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Desarrollo de la Metodologia para la Determinacion de los Compuestos Organicos

en las Fracciones PM .y PM,_ = del Aerosol Atmosférico
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Pindado, O.; Pérez, R. M2,
58 pp. 20 ref. 23 figs.

Resumen:

Se presenta el desarrollo de una metodologia analitica para la determinacion de compuestos organicos, hidrocarburos
alifaticos, hidrocarburos aromaticos policiclicos, alcoholes de cadena lineal y acidos carboxilicos en las fracciones
PM, .y PM,,  del aerosol atmosférico. Este desarrollo incluy6 una optimizacion de las etapas de extraccion, deri-
vatizacion y analisis cromatografico. La metodologia optimizada consiste en una extraccion con microondas, seguida
de una etapa de fraccionamiento y un analisis medianteGC/MS.

Procedure Development to Determine Organic Compounds
in the PM_ , . and PM, ., Fractions of Atmospheric Aerosols

2.5-10

Pindado, O.; Pérez, R. M2,
58 pp. 20 ref. 23 figs.

Abstract:

An analytical procedure development to measure organic compounds such as aliphatic hydrocarbons, polycyclic
aromatic compounds, n-alcohols and fatty acids in PM , and PM, =~ of atmospheric aerosol is accomplished. The
development encompasses an optimization of extraction step, derivatization step and chromatographic analysis. The
method developed consists in a microwave extraction, followed by a stage of fractionation and analysis by GC/MS.
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1. Introduccion.

Se entiende por aerosol atmosférico al conjunto de particulas, tanto
sélidas como liquidas, que se encuentran suspendidas en la atmoésfera. Un
estudio completo del aerosol atmosférico incluye los gases presentes en la
atmoésfera, la composicion de las particulas y la dispersion.

La presencia del material particulado en la atmésfera se debe tanto a
emisiones biogénicas como antropogénicas [1]. Entre estas dltimas se
encuentra la quema de combustibles fésiles producidas por el trafico y algunos
procesos industriales. Asi pues, las emisiones antropogénicas se centran en
las zonas urbanas, siendo un grave problema para la salud de sus habitantes.
La Union Europea ha desarrollado una Directiva cuya finalidad es reducir la
exposicion al material particulado con el fin de alcanzar concentraciones de

PM, s inferiores a 18 pg-m™ [2].

De este modo, los estudios sobre la composiciébn de la fraccion
particulada del aerosol atmosférico son de gran interés, ya que revelan
informacion muy valiosa que esta ayudando a disminuir las emisiones de

material particulado, y por tanto aumentando la calidad del aire.

Tradicionalmente, los estudios de caracterizacidn quimica se habian
centrado en las particulas totales (TSP), y mas recientemente en las fracciones
menores de 10 y 2.5 um [3, 4]. En los Ultimos afos se ha puesto de manifiesto
la importancia de la distribucién de tamarios de las particulas sobre los distintos
efectos, y se plantea la necesidad de caracterizar quimicamente las diferentes
fracciones granulométricas del material particulado. Se ha profundizado en la
caracterizacion de la fraccién particulada del aerosol atmosférico, coincidiendo
toda la comunidad cientifica en que la fraccion fina del material particulado es
la responsable de los mayores efectos nocivos sobre la salud humana [5, 6].

El empleo de captadores de alto volumen en cascada permite obtener
muestras de material particulado en sus diferentes etapas (10-2,5; 2,5-0,95,
0,95-0,45 y <0,45 um), y la caracterizacion quimica de las mismas, permitira
evaluar de manera mas detallada tanto los efectos sobre la salud y el medio

ambiente como sus posibles fuentes [7, 8].



El inconveniente que plantea el uso de estos muestreadores, es la
pequena cantidad de muestra que proporcionan, y que a la hora del analisis

quimico requiere de metodologias de elevada sensibilidad.

El objetivo de este trabajo es desarrollar una metodologia analitica que
permita caracterizar la composicién organica de las fracciones mas finas del

material particulado.

1.1. Composicion de la fraccion organica.

La composicién del material particulado no es uniforme sino que varia en
funcion de zona de muestreo y la época del afo. La proporcidén de la fraccion
organica representa el 20 % de la masa total de particulas en zonas remotas y
llega a alcanzar el 90 % en zonas boscosas. El nimero de especies que
integran la fraccién organica es muy elevado y Unicamente se conoce una parte

de su composicion.

El presente trabajo tiene como objetivo cuantificar cuatro familias de
compuestos organicos, como son los acidos carboxilicos, los hidrocarburos
alifaticos, los alcoholes y los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) en
las fracciones PMi.o5y PM2 5190 de material particulado.

El interés en determinar los acidos carboxilicos presentes en la fraccion
organica del aerosol atmosférico se debe a que son los compuestos organicos
mayoritarios en la fraccién particulada [9]. Los acidos grasos pueden tener
origen biogénico y antropogénico. Algunos compuestos acidos como el acido
azelaico, pinico, pindnico y norpindnico son constituyentes del aerosol organico
secundario (SOA).

Los n-alcanos estan estrechamente ligados a la quema de combustibles
fosiles y a las emisiones de la vegetacion. El fitano y pristano se emplean como
trazadores de la contaminacion producida por los derivados del petréleo [10].

La presencia de alcoholes en el aerosol atmosférico se debe a que son
constituyentes mayoritarios de la cera epicuticular de las plantas. El
levoglucosan es un compuesto alcohdlico presente en el material particulado



gue se asocia a la quema de biomasa, ya que se genera en la pirdlisis de la
celulosa, y es empleado como marcador de los incendios forestales [11].

Por ultimo, los PAHs se producen en la combustion incompleta de
materia organica, y son cuantificados debido a sus propiedades cancerigenas y
mutagénicas. El reteno es un hidrocarburo aromatico policiclico cuya presencia
en el aerosol esta asociada a la quema de biomasa, por lo que es muy

empleado como marcador de los incendios forestales [12].

1.2. Metodologia analitica para el andlisis de la fraccion organica.

1.2.1. Procedimientos de extraccion.

Los métodos de extraccion tienen como finalidad la separaciéon de los
analitos de interés de la matriz a la que estan asociados. Para el aerosol
atmosférico la extraccion debe ser capaz de disolver completamente los
analitos de interés y eliminar los compuestos que puedan interferir en los
posteriores analisis. Los métodos de extraccibn mas empleados son el Soxhlet,

los ultrasonidos y la extraccién por microondas.
1.2.1.1. Extraccion Soxhlet.

La extraccion Soxhlet consiste en calentar el disolvente organico para a
continuacién condensar los vapores de disolvente y caer, gota a gota, sobre la
muestra, extrayendo de este modo los analitos. La ventaja que presenta esta
técnica es que produce extracciones muy exhaustivas ya que la muestra esta
repetidas veces en contacto con disolvente fresco, mientras que los
inconvenientes son el elevado gasto de disolvente empleado, el tiempo de
analisis y las bajas recuperaciones obtenidas para los compuestos mas
polares. A pesar de ello es considerada la técnica de referencia para la

extraccion de la fraccion organica del aerosol atmosférico.
1.2.1.2. Extraccion por ultrasonidos (US).

Las ondas de ultrasonidos son transmitidas a la muestra a través de un
medio liquido (bafo de ultrasonidos). Estas ondas provocan que el disolvente
organico en el que esta sumergida la muestra pase a estado gaseoso,



generandose enormes aumentos de presion y temperatura, que favorecen la
disolucién de los analitos. Las ventajas de esta técnica de extraccién son el
menor gasto de disolventes y tiempo, pero tiene el inconveniente de ser menos

exhaustiva.
1.2.1.3. Extraccion mediante microondas (MO).

La radiacion de microondas produce un aumento en la vibracion de las
moléculas del disolvente organico y de la muestra, provocandose una elevacién
en la temperatura y por consiguiente favoreciendo la disolucién de la muestra.
Las ventajas que presenta esta técnica es que es mas rapida, requiere un
menor gasto de disolventes, es muy reproducible y se producen menos
pérdidas de especies volatiles. La principal desventaja es que es un

procedimiento mas costoso.
1.2.2. Procedimiento de fraccionamiento.

Los extractos organicos obtenidos en la etapa de extraccidon deben
someterse a un proceso de purificacién y fraccionamiento, con el fin de facilitar

el posterior andlisis mediante técnicas cromatograficas.

El método mas empleado en el estudio de la fraccion organica del
aerosol atmosférico es la cromatografia en columna [13]. Este procedimiento
consiste en disponer un adsorbente en una columna de vidrio en la que se
depositara la muestra en cabeza de columna con el objetivo de crear un frente
de muestra. A continuacién se hacen pasar diferentes disolventes organicos
que iran fraccionando la muestra. Los adsorbentes mas empleados son la gel
de silice y la alumina, mientras que los eluyentes variaran en funcion de los
analitos de interés. Por norma general se comienza utilizando un disolvente
apolar como el hexano y a continuacion, se va aumentando la polaridad de los

disolventes hasta obtener un nidmero variable de fracciones.
1.2.3. Procedimiento de analisis.

La identificacién y cuantificacion de los compuestos que componen la
fraccion organica del aerosol atmosférico implica necesariamente el empleo de

columnas cromatograficas capilares y espectrometria de masas. El analisis



directo mediante técnicas cromatograficas es inviable, ya que la presencia de
compuestos polares y apolares, hace que sea imprescindible emplear técnicas

de derivatizacion.
1.2.3.1. Técnicas de derivatizacion.

La derivatizacién consiste en modificar mediante reaccion quimica la
estructura de un compuesto con el fin de aumentar su volatilidad. La reaccion
quimica mas empleada en el analisis de la fraccion organica del aerosol

atmosférico mediante cromatografia de gases es la silanizacion.

La silanizacién consiste en sustituir el hidrégeno activo del grupo OH de
alcoholes y acidos por un grupo trimetilsilil, obteniéndose un trimetilsilil
derivado, que en comparacién con el compuesto de partida es menos polar,
mas volatil y mas estable térmicamente. Entre las ventajas que presenta la
reaccion de silanizacion cabe citar la facilidad de empleo, el amplio espectro de
compuestos derivatizados y el elevado niumero de reactivos disponibles. Como
principal desventaja hay que citar la sensibilidad a la humedad y por tanto la
necesidad de emplear disolventes aproticos.

Algunos de los reactivos mas empleados como agentes derivatizantes
son el N,O-bis (trimetilsill) acetamida, (BSA), N,O-bis (trimetilsilil)
trifluoroacetamida (BSTFA) y el trimetil clorosilosano (TMCS). El esquema de la

reaccion de silanizacién con BSTFA se representa a continuacién.

/Si(CH3)3
Q o) o)
O A\
3 R—OH + 2 _N\ — = 3R”7 Si(CHa); + Ho + |{|
F3C Si(CHs)s F3C F3C Si(CHa)3

1.2.3.2. Espectrometria de masas.

Los espectros de masas de los hidrocarburos alifaticos se caracterizan
por la pérdida secuencial de grupos alquilo. Los iones mas intensos son los m/z
15 (pérdida de metilo), m/z 29 (pérdida de etilo), m/z 43 (pérdida de propilo).
Para el estudio de los alcanos presentes en el la fraccién particulada



(compuestos de entre 10 y 40 4&tomos de carbono) se caracterizan los iones
m/z 57, 71 y 85 que se corresponden con las pérdidas de butilo, pentilo y

hexilo.

Los iones seleccionados para la deteccion de PAHs en modo SIM son el
pico base de cada uno de los PAHs estudiados: 128 (naftaleno), 152
(acenaftileno), 154 (acenafteno), 166 (fluoreno), 178 (antraceno y fenantreno),
202 (fluoranteno y pireno), 219 (reteno), 228 (benzo [a] antraceno y criseno),
252 (benzo [a] pireno, benzo [b] fluoranteno y benzo [k] fluoranteno), 276
(indeno [123-cd] pireno y benzo [ghi] perileno) y 278 (dibezo [ah] antraceno).

Los &cidos y alcoholes presentes en la muestra son derivatizados con
BSTFA. Los derivados obtenidos han sustituido el H del grupo OH por un grupo
trimetilsilil (TMS), generandose un aumento del peso molecular de 72 uma por
cada H sustituido. Los iones moleculares de los TMS derivados suelen tener
poca intensidad por lo que la determinacion del peso molecular debe realizarse
mediante el estudio de otros fragmentos [14]. Dos de los iones mas intensos
son las pérdidas de metilo (M-15) y de OSi(CH3); (M-89). Otos fragmentos
caracteristicos de los TMS derivados son los iones m/z 73 y 75 que se
corresponden a los fragmentos [Si(CHs)s]™ y [HO=Si(CHs)2]™*. Los derivados
obtenidos a partir de alcoholes primarios presentan como ién caracteristico el
m/z 103 que se corresponde con el fragmento [CH.OSi(CHa)s]*. Por otro lado,
los TMS derivados de acidos carboxilicos presentan como i6n caracteristico el
m/z 117 [COOSIi(CHs)3]™ mientras que los acidos dicarboxilicos presenta como
ion caracteristico el fragmento m/z 147 [(CH3).Si=0Si(CH3)3]™. Otros iones
caracteristicos son m/z 157 (acido norpinénico), m/z 171 (acidos pinico y
pindnico), m/z 204 (levoglucosan), m/z 311 (acido palmitoleico), m/z 317 (acido
azelaico), m/z 337 (acido linoleico) y m/z 339 (acido oleico).



2. Parte experimental.

2.1. Instrumentacion, materiales y reactivos.

2.1.1. Instrumentacion.

» Cromatografo de gases Agilent 6890 acoplado a un detector de
espectrometria de masas Agilent serie 5975B con inyector automatico
Agilent 7683.

» Cromatografo de gases Fisons 8000 acoplado a un detector de
espectrometria de masas Fisons MD 800 con inyector automatico Fisons
AS 800.

» Soxhlet automéatico Blchi Extraction System B-811.
» Barno de Ultrasonidos Selecta Ultrasonics-H.

» Sistema de Microondas Ethos Sel.

» Rotavapor Buchi.

» Balanza analitica.

» Granatario.

» Estufa.

» Agitador vortex.

» Vitrina.

» Sistema de evaporacién con corriente de nitrégeno.
2.1.2. Materiales.

» Columna cromatografica de silice fundida HP5-MS (30 m longitud ; 0.25
mm diametro interno ; 0.25 um fase estacionaria 5% fenil 95 %
dimetilpolisiloxano).

» Sistema Soxhlet; matraz redondo de 2000 mL, recipiente de sifonado y

refrigerante.
» Cartuchos de extraccion de celulosa 60 x 180 mm.

» Columnas cromatograficas de vidrio (10 cm x 1 cm @ interno).



» Soporte para columnas.

» Desecadores.

» Jeringas de 25, 50, 100, 250, 500, 1000 y 2500 pL (Hamilton y SGE).
» Filtros PTFE de 0.2 ym.

» Matraz aforado de 10y 100 mL.

» Matraces de 100 mL para concentracién.
» Probetas de 25, 50, 100 y 250 mL.

» Vasos de precipitados.

» Pipetas Pasteur.

» Viales devidriode 1,5y 10 mL.

» Insertos para viales de 100 pL.

» Material de vidrio (embudos, pesa sustancias, vidrios de reloj, barras
agitadoras de vidrio, frascos transparentes y ambar).

» Agitadores magnéticos.
» Papel aluminio.
»  Teflon.

» Lana de vidrio.
2.1.3. Patrones y reactivos.
» 1-Clorododecano, utilizado como patron interno (Koch Light

Laboratories).

» Fenantreno deuterado Dy, (10 mg-L™" en ciclohexano), utilizado como
patrén interno (Dr. Ehrenstorfer GmbH).

» Acido palmitico deuterado D3y, utilizado como patrén interno (Isotec).

» Patrén de alcanos DRH-FTRPH-SET: Disolucién de 500 mg-L" en
hexano (Sigma Aldrich).

» Patrén de PAHs. PAH-Mix9: Disolucién de 100 mg-L" en ciclohexano
(Dr. Ehrenstorfer GmbH).



» Alcoholes de cadena lineal Cs-Cy, (Accustandart, Inc).

» Acidos grasos de cadena lineal Cg-Co4 (Aldrich. Referencia 28.851-4).
» Acidos azelaico, linoleico, palmitico y oleico al 99.0 % (Fluka).

» Levoglucosan, acidos pinico, pindnico y norpinénico (Aldrich).

» BSTFA; N,O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (Supelco).

» Diclorometano, hexano, metanol, acetonitrilo, acetato de etilo e

isooctano de calidad cromatografica (Sigma Aldrich).
» Acido férmico (Sigma Aldrich).

» Silice granulometria 0.063 — 0.210 mm (Merck).

2.2. Procedimientos de limpieza.

La cantidad de material particulado disponible en las muestras es muy
pequena por lo que las concentraciones de los analitos son muy bajas. Con el
objetivo de disminuir la sefal de fondo y evitar contaminaciones, es

imprescindible seguir un protocolo de lavado minucioso.
2.2.1. Material de laboratorio.

Todo el material de vidrio utilizado debe ser lavado y acondicionado con
disolventes organicos antes de emplearse. Una vez utilizado se lava con agua
y jabdén, y se aclara con agua desionizada. El material se seca en estufa a
100 °C y se acondiciona con el disolvente organico que corresponda en cada
caso. Entre el material de vidrio que ha de seguir este proceso de limpieza
estan los vasos de precipitados, pipetas, matraces, probetas, columnas y

viales.

Los insertos de vidrio, una vez empleados se sumergen en
diclorometano y se introducen en un bafno de ultrasonidos durante 10 minutos.
A continuacién, se elimina el disolvente y se dejan secar en estufa a 100 °C.
Posteriormente se lavaran con agua y jabdn, dejandolos secar en estufa a
100 °C. Por ultimo se lavan con diclorometano en el bafio de ultrasonidos
durante 10 minutos y se dejan secar en estufa a 100 °C hasta su empleo.



El sistema de evaporacién con corriente de nitrdgeno debe ser lavado
antes y después de emplearse. Para ello, las partes metalicas se introducen en

acetona y se lavan en un bano de ultrasonidos durante 15 minutos.
2.2.2. Sistemas de extraccion.
2.2.2.1. Soxhlet.

La extraccidn Soxhlet utiliza cartuchos de celulosa, los cuales son
capaces de adsorber compuestos que pueden interferir el analisis. Por esta
razon estos cartuchos deben ser limpiados antes de su primer empleo. El
procedimiento de limpieza consiste en una extraccion con 150 mL de
diclorometano durante 8 horas, seguido de una extraccion con 150 mL de
hexano/acetona (1:1) durante 7 horas y una ultima extraccion con 150 mL de
diclorometano de 8 horas. Los cartuchos de celulosa una vez utilizados se
guardan en papel de aluminio para evitar la reabsorcion hasta su empleo.

2.2.2.2. Microondas.

Los recipientes de teflébn del sistema de extraccion por microondas
deben someterse a una etapa de lavado con acetona antes y después de cada

uso.

Antes de emplearse se afiaden 10 mL de acetona a cada recipiente de
teflébn con su agitador. Una vez cerrados se realiza el programa de limpieza:
potencia microondas 650 W, temperatura 110 °C, tiempo 10 minutos. Una vez
estan frios los recipientes de Tefldn, se eliminan los 10 mL acetona y se

aclaran con acetona limpia.

Después de realizar la extraccién de la muestra, los recipientes de Teflon
se dejaran sumergidos en agua con lejia durante 24 horas. A continuacién se
lavaran con agua y jabén.
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2.3. Preparacion de patrones y reactivos.

2.3.1. Patrones internos.

El patrén interno de 1-clorododecano se prepara por dilucion del
compuesto puro. Se pesan 0.025 g de 1-clorododecano puro y se diluyen con
100 mL de hexano. A partir de esta disolucién se prepara una disoluciéon de 10

mg-L" en hexano, que se utilizara como patrén interno para los alcanos.

Se emplea como patrén interno la disolucién de Fenantreno Do de
10 mg-L™ en ciclohexano para el analisis de PAHs.

El patrdn interno de acido palmitico deuterado se prepara a partir del
compuesto puro en estado sélido. Se pesan 0.0025 gramos del compuesto
puro y se diluye con 25 mL de diclorometano. A partir de esta disolucién se
prepara una disoluciéon de 10 mg-L" en diclorometano, que se utilizara como
patron interno de alcoholes y acidos.

2.3.2. Patrones primarios.

Se toman 50 L del patrén DRH-FTRPH-SET de 500 mg-L" y se diluye
con 1 mL de hexano obteniéndose un patrén de alcanos de 25 mg-L™".

Se cogen 100 pL del patrén PAH-Mix9 del 100 mg-L™ y se diluye con 900
uL de hexano, consiguiendo un patrén de 10 mg-L™.

El patron de alcoholes (C12-Cts, Cis, Czo, C22) de 100 mg-L”' en
diclorometano se prepara pesando 0.0025 gramos de cada alcohol y
diluyéndolo con 25 mL de diclorometano.

El patrén de 4cidos carboxilicos (Ci2-Cos) de 100 mg-L' en
diclorometano se elabora a partir de 0.0025 gramos de cada compuesto y
dilucién con 25 mL de diclorometano.

Patron de &acidos difuncionalizados (pinico, pinénico, norpinénico,
linoleico, oleico, palmitoleico, azeldico y levoglucosan) de 100 mg-L" en
diclorometano se prepara pesando 0.0025 gramos de cada compuesto vy

posteriormente diluyendo con 25 mL de diclorometano.
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2.3.3. Disoluciones de calibrado.

Se preparan disoluciones de 10 mg-L™ de alcoholes y acidos a partir de
los patrones primarios. Ademas se preparan disoluciones intermedias de 1
mg-L™" y 100 pg-L™" de cada uno de los patrones. A partir de estos patrones se
preparan por dilucién las disoluciones de calibrado (Tablas 1-4).

2.3.4. Disolventes organicos.

Se prepara una mezcla de diclorometano/acetona (3:1) para emplearla
como medio extractante. Ademas, son necesarios 10 mL por muestra de las
siguientes mezclas: hexano/diclorometano (4:1), hexano/acetato de etilo (4:1) y
acido férmico/metanol (5%).

2.3.5. Acondicionamiento de la silice.

2.3.5.1. Limpieza de la silice con disolventes organicos.

Se debe colocar la silice en un cartucho de celulosa (60 x 180 mm) y se
introduce en el recipiente de sifonado del sistema Soxhlet. Se anade
aproximadamente 1 L de diclorometano en el matraz de fondo redondo. Se
coloca el sistema Soxhlet, con el refrigerante conectado, sobre una manta
calefactora a 50 °C y realiza la extraccion Soxhlet durante 24 horas.

Una vez eliminado el diclorometano del cartucho de celulosa, la silice se
deposita sobre papel aluminio y se deja secar al aire dentro de una vitrina
durante 1 hora removiendo cada 15 minutos para favorecer el secado.

2.3.5.2. Activacion y desactivacion de la silice con agua.

Para la activacién de la silice se calienta ésta a 110 °C durante 24 horas.
La silice debe estar completamente libre de disolvente organico antes de
introducirla en la estufa. Una vez fria se procede a la desactivacion. Para ello
se pesa la silice y se afade un 5% de agua desionizada. Se debe agitar la

silice vigorosamente para homogeneizar la mezcla.
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2.4. Optimizacion del procedimiento.

El procedimiento de analisis de compuestos organicos presentes en las
fracciones PMiy y PM.5 ha sido publicado previamente [15]. Sin embargo, la
cantidad de material particulado recogida por los dispositivos de muestreo que
separan las fracciones PMios5 y PMasio es minima. Por ello, las
concentraciones de los compuestos organicos de interés en los extractos de
dichas fracciones, estan muy por debajo del limite de deteccién del
procedimiento anterior, por lo que se planteé la necesidad de modificarlo. El
proceso de optimizacion incluye una nueva etapa de extraccion, de

derivatizacién y un analisis cromatografico més selectivo.

2.4.1. Seleccion del procedimiento de extraccion.

La extraccion Soxhlet, utilizada en el procedimiento previo, tiene el
inconveniente de presentar unos blancos muy elevados. De hecho, las
concentraciones encontradas en los blancos eran superiores a las obtenidas al

analizar muestras de PMi.25 Yy PM25.10.

Por este motivo se decidié evaluar diferentes alternativas a la extraccion
Soxhlet, con el objetivo primordial de disminuir la sefial de los blancos. Como
alternativas disponibles se estudiaron las extracciones realizadas con
microondas y con ultrasonidos. Ambas técnicas son empleadas

satisfactoriamente en el analisis de compuestos organicos.
2.4.1.1. Extraccion Soxhlet.

En un estudio previo se evaluaron 5 mezclas de disolventes para la
extraccion de compuestos organicos a partir de materia particulada [15]. En
dicho estudio, se constatdé que la mezcla diclorometano/acetona (3:1)
presentaba los mejores resultados. En la tabla 5 se presentan las
recuperaciones obtenidas para las distintas familias de compuestos estudiadas

al utilizar la citada mezcla.

El procedimiento analitico seguido consisti6 en depositar los cartuchos
de celulosa en el sistema automético Soxhlet. Se emplean 150 mL de una
mezcla de diclorometano/acetona (3:1). La extraccidon se mantiene durante 8
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horas, calentando a nivel 6 (nivel maximo 12) lo que produce unos 10
ciclos/hora. Los extractos obtenidos son concentrados en rotavapor (40 °C y
556 mmHg) hasta los 1-2 mL y posteriormente hasta sequedad mediante el

empleo de una corriente de nitrégeno.

Se realizd un estudio de los blancos para la extraccién de alcanos,
PAHSs, alcoholes y acidos. Para ello se realizaron 4 réplicas de una extraccidén

sin muestra.
2.4.1.2. Extraccion por Ultrasonidos.

Para evaluar la técnica de ultrasonidos como método de extraccion se
realizaron dos tipos de ensayos. En primer estudiaron los blancos resultantes
de la extraccibn mediante ultrasonidos. En segundo lugar se evaluaron las
recuperaciones obtenidas al extraer muestras enriquecidas con los analitos de

interés.

Para evaluar las recuperaciones se realizaron cuatro réplicas de la
extraccion de una mezcla de alcanos, PAHs, alcoholes y acidos con
concentraciones comprendidas entre 0.25 y 10 mg-L™".

La extraccion mediante ultrasonidos consistié en anadir 20 mL de una
mezcla de diclorometano/acetona (3:1) a la muestra (filtro de fibra de cuarzo
enriguecido con los analitos de interés). Esta se introdujo en un bano de
ultrasonidos y permanecié 15 minutos. Los extractos liquidos se recogieron y
se repiti6 la extraccibn de 15 minutos con 15 mL de la mezcla
diclorometano/acetona (3:1). Se juntaron los extractos con los de la primera
extraccion y se realizé una ultima extraccion de 15 minutos con 10 mL de
diclorometano/acetona. Todos los extractos (45 mL aproximadamente) son
concentrados en un rotavapor (40 °C y 556 mmHg) hasta 1-2 mL y finalmente

con nitrégeno hasta sequedad.

Para estudiar los blancos se realizaron 6 réplicas de una extraccion sin

muestra.
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2.4.1.3. Extraccion mediante Microondas.

Para evaluar la extraccibn mediante microondas se realizé6 un estudio
similar. El estudio de recuperaciéon consistié en realizar cuatro réplicas de una

extraccion de una mezcla similar a la anterior.

La extraccién mediante microondas consistié en afadir 20 mL de una
mezcla de diclorometano/acetona (3:1) a la muestra y realizar la extraccién
durante 25 minutos a 120 °C y con una potencia de 1000 W. Los extractos
obtenidos fueron concentrados en rotavapor (40 °C y 556 mmHg) hasta los 1-2
mL y con una ligera corriente de nitrégeno hasta sequedad.

Para estudiar los blancos se realizaron 6 réplicas de una extraccion sin

muestra.

2.4.2. Procedimiento de fraccionamiento.

Se emplearon columnas cromatograficas de vidrio de 10 cm de longitud,
1 cm de diametro y reservorio de 20 mL. Para preparar las columnas se afiade
una pequena cantidad de lana de vidrio y se depositan 1.5 gramos de gel se
silice desactivada al 5 % con agua.

Una vez compactadas las columnas se introduce la muestra, disuelta en
aproximadamente 100 pyL de diclorometano, sobre cabeza de columna. A
continuacién se procede a afadir una serie de disolventes organicos de

polaridad creciente.

En primer lugar se afiade 3 mL de hexano. Este disolvente eluye los
compuestos mas apolares, principalmente hidrocarburos alifaticos. En segundo
lugar se introducen 10 mL de una mezcla de hexano/diclorometano (4:1) capaz
de eluir los hidrocarburos aromaticos policiclicos. A continuacién se hace pasar
una mezcla de hexano/acetato de etilo (4:1), apta para eluir los compuestos
alcohdlicos. Por ultimo, se afnade una disolucién de acido férmico en metanol al

5 %, consiguiéndose eluir los compuestos mas polares, los acidos carboxilicos.

Las cuatro fracciones recogidas fueron concentradas hasta sequedad

mediante una ligera corriente de nitrégeno.
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2.4.3. Optimizacion de la derivatizacion.

La derivatizacién de acidos y alcoholes se realizé con BSTFA. Partiendo
del método previamente desarrollado [16], se evalud un cambio en el disolvente
aprético empleado en la reaccién con el objetivo de mejorar la sefal analitica y
derivatizar un mayor nimero de compuestos. De este modo, se ha estudiado la
reaccion de derivatizaciéon con BSTFA empleando isooctano, diclorometano,

piridina y acetonitrilo como disolventes aproticos.

Se procedié a la adicion de 10 pL de patrén interno a las muestras, acido
palmitico deuterado, y se llevd a sequedad mediante la aplicacién de una
corriente de nitrdgeno. A los extractos completamente secos se les afadié
50 pL de BSTFA y 50 upL de disolvente aprético, piridina, isooctano o
diclorometano, con el fin de crear un medio de reaccién apolar que facilitara la
reaccion de derivatizacién. La mezcla de reaccion se agité durante 1 minuto y
se introdujo en un horno a 80 °C durante 1 hora. Una vez enfriada la mezcla, se
elimin6 el exceso de reactivo con una corriente de nitrégeno. Finalmente la
mezcla de reaccién se reconstituyé con 100 uL de isooctano y se procedi6 al

andlisis cromatografico.

2.4.4. Analisis cromatografico.

2.4.4.1. Analisis de las fracciones de hidrocarburos alifaticos (AHs) e
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS).

El andlisis de las fracciones de AH y PAH se efectué en un cromatégrafo
Agilent 6890 con detector de espectrometria de masas Agilent 5975B,
empleando una columna HP-5 MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym), trabajando a
flujo constante de 1 mL-min”' de He como gas portador. La inyeccién se realizé
en PTV trabajando en modo “splitless”, siendo el tiempo de la purga 1 minuto y
el flujo de la purga 40 mL-min’". El detector de espectrometria de masas trabaja
en modo de impacto electronico, siendo la energia de la fuente de iones 70 eV,
la temperatura de la fuente de iones 230 °C y la temperatura del cuadrupolo
150 °C.
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Para el analisis de los hidrocarburos alifaticos la muestra se llevd a
100 pL en hexano al que se le habia afadido 10 yL de 1-clorododecano como
patron interno. La inyeccion se realizaba en el PTV con el siguiente programa
de temperatura: temperatura inicial 60 °C durante 0.5 minutos, a continuacion
un calentamiento de 700 °C-min™ hasta los 350 °C que se mantuvieron durante
5 minutos. El volumen de muestra inyectado fue de 5 L (5 inyecciones de 1 pL
espaciadas 1 segundo). El programa de temperatura del horno: temperatura
inicial 50 °C, calentamiento de 100 °C-min™' hasta los 90 °C y mantener 5
minutos. Volver a calentar a 5 °C-min™' hasta los 200 °C y acto seguido calentar
a 10 2C'min™ hasta los 300 °C y mantener durante 23 minutos. El detector de
espectrometria de masas trabajando en modos SIM, monitorizando las m/z 57,
71,85y 95.

Para el analisis de los hidrocarburos aromaticos policiclicos la muestra
se llevdo a 100 yL en hexano empledndose como patrdén interno 10 uL de
fenantreno deuterado. La inyeccion se realiz6 en el PTV con el siguiente
programa de temperatura: temperatura inicial 90 °C durante 0.5 minutos, a
continuacién calentar hasta los 350 °C a una velocidad de 700 °C:min™ y
mantener por 5 minutos. El volumen de muestra inyectada fue de 10 pL (5
inyecciones de 2 pL cada segundo). El programa de temperatura del horno
cromatografico: temperatura inicial de 90 °C que se mantiene 5 minutos, para a
continuacién calentar a una velocidad de 5 °C-min” hasta los 300 °C y
mantener esta temperatura 13 minutos. El detector de espectrometria de
masas trabajando en modo SIM monitorizando las relaciones masa/carga 128,
152, 154, 166, 178, 188, 202, 219, 228, 252, 276 y 278.

2.4.4.2. Analisis de las fracciones de alcoholes y acidos derivatizados.

El andlisis de alcoholes y acidos se realizé en un GC/MS Fisons MD800,
empleando una columna HP-5 MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym) con flujo
constante de 1 mL-min™ de He como gas portador. La inyeccién se realizé en
modo “splitless” a una temperatura de 250 °C, con un tiempo de purga de 1
minuto. ElI volumen de muestra inyectado fue de 1 pL. El programa de
temperatura del horno cromatografico: temperatura inicial 90 °C, una rampa de

10 °C'min™ hasta 150 °C y a continuacién calentar hasta 290 °C a una
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velocidad de 5 °C'min™' y mantener 5 minutos. El detector de espectrometria de
masas trabajé en modo de impacto electrénico, siendo la energia de la fuente
de iones 70 eV, la temperatura de la fuente de iones 200 °C. El detector trabajo
en modo SIM monitorizando las relaciones masa/carga 103, 117, 157, 171,
204, 311, 317, 337, 339 y 344.

2.4.4.3. Cuantificacion.

La cuantificacién de los analitos se efectu6 mediante el método del
patrén interno. Para cada compuesto se representa la curva de respuesta del
detector, relativo al patron interno, frente a la masa de cada analito. La
respuesta del detector de espectrometria de masas fue lineal en el rango de
concentraciones estudiado. Los resultados de estas calibraciones y el control
de calidad estan reflejados en el procedimiento normalizado de trabajo [17]. A
partir de la recta de calibrado fue posible deducir la concentracién de un analito
en una muestra al interpolar la sefal analitica obtenida al inyectar una muestra

de concentracion desconocida.
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3. Resultados y discusion.

3.1. Estudio de blancos.

El analisis de la composicién organica de las fracciones PMi.25y PM25.10
requiere trabajar en niveles muy bajos de concentracion, de ahi que los blancos

deban cuidarse minuciosamente con objeto de minimizarlos.

Para estudiar los blancos obtenidos en la extraccion Soxhlet se
realizaron cuatro réplicas con filtros de fibra de cuarzo sin muestra. Para los
blancos obtenidos en las extracciones mediante la técnica de ultrasonidos y
microondas se realizaron 6 réplicas con filtros limpios. En las figuras 1-4 se
presentan las concentraciones obtenidas de los blancos de la extraccién
Soxhlet, microondas y ultrasonidos.

En relacién a los hidrocarburos alifaticos, los blancos obtenidos mediante
la extraccién Soxhlet son muy superiores a los medidos en las extracciones
mediante microondas y ultrasonidos. Para la extraccion mediante Soxhlet se
han cuantificado los alcanos comprendidos entre el GCi2-C4 coON
concentraciones individuales entre 2 — 6 mgL'. Por otro lado, las
concentraciones obtenidas en las extracciones con microondas y ultrasonidos
son inferiores a 1 mg-L™". Los blancos de ultrasonidos no han presentado sefal
para los alcanos de menos de 16 atomos de carbono, debido a que estos
compuestos se perdian durante la extraccion.

De acuerdo con los resultados obtenidos, las extracciones con
microondas y ultrasonidos son mas adecuadas para el analisis de los alcanos
presentes en la fraccién fina del aerosol, ya que los blancos obtenidos son muy
inferiores a los derivados de la extraccion Soxhlet. La extraccion con
microondas ha presentado blancos ligeramente inferiores a la extraccién con
ultrasonidos, ademas de ser mas reproducible, por lo que se vislumbra como

la alternativa mas adecuada para la extraccion de los alcanos.

Los blancos obtenidos en la extraccion Soxhlet han presentado también
unas concentraciones de PAHs mas altas que en el resto de técnicas. La
extraccion Soxhlet ha mostrado al fenantreno y naftaleno como los
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componentes mas abundantes, con valores de 6 mgL' y 4 mglL"
respectivamente. El resto de PAHs ha presentado valores inferiores a 2 mg-L™".
Para las extracciones mediante ultrasonidos y microondas, los resultados son
muy similares con concentraciones muy bajas para todos los PAHSs, inferiores a
0.1 mg-L™". Al igual que sucedi6 con la extraccién Soxhlet, los compuestos mas
abundantes son el fenantreno y el naftaleno. De acuerdo con estos resultados
las extracciones con ultrasonidos y microondas mejoran considerablemente los

blancos obtenidos mediante la extraccion Soxhlet.

Las tres técnicas de extraccién han presentado blancos analogos en la
determinacién de alcoholes. De las tres técnicas estudiadas, la extraccién con
microondas es la que ha presentado unos blancos mas limpios, con
concentraciones de alcoholes inferiores a 1 mg-L", muy parecidos a la
extraccion con ultrasonidos. La extraccion Soxhlet ha mostrado unas
concentraciones ligeramente superiores, con concentraciones que han

alcanzado los 2 y 3 mg-L" para el docosanol y hexadecanol, respectivamente.

Los blancos obtenidos para los acidos carboxilicos son los mas altos de
todos los componentes estudiados, debido a que éstos son los compuestos
organicos mas abundantes en el material particulado. Entre todos, el acido
palmitico y estearico son los dos mas abundantes con unas concentraciones en
torno a los 15 mg-L'. El resto de compuestos acidos han presentado
concentraciones inferiores a 4 mg-L™. De las tres técnicas evaluadas, Soxhlet y
ultrasonidos han presentado los blancos méas elevados. Esto se debe a que
estas dos técnicas realizan la extraccién en abierto, produciéndose un mayor
aporte de los acidos presentes en la atmosfera que genera unos blancos mas
elevados. En cambio, la extraccibn mediante microondas realiza la extraccion
en vasijas cerradas, impidiéndose el aporte de acidos durante la extraccién.
Esta caracteristica hace posible que los blancos obtenidos mediante esta
técnica de extraccion sean un 50 % mas limpios que el Soxhlet. La Unica
especie que no ha disminuido considerablemente su concentracion en los
blancos es el acido palmitico, que de hecho es el acido carboxilico mas
abundante en el material particulado.
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Segun estos resultados, la extraccion con microondas es la mejor
alternativa para realizar el estudio de la fraccion organica presente en el
material particulado, ya que ha reducido considerablemente la senal de los
blancos.

3.2. Estudio de recuperacion.

3.2.1. Extraccion mediante Soxhlet.

El estudio previo [15] constatd que las recuperaciones obtenidas para la
extraccion de los compuestos organicos mediante el Soxhlet eran superiores al
80 %. En la tabla 5 se muestran algunos de los compuestos organicos
estudiados.

3.2.2. Extraccion con ultrasonidos.

En la tabla 6 se presentan las recuperaciones obtenidas tras la
extraccion de filtros de fibra de cuarzo enriquecidos con dos disoluciones de
hidrocarburos alifaticos, de tal manera que la concentracion final fuese de 0.5 y

5 mg-L™", respectivamente.

Los valores de concentraciéon encontrados para el patrén de 0.5 mg-L
son aceptables para los alcanos de mas de 20 atomos de carbono, pero no asi
para los alcanos mas ligeros. Las dos réplicas han presentado recuperaciones
similares. Algunos compuestos han presentado recuperaciones superiores al
100 %, como es el caso de los alcanos de 31 y 33 atomos de carbono.
Ademas, los alcanos mas pesados han presentado unas recuperaciones muy
elevadas, debido a que estas concentraciones estan proximos a los limites de
cuantificacion y por lo tanto el error al cuantificar estos compuestos es mayor.
Para el caso de las recuperaciones obtenidas al extraer un patrén de 5 mg-L™
se ha observado que hay diferencias significativas entre las dos réplicas, lo que
sugiere que la extraccion con ultrasonidos es poco reproducible para los

alcanos.

Las recuperaciones obtenidas al extraer por ultrasonidos un filtro de fibra
de cuarzo al que se le ha afiadido un patrén de 2 mg-L™" de PAHs se presentan
en la tabla 7. Para todos los compuestos, las recuperaciones son aceptables,
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siendo menores para el naftaleno, debido a su mayor volatilidad. Para algunos
compuestos, los PAHs de 3 y 4 anillos arométicos, las recuperaciones son

superiores al 100 %.

Los resultados obtenidos al extraer patrones de alcoholes mediante
ultrasonidos estan recogidos en la tabla 8. Las recuperaciones para todos los
compuestos son buenas, superiores al 70 % excepto para el docosanol, que es
el mas volatil. Para los alcoholes mas pesados las recuperaciones obtenidas en
el patron de 0.5 mg-L™ son ligeramente menores. Esto se debe a que la sefal
analitica es menor para estos compuestos y hay mas incertidumbre en su

cuantificacion.

La tabla 9 recoge las recuperaciones obtenidas al extraer un patrén de
acidos de 0.5 y 5 mg-L" mediante ultrasonidos. Las recuperaciones son muy
elevadas para varios compuestos, acido palmitico y estearico principalmente.
Estas recuperaciones son aun més elevadas para el patrén de 0.5 mg-L". Esto
se debe a que los acidos son muy abundantes en el medio ambiente y al
realizarse la extraccion en un recipiente abierto se produce una contaminacion,

aumentando considerablemente la concentracion de estos compuestos.
3.2.3. Extraccion con microondas.

Las recuperaciones alcanzadas el extraer dos patrones de alcanos de 5
y 10 mg-L™" estan resumidas en la tabla 10. Se observa que las recuperaciones
son buenas para todos los alcanos, a excepcién de los alcanos mas pesados
que han presentado recuperaciones menores al extraer el patrbn menos
concentrado. Se observaron recuperaciones superiores al 100 % para algunos
alcanos, concretamente los alcanos comprendidos entre 15 y 20 atomos de

carbono.

Comparando con la extraccién con ultrasonidos, se puede afirmar que la
extraccion con microondas es mas efectiva. Principalmente se debe a que se
producen menos pérdidas de los alcanos de menor peso molecular, gracias a
que la extraccibn con microondas se realiza en un reactor cerrado,
minimizandose de ese modo las pérdidas de los analitos mas volatiles.

Ademas, las recuperaciones de los alcanos mas pesados son superiores a las
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obtenidas por ultrasonidos, siendo para el resto de alcanos similares. Por otro
lado, la extraccion de los alcanos mediante microondas ha sido mas

reproducible que empleando ultrasonidos.

Se ha realizado una extraccion por microondas de dos patrones de PAHs
de 0.25 y 1 mg-L". Las recuperaciones obtenidas estan recogidas en la
tabla 11. Se observa que las recuperaciones obtenidas para los dos patrones
son aceptables, normalmente superiores al 100%. Se ha comprobado que
existen menos pérdidas de naftaleno que en la extraccion mediante
ultrasonidos, gracias al empleo de reactores cerrados. Ademas, se ha
observado una menor contaminacion en la extraccibn con microondas en

relacién con los ultrasonidos.

Los resultados al extraer los patrones de alcoholes de 1 y 5 mg-L™
mediante microondas estan resumidos en la tabla 12. Las recuperaciones son
ligeramente inferiores a las obtenidas mediante los ultrasonidos, a excepcidn
del docosanol. Estas mayores recuperaciones de los ultrasonidos pueden ser
debidas a que se produce una mayor contaminacién al trabajar en abierto. En
cambio al realizar la extraccion en cerrado, no se produce este aporte exterior y
las recuperaciones medidas son ligeramente inferiores, aunque superiores al
80 %.

Los resultados obtenidos al extraer unos patrones de acidos carboxilicos
de 1y 3 mg-L" estan recogidos en la tabla 13. Las recuperaciones obtenidas
son buenas para todos los compuestos, siendo superiores al 100 % para
algunos compuestos. El acido palmitico y estearico, son las acidos que
presentan mayores recuperaciones debido a que éstos son muy abundantes y
se ha producido un aporte extra durante la extraccién. Sin embargo, la
contaminacién percibida es mucho menor que las observadas en la extraccion
con ultrasonidos, gracias en gran medida al realizar la extraccion en reactores

cerrados que aislan mas la muestra.
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3.3. Andlisis de marcadores de incendios forestales.

3.3.1. Analisis del levoglucosan.

El levoglucosan es un compuesto alcohodlico presente en el material
particulado que se emplea como marcador de la quema de biomasa, ya que se
genera en la pirolisis de la celulosa. En el procedimiento previo de analisis de la
fraccidn organica [15], no se contemplaba el andlisis de este compuesto.

El levoglucosan es un derivado de la glucopiranosa con la siguiente
estructura.

HO" HO OH

El analisis del levoglucosan mediante GC/MS y columnas apolares es
viable de acuerdo a la bibliografia [18]. El levoglucosan presenta un espectro
de masas donde el pico base es m/z 60, y como iones principales estan las
relaciones masa/carga 57, 73, 98 y 144. Lamentablemente la sefal analitica de
este compuesto es muy baja por lo que es necesario recurrir a métodos de

derivatizacion.

El levoglucosan tiene tres grupos alcohdlicos susceptibles a ser
derivatizados por el BSTFA. El espectro de masas del trimetilsilil derivado del
levoglucosan se muestra en la figura 5. Este espectro se caracteriza por tener
como pico base m/z 204 y el ion molecular pequeno m/z 378. Ademas el
espectro de masas presenta los fragmentos m/z 363 (pérdida de CHj3), m/z 333
(pérdida de CHsSi), m/z 217 (pérdida de CgH170Siz) y m/z 204 (pérdida de
C7H150Siy).

En la practica, la derivatizacion de este compuesto no es sencilla ya que
en funcién de las condiciones de reaccion pueden generarse el mono-derivado,

el di-derivado y el tri-derivado.
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Con objeto de obtener el trimetilsilii derivado del levoglucosan, se
procedid a la optimizacion de la reaccion de derivatizacion. Para ello se prepar6
un patrén de levoglucosan de 50 mg-L™" en diclorometano y otro en metanol.
Estos dos patrones se derivatizaron con BSTFA siguiendo el siguiente

procedimiento:
(a) Llevar a sequedad la muestra con nitrégeno.
(b) Anadir 50 uL de BSTFA y 50 uL de isooctano.
(c) Mantener 1 hora a 80 °C.
(d) Eliminar el exceso de reactivo con nitrégeno.
(e) Inyectar en el cromatdgrafo.

Al inyectar estos dos patrones se observé que la senal analitica obtenida
es muy pequefa. En un principio se atribuyd a un problema en la inyeccion por
lo que se modificaron las condiciones de inyeccidon, pero los resultados no
mejoraron. Segun Fabbri y col. [11], la reaccibn de derivatizacién del

levoglucosan con BSTFA es problematica debido al impedimento estérico.

Se realizd la derivatizacion del levoglucosan empleando acetonitrilo
como medio apolar, ya que este disolvente mejora las condiciones de reaccion.

El procedimiento seguido fue:
(a) 200 pL de levoglucosan 25 mg-L™" en acetonitrilo.
(b) Ahadir 50 uL de BSTFA.
(c) Mantener 2 horas a 60 °C.
(d) Eliminar el exceso de reactivo con nitrégeno.
(e) Inyectar en el cromatdgrafo.

El resultado de esta derivatizacion fue la identificacién del tri-TMS
derivado del levoglucosan, que presenté una sefal analitica 50 veces mas

elevada que en los ensayos anteriores. También se form6 el compuesto di-
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TMS derivado del levoglucosan, con una sefial analitica superior al tri-TMS

derivado. La reaccidén quimica que se produce es la siguiente:

Q Q (0]
o—ﬁo + BSTFA soﬁoms +TMSO—ﬁonMS
H HO H ™ HO

TMSO

Con objeto de obtener Unicamente el compuesto trimetilsilil derivado, se
variaron las condiciones de reaccién: temperatura, tiempo y volumen de

BSTFA. En la tabla 14 se resumen los resultados obtenidos.

Al anadir mas volumen de BSTFA se evitd la formacion del di-TMS
derivado y unicamente se formd el tri-TMS derivado. El aumento de la
temperatura de reaccién de 60 °C a 80 °C aumenté ligeramente el area del pico
cromatografico. El incremento en el tiempo de reaccién gener6 un aumento
considerable de la sefal analitica, pero tuvo el inconveniente de formar picos
dobles, lo que dificulta la cuantificacion. De acuerdo con estos resultados, se
seleccionaron como condiciones Optimas para derivatizar el levoglucosan el

empleo de 100 pL de BSTFA, manteniendo la reaccion durante 1 hora a 80 °C.

El procedimiento analitico para analizar la fraccién organica del aerosol
atmosférico implica una etapa de fraccionamiento. El levoglucosan es un
compuesto polar por lo que se esperaba recogerlo en la tercera o cuarta
fraccion. Se prepard una columna de gel de silice y se depositaron 100 uL de
levoglucosan de 50 mg-L" en cabeza de columna y se hicieron pasar los 4
eluyentes. El levoglucosan fue recogido integramente en la cuarta fraccion, con

una recuperacion del 87 %.

Se observd que la reaccion de derivatizacién a partir de la cuarta

fraccion, mezcla de acido formico en metanol, presentaba varias dificultades.

Por un lado, se formaban el di-TMS levoglucosan y el tri-TMS
levoglucosan, ademas de originarse picos dobles.

También se constaté que la reaccién era poco reproducible y requeria

eliminar completamente el acido férmico y el metanol para evitar interferencias
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con el BSTFA y el acetonitrilo. Los resultados de las cuatro réplicas realizadas
estan recogidos en la tabla 15.

Con el objetivo de mejorar la reproducibilidad de la derivatizacién a partir
de la cuarta fraccion, se afadio piridina a la mezcla de reaccién, ya que es un
disolvente polar que acelera la reaccién y ademas puede actuar como aceptor
de protones. La mezcla de BSTFA con acetonitrilo y piridina ha sido empleada

por otros autores [11, 19].

Se realizaron cuatro réplicas de la derivatizacion en presencia de
piridina. Las condiciones de reaccién y los resultados obtenidos estan
resumidos en la tabla 16. Se observd que al emplear piridina, no se formaban
los di-TMS derivados, y ademas la sefial analitica era mayor.

El volumen de piridina empleado influye considerablemente en la senal
analitica. Asi, el empleo de 50 pL de piridina en lugar de los 20 yL aumenta el
area del pico cromatografico casi un 30 %. Sin embargo, el empleo de
acetonitrilo no influye en la sefial analitica, pero si mejora la reproducibilidad de
la reaccién. De acuerdo con estos resultados, se fijaron las condiciones

Optimas para derivatizar el levoglucosan presente en el aerosol atmosférico:
(a) Anadir 100 pL de BSTFA + 50 uL piridina + 100 uL acetonitrilo.
(b) Mantener a 80 °C durante 1 hora.
(c) Eliminar exceso de reactivo con nitrdgeno.
(d) Disolver en isooctano.
3.3.2. Analisis de reteno.

El reteno es un hidrocarburo aromatico policiclico presente en la fraccion
organica del aerosol atmosférico. Su presencia esta asociada a la quema de
biomasa, por lo que es muy empleado como marcador de los incendios
forestales. La estructura quimica de este compuesto es:
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Este compuesto ha sido cuantificado con facilidad mediante GC/MS
empleando columnas apolares [20]. Su espectro de masas se caracteriza por
un pico base m/z 219, que se corresponde a la pérdida de metilo, y un i6n

molecular m/z 234 de gran intensidad.

El reteno es un hidrocarburo poliaromatico, por lo que se debe recoger

en la segunda fraccion de la etapa de fraccionamiento empleada.

Con objeto de confirmar su elucion y evaluar su recuperacion, se
prepararon 4 columnas de gel de silice a las que se les anadieron 100 pL de
reteno de 50 mg-L" en cabeza de columna y se hicieron pasar los 4 eluyentes.
El reteno fue recogido integramente en la segunda fraccién, con
recuperaciones proximas al 90 %. Los resultados obtenidos estan recogidos en
la tabla 17.

3.4. Inconvenientes del analisis de compuestos polares.

El analisis de acidos carboxilicos ha revelado un problema que no se
habia detectado anteriormente. Se ha observado que la inyeccién consecutiva
de acidos carboxilicos disminuye el nimero de especies identificadas. Con una
columna apolar nueva es posible cuantificar acidos carboxilicos de 30 atomos
de carbono. Sin embargo, después de algunas inyecciones no es posible
identificar acidos carboxilicos de mas de 18 atomos de carbono.

La figura 6 presenta dos cromatogramas empleando las mismas
condiciones cromatogréficas. El cromatograma superior se corresponde con la
inyeccién de un patron de acidos carboxilicos en una columna nueva, mientras
que el inferior representa el mismo patrdén de acidos carboxilicos después de
haber realizado 15 inyecciones.

28



Se ha producido una pérdida sustancial de la capacidad analitica para
identificar acidos carboxilicos. Este problema también se ha manifestado en
otras especies polares como los alcoholes, mientras que no se ha observado
para especies alifaticas como alcanos y PAHs. La pérdida de eficacia se debe
a que se ha producido una degradacion en la columna cromatografica. La
creacién de puntos activos a lo largo de la columna impide progresar los
compuestos polares mas pesados a través del sistema cromatogréfico, y por
consiguiente no llegan al detector.

La fase estacionaria empleada, (5%-fenil)-dimetilpolisiloxano, puede ser
dafnada por la inyecciéon de acidos inorganicos y bases. Se sospecha que la
degradacion de la fase estacionaria pueda ser debida a la presencia de un
compuesto acido en la mezcla de reaccion. En la metodologia analitica se
emplea un 5 % de &acido férmico diluido en metanol para eluir los &cidos
carboxilicos. De este modo, si la eliminacion de este compuesto mediante
corriente de nitrégeno no ha sido completa, pueden quedar restos de acido
férmico en la mezcla de reaccién y ser el causante de la degradacién de la fase

estacionaria.

De este modo parece necesario eliminar el 4cido férmico de la mezcla de
reaccion antes de realizar la derivatizacion. El acido férmico es el acido
carboxilico de mas bajo peso molecular y presenta la particularidad de ser el
unico con poder reductor, gracias al doble enlace carbono oxigeno que
presenta, por lo que puede ser oxidado facilmente a CO, y H,O. Una alternativa
para eliminar el exceso de acido férmico es realizar la concentracion de la

cuarta fraccién con una corriente de aire, para favorecer la siguiente reaccion:

O
1 Oxigeno
H—C—OH = CO> + H0O

Segun esta reaccién se produciria la completa eliminacién del &cido
férmico, quedando unicamente los compuestos acidos. A partir de entonces se
podria derivatizar la mezcla de reaccion sin la presencia del acido férmico. Este

proceso de eliminacién de la mezcla de reaccion esta actualmente en estudio.
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4. Conclusiones.

Se ha procedido a desarrollar una metodologia analitica para el analisis
de los compuestos organicos presentes en las fracciones PMy..5 y PMa.5.1¢ del
aerosol atmosférico. El desarrollo analitico ha incluido una optimizacién de la
etapa de extraccién, en la cual se han evaluado 3 métodos diferentes: Soxhlet,
ultrasonidos y microondas.

La elecciéon del procedimiento de extraccién se ha basado en dos
parametros: la recuperacion obtenida para los analitos de interés y la limpieza
de los blancos. Las extracciones mediante ultrasonidos y microondas
presentaron recuperaciones similares al Soxhlet, siendo los blancos de la
extraccion con microondas mucho mas bajos que los obtenidos mediante la
extraccion Soxhlet y con ultrasonidos. Asi pues, de acuerdo con las dos
premisas establecidas, la extraccibn mediante el empleo de radiacion de
microondas se postula como la alternativa mas eficaz para el andlisis de la

composicion organica en la fraccién fina del aerosol atmosférico.

Con el empleo de la radiacion de microondas se consiguié disminuir la
sefial de los blancos considerablemente. Unicamente la presencia de acido

palmitico es resenable y debe ser tenida en cuenta en la cuantificacién.

Se ha puesto de manifiesto la necesidad de utilizar procedimientos de
limpieza muy exhaustivos que eviten la contaminacién, ya que el rango de

concentraciones en el que se trabaja es muy bajo.

Por otro lado se ha procedido a optimizar la etapa de derivatizacién con
el objetivo de aumentar el nUmero de especies analizadas. Esta nueva etapa
de derivatizacion emplea una mezcla de acetonitrilo y piridina como medio
apolar, ya que favorece la reaccién de derivatizacion con BSTFA, lo que
permite identificar compuestos que antes no eran derivatizados, como es el
caso del levoglucosan.

Asi pues, el andlisis de levoglucosan y reteno, dos marcadores tipicos de
la quema de biomasa, proporciona informacién extra sobre el origen del

material particulado.
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Se ha comprobado que el analisis de la fraccion organica del aerosol
atmosférico, concretamente el andlisis de los acidos carboxilicos, produce una
degradacion de la columna cromatografica, que impide la cuantificacién de los
acidos de mayor peso molecular. Esta degradacion en la columna se ha
relacionado con la presencia de puntos activos en la fase estacionaria,
posiblemente creados por el acido férmico, que retienen permanentemente los
acidos mas pesados impidiendo que alcancen el detector. Se ha establecido
que la degradacion de la columna empieza a producirse después de haber
inyectado 10-20 muestras de acidos carboxilicos.

Actualmente se estan realizando estudios para evitar la degradacién de

la columna cromatogréfica y se alargue la vida util de ésta.
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6. Anexos.

Tabla 1: Disoluciones de calibracion de alcanos.

» Volumen
Concentracion
(mg-L")
Patron alcanos 1- Hexano Total
clorododecano
5 20 pL patrén 25 mg-L™ 10 uL 70 L 100 pL
25 10 pL patrén 25 mg-L" 10 uL 80 uL 100 pL
1 4 L patrén 25 mg-L™ 10 L 86 L 100 pL
0.5 50 pL patrén 1 mg-L'1 10 uL 40 L 100 uL
0.25 25 pL patrén 1 mg-L'1 10 uL 65 pL 100 yL
0.1 10 yL patrén 1 mg-L'1 10 uL 80 uL 100 uL
0.05 50 L patrén 100 pg-L™ 10 L 40 uL 100 pL
0.025 25 pL patrén 100 pg-L™ 10 uL 65 uL 100 pL
Tabla 2: Disoluciones de calibraciéon de PAHs.
» Volumen
Concentra:cmn
(hg L) : Fenantreno D10
Patron PAHss enantreno | Hexano  Total
(10 mg-L™)
2000 20 pL patrén 10 mg-L™ 10 uL 70 uL 100 pL
1000 10 uL patrén 10 mg-L™ 10 uL 80 uL 100 pL
500 50 pL patrén 1 mg-L'1 10 uL 40 L 100 uL
250 25 pL patrén 1 mg-L'1 10 uL 65 uL 100 pL
100 10 yL patrén 1 mg-L'1 10 uL 80 uL 100 uL
50 50 L patrén 100 pg-L™ 10 L 40 uL 100 pL
25 25 pL patrén 100 pg-L™ 10 uL 65 uL 100 pL
10 10 pL patrén 100 ug-L™ 10 pL 80 uL 100 pL

37



Tabla 3: Disoluciones de calibracion de alcohols.

.. Volumen
Concentracion
ma-L™" : ,oe
(mg-L) Patron alcoholes Palmitico Ds,
(10 mg-L™)
25 250 uL patrén 100 mg-L™ 10 uL
15 150 uL patrén 100 mg-L™ 10 uL
10 100 pL patrén 10 mg-L'1 10 uL
75 75 uL patrén 10 mg-L™ 10 L
5 50 pL patrén 10 mg-L™ 10 L
2.5 25 pL patrén 10 mg-L™ 10 yL
1 100 pL patrén 1 mg-L™ 10 L
0.5 50 pL patrén 1 mg-L'1 10 uL
Tabla 4: Disoluciones de calibracion de acidos.
‘s Volumen
Concentracion
m .L'1 L. G
(mg-£) Patrén acidos Palmitico Da,
(100 mg-L™)
25 250 pL patrén 100 mg-L™ 50 pL
15 150 pL patrén 100 mg-L™ 50 pL
10 100 pL patron 10 mg-L™” 50 pL
7.5 75 uL patrén 10 mg-L™ 50 pL
5 50 pL patrén 10 mg-L™ 50 pL
25 25 pL patrén 10 mg-L™ 50 pL
1 100 pL patrén 1 mg-L'1 50 yL
0.5 50 pL patrén 1 mg-L™ 50 pL
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Tabla 5: Recuperaciones de la extraccicon Soxhlet con la mezcla
diclorometano/acetona (3:1).

Compuesto % Recuperacion Compuesto % Recuperacion
Alcano Cqg 121 Alcohol Cys 93
Alcano Cqg 137 Alcohol Cyg 90
Alcano Cyq 108 Alcohol Cyg 88
Alcano Cy;4 108 Alcohol Cy 86
Alcano Cyp 96 Alcohol Cy, 84
Alcano Cog 89 Acido Cy, 96
Alcano Cy, 98 Acido Cy5 91
Alcano Cos 92 Acido Cy, 97
Alcano Cog 89 Acido Cys 92
Alcano Co; 88 Acido Cq 117
Alcano Cog 86 Acido C4- 91
Alcano Cag 77 Acido Cys 101
Alcano Cs 69 Acido Cyg 88
Alcohol Cy, 89 Acido Cq 85
Alcohol Cyg 86 Acido Cy 86
Alcohol Cy4 90 Acido Cy, 75
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Tabla 6: Recuperacion de alcanos extraidos por ultrasonidos.

0,5 mg-L" 5mg-L"
Alcano
(A) (B) % Recuperado (C) (D) % Recuperado
Cis 0,0 0,0 2 1,9 1,0 30
Cis 0,4 0,4 84 1,7 1,5 32
Cy7 0,3 0,3 54 1,6 2,8 44
Cis 0,3 0,2 53 2,0 4,3 63
Cio 0,4 0,2 60 2,4 6,1 85
Cao 0,4 0,3 71 2,4 7,5 99
Ca 0,5 0,4 94 2,7 8,6 113
Co 0,5 0,3 84 2,9 9,7 126
Cas 0,5 0,3 78 2,8 9,9 127
Cos 0,6 0,4 97 2,9 10,4 133
Cos 0,6 0,4 95 3,1 10,6 137
Cas 0,5 0,3 80 3,0 10,6 136
Cy 0,5 0,3 82 3,3 10,9 141
Cos 0,5 0,3 78 3,3 10,5 137
Cao 0,5 0,3 79 2,9 8,8 116
Cao 0,4 0,3 68 3,4 9,8 132
Caq 0,7 0,3 102 2,6 6,4 90
Cap 0,5 0,3 84 2,2 5,0 73
Cas 0,7 0,3 102 1,6 3,2 47
Cas 0,5 0,3 85 1,5 2,5 40
Css 0,6 0,3 85 1,2 1,5 27
Css 0,4 0,3 73 1,3 0,0 13
Ca 0,4 0,3 79 1,0 0,8 18
Cas 0,6 0,5 113 1,3 0,0 13
Cao 0,7 0,7 135 1,2 0,6 18
Cuo 0,9 0,9 175 1,6 0,7 23
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Tabla 7: Recuperacion de PAHs extraidos por ultrasonidos.

2mg-L"
PAHs
(A) (B) % Recuperado

Np 0,9 0,5 34
Acy 1,8 1,7 89
Ace 1,7 1,6 82
F 2,8 3,0 144
Ph 2,8 3,1 149
An 2,1 2,3 112
Fl 2,8 3,5 156
Py 2,6 3,3 148
BaA 3,3 4.4 191
Cri 2,4 3,2 139
BbF 2,2 3,3 137
BkF 1,7 2,5 104
BaP 1,4 2,0 85
InPy 1,0 1,4 60
DBA 1,5 1,8 83
BghiPe 1,1 1,3 60
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Tabla 8: Recuperacion de alcohols extraidos por ultrasonidos.

0,5 mg-L" 5mg-L"
Alcohol
(A) (B) % Recuperado (C) (D) % Recuperado
Ciz 0,2 0,4 61 3,3 1,9 52
Cis 0,5 0,6 116 3,9 2,8 67
Ciq 0,5 0,6 115 4,6 4,0 86
Cis 0,3 0,5 79 5,0 4,6 96
Cis 0,4 0,7 118 5,4 5,0 104
Cis 0,4 0,7 111 5,6 5,9 115
Cao - 0,3 61 5,4 5,8 111
Co 0,3 0,5 81 5,0 5,4 104
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Tabla 9: Recuperacion de acidos extraidos por ultrasonidos.

0,5 mg-L" 5mg-L"
Acido
(A) (B) % Recuperado (C) (D) % Recuperado

Cio 2,6 529 10,0 4,4 144
Ci1 1,6 321 7,2 5,5 127
Ciz 2,4 3,1 550 7,1 8,2 152
Cis 0,5 0,8 127 4,5 5,4 99
Cis 2,8 4,2 703 9,0 10,0 190
Cis 1,8 2,2 400 5,6 6,7 123
Cis 14,0 19,2 3318 31,5 21,5 531
Cy7 0,5 1,2 171 4,0 4,9 89
Cis 6,2 19,6 2584 24,8 14,7 395
Cio 0,5 95 2,8 3,6 63
Cao 1,0 201 3,1 4,0 71

Ca 0,4 71 2,7 3,4 60

Co 0,9 184 4,2 5,5 97
Cos 0,0 10 5,5 6,6 121
Cos 2,1 419 16,1 20,9 370
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Tabla 10: Recuperacién de alcanos extraidos por microondas.

10 mg-L™ 5mg.L"
Alcano
(A) (B) % Recuperado (C) (D) % Recuperado

Ci1 5,8 0,1 29 0,0 0,0 0

Ciz 9,4 2,2 58 4,2 5,7 99
Cis 11,1 2,8 69 4,8 5,2 100
Ciq 13,9 7,0 105 4,6 5,7 103
Cis 15,5 12,2 138 8,1 10,7 188
Cis 16,6 16,0 163 5,8 6,4 121
Cy7 16,9 17,2 170 4,1 51 92
Cis 17,2 18,0 176 4,4 5,5 99
Cio 15,9 16,5 162 4,3 5,4 96
Cao 13,4 13,6 135 4,2 4,9 92
Co; 7,4 7,9 77 4,9 6,0 109
Co 8,1 8,4 83 4,3 4,9 92
Cas 8,5 8,9 87 5,6 7,7 133
Cos 8,7 9,2 89 4,3 5,1 95
Cos 8,2 8,8 85 4,8 5,5 103
Cas 7,8 8,4 81 4,0 4,3 83
Cy 7,7 8,4 81 3,7 6,4 101
Cas 7.8 8,6 82 3,9 4,0 79
Cao 8,5 9,3 89 3,8 4,9 87
Cao 9,1 9,9 95 3,9 4,4 83
Caq 9,6 10,4 100 3,9 5,7 96
Cap 10,0 10,6 103 3,7 42 78
Cas 10,5 11,0 107 3,4 3,9 73
Cas 11,1 11,2 112 3,3 3,7 70
Css 10,9 10,8 108 2,7 3,0 57
Css 12,5 12,6 125 2,1 2,4 45
Ca 11,1 11,0 110 1,6 1,8 34
Cas 11,7 11,7 117 1,8 1,7 35
Cao 11,0 10,8 109 1,6 1,8 34
Cuo 11,0 11,1 111 1,8 2,0 38
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Tabla 11: Recuperacion de PAHs extraidos por microondas.

0,25 mg-L" 1 mg.L"
PAHs
(A) (B) % Recuperado (C) (D) % Recuperado

Np 0,2 0,1 63 0,8 1,0 92
Acy 0,3 0,3 122 1,0 0,9 97
Ace 0,2 0,2 92 1,1 0,7 86
F 0,4 0,4 160 1,6 0,8 121
Ph 0,4 0,4 155 1,4 1,3 135
An 0,2 0,1 58 0,6 0,8 67
Fl 0,3 0,3 113 1,2 1,4 130
Py 0,2 0,2 67 0,9 1,4 116
BaA 0,5 0,4 169 1,0 0,9 98
Cri 0,2 0,2 82 1,1 1,6 137
BbF 0,2 0,2 84 1,0 1,2 110
BkF 0,2 0,2 75 0,9 1,6 125
BaP 0,3 0,2 94 0,5 0,7 63
InPy 0,3 0,3 124 0,8 1,0 92
DBA 0,3 0,3 135 0,9 0,9 90
BghiPe 0,1 0,1 48 0,6 0,9 75
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Tabla 12: Recuperacion de alcoholes extraidos por microondas.

1 mg.L" 5mg.L"
Alcohol
Conc.1 Conc.2 % Recuperado Conc.3 Conc.4 % Recuperado
Ciz 0,9 2,0 142 9,0 5,5 144
Cis 0,7 1,1 91 6,7 4,2 109
Ciq 0,7 1,1 90 6,4 3,7 101
Cis 0,3 0,7 50 5,0 3,2 82
Cis 0,8 1,3 104 6,0 3,3 93
Cig 0,7 0,8 73 5,1 3,1 82
Cao 0,1 0,4 22 4,8 3,0 78
Cao 0,5 0,7 57 4,9 2,9 78
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Tabla 13: Recuperacién de acidos extraidos por microondas.

1 mg.L" 3mg-L"
Acido
(A) (B) % Recuperado (C) (D) % Recuperado
Cio 0,6 0,4 51 3,3 6,9 170
Ciy 0,6 0,4 52 2,5 3,2 95
Ci2 1,6 0,7 117 2,3 3,2 91
Cis 1,3 0,7 99 2,1 3,4 92
Ci4 3,2 1,5 232 2,8 4,0 114
Cis 2,3 1,1 170 2,3 3,5 97
Cis 11,7 4,1 790 10,1 3,7 231
Cy7 2,1 1,1 163 2,3 3,2 91
Cis 6,6 2,6 460 5,5 2,0 125
Cio 1,2 0,7 99 3,3 3,5 113
Cao 1,3 0,6 94 3,7 3,5 120
Cat 0,9 0,5 70 2,7 5,0 128
Coo 1,3 0,5 90 3,2 4,4 127
Cos 1,1 0,5 78 2,6 4,1 112
Cos 1,6 0,6 109 3,0 6,4 156

Tabla 14: Resultados de los ensayos de derivatizacion del levoglucosan.

Tri-TMS levoglucosan Di-TMS levoglucosan

Condiciones de reaccion

tr (min) Area tr (min) Area
100 uL BSTFA, 80 °C, 1 hora 13.306 91.86 - -
100 uL BSTFA, 80 °C, 2 hora 13.311 148.78 - -
50 yL BSTFA, 80 °C, 1 hora 13.310 161.95 11.773 21.94
50 uL BSTFA, 80 °C, 2 hora 13.311 169.84 11.771 2.316
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Tabla 15: Ensayo de derivatizacion de cuatro patrones de levoglucosan pasado
por columna.

Patron tri-TMS di-TMS
Tr (min) Area tr (min) Area Rec (%)  tr (min) Area
13.302 52.15 70 11.771 14.83
13.302 63.84 83 11.769 4.63
13.301 63.01
13.300 49.98 62 - -
13.301 63.01 133 - -

Tabla 16: Ensayos de derivatizacion del levoglucosan empleando piridina.

Condiciones de reaccion

100 pL Lev (AcN) + 20 pL Piridina
100 L Lev (AcN) + 50 L Piridina
100 uL Lev (seco) + 20 L Piridina

100 pL Lev (seco) + 50 pL Piridina

Tri-TMS Di-TMS
tr (min) Area tr (min) Area
13.312 93.26 - -
13.312 111.41 - -
13.309 78.55 - -
13.312 108.25 - -

Tabla 17: Recuperacion del reteno pasado por columna.

Patron 1 2 Fraccion 22 Fraccion
Tr (min) Area tr (min) Area tr (min) Area Rec (%)
- - 32.843 3.68 91
- - 32.844 3.18 78
32.842 4.05
- - 32.838 3.91 96
- - 32.842 3.47 86
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Concentracion (mg-L™)

Blancos Hidrocarburos alifaticos
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O Soxhlet B Microondas B Ultrasonidos

Figura 1: Blancos de la extraccion de hidrocarburos alifaticos.
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Concentracion (mg-L™)

Blancos Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
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Nap Ace Acy Fi Ph An F Py BaA Cri BbF BkF BaP  InPy DBA BghiPe
E Soxhlet B Microondas B Ultrasonidos

Figura 2: Blancos de la extraccion de hidrocarburos aromaticos policiclicos.
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Concentracion (mg-L™")
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Figura 3: Blancos de la extraccion de alcoholes.
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Concentracion (mg-L™)
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Blancos Acidos carboxilicos
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Figura 4: Blancos de la extraccion de acidos carboxilicos.

52




bundance] i)
20000004

18000004

18000004

17000004

16000004

15000004

14000004

1300000

12000004

1100000

204

10000004

900000+

27

8000004

7000004

EO0000+

5000004

4000004

147
3000004

128

2000004 191
103

333

243

&1 ‘ ‘
5|1|||\=| |I HI‘ |.8? il .'|‘|". \!|| : ol T T

100000 ¥ 17
161 ‘ ‘
177 260 317 |
n 34 1 ||I L] 1B|I|9 Lt » . 2:|31 .'|” —d ??3 23 IBU.SI I | 34|9 k3 378 |405I
f2ers 50 100 150 200 250 00 50 400

Figura 5: Espectro de masas del trimetilsilil derivado del levoglucosan.
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Figura 6: Cromatogramas de un patrén de acidos inyectado en una columna antes y después de degradarse.
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