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En la presente Nota Técnica de Prevencion se exponen los procedimientos para llevar a cabo la evaluacion de la exposicion laboral a
la anilina. En este sentido, el control ambiental y biolégico constituyen dos herramientas fundamentales para valorar el riesgo para la
salud de los trabajadores expuestos a este agente quimico. Debido a la significacién de la absorcion dérmica que presenta esta
sustancia, el control biolégico adquiere una especial relevancia puesto que representa la mejor técnica para cuantificar y valorar la
exposicion interna.

Introduccion

La anilina es una amina aromatica que se utiliza como materia prima en la industria quimica para la sintesis organica de numerosos
productos como tintes y colorantes, isocianatos, productos fitosanitarios (herbicidas y fungicidas), farmacéuticos, explosivos o de
quimica fina. Esta sustancia también se usa en la industria de los polimeros para la fabricaciéon de intermedios en la sintesis de los
poliuretanos, asi como en la industria del caucho como antioxidante y acelerador de vulcanizacion. Ademas, la anilina se emplea como
disolvente en la elaboracion de perfumes, barnices y resinas. En el ambiente laboral se halla principalmente en estado vapor.

La anilina es un liquido aceitoso e incoloro a temperatura ambiente que tiende a oscurecer con la exposicion al aire o la luz. En
condiciones de presion y temperatura normales es un producto estable, altamente soluble en agua y miscible con la mayoria de los
disolventes organicos. Algunas de sus propiedades fisicoquimicas se describen en la tabla 1.

TABLA 1
Propiedades fisicoquimicas de la anilina

ANILINA CAS: 62-53-3
Sinénimos: Bencenamina; Fenilamina: Aminobenceno FORMULA: CgH7N
Peso molecular: 93,13
Presion de vapor a 25°C: 0,48 mmHg NH
Punto de ebullicion (760 mmHg): 184,13°C ;
Punto de fusién: -6,3°C
Densidad relativa (agua=1): 1,022 a 20°C
Densidad de vapor relativa (aire=1): 3,22

Metabolismo y toxicocinética

La absorcion de la anilina por via dérmica es cuantitativamente la mas importante en el trabajo. Asi, es rapidamente absorbida a través
de la piel tanto en forma liquida como vapor. Se estima que de la cantidad total que un trabajador absorbe en el ambiente laboral,
unicamente un 25% se produce por la via inhalatoria (con una retenciéon pulmonar del 90%), mientras que un 25% penetra a través de
la piel por contacto con el vapor, y el restante 50% se debe a la penetracion percutanea por contacto directo con la anilina liquida. El



aumento de la temperatura y humedad favorecen el grado de absorcion dérmica de este agente quimico. En cualquier caso, debido a
un fenédmeno de saturacion del estrato cérneo, la penetracion dérmica disminuye con el tiempo de exposicién. La absorcién
gastrointestinal es accidental, si bien una pequefa fraccidon puede provenir de la via inhalatoria por movimiento ciliar.

La biotransformacién de la anilina y de las aminas aromaticas, en general, es compleja debido a la diversidad de reacciones que estos
compuestos pueden experimentar en el organismo. El metabolismo de la anilina tiene lugar inicialmente en el higado, donde se
produce la hidroxilacién del anillo aromatico con la subsiguiente formacién de conjugados sulfato y glucurénido. Asi, el metabolito
mayoritario en el hombre es el p-aminofenol, que es excretado por la orina (en especies animales se ha observado la hidroxilacién en
las posiciones orto y meta). Ademas, las enzimas del higado también catalizan la N-oxidacién de la anilina generando fenilhidroxiamina
que, transportada por los eritrocitos, se oxida a nitrosobenceno con formacion de la metahemoglobina, que es incapaz de fijar y
transportar el oxigeno.

La toxicidad de la anilina se explica por la capacidad del nitrosobenceno para formar aductos (uniones covalentes) con las proteinas de
los eritrocitos, dafidandolos gravemente. Asi, la fenilhidroxilamina y el nitrosobenceno juegan un papel muy importante en el mecanismo
de accion toxica de la anilina. Por tanto, la formacion de metahemoglobina se considera como un indicador del potencial téxico en la
exposicion al agente quimico.

La eliminacion tiene lugar casi exclusivamente a través del metabolismo puesto que sélo una pequefa fracciéon de la cantidad de
anilina que penetra en el organismo, se elimina sin transformar por orina y aire exhalado. De este modo, el 30% de la cantidad
absorbida se excreta por la orina como p-aminofenol; el 70% restante corresponde a la fraccién transformada por N-oxidacion,
generando aductos con proteinas eritrocitarias, y al excretado como otros fenoles. La eliminacién de p-aminofenol tras inhalacion y
exposiciéon dérmica es la misma. Sin embargo, la relacién lineal entre los niveles de exposicion ambiental a anilina y la excrecién
urinaria del p-aminofenol desaparece cuando las exposiciones son elevadas, pues la eliminacién se ve incrementada.

Estudios mas a fondo demuestran que la transformacién metabdlica de la anilina puede ser mas compleja que la explicada, puesto que
la principal ruta metabdlica hallada en diversas especies animales in vivo y en preparaciones celulares hepaticas in vitro no se
corresponde con una simple hidroxilaciéon a p-aminofenol sino que tiene lugar una N-acetilacién, generandose N-acetilanilina que,
posteriormente, se oxida a N-acetil-p-aminofenol. Esta acetilacion representa una ruta de detoxificacion que permite la aceleracion de
la eliminacion renal de este agente quimico disminuyendo, por tanto, su toxicidad. Esta ruta metabdlica mas compleja de la anilina en el
higado y eritrocito se muestra en la figura 1.

FIGURA 1
La transformacion metabdlica de la anilina.
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Efectos sobre la salud

La anilina posee capacidad de inducir la formacién de metahemoglobina en la sangre, es decir, la transformacién de la hemoglobina a
su forma oxidada, donde el hierro pasa del estado ferroso (+2) al férrico (+3). La metahemoglobina es fisiolégicamente incapaz de
transportar oxigeno a los tejidos a través de la sangre. Por esta razdn la exposicion a elevadas concentraciones de anilina (intoxicacion
aguda) puede provocar cianosis y, en casos extremos, la muerte del trabajador por anoxia. La cianosis se manifiesta como una
coloracion azulada mas o menos extensa en labios, nariz, orejas y ufias.



Niveles superiores al 70% de metahemoglobina en la hemoglobina total son, habitualmente, letales en el hombre; si bien con tan solo
1,5 g /100 ml es suficiente para observar sintomas como dolor de cabeza, nauseas o taquicardia. Ademas, la exposicion a anilina
puede generar un tipo de inclusién en los eritrocitos denominada cuerpos de Heinz, debida a la desnaturalizacion de la hemoglobina
por la accién toxica de los metabolitos fenilhidroxilamina y aminofenol.

La exposicion crénica puede producir trastornos del sistema nervioso central, anemia y debilidad general, apareciendo los sintomas
clinicos cuando los niveles de metahemoglobina son superiores al 10%. Puede existir un incremento de la sensibilidad a la anilina en
personas genéticamente predispuestas. La exposicion a largo plazo también puede originar lesiones cutaneas como dermatitis de tipo
eczematoso. Ademas, el consumo de alcohol puede incrementar la toxicidad de la anilina y sus metabolitos. En experimentacion
animal, se han demostrado dafios sistémicos tanto en el bazo como en las funciones hepatica y renal. En cuanto a los efectos de la
anilina sobre la reproduccion, los experimentos en animales revelan efectos adversos para la progenie Unicamente tras la
administracion de dosis que ya son toxicas para la madre.

Los estudios de genotoxicidad para este agente quimico no muestran resultados concluyentes; sin embargo, se ha demostrado que la
anilina provoca cancer en animales de experimentacion expuestos a dosis elevadas durante un tiempo prolongado. Ademas, se han
detectado casos de cancer de vejiga urinaria en poblacién expuesta laboralmente en determinadas actividades como la industria de los
colorantes, si bien parece ser que estos casos se pueden asociar a otros agentes quimicos reconocidos como carcindgenos para el
hombre, que se hallan presentes en estos ambientes laborales. En este sentido, los datos epidemiolégicos confirman que en los
trabajadores expuestos Unicamente a la anilina no se observa ningun incremento significativo de los casos de cancer.

4. Clasificacion y valores limite

Segun el Real Decreto 363/1995 por el que se aprueba el Reglamento sobre notificacion de sustancias nuevas y clasificacion,
envasado y etiquetado de sustancias peligrosas, la anilina esta clasificada como una sustancia toxica (T), peligrosa para el medio
ambiente (N) y tiene asociadas las frases R 20/21/22 (nocivo por inhalacion, por ingestiéon y en contacto con la piel), R 40 (posibilidad
de efectos irreversibles), R 48/23/24/25 (t6xico: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposicion prolongada por
inhalacién, contacto con la piel e ingestion) y R 50 (muy téxico para los organismos acuaticos). En cuanto al potencial carcinogénico, la
Unién Europea clasifica a la anilina en la categoria 3; es decir, una sustancia cuyos posibles efectos carcinogénicos en el hombre son
preocupantes pero de la que no se dispone informacion suficiente para realizar una evaluacion satisfactoria. Existen algunas pruebas,
ya mencionadas, procedentes de estudios con animales, pero insuficientes para incluirla en la segunda categoria.

En el documento Limites de Exposicién Profesional (LEP) para Agentes Quimicos en Espafia 2001-2002 se asigna a la anilina un valor
limite ambiental de exposicion diaria (VLA-ED), es decir, un valor promedio maximo permisible para una jornada laboral de 8 horas.
Asimismo, se asignan dos valores limite biolégicos (VLB) con sus indicadores bioldgicos respectivos; el primero se corresponde con la
concentracion urinaria de un metabolito de este agente quimico, mientras que el segundo es un indicador de efecto pues refleja la
variacion de un parametro bioquimico. En las tablas 2 y 3 se presentan los valores limite ambientales y biolégicos para la anilina,
establecidos por distintos organismos para el control ambiental y bioldgico, respectivamente.

En dichas tablas se observa la coincidencia de criterios por lo que respecta al valor limite ambiental para este agente quimico. Sin
embargo, en cuanto a los limites bioldgicos, la DFG (Deutsche Forschungsgemeinschaft) recomienda el control biolégico de la anilina
libre en orina recogida al final del turno, asi como la determinacién en sangre, tomada al final del turno, de la anilina liberada por el
conjugado anilina-hemoglobina. Estos valores alemanes presentan ciertos inconvenientes puesto que se basan en experimentacion
animal y la concentracién de los conjugados anilina-hemoglobina es variable, dependiendo de la poblacién. Ademas, no existe un
método analitico sencillo para su determinacion.

TABLA 2
Valores limite ambientales (8 horas, 5 dias semana)

ppm mg/m3 Notas
INSHT (VLA-ED) 2 7,7 Viadérmica, VLB
ACGIH (TLV-TWA) 2 - Skin, A3, BEI
DFG (MAK) 2 77 H, 3B

INSHT: Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo.
VLA-ED: Valor Limite Ambiental-Exposicion Diaria.

ACGIH: American Conference of Governmental Industrial Hygienists.
TLV-TWA: Thershold Limit Value-Time Weighted Average.

DFG: Deutsche Forschungsgemeinschaft.

MAK: Maximale Arbeitsplatzkonzentration.

Skin - H : Riesgo de absorcién dérmica.

A3 - 3B: Clasificacion en cuanto a su carcinogenicidad.

TABLA 3
Valores limite biolégicos



p-Aminofenol total en orina Metahemoglobina en sangre

(final de la jornada laboral) (final de la jornada laboral)
INSHT (VLB) 50 mg/g creatinina 1,5 % en hemoglobina total
ACGIH (BEI) 50 mg/g creatinina 1,5 % en hemoglobina total
Anilina libre en orina Anilina liberada del conjugado anilina-hemoglobina en sangre
DFG (BAT) 1 mgl/l 100 g/l

VLB: Valor Limite Bioldgico.
BEI: Biological Exposure Index.

BAT: Biologischer Arbeitsstofftoleranzwerte

Control ambiental de la exposicion

Cabe destacar que para este agente quimico, el control ambiental no constituye una herramienta lo suficientemente valida por si misma
como para evaluar la exposicion a la anilina de un modo preciso; la dosis interna individual depende no sélo de la inhalacién de los
vapores, sino también de la exposicion dérmica. Por lo tanto, frente a tal eventualidad, se requiere la complementariedad del control
bioldgico, que es la unica técnica que permite tanto valorar la exposicion a través de todas las vias de entrada como englobar todos los
factores de variacion interindividuales. De este modo, ante la duda respecto a la aceptabilidad de las practicas higiénicas en un
determinado entorno de trabajo, el control bioldgico se hace necesario a fin de completar la evaluacion de la exposicion a través del
muestreo ambiental (aire).

A continuacion, se describe el procedimiento para la toma de muestras y andlisis de la anilina en aire. Este método NIOSH permite el
analisis de diversas aminas aromaticas (anilina, o-toluidina, 2,4-xilidina, N,N-dimetil-p-toluidina, N,N-dimetilanilina) mediante la
cromatografia de gases.

Método NIOSH 2002
. Captacion de la muestra

o Toma de muestra: tubo adsorbente de silica gel, 150 mg/ 75 mg.

o Caudal: 0,02 a 0,2 I/min, Volumen: minimo 5 litros y maximo 30 litros.

o Estabilidad de la muestra: a 25°C al menos 7 dias después de la captacion.
. Condiciones analiticas

Técnica: cromatografia de gases (Detector de lonizacion de Llama).

Extraccion: con 1 ml de etanol 95 %, bafo ultrasonidos durante 1 hora.

Volumen de inyeccion: 5 -l.

Gas portador: N2 o He, 25 ml/min.

Columna: acero inoxidable 0,6 m x 3 mm de diametro externo; 80/100 mallas Chromosorb 103.
Temperatura de la columna: 165°C.

Detector: FID, 245°C.

Limite de deteccion: 0,01 mg/muestra

o Intervalo de aplicacion: 5 a 60 mg/m3 para un muestreo de aire de 20 litros.

O o o o o o o o

Control biolégico

El control biolégico, en determinadas condiciones de trabajo, puede ser la técnica mas adecuada para evaluar la exposicion laboral a
este agente quimico. Esta evaluacion cuantitativa de la exposicion a la anilina puede llevarse a cabo mediante la determinacion de
diversos indicadores de exposicion o efecto, relacionados con la toxicocinética descrita. En este sentido, los indicadores que presentan
mayor interés son aquellos para los que se dispone de unos valores de referencia propuestos como guia para la evaluacion del riesgo
potencial para la salud en la practica de la higiene industrial y que, en Espania, vienen definidos por el documento del INSHT sobre
Limites de Exposicién Profesional (LEP) donde se recoge un listado de Valor Limites Bioldgicos (VLB) para diversos agentes quimicos.

Asi, la determinacién del metabolito de p-aminofenol total en la orina recogida al final de la jornada laboral representa un indicador
adecuado para valorar la exposicion a la anilina. Ahora bien, se trata de un analisis inespecifico, pues existen otras aminas aromaticas
que pueden ser metabolizadas también a p-aminofenol.

La determinacion de la metahemoglobina en sangre representa un indicador de efecto que se utiliza como prueba de seleccion no
especifica. Las concentraciones de metahemoglobina no indican cuantitativamente el grado de exposicion pero si advierten del
potencial téxico del agente quimico. Para niveles de exposicion dentro de los valores limites ambientales, la metahemoglobina debe
permanecer por debajo del 1,5%.

Existen otros indicadores biolégicos que también pueden contribuir a la evaluacion de la exposicion laboral a anilina, pero para los que
no se dispone de valor LEP VLB. Asi, la excreciéon de p-aminofenol en orina recogida durante 24 horas suministra informacion mas
fiable sobre la exposicién que las muestras tomadas al final del turno. Sin embargo, no se usa como indicador de exposicion debido a
las dificultades practicas asociadas a la recogida de muestras. Por otro lado, existe la posibilidad de determinar amino derivados
diazoables en orina para evaluar la exposicion a anilina, aunque no es recomendable debido a la poca especificidad del método y la



complejidad del procedimiento analitico. Por ultimo, los indicadores biologicos recomendados en la lista de valores BAT de la DFG
presentan ciertos inconvenientes como ya se ha explicado en el apartado 4.

A continuacion, se describen los dos indicadores que llevan asociado VLB.

Concentracion de p-aminofenol total en orina

La formacion y eliminacion del p-aminofenol son rapidas, alcanzando un 89% de excrecién sobre la exposicién diaria de tal modo que
el nivel maximo de eliminacion se alcanza poco después de concluir la exposicion. La cinética de eliminacion parece ser bifasica, con
unas vidas medias respectivas de 3 y 10 horas, siendo independiente tanto de la via de absorcién (inhalatoria, dérmica) como de la
forma de administracion experimental de la anilina (vapor, disolucién, liquido). Sin embargo, se ha demostrado que no existe linealidad
en la relacion entre la concentracion de la exposicion a anilina y el grado de excrecion de p-aminofenol, tratandose de una funcion
compleja.

La anilina forma parte de muchos productos industriales como tintes, medicamentos, herbicidas y pesticidas con lo que la posibilidad
de exposicién a consecuencia de su uso doméstico debe ser tenida en cuenta. Existen dos factores principales que pueden alterar
notablemente la correlacién entre la concentracion de anilina en el ambiente laboral y la excrecion del p-aminofenol: la magnitud de la
absorcion dérmica, que depende de la temperatura, humedad, higiene personal y habitos del trabajador; y, por otro lado, la eficacia del
metabolismo de la anilina, que varia entre individuos por diferentes causas, entre las que cabe destacar el consumo de alcohol y la
presencia de otros xenobidticos. Ademas, el método analitico utilizado influye en el resultado final de la determinacién de la
concentracion de p-aminofenol en orina, especialmente en trabajadores expuestos a concentraciones bajas de anilina, debido a la
influencia de los compuestos fendlicos enddgenos.

Entre los métodos de analisis propuestos en la bibliografia para la cuantificacion del p-aminofenol total en orina destaca el método
colorimétrico, basado en la reaccion del indofenol. Los limites biolégicos se han establecido basandose en la utilizaciéon de este método
analitico que de forma sucinta se comenta a continuacion.

. Toma de muestras

Las muestras de orina se deben recoger al final de la jornada laboral o bien 2 horas después de concluir la exposicién, siendo
critico el momento del muestreo. El contacto con otras sustancias que se metabolizan a p-aminofenol debe evitarse. No se
precisan requisitos especiales para la conservacion de las muestras.

. Tratamiento y analisis de la muestra

La muestra se somete a una hidrdlisis acida (etapa critica), extraccion y reaccién con fenol. Esta técnica requiere una dilucién
sustancial de la orina de modo que el limite de deteccion es de 10 mg/I con una precisién de +15%. Con el fin de mejorar esta
precision, se recomienda una modificacion del método propuesto con la utilizacion de I-naftol en lugar del fenol, asi como
extraccion con n-butanol. Ambos métodos se pueden usar indistintamente pues suministran resultados compatibles.

Ademas, se requiere ajustar los resultados del p-aminofenol por la concentracion de creatinina medida en la misma muestra,
basandose en que tedricamente tanto el paminofenol como sus conjugados se excretan mediante el mismo mecanismo que la
creatinina, un metabolito fisiolégico que permite corregir el efecto de la dilucion de la muestra, segun la mayor o menor cantidad
de agua eliminada en la muestra concreta. Por tanto, debido a este ajuste a la creatinina, seran rechazadas muestras muy
diluidas (densidad < 1.010 g/l, creatinina < 0,5 g/l) y las muy concentradas (densidad > 1.030 g/I, creatinina > 3,0 g/I).

Metahemoglobina en sangre

Por todo lo dicho en el apartado 3, la determinacion de la metahemoglobina sanguinea representa un indicador de efecto que permite
evaluar la exposicion en funcion de la alteracion de este parametro bioquimico.

La vida media de eliminacion de la metahemoglobina en el eritrocito varia segun el nivel alcanzado, ademas de la influencia que
ejercen los factores fisioldgicos y patologicos de cada individuo. Asi, para elevados niveles de metahemoglobinemia se han hallado
vidas medias bioldgicas entre 6 y 24 horas.

La exposicion no laboral a ciertos medicamentos y productos como disolventes, conservantes, pinturas o fertilizantes puede inducir
metahemoglobinemia. En los eritrocitos de individuos normales suele hallarse entre un 1 y 2% de metahemoglobina. Algunos

individuos pueden ser mas sensibles a los efectos de los inductores de la metahemoglobina debido a factores metabdlicos, genéticos o
al uso repetitivo de medicamentos. Ademas, los niveles basales de metahemoglobina presentes en el organismo humano pueden
ocultar la exposicion a otras sustancias quimicas que causan ligeros incrementos de la misma. En los pacientes que sufren
metahemoglobinemia congénita, debido a una deficiencia hereditaria en la metahemoglobina reductasa, se alcanzan niveles entre el 10-
30 % de la hemoglobina total.

Se han descritos diversos métodos espectrofotométricos para la determinacion de metahemoglobina en sangre.
. Toma de muestras

El momento del muestreo no es critico, con lo que la muestra se puede tomar al final de la jornada laboral o durante la misma,
empleandose heparina o EDTA como anticoagulante. Para una correcta determinacién es imprescindible un transporte rapido
de las muestras sanguineas al laboratorio para su analisis (menos de una hora entre la toma de muestra y analisis) debido a la
inestabilidad de la metahemoglobina en la sangre extraida. De este modo, se prefiere llevar a cabo el analisis en el propio lugar
de trabajo. La metahemoglobina no se detecta en muestras de sangre transcurridas 24 horas a temperatura ambiente.

. Analisis de la muestra



El espectro de absorbancia de la metahemoglobina muestra un pequefio pico muy caracteristico entre 630-635 nm. La adicion
de cianuros elimina este pico por conversion a la cianometahemoglobina con lo que el descenso en la absorbancia es
proporcional a la concentracion de metahemoglobina.

Conclusiones

Con el fin de llevar a cabo una evaluacién correcta y precisa de la exposicion laboral a la anilina, el control biolégico, como
complemento de la valoraciéon ambiental, representa una técnica decisiva que permite establecer unas medidas de actuacion y toma de
decisiones en funcion de los resultados obtenidos, los cuales podran ser analizados comparativamente con los valores de referencia
actuales establecidos en base a los conocimientos toxicocinéticos que se disponen para este agente quimico. En este sentido, la
relacién entre la excrecién urinaria del metabolito, p-aminofenol, y el grado de exposicién a la anilina ha sido estudiada en el hombre
tanto en estudios controlados en laboratorio como en estudios de campo. Asi, se concluye que la determinacion del p-aminofenol total
en orina recogida al final de la jornada laboral es un buen indicador de la exposicion a anilina. El VLB fijado en 50 mg/g creatinina no se
ha establecido para intoxicaciones agudas sino para la exposicion cronica en el ambiente laboral, en consonancia con el criterio para
establecer el Valor Limite Ambiental (VLA).

Por otro lado, la formacién de metahemoglobina puede no ser la causa mas importante de toxicidad en la exposicion a estos agentes
quimicos. Por lo tanto, el analisis de la metahemoglobina no refleja el riesgo para el trabajador de manera suficientemente sensible. Sin
embargo, el incremento de los niveles de metahemoglobina sugiere la necesidad de una rapida evaluacion médica del trabajador y de
la situacion del puesto de trabajo. La poblacion laboral con niveles de metahemoglobina superiores a los normales debe ser examinada
con el fin de determinar si existen otros factores no ocupacionales que contribuyen al incremento de estos niveles.

Por tanto, el control de la metahemoglobina se recomienda como prueba de deteccién precoz y seleccion de modo que representa un
método bioldgico rutinario para detectar una absorcién excesiva de ciertos compuestos que catalizan la oxidacion del hierro de la
hemoglobina del estado ferroso al férrico. El Valor Limite Bioldgico, fijado en el 1,5% de metahemoglobina de la hemoglobina total, se
establece para la deteccion de cambios pequefios y reversibles, no clinicos, en la concentracién de metahemoglobina, con lo que no
incluye la aparicion de efectos independientes en otros érganos diana.

Debido a la significacion de la absorcion dérmica, tanto del agente quimico en estado liquido como de sus vapores, es recomendable
realizar controles biolégicos periodicos con el fin de evaluar la exposicion total a la anilina en el trabajo. Por ultimo, conviene tener
presente que, como consecuencia de trastornos congénitos, se debe contemplar la posibilidad de que algun trabajador puede tener
una sensibilidad incrementada para la anilina, por lo cual el VLB no protegera a ese individuo en particular.
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