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Presentacion y Objetivos

El interés que en los dltimos afios ha alcanzado el estudio de la
fraccion organica del aerosol atmosférico se debe a los efectos que tiene
sobre la salud humana, algunos de sus componentes son cancerigenos y
mutageénicos, y al papel que desempefia en el cambio climéatico. El estudio
de sus fuentes y composicion quimica es fundamental para desarrollar los
trabajos sobre la formaciéon del aerosol organico secundario, uno de los
temas prioritarios de investigacién en quimica atmosférica propuestos

por la Union Europea.

Esta investigacion tiene como objetivo desarrollar un
procedimiento analitico para la determinacion y cuantificacion de
diferentes compuestos organicos presentes en el material particulado del
aerosol atmosférico. Este procedimiento abarcara todas las etapas del

proceso analitico. Para ello se han desarrollado las siguientes etapas:
Procedimiento de extraccion.
Etapa de fraccionamiento.
Estudio de reactivos de derivatizacion.

Optimizacién del analisis mediante técnicas

cromatogréficas.

Como aplicacion del procedimiento analitico se han estudiado
varias muestras de material particulado, en dos fracciones

granulomeétricas diferentes, PM2 5y PMyo.

Este trabajo se incluye en las lineas de investigacion que el Centro
de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnoldgicas
(CIEMAT) esté desarrollando en los ultimos afios, concretamente dentro
de la Unidad de Cromatografia de la Division de Quimica. El estudio

forma parte de un proyecto de investigacion del Ministerio de Educacion
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Presentacion y Objetivos

y Ciencia perteneciente al Plan Nacional de 1+D de 2003 (REN2003-
08604-C04) cuyo objetivo es la caracterizacion del aerosol atmosférico
en una zona rural del centro peninsular. Asimismo, éste es parte de un
proyecto coordinado en el ambito nacional con otros organismos de La
Corufia, Pais Vasco y Navarra, que tienen como objetivo la caracterizacion
guimica y el origen de la materia particulada atmosférica en entornos
rurales, urbanos e industriales en diferentes areas geograficas de

Espana.
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Introduccion

2.1. GENERALIDADES DE LOS AEROSOLES ATMOSFERICOS

2.1.1. Contaminacion Atmosférica

El contaminante se define como cualquier sustancia introducida
directa o indirectamente por el hombre en el aire que pudiera tener
efectos nocivos sobre la salud humana o el medio ambiente en su
conjunto. Esta definicion es la que se presenta en la Directiva

1999/30/CE del Consejo de la Union Europea.

Las fuentes antropogénicas de contaminacion atmosférica (o

fuentes emisoras) son basicamente de dos tipos:

» Estéaticas: éstas a su vez pueden subdividirse en fuentes zonales
(produccién agricola, minas y canteras, zonas industriales), fuentes
localizadas (fabricas de productos quimicos, productos minerales no
metalicos, industrias bésicas de metales, centrales de generacion de
energia) y fuentes municipales (calefaccion de viviendas y edificios,
incineradoras de residuos municipales y fangos de cloacas, chimeneas,

cocinas, servicios de lavanderia y plantas de depuracion),

» Moviles: como los vehiculos con motor de combustion, por ejemplo
vehiculos ligeros con motor de gasolina, vehiculos pesados y ligeros con

motor diesel, motocicletas y aviones.

Existen también fuentes naturales de contaminacién como son las
zonas erosionadas, volcanes, ciertas plantas que liberan grandes

cantidades de polen, focos bacterioldgicos, esporas o virus [1].

La Directiva 1999/30/CE establece los valores Ilimite de
diferentes contaminantes atmosféricos, entre los que se encuentran las
particulas, para evitar, prevenir o reducir los efectos nocivos en la salud

humana y en el medio ambiente. Esta Directiva establece, a partir del 1
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de Enero de 2005 el valor limite diario de 50 ng/m® para PMyo que no
podra superarse en 35 ocasiones a lo largo del afio. Este limite se
reducird a 40 my/m° el 1 de Enero de 2010, no pudiéndose superar en mas
de 7 ocasiones a lo largo del afio. En esta directiva se establece el
método de referencia para el muestreo y analisis gravimétrico de PMq, y
un método de referencia provisional para el muestreo y analisis

gravimétrico de PM, s [2].
2.1.2 Definicion de aerosoles atmosféricos.

Un gran nimero de autores han propuesto diferentes definiciones
para describir un aerosol. Todas ellas consideran el concepto de
dispersion de particulas en el seno de un gas. En nuestro caso
definiremos el aerosol atmosférico como un conjunto de particulas de
tamafio microscoépico, tanto sélidas como liquidas, que estéan dispersas en

la atmosfera.

Dentro de las particulas que forman parte del aerosol atmosférico
nos encontramos una gran diversidad en cuanto a la naturaleza (orgéanica
e inorgéanica), origen (biogénico y antropogénico), forma y tamafio de

éstas, pudiendo variar el diametro entre los centimetros y las micras.

Debido a la gran diversidad de este material particulado, existen
numerosas formas de clasificarlas. Una de las mas empleadas es la que
define al material particulado como primario y secundario, entendiéndose
como particulas primarias, aquellas que han sido emitidas directamente
por las diferentes fuentes, mientras que las particulas secundarias son
aquellas que se han formado a partir de una reaccion quimica atmosférica

de distintas especies presentes en la atmosfera.
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Por las caracteristicas de este trabajo, donde se desarrolla una
metodologia analitica para determinar compuestos organicos en el
material particulado del aerosol atmosférico, Unicamente se citaran las
fuentes que generan compuestos organicos. No obstante, se deben citar
las erupciones volcanicas, o los aerosoles marinos, que a pesar de no
contribuir a la fraccion organica del aerosol, si son unas fuentes
importantes de material particulado a la atmdsfera. A continuacion se

enumeran las principales fuentes antropogénicas de material particulado.

a) Quema de combustibles fosiles, fundamentalmente el

empleo de diesel por parte de numerosos vehiculos.

b) Empleo de biomasa, que a pesar no afectar al cambio
climatico del planeta, si que produce wa gran cantidad de

particulas en la atmosfera.
C) Incendios forestales.

Dentro de las fuentes biogénicas, las principales fuentes de

emision de compuestos organicos del material particulado en la atmésfera

son [3,4,5]:
a) Erosién producida por el viento.
b) Caida de hojas.
C) Degradacion producida por microorganismos.
d) Emision de ceras por la vegetacion.

Una de las mayores dificultades que plantea la caracterizacion de
la fraccion organica del aerosol atmosférico, se debe al elevado nimero
de compuestos que la constituye. Ademés, la atmésfera es una gran
reactor quimico donde coexisten numerosas especies, tanto en forma gas,

liqguida o so6lida, que junto a la presencia de oxidantes, la temperatura, la
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Introduccion

luz solar, o los movimientos de masas de aire que se producen, facilitan la
reactividad, pudiendo ocurrir practicamente cualquier tipo de reaccion
quimica. Entre ellas estan las que producen el Aerosol Organico
Secundario (SOA). Este tipo de aerosol se genera cuando algunas
especies presentes en la atmdésfera, como son los compuestos organicos
volatiles, cuyo acronimo en ingles es VOC™s, condensan sobre particulas

pre-existentes en la atmdsfera o bien mediante nucleacion.

Numerosos trabajos han estudiado la formacién de SOA, por
ejemplo llias G. Kavouras [6] estudia la foto-oxidacién de a y R pineno en
un bosque de eucaliptos de Portugal, también el trabajo de Hideto
Takekawa [7], donde se estudia la dependencia de la temperatura en la
formacion de SOA por foto-oxidacién de hidrocarburos, el trabajo de
Magda Claeys [8] donde se estudia la formacién de SOA a partir de

isopreno, o los trabajos publicados por Thorsten Hoffmann [9,10].

Como se mencioné anteriormente, el interés que presenta la
caracterizacion de la materia particulada del aerosol atmosférico se
debe a los efectos que tiene sobre el medio ambiente, el clima del
planeta, sobre los ecosistemas, en la degradacién de materiales y

principalmente en la salud humana.

El tamafio de la materia particulada sera fundamental a la hora de
conocer sus efectos, asi por ejemplo las particulas finas seran las que
presentan mayores problemas para la salud humana, ya que pueden ser
inhaladas por el ser humano provocando problemas en el aparato
respiratorio. Son conocidas las propiedades mutagénicas y cancerigenas
que presentan algunas especies que forman parte del aerosol
atmosférico. Son varios los trabajos que relacionan la concentracion de

material particulado con la salud humana, como por ejemplo el trabajo de
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Dockery en el que se relaciona la contaminaciéon por material particulado
fino y la mezcla de otros contaminantes con este mismo, con el aumento

de mortandad en ciertas ciudades estadounidenses [11].

2.1.3. Fraccion orgéanica

Numerosas familias de compuestos organicos forman parte del
aerosol atmosférico. Se han llegado a detectar compuestos alifaticos,
como alcanos y alquenos, PAH, aldehidos, cetonas, quinonas, alcoholes,
fenoles, ftalatos, ésteres, acidos y dioxinas, llegadndose a identificar en

algunas de las familias series homologas completas.

2.1.31 Compuestos alifaticos

El interés que presenta el andlisis de n-alcanos en la fraccion
organica del aerosol atmosférico se debe a que se emplean como

trazadores de la contaminacion producida por los derivados del petroleo.

Los n-alcanos son productos naturales y estan diseminados sobre la
tierra. Su presencia en la atmdsfera esta estrechamente relacionada con
la quema de combustibles derivados del petroleo (origen antropogénico),
caracterizada por emitir n-alcanos con nimero par e impar de carbono en
la misma proporcién y por las emisiones producidas por la vegetacion
(origen biogénico) que se caracterizan por emitir n-alcanos con nimero

impar de carbono.

Los alcanos son hidrocarburos alifaticos lineales que se
caracterizan por tener una cadena abierta de atomos de carbono unidos
por enlace G-C sencillo. Los alcanos son uno de los tres subgrupos que
forman los hidrocarburos alifaticos: Alcanos (serie de parafinas)
caracterizados por la existencia de enlaces sencillos entre los carbonos;

Alquenos (Olefinas) las cuales tienen al menos un doble enlace; Alquinos

Oscar Pindado Jiménez 9



Introduccion

(Acetilenos) que poseen uno o mas triples enlaces. Los alcanos de mayor
peso molecular son solidos y a menudo se les denomina hidrocarburos
parafinicos. La formula quimica de los nalcanos es la que se presenta a

continuacion:

CnH 2n+2

Siendo n el nimero de atomos de carbono, variando entre 1 y decenas de

atomos de carbono.

Otros compuestos alifaticos que se emplean como indicadores de la
contaminacion producida por los combustibles derivados del petréleo son
el Pristano y Fitano. Diversos autores han establecido que las relaciones
(Pristano / Heptadecano) y (Fitano / Octadecano), incrementan durante
la degradacién biologica de los hidrocarburos, pudiéndose emplear para
una estimacion aproximada de la edad de la contaminacion
medioambiental. La Figura 1 presenta la estructura quimica de estos

compuestos.

Figura 1: Estructura del Fitano y del Pristano respectivamente
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Se han realizado numerosos estudios para identificar n-alcanos,
asi como también Fitano y Pristano en diferentes muestras de material
particulado, con el fin de caracterizar las emisiones biogénicas y

antropogénicas [5,12].

La presencia n-alcanos en el medio ambiente, se caracteriza por la
baja persistencia en la biota [13] y su baja toxicidad, a diferencia de
otros hidrocarburos como los clorados o las PAHs. Por norma general los
cicloalcanos son més reactivos que los alcanos lineales. En relacion con la
salud humana no se han encontrado propiedades mutagénicas o
cancerigenas en los alcanos, los de mayor peso molecular no se consideran
toxicos, y Unicamente la inhalacion de elevadas concentraciones de

alcanos puede producir efectos anestésicos.

Anteriores estudios de nalcanos en aerosoles atmosféricos, han
establecido que las emisiones biogénicas se caracterizan por emitir,
predominantemente compuestos con numero impar de atomos de carbono,
fundamentalmente los de 29 y 31 &tomos, llegandose a detectar
compuestos con 40 atomos de carbono. Sin embrago para las emisiones
antropogénicas como pueden ser las emisiones producidas por la quema de
combustibles foésiles, se emiten de forma equivalente tanto compuestos
pares como impares. Por ello se defini6 el Indice de Preferencia de
Carbonos (CPI) para evaluar el origen de nralcanos. Este parametro se
define como la relacién de concentracion total de n-alcanos con n°® impar
de carbonos y n-alcanos con n° par de carbonos [4, 14, 15, 16].

®d Alcanos'impares'6
CPI — Coseigan -

o 1 1 -
a Alcanos' pares' =
24£i£30 (7]
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Valores superiores a 3 son representativos de emisiones biogénicas
de n-alcanos, mientras que los valores cercanos a la unidad son
caracteristicos de emisiones antropogénicas, asi los valores intermedios
indican una mezcla de fuentes de emisién. Algunos autores sefialan que un
aumento de la velocidad del viento produce una mayor abrasion en las
plantas, lo que produce un aumento de n-alcanos de origen biogénico [17,
18]. Otros autores han relacionado los episodios de lluvia con la baja
concentracion de particulas, debido al proceso de limpieza que sifre la

atmosfera [5, 19].

Otro parametro que ayuda a identificar las fuentes de n-alcanos es
el tanto por ciento de n-alcanos provenientes de la cera de las hojas [16].

Este parametro se define como:

oanna= IS, o
& amn

Siendo NA la concentracion total de alifaticos medidos y WNA Cn:
~ 1
V\MGﬁ—G‘I' E(Gw 1+C|+1)

Una caracteristica de los n-alcanos de origen antropogénico radica
en el hecho de aparecer una mezcla de compuestos sin resolver (UCM) en

el cromatograma de esta fraccion.

2.1.3.2. Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs

Se entiende por Hidrocarburos Arométicos Policiclicos (PAHS) a la
familia de compuestos formados por la condensacion de dos o mas anillos
aromaticos de seis atomos de carbono con la generacion de estructuras
muy diversas. Los PAHs se forman principalmente en la combustion
incompleta de materia organica, bien de forma natural (erupciones de

volcanes, incendios forestales) o de forma antropogénica (principalmente
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la quema de combustibles fosiles). En la Tabla 1 se presentan las
estructuras de los 16 PAHs que la agencia de proteccion del
medioambiente de Estados Unidos, US - EPA, incluye en su lista de

contaminantes prioritarios.

En relacion con las propiedades quimicas de estos compuestos, los
PAHs son sustancias bastante estables, aumentandose con el nimero de
anillos y de instauraciones. Estos compuestos son fotosensibles y se
degradan rapidamente en presencia de luz y ozono, produciéndose la

foto-oxidacion y/o la ozondlisis de estas moléculas.

Se han demostrado las propiedades cancerigenas y mutagénicas de
estos compuestos en diferentes animales. Para el ser humano, los
isbmeros con posible poder cancerigeno son el benzo(a)antraceno,
benzo(a)pireno y dibenzo(a,h)antraceno. Estas caracteristicas pueden
verse incrementadas debido a que los PAHs pueden incorporarse al
organismo por ingestion, inhalacion o absorcion dérmica. Ademas debido a
sus propiedades fisicas se acumulan, entre otros, en la materia organica,
pudiendo permanecer asi largos periodos de tiempo garantizando su
biodisponibilidad. Debido a estas propiedades son numerosos los trabajos
en los que se han identificado los PAHs en diferentes muestras de

aerosol atmosférico [20].
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Tabla 1: Hidrocarburos Aroméaticos Policiclicos

Antraceno (An)

Naftaleno (Np)

Fluoranteno (FI)

=
00

Pireno (Py)

Criseno (Chry)

Fenantreno (Ph)

Benzo[a]pireno (B[a]Py)

Benzo[a]antraceno (B[a]An)

Benzo[e]pireno (B[e]Py)

Benzo[g,h,i]perileno (B[g,h,i]Pe)

CIO)
©©(§)

Indeno[1,2,3-c,d]pireno(1[1,2,3-c,d]Py)

i

Acenafteno (Ace)

O
Q0

Benzo[b]fluoranteno (B[b]FI)

@
8

Benzo[k]fluoranteno (B[K]FI)

Fluoreno (F)

@)
©

Dibenz[a,h]antraceno (dB[a,h]An)
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Otro hidrocarburo aromatico policiclico que esta presente en el
aerosol atmosférico es el reteno. La importancia de su identificacion se
debe a que presencia de trazas de reteno en el aire es un indicativo de
los fuegos forestales, siendo el producto principal de la pirdlisis de las
coniferas. El reteno, por tanto, se emplea como marcador de la madera

guemada. Su estructura quimica es:

Figura 2: Estructura del Reteno

Este compuesto es producido por la alteracién térmica de las
resinas con estructuras diterpenoides, como puede ser el caso de acido
abiotico [21] y también estd presente en el alquitran del carbén,
obteniéndose en la destilacion de madera resinosa. Es un compuesto

estable, combustible e incompatible con agentes oxidantes fuertes.

Debido a su empleo como marcador de los incendios forestales son

varios los trabajos en los que se ha identificado [5, 21, 22].

2.1.3.3. Alcoholes

Los alcoholes son los derivados hidroxilados de los hidrocarburos,
al sustituir los atomos de hidrégeno por un grupo -OH. De este modo se
tiene un enlace polar C-O y un enlace muy polar O-H, que marcara las

propiedades fisicas y quimicas de estos compuestos.

La identificacion de estos compuestos en muestras de aerosol
atmosférico ha sido poco estudiada, solamente en los ultimos afios algunos
investigadores han realizado estudios de caracterizacion de esta

fraccion del aerosol [23,24]. El interés por identificar estos compuestos
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se debe a que, junto con alcanos y acidos grasos, son los constituyentes
mayoritarios de la cera epicuticular de las plantas terrestre, una de las
principales fuentes de material particulado en la atmosfera. Estas
emisiones biogénicas se caracterizan por emitir especies de elevado peso
molecular, hasta el alcohol de 34 atomos de carbono, con predominio de
las especies pares. Algunos autores han relacionado los alcoholes menores
al Cy con fuentes microbiol6gicas, mientras que los mayores al Cyo son

caracteristicos de la cera de las plantas [14, 17, 25].

Para caracterizar el origen de los alcoholes se emplea el parametro
CPI, al contrario que con los alcanos, se define como la relacion de
concentracion total de alcoholes con n°® par de carbonos y los alcoholes
con n® impar de carbonos [4, 14, 16].
& § Alcoholes' pares' 6
CPI —C_12si£30 -

[e] . |-
a Alcoholes'impares':
11£i£29 (7]

Las caracteristicas quimicas de estos compuestos estan marcadas
por el grupo -OH, asi debido al enlace C-O los alcoholes son mas reactivos
gue los alcanos y PAH"s. Entre las reacciones mas importantes estan la
reaccion con acidos para obtener ésteres, la reaccion con los metales y

las oxidaciones.

Otro compuesto con grupos alcohol y de interés en la fraccion
orgéanica del aerosol atmosférico es el levoglucosan. Este compuesto es un

derivado de lo glucopiranosa. Su estructura quimica es:

Figura 3: Estructura del Levoglucosan
i

OH H
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El levoglucosan se produce principalmente con la quema de
vegetacion, y ha sido identificado en varios trabajos como marcador de
los incendios forestales [21, 26, 27, 28]. Edney y colaboradores
identificaron el levoglucosan en la fraccion de PM2 s como un producto de
la pirdlisis de la celulosa [29]. Brown identifico el levoglucosan y otros
marcadores de los incendios forestales, con la particularidad de
encontrar el levoglucosan a concentraciones mas bajas que el resto de
marcadores. Una explicacion que se propuso a este efecto se debe a una
reaccién de hidrdlisis catalizada por acidos, producida en las nubes, capaz
de eliminar el levoglucosan especificamente sin afectar a los otros

marcadores como el reteno, vanillina o 4-etilenglicol [22].

2134 Acidos carboxilicos

Los acidos carboxilicos son los hidrocarburos que tienen sustituido
un H por un grupo carboxilo. La estructura general de estos compuestos
es;

CHs - (CH2), - COOH

Los acidos carboxilicos abundan en la naturaleza, encontrandose
tanto en el reino animal como en el vegetal. Todas las moléculas de las
proteinas estan formadas por aminoacidos, una clase particular de acidos

carboxilicos que contienen un grupo amino y un grupo carboxilo.

El interés en determinar estos compuestos en el aerosol
atmosférico se debe, al igual que con alcoholes y alcanos, a que son
componentes mayoritarios de la cera epicuticular de las plantas
terrestres. De la misma forma que los alcoholes, las emisiones biogénicas
de estas especies se caracterizan por el predominio de los compuestos

con numero par de carbono. Asi, para determinar el origen de estos
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compuestos, se emplea el mismo parametro CPl que se ha definido para

los alcoholes.

Debido al interés en el estudio de estos compuestos son varios los
autores que los han determinado en diferentes muestras de material

particulado [24, 30, 31, 32].

En relacion con la toxicidad de estos compuestos, acidos como el
oleico y palmitico pueden causar pequefias irritaciones en la piel y en los
ojos. La inhalacion del polvo del acido esteéarico puede originar neumonitis

quimica.

Otro compuesto acido de importancia en la fraccion organica del
aerosol es el acido azelaico. Se trata de un producto natural que se
encuentra en los alimentos (tanto vegetales como animales) y que también
se forma enddgenamente. En la atmdsfera se forma por degradacion de
acidos carboxilicos insaturados de cadena larga, principalmente la
reaccion de acido oleico y linoleico con ozono [16, 26, 33]. La estructura

quimica es:
Figura 4: Estructura del Acido azelaico

O 'r_.ClH

=
H':'\T"ﬁ”'\f&f’ﬁ\uj

o

Diversos autores han identificado este compuesto en muestras
atmosféricas [16, 26, 33]. El trabajo de Fraser, ademéas de identificar el
acido azelaico, identifico otros acidos dicarboxilicos, estableciendo que
las concentraciones elevadas de &cidos dicarboxilicos en relacion con
otras especies, nos indican la gran extensioén que tienen las reacciones

fotoquimicas en el area de muestreo.
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Para el acido azelaico no se han descrito efectos nocivos para el
medio ambiente, y el ser humano, de ahi que se emplee como un producto

anti-acne topico.

Otros compuestos que presentan interés en la fraccion organica
del aerosol atmosférico son los productos de degradacion de terpenos,
especialmente de los isoprenos a y R-pineno, entre los que destacan el
acido pinico, el acido pinonico, el acido norpinénico y la nopinona, por su

participacion en el aerosol orgéanico secundario.
La estructura quimica del &cido pinico, un &cido dicarboxilico, es:
Figura 5: Acido pinico

COOH

COOH

Se ha demostrado que este compuesto es un producto de la
oxidacion de a-pineno, uno de los terpenos més abundantemente emitidos
por la vegetacion [6, 34]. Jerker Fick estudié los productos formados, en
un sistema de ventilacion, por la ozondlisis de a-pineno, encontrandose
entre ellos el &cido pinico, acido pindnico, acido norpinonico, aldehido
pindnico y el aldehido pinico [35]. Otro trabajo de gran interés es el
realizado por Roger Atkinson, en el cual se presentan las cinéticasy los
mecanismos de las reacciones que sufre el a-pineno, entre otros
compuestos organicos, en la troposfera [36]. El trabajo de Casimiro Pio
detectd el acido pinico en muestras reales y lo identific6 como el
producto de la reaccién de a-pineno con ozono y del 8-pineno con O3/NOx.
También establece que es un compuesto semi-volatil por lo que puede

evaporarse durante el anélisis [25].
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El &cido pinbnico es un cetoéacido, y se presenta en la fraccion
organica del aerosol atmosférico. Este compuesto puede presentar dos
isbmeros diferentes, el &acido cis-pinénico y el acido trans-pinonico,

siendo la estructura quimica general:

Figura 6: Estructura del Acido pindnico

HO

Al igual que el acido pinico, este compuesto ha sido identificado
como producto de degradacion de a-pineno al reaccionar con O3z Yy
radicales OH [25, 35, 36, 37]. En trabajos se ha podido identificar este
compuesto en muestras de aerosol atmosférico [6, 25, 38]. Es destacable

el trabajo de Kavouras al establecer una interconversion entre los dos

isomeros del acido pinonico.

El acido norpinénico es un &cido dicarboxilico, pudiéndose
presentar dos isémeros distintos, el acido cis-norpinonico y el acido

trans-norpindénico. La estructura general de estos compuestos es:

Figura 7: Estructura del acido norpindnico

o
HO_

0
|

OH

Al igual que el acido pinico y el acido pinonico, el &cido norpindnico
es un producto de degradacion del a-pineno [35, 36, 39]. El trabajo de
Kavouras estableci6 que el &cido norpinénico poseia mayores

concentraciones durante el dia [6].
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La nopinona se ha identificado como un producto de degradacion
del R-pineno con Os, radical OH, NOx 0 NOx/SO, [25]. La estructura

quimica es:

Figura 8: Estructura de la Nopinona

Algunos trabajos han sido capaces de identificar algunos productos
de la degradaciéon del B-pineno, entre ello la nopinona, en muestras de

aerosoles atmosféricos [14, 25].
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2.2 Metodologia analitica para el estudio de aerosoles

2.2.1 Toma de muestras.

La toma de muestras de particulas presentes en el seno de un gas
se ha desarrollado para industrias, en las chimeneas etc. y se ha
aplicando en el anélisis medioambiental. Siguiendo un control estricto
en el muestreo, las particulas suelen mantener la integridad durante
largos periodos de tiempo [40].

Hay varios métodos disefiados para la medicién y/o la identificacién
guimica del material particulado del aerosol atmosférico. El trabado
de Willeke y Barpn [41] presenta una revision de todos estos métodos.

A continuacién se enumeran los sistemas de muestreo mas
empleados para la materia particulada del aerosol atmosférico [42].

Los sistemas de muestreo de particulas atmosféricas son:

1. Sedimentacion; se recogen particulas por accion de la
gravedad. Suelen ser particulas de gran tamafio, con un
origen natural, formar parte del aerosol narino o bien ser
resuspendidas del suelo.

2. Precipitacién; implica el empleo de un gradiente térmico o
electrostatico. No es adecuado para particulas de origen
antropogénico.

3. Impactacion; se basa en la inercia de las particulas.

4. Filtracion; se hace pasar una corriente de aire a través de
un filtro. Es el método mas adecuado para medir el material
en suspension. Su empleo permite la realizacion de un analisis
gravimétrico.

Dependiendo del caudal de aire que pase a través del captador,

éstos se pueden clasificar en tres grupos:
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a) Captadores de bajo volumen; son aquellos con una
caudal de 2 m*/24 horas.

b) Captadores de volumen medio; aquellos con un caudal
comprendido entre 0.5-2 m3/hora.

c) Captadores de alto volumen; aquellos cuyo caudal es

superior a 20 nt/h.

2.2.1.1. Captadores de alto volumen.

Los muestreos con captadores de alto volumen y con tiempos de
muestreo de 24 horas presentan algunos problemas a la hora de

muestrear compuestos semi-volatiles. Estos son principalmente:

a) la volatilizacion de compuestos organicos de la fase

particulada de la muestra (error negativo o blow off)

b) b) la adsorcién de compuestos organicos en fase gaseosa

sobre los filtros (error positivo) durante y / o después del

muestreo.

El fraccionamiento de estos compuestos condensables entre la
fase gaseosa y el adsorbente depende de la temperatura de la atmésfera,
el area superficial disponible para la adsorcion, la constante de particion
(la presioén de vapor), y la presencia de otros adsorbentes competidores,
como el vapor de agua [43]. A pesar de estos inconvenientes, el empleo de
estos captadores para el posterior analisis de la fraccion organica se
hace indispensable, ya que debido a las bajas concentraciones de las
especies que se quieren analizar, es necesario el muestreo de una gran

cantidad de aire atmosférico.

En el caso de emplear captadores de alto volumen existen dos

métodos de captacion de particulas; los impactadores, que se emplean

Oscar Pindado Jiménez 23



Introduccion

para obtener muestras de carb6n organico separado segun tamafos (la
muestra puede recogerse sobre sustratos como el papel de aluminio) y los
filtros. Estos ultimos son mas empleados que los impactadores, debido a
su coste mas bajo y al elevado volumen de muestreo. Los filtros que se
emplean pueden ser de fibra de vidrio, de fibra de cuarzo y los filtros de

membrana de teflon estriado [43].

2.2.2. Tratamiento de muestra.

2.2.2.1. Procedimiento de extraccion.

La primera etapa del tratamiento de muestra consistira en la
extraccion de los compuestos organicos de interés del filtro en el que se
ha producido el muestreo. Hay varias métodos para realizar esta
extraccion como son el empleo de extracciones liquido-liquido, extraccion
mediante la técnica Soxhlet, ultrasonidos, microondas y la extraccion con
disolventes acelerados (ASE). Se emplean diferentes tipos de disolventes
para realizar la extraccion, como pueden ser diclorometano, acetona,

hexano, acetonitrilo, metanol o distintas mezclas de éstos.

2.2.2.1.1. Técnica de extraccion liquido-liquido.

La extraccion liquido-liquido es la menos empleada actualmente,
debido al elevado gasto de disolvente orgénico y las bajas
recuperaciones que se consiguen. Son pocos los autores que
emplean este procedimiento para la extraccién de compuestos
organicos del aerosol atmosférico. Un ejemplo es el trabajo de
Qingyong Lang y colaboradores que estudié los alcanos y los
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos presentes en el aerosol de

Miami [44].
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2.2.2.1.2. Técnica de extraccion Soxhlet.

Este tipo de extraccion fue descrito por Franz Von Soxhlet en
1879, para la extraccion de lipidos de alimentos. A pesar de las
desventajas de este procedimiento, como son la baja recuperacion
de compuestos grasos polares, la duracién de la extraccién, o el
volumen de disolvente organico, la extraccion en Soxhlet se
considera la técnica estandar para la extraccion de material
particulado presente en la atmosfera, por ser la mas efectiva y
exhaustiva. Varios autores la han empleado con diferentes
disolventes; el diclorometano ha sido el mas utilizado [19, 37, 45,
46, 47], también se han empleado mezclas de disolventes como por
ejemplo diclorometano/acetona 3:1 [4, 48], diclorometano/MeOH

4:1 [15, 49] y diclorometano/Acetonitrilo 1:1 [29, 50].

2.2.2.1.3. Técnica de extraccion mediante ultrasonidos.

Los ultrasonidos son ondas sonoras cuya frecuencia es superior al
margen de audicion humano (20 KHz). Las longitudes de onda
pueden ser de centimetros para los de baja frecuencia y del orden

de micras para los de alta frecuencia.

Para generar los ultrasonidos, se emplea un bafio de ultrasonidos.
Este consta de un elemento, llamado primario, que esta en contacto
con el medio, en este caso un liquido, y que transformara una seal
eléctrica en una onda ultrasénica. Otra manera de generar
ultrasonidos y que esta siendo muy utilizada en la especiacion es el
empleo de sondas de ultrasonidos, que son capaces de focalizar las

ondas en una pequefia zona de la muestra.
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El principal efecto fisico que producen los ultrasonidos es la
denominada cavitacion. Las ondas provocan variaciones de presion,
llegando a pasar parte del liquido a estado gaseoso, generandose
bolsas de vapor (cavidades). Estas burbujas viajan hacia las zonas
de mayor presion y chocan entre si, generandose enormes

aumentos de presién y de temperatura.

La extraccién mediante ultrasonidos ha sido empleada por varios
autores, por ejemplo Kubatova empled diclorometano para extraer
compuestos organicos del aerosol colectado en el margen del rio
Amazonas [51], mientras que Steven G. Brown estudio el aerosol
organico de una region de Texas [22]. Otros autores también
emplearon diclorometano para la extraccion de compuestos
organicos del aerosol atmosférico [5, 17, 18, 23, 30, 32, 34, 52,

53].

Ademéas del diclorometano, el disolvente mas empleado para la
extraccion de los compuestos organicos, se han utilizado otros
como la extraccién consecutiva con Tolueno y Metanol [54], la
extraccién con acetonitrilo [55] el empleo de una mezcla de
hexano/acetona 1:1 [56], la extraccion con diclorometano/metanol
[21, 24], la extraccion, en primer lugar con n-hexano y acto seguido
con benceno/isopropanol 2:1 v/v [26] y por ultimo la mezcla

hexano/diclorometano [57].

2.2.2.1.4. Técnica de extraccion mediante microondas.

El uso de la radiacion de microondas es un procedimiento que se

aplica habitualmente en la extraccién de compuestos organicos de
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muestras soélidas. Las ventajas que presenta la extraccion asistida

con microondas son:

o Disminucién del tiempo de extraccion, comparado con otras

técnicas.
0 Menor gasto de disolventes.
o Mejor eficiencia de recuperacion.

o Versatilidad, es capaz de trabajar con cualquier tipo de

disolventes tanto polares como apolares.
0 Alta reproducibilidad.

Estas caracteristicas han hecho que principalmente se haya
empleado en analisis de especiacion. No obstante, debido al
potencial de esta técnica, su uso puede ampliarse en otros campos
de la quimica analitica, como puede ser la caracterizacion del

aerosol atmosférico.

2.2.2.1.5. Técnica de ASE.

La extraccion acelerada con disolventes, cuyo acrénimo en ingles es
ASE, es una técnica de extraccion en la que un disolvente, a
elevada presion y temperatura, se emplea como medio extractante.
Se consiguen de este modo extracciones mas rapidas y con menor
gasto de disolventes que otros técnicas clasicas de extraccion,
como el Soxhlet, de ahi que el ASE la esté sustituyendo en algunos

métodos oficiales de analisis.

La eficiencia de esta extraccion dependera de la temperatura, la
presion del disolvente, asi como de la matriz de la muestra. Todos
estos parametros hacen que la optimizacion de este procedimiento

no sea trivial [58].
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El empleo de ASE para la extraccién de compuestos orgéanicos del
aerosol atmosfeérico estd poco extendido, aunque algunos autores,
como es el caso de Yu Cheng la hayan empleado con éxito en el
analisis de acido cis-pinonico y acidos grasos en aerosoles

muestreados en Canadéa [38].

2.2.2.2. Etapa de Purificacion o “Clean-up”.
Los extractos organicos obtenidos en la extraccién deben

someterse a un proceso de purificacién y fraccionamiento, para asi
facilitar el posterior analisis mediante ®cnicas cromatograficas de los

compuestos de interés.

El método empleado en los trabajos sobre la fraccion organica del
aerosol atmosférico, es la cromatografia en columna. Se utilizan varios
adsorbentes, como la gel de silice o la alimina. En cuanto a los eluyentes,
cada autor emplea diferente numero y tipo de disolventes, segun las
caracteristicas del estudio, pero siempre se hace pasar los eluyentes,
normalmente empezando por el hexano para eluir los compuestos
alifaticos y se va aumentando gradualmente la polaridad para recoger un

ndimero variable de fracciones.

Los trabajos que han conseguido separar los extractos organicos
del aerosol atmosférico en tres o mas fracciones diferentes son escasos

[6, 14, 15, 25, 38].

2.2.3. Andlisis de la muestra

2.2.3.1. Etapa de derivatizacion.

Las caracteristicas de la cromatografia de gases, con columnas

apolares, hacen que Unicamente las especies no polares puedan ser
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analizadas por esta técnica. A pesar de este inconveniente, las columnas
apolares presentan muchas més ventajas que las polares, y son mas
utilizadas y son seleccionadas en la mayor parte de los estudios. Por lo
tanto, es necesario derivatizar algunos compuestos, principalmente los
gue presentan grupos funcionales polares (hidrégenos activos) con el fin
de mejorar su volatilidad, su estabilidad térmica y, en ciertos casos, su
sensibilidad en la deteccion. Para el analisis de los compuestos acidos y
alcohdlicos por cromatografia de gases con columnas apolares, se hace

indispensable el empleo de técnicas de derivatizacion previas.

La etapa de derivatizacion consistira en hacer reaccionar las
especies polares con un agente quimico que transforme al analito en un
compuesto menos polar. Las reacciones de derivatizacién se han empleado
durante afos, aunque han ido evolucionando los reactivos derivatizantes,
haciéndolos mas especificos. Hay tres grupos principales de reacciones

de derivatizacion:

a) Reacciones de Silanizacién.

La silanizacion es el procedimiento de derivatizacion mas empleado
para el andlisis por GC, debido a la facilidad en su empleo y en la
formacién de los derivados. En la silanizacion, un hidrégeno activo
es reemplazado por grupo alquilsilil como por ejemplo el trimetilsilil
(TMS) o el t-butildimetilsilii (t-BDMS). Estos agentes
dervatizantes son capaces de derivatizar grupos -OH, de acidos y
alcoholes. Comparando con el compuesto de partida, los silil
derivados son mucho més volétiles, menos polares, y mas estables

térmicamente.

El esquema de la reaccion de silanizacién se presenta en la

Figura 9.
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Figura 9 Esquema de la reaccion de Silanizacion

O Si(CHs): O Si(CH:):
| |
B—AH + R-C=H-5i{CH:) —= B—A-5i(CH:): + E—C=NH

k]

Algunos de los reactivos, disponibles comercialmente, que se

emplean en las reacciones de silanizacién son:

BSA (N,O-bis (trimetilsilil) Acetamida)

BSTFA (N,O-bis (Trimetilsilil) Trifluoroacetamida)
HMDS (Hexametildisilazano)

MSTFA (N-Metil-N-(Trimetilsilil) Trifluoroacetamida)
TMCS (Clorotrimetilsilano)

TMSDEA (N-(Trimetilsilil) Dietilamina)

S N N N R NN

TSIM (N-(Trimetilsilil) Imidazol)

Las ventajas que presentan las reacciones de silanizacion son:
Capacidad para silanizar un amplio nimero de compuestos, el gran
numero de reactivos disponibles y la facilidad para prepararlos. En
cambio las desventajas que presentan son que los reactivos son
sensibles a la humedad y que se deben emplear disolvente

organicos aproticos.

b) Reacciones de Metilacion (alquilacion).

La Alquilacion reduce la polaridad de la molécula al reemplazar los
hidrégenos activos por grupos alquilo. Se emplea para modificar
compuestos con algun hidrégeno acido, como los acidos carboxilicos
y los fenoles. Finalmente se generan ésteres, éteres, alquil aminas
y alquil amidas. Los reactivos suelen contener benzoil fluorados,
que pueden ser empleados en los detectores de captura electroénica

(ECD).
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La reaccidon principal empleada para la preparacion de estos
derivados es el desplazamiento nucleofilo. Generalmente se emplea
la alquilacion para convertir acidos organicos en ésteres, y como la
acidez del hidrogeno activo desciende, la fuerza del reactivo

derivatizante debe ser aumentada.

Los alquil ésteres poseen una excelente estabilidad y pueden ser

aislados y conservados durante largos periodos de tiempo.

Algunos de los reactivos empleados en las reacciones de alquilacion

son:

DMF (Dialquilacetales)

v
v' TBH (Hidréxido de tetrabutilamonio)
v BF3 en metanol / butanol

v

PFBBr (Pentafluorobencil de Bromo)

Entre las ventajas que presentan las reacciones de alquilacion esta
el gran numero de reactivos disponibles, las condiciones de
reaccion son muy amplias variando entre medios muy &cidos a
medios muy basicos, algunas de las reacciones de alquilacion pueden
realizase en medios acuosos y por ultimo, los derivados obtenidos

son generalmente muy estables.

Entre las desventajas que presenta tenemos la limitacion al
trabajar con aminas e hidroxi acidos, unas condiciones de reaccion

frecuentemente severas y la toxicidad de algunos reactivos.

c) Reacciones de Acilacion.

Las reacciones de acilacion reducen la polaridad de los grupos
amino, hidroxilo, tioles y adiciona funcionalidades halogenadas, muy

adecuadas al empleo de detectores de captura electonica (ECD).

Oscar Pindado Jiménez 3l



Introduccion

Estos reactivos se emplean para derivados de carbohidratos y

aminoacidos.

La acilacion transforma los compuestos con hidrégenos acidos en
eésteres, tioésteres y amidas. Ademas, los acilderivados se
fragmentan en espectrometria de masas, dando una informacion

muy valiosa para dilucidar la estructura de una molécula.
Algunos de los reactivos mas enpleados en estas reacciones son:

v Anhidridos fluorados:

- TFAA (Anhidrido trifluoroacético)

- PFPA (Anhidrido pentafluoropropionico)

- HFBA (Anhidrido heptafluorobutirico)
v" Fluoro acil imidazoles:

- TFAI (Trifluoroacetil imidazol)

- PFPI (Pentafluoroacetil imidazol)

- HFBI (Heptafluorobutil imidazol)
v' MBTFA (N-metil-bis(trifluoroacetamida))
v" PFBCI (Pentafluorobencil cloruro)

v' PFPOH (Pentafluoropropanol)

Entre las ventajas que presentan este tipo de reacciones de
derivatizacion estan la adicién de haldégenos a la molécula, el
aumento de la sefial en un detector ECD con estos derivados, la
estabilidad en medio acuoso, el incremento en la sensibilidad al
aumentar el peso molecular y la capacidad de ser empleados como
una etapa de activacion de acidos carboxilicos antes de ser

derivatizados por alquilacion.

Entre sus desventajas, pueden citarse la dificultad de la

preparacion de los derivados, la necesidad de eliminar algunos

Oscar Pindado Jiménez 32



Introduccion

productos de las reacciones (acidos) antes del andlisis y por la

peligrosidad y olor de los reactivos.

2.2.3.2. Analisis por GC/MS.

La totalidad de los trabajos que estudian la fraccion orgéanica del
aerosol atmosférico emplea técnicas cromatograficas, bien en la
modalidad de cromatografia de gases o cromatografia de liquidos de alta
eficacia. En contra, la eleccién de la técnica de deteccion, son humerosos
los trabajos que emplean la espectrometria de masas para la
cuantificacion e identificacion [14, 45, 49], sin embargo otros trabajos,
por ejemplo el desarrollado por Kubatova o el de Yu Cheng, han utilizado
el detector de ionizacion de llama (FID) para el andlisis cuantitativo, si
bien hacen uso del detector de espectrometria de masas para el anélisis

cualitativo [38, 51].

La identificacion y cuantificacion de compuestos organicos en una
matriz compleja, como es el caso del aerosol atmosférico, implica
necesariamente el empleo de columnas cromatograficas capilares y

espectrometria de masas.

2.2.3.2.1. Cromatografia de gases capilar.

La clasificacion de las técnicas cromatogréaficas esta en la Tabla 2.

Tabla 2: Clasificacién técnicas cromatogréaficas

FASE MOVIL FASE ESTACIONARIA
L|qu!do quu.|d0 Cromatografia de liquidos
Liquido Sélido
Gas L|(i1u.|d0 Cromatografia de gases
Gas Sélido
Fluido supercritico Liquido Cromatografia de fluidos
Fluido supercritico Sélido supercriticos
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La cromatografia en columna se basa en introducir una muestra que
contiene diferentes especies y en hacer fluir una fase movil,
estableciéndose un equilibrio, de manera que los solutos que
tiendan a permanecer en la fase movil pasaran mas rapidamente
que los que tengan mayor afinidad por la fase estacionaria,
produciéndose asi la separacion de los mismos. Asi el cromatograma
es la representacion grafica de la respuesta del detector en
funcion del tiempo. La cromatografia es un método fisico de
separacion, por lo que es necesario el acoplamiento de un detector
para poder realizar un andlisis cualitativo y cuantitativo. El estudio
del factor de capacidad permite realizar un estudio cualitativo,
mientras qua la medida del area o la altura de los picos, permite un

andlisis cuantitativo.

Un esquema de los componentes que forman parte de un

cromatégrafo de gases con columna capilar esta en la Figura 10:

Figura 10: Esquema de un cromatografo de gases

Siztema de
inyeccion
. Detector
Regulador de presion =
2 Iﬁ:l Siztema de registro y
S e tratamiento de datos
Columna

capilar

Camara termostatizada

Bala Gas portador L
Jeringa Cromatograma

El sistema de inyeccion mas empleado para las columnas capilares

es el divisor de flujo (split), donde la muestra, inyectada en una
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camara calentada, se evapora consiguiéndose inyectar el 80 - 95 %
de la muestra, al mantener la valvula split abierta durante un cierto
periodo de tiempo, normalmente 1 minuto. La columna capilar se
encuentra alojada dentro de una camara termostatizada con el fin
de poder controlar la temperatura y por lo tanto, la separacion
cromatografica. Las columnas capilares son tubos capilares
abiertos de 25-60 metros de longitud, de vidrio o silice fundida, en
cuyas paredes se fija una pelicula que serd la fase estacionaria.
Como fase mavil suelen emplearse gases inertes, principalmente He

y N2, que recorren la columna a una presion constante.

2.2.3.2.2. Espectrometria de masas

El principal problema que resulta del acoplamiento de Ia
cromatografia de gases y la espectrometria de masas reside en la
diferencia de presion a la que trabajan los dos dispositivos, por lo

gue se han tenido que desarrollar interfases.

El espectrémetro de masas esta compuesto por una fuente de
iones (impacto electronico la mas empleada), un analizador y un
detector. El analizador de cuadrupolo, constituido por cuatro
imanes conectadas 2 a 2, genera el campo de cuadrupolo, capaz de
separar los iones en funcién de su relacion masa/carga (Figura 11).
El detector (multiplicador de electrones) transforma los iones
separados en sefales eléctricas, capaces de ser medidas e

interpretadas por un software informatico.
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Figura 11: Esquema de un analizador de cuadrupolo

AL DETECTOR

Barras del cuadrupolo

IONES Eendija de
salida

Ion resonante

{(DETECTADO)
Eendija de Ion no resonante
entrada {NO DETECTADO)

Los detectores de espectrometria de masas proporcionan una gran
selectividad, entendiéndola como la capacidad de discernir un
compuesto entre el resto. Este poder de identificacion de la
espectrometria de masas se debe que cada molécula se fragmenta
de una forma particular, generandose iones caracteristicos que
ayudaran a clasificarlas en familias de compuestos. Ademas la
espectrometria de masas es capaz de elucidar el peso molecular de
cada especie, por lo que se facilitara la identificacién de cada

compuesto.
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3.1. MATERIALES Y REACTIVOS

3.1.1. Material de muestreo.

v' Captador de alto volumen GMW Model 1200 (Graseby & Andersen,
USA) para la Fraccion PMg.

v’ Captador de alto volumen CAV-A/HF (MCV, Espafia) para la
Fraccion PM3s.

v' Filtros de fibra de cuarzo de 203 x 254 mm (Schleicher &
Schuell). Fraccion PMyg.

v Filtros de fibra de cuarzo de 150 mm @ (Schleicher & Schuell).
Fraccion de PM3 s.

3.1.2. Equipos Cromatogréficos.

v' Cromatégrafo de gases Fisons GC 8000 series acoplado a un
detector de espectrometria de masas Fisons MD 800.

v" Inyector automatico Fisons AS 800, acoplado al cromatégrafo de
gases.

v' Cromatdégrafo de gases Hewlett Packard 5890 series 11 acoplado
aun detector de espectrometria de masas Hewlett Packard 5971A.

v" Columna cromatografica de silice fundida DB5-MS (30 m x 0.25 mm
diametro interno x 0.25 pm fase estacionaria).

v' Cromatdgrafo de liquidos de alta eficacia Hewlett Packard series
1050 con detector de fluorescencia.

v" Inyector automatico Agilent 1100 series, acoplado al cromatdgrafo
de liquidos.

v' Controlador de la temperatura de la columna cromatografica Jones
Chromatography model 7971.

v Columna cromatografica Supelcosil LC-PAH de 5 um de espesor (25
cm X 4.6 mm)

3.1.3. Equipos auxiliares.

v' Dispositivo para la extraccion automatica Soxhlet. Buchi Extraction
System B-811.

v' Refrigerante. Biichi Recirculating Chiller B-740.
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Horno microondas ETHOS SEL (Milestone) con pantalla tactil
labTERMINAL 1024

Bafio de ultrasonidos Branson serie 5200.
Rotavapor Biichi R-200.

Bafio de calor Biichi Heating Bath B-490.
Centrifuga ORTO ALRESA Modelo Tormax.
Balanza analitica. Sartorius BP 211D.
Granatario.

Agitador Heidolph Reax tip.

Bomba de vacio Millipore Waters.

Mufla.

Estufa Selecta.

Manta calefactora Isopad.

Sistema de evaporacién con corriente de nitrégeno.

3.1.4. Patrones, disolventes y reactivos.

DRH-FTRPH-SET: disolucion patron de 500 ug/mL en Hexano de n-
alcanos comprendidos entre el alcano con 8 atomos de carbono y el
de 40 atomos de carbono, mas Pristano y Fitano. (Sigma-Aldrich).

Kit de acidos grasos de cadena lineal Ces-Cz4. (Aldrich Chemical
Company. N° de referencia 29,851-4).

Kit 121 CX de alcoholes de cadena lineal Cg-Cz2. (Accustandard,
Inc).

v PAH-Mix9 de 100 pg/mL en ciclohexano. (Dr. Ehrenstorfer GmbH).

v' PAH-Mix9 de 10 pg/mL en diclorometano. (Dr. Ehrenstorfer

S N N N SR

GmbH).

Acido palmitoleico para GC con pureza =99.0 %. (Fluka).
Acido linoleico para GC con pureza =99.0 %. (Fluka).
Acido estearico para GC. (Fluka).

Acido oleico para GC con pureza =99.9 %. (Fluka).
Reteno. (Sigma-Aldrich).

1,6-Anhidro-Beta-D-Glucosa 99%. (Sigma-Aldrich).
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Acido azelaico =99.0 %. (Fluka).

Acido pinico. (Aldrich)

Acido cis-pinénico con pureza =98 %. (Aldrich).

Acido trans-norpindénico. (Aldrich).

Nopinona.

Acido palmitico deuterado Ds;. (Aldrich).

1-clorododecano. (Aldrich).

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

BSTFA (N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida) 99.3% + TMCS
(trimetilclorosilosano) 99.6%. (Supelco).

D N N N N W N N N

v' Reactivo derivatizante 0-(2,3,4,5,6-
Pentafluorobencil)hidroxilamina, PFBHA 98 %. (Aldrich).

v' Hexano, diclorometano, acetonitrilo, acetona, de calidad para
cromatografia (SDS).

v' Isooctano de calidad para cromatografia (Merck).
v' Metanol para HPLC. (Scharlau).
v Acido formico 98-100 % (Riedel-de Haén).
v' Etilenglicol como liquido refrigerante (Fluka).
v' Gel de silice 60 (70-230 mesh ASTM). (Merck).
v' Agua desionizada (Milli Q, Millipore).

3.1.5. Material diverso.

v' Gas helio, nitrégeno y aire de pureza del 99.9990 % como gas
portador, para la concentracion de extractos mediante corriente de
nitrégeno y gas auxiliar, respectivamente.

v Cartuchos de extraccion de celulosa 35x80 mm (ALBET) y 60x180
(WHATMAN).

v’ Sistema Soxhlet compuesto por matraz redondo de 500 mL,
recipiente de sifonado y refrigerante para la preparacion de gel de
silice.

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

v Viales de vidrio de 1, 5y 10 mL (transparentes y color ambar).
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v' Jeringas de 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 pL para la
inyeccion de la muestra y la preparacion de patrones..

v Matraces aforados de 5, 10, 25, 50, 100, 250 mL.

v' Matraces redondos de 100 y 250 mL para la concentracion de
muestras en el rotavapor.

v Pipetas de 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100, 250 mL.

v" Probetas de 10, 25y 250 mL.

v' Vasos de precipitados de 5, 10, 50, 100, 250, 500, 800 mL.

v’ Pipetas pasteur.

v' Material de vidrio sin especificar (tubos de centrifuga, vidrios de

reloj, barras, embudos, pesa sustancias, frascos transparentes y
ambar).

v Filtros redondos de papel. 11 cm diametro 42 de poro.
(WHATMAN)

v' Filtros para jeringas de PTFE 0,22 uym de poro y 25 mm @
(TEKNOKROMA)

Agitadores magnéticos.
Papel de aluminio.
Teflon.

Desecador.

Soportes para columnas.

A N N NN

Lana de vidrio.
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3.2. PROCEDIMIENTOS DE LIMPIEZA

3.2.1. Limpieza del material volumétrico.

Todo el material volumétrico que se ha empleado en este trabajo
ha seguido un procedimiento de limpieza. En primer lugar se lava con el
ultimo disolvente empleado y a continuacion se lava con agua y jabon, y se
aclara con agua destilada. Una vez que el material estd totalmente seco,
se acondiciona con el disolvente organico que corresponda en cada caso;

hexano, diclorometano, acetonitrilo o metanol.

Entre el material de vidrio que ha seguido este procedimiento de
limpieza estédn vasos de precipitados, pipetas, matraces, viales y

probetas.

3.2.2. Limpieza de los sistemas de extraccion.

3.2.2.1. Soxhlet

El sistema automatico de extraccion Soxhlet utiliza cartuchos de
celulosa para colocar la muestra. Estos cartuchos de celulosa son muy
adsorbentes y al estar en contacto con el aire son capaces de adsorber
una gran multitud de compuestos, que pueden interferir en el posterior
analisis.

Por ello se ha desarrollado un procedimiento de limpieza de los

cartuchos. Los cartuchos nuevos se introducen en el Soxhlet y sufren

tres etapas de extraccion.

1. Extraer los cartuchos con 150 mL de diclorometano
durante 8 horas.

2. Extraer los cartuchos con 150 mL de hexano/acetona
(1:1) durante 7 horas.

3. Extraer los cartuchos con 150 mL de diclorometano
durante 8 horas.
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Una vez finalizadas las extracciones, los cartuchos estan
completamente limpios y pueden emplearse para el estudio de los
compuestos organicos del aerosol atmosférico. Los cartuchos se
almacenan en papel de aluminio hasta su empleo, evitandose asi la

readsorcion de compuestos.

3.2.2.2. Microondas

Después de cada programa de extraccion se procede a seguir el
siguiente procedimiento de limpieza. Las vasijas donde se producen las
extracciones son de teflén, y por tanto deben ser lavadas con lejia, agua
y jabdn, para finalmente aclararlas con agua destilada. Antes de
utilizarlas se debe proceder al secado completo de todas las piezas, ya
qgue pequefias cantidades de agua pueden producir dafios en el sistema de

extraccion.

Ademas de este procedimiento de limpieza, se realizan
extracciones periodicas con acetona para realizar una limpieza mas

profunda de todo el sistema de microondas.

2.2.3. Calcinacion de filtros

Todos los filtros de fibra de cuarzo empleados en este estudio han
sido calcinados previamente. Esta etapa de limpieza es imprescindible

para poder eliminar cualquier resto de materia organica en los filtros.

Para ello, tanto los filtros empleados para muestrear PM;o como los
de PM3 s, permaneceran en una mufla a 400 °C durante 24 horas. Una vez
enfriados, los filtros estan libres de materia organica y en condiciones de

ser empleados en el muestreo de particulas atmosféricas.
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3.3. PREPARACION DE PATRONES Y REACTIVOS

La preparacion de las diferentes disoluciones de trabajo se realiz6
a partir de disoluciones madre, que se preparan a partir de disoluciones
concentradas o de los compuestos puros, segun la  disponibilidad
comercial. Para ello se ha empleado una balanza analitica, jeringas y
diferente material volumétrico como matraces aforados, vasos de
precipitados y viales de 1 mL. Todo el material de vidrio fue limpiado

segun el procedimiento citado anteriormente.

Disolucion madre de &cidos carboxilicos lineales: Pesar
alrededor de 0.0025 gramos de cada compuesto puro (acido Cjo-
Co3, oleico, linoleico y palmitico) y diluir en 25 mL de
diclorometano, obteniéndose una disolucion de 100 mg/L. Fue
necesario el empleo de ultrasonidos para la completa disolucion

de los compuestos.

Disolucion madre de alcoholes lineales: Pesar alrededor de
0.0025 gramos de cada compuesto puro (alcoholes lineales Cyo-
Cis, Cis, Co0 Yy C22) vy diluir en 25 mL de diclorometano,
obteniéndose una disolucion de 100 mg/L. También fue
necesario el empleo de ultrasonidos para la completa disolucion

de los compuestos.

Disolucién madre de n-alcanos: Se parte de una disolucion
concentrada (500 mg/L) en hexano de los congéneres
comprendido entre el octano y el tetracontano, pristano y
fitano. Se diluye con hexano hasta obtener una disolucion de 50

mg/L.
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Disolucion madre de PAHs (HPLC): Se parte de una disolucion
concentrada (10 mg/L) en acetonitrilo de 16 especies. Se diluye

con diclorometano hasta una concentracion final de 500 pg/L.

Disolucién madre de PAHs (GC/MS): Se parte de una disolucion
concentrada (100 mg/L) en ciclohexano. Se diluye con hexano

hasta obtener una disolucion de 5 mg/L.

Disolucion madre de &cido pinico, &cido cis-pinonico, acido
trans-norpinénico y nopinona: Se pesan 0.0025 de cada
compuesto puro y se diluyen con 25 mL de acetonitrilo,

consiguiendo una disoluciéon de 100 mg/L.

Disolucién madre de acido azelaico: Se pesan 0.0025 gramos del
compuesto puro y se disuelve en 10 mL de acetonitrilo,

obteniéndose una disolucién de 250 mg/L.

Disolucion madre de levoglucosan: Se pesan 0.0025 gramos del
compuesto puro y se disuelve en 10 mL de acetonitrilo,

obteniéndose una disolucion de 250 mg/L.

Disolucion madre de reteno: Se pesan 0.0025 gramos del
compuesto puro y se disuelve en 10 mL de acetonitrilo,

obteniéndose una disolucion de 250 mg/L.

A partir de todas estas disoluciones madre iniciales se preparan
por dilucion, las diferentes disoluciones de trabajo. Todos estos patrones
se mantienen a -4 °C durante un tiempo maximo de 2 meses, cuando se
sustituiran. Las disoluciones de trabajo también permaneceran en el

congelador por un tiempo maximo de 10 dias.

Ademéas de las disoluciones madre citadas anteriormente es

necesaria la preparacion del reactivo PFBHA y de los patrones internos.
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Reactivo PFBHA: Se pesan 0.0500 gramos que se disuelven en
10 mL de acetonitrilo y unas pocas gotas de agua para facilitar

la disolucion, obteniéndose una disoluciéon de PFBHA 19 mM.

Patron interno de acido palmitico deuterado Ds;: Se pesan
0.0060 gramos del compuesto puro y se diluye en 25 mL de

diclorometano, obteniendo un patron de 240 mg/L.

Patrén interno de 1-clorododecano: Se pesa el compuesto puro y
se diluye con hexano hasta obtener una disolucién patrén de 10

mg/L.
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3.4. MUESTREO

Como aplicaciéon del procedimiento analitico desarrollado para la
identificacion y cuantificacion de la fraccion organica del aerosol
atmosférico, se procedid a realizar un muestreo en una zona rural de
Madrid. La zona de muestreo se localiz6 en el término municipal de
Chapineria, una pequefia localidad rural situada al sur-oeste de Madrid, a
unos cincuenta kildbmetros. La zona esta rodeada de bosques y

encontrandose a las faldas del sistema central.

El muestreo se ha realizado en una estacion de vigilancia de la
contaminacion atmosférica de la Comunidad de Madrid, con el empleo de
dos captadores de alto volumen con filtros de fibra de cuarzo. Se ha
empleado un captador GMW Model 1200 para recoger la fraccion PMjo
(Figura 12) empleandose filtros de fibra de cuarzo de 203 x 254 mm
(Schleicher & Schuell) segin la normativa europea EN-12341. Para
recoger la fraccion de PM s se utilizé el captador CAV-A/HF (Figura 12),
empleandose filtros de fibra de cuarzo de 150 mm de didmetro

(Schleicher & Schuell) segun la Directiva 99/30/CE.

Figura 12: Captador GMW Model 1200 de Graseby & Andersen (izquierda)
y CAV-A/HF de MCV (derecha).
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El calendario de muestreo se decidid conjuntamente con los

diferentes grupos que participan en el proyecto a nivel nacional. Se

tomaron 2 muestras simultaneas cada 6 dias. El muestreo comenzaba a

primera hora de la mafana. El calendario del muestreo es el que se

presenta en la Tabla 3. Se tomaron muestras durante la primavera vy el

verano de 2004. Los dias muestreados estan en amarillo, mientras que los

dias en rojo han sido los analizados.

Tabla 3: Calendario de muestreo

Abril

Junio

M X J V S D

L

M X J V S D

12
19
26

6
13
20
27

1 2 3 4

7 8 9
14 15 16
21 22 23
28 29 30

Mayo

10
17
24

11
18
25

7
14
21
28

1 2 3 4 5 6

8
15
22
29

9 10 11
16 17 18
23 24 25
30

Julio

12
19
26

13
20
27

M

X J V

S

D

M

X J V

S

3
10
17
24
31

4
11
18
25

5 6 7
12 13 14
19 20 21
26 27 28

1
8
15
22
29

2
9
16
23
30

5
12
19
26

6
13
20
27

1 2
7 8 9
14 15 16
21 22 23
28 29 30

5
10
17
24
31

11
18
25

El muestreo se realizé en periodos de 24 horas, con caudales de 30

m°/h para la fraccién de PM.sy de 67.8 ni/h para la fracciéon de PMo.

Para cada muestreo se anotaron las horas de inicio y finalizacion del ciclo,

las pesadas de los filtros, y los caudales de aire.

3.4.1.

Analisis gravimétrico

Para realizar el andlisis gravimétrico se debe proceder a la pesada

de los filtros, en condiciones controladas, antes y después de recoger una

muestra. El siguiente procedimiento es el que gguen los filtros de fibra
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de cuarzo desde su adquisicién, pasando por su almacenamiento y

conservacion, hasta su posterior analisis.

a)

b)

d)

Los filtros limpios se introducen en una mufla a 400 °C durante
24 horas, para eliminar restos de carbono orgéanico que hubiese

presente.

Los filtros seran referenciados en un borde, atendiéndose d
codigo RA seguido de un numero, empezando por el 1, para los
PM1o ¥ RM seguido de un numero, también empezando por el 1,

para los PM3s.

Una vez enfriados, se introducen en una camara a temperatura
y humedad controlada, 20 °C y 50% humedad relativa durante al
menos 48 horas, para proceder a la pesada de los filtros
mediante una balanza analitica. Los filtros se pesaran cada 24
horas, hasta obtener pesadas que difieran en + 0.00030
gramos. Una vez pesados los filtros limpios se envuelven en

papel de aluminio y se etiquetan con la misma referencia.

Los filtros cargados de muestra se sacan del envoltorio de
papel de aluminio y se introducen en la camara de temperatura y
humedad controlada. Una vez en ella, permaneceran como
minimo 48 horas, antes de comenzar la pesada. Los filtros se
pesaran cada 24 horas, hasta obtener pesadas que difieran en

+ 0.00030 gramos.

Una vez terminado el andlisis gravimétrico, los filtros se
conservaran envueltos en papel de aluminio a una temperatura

de 4 °C, hasta su analisis en el laboratorio.
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En las Tablas 4 y 5 se presentan los datos del andlisis gravimétrico,

para las fracciones de PMig y PM25 respectivamente, realizado con las

muestras recogidas entre los meses de Abril y Julio (Tabla 3).

Tabla 4: Datos para la fraccion de PMio

Caudal nominal (m¥h)  67.8

Inicio muestreo Peso filtro Peso filtro Tiempo de Volumen Concentracion
Dia Hora Blanco (g) Muestra (g) muestreo (h) (m®) (ng/m3)
28/03/2004 10:27 4,53255 4,54580 23,80 1613,6 8,2
29/03/2004 10:40 4,50640 4,52120 24,00 1627,2 9,1
05/04/2004 9:50 4,70760 4,73805 24,00 1627,2 18,7
06/04/2004 10:00 4,73085 4,76845 23,90 1620,4 23,2
13/04/2004 9:24 4,64815 4,68830 24,00 1627,2 24,7
14/04/2004 10:33 4,68470 4,74035 24,00 1627,2 34,2
07/05/2004 9:46 4,44095 4,47365 24,10 1634,0 20,0
15/05/2004 9:19 4,43925 4,47795 24,00 1627,2 238
24/05/2004 10:37 4,49085 4,51690 24,00 1627,2 16,0
01/06/2004 10:52 4,48720 4,54230 24,00 1627,2 339
09/06/2004 10:04 4,47680 4,56995 24,00 1627,2 57,2
17/06/2004 9:58 4,52205 4,59900 24,00 1627,2 47,3
25/06/2004 10:26 4,47140 4,52635 24,00 1627,2 33,8
03/07/2004 0:00 4,50190 4,61050 24,00 1627,2 66,7
11/07/2004 0:00 4,52935 4,56425 24,00 1627,2 21,4
19/07/2004 9:54 4,51015 4,55145 24,00 1627,2 254
27/07/2004 15:02 4,47960 4,55545 24,00 1627,2 46,6
04/08/2004 10:50 4,52505 4,56405 24,00 1627,2 24,0

Tabla 5: Datos para la fraccion de PM; 5

Caudal nominal (m¥h) 30.0

Inicio muestreo Peso filtro Peso filtro Tiempo de Volumen Concentracion
Dia Hora Blanco (g) Muestra (g) muestreo (h) m3) (ug/m?3)
28/03/2004 10:35 1,49509 1,50236 23,80 730 10,0
29/03/2004 16:04 1,47584 1,48037 24,00 730 6,2
05/04/2004 9:47 1,49683 1,50541 24,00 636 13,5
06/04/2004 10:06 1,49864 1,51008 23,90 743 15,4
13/04/2004 9:24 1,51726 1,53240 24,00 720 21,0
14/04/2004 10:20 1,50648 1,52094 24,00 720 20,1
07/05/2004 9:46 1,48088 1,48838 24,10 744 10,1
15/05/2004 9:39 1,46316 1,47318 24,00 730 13,7
24/05/2004 10:44 1,49436 1,50152 24,00 730 9,8
01/06/2004 10:51 1,51880 1,53068 24,00 730 16,3
09/06/2004 9:57 1,50150 1,51648 24,00 706 21,2
17/06/2004 9:58 1,51709 1,53125 24,00 706 20,1
25/06/2004 10:14 1,47962 1,49040 24,00 706 15,3
03/07/2004 0:00 1,50527 1,52287 24,00 730 24,1
11/07/2004 0:00 1,48735 1,49580 24,00 816 10,4
19/07/2004 9:54 1,54528 1,55443 24,00 730 12,5
27/07/2004 15:03 1,53672 1,55237 24,00 728 21,5
04/08/2004 10:50 1,55644 1,56695 24,00 729 14,4
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3.5. EXTRACCION

El primer paso en el desarrollo de una metodologia analitica capaz
de identificar y cuantificar las diferentes especies organicas que forman
parte del aerosol atmosférico, sera la realizacién de diferentes ensayos
de extraccion. Para ello se evaluaron las recuperaciones obtenidas al
depositar, diferentes patrones analiticos sobre filtros de fibra de
cuarzo, empledndose diferentes técnicas de extraccion. Los patrones
analiticos, que se han preparado segun el punto 3.3, se depositan sobre %

de filtro de fibra de cuarzo para PM2 s calcinado.

Las técnicas de extraccion que se han estudiado han sido la
extraccion con Soxhlet, la extraccién con microondas y la extraccion con
ultrasonidos. En todas ellas, se ha empleado diferentes disolventes
organicos y/o mezcla de estos, como agentes extractantes. A
continuacion pasaremos a describir el procedimiento analitico que se ha

seguido para cada técnica de extraccion.

3.5.1. Extraccion con Soxhlet

El procedimiento analitico seguido consiste en depositar los filtros,
a los cuales se les han afiadido volumenes predeterminados de los
patrones con el fin de obtener concentraciones finales de 25 mg/L,
dentro de los cartuchos de celulosa. Una vez colocada la muestra se
procede a la extraccion con el disolvente orgéanico elegido. Se evalua la
recuperaciéon de varios &cidos, alcoholes, del reteno y del alcano de 15

atomos de carbono.

El equipo automatico Soxhlet permite realizar 4 andlisis

simultaneos. Uno de ellos sera un blanco y con el resto se haran tres
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réplicas de una misma extraccion. En la Tabla 6 se resumen las
condiciones de funcionamiento del Soxhlet y la posterior concentracion

mediante rotavapor.

Tabla 6: Condiciones de trabajo del Soxhlet y rotavapor.

. . Temp. Presion
. Volumen Tiempo  Posicion
Disolvente . Rotavapor Rotavapor
(mL) (horas) calentamiento

(°C) (mmHg)
CHCl, 150 8 6 (12 maximo) 40 700
Hexano/Acetona (1:1) 150 7 7 40 335
CHyCly/Acetonitrilo (1:1) 150 8 6 40 200
CH,Cl/Acetona (3:1) 150 8 6 40 556
CH,Cly/Metanol (4:1) 150 8 6 45 337

Los extractos obtenidos seran concentrados hasta sequedad, en
primer lugar mediante el empleo de un rotavapor (las condiciones
experimentales estan reflejadas en la Tabla 6) y finalmente bajo una
corriente de nitrogeno. Una vez terminada la etapa de extraccion se
procedera a la etapa de derivatizacion y al analisis cromatografico que

seran detallados posteriormente. El volumen final del extracto sera 1 mL.

3.5.2. Extraccion mediante ultrasonidos

La extraccion con ultrasonidos consistié en depositar ¥ de filtro
de fibra de cuarzo dentro de un vaso de precipitados de 100 mL, que sera
el recipiente donde se realice la extraccion. Sobre cada filtro se
afiadieron voliumenes predeterminados de cada patrén, con el fin de
obtener una concentracion final de 25 mg/L, excepto para el alcano de 15

atomos de carbono, que sera inferior.

El bafio de ultrasonidos se llena con agua ionizada, y se colocan los
recipientes en los que se producira la extraccion. Para cada extraccion se
realizaron tres réplicas y un blanco. En la Tabla 7 se presentan las

caracteristicas de los diferentes ensayos que se han realizado.
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Tabla 7: Caracteristicas de la extraccién mediante ultrasonidos

N© extracciones Volumen (mL) Disolvente Tiempo (min)
2 50 CHCl, 30
2 60 Hexano/Acetona (1:1) 15
2 50 CH,Clo/MeOH (4:1) 20
2 50 CH,Cly/Acetona (2:1) 20
2 50 CH,Cly/Acetonitrilo (1:1) 20

Los extractos obtenidos se filtran (WHATMAN de 11 cm. de
diametro), recogiéndose en matraces de 250 mL, para concentrarlos con
un rotavapor (Tabla 6) y finalmente, con una corriente de Nitrogeno,
hasta un volumen final de 1 mL. A continuacion se procedera a la

derivatizacion y analisis cromatografico.

3.5.3. Extraccion con microondas

La extraccion mediante la técnica de microondas consistié en
depositar ¥ de filtro de fibra de cuarzo, previamente calcinado, en cada
vasija del equipo de microondas. Se realizaran 3 réplicas para cada

ensayo, asi como un blanco.

En todas las experiencias se afiadieron cantidades conocidas de
cada compuesto; alcanos, PAHSs, alcoholes y acidos, en cada filtro, con el
fin de obtener unas concentraciones finales de 5 ppm (alcanos y PAHS) y

de 25 (alcoholes y acidos).

La extraccion consistido en aplicar una radiacion de microondas
durante un periodo de tiempo, aplicAndose simultaneamente un programa
de temperatura; una rampa inicial hasta alcanzar la temperatura de
extraccion y su mantenimiento durante todo el proceso de extraccion.

Las condiciones de la extraccion se detallan en la Tabla 8.
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Tabla 8: Caracteristicas de la extraccion con microondas

Disolvente Potencia Tiempo Temperatura Tiempo
Volumen (mL) Microondas (W) Rampa (min) extraccion (°C) extraccion (min)
20 mL CH,Cl, 1000 10 120 20
20 mL Hex/Acetona 1:1 1000 10 120 20
20 mL CH,Cly/Acetona 3:1 1000 10 120 20
20 mL CH2CI2/MeOH 4:1 1000 10 120 20
20 mL CH2CI2/Actlo 1:1 1000 10 120 20

Una vez terminada la extraccion y cuando las vasijas de reaccion se
hayan enfriando hasta temperatura ambiente, los extractos son filtrados
con un filtro de PTFE para, a continuacién, proceder a la eliminacién del
disolvente mediante un rotavapor (condiciones en Tabla 6) y una

corriente de No.

Una vez terminada la etapa de purificacion, se realizara el andlisis
cromatogréfico. Para el andlisis de los alcanos, la muestra se lleva a 1 mL
de hexano, empledndose 1-clorododecano como patron interno. El analisis
de PAHs requiere reconstituir con 200 pL de hexano empleando
fenantreno deuterado como patron interno, mientras que para el analisis
de los compuestos polares es necesario proceder a la derivatizaciéon de
los componentes con BSTFA, obteniéndose un volumen final de 1 mL,

usando en este caso el &cido palmitico deuterado como patron interno.
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3.6. PURIFICACION O “CLEAN-UP”.

Los extractos organicos deben someterse a un proceso de
purificacion y fraccionamiento de los compuestos de interés que facilite
el posterior anélisis mediante técnicas cromatograficas. El procedimiento
de clean-up més empleado en la bibliografia para este tipo de compuestos

es la cromatografia en columna.

Para ello se han utilizado columnas de vidrio (10 cm x 1 cm de
diametro interno) preparadas en el laboratorio, a la cual se le afiadiran 1.5
g de adsorbente. La columna debe ser rellenada cuidadosamente para asi

evitar que se formen vias que impidan la retencion de la muestra.

Se estudiaron tres tipos de adsorbentes diferentes, gel de silice,

alumina y una mezcla gel de silice/alumina (1:1).

Tanto la silice como la alimina, deben de someterse antes de su
empleo a un tratamiento previo de activaciéon / desactivacion. Para ello,
tanto alimina como silice, permaneceran lavandose con CH,Cl, durante 24
horas en un Soxhlet. Una vez secada a 100 °C, se procede a activar la

silice y alimina con un 5% de agua.

Para la eleccion de los eluyentes se parti6 de un método
desarrollado anteriormente en el laboratorio y se optimiz6 para los
compuestos de interés. Finalmente la elucién de la mezcla de compuesto

se realizara con el siguiente orden:
12 fraccion: hidrocarburos alifaticos P 3 mL de hexano
22 fraccion: PAHs b 10 mL de hexano/CHxCl» (4:1)
32 fraccion: Alcoholes P 10 mL de hexano/Acetato de etilo (4:1)

42 fraccion: Acidos carboxilicos b 10 mL acido formico/MeOH 5%
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Para realizar el fraccionamiento la muestra se deposita en cabeza
de columna, se hacen pasar los eluyentes por orden de polaridad
creciente, y se recogen las cuatro fracciones, la primera en un vial de 5
mL, la segunda y tercera en viales de 10 mL, mientras que la ultima se
recoge en un matraz redondo. A continuacion se elimina el disolvente
hasta sequedad bajo una corriente de N, y con la ayuda del rotavapor

para la cuarta fraccion.

Por ultimo se reconstituye la muestra con 1 mL de disolvente;
Hexano para la primera fraccion (Hidrocarburos alifaticos) y CH,Cl, para
la tercera (Alcoholes) y cuarta fraccion (Acidos carboxilicos). La fraccion
gue contiene los PAHs se reconstituye con 0,5 mL de Acetonitrilo, si se

inyectan en el HPLC, o con 0,2 mL de Hexano si se inyecta en el GC/MS.
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3.7. DERIVATIZACION

Se estudiaron algunos de los reactivos que se han empleado
mayoritariamente en la bibliografia para el andlisis de especies polares en
el aerosol atmosférico. Entre ellos esta el PFBHA, el BSTFA y el BSTFA

con TMCS como catalizador.

Se realizaron tres réplicas para cada ensayo, con el fin de poder

evaluar la repetitividad de la reaccion.

3.7.1. Reaccion con BSTFA

Se derivatizan compuestos alcohdlicos y &cidos carboxilicos,
ademas de &cido pinico, norpinbnico, pinénico, azelaico y levoglucosan.
Todos los compuestos se llevaron a una concentracion final de 25 mg/L,

empleandose como patron interno el acido palmitico deuterado.

Para las reacciones con BSTFA y BSTFA/TMCS, €l procedimiento
utilizado es similar; llevar la muestra hasta sequedad en corriente de Ny,
y a continuacion afiadir una pequefia cantidad de agente derivatizante,
BSTFA o BSTFA/TMCS, y el mismo volumen de isooctano (se realizaron
tres estudios con diferentes volumenes de derivatizante 25, 50 y 100
uL).

Por dltimo se agita vigorosamente durante 1 minuto, para dejar la
mezcla reaccionando durante 1 hora a 80 °C. Durante este periodo, se
produce la reaccion de silanizaciéon, donde los grupos -OH libres son

sustituidos por grupos trimetilsilil.

Finalmente se elimina el reactivo con una suave corriente de Nz, y
se reconstituye la muestra con 1 mL de Isooctano. Es importante el hecho

de llevar la muestra completamente hasta sequedad antes de producirse
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la reaccion, ya que cualquier resto de humedad en la misma destruye el

reactivo.

3.7.2. Reaccién con PFBHA + BSTFA

Se derivatizan los compuestos polares del apartado 3.7.1, todos
ellos a una concentracion de 25 mg/L. Para ello se afiaden 50 pL del
reactivo PFBHA 19 mM a la mezcla de compuestos polares y se deja
reaccionar la mezcla durante 24 horas a temperatura ambiente y en
ausencia de luz. En este caso no es necesario eliminar el agua y pueden

utilizarse disolventes polares.

A continuacién se procede a realizar la reaccioén con BSTFA, segun

se ha descrito en el apartado 3.7.1.
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3.8. ANALISIS CROMATOGRAFICO

Todos los extractos y fracciones han sido analizados mediante la
técnica de GC/MS. Los estudios de optimizacion de metodologias se han
llevado a cabo utilizando un cromatografo de gases Hewlett Packard
5890 series 11 acoplado a un detector de espectrometria de masas

Hewlett Packard 5971A.

Para el analisis de muestras segun el método optimizado se ha
utilizado un cromatégrafo de gases (Fisons GC 8000 series) con inyector
automatico (Fisons AS 800), acoplado a un espectrometro de masas
(Fisons MD 800). En cambio, el analisis de PAHs en las muestras se
realizé con un cromatégrafo de liquidos de alta eficacia, Hewlett Packard
Series 1050 con detector de fluorescencia. La columna cromatografica
empleada ha sido una Supelcosil LC-PAH de 5 pm de espesor (25 cm x 4.6

mm).

Las condiciones en que operan los dos cromatografos de gases son
similares; ambos han empleado la misma columna cromatogréfica, una DB
5-MS (30 m x 0.25 mm d.i. x 0.25 uym espesor fase estacionaria), con
inyeccion “splitless”, manteniendo la valvula de split cerrada durante 1
min. El gas portador es Helio (0.8 mL/min.). El detector trabaja en modo
de impacto electrénico con una energia de la fuente de iones 70 eV,
temperatura de la fuente de iones 200 °C, temperatura detector 250 °C

(Fisons) y de 280 °C (Hewlett Packard).

3.8.1. Analisis de n-alcanos

Para analizar n-alcanos mediante GC/MS es necesario el empleo de
un gradiente de temperatura, empleandose el siguiente programa

temperatura; mantener la columna a 90 °C durante 5 minutos, luego se
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aumenta 5 °C/min hasta los 300 °C, para mantenerla 30 minutos mas. El
detector trabaja en modo SIM, monitorizando las relaciones m/z 57, 71,

85 con un “delay” de 8 min.

La muestra se llevaba a un volumen final de 1 mL, anadiéndose como

patron interno 100 pL de 1-clorododecano de 100 ppm en hexano.

3.8.2. Analisis de PAHs

El andlisis de los PAHs presentes en las muestras se realiz6
mediante HPLC siguiendo la metodologia previamente desarrollada en el
laboratorio para el andlisis de estos compuestos en agua y sedimentos

[59,60].

En el estudio de optimizacién, los PAHs se analizaron mediante

GC/MS, utilizando un programa de temperatura similar al de los alcanos.

La diferencia radica en el detector, en este caso el detector de
espectrometria de masas trabaja en modo SIM, monitorizando los
siguientes relaciones m/z 128, 152, 154, 166, 178, 188, 202, 219, 228,
252, 276, 278. Se aplico un “delay” de 2.5 min. La eleccidon de estas m/z
se debe a que corresponden a los iones moleculares de los 16 PAHSs
seleccionados; véase para el naftaleno (128), acenaftileno (152),
acenafteno (154), fluoreno (166), fenantreno (178), antraceno (178),
fenantreno Djp (188), pireno (202), fluoranteno (202), reteno (219),
benzo(a)antraceno (228), criseno (228), benzo(b)fluoranteno (252),
benzo(k)fluoranteno (252), benzo(a)pireno (252), indeno(1,2,3-cd)pireno
(276), benzo(g,h,i)perileno (276) y dibenzo(a,h)antraceno (278).

Las muestras se llevaban a un volumen final de 200 pL de hexano,
empleandose como patroén interno el fenantreno D;o, del cual se afiadieron

40 pL de una disolucion madre de 10 mg/L en ciclohexano.

Oscar Pindado Jiménez 60



Parte Experimental

3.8.3. Analisis de alcoholes y acidos

Para el analisis de los alcoholes y &cidos derivatizados se empleo el
siguiente programa de temperatura; mantener a 70 °C durante 1 min. Para
a continuacion ir aumentando 10 °C/min hasta los 150 °C, luego se cambia
la rampa a 5 °C/min hasta alcanzar los 290 °C y por ultimo se mantiene
esta temperatura durante 23 minutos. El detector trabaja en modo Scan

(m/z 50-590), y se le aplica un “delay” de 5 min.

Los compuestos se llevan a 1 mL de isooctano, empleandose &cido
palmitico deuterado como patrén interno. Se afiadian 100 pL de &cido

palmitico D3; de 250 ppm en diclorometano.

Los espectros de masas de los trimetilsilil deivados poseen iones
caracteristicos, que facilitaran la identificacién. La reaccion que se

produce entre el BSTFA y los grupos -OH es:

Figura 13: Reaccién del BSTFA con los grupos -OH

Si(CHz)s
R-OH +_ = R, SiCH)s. n'f,‘r NH;
- + = h . )

F3(} }iSi{r_‘H;]g o’ F3C

.
i’ NRSi{l’.‘H;

El ion m/z 73 se corresponde con el fragmento [Si(CHz)s] ~,
mientras que el ion m/z 75 se corresponde con el fragmento
[HO=Si(CH3)2]'". Ambos iones aparecen en el espectro de todos los
analitos que reaccionen con BSTFA. El ion m/z 117 que corresponde con el
fragmento [COOSIi(CHs)s] ", aparece cuando el analito que reacciona es
un &cido mono carboxilico, mientras que el ion m/z 147, que se
corresponde con el fragmento [(CH3)2Si=0Si(CHs)s] ™ aparece cuando el

analito posee dos H susceptibles a ser atacados por el BSTFA, es decir
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un compuesto difuncional. El ion m/z 103 que se corresponde con el

fragmento [CH,OSi(CH3)3]' ¥, aparece cuando el analito es un alcohol

primario.

En la Tabla 9 se presentan los iones caracteristicos de los

trimetilsilil derivados de cada compuesto que ha reaccionado con el

reactivo BSTFA, asi como los tiempos de retencion de los mismos en el

cromatograma.

Tabla 9: tr (min) e m/z caracteristicos de compuestos con BSTFA

Compuesto tr (min) m/z Compuesto tr (min) m/z
Acido Cy, 14,9 73-75-117-257 Acido Cyg 28,2 73-75-117-355
Acido Cy3 16,9  73-75-117-271 Acido Cy 29,9  73-75-117-369
Acido Cy4 18,9 73-75-117-285 Acido C»; 31,6 73-75-117-383
Acido Cy5 20,8  73-75-117-299 Acido Cy, 34,7 73-75-117-397
Acido Cyg 22,7 73-75-117-313 Alcohol Cy, 13,4  73-75-103-243
Acido Cy; 24,6 73-75-117-327 Alcohol Cy3 15,2 73-75-103-257
Acido Cyg 26,4  73-75-117-341 Alcohol Cy4 17,2 73-75-103-271

Acido azelaico 17,9 73-75-201-317 Alcohol Ci5 19,1  73-75-103-285
Levoglucosan 15,9 204-219-234 Alcohol Cyg 21,1  73-75-103-299
Ac. Transnorpinonico 13,3  73-75-129-157 Alcohol Cig 24,8 73-75-103-327
Acido pinico 15,3 73-75-171-172 Alcohol Cyg 28,4 73-75-103-355
Acido cis pindnico 12,8 73-75-83-171 Alcohol Cy; 31,7 73-75-103-383
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4.1. ETAPA DE EXTRACCION

4.1.1. Extraccion Soxhlet

En la Tabla 10 se indican las recuperaciones obtenidas para cada
compuesto al extraer con diferentes disolventes, mientras que la Figura
14 se representan las recuperaciones obtenidas para los compuestos mas
significativos.

Figura 14: Recuperaciones obtenidas en Soxhlet de los compuestos
mas representativos
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W CH2CI2 O CH2CI2/Acetona (3:1) BICH2CI2/Actlo (1:1) BCH2CI2/MeOH (4:1) MiHexano/Acetona (1:1)]

Todos los analitos estaban a una concentracion de 25 mg/L, con
excepcion del pentadecano. Para calcular las recuperaciones se comparan
los resultados de la mezcla extraida con Soxhlet, con un patron de la

misma concentracion que no ha sufrido la extraccién, pero que ha seguido

el mismo procedimiento analitico.

La cuantificacion se realizé midiendo areas totales en todos los
casos, excepto para aquellos donde existe solapamiento de picos en el

cromatograma, como para del &cido undecanoico donde se midié la
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relacion masa/carga m/z 243, el tridecanol (m/z 257), el acido
transnorpinonico (m/z 172), el acido pinico (m/z 157) y el reteno (m/z
219). Como patron interno se emple6 acido palmitico deuterado (Ds;) con

concentracion de 25 mg/L.

Para todos los estudios de extraccion se analizaron blancos de
filtros, encontrdndose  Unicamente pequefias cantidades de acido
palmitico y &cido estearico, a excepcion de la extraccion con

diclorometano/metanol que presentaba unos blancos mas sucios.

Para el caso de los compuestos alifaticos y PAHSs, el ensayo solo se
ha realizado para el pentadecano y el reteno, respectivamente. Los
estudios de recuperacion de estos compuestos mediante la técnica de
Soxhlet estdan muy documentados, y se han llevado a cabo en el
laboratorio en los Ultimos afios, por lo que los ensayos se centraron en las

especies polares.

En los estudios realizados, los compuestos alcohdlicos han
presentado mejores recuperaciones al extraer la mezcla con
diclorometano y con diclorometano/acetona, aunque esta Ultima presenta
peores recuperaciones para los compuestos de mayor peso molecular.
Para ambos casos las recuperaciones estan alrededor del 90%. Teniendo
en cuenta la reproducibilidad de la extraccion, ambas disolventes
presentan valores de RDS bajos, considerando como aceptables valores
inferiores al 8%. La extraccion con diclorometano/acetonitrilo, ha
presentado recuperaciones similares a las anteriores, pero con peor
reproducibilidad para los alcoholes de mayor peso molecular. En el caso
de las extracciones con hexano/acetona y diclorometano/metanol las
recuperaciones de los alcoholes son inferiores y presentan peor

reproducibilidad, principalmente para esta ultima.
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Se ha podido comprobar que en los casos donde se emplea una
mezcla de diclorometano con otro disolvente las recuperaciones para los
alcoholes son algo peores. Los alcoholes tienen un grupo polar, pero
ademas tienen una cadena alifatica, y el caracter apolar esta muy
marcado por la longitud de la cadena, por lo cual los resultados obtenidos

con el disolvente menos polar, el diclorometano, han sido mejores.

En el caso de los acidos -carboxilicos la extraccion con
diclorometano se presenta como la méas efectiva para los compuestos de
mayor peso molecular, pero presenta recuperaciones algo inferiores para
los compuestos de menor peso molecular. La reproducibilidad, en este
caso, disminuye para los compuestos mas pesados. Cuando las
extracciones se realizan con diclorometano/acetonitrilo y
diclorometano/acetona, tenemos un medio extractante algo mas polar, y
las recuperaciones de los compuestos mas pesados son menores que en
caso de emplear diclorometano, pero se mejoran las de los compuestos de
menor peso molecular. Ademas la ventaja que presenta la extraccion con
diclorometano/acetona, es que es mas reproducible que el resto de

ensayos realizados.

La extraccion con hexano/acetona no se ha presentado como una
alternativa efectiva para extraer los acidos de mayor peso molecular,
debido a la baja reproducibilidad y las bajas recuperaciones en
comparacion con los otros disolventes estudiados. En cuanto a la
extraccion con diclorometano/metanol los resultados no son
representativos ya que no se obtienen blancos limpios, aparecen
cantidades considerables de los compuestos pares, y la incertidumbre es
elevada, existiendo poca reproducibilidad en la extraccion. La medida del

acido de 23 atomos de carbono presenta una elevada incertidumbre.
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En el estudio de los acidos dicarboxilicos, donde se incluye el acido
azelaico, el &cido pinico, el &cido pinénico y el &cido norpinénico, la
extraccion con diclorometano se ha presentado como la menos efectiva,
debido a ser el medio mas apolar y estos compuestos ser los mas polares.
En el caso de la mezcla hexano/acetona, un medio algo mas polar, la
recuperaciéon ha sido mayor. Recuperaciones parecidas han presentado los
ensayos con diclorometano/acetona y diclorometano/metanol. De todos
ellos, el ensayo con diclorometano/acetona ha presentado la mayor

reproducibilidad.
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Tabla 10: Recuperaciones obtenidas para la extraccion Soxhlet

150 mL CH:Cl»

150 mL CHCl,/Acetona (3:1)

150 mL CHCl,/Actlo (1:1)

150 mL CH,Clo/MeOH (4:1)

150 mL Hexano/Acetona (1:1)

Recuperacion S RDS Recuperacion s RDS Recuperacion s RDS Recuperacion s RDS Recuperacion s RDS

Acido C1o 83% 0,079 5% 97% 0,102 8% 91% 11,043 6% 89% 0,412 29% 101% 22,538 14%
AcidoC1y 85% 0,006 4% 91% 0,008 5% 92% 0,850 4% 88% 0,040 27% 97% 2,464 12%
AcidoC1» 87% 0,065 4% 96% 0,070 4% 92% 10,887 5% 90% 0,370 24% 90% 21,373 13%
AcidoC13 90% 0,066 5% 91% 0,067 5% 92% 10,565 6% 89% 0,302 24% 86% 17,251 12%
Acido C14 94% 0,032 3% 97% 0,042 4% 92% 4,976 4% 96% 0,241 23% 91% 12,148 11%
Acido C1s 92% 0,038 3% 92% 0,054 5% 91% 7419 5% 90% 0,240 23% 85% 12,622 11%
Acido C16 98% 0,006 1% 117% 0,143 11% 101% 11,427 8% 134% 0,303 21% 103% 15,627 13%
AcidoC17 92% 0,033 4% 91% 0,039 5% 87% 6,640 6% 91% 0,156 20% 7% 11,888 15%
Acido C1s 92% 0,047 4% 101% 0,045 4% 85% 12,454 8% 113% 0,224 18% T7% 19,712 18%
Acido C1o 91% 0,041 5% 88% 0,043 6% 79% 10,359 12% 93% 0,102 17% 62% 13,894 23%
Acido C»o 91% 0,046 7% 85% 0,046 8% 81% 12,967 17% 100% 0,064 13% 53% 10,623 25%
Acido C» 91% 0,022 4% 86% 0,053 11% 83% 12,361 21% 114% 0,032 9% 44% 12,770 43%
Acido C2, 92% 0,043 11% 75% 0,079 26% 82% 11,589 25% 192% 0,035 11% 41% 1,273 6%
Acido C»3 155% 0,042 27% 47% 0,082 102% 99% 9,563 40% 588% 0,034 25% 19% 0,000 0%
Ac cispinonico 31% 0,001 23% 103% 0,002 9% 59% 0,265 26% 140% 0,007 35% 115% 0,200 10%
Ac transnorpinonico 19% 0,112 46% 105% 0,117 9% 51% 12,804 16% 127% 0,666 42% 109% 15,067 10%
Ac pinico 90% 0,094 8% 97% 0,062 5% 91% 11,880 8% 96% 0,275 22% 119% 17,500 11%
Ac azelaico 21% 0,205 76% 91% 0,026 2% 41% 51,616 70% 127% 0,673 36% 95% 21,274 15%
Levoglucosan 87% 0,231 54% 165% 0,025 2% 37% 38,370 52% 62% 0,294 39% 81% 18,371 8%
Reteno 91% 0,005 3% 82% 0,009 8% 88% 1,868 12% 81% 0,009 9% 80% 1,587 13%
Alcohol Ci2 83% 0,089 6% 89% 0,066 5% 87% 14,722 7% 76% 0,373 28% 86% 24,203 15%
Alcohol Ci3 86% 0,020 4% 86% 0,014 3% 93% 4,594 5% 80% 0,121 26% 83% 8,690 13%
Alcohol Cys 92% 0,073 5% 90% 0,048 3% 92% 12,378 7% 84% 0,332 25% 80% 20,219 14%
Alcohol Ci5 94% 0,083 6% 93% 0,056 4% 93% 9,292 5% 94% 0,295 23% 83% 14,266 11%
Alcohol Cie 92% 0,056 5% 90% 0,040 4% 92% 9,478 6% 85% 0,236 23% 83% 14,069 12%
Alcohol Cig 92% 0,037 4% 88% 0,029 3% 88% 11,895 9% 83% 0,164 20% 74% 10,678 11%
Alcohol Czo 96% 0,016 2% 86% 0,023 3% 79% 16,052 15% 87% 0,098 16% 62% 9,206 13%
Alcohol Cy, 89% 0,044 9% 84% 0,034 7% 85% 18,690 22% 192% 0,060 8% 54% 5,244  12%
Alcano C s 83% 0,175 10% 66% 0,085 7% 54% 25,892 18% 16% 0,202 63% - 221,807 9%




Resultados

Las extracciones con diclorometano/acetona y hexano/acetona se
han presentado como las més efectivas y reproducibles para la

determinacion de levoglucosan.

Por lo tanto se considera el CH>Cly/acetona como el disolvente mas
adecuado para la extraccion de los compuestos polares, mientras que el

CH2Cl, es mas adecuado para la extraccion de pentadecano y reteno

4.1.2. Extraccion con ultrasonidos

Los resultados obtenidos para los diferentes ensayos se presentan
en la Tabla 11, mientras que la Figura 15 presenta las recuperaciones de
los compuestos mas significativos. Al igual que en la extraccion con

Soxhlet, el estudio se centro en los compuestos polares.

Figura 15: Recuperaciones obtenidas con ultrasonidos de los
compuestos mas representativos
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B CH2CI2 OCH2CI2/Acetona (3:1) BICH2CI2/Actlo (1:1) BCH2CI2/MeOH (4:1) BHexano/Acetona (1:1)|

La cuantificacion de los analitos se ha realizado siguiendo el
procedimiento detallado para la extraccion con Soxhlet, excepto para el

reteno, donde se mide area total en lugar del ion m/z 219, debido a que el
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pico no solapaba con ningln otro, y para el alcohol Cs y Cis que se han
cuantificado con el ién caracteristico para alcoholes, m/z 103, al solapar
éstos con una interferencia generada durante la extraccion con

ultrasonidos.

La ventaja que presenta la extraccion con ultrasonidos radica en el
menor tiempo de extraccion, comparado con la extraccion con Soxhlet.
Sin embargo, el bafio de ultrasonidos presenta algunas desventajas con
respecto al Soxhlet, un dispositivo automatico, donde es méas dificil que

se produzca variabilidad y desviaciones durante la extraccion.

El estudio del pentadecano presenta recuperaciones muy bajas,
Unicamente la extraccion con CHxCly/acetona y CHxCly/acetonitrilo
presenta una recuperacioén elevadas. Para el reteno, todos los disolventes
presentan buenas recuperaciones, a excepcion de la mezcla

hexano/acetona.

Las recuperaciones obtenidas para los alcoholes con la extraccion
mediante ultrasonidos son inferiores a las obtenidas con la técnica
Soxhlet. La excepcién es la extraccibn con la mezcla de
CHCly/acetonitrilo, en la que se obtienen unas recuperaciones muy
elevadas para todos los alcoholes, por encima incluso de las obtenidas en

el Soxhlet.

Para los &cidos carboxilicos, las recuperaciones obtenidas mediante
la extraccion con ultrasonidos son, por norma general, inferiores a las
obtenidas en la extraccion con Soxhlet. De todos los disolventes
empleados, CHCl,/MeOH y CHyCl,/acetona, presentan los mejores
resultados, aunque no se detectan los acidos de mayor peso molecular,
por lo que no son una alternativa adecuada para el andlisis de estos

compuestos. Los extractos obtenidos en la extraccion con
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hexano/acetona si incluyen los compuestos de mayor peso molecular, pero
con unas recuperaciones bajas. Lo mismo ocurre para la extraccion con
CHxCl,. Para el caso de la extraccion con CHCly/acetonitrilo, las
recuperaciones son practicamente idénticas para todos los acidos, en
torno al 80%, pero al igual que el resto de ensayos no se extraen los

compuestos de mayor peso molecular.

Para los productos de degradacion del a-pineno, estas extracciones
no son capaces de recuperar la totalidad de los compuestos a analizar. El
acido trans-norpinénico no se ha detectado en los extractos. Los mejores
resultados se obtienen con la extraccion con CH»Cly/acetona y con
CHxCly/acetonitrilo, del mismo modo que ocurre con la extraccion con

Soxhlet, aunque con menores recuperaciones.

Para el caso del &acido azelaico, las mejores recuperaciones se
obtienen utilizando CH,Cl,, mientras que para el levoglucosan resulta mas

adecuada la mezcla CH>Cl,/acetonitrilo.

Por norma general los resultados presentan la extraccién mediante
ultrasonidos menos reproducible que la técnica Soxhlet. Los mejores
resultados se presentan con la extraccion con CHyCly/acetona (2:1),
aunque no son tan favorables para los compuestos de mayor peso

molecular.
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Tabla 11: Recuperaciones obtenidas para la extraccion mediante ultrasonidos

2x3omin X5OMICHO:  GXERcho o CraCiyAstio (1) koMot (41) HexanolAcetona (141

Recuperacibn s RDS  Recuperaciéon s RDS Recuperacion s RDS Recuperacion* s* RDS* Recuperacion S RDS
Acido C1o 90% 0,14 10% 77% 0,04 3% 79% 0,35 28% 79% 0,00 0% 50% 0,21 25%
AcidoC11 89% 0,02 14% 73% 0,00 3% 79% 0,02 20% 2% 0,21 16% 49% 0,03 26%
Acido C12 95% 0,21 13% 69% 0,07 5% 69% 0,26 19% 73% 0,02 12% 51% 0,16 15%
Acido C13 92% 0,17 13% 73% 0,05 5% 83% 0,22 20% 75% 0,14 9% 57% 0,16 19%
Acido C14 66% 0,09 10% 74% 0,06 6% 80% 0,16 19% 80% 0,14 12% 49% 0,13 16%
AcidoC1s 68% 0,04 5% 81% 0,06 6% 80% 0,18 20% 7% 0,08 9% 48% 0,14 17%
Acido C16 33% 0,12 13% 96% 0,11 7% 83% 0,19 15% 117% 0,08 8% 43% 0,13 9%
Acido C17 84% 0,05 8% 94% 0,05 7% 82% 0,16 30% 88% 0,07 4% 63% 0,07 14%
Acido C1s 60% 0,15 18% 121% 0,08 7% 78% 0,22 29% 101% 0,01 1% 56% 0,07 10%
Acido C 19 69% 0,19 41% 127% 0,05 10% 45% 0,02 84% 99% 0,04 4% 55% 0,08 21%
Acido C2o 65% 0,19 57% - - - 28% 0,14 173% - - - 43% 0,02 10%
Acido C21 58% 0,22 128% - - - - - - - - - 7% 0,03 15%
Ac cispinonico 102% 0,15 14% 78% 0,03 3% 80% 0,26 26% 77% 0,12 12% 60% 0,12 19%

Ac transnorpinonico 38% 0,01 59%% 69% 0,00 4% 124% 0,04 74% 66% 0,01 20% - - -
Ac pinico 80% 0,01 13% 69% 0,00 5% 62% 0,02 29% 64% 0,01 17% 45% 0,01 24%
Ac azelaico 94% 0,23 19% 64% 0,04 4% 32% 0,25 72% 69% 0,13 14% 66% 0,22 21%
Levoglucosan 57% 0,24 18% 70% 0,21 14% 123% 0,30 15% 40% 0,11 13% 63% 0,24 16%
Reteno 99% 0,05 8% 116% 0,08 12% 122% 0,08 16% 103% 0,06 11% 59% 0,06 9%
Alcohol Cy» 88% 0,25 15% 71% 0,04 3% 89% 0,19 11% 68% 0,15 11% 48% 0,17 19%
Alcohol Cy3 89% 0,09 15% 72% 0,03 6% 93% 0,05 10% 67% 0,06 11% 48% 0,07 22%
Alcohol Cy4 89% 0,21 15% 72% 0,07 5% 97% 0,12 8% 70% 0,14 11% 53% 0,17 18%
Alcohol Cys 158% 0,42 19% 73% 0,00 6% 103% 0,01 10% 75% 0,01 12% 44% 0,01 18%
Alcohol Cys 31% 0,17 19% 80% 0,00 8% 106% 0,01 12% 80% 0,00 8% 47% 0,01 18%
Alcohol Cys 81% 0,02 2% 84% 0,06 7% 101% 0,10 11% 79% 0,04 6% 58% 0,07 11%
Alcohol Cyo 68% 0,12 21% 109% 0,05 7% 109% 0,08 10% 94% 0,05 8% 54% 0,10 22%
Alcohol Cy, 65% 0,15 43% 138% 0,07 12% 124% 0,12 30% 131% 0,04 8% 53% 0,07 22%
Alcano Cs 43% 0,05 3% 93% 0,15 13% 89% 0,79 56% 20% 0,18 70% 18% 0,33 38%

* Valores para n=2 - No detectado



Resultados

4.1.3. Extraccién con microondas.

Para estos ensayos se ha ampliado el nUmero de alcanos y PAHSs
analizados, en concreto a la familia de n-alcanos comprendidos entre el
Ci2 y el Cyp y a varios PAHs. Fue necesario ampliar el estudio, ya que la
técnica de extraccion microondas es nueva en el laboratorio, y se tiene
mucho interés en desarrollar una metodologia adecuada para la

extraccion de compuestos orgénicos presentes en el aerosol atmosférico.

En la Tabla 12 se presentan los resultados preliminares, obtenidos
al extraer la mezcla de compuestos con diferentes disolventes, mientras
qgue la Figura 16 presenta los componentes mas representativos. La
metodologia empleada ha sido similar a la detallada en la técnica Soxhlet
y ultrasonidos.

Figura 16: Recuperaciones obtenidas con microondas de los
compuestos mas representativos
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|I CH2CI2 OCH2CI2/Acetona (3:1) BICH2CI2/Actlo (1:1) BCH2CI2/MeOH (4:1) BHexano/Acetona (1:1)|

Los alcanos han presentado unas recuperaciones muy dispares,

dependiendo del disolvente empleado. Las extracciones con CHCls,
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CHxCly/acetonitrilo y Hexano/acetona han presentado recuperaciones
superiores d 100% para los alcanos comprendidos entre el G; y el Gy,
estos compuestos se corresponden con la fraccion mayoritariamente
emitida por la quema de combustibles fosiles. Esta circunstancia puede

ser debida a una contaminacién puntual en los blancos.

El Naftaleno, ha presentado una gran variabilidad en la
recuperaciéon, debido a que este compuesto es muy susceptible a
evaporarse durante el proceso de evaporacion de disolvente, por lo que
los resultados obtenidos no son representativos. Para el resto de
compuestos, todas las extracciones han presentado recuperaciones
similares. En el caso de la extraccion con hexano/acetona las
recuperaciones han presentado una gran variabilidad, encontrandose
comprendidas entre el 20% y el 140%, debido a algin tipo de

interferencia durante el andlisis.

Las recuperaciones obtenidas para las familias de &cidos vy
alcoholes mediante la extraccién con microondas, son ligeramente
inferiores a las que se han obtenido con la técnica Soxhlet. A pesar de
ello, las recuperaciones han sido aceptables, Unicamente los compuestos
de mayor peso molecular son los que presentan menores recuperaciones.
Concretamente para los acidos carboxilicos, la extraccién con CHCl, se
ha presentado como la mas favorable de todas, mientras que para los
productos de degradacion del a-pineno, levoglucosan y acido azelaico la
extraccion con Hexano/acetona presenta mejores resultados, aunque sin
una gran mejora respecto a las extracciones con CHyCl, vy
CHxCly/acetona. Por ultimo, los alcoholes presentan mejores

recuperaciones en las extracciones con CH,Cl,y hexano/acetona.
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Tabla 12: Recuperaciones de la extracciéon microondas de alcanos,
PAHs, alcoholes y acidos

20 mL 20 mL 20 mL 20 mL
Compuestos CH,Cl, Hex/Acetona CH,Cl,/Aceton CH,>Cl,/MeOH CH,Cl>/Actlo
(1:1) a (3:1) (4:1) (1:1)
Alcano C12 17% 40% - - -
Alcano C13 25% 55% 6% - -
Alcano C14 35% 81% 16% - 6%
AlcanoC15 42% 82% 24% - 20%
Alcano C1e 53% 89% 40% 22% 40%
Alcano C17 * * * * *
AlcanoC1s * * * * *
Alcano C19 74% 108% 63% 48% 7%
Alcano C20 88% 109% 64% 39% 89%
Alcano C21 111% 117% 62% 38% 102%
Alcano C22 103% 123% 58% 35% 110%
Alcano C23 120% 117% 65% 39% 118%
Alcano C24 115% 111% 69% 52% 118%
Alcano C2s 135% 98% 65% 58% 123%
Alcano C26 129% 75% 73% 7% 116%
Alcano C27 140% 65% 76% 84% 104%
Alcano Czs 81% 50% 82% 91% 91%
Alcano C29 75% 51% 86% 79% 76%
Alcano C3o 2% 79% 80% 80% 57%
Alcano Ca1 65% 112% 73% 7% 52%
Alcano C32 76% 100% - 41% 60%
Alcano Cs3 51% - - - 81%
Alcano Ca4 25% - - - -
" Naftaleno  28% 57% 9% 157% 339%
Acenaftileno 61% 81% 73% 83% 98%
Acenafteno 43% 116% 57% 73% 85%
Fenantreno 88% 146% 93% 82% 100%
Antraceno 67% 22% 62% 54% 66%
Fluoranteno 83% 49% 65% 55% 69%
Pireno 60% 95% 57% 42% 51%
Reteno 46% 49% 52% 48% 55%
 Alcohol Ciz 4% 15% 5%  713%  75%
Alcohol C13 79% 95% 66% 71% 76%
Alcohol C14 80% 94% 69% 76% 75%
Alcohol C15 80% 88% 67% 70% 73%
Alcohol Ci6 82% 83% 67% 83% 7%
Alcohol Cis 75% 84% 65% 78% 79%
Alcohol C20 66% 67% 53% 81% 67%
Alcohol C22 44% 46% 38% 124% 56%
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Compuestos

CHCI;

20 mL
Hex/Acetona CH,Cl,/Acetona CH,Cl,/MeOH CH,Cl,/Actlo

(1:1)

20 mL

(3:1)

20 mL

(4:1)

20 mL

(1:1)

Ac. pinonico
Ac. norpinonico
Acido C12
Acido pinico
Levoglucosan
Acido C13
Acido azelaico
Acido C14
Acido C15
Acido C16
Acido C17
Acido C1s
Acido C19
Acido C20
Acido C21

94%
85%
92%
83%
124%
93%
45%
94%
86%
100%
75%
76%
52%
42%
18%

103%
107%
112%
97%
125%
98%
35%
106%
92%
120%
7%
66%
28%
5%

92%
85%
88%
82%
92%
82%
36%
83%
73%
84%
58%
52%
28%
8%

75%
73%
68%
2%
16%
65%
57%
67%
60%
76%
53%
57%
36%
25%
28%

81%
68%
75%
68%
87%
2%
51%
76%
70%
88%
66%
7%
53%
47%
23%

- No Detectado

* No Cuantificado

Los resultados de este primer estudio han presentado al

CH2Cl>

como disolvente mas adecuado para la extraccion con microondas. Las

recuperaciones obtenidas incitan a variar el programa de extraccion,

aumentando tanto el tiempo de extraccion como la temperatura, con el

fin de mejorar los resultados y equipararlos a los obtenidos con el

Soxhlet, la técnica de referencia en el andlisis del material particulado

del aerosol atmosférico. Asi pues, estos ensayos de extraccion mediante

microondas seran ampliados en el futuro,

intentando optimizar el

programa de extraccion asi como el volumen del disolvente empleado.
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4.2. ETAPA DE PURIFICACION O “CLEAN-UP”

Para optimizar la etapa de purificacion, se estudiaron las
proporciones de eluyentes mas adecuadas para obtener la separacion de
la mezcla del aerosol en cuatro fracciones, correspondientes a n-alcanos,
PAHSs, alcoholes y acidos en una columna de 1.5 g de silice. Se parti6 de un
método desarrollado en el laboratorio, para columnas de 10 gramos de

adsorbente. Los cuatro eluyentes son:

15 mL de hexano.

15 mL de hexano/CH,Cl> 4:1

w NP

20 mL de hexano/Acetato de etilo 6:4
4. 20 mL &cido férmico/MeOH 4%

Primer ensayo:

Se procede a disminuir el volumen de la primera fraccion para

evitar la coelucion de los alcanos y PAHSs.

5 mL de hexano
15 mL de hexano/CH,Cl, 4:1
20 mL de hexano/Acetato de etilo 6:4

B owo NP

20 mL acido férmico/MeOH 4%

Las recuperaciones de n-alcanos son superiores al 85%, al igual que

para PAHs, excepto para el fluoreno, antraceno, pireno y

fenantreno.

La tercera fraccion contiene alcoholes y acidos carboxilicos, con

recuperaciones inferiores al 50%.

Sequndo ensayo:

Se disminuye el volumen del resto de fracciones.

1. 5 mL de hexano

2. 10 mL de hexano/CH,Cl, 4:1
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3. 10 mL de hexano/Acetato de etilo 6:4
4. 10 mL acido formico/MeOH 4%

La primera fraccion contiene alcanos, mientras que la segunda
eluye PAHs. Las recuperaciones obtenidas son similares al segundo

ensayo.

En la tercera fraccion eluye conjuntamente las familias de
alcoholes y &cidos, deduciéndose que se debe disminuir la polaridad
del tercer eluyente para conseguir la correcta separacion de estos

compuestos.

Tercer ensayo:

Se disminuye la polaridad del tercer eluyente para evitar que la

tercera fraccion contenga compuestos acidos.

1. 5 mL de hexano

2. 10 mL de hexano/CHxCl, 4:1

3. 10 mL de hexano/Acetato de etilo 4:1
4. 10 mL acido formico/MeOH 4%

La primera y segunda fraccion presentan resultados similares a los
anteriores ensayos. En cambio, la tercera fraccion contiene
Unicamente los compuestos alcoholicos, presentando
recuperaciones superiores al 90%. A pesar de ello las
recuperaciones obtenidas de &cidos en la cuarta fraccion son

inferiores al 50%.

Cuarto ensayo:

Se disminuye el volumen del primer eluyente, ya que se comprobd
gue los alcanos eluyen rapidamente con la primera fraccion,

asegurando ademas, la elucion de los PAHs en la segunda fraccion.

Oscar Pindado Jiménez 78



Resultados

Se aumenta la polaridad del cuarto eluyente, para mejorar la

recuperacion de los compuestos acidos en la cuarta fraccion.

1. 3 mL de hexano

2. 10 mL de hexano/CHxCl; 4:1

3. 10 mL de hexano/Acetato de etilo 4:1

4. 10 mL acido formico/MeOH 5%
La primera fraccion ha sido capaz de eluir exclusivamente los
alcanos, obteniéndose recuperaciones superiores al 90%,
empleando Unicamente 3 ml de hexano. La segunda fraccion

contiene los PAHSs, con recuperaciones superiores al 80%.

La tercera fraccién eluye alcoholes con recuperaciones en torno al
90%, mientras que la cuarta fraccién ha sido capaz de separar los

acidos con recuperaciones en torno al 90%.

Finalmente, se aplicaron los eluyentes seleccionados a otros
adsorbentes empleados en el fraccionamiento de gel aerosol atmosférico,
como son, ademas de la gel de silice, la alimina y una mezcla de silice
alumina al 50%. En la Tabla 13 se presentan las recuperaciones obtenidas
con los tres adsorbentes, mientras que la Figura 17 presenta algunos de

los componentes mas significativos.
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Tabla 13: Recuperaciones obtenidas en la etapa de clean-up con tres adsorbentes diferentes

Compuestos Silice (1.5 g) Alimina (1.5 g) Silice/Alimina 1:1 (1.5 g) Compuestos Silice (1.5 g) Aldmina (1.5 g) Silice/Aldmina 1:1 (1.5 g)
Alcano C12 40% 17% 38% Pireno 107% - 70%
Alcano C13 49% 30% 48% Criseno 83% - 36%
Alcano C14 57% a47% 62% B(a)An 81% - 27%
Alcano C1s 66% 67% 74% B(b)H 91% - 43%
AlcanoCis6 76% 87% 90% Reteno 52% - 43%

Fitano * * * " TAlcoholC 102% 29% &%
Alcano C17 * 103% 49% Alcohol Ci3 86% 33% 10%
Pristano * 104% * Alcohol C14 86% 36% 12%
Alcano C1s 110% 121% * Alcohol C1s 89% 41% 24%
Alcano C19 107% 111% 47% Alcohol C16 93% 37% 13%
Alcano C20 99% 107% 71% Alcohol Cis 93% 49% 13%
Alcano Cz1 104% 78% 50% Alcohol C2o 89% 47% 7%

Alcano C22 99% 99% 56% Alcohol C22 89% 67% -

Alcano C23 95% 95% 52% ) -A’-\c-id-o-p-in-o;‘lizzc-) T -7;02) -------- 4-5‘-% ------------ 1 -060-A) -------
Alcano C24 98% 91% 62% Acido norpinonico 86% 25% 44%
Alcano C2s 93% 87% 56% Acido C12 71% 33% 30%
Alcano C2s 101% 79% 51% Acido pinico 65% 25% 42%
Alcano C2z 100% 7% 59% Levoglucosan 17% 10% 27%
Alcano Czs 105% 62% 47% AcidoC13 76% 34% 0%
Alcano C29 89% 35% 31% Acido azelaico 67% 8% 46%
Alcano C3o 82% 24% 22% AcidoC1a 80% 32% 0%
Alcano Ca1 87% 51% 41% AcidoC15 86% 31% 41%
Alcano C32 - 62% 63% Acido C1s 90% 39% 36%
"~ Naftaleno  11% - 8% Acido C17 93% 37% 47%
Antraceno 65% - 43% AcidoC1s 95% 35% 29%
Fenantreno 83% - 48% Acido C19 106% 28% 14%

Fluoranteno 83% - 59% Acido C20 104% 35% -

- No detectado *No cuantificado
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Figura 17: Recuperaciones de los componentes mas significativos
fraccionados con tres adsorbentes distintos
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Los resultados obtenidos en el fraccionamiento con los tres
adsorbentes estudiados, presentan siempre los nralcanos en la primera
fraccion. La mezcla de silice/alimina se presenta como la alternativa
menos adecuada, debido a las bajas recuperaciones que se han obtenido.
Para los casos de emplear los adsorbentes por separado, tanto la alimina
como la silice, han presentado, en general mejores recuperaciones. De
forma general, se ha observado que la silice presenta mejores
recuperaciones que la alumina, debido a que el eluyente se desarrolld para

el fraccionamiento con gel de silice.

El estudio de la segunda fraccion no presenté trazas de n-alcanos,
confirmando que estos han sido totalmente eluidos en la primera
fraccién. Por lo tanto, en la segunda fraccidon se eluyen exclusivamente
los PAHs, ya que tampoco se han encontrado restos en la tercera y la
primera fraccién. Se ha observado que al emplearse alimina como

adsorbente los PAHs no se recuperan en la segunda fraccion, y que al
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emplearse la mezcla alimina/silice las recuperaciones son inferiores a las
obtenidas con la silice. Podemos concluir eluyente empleado es adecuado
para eluir los PAHs empleando, Unicamente gel de silice. Los PAHs de
menor peso molecular presentan menor recuperacion debido a que, al ser

los mas volatiles se producen pérdidas durante la concentracion con No.

En la tercera fraccion eluyen compuestos polares, como es el caso
de los alcoholes que lo hacen exclusivamente en esta fraccion. Los
resultados presentan la silice como la mejor alternativa para el
fraccionamiento de estos compuestos. Practicamente se eluyen la
totalidad de los compuestos en esta fraccion sin producirse pérdidas en
el proceso. El fraccionamiento con alimina o con alumina/silice presenta

recuperaciones muy inferiores.

El estudio de la cuarta fraccion, eluida con 10 mL de acido formico
en MeOH 5%, presenta los compuestos mas polares, los &cidos. De los
tres adsorbentes evaluados la silice presenta las mejores recuperaciones,
generalmente del 90%. Para el caso de la alimina o de la mezcla

alumina/silice, las recuperaciones no son superiores al 40%.

Hay algunos compuestos que presentan recuperaciones muy bajas,

como es el caso del levoglucosan.
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4.3. DERIVATIZACION

Para todos los ensayos de derivatizacion se analizaron aquellas
especies polares, como alcoholes, acidos carboxilicos lineales de cadena
larga, y productos de degradacion del a-pineno, potenciales
constituyentes del aerosol atmosférico. Todos los compuestos
presentaban concentraciones de 25 mg/L y se emple6 como patron

interno acido palmitico deuterado de 10 mg/L.

Se evaluaron diferentes reactivos, tales como BSTFA, BSTFA-
TMCS y PFBHA. Ademas, para el caso del BSTFA y del BSTFA-TMCS se

evalu6 como afecta el volumen de reactivo empleado.

En la Tabla 14 se presentas los resultados obtenidos.
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Tabla 14: Areas de los picos cromatograficos obtenidas con diferentes condiciones de derivaticion

Compuesto 25 puL 50 pL 100 pL 25 puL 50 pL 100 pL 50 pL PFBHA +
BSTFA BSTFA BSTFA BSTFA/TMCS BSTFA/TMCS BSTFA/TMCS 50 pL BSTFA
Acido C1o - - - - - - -
AcidoCn - - - - - - -
Acido C12 3,90 2,24 2,29 1,85 2,26 1,83 1,55
Acido C13 3,80 2,28 2,18 1,77 2,12 1,79 1,60
Acido C14 3,37 2,13 1,97 1,64 1,81 1,59 1,44
Acido C1s 2,60 2,07 1,79 1,56 1,67 1,56 1,36
Acido Ci6 2,61 2,15 1,75 0,85 1,41 1,40 1,17
Acido C17 0,85 1,15 0,74 0,85 0,78 0,81 0,60
Acido C1s 0,57 1,02 0,59 0,71 0,64 0,66 0,43
Acido C 19 0,12 0,91 0,20 0,44 0,39 0,40 0,20
Acido C2o - 0,32 0,02 0,22 0,20 0,25 0,02
Acido C21 - 0,07 - 0,04 0,04 0,08 -
Acido C2, - - - - - - -
Alcohol Cy» 2,60 1,34 1,26 0,97 1,26 0,98 0,74
Alcohol Ci3 3,10 1,62 1,49 1,17 1,52 1,19 1,01
Alcohol Ci4 1,87 0,98 0,94 0,74 0,91 0,73 0,68
Alcohol Cis 1,52 0,85 0,76 0,62 0,75 0,62 0,57
Alcohol Cys 1,37 0,82 0,75 0,58 0,68 0,59 0,55
Alcohol Cyg 0,77 0,64 0,54 0,44 0,46 0,44 0,38
Alcohol Cy 0,28 0,36 0,25 0,23 0,23 0,24 0,19
Alcohol Gz 0,05 0,12 0,05 0,07 0,07 0,07 0,04
Ac cispinonico (m/z 171) 1,21 1,25 1,11 1,30 1,46 1,36 1,10
Ac transnorpinonico (m/z 157) 1,16 1,29 1,22 1,37 1,50 1,46 0,48
Ac pinico (m/z 171) 0,72 0,83 0,82 0,87 0,94 0,93 0,56
Levoglucosan 7,29 19,63 30,07 2,47 2,48 2,02 20,29
Ac azelaico 3,39 4,69 5,73 5,80 7,45 7,12 1,55

- No detectado
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Para el caso del BSTFA, el empleo de mas o menos volumen no
implica diferencias significativas. Cabe destacar que al emplear 25 L las
areas son mayores para los acidos y alcoholes de menor peso molecular,
pero que no es capaz de derivatizar los compuestos mas pesados. Al
emplear 100 pL se mejora la sefial en el levoglucosan, pero para el resto
de compuestos no hay cambios significativos con respecto al empleo de
50 uL. Este volumen de BSTFA se presenta como la alternativa mas
eficaz, ya que presenta una sensibilidad elevada para todos los

compuestos estudiados.

Para la reaccion con BSTFA-TMCS se ha observado que el volumen
de reactivo empleado no es un factor que afecte en gran medida a la
sefial analitica. De forma general, en todos los compuestos las sefiales
analiticas presentas valores similares, siendo puntualmente mejores con

el empleo de 50 ni.

Si se comparan las sefiales analiticas obtenidas en el caso de
emplear 50 nL de BSTFA-TMCS, es decir el reactivo con catalizador, y
BSTFA sin catalizador, se observa que no aparecen diferencias
significativas entre los dos, Unicamente se observa una mayor sefial
analitica para el caso del Levoglucosan que ha reaccionado con BSTFA sin

catalizador.

En la reaccion con PFBHA, éste compuesto es capaz de derivatizar
los grupos C=0O de aldehidos y cetonas. Ha sido comprobado que no es
capaz de reaccionar con los grupos C=0O presentes en los acidos
carboxilicos, ya que no se ha obtenido ningun tipo de sefial analitica. Por lo
tanto el PFBHA Unicamente reaccionard con los grupos cetona o aldehido

libres.
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En el caso de realizar una doble derivatizacién, en primer lugar con
PFBHA y a continuacion con BSTFA, se observa que las sefiales analiticas
son ligeramente inferiores a las obtenidas con la derivatizacién simple
con BSTFA. Por lo tanto se puede deducir que el empleo de esta doble
derivatizacion, posibilitara la identificacion de un mayor numero de
compuestos, como es el caso de los oxi-acidos, pero con el inconveniente

de reducir la sefial analitica de los compuestos acidos y alcohdlicos.

Las condiciones 6éptimas para la derivatizacion de &cidos vy
alcoholes se han conseguido con el empleo de 50 pL de BSTFA sin

catalizador, empleandose éstas, para el analisis de las muestras.

El inconveniente de estos reactivos es la generacion de nuevos
picos cromatograficos, aparte de los compuestos derivatizados,
obteniéndose blancos muy elevados. Estudios futuros evaluaran otros
derivatizantes, como el BF3/MeOH y BFs/BuOH, para su empleo en lugar

del BSTFA, con el objeto de obtener cromatogramas mas limpios.
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4.4. ANALISIS CROMATOGRAFICO

El estudio de los parametros analiticos del método desarrollado
para alcanos, alcoholes y acidos se ha realizado en el GC/MS Fisons,
ajustando por minimos cuadrados la sefial que producen diferentes
concentraciones de cada analito. Se emplean los programas de
tratamiento de datos estadisticos, Origin y Statghraphics. En cada recta

de calibrado se han medido 9 concentraciones por triplicado.

4.4.1. Alcanos

Para el calibrado de n-alcanos se han medido las siguientes
concentraciones; 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 1.5, 25 y 5 mg/L. Se empled
como patron interno el 1-clorododecano de 5 mg/L. La Tabla 15 presenta

los calibrados de n-alcanos.
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Tabla 15: Calibrado para los alcanos

2

COMPUESTO ORDENADA ORIGEN  PENDIENTE r n r
Cu -0,107 0,361 0,997 7 0,994
Ci -0,020 0,331 0,998 7 0,996
Cis 0,015 0,407 0,9995 9 0,999
Cia 0,043 0,387 0,999 9 0,998
Cis 0,039 0,517 0,9991 9 0,998
Cis 0,017 0,555 0,9993 9 0,999

Fitano -0,519 0,905 0,9992 3 0,998
Ci7 0,629 0,535 0,998 3 0,996
Pristano -0,234 0,810 0,993 4 0,986
Cis 0,583 0,424 0,997 3 0,994
Cio 0,058 1,066 0,999 9 0,998
C2o 0,107 0,841 0,997 9 0,994
Ca 0,200 0,908 0,993 9 0,986
Co 0,088 0,831 0,998 6 0,996
Cas 0,109 0,864 0,998 6 0,996
Caa 0,094 0,672 0,997 6 0,994
Cus 0,169 0,683 0,997 7 0,994
Cos 0,137 0,582 0,988 7 0,976
Cor 0,125 0,628 0,998 7 0,996
Cas 0,045 0,566 0,9992 7 0,998
Cao 0,066 0,586 0,9991 7 0,998
Cso 0,055 0,454 0,999 7 0,998
Ca1 0,027 0,469 0,997 7 0,994
Ca 0,057 0,359 0,999 5 0,998
Cas 0,046 0,399 0,9995 5 0,999
Cas 0,043 0,294 0,998 5 0,996
Css 0,030 0,300 0,998 7 0,996
Css 0,029 0,234 0,998 6 0,996
Ca7 0,027 0,254 0,998 6 0,996
Cas 0,018 0,204 0,998 6 0,996
Cso 0,017 0,210 0,998 6 0,996
Cuo 0,009 0,173 0,998 6 0,996

Todos los calibrados presentan coeficientes de correlacion

superiores a 0.993, lo cual es un valor bastante aceptable para los

métodos cromatograficos. Otro parametro, es el estadistico coeficiente

de correlacion cuadrado (), que expresa el tanto por uno de la variacion

total (en torno al valor medio) explicada por la regresion. De este modo,

r? cuantifica la mejora obtenida con la regresién para estimar los datos

respecto a estimarlos con su valor medio. Un método adecuado para

evaluar la linealidad de una recta de calibrado es el analisis de la varianza.
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En todos los casos se ha verificado que existe una relacién lineal entre la

concentracion y el area con un nivel de confianza superior al 99 %.

Los parédmetros analiticos obtenidos del calibrado de n-alcanos

estan reflejados en la Tabla 16.

Tabla 16: Parametros analiticos de alcanos

INTERVAL nsibili Precision
COMPUESTO | |\NEALIDAD (r(r?g/L) > (i/%g?ad (%Cs%;) LQ (mg/L)
Ci 04-5 0,361 45 % >0.4
Ci» 0.4-5 0,331 37 % >0.4
Cis 01-5 0,407 2.2 % 0.1
Cia 01-5 0,387 2.8 % >0.1
Cis 01-5 0,517 3.6 % 0.1
Cis 01-5 0,555 33% 0.1
Fitano 15-5 0,905 9.2 % >1.5
Cir 15-5 0,535 7.4% >1.5
Pristano 1-5 0,810 20.4% >1
Cis 1-5 0,424 9.6 % >1
Cio 01-5 1,066 7.9% 0.1
Cao 01-5 0,841 11.6 % >0.1
Ca 01-5 0,008 17.9 % 0.1
Cos 02-25 0,831 3.9 % >0.2
Cos 02-25 0,864 5.0 % >0.2
Coa 02-25 0,672 46 % >0.2
Cas 02-5 0,683 9.1 % >0.2
Cas 02-5 0,582 6.9 % >0.2
Cor 02-5 0,628 6.3 % >0.2
Cos 02-5 0,566 43 % >0.2
Cao 02-5 0,586 47 % >0.2
Cao 02-5 0,454 43% >0.2
Car 02-5 0,469 6.3 % >0.2
Ca 02-5 0,359 37 % >0.2
Cas 02-5 0,399 2.8 % >0.2
Cas 02-5 0,294 3.4% >0.2
Cas 01-5 0,300 3.9 % >0.2
Cas 01-5 0,234 2.5 % >0.2
Car 01-5 0,254 2.8 % >0.2
Cas 01-5 0,204 2.1 % >0.2
Cao 01-5 0,210 2.5 % >0.2
Cao 01-5 0,173 1.7 % >0.2

La sensibilidad de un método analitico se define como la pendiente
de la recta de calibrado, asi pendientes mayores (pequefios cambios de
concentracion producen grandes cambios en la sefial analitica) implican

métodos mas sensibles. Segun esta definicion los alcanos de 19, 20,21, 22
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y 23 atomos son los mas sensibles, mientras que los alcanos de mayor

peso molecular presentan una menor sensibilidad.

La precision del calibrado se ha evaluado con la desviacion estandar
relativa del ajuste por minimos cuadrados. La mayoria de calibrados
presentan valores de RDS inferiores al 6%. Los calibrados que han
presentado mayor desviacién estandar han sido el pristano y el alcano de

21 &tomos de carbono.

El limite de deteccion, se define en cromatografia como 3sp,
siendo sp la desviacién tipica del blanco, mientras que los limites de
cuantificacion como 10s,. El LQ se entiende como la concentraciéon minima
gue se puede cuantificar, y ha sido para todos los compuestos superiores
a 01 - 0.2 mg/L, a excepcion del los pares fitano/alcano Ci7 y
pristano/alcano Cg. Estos compuestos poseen tiempos de retencién muy
similares y es imposible separarlos a concentraciones bajas, ya que se
eluyen de forma conjunta. Por otro lado la pérdida de linealidad en el
intervalo estudiado Unicamente se ha alcanzado para los alcanos de 22,

23y 24 atomos de carbono.

4.4.2. Alcoholes

Para realizar el calibrado de alcoholes se han medido las
siguientes concentraciones; 1, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75 mg/L. Como
patrén interno se ha empleado 4cido palmitico deuterado de 25 mg/L. En

la Tabla 17 se presentan los calibrados para todos los alcoholes.
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Tabla 17: Calibrado para los alcoholes

ORDENADA
COMPUESTO ORIGEN PENDIENTE r n r?
Alcohol Cyq -0.00975 0.01075 0.9910 6 0,982
Alcohol Cy; -0.057 0.024 0.9920 9 0,984
Alcohol Cy; -0.022 0.033 0.9980 9 0,996
Alcohol Cy3 0.052 0.036 0.9994 9 0,999
Alcohol Cy4 0.043 0.041 0.9995 9 0,999
Alcohol Cy5 0.109 0.044 0.9970 9 0,994
Alcohol Cyg 0.062 0.041 0.9990 9 0,998
Alcohol Cyg 0.014 0.048 0.9991 7 0,998
Alcohol Cy 0.017 0.040 0.9960 7 0,992
Alcohol C,, 0.017 0.032 0.9940 7 0,988

Los calibrados han presentado coeficientes de correlacion
superiores a 0.991. Los valores de r? y el andlisis de la varianza han
confirmado la relacion lineal entre la concentracion y el area del pico

cromatografico.

Los parametros analiticos obtenidos del calibrado de alcoholes se

indican en al Tabla 18.

Tabla 18: Parametros analiticos de alcoholes

INTERVALO o .,
COMPUESTO  LINEALIDAD Sensibilidad Precision LQ (mg/L)
(ma/L) (L/mQ) (RDS)
Alcohol Cyg 1.0-50 0.01075 2.9 % >1.0
Alcohol Cy; 1.0-75 0.024 8.0 % >1.0
Alcohol Cy, 1.0-75 0.033 4.6 % >1.0
Alcohol Cy3 1.0-75 0.036 3.2% >1.0
Alcohol Cy4 1.0-75 0.041 3.1 % >1.0
Alcohol Cy5 1.0-75 0.044 8.0 % >1.0
Alcohol Cyg 1.0-75 0.041 4.7 % >1.0
Alcohol Cyg 1.0-25 0.048 19% >1.0
Alcohol Cyg 1.0-25 0.040 3.1 % >1.0
Alcohol C,, 1.0-25 0.032 3.4 % >1.0

El alcohol de 18 atomos de carbono ha presentado la mayor
sensibilidad. En todos los casos se ha podido cuantificar concentracion de
1 mg/L, mientras que para los alcoholes méas pesados y el de 10 &tomos de

carbono se ha producido la pérdida de linealidad a 25 y 50 mg/L,
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respectivamente. Todos los calibrados, presentan valores de RDS

inferiores 5%, excepto los alcoholes de 11 y 15 &tomos de carbono.

4.4.3. Acidos carboxilicos

El calibrado para los compuestos &cidos se ha realizado con las
siguientes concentraciones; 0.1, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 10, 15, 30 mg/L,

empleando el acido palmitico deuterado como patron interno.
En la Tabla 19 se recogen los calibrados para los acidos estudiados.

Tabla 19: Calibrado para los acidos

ORDENADA
COMPUESTO ™o =ey  PENDIENTE r n r?
Acido Cy, -0.0055 0.0415 0.9997 9 0,999
Acido Cy3 0.0081 0.0405 0.9999 9 1,000
Acido Cy4 0.0151 0.0419 0.9998 9 1,000
Acido Cy5 0.0289 0.0410 0.9992 9 0,998
Acido Cy 0.0359 0.0382 0.998 9 0,996
Acido Cy7 0.0084 0.0408 0.9997 8 0,999
Acido Cyg 0.0105 0.0372 0.9994 8 0,999
Acido Cyg 0.0119 0.0327 0.999 7 0,998
Acido Cy 0.0088 0.0248 0.998 7 0,996
Acido Cy, 0.0154 0.0220 0.997 6 0,994
Acido Cy, -0.0092 0.0193 0.996 5 0,992
Acido Cy3 -0.0112 0.0064 0.97 4 0,941

Los coeficientes de correlacion son superiores al 0.996, a
excepcion del acido Cy3, que su calibrado presenta la peor sensibilidad.
Los valores de r? y del anélisis de la varianza han confirmado la relacién

lineal entre la concentracién y el area del pico cromatogréafico.

Los parametros analiticos se recogen en la Tabla 20.
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Tabla 20: Parametros analiticos de acidos carboxilicos

INTERVALO Sensibilidad  Precision L
COMPUESTO | \NEALIDAD (mg/L) (Limg) (RDS) (m§L)
Acido Cy» 0.1 -50 0.0415 1.7 % >0.1
Acido Cy3 0.1-50 0.0405 1.1% >0.1
Acido Cy4 0.1 -50 0.0419 1.3 % >0.1
Acido Cy5 0.1-50 0.0410 3.4 % >0.1
Acido Cyg 0.1 -50 0.0382 4.1 % >0.1
Acido Cy7 0.1-30 0.0408 1.1% >0.1
Acido Cyg 0.1-30 0.0372 1.3 % >0.1
Acido Cyg 0.5-30 0.0327 1.9 % >0.5
Acido Cy 0.5-30 0.0248 1.7 % >0.5
Acido Cy; 1.0-30 0.0220 1.9 % >1.0
Acido Cy, 2.3-30 0.0193 1.9 % >2.3
Acido Cy; 9.2 - 46 0.0064 2.9% >9.2

La mayor sensibilidad se obtiene en el calibrado del &cido Cy4. Los

limites de cuantificacion son superiores a 0.1 mg/L para los acidos Cy>-Cis,

disminuyendo para los acidos mas pesados. Para los acidos de mayor peso

molecular también se produce una saturacion del detector, no pudiéndose

detectar concentraciones superiores a 30 mg/L.
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4.5. ANALISIS DE MUESTRAS DE CHAPINERIA.

Como aplicacion del estudio que se ha realizado, se ha analizado un
total de 12 muestras de PM;p y PM2 5 recogidas de manera simultanea, los
dias sefialados en la Tabla 3, y en una zona rural del término municipal de
Chapineria (Latitud 40° 22” 45°" Norte; Longitud 4° 12~ 15"~ Oeste).
Las familias de compuestos que se han analizado en muestras son n-

alcanos, PAH"s, n-alcoholes y acidos carboxilicos.
4.5.1. n-alcanos.

Se ha detectado, en ambos tipos de muestras, PMip y PM2s, la
serie homologa de n-alcanos comprendidos entre C;9<C,<Cs7, siendo n el n®
de &tomos de -carbono. Las concentraciones obtenidas para los
compuestos menores a Cig9 no son representativas, ya que dada su

volatilidad, tienden a permanecen en la fase gaseosa.

El intervalo de concentraciones obtenido para PMss esta
comprendido entre 0.05-10.4 ng/nt y para PMyo entre 0.03-16.2 ng/nv,
siendo la concentraciéon mas alta la medida el dia 6-4-2004 en el filtro
PMyo, con un valor de 2.5 ng/m®, correspondiente al n-alcano de 29
atomos de carbono. Este n-alcano siempre ha mostrado elevadas
concentraciones en todas las muestras analizadas. También se puede
observar un ligero predominio de los compuestos con n°® impar de carbono
frente a los pares, siendo mas acusado en el PMjo. Este perfil de
distribucién con el Cmax en G, es tipico de emisiones biogénicas [14,

25].

En la Tabla 21 se presentan las concentraciones de n-alcanos para
todas las muestras de PMjp y PM2s, asi como diferentes parametros que

nos ayudaran a comprender las fuentes de emision de los compuestos.
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Tabla 21: Concentraciones para n-alcanos (ng/m?®)

Mayo Junio Julio Agosto

Compuestc PM10 PM2,5 PM10 PM2,5 PM10 PM2,55:PM10 PM2,5 PM10 PM2,5 PM10 PM2,5 PM10 PM2,5; PM10 PM2,5 PM10 PM2,55 PM10 PM2,5 PM10 PM2,5:; PM10 PM2,5
7/5/04 15/5/04 24/5/04 1/6/04 9/6/04 17/6/04 25/6/04 3/7/04 11/7/04 19/7/04 27/7/04 4/8/04

Alcano C17 - - 12,77 - 0,47 - 1,0 038 037 0,22 042 0,20 0,18 * 0,10 024 013 015 005 005 0,39 0,12 : 0,12 0,12

Pristano ; 3,23 0,07 38 007 034 028: 055 021 027 014 028 015 0,13 0,09 ; 008 0,06 0,08 0,06 0,03 - 045 012 ; 0,12 0,10
AlcanoCis; 1,98 0,04 255 0,06 - - 0,23 - - - - - - - - - - - - - - - - -

AlcanoCy9i 1,48 005 18 004 013 009 : 023 007 008 006 009 004 004 003:002 004 002 004 002 001 025 006: 006 012
AlcanoCx» 2,49 0,10 228 006 006 002 : 021 004 005 004 010 005 003 001:;003 006 001 007 003 001 024 0,17 ;i 005 0,37
AlcanoC» i 4,62 0,18 4,04 0,10 0,04 - 050 016 015 025 033 013 005 0,05 : 008 017 002 0,28 002 004 016 038 : 0,08 0,51
AlcanoCz; 4,11 0,30 4,27 0,18 - 0,04 :033 022 003 042 032 026 003 018009 022 001 044 003 029 016 063 : 014 0,75
AlcanoC»3i 4,03 038 599 038 004 004:115 030 057 058 152 042 052 024 :077 025 011 050 020 029 050 065 : 031 0,71
AlcanoC»§ 0,05 049 457 077 015 029 : 046 047 024 113 055 083 026 055;048 061 005 08 009 056 043 109 : 025 1,27
AlcanoC»; 3,14 043 577 08 018 035: 077 042 057 125 126 097 074 0,76 ; 1,34 071 014 076 027 049 075 109 : 035 1,05
AlcanoCz; 2,73 046 456 110 008 037 :029 039 015 157 046 092 013 056 : 025 070 001 074 005 036 023 108 : 017 1,56
AlcanoC»7: 2,89 039 674 107 021 039:08 037 072 159 137 117 055 082 :125 08 018 075 024 045 073 108 : 033 125
AlcanoC» 1,72 051 300 081 024 051:028 032 030 104 074 079 013 046 ; 019 044 002 049 006 023 015 051 011 0,81
AlcanoCx: 532 048 7,41 126 048 074: 232 049 209 184 268 118 115 0,79 : 249 092 044 070 051 047 126 100 : 052 1,01

AlcanoCs; 1,30 045 277 0777 002 045:013 009 023 065 041 051 008 0,28 : 020 0,26 - 031 000 007 008 028 ;0,08 058
AlcanoCs;i 363 036 9,13 111 037 081: 15 031 29 130 228 111 083 033:205 037 035 036 021 020 075 051: 034 050
AlcanoCs2 0,77 034 169 0,73 014 043 : 017 018 022 045 033 036 006 0,11 :; 0,03 0,08 - 0,13 000 004 003 010 : 006 0,21
AlcanoCs3: 1,23 043 358 0,76 023 053 ;032 023 055 046 051 031 012 0,0 ; 023 005 0,02 010 0,03 004 011 012 ; 008 0,13
AlcanoCss - - - - 0,12 028 : 014 016 021 028 028 023 003 006 : 001 0,03 - 0,06 000 002 001 003;: 0,04 0,08
Alcano Css - - - - - 0,08 - - 0,04 006 0,01 - - - - - - - - - - - - -
Alcano C3s - - - - - 0,42 - - - 0,03 - - - - - - - - - - - - - -
Alcano Csy - - - - - 0,01 - - - 0,03 - - - - - - - - - - - - - -
Alcano Cag - - - - - 0,01 - - - 0,02 - - - - - - - - - - - - 0,01 -
AlcanoCse i - - - - - - - 0,01 - 0,02 0,01 - - 0,02 - - - 0,01 - - - - 001 001
Alcano C4o - - - - - 0,02 - 0,03 001 004 003 001 0,01 0,02 - - - 0,03 0,01 - - - 0,02 0,02

Cmax Co2o Cas Ca1 Coo Coo Ca Coo Coo Ca1 Co2o Coo Coo Co2o Co2o Cao Cao Cas Caa Cao Caa Cas C25 Cao Cas
CPI 258 087 195 125 258 142 : 472 126 681 147 353 145 508 136 : 638 136 134 108 6,23 133 391 124 : 255 0,9
%WNA 33 5 31 16 42 30 45 22 67 22 54 23 68 21 77 32 87 16 72 28 57 19 44 15




Resultados

Se observa que en algunas muestras, las concentraciones para
PM25 son superiores a las obtenidas en la fraccion PMjo. Esta situacion
anormal, se produce en algunas ocasiones en este tipo de andlisis, debido
a la elevada incertidumbre generada en el muestreo. Ademas, en las
fechas del muestreo se produjo un incendio forestal, que pudo haber

influido en cierto modo en las concentraciones de n-alcanos en PM s.

En las Figuras 18 y 19 se presentan los cromatogramas tipicos que

se han obtenido para n-alcanos en las dos fracciones analizadas.

Figura 18: Cromatograma de n-alcanos obtenidos en PMjo

Sample ID: Primera fraccion PM10{4/8:2004) Acquired on 19-Jul-2005 at 20:01:56
RAZ4F 14 SIR of 2 Channele EH
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Figura 19: Cromatograma de n-alcanos obtenidos en PM; 5
Sample ID: Primera fraccion PM2.5(4/8/2004) Acquired on 20-Jul-2005 at 01:31:02
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Como se puede observar la fraccion de PMjo presenta un
predominio de compuestos impares. Ademas este hecho se confirma con
los valores de CPl obtenidos en estas fracciones, normalmente con
valores superiores a 3 (Tabla 21). Ademas de ello, los altos valores de
%WNA obtenidos en esta fraccion, son indicios claros para suponer el
origen biogénico de los alcanos en la fraccion de PMjp. Son varios los
autores que han establecido que las fuentes biogénicas se caracterizan
por emitir, predominantemente, n-alcanos con nimero impar de 4tomos de
carbono. Fundamentalmente se emiten nalcanos de 29 y 31 atomos de
carbono. Por esta razén se definio, el parametro CPI, para poder evaluar
el origen de n-alcanos. Los autores han reconocido como emisiones
predominantemente biogénicas las que presentan valores de CPI

superiores a 3.

Para la fraccion de PM2s5, no se observa un predominio claro de
algun compuesto impar. Es destacable la ligera elevacion que aparece en
el fondo del cromatograma, debajo de los picos cromatograficos, que se
corresponde con una mezcla de compuestos sin resolver (UCM), entre los
gue se encuentran compuestos ciclicos y ramificados. Diversos autores
han relacionado este hecho con la emisién de n-alcanos provenientes de la
guema de combustibles fésiles. La presencia de Pristano y Fitano es otro
indicativo del origen antropogénico de esta fraccion. Este hecho se
confirma con los valores de CPl y %WNA obtenidos (Tabla 21). Las
emisiones antropogénicas se caracterizan por emitir fundamentalmente

compuestos de menor peso molecular que las emisiones biogénicas.

4.5.2. PAHs.

El analisis de los PAHs se ha realizado mediante la técnica de

cromatografia liquida de alta eficacia, siguiendo la metodologia
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instrumental desarrollada con anterioridad en nuestro laboratorio para

muestras de agua y suelo [59, 60]. Este trabajo ha ampliado el campo de

aplicacion, al anélisis de PAHs en muestras de aire. Los resultados

obtenidos para los PAHs se presentan en las Tablas 22 y 23.

Tabla 22: Concentraciones (pg/m®) de PAHs en PMyo

Compuest Mayo Junio Julio Agosto
7/5/04 15/5/04 24/5/04 i 1/6/04 9/6/04 17/6/04 25/6/04 :3/7/04 11/7/04 19/7/04 27/7/04 } 4/8/04
Ace - - 13 29 7 8 - - - 1 * *
F - - - - - - - - - - * *
Ph 57 57 191 | 203 79 84 47 - 13 13 * *
An 6 5 5 2 3 1 20 - 1 - * *
Fi 264 56 149 {180 85 68 33 - 16 10 * *
Pyr 2438 37 330 48 31 26 39 - 6 * *
BaA 217 9 48 53 24 12 10 - - * *
Cry 459 54 18 29 10 11 21 - 12 * *
Tiof 1668 306 615 | 682 146 81 136 - 41 40 * *
BeP 268 79 134 | 159 130 93 57 - 24 15 * *
BbF 453 121 163 | 167 57 38 32 - 18 9 * *
BkF 257 - 6 1 - - - - - - * *
BaPyr i 405 12 66 72 31 16 - 3 4 * *
DBA 40 6 2 3 2 1 - - - * *
BghiPe | 394 85 205 | 160 81 50 82 - 32 14 * *
IndPyr { 297 70 75 70 24 163 9 - 3 2 * *
TOTAL {7223 897 2020 (1858 682 652 494 - 169 121 * *
Tabla 23: Concentraciones (pg/m3) de PAHs en PM,_s
Compuest Mayo Junio Julio Agosto
7/5/04 15/5/04 24/5/04 i 1/6/04 9/6/04 17/6/04 25/6/04 i3/7/04 11/7/04 19/7/04 27/7/04 i 4/8/04
Ace - - - - - - - - 22 - * *
F - - - - 1603 - - - - - * *
Ph 193 123 534 - 25 300 118 83 92 96 * *
An 23 312 26 -8l 51 44 44 10 5 * *
Fl 308 28 231 - - 271 22 127 58 57 * *
Py 764 23 148 - - 335 28 26 25 21 * *
BaA 450 53 93 - - 371 132 | 142 93 29 * *
Chry 623 93 224 - - 521 196 | 218 145 90 * *
Tiof 2733 623 887 - - 2608 1186 i 622 430 168 * *
BeP 432 190 342 - - 1825 686 | 226 - 69 * *
BbF 635 171 217 - 4 435 132 | 146 90 52 * *
BkF 209 - - - - - - - - - * *
BaPyr : 615 43 31 - - 191 70 46 14 3 * *
DBA 56 57 0 - - 7 - - - - * *
BghiPe | 651 227 156 - 8 235 66 28 66 38 * *
IndPy 437 47 131 - - 104 - 30 14 8 * *
TOTAL 8129 1990 3020 - 2451 7254 2680 | 1738 1059 636 * *

- Concentracién <1 pg/m?

* No analizado

Oscar Pindado Jiménez

98



Resultados

4.5.3. Alcoholes.

Los alcoholes se han detectado en las dos fracciones estudiadas,
principalmente formando parte de la fraccion de PMjo. Se ha podido
detectar la serie homdloga de alcoholes lineales, comprendidos entre el
compuesto de 10 atomos de carbono y el de 28 atomos de carbono, con un
claro predominio de los compuestos pares. El intervalo de concentracion
obtenido para PM2s es 0.2-2.8 ng/m> y para PMi, 1.3-18.9 ng/n?,
estableciéndose el maximo en 8 ng/nt, para el Cy» recogido en PMiq el dia

13 de abril.

En las Tablas 24 y 25 se presentan las concentraciones en aire de

los alcoholes identificados en las fracciones PMip y PM2 5.
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Tabla 24: Concentraciones en aire (ng/m°) de Tabla 25: Concentraciones en aire (ng/m°) de

alcoholes en PMy 5 alcoholes en PM;q
Compuesto Mayo 2004 Junio 2004 Julio 2004 Agosto Compuest Mayo 2004 Junio 2004 Julio 2004 Agosto
7 15 24 1 9 17 25: 3 11 19 27 4 7 15 24 1 9 17 25¢ 3 11 19 27 4
Alcohol Gy | 72 21 29:i - - - - i - - - - - Alcohol Cro} - - L7y - - SR R - -
Alcohol Ci; - x 21 R R - R - R R R R Alcohol Ci1i - - 1,2 - - - - 8- - - - -
AlcoholC, | 60 53 41:i61 - 29 29:i44 161 93 115 88 Alcohol Ci2: 36,9 36,8 280:345 31 314 34: - 388 231 198: 274
AlcoholCis | - - %+ i« . % xix g2 o+ g1 = Alcohol Cisi 08 07 01 :05 * 04 *: - 10 01 03 : 06
Alcohol Cia - - 115i 68 - 74 74i54 93 115 116! 6,6 Alcohol Ci4f 17,9 122 165: 219 14 146 19: - 18,0 120 95 12,3
Alcohol Cis | * -+ s L x  x i x s s * Alcohol Cis: - 005 001: 06 * 05 *:- 03 * 01:i 05
AlcoholCis | *  * 0104 - % % ix % s g1i = Alcohol Cisi 08 1,0 15 : 36 * 32 07: - 24 09 37 : 22
Alcohol Ci7 | - - 05i01 - 02 02i02 * 01 01} 01 Alcohol Ci7 - - 01:005006 - 01:- - 03 * 02
AlcoholCig i 04 05 0610 - 12 12:i14 05 05 09; 06 Alcohol Cis: 06 04 09 108 01 11 02{- 07 05 22: 05
Alcohol Cio - - R R R _ - i02 * * * * Alcohol Coi - - - - - - 006 - - - 0,2 *
Alcohol Cpo § - - - i - - - - i . . % 07 * Alcohol Czof - - - S * *
Alcohol Cy; - - . . - . - . . . . Alcohol Co1§ - - - - - - - - - - - -
Alcohol Cy - - - {06 - 01 04i - - - - - Alcohol C2i - 04 05:04 02 03 02 - - - - -
Alcohol Cos | - e e . - 041 02 Alcohol Cpsi - - - ST B - 0,2
Alcohol Cps | - - - 106 - 04 04i04 03 04 05: 03 Alcohol Cost - - 07:14 02 05 -:- 15 06 * *
Alcohol Cys - - - - - - - - - - - Alcohol G5 - - - - - - -i- 02 % 0,3 -
Alcohol Cys - - - {09 - 05 05i06 04 04 05 03 Alcohol Cpef - - 10:{19 03 19 03: - 40 10 12 0,4
Alcohol Cy7 - - - - - - - - - - - Alcohol Co7i - - - - - - -i- - - 0,2 -
AlcoholCos | - - - i26 - - -io4 - - 07 o6 Alcohol Cos i - - - 106 02 05 02 - 11 05 10: 05
Alcohol Cyo - - . . - . - . . . . Alcohol G} - - - - - - - - - - * -
Alcohol Cso - - - - - - - - - - 05% 04 Alcohol Csoi - - - - 02 03 02{ - 02 - 0,7 0,3
TOTAL 136 79 21,7{189 0,0 12,6 13,0{13,1 26,8 22,1 27,5} 17,8 TOTAL § 57,0 51,55 52,21:66,25 5,76 54,7 7,26 - 68,2 39,0 39,2i 451
CPI <100 <100 4 i{<100 - 63 64 i315 <100 <100 45 59 CPI 69 72 34 57 96 55 55i - 43 <100 32 29

* No cuantificado - No detectado * No cuantificado - No detectado
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A continuacion se presentan dos cromatogramas de la 32 fraccién
recogida, correspondiente a los alcoholes, para una muestra tipo de PMjg
(Figura 20) y de PM2 s (Figura 21). Se presentan los cromatogramas de
iones totales (rojo) y el del ion m/z 103, caracteristico de alcoholes

lineales (verde).

Figura 20: Cromatograma (m/z 103/iones totales) de alcoholes en

PM1o
Sample ID: Tercera fracion PM10 dia 9/6:2004 Acquired on 02-Jun-2005 at 23:23:50
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Figura 21: Cromatograma (m/z 103/iones totales) de alcoholes en

PMzs
Sample ID: Tercera fracion PM2.5 dia 1/6/2004 Acquired on 27-May-2005 at 01:20:31
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Las dos fracciones, PMio y PM25, presentan un predominio de
compuestos pares, siendo una caracteristica de las emisiones biogénicas.
Por esa razon se defini6 el pardmetro CPl para alcoholes, con el que
podemos hacer una estimacion del origen de estos compuestos. Los
valores obtenidos para este parametro son muy elevados, siempre por
encima de 3, lo que indica, que el origen de estos compuestos es

claramente biogénico.
4.5.4. Acidos carboxilicos

Los &cidos carboxilicos presentes en todas las muestras analizadas,
en concentraciones similares a los alcoholes. Se han detectado los acidos
carboxilicos, encontrandose en el intervalo Cg-Czs, con un ligero
predominio de los compuestos pares en los homdlogos <Cyo. Las
concentraciones medidas para PM , 5 estan en el intervalo 0.2-4.8 ng/n y
para PMy 0.6-9.5 ng/m®, mientras que la maxima concentracion
correspondi6 a 1.7 ng/nT en las muestras de PMyg, que se corresponde al
acido palmitico recogido el dia 6/04/2004. Para todas las muestras,
tanto en PM25 como en PMjg, el acido palmitico y el acido estearico se
presentan como los mas abundantes. A pesar de que se han podido
identificar compuestos de menor peso molecular, la cuantificacion de
acidos carboxilicos de <Ci2 no es representativa al ser compuestos muy

susceptibles a la volatilizacion durante el muestreo.

En las Tablas 26 y 27 se presentan las concentraciones totales en

aire de cada compuesto en las dos fracciones analizadas.
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Tabla 26: Concentraciones en aire (ng/m°) de &cidos (PMio)

Tabla 27: Concentraciones en aire (ng/m?) de &cidos en PM2s

Mayo 2004 Junio 2004 Julio 2004 Agosto Mayo 2004 Junio 2004 Julio 2004 Agosto

Compuest Compuest
7 15 24 1 9 17 25 3 11 19 27 4 7 15 24 1 9 17 25 3 11 19 27 4
Acido Cs - - - - - - - - - - 09 1,00 Acido Cg - - - - - - - - - - 0,9 0,7
AcidoCs i - 0,87 041: 0,42 0,60 0,67 255:0,66 0,92 055 2,01: 1,89 AcidoCo | - 07 - 09 06 06 - 07 07 08 1,6 1,1
AcidoCyp 0,61 0,71 - {052 052 0,77 0,76 1,02 0,78 0,62 1,19: 0,98 AcidoCyo | - - - 08 - - - 08 07 08 11 1,0
Norpinénicc; - - 1,11 - - 450 2,10: - - - - - Norpinénico: - 2,3 - 2,0 - - 2,3 - - - - *
AcidoCy; i3,56 0,87 0,37i - - - 1,68: - * * - - AcidoCy; | - 11 - - - - - - - - * *
AcidoCy2 i2,39 2,91 1,33; 1,80 2,11 2,86 1,37 202 2,59 1,11 2,166 2,53 AcidoCy2 1,2 1,0 09 i 16 1,0 17 15: 09 08 1.2 1,2 0,9
Pinico :0,00 1,79 1,49 2,95 3,23 13,02 599:599 12,2 3,90 7,66: 4,10 Pinico - - 15 ;22 24 61 34 : 32 10 17 36 1,4
AcidoCy3 i0,36 0,82 0,28: 0,34 0,59 0,81 0,48 :0,67 0,46 0,20 0,80 0,61 AcidoCi3 02 04 0,2 03 0,2 0,2 0,2 02 01 0,2 0,1 0,1
Azelaico ;0,00 3,72 1,80: 1,96 2,88 2,29 294:352 - - 481 2,65 Azelaico - - 2,0 34 16 21 2,6 3,3 - - 2,7 29
AcidoCys i2,95 541 2,35: 404 7,91 7,28 5,06:10,3 6,92 3,38 8,87 6,66 AcidoCis (0,8 2,2 13:41 15 19 18 : 32 30 28 24 2,6
AcidoCys (0,61 1,38 0,69 1,28 1,34 1,80 * 3,02 0,60 0,42 3,10: 1,73 AcidoCis i * 02 02 i 08 * 00 02 10 04 06 03 0,7
AcidoCy6 i1,42 19,03 7,68: 9,95 14,68 17,17 10,34 19,6 0,37 3,74 18,89 12,64 AcidoCs | * 11,1 80 {240 1,3 65 72 134 73 110 94 9,2
Pinonico * - 0,90: - 0,89 0,67 0,68:0,89 1,24 2,06 0,56 0,82 Pinonico ;0,8 2,0 13 38 31 30 15 10 19 0,9 2,2
AcidoCy7 § - * * * * * * 10,31 - - 053 * AcidoCy7 | - * * 01 * * * * * * * *
Linoleico i - - 022064 - 0,89 0,36:058 - - 026: 024 Linoleico - - 02: 05 - 01 08 :06 - - - 0,3
Oleico - * * 062 0,23 0,63 0,16:0,67 - - 0,74 * Oleico - - * 2,8 - * * 15 * 0,1 - *
Acido C1s * 0,71 194179 060 206 203:395 * * 10,45: 4,28 AcidoCys | * * 43 {119 * * 1,8 42 71 91 0,3 8,1
AcidoCyo § - - 022029 - 0,23 0,130,554 * - 035 * AcidoCyo | - - 03 :05 03 04 05:08 00 - - 0,1
AcidoCx § - - * * * * * 10,09 - - 046 * AcidoCy | - - * 43 - - * * * - * *
AcidoC2 | - - - - - - - i0,00 - - - * AcidoCyo | - - - * - - * - - - - -
AcidoCo | * - *x 1 ¥ * * * box oo 044F ¢ AcidoCz | - - * - - * - - * *
AcidoCas | - - 098 1,00 - - - 1116 - - 1,23 * AcidoCas | - - 1,7 i 18 - - - 1,7 - - - *
AcidoCozs § * - 1,03; 1,17 1,06 097 097:153 - - 139: 1,06 AcidoCo4 | - - 18 i 20 - - - 1,8 - - - 1,7
AcidoCas | - - 09509 - - - i115 - - 1,07 - AcidoCys | - - 16 i 16 - - - - - - - -
Acido C26 - - 0,99 1,03 - - - 1,20 - - 1,14 - AcidoCy | - - - - - - - - - - - -
AcidoCos | - - - 1098 - - - - - - - - AcidoCys | - - 16 i 1,8 - - - - - - - -
TOTAL :11,3 36,6 23,2i 30,8 355 50,7 32,2:57,2 24,4 148 649} 37,31 TOTAL (31 209 269 : 71,3 12,1 22,8 239 i 382 231 283 244} 329
CPI 2 17 2 4 14 22 32 6 9 14 6 12 CPI 9 9 4 10 17 16 12 5 31 30 35 24

* No cuantificado

No detectado

* No cuantificado

- No detectado



Resultados

Se presentan dos cromatogramas tipo, obtenidos del analisis de las

fracciones PMp y PM2 5 (figuras 22 y 23).

Figura 22: Cromatograma (m/z 117 e iones totales) de &cidos en

PMio
Sample ID: cuarta fraccion PM10 25/6/2004 Acquired on 16-Jun-2005 at 23:45:41
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Figura 23: Cromatograma (m/z 117 e iones totales) de acidos en

PM2s
Sample ID: Cuarta fraccion PM2.5 17/6/2004 Acquired on 04-Jun-2005 at 00:43:16
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Resultados

Se presenta el cromatograma del ion m/z 117, caracteristico de los
acidos carboxilicos lineales. Las dos fracciones presentan cromatogramas
similares, siendo numerosas las especies presentes, ademas de los acidos
analizados. Al igual que ocurre con los alcoholes, en los cromatogramas se

presentaba como impureza, la presencia de ftalatos.

Para caracterizar el origen de los acidos carboxilicos se emplea el
parametro CPI, que se ha definido anteriormente. En las Tablas 26 y 27
se presentan los resultados obtenidos para los &cidos carboxilicos. Tanto
la fraccion PM, s como la fraccién PMjo presentan valores altos de CPI
sugiriendo un origen biogénico, principalmente la emision de ceras por

parte de plantas.

Ademas de los acidos carboxilicos lineales, se han identificado
algunos acidos insaturados, como Cie:1 Y €l Cig.1. Estos compuestos son muy
reactivos, ya que debido al doble enlace que poseen son susceptibles a ser
atacados por oxidantes atmosfeéricos. Por ello su presencia en el aerosol
indica que la "edad" del aerosol es pequefia, es decir, se ha generado hace
poco tiempo en el lugar de muestreo y no ha sufrido fendmenos de
transporte. Algunos autores han empleado la relacion Cig1/Cig.0 para

determinar la "edad" del aerosol [17, 53].

También se detectaron productos de la degradacion del a-pineno,
como son el acido pinico, acido cis-pindnico y acido trans-norpinonico. Se
han detectado en las dos fracciones, pero con los resultados actuales no
podemos determinar si estan enriqueciendo alguna fraccion o si existe
alguna variabilidad temporal, pero ello, sera parte fundamental de los

trabajos que se desarrollaran en el futuro.
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5. CONCLUSIONES



Conclusiones

EXTRACCION DE COMPUESTOS

v' La extraccion con la mezcla de CHyCl,/acetona (3:1) mediante la
técnica de Soxhlet se ha presentado como la mas efectiva para los
compuestos estudiados, presentando recuperaciones superiores al
80% para todos los compuestos.

v La extraccion Soxhlet con CHyCl./acetona (3:1) es la mas
reproducible de todas las mezclas evaluadas. Presentan valores de
RDS inferiores a 8%.

v' La extraccion de los compuestos de mayor peso molecular, presenta
menores recuperaciones, y son menos repetitivas.

v' La extraccion con ultrasonidos ha presentado menor reproducibilidad
que la extracciéon mediante Soxhlet.

v' La extraccion con microondas presenta recuperaciones inferiores a
las obtenidas mediante Soxhlet. El disolvente que ha presentado
mejores resultados ha sido el CHxCl».

v' Una extraccion microondas mas exhaustiva sera capaz de obtener
unos resultados equiparables al Soxhlet.

ETAPA DE PURIFICACION O “CLEAN-UP”

v El empleo de la silice como adsorbente ha mostrado mejores
resultados que los otros adsorbentes estudiados.

v El paso sucesivo de 3 mL de hexano, 10 ml de hexano/CHxCl, (4:1), 10
mL de hexano/acetato de etilo (4:1) y 10 mL de acido férmico/MeOH
(5%) por una columna de silice con una mezcla compleja de
componentes del aerosol atmosférico, es capaz de fraccionarla en
cuatro fracciones claramente diferenciadas, n-alcanos, PAHS,
alcoholes y acidos respectivamente.

DERIVATIZACION

v' La silanizacion de los grupos -OH se ha presentado como la
alternativa mas eficaz para derivatizar algunos de los constituyentes
polares del aerosol atmosférico, como son los &cidos carboxilicos,
alcoholes y productos de degradacion de terpenos.

v" No se han encontrado diferencias significativas entre la reacciéon con
BSTFA con y sin catalizador.

v' Es imprescindible llevar la muestra a sequedad para realizar la
reaccion con BSTFA. Cualquier resto de humedad en la muestra
desactiva al reactivo derivatizante.
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Conclusiones

v La sefial analitica o6ptima se obtiene con 50 pL de BSTFA
reaccionando a 80 °C durante 60 minutos.

v La reaccion con PFBHA no es capaz de derivatizar los grupos C=0 de
los acidos carboxilicos. Unicamente es capaz de derivatizar los grupos
cetona y aldehido.

v' La doble derivatizacién con PFBHA y BSTFA, es una alternativa
eficaz para caracterizar la fraccion organica del aerosol atmosférico,
a pesar de poseer menor sefial analitica que la derivatizacion Unica con
BSTFA, permite detectar oxi-acidos, intermedios en los procesos de
Quimica Atmosfeérica.

ANALISIS CROMATOGRAFICO

v Se ha conseguido la separacion cromatografica de las familias de
alcanos, alcoholes y acidos.

v Se han identificado y cuantificado un total de 31 compuesto
alifaticos, 10 compuestos alcohdlicos y 12 compuestos acidos.

v Se han estudiado los parametros analiticos para la deteccion de
alcanos, alcoholes y acidos mediante la técnica de GC/MS.

v" A excepcion del &cido de 23 atomos de carbono, todos los calibrados
presentan un coeficiente de correlacion superior a 0.991.

MUESTRAS DE CHAPINERIA

v' Se ha detectado la serie homologa de ralcanos entre el compuesto
de 17 atomos de carbono y el de 40 atomos de carbono.

v Hay un predominio de compuestos impares, principalmente en la
fraccion de PMjp, lo que sugiere un origen biogénico para n-alcanos en
la fraccion de PMyp.

v' La fraccion de PM,s5, no presenta un predominio claro de ningun
compuesto. Ademas, la presencia de UCM, Fitano y Pristano sugiere un
origen antropogénico para n-alcanos presentes en la fraccion de PM3s.

v' El compuesto mas abundante es el Cy9 para la fracciéon de PMjo,
mientras que para la fraccion de PM2s son el Cogy Coa.

v Se han detectado PAH"s en las fracciones de PMiy; y PM2s. Los
PAH"s estén enriqueciendo la fraccién fina del aerosol.

v' Se han detectado los alcoholes lineales comprendidos entre el
compuesto de 10 atomos de carbono y el de 30 atomos. Se presenta un
claro predominio de los compuestos pares en las dos fracciones
analizadas, sugiriendo un origen biogénico.
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Conclusiones

v' Se detecta la serie lomoéloga de acidos carboxilicos lineales entre el
compuesto de 8 atomos de carbono y el de 28 atomos de carbono.
Existe un predominio de los compuestos pares, lo que confirma el
origen biogénico de estos compuestos en las dos fracciones analizadas.

v La presencia de &cidos insaturados en las muestras confirma que la
edad del aerosol es baja, ya que estas especies se degradan
rapidamente en la atmoésfera.

v' La presencia de compuestos derivados de la degradacién del a-pineno,
confirma el aporte biogénico al aerosol de la zona.
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ANEXOS



Characterisation of the organic fraction in atmospheric rural aerosol.

O. Pindado Jménez , R. Pérez Pastor, S. Garcia Alonso. Department of Technology,
CIEMAT, Avenue Complutense 22, 28040 Madrid, Spain. Tel: 913466523 / 913466539.
Fax: 913466121. e-mail: oscar.pindado@ciemat.es rosa.perez@ciemat.es
susana.garcia@ciemat.es

Aerosols may be defined as solid and liquid particulates, hanging up on the air with
diameter between 0.001-10 pym. Their origin can be ether primary or secondary.
Atmospheric sources of aerosols can be antrophogenic or natural, being the last less
understood, so they will be agoa in thiswork.

A magjor fraction of atmospheric aerosols are constituted by organic compounds. It is
important to characterise these compounds because some of them have been identified as
source tracers.

This work is aimed at developing an analytical method to the identification and
quantification of some of the constituents of organic aerosols, and characterising them in two
size fractions, PM;, (particles with diameter lower than 10 um) and PM,s (particles with
diameter lower than 2.5 um), from arura area.

Sampling was performed during the spring of 2004, at a rural area located in
Chapineria, about 50 Km in the south-west of Madrid, using high-volume samplers. Samples
of PM,, and PM,5s were collected over quartz filters, previously heated at 400°C during 24
hours. Samples were extracted with 150 mL of dichloromethane for 8 hours. Later, extracts
were concentrated and cleaned-up by silicagel column chromatography. Four fractions were
obtained by using solvents with increasing polarity. First fraction contains n-alkanes, second
fraction includes PAH’s, third fraction comprises alkanols and the fourth fraction recovered
fatty acids. Both, third and fourth fraction, may be derivatised before chromatographic
analysis. These fractions were spiked with O-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl) hydroxy amine
(PFBHA) for 24 hours a room temperature and darkness, and finaly with N,O-
bis(trimethylsilyl)-trifluoro-acetamide (BSTFA) for 1 hour at 80 °C. Aliphatic compounds
were andysed by GC/MS. PAHSs frection was submitted to HPLC with fluorescence
detection. Polar compounds were analysed by GC/MS after derivatisation.

For all samples studied, nalkanes ranged from C;5 to C4. The concentration of nt
akanes in PMy, varied from 0.05 to 11.0 ng/n?, which C. Were Cyo or Cy; With odd to even
predominance in al samples. This distribution is typical from biogenic sources.

The most abundant PAH"s were pyrene, benzo(b)fluorantene and benzo(g,h,i)perilene
for PMy, while benzo(a)anthracene, crisene, benzo(k)fluoranthene and benzo(a)pyrene were
the most abundant in PM,s .

For PM,, and PM,5 fractions, nalkanols ranged from G, to G, with even to odd
predominance. The highest concentrations of n-alkanols were 46.0 ng/m’ for PMy, and 20.2
ng/nT for PM,s.

Fatty acids ranged from G, to Cx, showing G, for pamitic acid. Same as alkanols,
fatty acids showed even to odd predominance, and this distribution is typical of biogenic
sources. PM, s has the same concentration than PM,, SO can assume fatty acids of biogenic
sources are mainly emitted in PM, s fraction. Some unsaturated acids, such as linoleic and
oleic acids, has been quantified.

It is remarkable the identification in these samples of some secondary dicarboxylic acids,
such as pinic, cis-pinonic and trans-norpinonic acids, recognized as photooxodation products
of terpenes. Another identified compound was azelaic acid, which is a degradation product
of long chain fatty acid, mainly oleic and stearic acids.
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INTRODLICCION PARTE EXPERIMENTAL
B estudio ddallado de los componentes organicos del La= fraccionesz PM,, v PM,.. se recogieron
zerosol #mostérco es importarte, tanto por sus Hectos smut3nesmente sobre filtros de fibka de cuzrzo, en
climaticos v medio ambiertdes, como por las reconocidas perindos de 24 horas, wtilizando captadores de Sto
propied ades mutagénicas ¥ cancerigenas de algunos de estos wolurmen con caber s DIGITEL.
compuUestos.

El objativo de este trabajo es la carad eri zacion experi mental
de dgunas de estas espedies organicas [hidrocarburos
alifiticas, PAHs alooholes yicidas ) en las d stintzas fracciones
deinterés ambiental (FM, v FM, ) en una zona nral del centro
peninsulzr, conel objatode investiger susfuertes.

El muestren seredizd enlalocalidad de Chapinerna [Madrid],
entrelos mesesde Mayoy Jliode 2004,

REMULTADOSN Captackr ANDERSEN wEadopaa Captador MOV wileada para

m-Alcanos musdrea de i musstres de PM -

Sedetecta |a serie homologa entre C, v ©. Seobssrvaun La edraccion mediante Soshlet se realiza con 180 mL de
predominio de |oscompuestos impares, siendo mas acusado CH,Cl duranteShoras. ; 5
enlas muestrasde PM . Los edradtos =2 fraccionan a traves de una columna
PéHe = cramaogrficacon 15gdegel desilice.

Los isdmeros se encuentran pricritariamente en lafraccion 1115 mLHeens
PM.., siendo los mi=s sbundartes =l Benzolz]Fireno, 2) 10 ml HexancCH,cL (4:1)
BenzolbFluorantena, Benzo[ ghi]Perilenoy el Pireno. 3) 10 L Hexancscstate de ofilojd:1)
Alooholes A0 il Ac FarmicaMaoH (5%:)

L= =erehomologaertre el C vd C == daectaentodas|as 1) fF alcorse: @3S (Pairon. Internc 1- Clorsdedescand
rmuestras, con predominio de los compuestos pares. B 2] PAHE HRLC
dccho masabundantes=a C l*ﬂ] Alcohddss 0.05 mL BAFA
i ' ECME P, I Ac paimitice Dy

4) Acides: 005 mL BAFS

Sahz idertificado la seriehomologa G -C con predominio ECME. (o, It A pamitics Oy

de los compuestos pares, v otros Scidos como Ac. Oleico,
linoleico v =zelaico. También == datedtan & acido pinico, cis
pnonico ¥ transnorpindnico, considerados productos de
axidasidn del Bpineno. Bl andito mas abundartees d acdo
C,, oon concertraciones de 4.8 ngfm en PM .y de 35 ngdm
en Ph,,.

B estudio de las correlaciores entre |as paticulas vlas
diferertes familias caracterizadzs no muestra ningdn
resultado destacable, exceptuando |2 relzcidn entre los
acidos ylas particulas delafraceion PM,.

CONO WAONES

1] Los waores de CPl y de %oWHA sugieren que los scanos
presentesen P tiene un ofigen mixta, mientras que los presertes
en P, sonemitidosfundamentalmente por fuentes biogénicas.

2] Los PAHs se encuent ran prioritariament e en lafraccion fina del P Indice de prefearancia de carbono

serozal. % WNA Alconce aiginados o partic de la cera delas plartes.
2] Los &cidos y los alcoholes detedtados pressntan un origen

fundamernts mente biogénico. BREFFERENCIAS

A)Existe un relscisn entre |== particulas pressntes en fraccisn |, 1)YW Cheng, Shac-Merg L Ay Leithead, Peter C. Brickell, Wi R chard Leaiteh,

o del |yl ertracion de Seid bosdli 2004, Mrnosphenc Enironmment 25, 5733-5300.
B o O o o 2] Céliaflves, Casimira Fio, rmanda Duarte, 2001, Stmaspheric Ervirormert
5] La presencia de acdos inssturados confirma que el 3erosol no 35-5435'5495_ p
. - h " " 3]M. Ratzi Binlbas, Hoorssadah . Rabman, Masr Yousd M. Omar, M. Jamil
hia Sdirldatenzienas detranspaieslisne pacs e aad Maah, & sizanibu Sarrah, Darisl R, 0o, Angel ks Ctto, Bermd LT Simcreit, 2004,
E] La presencia de productos de |a oxidacion del a—pineno -"'th;‘F"EHC Erwircomert 33, 82234241 ) ] .
corfirmalzcortribucién biogénicadd serosoldelazona. 4izrehen i, Fichard C. A agan, Jobn H. Seirfeld, 1998, Environmert Sience &

Technaology 32, 22572370,
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Over the last few years, detailed studies of the organic composition of
atmospheric aerosols are being held in order to evaluate its effect on human health as
far as its role in climate change. There are known the mutagenic and carcinogenic
features of some organic components. Besides, some of them have been recognized
as source tracers. Aerosols can be either anthropogenic or natural in origin, primary
or secondary, being the last less understood, so they will be a goal in this work.

This work is aimed at optimise an analytical method to identify and quantify
some organic constituents of atmospheric aerosols, such as alkanes, PAHSs, acohols
and fatty acids, with special interest on secondary biogenic components, and finally
characterising them in two size fractions, PM 1o and PM3 5.

Severa extraction techniques, such as Soxhlet, microwave and ultrasonic
extraction, employing various organic solvents, have been evaluated. Moreover, a
clean-up step with silica gel chromatography has been optimised. Four fractions were
obtained by using solvents with increasing polarities. First fraction contains n
alkanes, second fraction includes PAHS, third fraction comprises akanols and the
fourth fraction recovered fatty acids. Some of the studied mmpounds posse high
polarities, so it was necessary to derivatizate them before GC. Several derivatization
reactives such as BFs/MeOH, PFBHA and BSTFA have been assessed.

Aliphatic compounds were analysed by GC/MS. PAHs fraction was
submitted to HPLC with fluorescence detection. Polar compounds were analysed by
GCIMS after derivatization. A recovery test has been accomplished employing some
analytical standards. Furthermore, to validate the analytical procedure, a certified
reference material, SRM 1649 Urban Dust, has been evaluated.

The procedure has been applied to investigate the organic fraction in aerosols
from a rural area in Madrid. Samples of PMip and PM,s were collected
simultaneously over quartz filters during the spring of 2004.

For al studied samples, nakanes ranged from Cis to Cy, showed Cra at Co
or G with odd to even predominance. This distribution is typical from biogenic
sources. Alkanols ranged from Gp to Gy, with even to odd predominance. Fatty
acids ranged from Cg to Cyg, being Cnax pamitic acid, showing even to odd
predominance, typical of biogenic sources. Some unsaturated acids, such as linoleic
and oleic acids, have been quantified. It is remarkable the identification in these
samples of some secondary dicarboxylic acids, such as pinic, cis-pinonic and trans-
norpinonic acids, recognized as photooxidation products of terpenes. Another
identified compound was azelaic acid, which is a degradation product of long chain
fatty acid, mainly oleic and stearic acids.



