptable or not, in order to, if not, to imple-
ment immediately preventive measurements, before
carring out an hygienical assessment following the
UNE-EN 689 standard, with much higher costs.

Methods: After the selection of the gel-prepara-
tion stages, where evaporation of Acrylamide takes
place, the followed method was PV2004, from
NIOSH, for the sample collection and for the analy-
se.

Results: The detected level of Acrylamide in the
weighting stageis 723 % of the TLV-TWA and 145%
of the TLV-C. In the stirring stage there was found no
Acrylamide .

Conclusions: It is necessary to implement imme-
diately preventive measurements. Some of them are
proposed. Once implemented it is recommended to
carry out an hygienical assessment according to
UNE-EN 689.
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I. INTRODUCCION

En los Laboratorios de Genética se manipulan
sustancias quimicas peligrosas. LaAcrilamida se ha
revelado como una de las sustancias mas peligrosas
utilizadas en estos laboratorios.

LaAcrilamida, 2-propenamida, es un solido cris-
talino blanco, fécilmente soluble en agua, metanoal,
etanol y acetona. Su férmula quimica es
CH,CHCONH,,. Esinsoluble en heptano y benceno.
Funde a 84,5 °C y tiene una presion de vapor de
0,9331 Paa 25 °C'2,

La Acrilamida se usa con frecuencia en los
dichos laboratorios de Genéticay en otros Biolabo-
ratorios para la preparacion de geles de Poliacrila-
mida, que se utilizan como soporte en Electroforesis
para separar &cidos nucleicosy proteinas®*°. Frente
al gel de Agarosa, que se utiliza para el mismo fin,
presenta la ventgja de tener un mayor poder de reso-
lucién, siendo capaz de diferenciar bandas de DNA
gue difieran Unicamente en dos pares de bases.

Sin embargo, la manipulacion de Acrilamida pre-
senta varios peligros para la salud de los trabajado-
res del laboratorio. Es nocivo por inhalacion y en
contacto con la piel. También es toxico por inges-
tion. Puede producir sensibilizacion en contacto con
la piel®78. Ademés, puede causar cancer® (canceri-
geno 2A) y alteraciones genéticas hereditarias'®
(mutagénico 2A, seglin IARC).

Este articulo pretende contribuir al mejor conoci-
miento del riesgo higiénico al que estan sometidos
las personas que realizan la preparacion del mencio-
nado gel, mediante la evaluacion aproximada de la
exposicion por inhalacién aAcrilamida en un Labo-
ratorio de Genética.

Si bien actualmente se dispone de tecnologias
alternativas que permiten la perfecta diferenciacion
de é&cidos nucleicos mediante secuenciacion, estas
requieren instrumentacion de alto coste. Por ello es
previsible que esta técnica de Electroforesis en gel
de Poliacrilamida se siga utilizando durante bastante
tiempo en un amplio nimero de laboratorios.

Este trabajo se enmarca en la colaboracion de
GPR Ingenieria Integral de Prevencion, S. L. con la
Universidad de Zaragoza.

[l. MATERIALESY METODOS

Lafinalidad de la electroforesis en gel de Polia

crilamida que se rediza en este laboratorio es la
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separacion y visualizacion de ADN obtenido de
egjemplares de Perdiz roja espafiola (Alectoris rufa),
amplificado mediante PCR (Polymerase Chain
Reaction).

2.1 Proceso de preparacion del gel de Poliacrila-
mida

La preparacion del gel de Poliacrilamida consis-
te fundamental mente en disolver en aguaunamezcla
deAcrilamiday Bis-Acrilamida en una determinada
proporcién, que es funcidn del grado de reticulacién
deseado en €l polimero, y afadir Urea, Amonioper-
sulfato (APS) y N,N,N",N"-Tetrametiletilendiamina
(TEMED). La funcién de la Urea es servir de des-
naturalizante, mientras que e APS y e TEMED
actlian como catalizadoresy laBis-Acrilamidacomo
co-mondmero. Un ligero calentamiento hasta unos
45 °C favorece la disolucién y acelera el comienzo
de la reaccion de polimerizacion. A continuacion se
vierte mediante la jeringuilla la mezcla asi prepara-
da entre placas de vidrio con una separacion prefija-
da y se dga polimerizar, obteniéndose un gel del
espesor deseado. El TBE es un tampon habitual
compuesto de TRIS, Acido Béricoy EDTA.

Materiales y aparatos

AguamiliQ

TBE x5

APS

Acrilamida
Bis-Acrilamida

Urea

TEMED

Placas de vidrio

Papel Celofan
Separadores (plancha calibrada de PV C)
Jeringuilla (sin aguja)
Vitrina de gases
Horno Microondas
Espétula vibradora
Vaso de precipitados

OZErAC~IPMMUO®>

Metodologia (etapas)
a) Preparar disolucion de Urea: Pesar y disolver
urea

b) Preparar disolucion de APS: Pesar y disolver
APS

) Pesar Acrilamiday Bis-Acrilamida

d) Disolver ambas en agua con TEMED vy agitar
durante 2 horas hasta disolucion completa (vaso
tapado)
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e) Caentar d) en horno Microondas hasta unos
45°C

f) Preparar las placas de vidrio (rectangulares)
con los separadores, cerrandolas con papel celofan
por tres lados

g) Verter €) con lajeringuilla entre las placas en
caliente, en vitrina de gases

h) Dejar enfriar y polimerizar en la vitrina de
gases durante dos horas

i) El exceso de €) se deja enfriar y polimerizar
también en la vitrina durante dos horas

Unavez polimerizada, laAcrilamida ha pasado a
formar parte del polimero, que no presenta los ries-
gos del monoémero. Por esto €l riesgo se centraen la
manipulacion de laAcrilamidaen el proceso de pre-
paracion del gel de Poliacrilamida, previo ala elec-
troforesis.

2.2 Determinacion de la exposicion a Acrilamida

a) Método de determinacion de Acrilamida en
aire

Pararealizar esta determinacion se ha seguido €
método OSHA PV2004, por ser respecto a otros
métodos'?13 el mas reciente y e de menor |limite de
deteccion.

Las muestras se obtienen haciendo pasar durante
un tiempo determinado un caudal de aire conocido
por medio de una bomba, a través de un tubo que

contiene un filtro de fibra de vidrio y dos secciones
del absorbente XAD-7. La bomba se calibra antesy
después de la toma de muestra, debiendo dar una
diferencia entre ambas inferior a 5% para que la
medicién se considere vélida. El tubo se conserva a
4 °C hasta su andlisis. Para proceder al mismo, las
muestras son desorbidas con una solucion que con-
tiene 5% de metanol y 95% de agua y se andizan
mediante Cromatografia L iquida de Alta Resolucion
(HPLC), usando un detector UV.

b) Estrategia de muestreo

Las etapas del proceso de preparacion de gel de
Poliacrilamida que presentan riesgo de inhalacion de
Acrilamida son lac y d, esto es, la pesada del pro-
ducto, y ladisolucién y agitacion durante dos horas,
gue se redlizan actualmente ambas fuera de vitrina
de gases.

Por €ello la toma de muestra se centra en dichas
dos etapas. Al no disponer de datos previos, se ha
decidido llevar a cabo inicialmente una medicién
parala eval uacion aproximada siguiendo lo indicado
en laNorma UNE-EN 48214,

En €l caso de la etapa d), disolucion y agitacion
durante 2 horas, se ha realizado un muestreo
ambiental, puesto que la operacion es estéticay sin
presencia permanente de la persona. Mientras que
parala etapa c) se ha optado por un muestreo perso-
nal. Al ser la duracion de dicha etapa, pesada de
Acrilamida y Bis-Acrilamida, de arededor de 5
minutos y prescribir el método PV2004 un tiempo

Tabla 1. Parametros de la toma de muestra

Concepto Etapa c) Pesada Etapad) Agitacién
Tipo de muestreo Personal Ambienta
Bomba: Tipo / N° de serie Apex /0531477 Vortex / 041286
Calibrador: Tipo/ N° Serie Gilian / 004598 Gilian / 004598
Caudal inicial (L/min) 1,005 1,014
Cauddl final (L/min) 0,990 0,972
Cauda medio (L/min) 0,997 0,993
Tiempo de muestreo (min) 120 120
Volumen (L) 119,7 119,2
Temperatura °C 21 23
Humedad relativa (%) 55 55
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de toma de muestra de 120 minutos, se ha optado por
repetir la etapa c) sucesivas veces hasta alcanzar
dicho tiempo.

Los parametros de la toma de muestras se refle-
janenlatablal.

Las muestras de las dos etapas han sido tomadas
en dias distintos, separados por una semana, con €l
objeto de evitar posibles interferencias.

c) Determinacion analitica

La determinacion analitica ha sido realizada por
el laboratorio Grupo Interlab, S. A., acreditado por
ENAC con arreglo a la Norma UNE-EN-I1SO/IEC
17025, siguiendo € método indicado.

I11. RESULTADOS
Una vez redizada la determinacion analitica,

para e cdlculo de la concentracion se utiliza la
expresion:

A. BLEIN SANCHEZ DE LEON, M.A. ARRUGA LAVINA

C
\%

Siendo: C: Concentracion media de Acrilamida
en aire durante el periodo considerado

M: MasadeAcrilamida detectadaen el andlisisy
V: Volumen aspirado por la bomba

En laTabla 2 se recogen los resultados analiticos
de lamedicionis.

A fin de conocer s existe riesgo higiénico se
recurre a la comparacion con valores de referencia
los valores limite de exposicién profesional (valores
limite ambientales). Para la acrilamida estos estén
establecidos por diferentes organizaciones de varios
paises. En Espafia tienen valor legal los publicados
por €l Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en
el Trabajo (INSHT).

En latabla3 se muestran los valores limite parala
Acrilamida propuestos por diversas organizaciones.

Tabla 2. Resultados analiticos de la medicién

Concepto
Cantidad analizada ( 10)
Volumen (m?)

Concentracion (mg/m °)

Etapa c) Pesada Etapad) Agitacion
26 N.D.*
0,1197 0,1192
0,217 ---

*N.D. : No Detectado (por debajo del Iimite de deteccion del método)

Tabla 3. Limites ambiental es seguin distintas organizaciones

Or ganizacion/Pais
ACGIH / EEUU
NIOSH / EEUU

OSHA / EEUU

INSHT / Espafia

Tipo Valor Limite
TWA 0,03 mg/m?®
REL 0,03 mg/m?®
PEL 0,03 mg/m?®
VLA-ED 0,03 mg/m?®

Sin embargo, los valores limite disponibles en la
bibliografia son |os de Exposicion Diaria, esto es, se
refieren a una exposicion de un trabagjador durante
todasu vidalaboral, 8 horas diariasy 40 horas sema-
nal es durante 40 afios. Al no existir Valor para Expo-
sicion de Corta Duracion, se ha tomado el criterio
expuesto por € INSHT de que la concentracién del
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contaminante no debe nunca superar e nivel de 5
veces dicho valor limitel6.

Etapa d) agitacion

En la etapa de agitacion (con el vaso tapado) la
concentracion de Acrilamida detectada ha sido infe-
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rior a limite de deteccion del método, que en este
caso hasido de 1 pg parala muestra.

En laTabla 4 se exponen los valores obtenidos y
los correspondientes valores limite.

Tabla 4. Comparacion entre los valores de concentracion obtenidos y los valores limite del INSHT.

Concepto
Valor Limite Ambiental. VLA -ED
Concentracién (mg/m ®)
VLA-ED x5
% sobre Vaor Limite VLA -ED

% sobre Valor Limite VLA -ED x 5

¢) Pesada d) Agitacion
0,03 mg/m?® 0,03 mg/m?®
0,217 mg/m® < 0,008 mg/m?
0,15 mg/m?® 0,15 mg/m?®
723 % <27%
145 % <5%

IV. CONCLUSIONES
Etapa c) pesada

En la etapa c), de pesada, |a concentracion deter-
minada en las condiciones de ensayo superan
ampliamente el criterio citado, por lo que la situa-
cion es de riesgo higiénico.

Hay que tener en cuenta que si bien la exposi-
cion es de unos 10 minutos al mes, es decir, se trata
de una exposicion muy breve, €l criterio selecciona
do indica que su valor no debe sobrepasarse nunca.
Por otra parte, a tratarse de un producto cancerige-
no, la concentracion debe reducirse no ya por deba-
jo del Vaor Limite, sino a mas bajo nivel posible
por debajo de éste.

A tal fin se recomiendan las siguientes medidas:

A. Eliminar la etapa de pesada, adquiriendo la
solucion ya preparada. Si esto no fuera posible:

B. Adquirir laAcrilamida prepesada, de forma
gue en el procedimiento la manipulacion se reduzca
al minimo.

C. Redizarlaadicion al vaso de precipitadosy

la eventual pesada en vitrina de gases, tanto S se
parte de cantidad prepesada, como si no.
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D. Utilizar espatula normal, no vibradora.

E. Disminuir a maximo el nimero de pesadas,
en funcion del consumo, del plazo de caducidad de
la mezcla preparada y de la temperatura de almace-
namiento.

Una vez implantadas |la primera o las siguientes
de estas medidas sera necesario realizar una nueva
avaluacion higiénica, esta vez detallada, a fin de
determinar si existe riesgo higiénico en | as operacio-
nes estudiadas, en la nuevas condiciones de trabgjo.

Etapa d) agitacion

Con € resultado obtenido cabria pensar que €l
riesgo higiénico en esta etapa es muy bajo. Pero
habida cuenta de la peligrosidad de la sustancia se
recomienda:

F.  Llevar a cabo la agitacion y disolucion en
vitrina de gases.

Cuando se redlice la evauacion de la etapa de
pesada, se debera confirmar que € riesgo en esta
etapa es irrelevante llevando a cabo la evaluacion
detallada de este riesgo higiénico en la proximidad
de lavitrina de gases.
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