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Resumen

Los colorantes naturales, extraidos de hojas y raices de plantas como el
extracto de Henna, han sido utilizados desde la antigliedad para otorgar color a todo
tipo de indumentarias textiles. El desarrollo de colorantes sintéticos, como las anilinas y
los azocompuestos, favorecio el crecimiento de la industria textil moderna, por la gran
variedad de colores que se pueden obtener y por el bajo costo de preparacion. Estos
colorantes podrian presentar problemas relativos a su toxicidad en humanos y
animales. Los colorantes sintéticos son de dificil tratamiento, en lo referente a sus
posibles efectos téxicos para el medio ambiente, presentando gran variedad de
compuestos de degradacién, muchas veces de mayor toxicidad. Por esta razén es
necesario analizar los colorantes sintéticos y/o los compuestos de degradacion
obtenidos en los residuos liquidos industriales.

Una de las técnicas que permite la identificacion de los colorantes sintéticos es
la espectroscopia Raman, la que adquiere un caracter de herramienta analitica si el
colorante analizado se encuentra interactuando con superficies metalicas
nanoestructuradas. Esto da origen a la espectroscopia Raman amplificada por
superficie (SERS), permitiendo asi acceder a informacion vibracional para analitos que

se encuentran en bajas concentraciones (trazas).

El objetivo principal de este seminario de titulo es la identificacion vibracional
mediante espectroscopia Raman, de anilinas comerciales utilizadas en la industria
textil. Los resultados permiten proyectar la deteccidon de anilinas comerciales en
desechos industriales liquidos, si se considera una mejora en las condiciones de

analisis que permitan una interaccion éptima entre la superficie metélica y el analito.



Abstract

Anilines and azo compounds are the most commonly used type of dye since
their development in mid-19th century. They are used as direct dyeing agents in art,
textile and cosmetic industries, as well as in other forms of production. Low
manufacturing costs and the availability of extensive color palettes have favored their
development and growth. One problem with these dyeing agents is that they have been
suspected of causing harmful effects to both humans and the environment, particularly

as carcinogenic and mutagenic agents.

Waste treatment and environmental impact assessment for azo dyes is complex,
since the large variety of azo structures available in the market, and their possible
degradation products, can represent varying degrees of risk. Therefore an analysis of
the azo compounds used locally and their possible byproducts in wastewater is

necessary.

Raman Spectroscopy is a technique that allows for identification of synthetic
dyes, becoming an analytical tool when coupled with nanostructured metallic surfaces.
Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS) allows for the identification of trace
amounts of a substance by giving information on the vibrational modes of the molecule.

The main goal of this seminar is the identification of commercially available azo
anilines using Raman Spectroscopy. The results allow for future work on the
identification of these compounds in wastewater given that the conditions of the
analysis improve the interaction between the metallic nanostructure and the azo dye.
These new conditions should allow for a better identification of both the presence and
the identity of the dyes in use.



INTRODUCCION

1.1. Antecedentes Generales

1.1.1. Colorantes naturales y sintéticos

Los colorantes naturales son compuestos organicos extraidos de plantas,
animales o insectos, y que otorgan color a estos organismos. Han sido utilizados desde
la antigiiedad como componentes en la decoracién textil y otras formas de arte.

Por ejemplo, el extracto de la planta de Henna (Lawsonia inermis) presenta una
amplia gama de colores como amarillo, naranjo, café y rojo, siendo utilizado en las
culturas ancestrales para tenir textiles (lanas y sedas), cueros y en decoracion estética
humana (cabello, uias y piel). La lawsona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona) es el colorante
extraido de la Henna vy la fijacion a textiles ocurre a través de la formacién de enlace
peptidico con la queratina presente en las fibras.

En bajas concentraciones al interactuar con sistemas biologicos, el extracto de
Henna promueve la accion antioxidante y antiinflamatoria, e inhibe el crecimiento de
carcinoma (Kapadiay col.2013), sin presentar genotoxicidad (Kirkland & Marzin 2003) o
riesgos para la salud (Nohynek y col. 2004). En casos extremos, la ingestion del
extracto de Henna conduce a dafo renal con riesgo de muerte (Rund y col. 2007).

La escasez y alto costo de obtencién de los colorantes naturales, en conjunto a
la dificultad de obtener una amplia gama de colores, promovieron el desarrollo de
compuestos organicos sintéticos. En el siglo XIX, se desarrollaron nuevas técnicas
para obtener colorantes sintéticos al tratar quimicamente derivados aromaticos (Ar-R)
con sales de diazonio (Ar-N"=N X), formando los llamados azocompuestos (Ar’-N=N-
Ar-R). Los derivados de aminas aromaticas son ampliamente utilizados para sintetizar
azocompuestos, generando una amplia gama de colores.

1.1.2. Proceso de tenido textil

En la actualidad, los colorantes mas utilizados en la industria textil son las
quinonas, las anilinas y los azocompuestos. El proceso de tefido textil involucra el uso
de colorantes y otros compuestos, que permiten la fijacion del color y modificacion de
las propiedades de la fibra, en cuanto a suavidad, firmeza y textura.



Existen dos factores que inhiben la fijacién de los colorantes. El primero es la
presencia de aceites usados para tejer la fibra, por lo cual se deben extraer
previamente. El segundo factor es la alta solubilidad en agua de los colorantes, que
favorece una rapida adsorcion y desorcion en los tejidos. Por esa razén es fundamental
agregar un agente para la fijacion del color a las fibras. Los compuestos capaces de
fijar los colorantes a las fibras se llaman mordientes. En sus origenes, se utilizaron
como mordientes sulfato de hierro (lll) y sulfato de cobre (ll). EI mordiente forma un
complejo estable, ligdndose al colorante y a las proteinas de la fibra; el color obtenido
en las fibras textiles es dependiente tanto del colorante como del mordiente.

El proceso de fijacion del color en las fibras textiles es altamente dependiente
de la efectividad de los mordientes. Esta limitacion llevo a la busqueda de colorantes
sintéticos capaces de acomplejarse directamente a las proteinas de la fibra. El rojo de
Congo es el primer azocompuesto que no necesitdé mordiente para fijarse a la fibra de
algodén (Rappoport 2007), formando enlace peptidico con los grupos amino de la
queratina presente en la fibra. Esta accion permite aumentar considerablemente la
fijacion a las fibras; sin embargo, esta propiedad potencia su efecto tdéxico en seres
humanos y animales. Los compuestos capaces de fijarse sin uso de mordientes estan
en desuso y tienen restricciones para ser utilizados en la industria quimica debido a su

toxicidad para el medio ambiente y las personas.

1.1.3. Deteccidn de colorantes textiles
El uso de colorantes sintéticos en la industria quimica es amplio, siendo los
segmentos textil, farmacéutico, cosmetoldégico y alimentario, los que mas utilizan los

azocompuestos para dar coloracion a sus productos.

La parafenilendiamina (PPD), colorante sintético utilizado cominmente como
aditivo a la Henna, permite la obtencion del color negro. La PPD provoca reacciones
alérgicas severas y desarrollo de hipersensibilidad a colorantes de similar estructura
(Gallo y col. 1999; Le Coz y col. 2000; Saunders y col. 2004).

En Estados Unidos, los métodos estandar para la deteccién de azocompuestos
son los establecidos por la EPA. El método EPA 8321A/B especifica la deteccién de

compuestos organicos no volatiles mediante cromatografia liquida de alta resolucién
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con deteccion masa o UV, especialmente formulado para azopigmentos y compuestos
organofosforados en matrices acuosas, RlLes, suelos y sedimentos. El método EPA
8131 especifica la deteccién de anilinas y sus derivados mediante cromatografia de

gases en matrices acuosas.

Las técnicas cromatograficas han sido utilizadas para la deteccién de anilinas y
azocompuestos, empleando diversas condiciones en fase gaseosa o en fase liquida.
La cromatografia gaseosa (GC) descompone la muestra en subgrupos, detectandolos
en forma independiente, con diferencias en la sensibilidad segun corresponda. Por otra
parte, la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) requiere extracciones &cidas
de la muestra previa a su uso, lo que puede afectar la estructura de ciertos colorantes
basicos. Finalmente, no es posible utilizar colorantes sulfurados en HPLC porque
reacciona con la fase estacionaria y no discrimina especies con grupos funcionales
distintos, como por ejemplo antraquinona y anilina. En esa perspectiva, la
espectroscopia Raman presentaria ventajas sobre estos métodos porque se detecta

directamente a un analito presente en una muestra.

1.1.3.1. Deteccidon de colorantes mediante espectroscopia Raman.

El fundamento de la espectroscopia Raman implica que los fotones emitidos por
un laser (luz monocromatica) perturban la polarizacién de los enlaces en un
compuesto. La diferencia energética entre los fotones dispersados por el compuesto y
los fotones incidentes del laser es equivalente a la energia de enlaces en el
compuesto, es decir, corresponden a las vibraciones moleculares de los enlaces de la
muestra. Es asi como el espectro Raman representa un patrén Unico de identificacion

molecular analogo al concepto de huella dactilar.

La dispersion Raman es un proceso de baja eficiencia comparado con la
emision fluorescente de algunos compuestos aromaticos, razén por la cual las senales
Raman muchas veces no son observadas en un espectro cuando esta presente la
fluorescencia (Brosseau y col. 2009). Al poder controlarse variables experimentales
como la potencia y la linea laser de excitacién, la espectroscopia Raman permite el

analisis no destructivo de una muestra, en este caso sin danos en la fiora o en el
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colorante. El acoplamiento de la técnica Raman a microscopia Optica le otorga
selectividad y especificidad a nivel micrométrico.

La microscopia Raman es aplicable a la determinacién de colorantes utilizados
en obras artisticas, arquitecténicas o arqueoldgicas, sin recurrir a una intervencién o
remocion de muestra. En el caso del colorante lawsona, los anillos aromaticos
favorecen la emision fluorescente de los fotones absorbidos en el rango Uv-Vis. Para
evitar la fluorescencia se trabaja con una linea de excitacién en el rango infrarrojo, la
cual tiene una energia menor a la absorcion Uv-Vis necesaria para inducir la emisién

fluorescente.

Las limitaciones en cuanto a la eficiencia de la dispersion Raman, pueden
resolverse mediante la adsorcion del analito sobre una superficie metalica
nanoestructurada (Heo y col. 2011). Cuando los fotones incidentes se encuentran en
resonancia con la oscilacion coherente de los electrones de conduccion del metal se
obtiene una gran amplificacién de la sefial Raman, la cual puede aumentar en varios
ordenes de magnitud. El uso de nanoestructuras rugosas de plata u oro evita la
reactividad con el analito e inducen la desactivacion no radiativa del sistema
(apagamiento de la fluorescencia). Por otra parte el disponer de superficies metalicas
dotadas de rugosidad a nivel nanométrico permite dar origen a fenédmenos de
amplificacién de la sefial Raman cuando el analito interactia con dichas superficies,
dando origen a la espectroscopia SERS (Moskovits 1985). La espectroscopia SERS ha
sido utilizada para identificar colorantes en una muestra a través de la creacién in situ
de superficies de nanoparticulas de plata, sin necesidad de extraer el colorante,
obteniendo sus espectros caracteristicos (Lee & Meisel 1982; Bell y col. 1997; Leona y
col. 2011).

En primera instancia, la espectroscopia SERS es capaz de determinar la
presencia de colorantes en rangos de concentracion 10° a 10®M. Para una
cuantificacién analitica, es posible desarrollar una metodologia que incluya
tratamientos posteriores a la muestra o al sistema; sin embargo esto se escapa de los
objetivos de este seminario.
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1.1.4. Gestion ambiental de colorantes textiles

Con el aumento de las restricciones ambientales, un gran nimero de colorantes
han sido prohibidos en la industria textil, principalmente por los efectos téxicos en seres
humanos y animales. Los estudios desarrollados por la agencia de proteccion
ambiental de Estados Unidos (USEPA) han determinado que las descargas de
desechos de la industria de los colorantes se clasifica como desechos peligrosos
(Environmental Protection Agency 2005).

Los efluentes de las industrias que utilizan colorantes tanto en produccién como
en textil se caracterizan por contener altos niveles de DQO, compuestos quimicos
recalcitrantes organicos e inorganicos, surfactantes y sélidos disueltos, ademéas de
presentar variaciones de temperatura, pH y color. Se ha detectado también presencia
de metales pesados como cobre, niquel y cromo (Grau 1991).

Uno de los métodos mas comunes y aplicados en el tratamiento de efluentes de
la industria textil es el uso de lodos activados y sus modificaciones, donde se combinan
con procesos fisicos y quimicos. Estos procesos dependen de caudales vy
caracteristicas de los efluentes, y son en general ineficientes al tratar residuos liquidos
coloreados (Vandevivere y col. 1998; Correia y col. 1994; Uygur & Kdk 1999).

Los azocompuestos no son degradables por tratamientos convencionales de
degradacioén oxidativa, sin embargo es posible lograr decoloracion del colorante
mediante digestion anaerdbica, reduciendo el enlace azo y generando aminas
aromaticas que resisten mayor degradacion y generan genotoxicidad (Gottlieb y col.
2003).

Se ha observado azocompuestos que se mantienen en los lodos de tratamiento
y no infiltran los rellenos de disposicion final. Otros colorantes no muestran
permanencia en lodos y resisten degradacion y decoloracion, manteniéndose en
solucion y potencialmente en residuos liquidos y/o en descarga a cuerpos de agua. La
diferencia en comportamiento radica en la naturaleza quimica de cada colorante
(Ganesh y col. 1994). Estos compuestos presentan actividad carcinogénica (Brown &
De Vito 1993) y afectan la actividad microbiana en sedimentos y columnas de agua en
habitats acuaticos (Chung & Stevens 1993).
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De forma adicional a los limites de descarga para parametros estandar (DBO,
pH, solidos disueltos), la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA)
establece regulaciones adicionales para plantas de manufactura y descarga de
pigmentos organicos, en estandares y guia de descarga para sustancias organicas,
plasticos y fibras sintéticas (OCPSF, por sus siglas en inglés). Esta normativa de
cédigo 40 CFR 414.80-85, establece limites de descarga para una gran cantidad de
sustancias —entre ellas anilina y sus derivados— independiente de si éstas son 0 no
llevadas a plantas de tratamiento(Environmental Protection Agency 2005). Estos
compuestos se encuentran en los efluentes como subproductos del tratamiento de

colorantes o bien como reactivos en exceso en el proceso de sintesis.

La Union Europea cuenta con directivas especificas para azocolorantes. En
particular la regulacion REACH Annex VIII, en vigencia desde el afo 2009, lista a
todos aquellos azocolorantes que debido a su estructura puedan liberar aminas
aromaticas al ser tratados. Si los productos de este tratamiento se encuentran en la
regulacion REACH, estos azocolorantes no pueden ser distribuidos o utilizados en
fibras textiles que estén en contacto con la piel 0 mucosas, como tampoco pueden ser
utilizados en cuero o cualquier material donde el colorante esté expuesto al consumidor

final. (The Commission of the European Communities 2009).

Los azocolorantes fabricados a partir de bencidina y sus derivados son los que
presentan mas riesgos para la salud de los trabajadores que los manipulan. Debido a
esto, en 1992 la Asociacion Ecoldgica y Toxicolégica de Fabricantes de Colorantes y
Pigmentos Organicos (ETAD, por sus siglas en inglés) decidié que todos sus miembros
debian voluntariamente cesar la operacion y produccion de azocolorantes derivados de
bencidina. Diversas companias de Estados Unidos y Europa ya habian dejado de
utilizar estos compuestos debido a regulaciones anteriores. Esto provocd que paises
miembros de la organizacion de otros continentes tuviesen que aumentar sus
producciones para cumplir con la demanda, por lo tanto, decidieron retirarse de la
organizacion (Organization for Economic Cooperation and Development 2002).

De esta forma, la manufactura de estas sustancias prohibidas en general se
traslada a paises en vias de desarrollo, 0 no adscritos a tratados internacionales, en
muchos casos desprovistas de sistemas adecuados de seguridad e higiene
ocupacional (Woodward & Clarke 1997).
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En Chile no existen normativas aplicables especificas para azocolorantes, tanto
en forma de regulacién de desechos como de uso comercial en textiles. Las Unicas
regulaciones aplicables son las correspondientes a descarga de RlLes a distintos
cuerpos de agua, y en particular los parametros DBO y sélidos disueltos totales. Estos
parametros son aplicables para una gran cantidad de compuestos y no representan
una regulacion particular del uso de azocolorantes en el pais. El uso de colorantes
artificiales es comun tanto a nivel industrial como a nivel artesanal, como es el caso de

la tincion de fibras y textiles con anilinas.

Actualmente en Chile existen siete empresas en el rubro de anilinas y tintas,
relativo a la produccién, comercializacion y/o tefido textil (Sociedad de Fomento Fabril
2012). En el Sistema de Evaluacion Ambiental se registran dos proyectos para manejo
de desechos industriales, el primero enviado a una empresa de tratamiento de residuos
(Servicio de Evaluacién Ambiental - Comisién de Evaluacién 2014), mientras el otro fue
declarado inadmisible debido a incumplimientos administrativos (Comision Regional del
medio Ambiente 2007).

1.1.5. Tratamientos de efluentes en la industria textil

Los efectos en el ambiente provocados por descargas no tratadas de la
industria textil pueden ser evidenciados en paises que usan estos colorantes en forma
masiva como por ejemplo en China; alli las descargas de la industria textil presentan
una alta Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), altas concentraciones de sales vy
metales pesados, y cuerpos de agua contaminados visualmente (coloreados) que
afectan en parte la penetraciéon de la luz. Estos efectos son provocados por la
presencia de colorantes y mordientes en efluentes de la industria textil. Debido a la
gran variabilidad quimica de los colorantes, su tratamiento se hace complejo y muchas
veces es de alto costo para las empresas (Wang y col. 2010).

Existen métodos de tratamiento de efluentes en la industria textil. Los métodos
fisicoquimicos mas comunes utilizan membranas o carbén activado para extraer los
colorantes; sin embargo, no los elimina completamente de los residuos de la empresa.
Existen diversas experiencias a escala piloto de tratamiento de efluentes mediante
adsorcion en una matriz de carbdn activado o biodegradacién utilizando biodiscos
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rotatorios (Yonar 2006). Los métodos quimicos se basan en la oxidacién de los
colorantes, generando diversos productos en los efluentes, con diferencias en
toxicidad. Los métodos oxidativos de tratamiento de efluentes mas utilizados son el
proceso Fenton y el tratamiento con ozono, porque son los méas eficientes en términos

de costo y rendimiento.

Oxidacion Fenton: utiliza Fe (ll) y peroxido de hidrégeno para generar

radicales hidroxilo segun la reaccién:
Fe*? + H,0, — Fe** + OH: + OH" (1)

donde los radicales hidroxilos pueden reaccionar iniciando la oxidacién de

contaminantes organicos:
RH + OH: — R- +H,0 (2)

Estas reacciones se llevan a cabo a pH < 4,0. A pH neutro y alcalino los iones
ferrosos forman iones férricos con tendencia a producir complejos, mientras el peréxido

es inestable y se descompone (Kuo 1992).

El proceso Fenton se lleva a cabo en 4 etapas; inicialmente, se ajusta el pH a
valores bajos. Luego, las reacciones de oxidacion ocurren a pH 3-5; posteriormente, se
neutraliza el efluente a pH 7-8 y finalmente ocurre la precipitacién.

El proceso Fenton es facil de aplicar, econémico y util para la degradacion de
un rango importante de compuestos organicos. Es posible utilizar este proceso como
pre-tratamiento para compuestos resistentes a tratamiento bioldgico. Su principal
ventaja es que no requiere de energia para generar radicales hidroxilo,
transformandose en una fuente eficiente de radicales (Bigda 1995; Lee & Shoda 2008).
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Ozono/peréxido de hidrégeno: es utilizado principalmente para contaminantes

cuya oxidacién es dificil, consumiendo grandes cantidades de ozono como oxidante, el
cual ataca enlaces dobles carbono-carbono (Stowell & Jensen 1991) o anillos
aromaticos (Andreozzi y col. 1991) presentes en las moléculas de contaminante. Una
dificultad es el alto costo del ozono. La combinacién de ozono con peroxido de
hidrégeno hace viable el método desde el punto de vista econdmico. La disociacién del
peroxido resulta en la formacion del ién hidroperdxido, que ataca a la molécula de
ozono formando radicales hidroxilo (Staehelin & Hoigne 1985; Forni y col. 1982). El

mecanismo general de esta reaccion esta representado por:

H.0; + 20; — 20H- + 30,  (3)

Es importante controlar el pH. A pH alcalino, la adicién de perdxido a la solucion
acuosa que contiene ozono genera mayores rendimientos de produccion de radicales
hidroxilo (Glaze & Kang 1989).
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1.2. Hipotesis

Las técnicas espectroscépicas Uv-Visible y Raman, permitirian distinguir entre
los colorantes presentes en una muestra de anilina comercial, infiriendo si éstos son de
origen natural o sintético, y consecuentemente sobre su caracter inocuo o nocivo para

la salud y el medio ambiente.

1.3. Objetivos Generales

» Distinguir la presencia de colorantes en muestras comerciales de anilina
mediante espectroscopia vibracional Raman y Raman amplificado por
superficies metalicas.

1.4  Objetivos Especificos

1. Analizar la presencia de colorantes en muestras de anilinas comerciales, por
medio de sus espectros vibracionales UV-Visible y Raman, utilizando en
particular la técnica de Raman amplificado por superficies metalicas.

2. Sobre la base de la informacién obtenida mediante los datos espectroscépicos,
identificar si en la estructura molecular de las anilinas estudiadas, existen

grupos azo.

3. Analizar los efectos adversos de las anilinas en la salud de las personas y su

acumulacion en el medio ambiente.
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I. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales
2.1.1 Reactivos

Las muestras utilizadas corresponden a anilinas negra y roja MontBlanc de
nombres comerciales “negro” y “fuego”, respectivamente. Todos los solventes y
reactivos para la preparacion de nanoparticulas tienen pureza analitica:

- Agua nanopura

- Etanol - Nitrato de plata
- Metanol - Hexano
- Hidréxido de sodio - Cloruro de sodio

2.2. Meétodos Analiticos

Las imagenes se obtuvieron con un estéreo microscopio trinocular marca
AmScope equipado con camara digital y con aumento de 7.5X y 45X. Las imagenes
fueron extraidas y ajustadas en el software propietario de la marca AmScope 3.7.

Los espectros Uv-Vis fueron obtenidos en un espectrometro Shimadzu UV-
1800, configurado para barrido entre 250 y 900 nm y resoluciéon 1 nm.

Los espectros Raman y SERS fueron obtenidos con los dispositivos micro-
Raman Renishaw RM1000 equipado con un microscopio Leica LM/PM y un detector
CCD (Charge-Coupled Device). Las lineas de excitacion laser disponibles
corresponden a 633 y 785 nm. La sefal es calibrada utilizando como patrén la linea
espectral a 520 cm™ del silicio. La intensidad del laser sobre la muestra es cercana a 2
mW. Los espectros resultantes se obtuvieron utilizando lentes Opticos de 50X. La
resolucion espectral es de 4 cm™ y los registros se realizaron empleando 5 barridos
espectrales de 10 s. Los espectros son registrados entre 400 y 2000 cm™.
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2.2.1. Analisis de anilinas comerciales

Se observaron muestras de las anilinas comerciales roja y negra con un
microscopio sobre portaobjetos de vidrio y se registraron imagenes de lo observado a
aumentos 7.5X y 45X con el fin de caracterizar las muestras.

2.2.1.1. Separacion y secado de cristales

Anilina roja. Inicialmente con una espatula metédlica se toma la menor
cantidad posible de la muestra de anilina roja y se distribuye aleatoriamente sobre una
placa Petri. A la muestra se le agrega una gota de agua destilada (aproximadamente
300 uL). En la muestra se observan zonas de color rojo. Con una micropipeta se extrae
muestra en cada zona de color rojo, hasta completar un volumen de 100 uL y se
guarda la solucion en un tubo Eppendorf. La solucion se deposita sobre un
portaobjetos y se evapora el agua a temperatura ambiente con la muestra protegida de

la luz solar. Finalmente, los cristales obtenidos se observan al microscopio.

Anilina negra. Se utiliza la misma metodologia descrita en el parrafo anterior
donde se observan zonas de color rojo, azul y amarillo. Con una micropipeta se extrae
muestra en cada zona de color, hasta completar un volumen de 100 uL y se guardan
las soluciones en distintos tubos Eppendorf; se obtienen tres tubos Eppendorf
correspondientes a solucién roja, azul y amarilla. Cada solucién se deposita en un
portaobjetos y se evapora el agua a temperatura ambiente con la muestra protegida de
la luz solar. Finalmente, los cristales obtenidos se observan al microscopio.

2.2.1.2. Registros Uv-Vis y Raman

Se prepard una solucién patron de anilina al 2.5% m/v. La muestra de anilina
fue sonicada durante 10 minutos y centrifugada a 13000 rpm por 5 minutos. Se utiliz6
agua, etanol, metanol y hexano como solventes. Las soluciones de trabajo (diluciones)
se indican en la Tabla 1.

Las muestras preparadas presentaron sélido en el fondo del recipiente, por lo
que no se disolvi6 completamente y luego la concentracién final es menor al valor

calculado. Por lo tanto los resultados a obtener son exclusivamente cualitativos.

A estas diluciones se les registran los espectros UV-Vis, tomandose como

muestra el sobrenadante cuando fuese necesario.
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Tabla 1: Diluciones y solventes para registro Uv-Vis de anilinas comerciales

Anilina Agua Etanol Metanol Hexano
(Yom/v) (Y%em/v) (Yem/v) (Y%em/v)
Negro 0.2 2 0.2 2.5
Rojo 0.2 2 0.5 2.5

2.2.2 Preparacion de coloides de plata

Como parte del andlisis SERS de las muestras se sintetizaron coloides de plata
mediante la reduccién de iones Ag* por parte de clorhidrato de hidroxilamina, método
que permite generar coloides a temperatura ambiente y con buena capacidad de
amplificacién de senales vibracionales de los analitos (Leopold & Lendl 2003). Las
nanoparticulas obtenidas por reduccion con hidroxilamina presentan la ventaja de una
distribucion promedio homogénea en forma y tamafo, ademas de la ausencia de
productos remanentes de oxidacién que podrian interferir en las medidas SERS.

La muestra con nanoparticulas de plata se prepar6é disolviendo 0,5 g de
anilina(roja o negra) en 10 mL de agua destilada. Una alicuota de 100 pL de solucién
resultante se mezcl6 con 10 pLde solucién coloidal con nanoparticulas de plata.

2.3  Analisis de bibliografia

Se realiz6 una revisién de la literatura respecto a la deteccién y analisis de los
azocompuestos. Se analizaron los efectos crénicos en la salud de las personas y los
efectos en el medio ambiente. Estos datos fueron comparados con la realidad Chilena,
en cuanto a normativas de descargas de residuos liquidos.
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Il. RESULTADOS

3.1. Microscopia 6ptica

3.1.1. Anilina Roja

En la observacién al microscopio, la muestra de anilina roja present6 distintos
cristales, con distinta tonalidad en colores como rojo, verde, blanco y pardo; la
distribucion de estos cristales es aleatoria en la muestra como se muestra en la Figura
1.

Figura 1: Cristales observados en la muestra de anilina roja. Los aumentos
corresponden a 7.5X (izq.) y 45X (der.).

Se procedié con la separacion de la muestra roja distribuyendo cristales de la
muestra sobre una placa Petri y agregando una gota de solvente sobre cada cristal,
dando origen unicamente a color rojo en el solvente. La metodologia de separacion y
secado de cristales fue descrita en la seccion 2.2.1.1. La muestra se separé mezclando
con agua destilada y evaporando el liquido; la imagen resultante se observa en la
Figura 2, donde al aumento 7.5X permite distinguir una mayor intensidad del color rojo
en el borde. Con el aumento de 45X, es posible observar que el borde tiene un color
distinto al cuerpo de la mancha resultante. No fue posible obtener resultados en
solventes etanol, metanol ni hexano, pudiendo relacionarse con la insolubilidad de las

muestras.
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Figura 2: Secado de cristales de anilina roja en agua destilada. Imagenes bajo
microscopio 7.5X (izqg.); 45X (der.).

3.1.2. Anilina Negra

Bajo microscopio la anilina negra presenta solidos de distintos colores, donde
cristales de color pardo negruzcos se aglomeran en la superficie de cristales de mayor

tamano de color blanco (Figura 3).

Figura 3: Cristales anilina negra bajo microscopio 7.5X (izq.); 45X (der.).

La metodologia de separacion y secado de cristales fue descrita en la seccion
2.2.1.1. Al evaporar el agua se observan cristales coloreados en tonalidades amarilla,
azul y roja, respectivamente, con borde de color oscuro, como se aprecia en la Figura
4. La cristalizacién a partir de soluciones en otros solventes no fue posible debido a

insolubilidad de las muestras.
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Figura 4: Separacion y secado de cristales de colores amarillo, azul y rojo derivados
de anilina negra comercial disuelta en agua. Imagen bajo microscopio (45X).

3.2. Espectros Uv-Vis

En las Figuras 5 y 6, se presentan los espectros Uv-Vis de las muestras de
anilina roja y anilina negra en agua, etanol, metanol y hexano. La preparaciéon de las
soluciones fue descrita en la seccién 2.2.1.1.

En la muestra de anilina roja se observan dos maximos de absorcion en todos
los solventes utilizados (Figura 5). En agua los maximos de absorcion se observan a
305 y 501 nm, atribuibles a la transicién electrénica m—1* de los grupos aromaticos
presentes en la muestra. Los maximos de absorcion se observan a 302 y 489 nm en
metanol y a 302 y 486 nm en etanol. Comparando los maximos de absorcion en los
distintos solventes, se aprecia el efecto de interaccién del colorante con el agua, con
un corrimiento batocrémico de alrededor de 25 nm. La estructura del colorante tendria
mayor polaridad en el estado excitado, estabilizandose debido a interacciones por
puente de hidrégeno con las moléculas de agua. Se observa que el compuesto
presenta mayor absorbancia en agua que en etanol, con una concentracién 10 veces

menor en agua respecto de etanol, evidenciando su afinidad por un solvente polar.
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Figura 5: Espectros Uv-Vis para anilina roja en agua, metanol y etanol.

En la muestra de anilina negra se observa un maximo de absorcién que
depende del solvente utilizado (Figura 6). En agua presenta un maximo de absorcion a
510 nm y un hombro entorno a 600 nm. En metanol y etanol presenta un maximo de
absorcion a 593 nm. En primera instancia se pens6 en un corrimiento del maximo de
absorcién en los solventes utilizados; sin embargo, estamos en presencia de una
mezcla de colorantes, condicion que se evidencia en la afinidad en los distintos

solventes, expresados en los maximos de absorcion.

En la mezcla de anilina negra, la existencia de un compuesto rojo se observaria
en el maximo de absorcion entorno a 505 nm en agua, con absorbancias similares
(0,580 y 0,599) a la misma concentracion (0,2%), y un corrimiento del maximo a 490
nm en metanol, condiciones que fueron observadas en la anilina roja en agua. Esto

permitiria inferir la existencia de un compuesto rojo afin al medio acuoso.

En la mezcla de anilina negra, un compuesto amarillo seria soluble en etanol y

en metanol, con una longitud de onda a 440 nm y 470 nm, respectivamente. El
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compuesto amarillo presenta mayor absorbancia en metanol, utilizando una
concentracion 10 veces menor que en etanol. EI compuesto amarillo en agua no es
observable en la zona entre 400 y 500 nm, interpretando que no esta presente en

solucién acuosa o cuya contribucion no es preponderante en el color de la solucion.

En la mezcla de anilina negra, un compuesto azul seria soluble en etanol y en
metanol, con una longitud de onda en torno a 590 nm. El compuesto azul presenta
mayor absorbancia en metanol, utilizando una concentracién 10 veces menor que en
etanol. El compuesto azul no tendria una contribucién preponderante en agua,

observandose un hombro en torno a 610 nm.

Al comparar los resultados obtenidos en los espectros UV-Visible, es posible
relacionarlos con la solubilidad de los distintos compuestos que conforman la muestra
de color negro. El compuesto amarillo y el compuesto azul serian poco solubles en
agua, en cambio, el compuesto rojo es soluble en medio acuoso. Estos resultados se
condicen con los cristales obtenidos desde la separacién y secado de la muestra de

color negro.
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Figura 6: Espectros Uv-Vis para anilina negra en distintos solventes.
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3.3. Espectros Raman

Se registraron los espectros Raman de anilinas sintéticas (roja y negra) usados
en la industria textil, segun la metodologia descrita en las seccion 2.2.1.2 y empleando
lineas de excitacion laser 633 y 785 nm.

Al utilizar un microscopio Renishaw, con un aumento 50X, en la muestra roja se
observaron mayoritariamente cristales de color rojo, con una distribucion aleatoria y
minoritaria de cristales de color verde, blanco y café. El espectro Raman de la anilina
roja fue medido directamente sin tratamientos previos con la linea de excitacion laser
de 633 nm, observandose una banda ancha correspondiente a la sefial fluorescencia
del compuesto rojo (Figura 7). Por otra parte, empleando la metodologia de separacion
por colores (seccion 2.2.1.1), los espectros Raman de la anilina negra se miden en los
cristales azules, amarillos y rojos, observandose fluorescencia en todos los
compuestos. En general, cuando la banda de absorcién de un compuesto aromatico
coincide con la excitaciéon del laser (en este caso laser 633 nm), puede ocurrir la
emision fluorescente, enmascarando la sefial Raman. En la anilina roja y en la anilina

negra es posible observar sefiales Raman de baja intensidad.
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Figura 7: Espectros Raman anilinas: a) roja, b) negra, cristales rojos, c) negra,
cristales amarillos, d) negra, cristales azules. Linea laser 633 nm.

Al utilizar un microscopio Raman Renishaw, con linea de excitacion laser de
785 nm, son observables las sefiales Raman (Figura 8). En este espectro es posible

observar que la fluorescencia disminuye notoriamente.
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Figura 8: Espectros Raman anilinas: a) roja, b) negra cristales rojos, c) negra cristales
amarillos, d) negra cristales azules. Linea laser 785 nm.

La separacion de la muestra negra presenta tres especies coloreadas (azul,
amarillo y rojo), que presentan un espectro Raman similar, confirmando la existencia
de un compuesto comun en las tres especies coloreadas. El perfil espectral de la
muestra roja difiere de la especie roja extraida de la muestra negra, sugiriendo la
presencia de una especie diferente.

Los espectros Raman de las anilinas roja y negra presentan algunas bandas

comunes y otras diferentes. En la caracterizacion vibracional, los modos mas intensos
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se asocian a vibraciones vC=C aromatico (1606 y 1603 cm™), vC-C acoplado a 5C-H
(1571, 1504, 1498 cm™), vN=N (1444 y 1433 cm™), vC-C (1399 cm™), 5C-H acoplada a
5C-N (1356 cm™), vC-N (1281 y 1287 cm™"), vC-SO,-O (1228 cm™), vC-N acoplada a
vSO; (1174 y 1157 cm™), 8C-C aromatico (1012 cm™), 8C-N (531 cm™) y dC-C
aromatico fuera del plano (480 y 489 cm™).

Las sefiales Raman de azocompuestos han sido estudiadas con diferentes
sustituyentes en su estructura. Scherrer y col. (2009) describen sefales en 1600 cm'™
asociadas a estructuras de monoazopigmentos, cuyo origen podria deberse a la

vibracion vC=C aromatico.

Do Rosario Marcelino y Muralha (2012) reportan sefiales Raman débiles
alrededor de 1444 cm”, correspondientes a vibraciones VvN=N, tanto en
monoazocompuesto, como en poliazocompuesto con distintos sustituyentes. Muestran
sefiales a 1174 y 1150 cm™ que caracterizan la presencia de vC-N. Otras sefales
caracteristicas se observan a 1228 cm™ para vSO; y vC-SOs.

Suwaiyan y col. (1990) y Krishakumar y col. (2007) reportan resultados
referenciales para caracterizar tanto el esqueleto como los grupos funcionales de
azocompuestos, respecto a la orientacion en el plano y la presencia de fendmenos

como estiramiento y respiracion.

En nuestros resultados, las anilinas presentan modos vibracionales afines a los
azocompuestos segun el trabajo descrito por Silverstein (2005). En el espectro Raman
de la anilina roja (Figura 8, espectro a), se observa una sefial relativamente intensa a
1571 cm™, la cual es consistente con la vibracién de estiramiento simétrico para el
grupo azo (vsmN=N). Esta sefal caracteristica se observa entre 1560 y 1575 cm™ en
Raman, permitiendo inferir que el compuesto debe ser del tipo azo en posicion trans. Si
el compuesto presenta el grupo azo, correspondiendo a azobencenos p-sustituidos,
donde existe un grupo dador de electrones en posicion para, la vibracién se observaria
intensa en IR en torno a 1430 cm™ y con baja intensidad en Raman. Este es caso de la
banda débil observada en torno a 1430 cm™ en los espectros Raman de anilina negra
para los cristales rojos y amarillos, (Figura 8, espectro b y espectro c).
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Sobre la base de lo anteriormente expuesto, los compuestos presentes en las
anilinas deben contener el grupo azo en su estructura molecular. Un estudio realizado
por Peksa y col. (2015) para el colorante azoico azorrubina utilizé la banda observada
a 1561 cm” en el espectro SERS, para cuantificar su contenido en bebidas
azucaradas. La senal en cuestion es caracteristica del grupo azo presente en la

estructura molecular de azorrubina.

3.4. Muestra con adicion de coloides de plata (SERS)

La solucién de anilina roja presenté un espectro Raman de baja
intensidad, siendo observables solo algunas bandas descritas en el espectro Raman
del sélido. En cambio, la solucién de anilina negra presenté un espectro definido y
altamente concordante con el espectro Raman de cristales azules, amarillos o rojos
(Figura 9).

En la literatura se describen diferencias Raman entre un azocompuesto neutro y
otro protonado (Biswas & Umapathy 2000; Wang y col. 2010). Wang y colaboradores
describen que el anaranjado de etilo protonado ve incrementada la intensidad de
bandas caracteristicas asociadas a modos vC=C, vN=N y vN-N, respecto de la especie
neutra donde disminuyen considerablemente. En base a esta informacion, podemos
inferir que la anilina negra reforzaria los modos de estiramiento y respiracién de un
anillo aromético protonado (1630 y 1000 cm™), favoreciendo la deteccion Raman del

compuesto en medio acuoso.
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Figura 9: Espectros Raman de soluciones acuosas de anilinas negra y roja. Linea
laser 785 nm.

Un objetivo de nuestro trabajo fue utilizar una metodologia para detectar
anilinas interactuando con nanoparticulas de plata mediante espectroscopia SERS. En
esa perspectiva, tomamos una alicuota de 5 uL de solucion con anilina (roja, azul o
amarilla) y se mezclé con 1000 pL de solucion coloidal con nanoparticulas de plata. La
interaccién entre el colorante y la superficie metélica se interpreta sobre la base de las
reglas de seleccién SERS, las cuales estipulan que cuando la componente de la
polarizabilidad o,, de un modo vibracional es paralela a la linea de excitacién vy

perpendicular a la superficie metalica, la seial Raman se intensifica.
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En nuestros experimentos, los espectros SERS de anilinas tienen baja
intensidad o no son observables, por lo que la afinidad del compuesto por la superficie
de plata no es evidente. El compuesto rojo no presenta el perfil caracteristico
identificado anteriormente. En cambio, el compuesto azul presenta intensidad SERS
con senales observadas en la muestra sélida (ver Figura 10)
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Figura 10: Espectros a) Raman cristales azules, b) SERS solucion roja y ¢) SERS
solucion azul. Linea laser 785 nm.
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En la soluciéon azul con nanoparticulas de plata, se observan algunas bandas
SERS concordantes con la caracterizacion Raman. Los modos de estiramiento C-N,
SO; y amida | son los de mayor intensidad relativa. No son observables estiramiento y
respiracion de anillo aromatico protonado. En nuestro experimento, la muestra azul
estaria a un pH entre 6 y 7, condicion que desfavoreceria la formacién de la estructura
aromatica protonada. Sobre la base de las reglas de seleccién, se interpreta que el
anillo aromatico del colorante se encuentra probablemente orientado diagonalmente y

cercano a la superficie metalica.

3.5. Losriesgos en la salud y el medio ambiente de los colorantes

Otro objetivo de este trabajo es identificar los riesgos en la salud o el medio
ambiente de los colorantes detectados, correspondientes a azocompuestos. En esa
perspectiva realizaremos un analisis de la normativa vigente y de los efectos en la

salud de las personas.

Respecto a la normativa vigente en Chile, para descarga de RiLes a cuerpos
de agua, se analizaron los siguientes Decretos Supremos para comprender el estado
actual de la regulacién de azocompuestos en Chile:

. D.S. 609/2004: Establece norma de emision para la regulacion de
contaminantes asociados a las descargas de residuos industriales liquidos a sistemas
de alcantarillado.

. D.S.90/2001: Establece norma de emision para la regulacion de contaminantes
asociados a las descargas de residuos liquidos a aguas marinas y continentales
superficiales.

. D.S. 46/2003: Establece norma de emisién de residuos liquidos a aguas
subterraneas.

A pesar de la ausencia de regulacién para este tipo de compuestos, el
D.S.609/2004 individualiza las actividades industriales que utilizarian este tipo de
pigmentos, detallados en la Tabla 2.
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Tabla 2: Codigos de actividades industriales relacionadas con el uso de azocolorantes,
definidos segun D.S.609/2004.

Cadigo Descripcion
32113 Tintorerias industriales y acabado de textiles
Fabricacién y acabado de tejidos de punto, cuando
32132 . iy
incluyan blanqueo y tefnido
35296 Fabricacién de Tintas
95201 Lavanderias y Tintorerias

Los Unicos parametros presentes en la legislacion que podrian aplicarse al
control de estos compuestos son DBOs y Sélidos Disueltos.

La medicion de DBOs entrega la cantidad de oxigeno necesaria para que los
microorganismos presentes en el efluente oxiden la materia biodegradable en un plazo
de 5 dias. Este parametro puede verse alterado si en la descarga existen agentes
capaces de disminuir la actividad biol6gica mediante toxicidad, como el cloro comercial.
Una posible forma de determinar toxicidad seria mediante la inclusién del parametro
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), el cual entrega la cantidad de oxidante quimico
necesario para oxidar todas las sustancias oxidables presentes en el efluente. El
cuociente entre DQO/DBO alto podria indicar toxicidad o baja biodegradabilidad del

desecho. Sin embargo este parametro no esta incluido en la normativa vigente.

Los solidos disueltos pueden entregar informacion de sustancias organicas
disueltas en el efluente, pero no es especifica para azocompuestos; su presencia como

soblidos disueltos esta asociada a las caracteristicas de solubilidad del colorante.

Al analizar la normativa en busca de referencias a azocompuestos o0 sus
derivados, no fue posible encontrar alguna que se aplique de forma directa. No existen
normas primarias o secundarias para el caso de salud humana o acumulacién en el
medio ambiente, ya sea en sedimentos o suelos.
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En el caso de tratamientos que remueven de forma eficiente los azocompuestos
del efluente mediante precipitacién, como lodos activados o biopeliculas, se debe
considerar que el azocompuesto (0 sus derivados) sigue presente en el sustrato y se

debe estudiar su composicién, a fin de evitar que lixivie por el suelo.

Respecto a los tratamientos industriales mas utilizados, el proceso Fenton es
facil de aplicar, econdmico y util para la degradacion de un rango importante de
compuestos organicos, al no requerir energia para oxidar los compuestos. Se lleva a
cabo en 4 etapas; inicialmente, se ajusta el pH a valores bajos. Luego, las reacciones
de oxidacién ocurren a pH 3-5; posteriormente, se neutraliza el efluente a pH 7-8 y
finalmente ocurre la precipitacién. En esta perspectiva, seria posible utilizar el proceso
Fenton como pre-tratamiento de azocompuestos, requiriendo un tratamiento posterior
del precipitado obtenido. Como propuesta se podria utilizar tratamiento bioldgico para
oxidar los productos de degradacion.

En caso de tener azocompuestos cuya oxidacion sea mas dificil, se podria
utilizar el método de oxidacién con ozono-perdxido de hidrégeno. A pH alcalino, la
adicion de peroxido a la solucién acuosa que contiene ozono genera mayores
rendimientos de oxidacién del compuesto. Este método es efectivo en la oxidacién de
dobles enlaces C=C y anillos aromaticos, por lo que seria adecuado en el tratamiento
de azocompuestos. Una desventaja de este método es su elevado costo de operacion.

En general, los procesos Fenton y ozono-perdxido de hidrogeno tienen como
producto radicales hidroxilos, los cuales son perjudiciales porque reaccionan con los
compuestos pudiendo generar especies de mayor toxicidad.

En suelos, la permanencia de los azocompuestos es variable. Caracteristicas
como las interacciones puente de hidrégeno en el colorante, o el contenido de materia
organica en el suelo, son factores que afectan la persistencia de los azocompuestos
(Baughman & Weber 1994).
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Mathieu-Denoncourt y col.(2014) han encontrado efectos letales y subletales en
ranas de la especie Silurana tropicalis expuestas a azocompuestos. Concentraciones
de estos compuestos en agua y sedimentos provocan la disminucién en la
supervivencia de renacuajos y el aumento significativo de malformaciones.
Concentraciones altas de azocompuestos en el sedimento provocan necrosis celular
en las ranas, por modificaciones en el acido ribonucleico mensajero (ARN,,), necesario

para la replicacién de proteinas.

La exposicion directa a azocompuestos tiene efectos carcinogénicos. En ella
ocurre la oxidacion o la reduccion del enlace azo, que genera aminas aromaticas o
especies electrofilicas N=N*, respectivamente. Estos compuestos presentan actividad
carcinogénica y mutagénica al unirse de forma covalente al acido desoxirribonucleico
(ADN). La oxidaciéon y la reduccién del enlace azo, ha sido encontrada de forma
natural, tanto en humanos como animales y se plantea como resultado del proceso

digestivo en humanos y bovinos (Brown & De Vito 1993).

Los colorantes encontrados en nuestro trabajo serian azocompuestos con
grupos aromaticos, los cuales se han relacionado con el surgimiento de cancer de
vejiga en trabajadores de industrias textiles donde son utilizados. La via principal de
contacto con las sustancias en el ambito ocupacional es la inhalacion, la ingestion
accidental o la absorcién a través de la piel. Se ha reportado casos donde todos los
trabajadores involucrados en la destilacion de 2-naftilamina, como parte de la
fabricacion de azocolorantes, desarrollaron cancer de vejiga (Vineis 1994). En otros
estudios, ha sido encontrada en la orina de trabajadores expuestos a estos
azocompuestos la presencia de bencidina y otros derivados (Lowry y col. 1980). Se
han identificado aductos bencidina/anilina en la hemoglobina de trabajadores de India 'y
China, en fabricas donde sintetizan azocompuestos (Beyerbach y col. 2006). India y
China son paises con problemas recurrentes en temas ambientales, no adscritos a
convenios internacionales de regulacion de sustancias colorantes de efecto

potencialmente nocivo (World Health Organization 1982).
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Las vias de ingreso al organismo son diversas. Una via es por contacto del
sudor con el textil coloreado, el cual se pone en contacto con la piel (Ahlstrém y col.
2005). Otra via es por ingesta oral, poco probable, existiendo estudios que demuestran
la absorcion en la mucosa oral de niflos que llevan los materiales coloreados a su boca
(Garrig6s y col. 2002). La absorcion de estos compuestos a traves de mucosa nasal se
ha comprobado mayor que por otras vias de administracién (Shinichiro y col. 1981),
aunque la posibilidad de exposicion directa es baja.

Sobre la base de esta informacion, creemos necesario realizar un plan de
accién para regular el uso y el tratamiento de estos compuestos en Chile. Un punto de
partida para una regulacién de este tipo de compuestos podria sustentarse en las
regulaciones internacionales. Inicialmente, la distribucién y el uso deberia ser regulado,
utilizando como estandar internacional la normativa "REACH Annex VIII" de la Union
Europea. Esta normativa fue descrita en la introduccién y describe a todos aquellos
azocolorantes que debido a su estructura puedan liberar aminas aromaticas al realizar
un tratamiento oxidativo del residuo, generando productos de mayor toxicidad. En esa
perspectiva, la normativa "REACH" indica los compuestos que no pueden ser
distribuidos o utilizados, indicando el material donde el colorante esté expuesto al

consumidor final.

Posteriormente, una regulacién para el tratamiento y descarga de RiLes en
empresas que utilicen estos compuestos debe ser abordada. La norma EPA-OCPSF
establece los limites de descarga para una gran cantidad de sustancias, entre ellas
anilina y sus derivados, independiente de si éstas tienen tratamiento oxidativo. La
norma EPA-OCPSF podria servir como estandar de norma piloto en Chile, en la
categorizacion como desecho peligroso y posterior inclusion en las normativas
existentes de descarga de RlLes a cuerpos de agua.

Es importante la creacion de normas secundarias de proteccién ambiental. En
particular, los sedimentos generados en los cuerpos de agua donde actualmente se
produce la descarga de desechos industriales. Los azocompuestos han demostrado
ser un peligro para las personas y el medio ambiente, particularmente en la exposicién
cronica. La falta de efectos agudos provoca que estos colorantes sean percibidos como

inocuos, prolongando su uso y a su vez el efecto crénico en el medio ambiente.
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IV. DISCUSION GENERAL

El andlisis de los espectros Uv-visible mostré afinidad del compuesto rojo por
los solventes polares, tanto en la muestra de anilina roja como en la proveniente de la
separacion. La anilina negra muestra presencia de otros compuestos en solventes
menos polares, posiblemente aquellos relacionados con azul y amarillo. Esto tendria
correlacion con las bandas de absorcion presentes en 593 nm, para el color azul y
aquellas presentes entre 400 y 490 nm, para el amarillo.

La intensidad de los espectros Raman analizados mostraron la dependencia de
las senales con la protonacion de los compuestos, como aquellas encontradas en 1604
y 1183 cm™ en la Figura 8. Ademéas estas bandas son maés visibles cuando las
muestras estdn mas concentradas, efecto que se ve al comparar el espectro de la

muestra de anilina roja en las Figuras 8 y 9.

Es posible encontrar similitudes entre las muestras analizadas y las descritas en
la literatura, concordantes a la presencia del grupo azo en los compuestos analizados.
No es posible identificar especificamente los compuestos analizados.

Como se muestra en la Figura 11, se buscaron similitudes entre los compuestos
analizados y aquellos descritos en el trabajo de Scherrer y col. (2009). Para la muestra
de color rojo, se encontraron sefales comunes con dos colorantes comerciales, ambos
monoazocompuestos. Se destaca que uno de ellos presenta el sustituyente sulfonato
como parte de su estructura. Respecto a la muestra de color amarillo, Scherrer
describe una molécula con modos vibracionales similares a la observada en este
seminario, un compuesto diazo cuya caracteristica principal es el enlace N=N entre las

moléculas.
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Figura 11: Espectros Raman de referencia y estructura molecular para muestras rojo y
amarillo. Linea laser 785nm. Imagen de Scherrer et al. (2009).

Si se complementan los resultados obtenidos en el estudio de las muestras en
Uv-Vis y Raman, es posible inferir que el azul encontrado tiene similitudes con la
indigotina, ya que tiene similitud con el compuesto en medio acido y presenta una
solubilidad baja en agua (Roberts y col. 1998) (ver Figura 12).
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Figura 12: Espectro de absorcién para Indigotina en (1) agua, (2) etilenglicol, (3)
DMSO, (4) metanol, (5) DMF. Incluye estructura del pigmento indigotina. Imagen de
Roberts y col. (1998).
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El esqueleto y grupos funcionales de los compuestos analizados en este
seminario fueron caracterizados mediante las técnicas Raman, SERS y Uv-Visible. Sin
embargo, no se logré identificar su identidad, requiriendo patrones para certificar los
colorantes presentes en las anilinas estudiadas.

Se propone mejorar la intensidad de las senales SERS, para obtener un
espectro que permita la asignaciéon de los modos vibracionales. Es conocido que las
nanoparticulas de plata presentan un potencial Z negativo acorde a una interfase de
carga negativa en el entorno inmediato de la superficie metalica. Para mejorar la
intensidad de las sefales SERS debemos mejorar la afinidad del analito por la
superficie metélica. Con estos antecedentes, proponemos a futuro trabajar a un pH
acido que favorezca la interaccién del anillo aromatico cargado positivamente con las

nanoparticulas de plata cargadas negativamente.

Creemos necesario comparar la medicion de estos compuestos con otras
técnicas analiticas como la cromatografia de gases. El método EPA 8131 especifica la
deteccion de anilinas y sus derivados en matrices acuosas, el cual podria ser utilizado
para apoyar la identificacion de estos compuestos.



41

V. CONCLUSIONES

Las técnicas espectroscopicas entregan informacion suficiente para establecer la
presencia de azocompuestos en soluciones acuosas. Su aplicacion a nivel industrial
requiere control del pH en el tipo de efluente que se desee analizar.

Este seminario permitié establecer una interaccién débil entre los azocompuestos y
las superficies metalicas. Es preciso optimizar y favorecer esa interaccion para
obtener espectros SERS que permitan la identificacion de azocompuestos en forma
Optima.

El andlisis de los resultados mostr6 que las anilinas analizadas corresponden a
aquellas pertenecientes a la familia de los azocompuestos, por lo que sus efectos en
la salud y el ambiente deben ser considerados al momento de utilizarlos como parte
del proceso de tincion y la disposicion de residuos que los contengan.

Los azocompuestos son considerados peligrosos para el medio ambiente y la salud
de las personas. En Chile no existe ninguna regulacion que los considere, ni como
parte del proceso de manufactura ni como desecho. Por lo tanto es necesario
establecer protocolos de deteccion y tratamiento para este tipo de compuestos.

Un andlisis cualitativo de la presencia de azocompuestos como el planteado en este
Seminario De Titulo puede ser de utilidad al entregar informacion sobre la presencia
de estas sustancias previas al tratamiento estandar de RiLes, ya que éste puede
generar la oxidacién del enlace azo, generando subproductos de toxicidad
desconocida y a su vez haciendo la deteccion de los azocolorantes mas compleja
en etapas posteriores del tratamiento.
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Un punto de partida para la regulacion de los azocompuestos puede tener base en
las regulaciones internacionales. La EPA categoriza la descarga de RlLes de la
industria colorante como desechos peligrosos. Desde ahi, surge la normativa
OCPSF, que establece limites de descarga para estos compuestos.

En el ambito de utilizacién y distribucion de estos colorantes, la Uni6on Europea
posee normativas que regulan la presencia de los azopigmentos en el mercado,

basada en sus estructuras y productos de degradacion.

Los azopigmentos han demostrado ser peligrosos en exposicion crdnica, tanto a la
salud de las personas como al ambiente. Esta aparente inexistencia de un problema
inmediato demuestra que la falta de regulacion existe principalmente debido a la
falta de conocimiento sobre su presencia, mecanismos de accion y tratamientos

posibles.
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