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RESUMEN

En este seminario de titulo se realizo la cuantificacion e identificacion a traves
de la técnica de Fluorescencia Sincrénica de 5 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
(HAPs): Fluoreno, Antraceno, Benzo(a)pireno, Criseno y Naftaleno en el particulado
atmosférico de la ciudad de Santiago Chile.

El desafio clave en este trabajo es probar que la técnica de cuantificacion e
identificaciéon propuesta reune las cualidades de ser confiable, reproducibles, y sobre
todo sensibles, a los niveles de deteccién y cuantificacién informados para estos
sistemas moleculares en el particulado atmosférico de la cuidad de Santiago.

En suma este memoria de tesis se enmarca en un desarrollo pionero en la
utilizacién de la técnica espectroscépica de fluorescencia sincronica tanto para la

identificacion como cuantificacion de HAPs en muestras complejas.



SUMMARY

In this seminary of title we investigate the determination and identification
through Synchronous Fluorescence of five Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHSs):
Fluorene, Anthracene, Benzo(a)pirene, Chrysene and Naphthalene in the atmospheric
particulado of the city of Santiago Chile.

The main purpose of this work was to prove that the methodology of
quantification and identification proposed meed the criteria of being reliable,
reproducible, and overall very sensible to the levels of detection and quantification
reported for these molecular systems in the atmospheric particulado of the city.

As a result of the whole investigation this thesis was framed as a pioneering
intention of development in the use of this spectroscopic technique to serve for the

identification as quantification of HAPs in complex samples.
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1.0 INTRODUCCION

Los compuestos aromaticos policiclicos son moléculas de origen organico que
tienen como principal caracteristica dos o mas anillos aromaticos condensados, donde
cada atomo de carbono presenta una hibridacion sp? (a excepcion del Fluoreno) y con
ello un sistema n conjugado " generando estructuras moleculares de gran rigidez, la
que le otorga propiedades espectrales bien definidas 2.

La presencia de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) en el medio
ambiente se debe a procesos antropogénicos asociados a la quema incompleta de
combustibles fosiles (carbon, petréleo, kerosén, bencina, etc.) siendo liberados a la
atmosfera en forma de particulas o gases. Estas especies moleculares se asocian a la
generacién de ciertos tipos de céancer en mamiferos

El interés cientifico por estos compuestos nace debido a que se les relaciona
con la generacion de ciertos tipos de cancer. Hace mas de 200 afios, la incidencia del
cancer asociado al trabajo de deshollinar chimeneas se atribuyé al contacto con el
hollin y los alquitranes. Hoy dia sabemos que al menos uno de los componentes
carcinogenos del hollin de chimenea y de la combustiéon automotriz es el
Benzo(a)pireno. Este, en rigor no es carcinégeno en si mismo, sino que es convertido
metabdlicamente en carcinégeno activo en el interior de un organismo. Por ello es
clasificado mas adecuadamente, como procarcinégeno 2,

En cuanto a la presencia de hidrocarburos aromaticos en la atmésfera se sabe
que estos se encuentran entre las fases gas-particula, segun sea su presién de vapor.
Peltonen y Kuljukka (1995) “), en su revisién y muestreo realizado a HAPs en el aire,
sostienen que estos compuestos se adsorben en el material particulado, principalmente

en las particulas respirables de 5 um en promedio.



En la ciudad de Santiago el monitoreo de HAPs se ha realizado desde la
instalacion, a mediados de los 80, de la red MACAM que monitorea la calidad del aire
de la ciudad. En estos monitoreos de particulado atmosférico respirable, que se han
extendido por un periodo de a lo menos 20 afios, se ha encontrado la presencia de
algunos hidrocarburos arométicos policiclicos, tales como: Criseno ©®®, Pireno ©?,
Benzo(a) pireno ©®, Benzo(a)antraceno ©9, etc.

Basado en los datos que han sido recopilados en las Ultimas décadas por este
sistema de monitoreo en la ciudad de Santiago, la propuesta en términos generales de
este seminario de titulo, es realizar estudios de deteccion y cuantificacion de HAPs en
algunas muestras de material particulado recolectadas en la ciudad de Santiago de
Chile, a través de una metodologia alternativa denominada Espectros de Fluorescencia
Sincrénica (EFS).

La aplicaciéon de la (EFS) en la determinacién e identificaciéon de HAPs en
muestras tales como: aceite de auto y soluciones acuosas, ha sido informado por
algunos autores, tales como: R. Ferrer et. al (1998) y Digambara Patra et. al (2001),
pero hasta ahora no ha sido informado el uso de esta técnica en la determinacion de
HAPs en muestras como particulado atmosférico; por ello, este trabajo se enmarca en

un desarrollo pionero en la utilizacién de esta técnica espectroscopica.



2.0 OBJETIVO GENERAL

Aplicar la técnica de Espectroscopia Fluorescencia Sincrénica (EFS) en la
deteccion y cuantificacién de HAPs en el particulado atmosférico de la ciudad de

Santiago Chile.

2.1 OBJETIVO ESPECIFICOS

Para llevar acabo este objetivo anterior se realizo la validaciéon de este método
analitico cumpliendo con las cualidades de ser confiables, reproducibles, y sobre todo
sensibles, es decir, que permitan alcanzar los niveles de deteccién y cuantificacién a
los cuales se encuentran los HAPs en las muestras de particulado atmosférico.

En Chile no existe una metodologia oficial de analisis para los PAHs, pero en
Estados Unidos la Agencia de Proteccién Ambiental (EPA) incluye el anélisis de estos
compuestos en el método 525, que es para la determinacion de compuestos orgénicos
mediante cromatografia de gases, es por ello que nuestra validacion tomara como
referencia dicha metodologia.

Una vez realizada la validacién se procedera a cuantificar e identificar cinco
HAPs en particulado atmosférico de la ciudad de Santiago de Chile: Fluoreno,

Antraceno, Benzo(a)pireno, Criseno y Naftaleno.



3.0 MARCO TEORICO

3.1 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LOS HAPs

Algunas caracteristicas de los HAPs son: una baja solubilidad en agua, bajo
momento dipolar, altos puntos de fusién y altos pesos moleculares.

En la Tabla 1 se presentan algunas de estas caracteristicas fisicoquimicas y en
la Figura 1 se presentan las estructuras quimicas y el nombre I[UPAC de los HAPs que
se estudiaron en este Seminario de titulo (Naftaleno, Fluoreno, Antraceno, Criseno,

Benzo(a)pireno). '

Tabla 1 Propiedades Fisicoquimicas de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

Estudiados

Formula Masa Molar Punto de Punto de

Compuesto Molecular g/mol fusion (°C)* Ebullicién
(°Ccy
Naftaleno CoHs 128 80 217
Fluoreno CiaHqo 166 116-117 295
Antraceno Ci4Hqg 178 215-217 340
Criseno CigHis 228 257-258 448
Benzo(a)pireno CuoH12 250 278-280 495

* The Merch Index “An Enciclopedia of Chemicals, Drugs and Biologicals”. Tenth Edition. 1983.
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Figura 1 Estructura Molecular de algunos HAPs



3.2 PROPIEDADES ESPECTRALES DE LOS
HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

Debido a que gran parte de esta memoria contempla el uso de conceptos y de
técnicas espectroscopicas, se hace necesario introducir ciertas nociones basicas
asociadas a la interaccion de la radiacién electromagnética con la materia.

En el caso de los sistemas moleculares en estudio, la interaccion
radiacion-materia genera caracteristicas espectrales bien definidas, que pasamos a

definir en los siguientes puntos.

3.2.1 Estructura Electronica

Los compuestos aromaticos policiclicos tienen una unidad basica (benceno)
compuesta por 6 atomos de carbono que al unirse producen una configuracion trigonal,
generando angulos de enlace C-C-C de 120° y donde generalmente cada carbono
posee una hibridacién sp® con su correspondiente sistema =, generando una rigida
disposién espacial plana hexagonal ), tal como se presenta en el benceno (Figura 2).

La condensacion de la estructura hexagonal da origen a los distintos tipos de
hidrocarburos aromaticos, los que pueden estar constituidos por dos anillos
(Naftaleno), tres anillos (Antraceno) e incluso 13 anillos condensados como en el caso

de 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11-Hexabenzacoroneno ? (Figura 2).



CeHs
PM =78.11 gr/mol
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Figura 2 Esquema de una condensacion de los hidrocarburos aromaticos
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3.2.2 Absorcion Molecular

La absorcidn de radiacion electromagnética ultravioleta y visible por parte de
una especie molecular consiste en la excitacion electrénica, llevando a la molécula a
un estado electrénico excitado. Este proceso se suele representar mediante la

siguiente ecuacién.

M+h—> M
Donde M* es la especie electronicamente excitada. El tiempo de vida de la especie
excitada es breve (10® a 10? s), su existencia termina por los distintos procesos de

relajacion: la forma de relajacion més comun es la liberacién de calor; es decir,

M* — M +calor
La relajacién puede ocurrir también por la descomposicion de M’ para dar
origen a una nueva especie molecular; dicho proceso se denomina reaccion
fotoquimica. En otros casos la liberacidén de la energia adquirida puede suponer la

reemision de fotones a través de la fluorescencia o fosforescencia.



En el caso de los dobles enlaces, y empleando un modelo de orbitales
moleculares |la absorcion promueve electrones de un orbital enlazante n a un orbital
antienlazante n*, dando origen a una transicion n— =n* (Figura 3). Esta transicién para
dobles enlaces no conjugados como en el eteno presenta un espectro de absorcion
cercano a 180 nm, en el ultravioleta de vaci6. Cuando el doble enlace forma parte de
una cadena conjugada (como en los HAPSs), las energias de los orbitales moleculares
se aproximan, y las transiciones (n—n*) se desplazan hacia la regién del visible del

espectro electromagnético .

Figura 3 Transicién ilustrada n —»n*

La figura 4 muestra los espectros de absorcién de Flu, Naf y Ant en solucién de
ciclohexano. En ella se observa el corrimiento batocrémico o desplazamientos hacia

longitudes de onda mayor, al aumentar la extensién en la conjugacion de los HAPs.
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e e M e
240 270 300 330 360 390
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Fig. 4 Corrimiento al Rojo de los Espectros de Absorcion al Aumentar el Numero de
Anillos de los HAPs
Otra caracteristica importante relacionada con la absorcion de la radiacién por
parte de los sistemas moleculares es el coeficiente de absortividad molar (g) que es
una medida de la cantidad de luz absorbida por unidad de concentracién. Un
compuesto con un coeficiente de absortividad molar alto, es muy eficiente en la
absorcion de luz, de una determinada longitud de onda. En la siguiente tabla se

resumen algunos valores de (g) para HAPs.



Tabla 2 Coeficiente de absortividad molar para la transicién 0-0 de algunos HAPs

Transicion Coeficiente de

Compuesto Disolvente 0-0 Maximo Absortividad
(nm)* Molar (gmax )*
Naftaleno Hexano 320 270
Fluoreno Heptano 301 10000
Antraceno Hexano 374 8500
Criseno Heptano 361 200
Benzo(a)pireno  Heptano 405 2100

* Birks J. B. “Phatophysics of Aromatic Molecules”. Wiley-Interscience. Ed. 1980.

Ademas de lo anterior, otra importante caracteristica que distingue a los HAPs
de ofros sistemas moleculares, es la naturaleza simétrica de sus espectros de
absorcién y emision entre si. Esto se explica debido a que las transiciones entre los
niveles de energia vibracionales S; y S que involucran a la absorciéon y emisién son
similares, por ello la forma de los espectros es parecida.

Lo anterior se puede ejemplificar en la figura 5, donde se muestra las
transiciones de los niveles de energia vibracionales de los estados Sy y Si. Donde
ademas se modela a través de las transiciones vibracionales las bandas observables

tanto en los espectros de emisién como en los de absorcién .

10
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Figura 5 Transiciones de los niveles de energia vibracionales de los estados Sy y Sy

Con respecto a las transiciones electrénicas, los HAPs también tienen un
comportamiento singular que se relaciona con el principio de Franck-Condon, el cual
establece que las transiciones electrénicas son verticales e involucran un cambio en la
posicion de los nucleos. Esto genera un cambio en la geometria de la molecula, que
para el caso de estos sistemas moleculares (HAP), es minimo dado su caracter de
esqueleto molecular rigido. Este minimo desplazamiento de los enlaces se advierte en
los espectros de absorcién y emision, como una superposicion de las bandas cero (ver
Figura 5).

Desde el punto de vista espectroscépico, este corrimiento de las bandas de

emision con respecto a las de absorcion se denomina corrimiento de Stokes.

11



3.2.3 Emision Molecular (Fluorescencia)

La fluorescencia es uno de los procesos fotofisicos que se producen con
posterioridad a la excitaciéon electrénica (absorcion) de un sistema molecular, y se
encuentra asociado a las diferentes formas que posee una molécula de liberar la
energia adquirida, producto de la absorcién de radiacion electromagnética.

Estos procesos se describen usualmente en un diagrama de niveles energia,

singletes y tripletes llamado “Diagrama de Jablonski” (Figura 6).

A

—k

1

Conv. Interna (Kj¢) Figura 6

X — %\E‘:Lic:\mtersistema (Kst)

Fluorescencia

VANVAANNANEY

Absorcion

ARAAA

3
>
5
F Fosforescenciz

Y

Figura 6 Diagrama de Jablonski

Cada proceso se caracteriza por su constante de velocidad (k,), las magnitudes
de las constantes determinan él o los caminos por los cuales la molécula libera la
energia absorbida. Las ecuaciones que describen cada uno de los procesos con su

correspondiente constante velocidad son:

12



ABSORCION Sy +hu—>S;

FLUORESCENCIA S, ——»So+ hv (kg")
FOSFORESCENCIA T,—— S, + hv (kp)
CONVERSION INTERNA S| mw—— Sg+ CALOR (kic)

CRUCE INTERSISTEMA  §; mww— > T| + CALOR (kgt)
CRUCE INTERSISTEMA T; www—— S;+ CALOR (kts)
Las constantes de velocidad para los procesos anteriores pueden ser
determinadas experimentalmente en forma directa o indirecta.
Frecuentemente se utiliza el término de rendimiento cuantico (¢) que define la
eficiencia de un proceso. Asi, el rendimiento cuantico de un proceso x queda definido

por la siguiente ecuacion;

_ N°de fotones proceso x (1)
N°de fotones absorbidos

¢,

Cuando un proceso es eficiente ¢, tendra un valor cercano a 1,0 y si un proceso
es poco eficiente ¢, tendra un valor cercano a cero.

Los rendimientos cuanticos de cada uno de los procesos expuestos en el
diagrama de Jablonski se expresan en términos de las constantes de velocidad, en las

siguientes ecuaciones:
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k o
¢, =- / __ Rendimiento cuantico de Fluorescencia (2)
k" +k, +k

k ; o
¢, =——'“——— Rendimiento cuantico de Conversién Interna (3)
k;”+k, +ke
¢, = ——"—— Rendimiento cuantico del Cruce Intersistema 4)
k" +k, +ki
o
¢, =¢,——— Rendimiento cuantico de Fosforescencia (5)
k, +k;
o, =0, kT”k— Rendimiento cuantico del Cruce Intersistema (6)
+
P s

El tiempo de vida del estado fluorescente singulete 15 es igual al inverso de la
suma de todas las constantes de velocidad de desactivacién del estado S, y en forma
analoga el tiempo de vida del estado triplete = es igual al inverso de la suma de todos

las constantes de velocidad que desactivan el T, es decir:

s =1k} +k, +k, (Expresion para S;) (7)
t, =1/k; +k, (Expresion para T) (8)

Los tiempo de vida radiativos 1% y t°, son respectivamente 1/k% y 1/ k%, y
corresponden al tiempo de vida que presenta el sistema molecular si solo existiese un
Unico canal de desactivacién. En cuanto a los valores de 15 y 1 son del orden de
10°-107 y 10*-10? segundos para la Fluorescencia y Fosforescencia respectivamente.

En relacién a los valores de ts para los hidrocarburos aromaticos estos se
encuentran en un rango de 5 a 200 ns (nanosegundo) y pueden resumirse en la

siguiente tabla.
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Tabla 3 Tiempos de vida de la fluorescencia para algunos HAPs

Disolvente  Tiempo de vida

Compuesto (15 ns)*
Naftaleno Ciclohexano 96
Fluoreno Ciclohexano 10

Antraceno Benceno 4.9

Criseno Ciclohexano 45
Benzo(a)pireno  Ciclohexano 49

* Birks J. B. “Photophysics of Aromatic Molecules”. Wiley-Interscience. Ed. 1980,
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3.3 PROCESOS BIMOLECULARES

Los procesos fotofisicos enumerados anteriormente ocurren para una molécula
aislada o soluciones diluidas de éstas, pero a medida que la concentraciéon de estos
sistemas aumenta se producen interacciones moleculares que pueden dar origen a
nuevos procesos de desactivacion que compiten con la fluorescencia. Algunos de
estos procesos son descritos a continuacion:

a.- La formacién de excimeros moleculares que ocurre cuando la concentracion
de especies moleculares es alta, genera la interaccién intermolecular entre una
molécula en el estado excitado ('M*) con otra en estado fundamental (*M), dando
origen al complejo ('M---'"M)* el cual se disocia una vez que retorna al estado
fundamental . El excimero molecular formado tiene caracteristicas espectrales
propias y compite con la fluorescencia de la especie 'M*, como se muestra en el

siguiente diagrama.

k 3
™M+ hv—\p + ' — L ("M ~-'m)

ke ! Ke

\
"M +hvs ™M+ M+ hv,

K¢= Const. de Emisién fluorescente
kq = Const. de formacién Excimero

ke = Const. de Emisién del Excimero
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b.- Otros tipos de complejo molecular formado en el estado excitado, son los
exciplejos, y se producen por la interaccién entre una molécula en estado fundamental
'M y una especie molecular o atémica Q en el estado fundamental. La interaccion entre
las especies ('M---Q)* da origen al apagamiento fluorescente, debido a que la molécula
Q desactiva al estado excitado en forma no radiativa. Este apagador de la emisién de
la especie 'M* puede ser una especie molecular neutra o cargada (anionica o
cationica) .

En el siguiente esquema se muestra la interaccién de una molécula en un estado
excitado con un apagador.

k
M +hy —"M* + —2L> (M—--Q)*

k, Knr

Y
M+ Q+ hvg M+Q

kq= Const. formacién complejo ('M---Q)
Knr = Const. no radiativa
Knr= Const. de Emisién de "M*

Ademas de los dos procesos bimoleculares antes mencionados existen otros

que no se describen en este estudio debido a que no tienen relacién con el tema aqui

tratado.
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3.4 FUNDAMENTOS DE LA FLUORESCENCIA

SINCRONICA

A fines de los afios 70 estudios realizados por Vo-Dinh demostraron la
posibilidad de identificar y cuantificar Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos a través de
un nuevo espectro generado a partir de la mediciéon simultanea de la excitacién y
emisiéon fluorescente; este nuevo espectro es llamado Espectro Fluorescencia
Sincrénico (F.S.) ©.

Para entender lo que es un espectro sincrénico debemos conocer como se
obtiene, desde el punto de vista instrumental, un espectro de emisién y un espectro
excitacién (absorcion).

Un espectro de emisiéon se obtiene fijando la longitud de onda de excitacion
(Aex), correspondiendo generalmente a un maximo del espectro de absorcién, para
luego barrer con el monocromador de excitacion en el rango de longitudes de onda en
que se presenta la emision (ver Figura 7).

Para el caso de un espectro de excitacién (absorcién), se selecciona una
longitud de onda del espectro de emisién, generalmente el maximo, luego se realiza
con el monocromador de excitacién, un barrido en el rango de longitud de onda en que

aparece el espectro de absorcién (ver Figura 7).
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Lampara

Monocromador

(?\'EX) de Excitacion Referencia
\ I| Detector
N Referencia
Compartimento
de Muestra _ll I =| Detector

Monocromador
de Emision (kem)

Figura 7 Esquema de un Equipo de Fluorescencia

Tomando en cuenta lo anterior, la definicion de un Espectro Sincrénico desde
un punto de vista instrumental corresponde a un barrido simultaneo o sincrénico de
ambos monocromadores, de excitacion (L) y de emisién (Aen) (ver Figura 8).

La condicién principal de este barrido simultaneo para obtener este tipo de
espectros es que exista una ventana espectral que permite observar el pico o sefial
sincronica. Esta ventana espectral estara asociado al corrimiento de las bandas cero

cero de los espectros de absorcién y emision, denominado corrimiento de Stokes.
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3.4.1 Fundamento Tedrico de la Fluorescencia Sincronica

Para una muestra excitada a una longitud de onda X, se tiene que la intensidad
de emisién 7 estd en funcion de la longitud de onda de la emisién Aem, y puede

describirse mediante la ecuacion

Ew (Aem), €s la intensidad del espectro de emisién a la longitud de onda Aem ¥
R(Aex) €s un funcion dependiente de factores instrumentales, de las caracteristicas de

la especie molecular y de su concentracion

RO =kl (A)e)ed  (10)

Los pardmetros que definen a Ry* son: ¢ = rendimiento cuantico, [, =

intensidad de luz incidente, £ = coeficiente de extincion molar, ¢ = concentracién del

analito y d = paso o6ptico de la celda.

Por otro parte el producto ¢ xID x & depende exclusivamente de la longitud de

onda de excitacion, por lo tanto, es proporcional al espectro de excitacion.

B, (Ay) < ¢l (4,)e(4,) (A1)

Si combinamos la ecuacion 9,10 y 11 se obtiene la expresion para la intensidad

de la sefial Sincrénica (Is), a un par de longitudes de onda.

1A, A, )=KcdE (A )E, (A4,)  (12)
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donde K = es una constante de proporcionalidad dependiente de las caracteristicas del
instrumento empleado.

La principal condicién de barrido es que el desfase o ventana espectral que
permite visualizar la sefial sincrénica debe tener un A) determinado, que se define
COMO Agm -Aex = AA O dem = AL+),, (figura 8). Re escribiendo la ecuacién anterior la

ecuacion final se representa como:

I,(A

ex?

Ao) =KcdE, (A, )E, (4, —AA) (13)

° Lampara

Monocromador
Cax) g .
ex’/ de Excitacion Referencia

N || Detector
B D Referencia

Compartimento

de Muestra -} I =| Detector

Monocromador
de Emision (lem - lem + AL )

Figura 8 Esquema de un equipo de fluorescencia acondicionado para medir un
espectro sincronico
El valor que tenga el A) o ventana espectral, afecta significativamente la forma
y la intensidad de los espectros °, por ello es importante elegir el valor adecuado de
desfase, para utilizar adecuadamente la técnica de fluorescencia sincrénica en la
determinacion e identificacion de una mezcla de HAP.
En las siguientes figuras 9, 10, 11 y 12 se muestra el efecto que tiene el

aumento de la ventana espectral sobre los espectros sincrénicos.
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Figuras 9 y 10 Efecto del aumento de la ventana espectral sobre el espectro de

Fluorescencia Sincrénico
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Figuras 11 y 12 Efecto del aumento de la ventana espectral sobre el espectro

Fluorescencia Sincrénico
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El aumento en el valor de la ventana espectral como se observa en las figuras
anteriores, genera una deformacién de los espectros sincronicos y un cambio en la
posicion de la sefial. Este experimento se realiz6 para otros hidrocarburos aromaticos
policiclicos, obteniendo el mismo resultado, por ello este parametro asociado a la
generacion de estos espectros generalmente se fija en un valor de AL = 3 nm, ya que,
es este el valor que permite visualizar de mejor forma el espectro sincrénico, de
acuerdo a los trabajos realizados por Tuan Vo-Dinh y otros 8'°.

De acuerdo a los antecedentes antes descritos se puede inferir que, la sefal
sincronica es particular para cada hidrocarburo aromatico policiclico, ya que, cada
molécula se ubica en una posicion particular dentro del rango espectral
(Figuras 13,14,15,16,17), determinada por el nimero de anillos o aumento de la

conjugacion de sus enlaces «, por ello en principio, este tipo de espectros permitiria

identificar al mismo tiempo un grupo de hidrocarburos aromaticos y asignar una
posicion espectral particular para cada especie molecular.

En la Figura 18 se muestra un espectro sincrénico de un conjunto de HAPs y es
posible asignar la posicién de cada sefial a un HAP utilizando como guia los espectros

de las Figuras 13 a 16.
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Figura 13 (a) Espectros de absorcién y emisién del Antraceno y

(b) Espectro Sincrénico del Antraceno
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Figura 14 (a) Espectros de absorcién y emision del Fluoreno y

(b) Espectro Sincrénico del Fluoreno
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Figura 17 (a) Espectros de absorcién y emisidén del Benzo(a)pireno y

(b) Espectro Sincrénico del Benzo(a)pireno”
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Figura 18 Espectro sincrénico de una mezcla de HAPs en diclorometano
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4.0 MATERIALES Y METODOS

En los parrafos siguientes se detalla cada uno de los métodos y materiales
utilizados en el desarrollo de este seminario de titulo, ya sea, en la elaboracion de las

curvas de calibracién o en los procesos de extraccion de los HAPs de las muestras.

4.0.1 Estandares y Disolventes

Se empled diclorometano grado P.A. (Aldrich) como disolvente en la
preparacion de disoluciones de patrones y para el proceso de extraccion.

Los HAPs utilizados como patrones son de procedencia Merck y Aldrich de
pureza mayor a 99% y se emplearon sin purificar.

Es importante destacar que todo el material de vidrio fue previamente lavado

con un detergente liquido Marca Aquet libre de iones sulfato.

4.0.2 Equipo Utilizado

El equipo utilizado fue un Espectrofluorimetro 1SS PC1 que opera con una
lampara de Xenén 300 W, 2 monocromadores (uno de excitacion y el otro utilizado en
la emision (ver figura 7). Se usé una ranura o paso de luz de 0,5 que permite un ancho
de banda minimo de 4 nm y un detector de tubo fotomultiplicador. Ademas, el equipo
esta conectado a un computador que tiene la funcién de controlar el equipo y despliega
en pantalla los registros espectrales.

El barrido espectral se realizé a razén de 1nm/por segundo, ademas cada
medida se integra 2 veces, esto quiere decir gue cada 1nm medido se realizaban 2
medidas de intensidad a esa longitud de onda, obteniendo un promedio de las 2

medidas de intensidad, siendo ese valor el graficado en los espectros.
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION

5.0.1 Validacion de la Técnica de la Fluorescencia Sincronica

Se validé el método de la fluorescencia sincrénica usando una mezcla de HAPs
patrones con lo que se determind la longitud de onda de la sefial correspondiente a
cada HAPs, resolucion y reproducibilidad donde ademas se comprob6 el porcentaje de
recuperacién de los HAPs a través de un proceso de extraccién.

La definicion matematica del espectro sincrénico definida en la ecuacién 13
describe la dependencia de la intensidad del espectro con respecto a una
concentraciéon dada. Esta relacion esta asociada a través de una pendiente m que

contiene los parametros espectroscopicos Ee¢m, Eex ¥ |2 constante K.
I,(A A Y=mcd  (14)

Donde, m = pendiente, ¢ = concentracion y d = paso 6ptico.

La sensibilidad descrita por la letra m sera distinta para cada HAP que podria
estar contenido en una muestra, ya que los pardametros espectroscopicos Ee, Yy Eem SON
particulares para cada hidrocarburo.

En cuanto a la identificacion de un determinado numero de HAPs, esta se lleva
a cavo comparando los espectros sincrénicos de las muestras con el espectro

sincrénico de un patrén de HAPs.
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El andlisis de las muestras se realiz6 en dos etapas; la primera se realizo los
estudios de gravimetria y el proceso de extraccién de los HAP de las muestras de
particulado atmosférico. En una segunda etapa se realizé la determinaciéon de HAP a
través de |a fluorescencia sincrénica.

También se realizaron para cada una de las muestras estudios que incluyeron;
la posicion de las sefiales de los espectros sincrénicos del patréon con las muestras
(Estudio de identificacion), efecto de la irradiacion o nimero de barridos en la sefial
sincrénica (Reproducibilidad) y un estudio de resoluciéon o mejor dicho capacidad de la

técnica de diferenciar entre una sefal u otra.

5.0.2 Métodos Numeéricos

Se realiz6 el ajuste matematico de cada una de las sefiales sincrénicas, a una
funcioén lorenziana, tanto para la realizacion de las curvas de calibracion, como los
estudios a los distintos tipos de muestras analizados. Esta funcion esta definida por la

siguiente ecuacion:

2Aw
r4(x—x,)" +w’

Y=+

(15)

Donde, yo = linea base, A = es el area bajo la curva, w = el area a media altura
del pico y X; = la posicién de la sefial en el eje X.
En la figura 19 se muestra la parametrizacion de un espectros sincrénico; este

procedimiento fue realizado con el programa ORIGEN 6.0.
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Figura 19 Parametros relacionados con una curva lorenziana

5.0.3 Preparacion de Estandares de Fluorescencia Sincrénico

Las soluciones stock de los estandares se prepararon pesando la cantidad de
PAHs necesaria y llevando a matraz volumétrico de 10 ml con CH.CI, en algunos
casos. A partir de las soluciones stock, se prepararon soluciones de al menos cinco

niveles de concentracion, mediante diluciones sucesivas.

Considerando que estos compuestos son en su mayoria cancerigenos y
mutagénicos, la preparacion de los estandares requirié el uso de guantes y mascara

apropiados.
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Para las curvas de calibracién se tomaron alicuotas sucesivas de
estandares preparados que fueron adicionadas a una celda de fluorescencia que

contenia 2 mL de diclorometano y luego se registro, midié el espectro sincrénico para

los

cada una de las alicuotas agregadas. Esta operacion se repite 6 veces por alicuota.

Luego de obtener los espectros sincrénicos se procedié a medir el area bajo la curva

con la metodologia matematica descrita en el punto anterior.

Con los valores obtenidos se generaron curvas de calibracion de area bajo la

curva v/s concentracion de HAP. Estas curvas se muestras a continuacion en las

Figuras 20, 21, 22, 23 y 24, ademas en la tabla 8 se muestran algunos de los

parametros relacionados con las curvas de calibracion obtenidas para cada uno de los

HAPs.
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Figura 20 Curva de calibracién para Naftaleno
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Figura 22 Curva de calibracién para Antraceno
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Tabla 4a Resumen de algunos de los parametros obtenidos para las curvas de

calibracién de los HAPs

Maximo del Pendiente (m + Am)

Molécula Espectro (Area / pg/L) Ch? i r?
Sincrénico
(nm)
Naftaleno 320 46237 + 1953 0,899 0,999
Fluoreno 303 78266 + 2832 0,830 0,999
Antraceno 360 43278 + 2349 0,805 0,998
Criseno 383 2531+ 95 0,705 0,998
Benzo{a)pireno 404 10210 + 538 1,204 0,999

De la observacion de los valores de r* y Ch?.y, las curvas de calibracion
mostraron tener una respuesta lineal entre la intensidad de los espectros sincrénico y
la concentracién de HAP, por ello la funcién matematica asociada a los datos

experimentales quedd definida por:
y=m-x (16)

Donde y es el area relativa, m es la pendiente de la curva y x la concentracion
del HAP (ug/L).

De la tabla 8a se puede hacer el andlisis de las pendientes, que por definicion
representan la sensibilidad analitica de cada curva, encontrandose que la curva que

tiene mayor sensibilidad es la del Fluoreno y el de mas baja sensibilidad es Criseno.
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En relacién al limite de deteccion (LD) que se define como la minima
concentracién de analito detectada para un nivel de confianza del 95% ° (Tabla 4b), la
concertacion mas baja detectada por el método es para Benzo(a)pireno (0,03 ug/L).

En cuanto al limite de cuantificaciéon (LC) que se define como la concentracion
mas pequefia a la cual se puede realizar una medida cuantitativa °, este valor fue
obtenido multiplicando 10*Sbl (Desviacién estandar del Blanco).

Una vez determinado el valor mas bajo cuantificable, se establece el rango
lineal que determina la zona de trabajo para la determinacion cuantitativa de los HAPs
propuestos en este seminario de titulo (Tabla 4b).

En relaciéon a la metodologia de determinacion de los parametros LC y LD,

estas se encuentran ampliamente desarrolladas y especificadas en la literatura.®'?¥ '®

Tabla 4b Limite de Detecciéon (LD) y Rango de Cuantificacion (RC) para la curvas de

calibracion obtenidas

Limite de Rango de
Molécula Deteccion  Cuantificaciéon
(pg/L) (pg/L)

Naftaleno 0,07 0,14-2,60
Fluoreno 0,04 0,08-0,50
Antraceno 0,07 0,15-1,20
Criseno 1,12 1,68-16,0
Benzo(a)pireno 0,03 0,07-1,20
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5.1 ESTUDIO DE LAS MUESTRAS

5.1.1 Efecto de Irradiacion de las Muestras
A diferencia de las soluciones estandar de HAPs, las muestras presentaron
perdida de algunas sefiales al ser irradiadas durante la etapa de identificacién y

determinacion.

Por ello a modo de comprobar la reproducibilidad se realizaron sucesivos
espectros sincronicos a intervalos de 2 minutos a una misma muestra. El resultado de

este estudio se observa en el siguiente espectro.

; Muestra de
© i Particulado Atmosférico
= N PM10 (114109)
£ !
g I i Cinco Barridos
8]
e i .
O ] —= =NMedicion
..GC_J. I i a Tiempo GCero
[
= A l‘
‘JMA«
300 320 340 360 380 400 420
Longitud de Onda (nm)

Figura 25 Efecto de la Irradiacion sobre las Muestras
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Como se observa claramente en el espectro anterior las sefiales desaparecen
una vez que se realiza un ndmero superior a cinco mediciones, este hecho podria
deberse a que la irradiacién permite acelerar ciertas reacciones fotoquimicas que
destruyen la naturaleza real de las muestras. Debido a lo anterior todas las mediciones
de las muestra analizadas se tomaron a tiempo cero o solo una vez.

Para comprobar entonces la reproducibilidad se tomé la misma cantidad de
muestra dos veces y se comparé los espectros sincronicos. El resultado se muestra en

el siguiente espectro.

5 ulde Extracto
— =~ 5 ulde Extracto

Muestra de
Particulado Atmosférico
PM10 (114109)

Intensidad Relativa (u.a.)

T ¥ T ¥ T ¥ T " T " T ¥ T L T o
300 320 340 360 380 400 420 440 460
Longitud de Onda (hnm)

Figura 26 Medicion a Tiempo Cero de una Misma Muestra

Como se observa en el espectro anterior tanto la posicion de las sefiales como
el numero de picos coinciden para ambas muestras. Con esto se comprueba que la
fluorescencia sincrénica es una técnica destructiva de las matrices analizadas, ya que,

solo es posible realizar el analisis de las muestras solo una vez.
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5.1.2 Efecto de la concentracion del extracto

Se tomaron alicuotas del concentrado entre 5 uL hasta 45 ulL El objetivo era
obtener el espectro sincrénico representativo de cada una de las muestras, por ello,
cada una de las alicuotas se agregé directamente a la celda de fluorescencia que
contenia 2 mL de diclorometano y no de forma sucesiva, ya que, como se desarrollé en
el punto anterior la irradiacion afectaba el resultado final de las muestras, el resultado

de este estudio se observa en los siguientes espectros.
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Figura 27a y b Efecto de la concentracion en la sefial del espectro sincrénico
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En los espectros 27a y 27b se observa que a medida que se aumenta la
concentracién del extracto las sefiales disminuyen y finalmente desaparecen. Esto
puede deberse a que en el seno de la solucién estan ocurriendo otros procesos
fotofisicos adicionales tales como: formacién de excimeros y/o formacién de complejos

(exciplejos).
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5.2 TOMA DE MUESTRAS
5.2.1 Material Particulado

Las campafnas de muestreo del material particulado fueron realizadas el
10 de Junio y 28 de Junio 2003, en tres distintos puntos de la ciudad de Santiago; dos
de esos puntos corresponden a las estaciones de monitorec de la Red MACAM
(Cerrillos y Pudahuel) y el tercer punto corresponde a una estacion movil que fue
ubicada en la Plaza Nufioa (Comuna de Nufioa). En el siguiente se detalla la posicion

geografica de los puntos de muestreo.

El material particulado urbano se colecté sobre filtros de microfibra de cuarzo de
20x25 cm, marca Whatman y solo se obtuvo medio filtro por campafa. El muestreo se
realizdé con un equipo HI-VOL PM10 ubicado a aproximadamente 3 m sobre el suelo.
Las condiciones de muestre6 para cada una de las campafas se especifican en la

siguiente tabla 2.

Tabla 5 Resumen condiciones de muestreo de PM10 analizadas

Comuna (N° de Filtro) Fecha de Tiempo de Volumen de
Muestreo coleccion (Horas) Muestreo (m®)
Pudahuel (118126) 10/06/03 | 23.56 3276
Pudahuel (118108) 28/06/03 22.36 2899
Cerrillos (127126) 10/06/03 24.00 3545
Cerrillos (127108) 28/06/03 21.63 2698
Nufioa (114127) 10/06/03 24.00 3526
Nurioa (114109) 28/06/03 22.00 2780
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5.2.2 Proceso de Extraccion de los HAPs

Para aplicar la técnica de fluorescencia sincrénica a las muestras propuestas en
este seminario de titulo se debe realizar la extraccién de los analitos de la matriz
ambiental. Para ello se aplica una metodologia de extraccién que consiste en la
extraccién con un equipo Soxhlet de los filtros durante 16 horas; con ello se logra
realizar 48 ciclos de reflujo. El disolvente utilizado para la extraccion fue diclorometano,
el que es recomendado por la metodologia EPA para la extraccién de este tipo de

compuestos.

Durante la extraccion de los HAPs el material de vidrio fue cubierto con papel

de aluminio para evitar la degradacién de los PAH con la luz.

En una segunda etapa el extracto obtenido después de 16 horas de extraccion
fue concentrado. Este proceso se realizé de la siguiente forma: con el mismo balén de
vidrio utilizado en el proceso de extraccién, el extracto fue llevado para su
concentracién a un rotavapor Bichi. Las condiciones de evaporacién fueron sumergir
el balon en un bario de agua termoregulado a 25-30 °C y reducir el volumen de extracto
hasta 80 ml; luego se extrajo una alicuota de éste y fue medida en el equipo de

fluorescencia.

La metodologia de extraccion de HAP se basa en una modificacion del método
TO13 recomendado por la USEPA, ya que, esta metodologia esta adaptada para
analisis de cromatografia GC-MS (Cromatografia Gaseosa Acoplada a un detector de
Masa) y en nuestro caso solo es necesario llegar a la etapa de concentracién del
extracto, para luego llevar este al andlisis en el equipo de fluorescencia. En la figura 29

se presenta el esquema de la metodologia de extraccién.
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Filtros y/o
Estandares

Extraccion con CH,CL
por 16 Horas
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Concentracion de los
Extractos en Rotavapor

Concentrad
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I Medicion '

Figura 29 Esquema de la Metodologia de Extraccion
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En la metodologia de extracciébn modificada se obtuvo un porcentaje de
recuperacion para cada uno de los 5 HAP estudiados en esta memoria y su resultado

se resume en la siguiente tabla.

Tabla 6 Porcentaje de Recuperacion de HAP

Molécula Porcentaje de Recuperacion
(% + A%)
Naftaleno 78622
Fluoreno 752145
Antraceno 72.3+3.2
Criseno 829+3.6
Benzo(a)pireno 856+6.9

Estos valores fueron considerados al momento de calcular los valores obtenidos

para cada una de las muestras analizadas.
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5.2.3 ldentificacién de los HAPs

Después del proceso de extraccidon-concentraciéon de la muestra y teniendo
presente que existe descomposicion de los HAPs al ser irradiados, se tomaron de la
solucién concentrada alicuotas de 5 uL que se adicionaron directamente a una celda
de fluorescencia que contiene 2 mL de diclorometano y se procedié a medir los
espectros sincronicos para cada una de las muestras. Esta operacion se repitio 6
veces por muestra.

Es importante destacar que con la alicuota de 5uL las muestras quedaron

dentro del rango lineal de las curvas de calibracién.
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Figura 30 Espectros Sincrénicos del Patron de HAP y de la muestra 114109 de PM 10
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Figura 31 Espectro Sincrénico del Patron de HAP y de la Muestra 118109 de PM10

Como se observa en los espectros anteriores (Figuras 30 y 31) no todos las
sefiales sincrénicas de las muestras coinciden con los espectros sincrénicos del patrén
de HAP, y solo se pudo realizar una identificacion efectiva de las sefales en las
muestras 114109 de la estacién de Nufioa y en la muestra 118108 de Pudahuel .

Para las sefiales que coinciden es posible realizar la identificacion como se

muestra en los espectros de las Figuras 30 y 31.
En las siguientes tablas se muestra el resumen de la etapa de identificacion.
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Tabla 7 Identificacion de HAP en PM10 Atmosférico 114109

Molécula Posicion de la sefial  Posicion de la sefial
del Patrén (nm) de la Muestra (nm)
Benzo(a)pireno 405 406

Tabla 8 Identificacion de HAP en PM10 Atmosférico 118109

Molécula Posicién de la sefial  Posicién de la serial

del Patrén (nm) de la Muestra (nm)
Fluoreno 305 303
Antraceno 383 382
Benzo(a)pireno 405 406

En cuanto a las muestras de Pudahuel (118126), Cerrillos (127126), Cerrillos
(127108), Nufioa (114127), no se obtuvieron sefiales identificables, al realizar lo
espectros sincrénicos. Este hecho se puede deber a que las concentracién de HAP
que se encuentra en estas muestras, probablemente estan bajo el limite de deteccidon
de la técnica de Fluorescencia Sincrénica.

En cuanto a las sefiales sincrénicas de las muestras que no coinciden con el
patrén y que se encuentran desplazadas en algunos casos hasta 10 nm, es posible
que estos espectros sincronicos correspondan a hidrocarburos aromaticos derivados
ya sea metilados, clorados, etc. Estos grupos funcionales generan corrimientos de las
bandas de excitacién y emision lo que provoca otras sefiales sincréonicas muy cercanas

a las sefiales sincronicas de los HAP sin funcionalizar.
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5.3 DETERMINACION DE HAPs EN MATERIAL

PARTICULADO ATMOSFERICO

En las siguientes tablas se muestra los valores obtenidos para los distintos
filtros analizados.

Tabla 9 Resultados Muestra de PM10 (118108)

Maximo de Concentracion en el Concentracion
Molécula la sefial Extracto (ug/L + pg/L)  (ng/m®+ ng/m®)
(nm)
Benzo(a)pireno 403 49,79 + 2,45 4,86 + 0,24

Tabla 10 Resultados Muestra de PM10 (114109)

Maximo de la Concentraciéon en el Concentracion

Molécula sefial (hm)  Extracto (ug/L + ug/L)  (ng/m°®+ ng/m®)
Fluoreno 299 4590 +2,20 4,16 £ 0,21
Antraceno 388 56,26 + 2,74 510+ 0,27
Benzo(a)pireno 400 43,02 + 0,45 3,90 £ 0,20

Es importante hacer notar que en algunos de los filtros no se encontré por la
técnica de fluorescencia sincrénica la presencia de HAP.

Ademas de los célculos anteriores para cada una de las concentraciones, se
calculé la desviacidn estandar (s) y el valores promedio (x) de los datos obtenidos de
concentracion. La razon por la cual se incluyé el calculo de estos parametros
estadisticos radica, en el llamado coeficiente de variacion (CV) que permite dar una
idea de cuan preciso es el método analitico validado. La funcién que permite calcular
dicho estadistico es la siguiente:

Cv=2.100% (17)
X
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Finalmente en la siguiente tabla se resumen los valores de CV para cada una
de las curvas de calibracidén del método analitico validado.

Tabla 9 Coeficiente de Variacion (CV) para el método analitico validado

Molécula Precisién
% CV
Naftaleno 1,323
Fluoreno 0,834
Antraceno 2,201
Criseno 7,856
Benzo{a)pireno 4,219

Como se observa en tabla el Coeficiente de Variacién de cada una de las
curvas de calibracién del método validado estan por debajo del 10%, siendo el valor

mas alto para Criseno (7,856 %) y el mas bajo para el Fluoreno (0,834 %).
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6.0 DISCUSION

Al evaluar los estadisticos r? y Ch? .4 se demostré que existe regresién entre las
variables concentraciones y las respuestas medidas, ademas se comprobé que se
cumple la condicion de proporcionalidad. El error sistematico del método, tanto de
extraccion como de medicion, en el equipo de fluorescencia esta dentro de los valores
aceptados en la metodologia de validacion (% de extraccién mayor al 60% y error en la
medicion menor al 5%) Aguilar y Col. en, 1992.

Por otra parte, el estudio de precision mostrd una buena reproducibilidad de los
resultados, a pesar de que las muestras presentaban el efecto de tiempo de
irradiacion. Ademas la precisiéon expresada como porcentaje de coeficiente de
variacion (%CV) debe ser menor que 15 %, (US EPA), de acuerdo a este criterio de
aceptacién. Para esta validacién en todos los analitos se cumple dicha condicion, ya

que se obtuvieron valores > 10 % CV para los HAP estudiados.

Es importante destacar que el método tiene sensibilidades distintas, ya que, la
respuesta de la sefial sincronica depende de las caracteristicas espectroscépicas de

cada molécula.

En resumen, los resultados obtenidos en la validacion del método cumplen los

criterios de validacién informados por Aguifar y Col. en 1992 y US EPA.

En relacion a la identificacién fue posible correlacionar las sefales de las
muestras con las del patron correspondiente (Figuras 30 y 31) y con ello establecer la
identificacion de los HAPs respectivos. En cuanto a las sefiales sincronicas de las
muestras que no coinciden con el patrén y que se encuentran desplazados en algunos
casos hasta 10 nm, de ellas se puede decir que corresponderian a senales de

derivados de hidrocarburos aromaticos ya sea metilados, clorados, efc. Estos grupos
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funcionales generan corrimientos de las bandas de excitacion y emisién lo que
eventualmente podria generar otras sefiales sincrénicas muy cercanas a las sefiales
sincrénicas de los HAPs sin funcionalizar.

Finalmente para el caso de la cuantificaciéon se encontré un valor para el
Benzo(a)pireno de 4.86 +0.24 ug/m?® para la comuna de Pudahuel que esta dentro del
orden de magnitud reportado en otros trabajos para esta especie molecular en esta
comuna (Tesis Q. A. afio 2004 Alejandra Rios). En el caso de la comuna de Nufioa la
gran cantidad de Hidrocarburos detectados y cuantificados, se puede deber a que, esta
estacion movil esta cercana a un sin nimero de locales de venta de comida, incluso
existen en los alrededores de la plaza locales de venta de comida, que se encontraban
muy cerca de la estaciéon movil y que sin duda estarian influyendo en la determinacién
ambiental de los hidrocarburos aromaticos policiclicos. Estos datos de influencia en los
valores obtenidos asi como también la ubicacion de la estacion moévil, fueron
proporcionados por el SESMA, ya que, los filtros utilizados en esta tesis fueron

proporcionados por esa institucion.
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7.0 CONCLUSIONES

La evaluacién del método analitico propuesto se cumplié satisfactoriamente, ya
que, se determinaron para cada HAP su rango de cuantificacién, limite de deteccion y
cuantificacién, su precision y linealidad dentro de los criterios de aceptacion
establecidos por la EPA.

Los rangos de trabajo que se manejaron para las curvas de calibracién de los 5
analitos se establecen en ug/L (ppb), pero con los limites de deteccidén estimados en
este trabajo de tesis es posible cuantificar muestras con niveles de concentracién del
orden de 1,12 a 0,03 pg/L. Estos limites de deteccién estan en el orden de magnitud
informado para métodos cromatograficos (GC-EM).

En relacién a la técnica de Fluorescencia Sincrénica, los resultados expuestos
en esta tesis demuestran que, es posible la identificacién y cuantificacion de
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos en muestras complejas de material particulado
atmosférico y cuenta con todas las condiciones necesarias para ser una alternativa de

determinacién e identificacion de HAPs (HPLC y/o cromatografia gaseosa).
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