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Resumen ejecutivo

La insercion de los biocombustibles, en particular el biodiésel, a la matriz energética nacional obedece
a la necesidad de abastecer y dar sustentabilidad al suministro energético, dar cumplimiento a compromisos
internacionales para disminuir el calentamiento global y generar una economia menos dependiente del
petrdleo fésil. La presente Tesis doctoral tuvo como objetivo evaluar el impacto toxicoldgico de las emisiones
reguladas y no reguladas, generadas por biocombustibles que puedan insertarse en el mercado nacional,
respecto a su origen y proporcién de mezcla con combustibles fosiles (diésel) en un vehiculo representativo

de la flota vehicular chilena.

Para conseguir los objetivos de la tesis se emplearon una gran diversidad de técnicas de medicion de
contaminantes en tiempo real y en laboratorio. Para ello se hizo uso de una camioneta Mitsubishi Katana L-
200 montada sobre un dinamdmetro de chasis con tunel de dilusion, bajo el Nuevo Ciclo de Conduccidn
Europeo (NEDC). Los compuestos analizados en tiempo real fueron; CO, CO2 NOx, hidrocarburos totales, black
carbon y particulas. Mientras que las muestras de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), en fase
gaseosa y particulada, junto con los carbonilos fueron analizados en laboratorio mediante la cuantificacién
por cromatografia de gases con espectrometria de masas (GC-MS) para HAPs y cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) para carbonilos. La evaluacion toxicoldgica se realizé de manera tedrica (BaP equivalente y
Pontencial formador de ozono), y de manera experimental exponiendo in situ y en vivo al biomonitor
Tradescantia a las emisiones vehiculares, mediante los ensayos de micronucleos (TradMCN) y de pelos

estaminales (TradSH).

Los resultados mds relevantes de la presente tesis, confirman una disminucidn significativa de las
emisiones de hidrocarburos totales, PMio, PMa2s, PM:1 y Black carbon con el empleo de todos los
biocombustibles (entre un 80-90% de disminucidn con el uso de B80). Las emisiones de NOx, se incrementaron
durante las fases de mayor carga de motor (ciclo extraurbano) siendo el biodiésel de soya al 80% (B80) el que
presento el mayor incremento de NOx. Estos comportamientos de las emisiones se asociaron al mayor aporte
de oxigeno del biocombustible y a un desplazamiento del tiempo de combustién por las diferencias entre sus
propiedades fisicas, en particular su viscosidad. En las emisiones de carbonilos, el formaldehido fue el
principal compuesto emitido. presentando un incremento con el uso de biodiésel, siendo el biodiésel de aceite
de soya y biodiésel de aceite de palma los de mayor y menor porcentaje de oxigeno respectivamente. Este
incremento de las emisiones de carbonilos produjo un incremento significativo del factor de formacién de
ozono, en especial para biodiésel de grasa animal, cuyo valor se dispara con B80 debido a un fuerte

incremento de acetaldehido durante los ensayos.
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Los resultados de especiacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), indican que para
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emisiones de HAPs gaseosos el compuesto mas abundante fue naftaleno (NAP), siendo biodiésel de palma el
que entregd la mayor emision y biodiésel de aceite de soya, la menor emisién. En fase particula, la
predominancia de los HAPs fueron pireno (PYR), fluoranteno (FLT) y antraceno (ANT). De acuerdo con los
analisis realizados se determind que el biodiésel de palma fue el que presento una menor cantidad de
impurezas y el menor contenido de insaturaciones (cadenas con dobles enlaces), mientras que el biodiésel de
soya fue el que presenté mayor contenido de dobles enlaces debido a su rico contenido de metil ester de
acido linoleico y linolénico, estableciéndose una propuesta de mecanismo de formacién de HAPs para metil
esteres saturados e insaturados. Otro punto relevante de las emisiones de HAPs en fase particula, fueron los
resultados de las proporciones diagndsticas moleculares (MDR). Estos indican que fenantreno, criseno,
antraceno, fluoranteno y prieno, son los marcadores moleculares importantes para las emisiones de
combustion diésel y biodiésel, permitiendo asociar nuestros resultados con el de otros autores, quienes

hallaron proporciones similares.

Finalmente, la evaluacion toxicolégica de las emisiones a través de los biomonitores indican un efecto
mutagénico similar para casi todas las mezclas evaluadas (B80), siendo el biodiésel de aceite de palma el Gnico
que reporto efectos de disminucién en su toxicidad con los ensayos de pelos estaminales y microntcleos, en
comparacion al biomonitor expuesto a diésel. Los andlisis de cluster realizados entre las emisiones de los
biocombustibles y los resultados de mutagenicidad revelan que los efectos toxicos dependen principalmente
de los PAHs en fase gaseosa y los carbonilos presentes en los gases de escape. Sin embargo, los resultados
tedricos de toxicidad mencionados anteriormente para los PAHs en fase particula, no descartan su

importancia toxicoldgica.

Como conclusiones de toda la informacidn generada, se comprueba que los biodiéseles producen una
disminucion significativa de una serie de contaminantes y del potencial toxicolégico de sus emisiones,
desechando la hipdtesis original de la tesis (la cual apostaba por un mayor incremento de la mutagenicidad),
pero aporta mayor relevancia, ya que la implementacién de mayores porcentajes de biodiésel sin un aumento
significativo de la toxicidad permite a las autoridades modificar la legislacion, incrementando el porcentaje de
biodiésel permitido por ley y tomando en consideracion la pureza (calidad) y composicidn quimica (saturacién)

del biocombustible (tomando como ejemplo, el biodiésel de palma en un 20%).

Palabras clave: Biodiésel, Black Carbon, Genotoxicidad, Emisiones vehiculares, Hidrocarburos aromaticos
policiclicos, Carbonilos, Nueva camara de exposicidn, biodiésel de aceite de palma, biodiésel de aceite de soya,

biodiésel de grasa animal.



()
EX UMBRA SOLEM
I’ a

Abstract

The insertion of biofuels, in particular biodiesel, into the national energy matrix is due to the need to supply
and sustain energy supply, to comply with international commitments to reduce global warming and generate
an economy less dependent on fossil oil. The objective of this PhD Thesis was to evaluate the toxicological
impact of regulated and unregulated emissions, generated by biofuels that can be inserted in the national
market, with respect to their origin and proportion of mixture with fossil fuels (diesel) in a vehicle

representative of the Chilean vehicular fleet.

To achieve the objectives of the thesis, a wide variety of techniques for measuring pollutants were used in
real time and in the laboratory. For this purpose, a Mitsubishi Katana L-200 truck was used, mounted on a
chassis dynamometer with a dilution tunnel, under the New European Driving Cycle (NEDC). The compounds
analyzed in real time were; CO, CO2 NOx, total hydrocarbons, black carbon and particles. While samples of
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), in gaseous and particulate phase, together with carbonyls were
analyzed in the laboratory by quantification by gas chromatography with mass spectrometry (GC-MS) for HAPs
and high performance liquid chromatography (HPLC) for carbonyls. The toxicological evaluation was carried
out in a theoretical manner (BaP equivalent and Pontencial ozone maker), and experimentally exposing in situ
and in vivo the Tradescantia biomonitor to vehicular emissions, through the tests of micronuclei (TradMCN)

and of stem hairs (TradSH ).

The most relevant results of this thesis confirm a significant decrease in total hydrocarbon emissions, PM10,
PM2.5, PM1 and Black carbon with the use of all biofuels (between 80-90% decrease with the use of B80).
NOx emissions increased during the phases of higher engine load (extra-urban cycle) with 80% soybean
biodiesel (B80) having the highest increase in NOx. These behaviors of the emissions were associated to the
greater contribution of oxygen of the biofuel and to a displacement of the combustion time due to the
differences between its physical properties, in particular its viscosity. In carbonyl emissions, formaldehyde
was the main compound emitted. presenting an increase with the use of biodiesel, being the biodiesel from
soybean oil and biodiesel from palm oil those with the highest and lowest percentage of oxygen respectively.
This increase in carbonyl emissions produced a significant increase in the ozone formation factor, especially
for animal fat biodiesel, whose value is triggered by B80 due to a strong increase in acetaldehyde during the

tests.
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The speciation results of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), indicate that for emissions of gaseous PAHs
the most abundant compound was naphthalene (NAP), being palm biodiesel the one that delivered the
highest emission and biodiesel from soybean oil, the lowest emission. In the particle phase, the predominance
of PAHs were pyrene (PYR), fluoranthene (FLT) and anthracene (ANT). According to the analyzes carried out,
it was determined that the palm biodiesel was the one with the least amount of impurities and the lowest
content of unsaturations (chains with double bonds), while soybean biodiesel was the one with the highest
content of double bonds. due to its rich content of linoleic acid and linolenic acid methyl ester, establishing a
proposal for the mechanism of formation of PAHs for saturated and unsaturated methyl esters. Another
relevant point of the emissions of PAHs in the particle phase, were the results of the molecular diagnostic
proportions (MDR). These indicate that phenanthrene, chrysene, anthracene, fluoranthene and priene, are
the important molecular markers for diesel and biodiesel combustion emissions, allowing us to associate our

results with that of other authors, who found similar proportions.

Finally, the toxicological evaluation of the emissions through the biomonitors indicate a similar mutagenic
effect for almost all of the mixtures evaluated (B80), with palm oil biodiesel being the only one that reported
diminishing effects on its toxicity with hair tests. staminales and micronuclei, in comparison to the biomonitor
exposed to diesel. Cluster analyzes carried out between biofuel emissions and mutagenicity results reveal that
the toxic effects mainly depend on the gas phase PAHs and the carbonyls present in the exhaust gases.
However, the theoretical toxicity results mentioned above for particle phase PAHs do not rule out their

toxicological importance.

As conclusions of all the information generated, it is verified that the biodiesels produce a significant decrease
of a series of pollutants and the toxicological potential of their emissions, discarding the original hypothesis
of the thesis (which bet for a greater increase in mutagenicity), but it is more relevant, since the
implementation of higher percentages of biodiesel without a significant increase in toxicity allows the
authorities to modify the legislation, increasing the percentage of biodiesel allowed by law and taking into
consideration the purity (quality) and chemical composition ( saturation) of the biofuel (taking as an example,

the palm biodiesel by 20%).

Keywords: Biodiesel, Black Carbon, Genotoxicity, Vehicle emissions, Polycyclic aromatic hydrocarbons,

Carbonyl, New exposure chamber, palm oil biodiesel, soybean oil biodiesel, animal fat biodiesel.
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1. Introduccion

1.1 Justificacién

Desde el afio 2005, el tema de la bioenergia, y especialmente el de los biocombustibles, se ha transformado
en uno prioritario para los paises de Latinoamérica, producto de la alta volatilidad en los precios del petrdleo,
el problema del cambio climatico debido a las emisiones nocivas para el medioambiente de gases y agentes
de efecto invernadero, asi como la necesidad de los paises en controlar la dependencia de su matriz energética
[1].

En comparacion con otras fuentes de energia, la bioenergia potencialmente ofrece muchas ventajas a los
paises en desarrollo si se maneja de manera adecuada. Sin embargo, la producciéon de biocombustibles
también ha provocado una gran preocupacion acerca de su viabilidad econdmica, social y ambiental, debido
a sus posibles impactos negativos en la seguridad alimentaria por el reemplazo a la produccidn de alimentos
basicos y sus efectos en el medio ambiente. El desarrollo econdmico y ambiental de Chile plantea desafios
importantes a nuestro sector energético, los que se traducen en complejas metas de seguridad, eficiencia,
equidad y sustentabilidad. Chile tiene la ventaja de disponer de un amplio espectro de fuentes de energias
renovables, las que son limpias, locales y se distribuyen a lo largo de todo el pais. Varias de estas fuentes ya

son competitivas y el resto también lo serd en el corto y mediano plazo [1]

En el aflo 2006, en el marco del seminario “Agroenergia y Biocombustibles”, organizado por la Organizacién
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) [1], se reconocié la necesidad de buscar
alternativas energéticas que puedan complementar y diversificar la actual matriz disponible en el pais. Dentro
de este contexto, se concluyd que los biocombustibles son una opcion real como fuente de energia, renovable,
e inagotable y que permite el desarrollo econémico, ademads, sin deteriorar el medio ambiente. Asi, desde el
afio 2006, se han iniciado una serie de cambios a nivel pais que apuntan hacia la busqueda de aumentar la
cuota de participacién de las energias renovables, y en particular de los biocombustibles, las cuales se
engloban en la Ley N° 20.257 [2]. Durante el mismo periodo, se implemento en el pais la “Estrategia Nacional
sobre Cambio Climatico” [3] la que entrega los lineamientos bdsicos para abordar e implementar los
compromisos establecidos en la Convencion Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico,
iniciando un proceso que hasta hoy dia busca la produccién de biocombustibles de manera sustentable [2]. A
esto se suma la adscripcion de Chile al Protocolo de Kioto que establece una serie de acuerdos que permitiran
al pais la posibilidad de tener acceso a los beneficios del Mecanismo de Desarrollo Limpio (MDL), asi como al
mercado de Bonos de Carbono. Como medida concreta, en mayo de 2008, fue publicado en el Diario Oficial,
el Decreto Supremo DS N.2 11/2008 en el cual se regula la calidad del biodiésel y etanol utilizados en el sector
transporte. El cudl ademas fija un porcentaje de mezclas de un 2 o 5% de: biodiésel en el diésel y etanol en la

gasolina [4].
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Los biocombustibles son aquellos combustibles producidos a partir de la biomasa y que son considerados, por
tanto, una energia renovable. Se pueden presentar tanto en forma sdlida (residuos vegetales, fraccion
biodegradable de los residuos urbanos o industriales) como liquida (bioalcoholes, biodiésel) y gaseosa (biogas,
hidrégeno). Tanto los combustibles fésiles como los biocombustibles tienen origen bioldgico. Durante el ciclo
de vida del biodiésel, la planta de origen toma CO2 del aire durante su crecimiento por medio de la fotosintesis,
con el cual posteriormente produce aceites para la produccion del biodiésel. Sin embargo, el petréleo diésel
corresponde a una fuente de carbono almacenada por fosilizacion de materia organica durante millones de
afios y cuya combustidn introduce grandes volumenes de CO2 que no se encontraban disponibles actualmente
en la atmdsfera. Por lo tanto, la quema de biocombustibles no tiene impacto neto en la cantidad de diéxido

de carbono que hay en la atmdsfera, ya que su contenido de carbono se produce por fotosintesis reciente [1].

Las fuentes contaminantes de caracter estratégico a nivel nacional corresponden a la combustion de lefia,
sector industrial y el parque automotriz. Las emisiones del sector transporte son uno de los principales focos
de contaminacion atmosférica en ciudades que poseen un gran parque vehicular. El total de vehiculos en
circulacion durante el afio 2014 en el pais alcanzd las 4.468.769 unidades de los cuales el 23,2% corresponde
a vehiculos con motor diésel. En relacion con el afio 2013, el total nacional registra un aumento en la poblaciéon
de vehiculos diésel de un 9,9%. Este aumento significd que el parque de vehiculos dispuso de 93.688 unidades
adicionales en un solo afio. Es importante sefialar que a pesar de que en este estudio no se consideran
vehiculos pesados diésel, estos ocupan un 6,5% del total nacional, aumentando la relevancia de estos estudios
ambientales [5] [6]. Considerando los datos de crecimiento econémico y la demanda energética en Chile, los
indicadores sugieren la necesidad de modificar la actual composicion de la matriz energética y su dependencia
de las importaciones de combustibles. Las alternativas existentes, y viables actualmente, son el biodiésel y el
etanol, en reemplazo o complemento del diésel y gasolina respectivamente [7], biogds para el gas natural [8]
y los biocombustibles sdlidos, lefia, pellets y briquetas como sustitutos del carbén [9]. El origen de los
biocombustibles liquidos se encuentra directamente relacionado con la calidad de su desempefio como
combustible, ya que la composicion de metil ésteres y su abundancia se relacionan con el potencial calorifico,
densidad, viscosidad y consumo. Por lo tanto, es de vital importancia determinar como el origen, y con ello la

composicién, del biocombustible afectan directamente las emisiones de los gases de escape. [10]

La presente Tesis doctoral tiene como objetivo evaluar el impacto de las emisiones generadas por
biocombustibles liquidos que puedan insertarse en el mercado nacional, respecto a su origen, calidad vy
proporcion de mezcla con combustibles fésiles (diésel) en un vehiculo representativo de la nueva flota EURO5
que esta ingresando al pais, evaluando las emisiones de gases normativos, concentracién y distribucion de
material particulado, en conjunto con emisiones aun no normadas como los compuestos organicos volatiles

(carbonilos), hidrocarburos aromaticos policiclicos, compuestos oxigenados y el black carbon. Adicionalmente
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se plantea hacer uso del biomonitor vegetal Tradescantia pallida y el clon- KU-20 para la evaluacién

toxicoldgica de las emisiones del diésel nacional y mezclas de biodiésel de distinto origen.

Se espera observar variaciones de las emisiones normativas y no-normadas, dependiendo de la calidad y el
origen del biocombustible en estudio, entregando informacion valiosa para los servicios ambientales, de salud
y de transportes a nivel nacional. Debido a la importancia de los datos que puede entregar este estudio, la
presente tesis se encuentra en el marco de del proyecto FONFEF D09i1070 “Analisis y generacién de base de

datos de potencial energético y emisiones contaminantes de biocombustibles de interés nacional”.
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1.2. Hipétesis

La utilizacién de mezclas de biodiésel producidas a partir de grasa animal, aceite de soya, aceites reciclados
y aceite de palma, aumentardn la concentraciéon de las emisiones orgdnicas volatiles y semivolatiles
producidas por su combustiéon en un vehiculo EURO V, representativo del parque automotriz nacional,
provocando un impacto ambiental y toxicolégico mayor que aquéllas producidas por la combustion de
petréleo diésel. Caracterizando las emisiones y utilizando para la evaluacion toxicoldgica el modelo

biomonitor vegetal Tradescantia pallida var. purpurea y Tradescantia KU-20.

1.3. Objetivos

Objetivo General

Determinar, evaluar y comparar la composiciéon quimica de las emisiones vehiculares, utilizando
biodiésel de grasa animal, aceite de soya, aceites reciclados y aceite de palma, en mezclas con diésel
de petrdleo, ademas de su impacto toxicoldgico ambiental de forma tedrica y experimental a través

de la utilizacion de factores de toxicidad y el uso de biomonitores vegetales, respectivamente.
Objetivos Especificos

e Caracterizar y cuantificar los gases de combustién (CO, CO2, NOx,), hidrocarburos totales (THC),
volatiles (Carbonilos), semivolatiles (Hidrocarburos aromaticos policiclicos) y el material particulado
(MP10, MP25, MP1) generados por la combustion de diésel y sus mezclas con biodiésel de distinto

origen en un vehiculo liviano.

e Validar el BioToxMonitor como un dispositivo para evaluar la toxicidad de emisiones producto de la

combustion de diésel o biodiésel realizada en un vehiculo liviano utilizando biomonitores vegetales

e Evaluar el impacto ambiental y toxicolégico de las emisiones de diésel y sus mezclas con biodiésel de
diverso origen generadas por la combustion vehicular, mediante el calculo de factores de toxicidad
equivalente, reactividad especifica, potencial formador de ozono y la aplicacién de ensayos de
micronucleos en el biomonitor Tradescantia pallida var. purpurea y de andlisis de los pelos

estaminales en Tradescantia clon KU-20.
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1.4. Estructura de la tesis

El presente documento se encuentra dividido en nueve capitulos en los que se presentan, ademas de
este capitulo introductorio, una revision bibliografica sobre emisiones vehiculares, la descripcion de la
metodologia y validacién analitica empleada durante los experimentos, los resultados y las discusiones
de los datos obtenidos, para finalmente realizar las conclusiones derivadas de estos experimentos.
Asimismo, se incluye la produccion cientifica de la tesis, una recopilacion de la bibliografia empleada,
ordenada alfabéticamente, y una secciéon de apéndices con informacion adicional o secundaria. A

continuacidn, se describen brevemente los apartados de este documento.

En el capitulo 2 se expone un extenso marco tedrico que incluye desde lo que son los biodiéseles, el
efecto de la materia prima en su calidad y la de sus emisiones, la normativa vigente en el pais, pasando
por las emisiones vehiculares normadas, hasta la especiacion de hidrocarburos; concretamente, de los
carbonilos y de los aromaticos policiclicos. Dentro de esta revisidn, se hace hincapié en el interés cientifico
de su medicion, asi como de los riesgos a la salud que supone la emisidn de estos, estudiando para ello

las respuestas mutagénicas y clastogénicas de dos biomonitores vegetales.

En el capitulo 3 se describen técnicamente tanto las instalaciones experimentales, asi como los
equipos utilizados en la realizacién de esta tesis doctoral. Igualmente, se describen los combustibles
empleados para cada experimento. Por su parte, en el capitulo 4, se presentan las distintas metodologias
analiticas empleadas para el andlisis de las emisiones de carbonilos e hidrocarburos aromaticos

policiclicos en el laboratorio.

En cuanto a los resultados, estos se incluyen en el capitulo 5. En primer lugar, se exponen los datos
obtenidos en tiempo real (consumo, gases, particulas y el black carbon) y el célculo de los factores de
emisidn para cada uno de ellos. En el capitulo 6 se entregan los resultados correspondientes a carbonilos
y especiacién de los hidrocarburos aromaticos, en los cuales se calculan los factores de emision y los
resultados tedricos de toxicidad, factor de toxicidad equivalente para hidrocarburos aromaticos
policiclicos y potencial formador de ozono para carbonilos. El capitulo 7 de resultados presentan los datos
de mutagenicidad obtenidos con los biomonitores Tradescantia. Finalmente, los capitulos 8, 9 y 10

corresponden a las conclusiones de la tesis, bibliografia y anexos, respectivamente.
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2. Marco tedrico
2.1. Biocombustibles

2.1.1. Definicion

Biocombustible es el término con el cual se denomina a cualquier tipo de combustible que derive de
la biomasa, nombre dado a cualquier materia orgdanica de origen reciente que haya derivado de animales y
vegetales como resultado de un proceso de conversidn fotosintético; la energia de la biomasa deriva del
material vegetal y animal, como la madera de los bosques, los residuos de procesos agricolas y forestales, de
la basura industrial, humana o animal [11]. A diferencia de los combustibles fésiles, que provienen de la
materia organica acumulada por fosilizacion durante enormes periodos de tiempo, los biocombustibles
corresponden a una fuente renovable de energia, los que se pueden presentar tanto en forma sélida (residuos
vegetales, fraccion biodegradable de los residuos urbanos o industriales) como liquida (bioalcoholes,
biodiésel) y gaseosa (biogas, hidrégeno) [1]. Sin embargo, el término biocombustible por lo general se refiere
a los combustibles liquidos o gaseosos para el sector de transporte, que son predominantemente producidos
por la biomasa [12]. Una clasificacidn recientemente popularizada incluye los términos biocombustibles de
1ra, 2da y 3ra generacion, pero no hay definicion técnica estricta para tales designaciones. Para efectos de la
presente tesis doctoral, se utilizaran las definiciones establecidas por la Organizacién de las Naciones Unidas

para Agricultura y Alimentaciéon (FAO) para biocombustibles liquidos [13].

Biocombustibles de 1ra generacién: Son producidos de plantas generalmente alimentarias, como cafia-de-
azucar, trigo, maiz, palma aceitera y soya las cuales son ricas en azucar, almidon y aceites. Esos
biocombustibles (etanol y biodiésel) ya son producidos y comercializados en cantidades significativas por
diversos paises, respondiendo actualmente por 1,5% del total de combustibles de transporte en el mundo. Su
expansion, sin embargo, levanta algunas preocupaciones, principalmente en lo que se refiere al uso de la

tierra destinada a la agricultura.

Biocombustibles de 2da generacién: Son también llamados biocombustibles celuldsicos, ya que se producen
de materias-primas no alimentarias como residuos agroindustriales y gramineas forrajeras de alta produccion
de biomasa. Su produccion es significativamente mas compleja en comparacion a los de 1ra generacion y
todavia no se encuentran en comercializacién. Estos se clasifican de acuerdo con el proceso utilizado en la
conversion de la biomasa:

Bioquimicos: producidos por hidrélisis enzimatica, fermentacion.

Termoquimicos: producidos por pirolisis, gasificacion y sintesis de Fischer-Tropsch.
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Biocombustibles de 3ra generacidn son producidos a partir de la materia-prima modificada genéticamente
de modo que facilita los procesos subsecuentes. Los agentes de conversion (microorganismos, algas) también

son modificados genéticamente para que el proceso sea mas eficiente.

Una alternativa mas cercana, sugerida por Ganduglia (2008) seria la de los Biocombustibles 1.5
generacion, que incluirian aquellos producidos por tecnologias convencionales, pero con materias primas
alternativas a las utilizadas actualmente, menos sensibles a la competencia con la produccién de alimentos.
Entre estas se encontrarian diversas especies arbustivas o arboreas perenes oleaginosas u otras con potencial
de desarrollarse en zonas aridas o semi-dridas de tierras marginales, como jatropha, camelina y microalgas.
(14]
2.1.2. Relacidn entre origen y calidad del biodiésel
Dependiendo de la materia prima con que se fabrique el biodiésel, las propiedades del combustible
se veran afectadas, tales como la densidad, la viscosidad, entre otros parametros (Tabla 1). Estas propiedades

estan directamente relacionadas a la eficiencia del combustible en el motor, y es la principal limitante de su

implementacion por parte de la industria automotriz [15].

Tabla 1: Comparacion de propiedades entre diversos aceites vegetales y el petréleo diésel [15]

P . s BDd )
Parametro Diésel BD de Raps € . BD de Linaza BDde Soya BD de Palma
Maravilla

Densidad (g cm™3) 0,830 0,882 0,860 0,883 0,885 0,880
Viscosidad (20°C) ~2,0 4,2 4.6 4,9 4,5 5,7
(mm?s?)
Poder Calorifico

1 1 1,71 1,2 1,2
(MJ kg-) 43,00 41,55 41,33 41,7 41,28 41,24
Numero de Cetano 50 54 49 54 45 62
Flash Point (°C) 55 80 96 176 178 183

*BD=Biodiésel

A nivel internacional, los primeros estudios comparativos que evaluaban las emisiones de diésel

versus biodiésel (y sus mezclas) estaban orientados a identificar emisiones de gases de efecto invernadero.
De la misma manera, en los Ultimos afios (2005) el foco de los estudios se ha ido centrando en la identificacion

y cuantificacion de otros contaminantes mas relacionados con la salud de la poblacién. [16]
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Al comparar las emisiones procedentes de la combustion de biodiésel o mezclas de biodiésel con diésel de
petrdleo, éstas varian dependiendo del origen del biocombustible y el vehiculo. Esto se debe a que las grasas
y aceites que posee cada fuente vegetal o animal tienen diferente composicion de triglicéridos saturados,

monosaturados o insaturados (Tabla 2).

Tabla 2: distribucion del contenido de dcidos grasos en diferentes fuentes vegetales [17].

Tipo de | C8:0 | C10:0 | C12:0 | C14:0 A C16:0 | Cl6:1 | C18:0 C18:1 (C18:2 (C18:3 (C20:0 | C20:1
Aceite C22:0 | C22:1
0,3 0-1

Soya 7-11 3-6 | 22-34 [ 50-60 | 2-10 | 5-10
Raps 25 [02 [12 [1015[1020 510 |09 [50-60
Palma 16 32-47 1-6 | 40-52 2-11

Coco | 59 | 410 | 44-51 | 13-18 7-10 14 | 58 13

Al transesterificar los aceites, la diferente proporcion de acidos grasos afectara directamente las
propiedades del biocombustible liquido tales como calidad de ignicién, viscosidad, lubricidad o estabilidad
oxidativa. El nimero de cetano también se ve afectado y puede variar en un rango entre 48 a 65 entre
diferentes fuentes de biodiésel. De la misma manera, la cantidad de oxigeno que contiene el biodiésel puede
variar entre 10 a un 12 % dependiendo de la fuente, lo que influye en la cantidad de material particulado

emitido durante la combustion [18].

2.2. Produccion de biodiésel en Chile

Considerando los datos de crecimiento econdmico y la demanda energética en Chile, los indicadores
sugieren la necesidad de modificar la actual composicion de la matriz energética y su dependencia de las
importaciones. Las alternativas existentes, y viables actualmente, son el biodiésel y el etanol, en reemplazo o
complemento del diésel y gasolina respectivamente [7] [19]. Entre las especies oleaginosas destinadas a la
produccion de aceite para biodiésel, los cultivos de canola (Brassica napus), y girasol (Helianthus annuss) son
los que se adaptarian de mejor manera a las condiciones climaticas y edaficas de Chile, con una produccién
de 44.752 qgm (quintales métricos) y 2.014.802 qgm respectivamente durante los periodos 2014-2015 [20].
Ademas, estudios del departamento de Industrias de la Universidad Técnica Federico Santa Maria sefialan que
existen en el pais sobre 300.000 hectareas con potencial para poder producir aceite desde estos cultivos, lo
que permitiria suplir la demanda de biodiésel de un 5%, en el rubro del transporte, proyectado al afio 2014.

Ademas, ambas especies se encuentran entre los principales cultivos que se producen en Chile [21].
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Como se menciond anteriormente, existen multiples fuentes de materias primas para la produccion de

biodiésel, y es debido a esto que existen procesos de produccion diferentes como la pirdlisis, conversion

enzimatica, entre otros (Figura 1). Sin embargo, ha habido un considerable interés en el uso particular de

aceites vegetales y animales para la produccidn de biodiésel.
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Figura 1: Esquema de la produccién de Biocombustibles Liquidos. (*FCC: craqueo catalitico fluidizado).

El biodiésel es uno de los biocombustibles de mayor importancia, empleandose como sustituto del

diésel. El biodiésel es un combustible alternativo al diésel convencional, presenta caracteristicas que lo

convierten en una opcidn real para ser usado en su reemplazo o de manera complementaria. Es renovable, su

origen es materia organica, es biodegradable, por lo que no es téxico en medio acuatico y terrestre. Ademas,

posee bajas emisiones de contaminantes -sobre todo derivadas del azufre siendo beneficioso para el medio

ambiente [15].

Como biodiésel se reconocen a los ésteres alquilicos obtenidos por medio del proceso de

transesterificacion o alcohdlisis (Figura 2), este proceso se lleva a cabo para disminuir la viscosidad de los
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aceites vegetales o grasas animales que son los principales insumos para la produccidn de biodiésel, ya que
sus formas naturales poseen una mayor densidad que el diésel convencional y cuyos respectivos biodiéseles

son mas densos que el diésel de petrdleo. (Tabla 1) (FAO, 2011)
(0]
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Figura 2: Reaccion global de la Transesterificacion de triglicéridos. [1]
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Los aceites de origen vegetal son la fuente de materia prima mas importante para la produccion de
biodiésel a nivel mundial [12] [22]. El biodiésel puede sintetizarse desde aceites de mas de 350 especies
oleaginosas, pero los cultivos mds comunes son la palma aceitera (Elaeis guineensis), soya (Glycine max),
higuerilla (Ricinus communis), jatropha (Jatropha curcas), entre otras [12] [22] A la fecha a nivel mundial la
principal fuente de biodiésel corresponde a biodiésel de aceite palma (31%), seguido por biodiésel de aceite
de soya (27%), biodiésel de raps (20%), biodiésel de aceites de cocina reciclados (20%) y biodiésel de grasa
animal (7%). [23]

Los paises de la Unidn Europea son los principales productores a nivel mundial con 12.610 toneladas, siendo
Alemania quien concentra la mayor produccion en el bloque europeo con 3.1 millones de toneladas [23].

Otros paises relevantes en la produccidn de biodiésel son; E.E.U.U., Argentina, Brasil e Indonesia. [23]

La produccién y consumo de biocombustibles sigue siendo un tema relevante en el mundo. Muchos
paises han desarrollado politicas de financiacién a los biocombustibles, no solo para proteger el clima y los
recursos naturales, sino también para reducir la presién en el mercado y, en consecuencia, estabilizar los
precios para los agricultores. De acuerdo con el acuerdo de proteccidn del clima de Paris, se espera que se
sigan utilizando biocombustibles en planes de accidn para descarbonizar el sector transporte, los cuales estan

obligados a proporcionar en 2020. [23]

La produccién de biodiésel no es un tema generalizado en Chile. Desde el 2011 existen ocho plantas
productoras de biodiéseles existentes en Chile. Planta FAME de Pullman Bus es una de las mas importantes,

la cual recicla principalmente aceite usado de restaurantes y cadenas de comida rapida. La empresa INGRA
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Ltda., también se dedicaba a la produccion de biodiésel a partir de aceites reciclados, pero ceso sus funciones
en 2014. Otros proyectos de produccion de biodiésel son: Biodiésel Chile S.A., Biodiésel Austral S.A. y Biodiésel
Sur S.A. (las tres plantas pertenecen al mismo grupo empresarial), Planta Matadero en Concepcidn, Bioengine
en Puente Alto, Preseco S.A. en Las Condes y la planta artesanal de la Direccion de Gestién Ambiental (DIGA)

de la Municipalidad de La Pintana. [1]

Actualmente existen universidades nacionales que estan evaluando la calidad de diferentes semillas
para su aplicacion. La Universidad de La Frontera, Molino Gorbea y Copec, desde el afio 2009, tienen en
operacion una planta piloto experimental, que emplea semillas de raps como materia prima para la
produccion de biodiésel. Existen otras instituciones que han desarrollado proyectos de investigacién para la
produccion de biodiésel de segunda generacidn a partir de otras semillas, estas son: la Universidad de Chile y
Universidad de Tarapaca con jatropha (Jatropha curcas), la Universidad de Concepcién con camelina
(Camelina sativa) y mostaza (Sinapis alba) y la Pontificia Universidad Catdlica de Chile con guindilla (Guindilia
trinervis). Todos estos proyectos son de investigacidn, no siendo aun posible la produccién intensiva de estas
especies [1]. El consorcio Biocomsa S.A con apoyo de CORFO, se encuentra desarrollando proyectos
productivos de biodiésel a partir de cultivos lignoceluldsicos, desechos forestales y desechos agricolas como
materia prima para la produccidn de biodiésel de segunda generacion. Innova Chile de CORFO también esta
financiando otros dos proyectos que buscan la produccién de biodiésel de tercera generacion, proveniente

desde el aceite de microalgas. Los consorcios favorecidos fueron Desert Bioenergy S.A. y Algafuels S.A. [1].

A 2018 no se han realizado modificaciones a la normativa de biocombustibles a nivel nacional o
proyectos de gran envergadura. Sin embargo, esto no significa que no exista un potencial nacional en materia
de tecnologias de segunda generaciéon aplicadas a la sintesis de los biocombustibles los cuales parecen ser
promisorios como una solucidn parcial de la dependencia de Chile en combustibles liquidos extranjeros. Estas
técnicas deberian considerar el uso de residuos derivados de la gestion forestal operaciones y desechos
agricolas como materias primas. Estos recursos aun estan infrautilizados y, en muchos casos, algunos
materiales tales como pajas de maiz y trigo solo se queman en el campo liberando nuevas emisiones de gases
de efecto invernadero. Adicionalmente, Chile tiene caracteristicas extraordinarias tales como: ventajas
competitivas para obtener madera residual de algunas especies exdticas como el pino radiata y eucalipto; una
gran extensidén de bosques nativos alin no administrada; y rendimientos récord mundiales para algunos

cereales como el maiz [24].
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2.3. Normativa de calidad de combustibles y biocombustibles liquidos en Chile

Actualmente Chile se encuentra en un proceso de adaptacidon y perfeccionamiento de su matriz
energética para dar cumplimiento a los acuerdos y tratados internacionales como la norma Euro 5 la ya es
aplicable para vehiculos diésel y gasolina automotriz, mientras que los buses del Transantiago ya operan con
norma Euro 6. En los paises de la Unidn Europea, E.E.U.U., Japdn, Turquia y Canada, ya se encuentra en
vigencia la norma EURO 6 o equivalentes. [25]

Desde el afio 2015 se puso en marcha la nueva reforma tributaria que modifica una serie de impuestos verdes
que sustituyen el gravamen a los vehiculos livianos diésel por otro impuesto correctivo que contempla dos
factores criticos a gravar: el nivel de emisién de contaminantes locales (Oxidos de Nitrégeno, NOx) y el nivel
de rendimiento de los vehiculos. La propuesta considera grabar tanto el consumo de combustible en base al
rendimiento urbano, asi como las emisiones de gases nocivos de los vehiculos livianos nuevos a gasolina o
diésel, cumpliendo con las mejores practicas internacionales. Junto con lo anterior, se considera un factor de
proporcionalidad, para efectos de que vehiculos de mayor valor tengan efectivamente un desincentivo en la
medida que contaminen. Se excluyen de este gravamen vehiculos destinados a fines productivos, tales como,
furgones, taxis y camionetas de contribuyentes de IVA. Este impuesto entré en vigor a partir del afio 2017

[26].

En materia de biocombustibles la normativa chilena para el biodiésel fue publicada el 9 de mayo de 2008
en el Diario Oficial de la Republica de Chile [2] [4]. Esta normativa en su articulo 4° y 7° aprueba definiciones
y especificaciones de calidad para la produccidn, importacion, transporte, almacenamiento, distribucién y
comercializacion de bioetanol y biodiésel. Dentro de las disposiciones finales de esta norma, el Articulo 12
establece que el biodiésel sélo podra mezclarse con petrdleo diésel en un 2% o en un 5% del volumen
resultante de la mezcla Chile [2] [4]. El Articulo 13 del Decreto Supremo N° 11/08 establece que el producto
mezclado debe cumplir con la calidad exigida en las respectivas especificaciones de los combustibles fésiles

que han sido objeto de la mezcla [4].

2.4. Estudio de emisiones vehiculares: ciclos de conduccion

El uso de combustibles fésiles produce una gran cantidad de contaminantes atmosféricos que son
emitidos por los vehiculos en movimiento como resultado de la combustidn y otros procesos. Las emisiones
de escape de mondxido de carbono (CO), éxidos de nitrégeno (NOx) y particulas (PM) actualmente se
encuentran regulados. Sin embargo, un gran nimero de otros contaminantes que no estan regulados también

se emiten, siendo caracterizados con menos detalles. Estos son Black Carbon (BC), los compuestos organicos
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volatiles (COV) y compuestos organicos semivolatiles (SCOVs), principalmente hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs) y compuestos carbonilicos.

En paises desarrollados, asi como en nuestro pais, las pruebas de emision de homologacién y controles
anuales de emisiones (revisidn técnica) son requeridas por ley para todos los modelos de vehiculos nuevos
ligeros, y para los motores utilizados en vehiculos pesados. Las emisiones de escape de vehiculos son
inherentemente variables, por lo tanto, la mejor manera de asegurarse de que una prueba de emisiones sea
reproducible es llevarla a cabo en un laboratorio con condiciones estandarizadas. Los vehiculos ligeros se
prueban usando un dinamoémetro de chasis, mientras que, para motores de trabajo pesado, estos se operan
en un banco de pruebas. Sin embargo, para trabajos de investigacion y desarrollo las mediciones de los
factores de emision se realizan por lo general en dinamémetros de chasis.

En las pruebas realizadas en un dinamoémetro de chasis, las ruedas motrices del vehiculo estan colocadas de
modo que se encuentren en contacto con los rodillos. Los rodillos se pueden ajustar para simular las pérdidas
por friccion y la resistencia aerodindmica. La toma de muestras de las emisiones de escape se lleva a cabo a
continuacién, como el vehiculo avanza a través de un ciclo de conducciéon predefinido que esta disefiado para
representar un tipo particular de operacion en el mundo real. Por tanto, un ciclo de conduccidn es un esquema
fijo de operacion del vehiculo que permite llevar a cabo una prueba de emisiones en condiciones
reproducibles. Los ciclos de conduccidn por lo general se definen en términos de velocidad del vehiculo y la
seleccion de marchas como una funcién del tiempo. Un conductor entrenado se emplea para seguir el ciclo
de conduccién en el dinamdmetro de chasis, mientras que un asistente conductor se asegura que el ciclo es
completado lo mas cerca como sea posible (por ejemplo, dentro de tolerancias establecidas) en el ciclo

definido [27].

Los niveles de emision dependen de muchos parametros, incluyendo los factores relacionados con vehiculos
como el modelo, tamafio, tipo de combustible, el nivel de la tecnologia y el kilometraje, y los factores
operacionales tales como la velocidad, la aceleracidn, la seleccién de marchas y pendiente de la carretera. No
es sorprendente, por lo tanto, que diferentes ciclos de conduccion hayan sido desarrollados para diferentes
tipos de vehiculo, tales como autos, furgones, camiones, autobuses y motocicletas [27]. Dependiendo del
caracter de la velocidad y carga del motor, los ciclos se pueden dividir en ciclos de "estado estacionario" y
ciclos “transitorios”. Un ciclo de estado estacionario es una secuencia de conduccién a velocidad y carga
constante del motor. Estos ciclos son usados principalmente para pruebas en motores diésel de trabajo
pesado. Mientras que un ciclo transitorio corresponde a una secuencia con variaciones en la marcha y carga

del vehiculo, el cual se aplica a vehiculos livianos y medianos.
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Dos ejemplos de ciclo de conduccidn transitoria se muestran en las Figuras 3 y 4. La Figura 3 representa el
"New European Driving Cycle” (NEDC), que se utiliza para la homologacion de modelos de vehiculos ligeros en
la Unidn Europea. Este es un ciclo muy estilizado, con periodos de constante aceleracién, deceleraciéon y
velocidad, lo cual permite una mayor reproducibilidad al momento de hacer los ensayos. [27] El ciclo NEDC
comprende una distancia de 11.017 km, tiene una duracién de 1180 segundos con una velocidad promedio

de 33.6 km/h. [27]
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Figura 3: Ciclo estilizado New European Driving Cycle. [27]

En la figura 4 se presenta el ciclo FTP-75 (Procedimiento de prueba federal) que se ha utilizado para la
certificacion de emisiones y pruebas de economia de combustible de vehiculos ligeros en los Estados Unidos.
El FTP-75 es un programa de fase transitoria de arranque en frio (temperatura ambiente 20-30 ° C), una fase
estabilizada y una fase transitoria de arranque en caliente. Este ciclo es usado en otros paises bajo el nombre

de ADR 37 (Australia) y en Brasil como el estandar de prueba NBR6601 [27].

En Chile el proceso de certificacién de emisiones, u homologacidn, es realizado por el centro de control y
certificacion Vehicular (3CV), del ministerio de transportes. La homologacidn, consiste en la constatacion del
nivel de emisiones de gases de escape y por evaporacion de hidrocarburos a los vehiculos motorizados
livianos, medianos y pesados a los cuales se refieren los decretos supremos nimeros: 211-91, 82-93; 54 y 55-
94, cumpliendo los niveles de la norma vigente al menos durante 80.000 km de uso, en condiciones normales

de mantencion [28].
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Figura 4: Ciclo dinamométrico US EPA (FTP-75). [27]

2.5. Combustion y Emisiones Vehiculares

Desde el punto de vista quimico la combustion es una reaccion de oxidacion de compuestos organicos.
Esta reaccién de oxidacion de hidrocarburos es acompafiada por la emisidn de una gran cantidad de calor, por
lo cual se considera una reaccién exotérmica [29]

La combustién de combustibles liquidos es un proceso mas complicado que la combustién de gases, ya que
para asegurar la oxidacion (combustion) es necesario evaporar el liquido, ya que es el vapor del combustible
lo que se quema. La evaporacién es promovida por la pulverizacidn de liquido, sin embargo, es muy dificil
obtener una mezcla homogénea de vapor de liquido y aire, por lo tanto, la combustion de combustibles
liquidos tiene raramente un caracter cinético, por lo general se trata de una combustién de difusion. Los
liquidos organicos (como el diésel) en general tienen una estructura quimica mas compleja que los gases, y
por lo tanto se trata mds a menudo de la formacidn de productos de combustién incompleta, siendo algunos

de ellos otros compuestos organicos como se presenta en la siguiente ecuacion. [30].

Ecuacién 1 ChHy +20y > Cy_yHy_y + €O, + Hy0

Cada proceso de combustidon se lleva a cabo con un exceso de oxigeno en relacién con su
estequiometria lo que resulta en la reaccidén de oxidacidn de los componentes individuales del combustible.
La medida de este exceso de aire se llama “coeficiente de exceso de aire” (A) definida como una razén entre
la cantidad de aire suministrado al proceso de combustién y la cantidad tedrica de aire requerida. Si el
coeficiente A en el proceso de combustion es igual a 1 entonces se esta aplicando exactamente la misma

cantidad de aire que es requerida por la estequiometria de la reaccidén de oxidacién. Si el coeficiente A es
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menor a 1, el proceso de combustidn es incompleto y puede dar lugar a la formacion de productos sélidos

(hollin). [29].
Ecuacidn 2 Colly + (x =2 4+2) 0, > €+ (x = 1)C0, +2H,0

Las emisiones producidas por fuentes emisoras contaminantes, dentro de ellas las emisiones
vehiculares, se pueden clasificar en dos grupos; Las emisiones de norma o reguladas, es decir, aquellas que
son consideradas prioritarias por normativas nacionales e internacionales (tales como la normativa EURO), y
aquellas no-reguladas, las cuales no se consideran debido por complejidad de medicién o a su variabilidad

[31].

Tabla 3: (A) Normativa emisiones EURO para combustibles fosiles. (B) Normativa Nacional para vehiculos

diésel
HC + NOx Particulas
Km? H Km \ Km™?
Combustible | Gasolina | Diésel | Gasolina | Diésel | Gasolina | Diésel | Gasolina | Diésel Diésel
Euro3 2,3 0,64 0,2 - 0,15 0,5 0,5 0,56 0,05
Euro4 1 0,5 0,1 - 0,08 0,25 - 0,3 0,025
Euro5 1 0,5 0,1 - 0,06 0,18 - 0,23 0,005
Euro6 1 0,5 0,1 - 0,06 0,08 - 0,17 0,005

Peso bruto Peso neto de Emisiones de escape g km™

vehicular (kg) marcha*(kg)

GVWR** HCT+NOX

Vehiculos livianos

) <2700 Todas 0,5 0,18 0,23 0,005
de pasajeros

Vehiculos
comerciales <2700 <=1305 0,5 0,18 0,23 0,005
livianos clase 1

Vehiculos
comerciales <2700 >1305y <=1760 0,63 0,235 0,295 0,005
livianos clase 2

Vehiculos
comerciales <2700 >1760 0,74 0,28 0,35 0,005
livianos clase 3

*Peso en vacio + 100 kg. **Gross vehicle rating. Fuente: Normas sobre emisiones de vehiculos motorizados
livianos. Dto 211/2012

Se entiende como vehiculos comerciales livianos clase 1 aquellos con un peso neto de marcha menor
o igual a 1305 kg. Los vehiculos comerciales livianos clase 2 y 3, son los vehiculos comerciales livianos con un

peso neto de entre 1305 -1760 kg y mayores a 1760kg, respectivamente. Se entiende por peso neto de marcha
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la definicion de masa de referencia utilizada por la directiva 70/220 CEE, modificada por la directiva 98/69 CE,

ambas de la Comunidad Econdmica Europea. [32]
2.5.1. Emisiones Reguladas

Los principales gases de escape diésel se componen principalmente de CO2, H20 y la fracciéon no
utilizada de aire de carga del motor. Las concentraciones de los gases dependen de la carga del motor, con un
aumento del contenido de CO; y H20, mientras que la de Oz disminuye a medida que aumenta la carga del
motor. Ninguna de estas emisiones son principales contaminantes del diésel (con la excepcién de CO2 por sus
propiedades como gas de efecto invernadero) o tienen efectos adversos para la salud o el medio ambiente.
[33].

Sin embargo, algunas emisiones del petréleo diésel si son contaminantes, y si pueden tener efectos adversos
para la salud y / o el medio ambiente. La mayoria de estos contaminantes se originan por diversos procesos
no ideales durante la combustidn, tales como; la combustion incompleta de combustible, las reacciones entre
componentes de la mezcla a alta temperatura y presidn, la combustidn en el motor de aceites, asi como la
combustion de componentes no hidrocarbonados del combustible, tales como compuestos de azufre y los
aditivos de combustible. Entre los contaminantes comunes se incluyen hidrocarburos Totales (THC), mondxido
de carbono (CO), éxidos de nitrogeno (NOx) y particulas (PM), los cuales son considerados en las diferentes
normativas nacionales e internacionales, estableciéndose niveles maximos de emisién [33]. A estos
contaminantes se les suman otros productos de la combustion del diésel, los cuales no son considerados en
las normativas y que pueden ser tan o mas dafiinos para el medioambiente y la salud, estos son descritos de

forma mas detallada en la seccidon 2.5.2.

2.5.1.1. Hidrocarburos Totales (THC)

Las emisiones de hidrocarburos corresponden a la fraccién de las cadenas de hidrocarburos del
petrédleo que fue combustionada de forma ineficiente o no combustionados, generando subproductos de
reaccion que resultan de interés ambiental y toxicoldgico. Las emisiones de THC se miden usando un detector
de ionizacidn de llama (FID) calibrado con propano. El FID responde a todos los hidrocarburos de forma
idéntica, ya que responde a propano en la determinacion de la concentracion de 4tomos de carbono en una
muestra de gas. La mayoria de los hidrocarburos responden casi idénticamente como propano asegurando
una respuesta lineal entre el detector y la concentracion de THC. Se exceptuan los hidrocarburos oxigenados
tales como alcoholes y carbonilos, los que se encuentran cominmente en el escape del motor y deben ser

cuantificados con otros métodos, los cuales se describen en la seccidn 2.5.2 [34].
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Respecto del impacto ambiental, se reconoce que algunos hidrocarburos son menos relevantes en la
formacion de ozono que otros hidrocarburos. Segun la EPA tiene excluidos oficialmente de la definicién de
hidrocarburos regulados aquellos compuestos llamados compuestos organicos volatiles (VOC). Estos
compuestos serdn tratados de manera especial debido a su importancia de cardacter toxicoldgico (falta cita).
La normativa nacional actual [32] para THC en vehiculos livianos (<2700 kg) establece un limite de 0.047 y
0.056 g /km de THC para vehiculos clase | (gasolina) y Il (diésel) respectivamente. En otros paises se aplican
las siguientes normas; Argentina (EURO 5a), Pert (EURO 3), Brasil (0.3 g/Km THC), Japdn (0.63 g/Km), China
(EURO 5), USA (79 a 92 mg/mi +NOx) [31].

2.5.1.2. Comparacion entre las emisiones de THC para diésel y biodiésel

La mayoria de los autores reportan una disminucion aguda de las emisiones de THC con el uso de
biodiésel [35] [36] [37] [38]. Una revision realizada por la EPA ha encontrado reducciones de hasta un 70%
con el uso de biodiésel respecto al diésel convencional [39]. Reducciones de THC similares a las halladas por
la EPA fueron reportadas por Nwafor et al. [40] en un motor de inyeccidn directa, experimental, de un cilindro
con diésel y diferentes mezclas de biodiésel de raps, con disminuciones cercanas al 60%. Last et al [41] realizo
ensayos con biodiésel de soya encontrando reducciones de un 75% de THC respecto de diésel. Dentro de este
mismo informe se indica que el uso de bajas cantidades de biodiésel resulté sumamente efectivo en la
disminucion de las emisiones de THC las reducciones con 10%, 20% y 100% de biodiésel fueron 28%, 32% y
75%, respectivamente. Adicionalmente, la EPA [39] y Krahl et al. [42] estudiaron el efecto de la calidad del
diésel. La EPA [39] hall6 grandes reducciones de THC usando biodiésel puro, pero tal las reducciones variaron
del 70% al comparar con combustible diésel convencional al 50% cuando se compara con un diésel de alto
contenido de cetano y baja densidad. Krahl et al, por otra parte, informaron reducciones de 30-40% si se
compara el biodiésel de aceites de raps, soya y palma con aceites convencionales diésel, y 20% cuando el

combustible de referencia era alto en cetano, bajo contenido aromatico y ULS uno [42].
2.5.1.3. Oxidos de nitrégeno (NOx)

Los oxidos de nitrégeno, como se definen en los reglamentos de emisidn y protocolos reguladores de
medicidn, incluyen dos gases: el dxido nitrico (NO) y diéxido de nitrégeno (NO:). Sin embargo, desde el punto
de vista quimico, hay varios otros éxidos de nitrégeno tales como el éxido nitroso (N20), el cual es una emisién
no regulada en los motores de combustidn interna. Las concentraciones de NOx en las emisiones de diésel

varian entre 50 y 1.000 ppm.
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En una combustidn, el éxido nitrico (NO) se genera a partir del nitrégeno y el oxigeno en condiciones de alta
temperatura y presion. La ecuacion 3 representa la reaccion global de la formacion de NO en el cilindro del

motor, donde la temperatura y la presion son elevadas.

Ecuacion 3 N2+ 02 <> 2NO - 182,4 kJ mol*

Sin embargo, los procesos de formacidon de NOx son mucho mas complejos y se obedecen al mecanismo
extendido de Zeldovich (ecuacion 4) [43].
N2+0 - NO+N

Ecuacion 4 N+02->NO+0

N + *OH - NO + H

La velocidad de formacion de NOx en procesos de combustidn es principalmente una funcion de la
temperatura y el tiempo de residencia del nitrogeno a esa temperatura. A altas temperaturas, normalmente
por encima de 1600 ° C, el nitrégeno molecular (N2) y oxigeno (O2) en el aire de combustidn se disocian en sus
estados atdmicos y participan en una serie de reacciones, siendo las tres reversibles (Beychok, 1973).
Zeldovich fue el primero en sugerir la importancia de las dos primeras reacciones. La ultima reaccién del
nitrogeno atémico con el radical hidroxilo (*OH), se afiadié por Lavoie, Heywood y Keck y hace una
contribucion significativa a la formacion de NOx térmico. [43] En general, en los motores mas antiguos de
aspiracion natural, aproximadamente el 95% de los dxidos de nitrogeno se compone de NO y sélo el 5% de
NO.. La proporcion de NO2en NOx total en motores diésel (sin sistemas postratamiento) es mayor, alcanzando
hasta aproximadamente 15% (Carslaw, 2011). EI NO puede ser facilmente oxidado por el oxigeno en diéxido

de nitrégeno en condiciones ambientales como se presenta en la ecuacion 5.
Ecuacion 5 2NO + 02 <> 2NO; + 113,8 kJ mol*

La importancia ambiental de los NOx radica en que, en combinacién con los compuestos orgdnicos
volatiles (COVs), los 6xidos de nitrogeno son precursores del ozono, el cual es parte fundamental de smog
fotoquimico, siendo altamente reactivo (oxidante) y toxico. El NO y el NO2 también pueden reaccionar con los
COVs en lugar del ozono para formar otros compuestos volatiles conocidos como PAN (nitrato de
peroxiacetilo), también de alta toxicidad [44]. Es por ello por lo que los NOx son considerados uno de los

contaminantes mas criticos que se encuentran en las emisiones de diésel [44].

Ecuacion 6 N2+ 02 2 2NO
+ 02 2 2NO;
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NO2+hv 2 NO +0
O+0; =203

La normativa nacional actual [32] para NOx en vehiculos livianos diésel (<2700 kg) establece un limite de 0.031
y 0.044 g/km de NOx para vehiculos clase | y Il respectivamente. En otros paises se aplican las siguientes
normas; Argentina (EURO 5a), Perd (EURO 3), Brasil (0.08 g/Km}, Japdn (0.15 g/Km), China (EURO 5), USA (79
a 92 mg/mi NMOG+NOx) [31] Tradicionalmente, la quimioluminiscencia es el método mas comun para el
analisis de NOx, siendo el método de referencia en la norma EPA 7E3. Una alternativa al método de
quimioluminiscencia es la absorcion diferencial UV de NO a 226 nm. En ambos métodos se hace uso de un

convertidor de NO2 > NO para poder identificar ambos gases [45].
2.5.1.4. Comparacion entre las emisiones de NOx para diésel y biodiésel

La mayoria de la literatura demuestra que el uso de biodiésel produce un incremento en las emisiones
totales de NOx [46]. Ejemplos de estos incrementos se han observado en un motor Navistar de 7.3 L operando
en el ciclo de conduccion “13-mode US Heavy Duty”, utilizando diferentes mezclas de biodiésel de aceite de
soya. Los aumentos en las emisiones de NOx obtenidos fueron en proporcion a la concentracion en biodiésel
observandose un aumento del 8% en el caso del biodiésel puro [47]. Schumacher et al. [48] probd un motor
de 6 cilindros de 200kW de potencia a 1200 y 2100 rpm con 50% y 100% de carga, utilizando mezclas de un
10%, 20%, 30% y 40% mezclas de biodiésel de aceite de soya. Las emisiones de NOx aumentaron hasta 15%
en el caso del 40% mezcla. Marshall et al. [49] probaron un motor Cummins L10E en condiciones transitorias
con combustible diésel y 20% y 30% mezclas de biodiésel de soya. En su investigacidn, observaron un aumento
de NOx del 3.7% con la mezcla del 20% mientras que solo un 1.2% con la mezcla del 30%, el uso de biodiésel
de aceite de soya puro generd un aumento del 16% con respecto al combustible diésel. Otros experimentos
gue miden aumentos en NOx las emisiones también fueron realizados por Graboski y McCormick [50]. Algunos
autores no encuentran diferencias entre sus emisiones o incluso reportan disminuciones de los NOx con el

uso de biodiésel.
2.5.1.5. Monoéxido de Carbono (CO)

El mondxido de carbono es un producto de la combustidn incompleta en vehiculos diésel, por lo que
es usado como un parametro de condiciones de mantenimiento del motor [51]. El mondxido de carbono es,
junto con los aldehidos, parte de los ciclos de reacciones quimicas que forman el smog fotoquimico. EI CO
reacciona con el radical hidroxilo (OHe) para producir un radical intermediario *HOCO, que transfiere
rapidamente su radical hidrégeno al Oz para formar el radical peréxido (H20:2 ¢) y el diéxido de carbono (CO2).

El radical perdxido reacciona posteriormente con éxido de nitrogeno (NO) para formar didxido de nitrégeno
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(NO2) y radical hidroxilo [51] ). EI NO2 aporta un atomo de oxigeno a través de la fotdlisis, formando asi O3
siguiente reaccién con Oa. La reaccion global corresponde a la formacién de ozono corresponde a la ecuacién

6.

Ecuacion 7 CO+202+hv > CO;+ 03

(donde hv se refiere al fotén de luz absorbida por la molécula de O: en la secuencia de reaccion)

Las emisiones de CO en vehiculos se han reducido drasticamente por la introduccion de convertidores
cataliticos, que oxidan contaminantes como el CO en gases menos nocivos para la salud humana como el CO..
Cabe destacar que las emisiones en vehiculos son mayores cuando el motor esta frio. En un dia frio un vehiculo
diésel toma 5 km en calentarse y operar a maxima eficiencia en comparacion a los vehiculos a gasolina que
necesitan alrededor de 10 km. En consecuencia, los vehiculos diésel producen menos combustible no
qguemado durante un arranque en frio, lo que redundard en menores emisiones de mondxido de carbono e

hidrocarburos, pero producen significativamente mas particulas y COVs [52]

La normativa chilena para CO en vehiculos livianos (<2700 kg) [31] establece un limite de 2.1y 2.61
g/km para vehiculos tipo | y Il respectivamente, seguin lo definido en la seccidn 2.5. En otros paises se aplican
las siguientes normas; Argentina (EURO 5a), Perd (EURO 3), Brasil (0.025 g/Km), Japdn (0.63 g/Km), China
(EURO 5), USA (79 a 92 mg/mi NMOG) [31]

2.5.1.6. Comparacion entre las emisiones de CO para diésel y biodiésel

Con respecto a la mayoria de la literatura revisada, la mayoria de la literatura reporta que las
emisiones de CO disminuyen cuando se sustituye el diésel por biodiésel, lo cual se puede considerar como la
tendencia general [15] [39] [53] [38] [54]. Sin embargo, algunos autores no encontraron diferencias entre
diésel y biodiésel [39], e incluso aumentos notables cuando utilizando biodiésel [55]. Segun lo informado por
la EPA [46] se establece que la tendencia general, respecto a las emisiones de CO, son reducciones promedio
de casi el 50% con biodiésel con respecto a combustible diésel convencional. Krahl et al. [42] encontraron
reducciones mas bajas de CO cuando los combustibles puros de biodiésel se comparan con los obtenidos con

diésel de bajo contenido de cetano y bajo contenido de azufre en lugar de una convencional.
2.5.1.7. Material particulado

El material particulado (MP) corresponde a un contaminante atmosférico compuesto por particulas

sélidas y liquidas en suspension. Si bien en las normativas ambientales no se hace distincidn entre los tipos de
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material particulado, éste se puede clasificar y cuantificar en base al tamafio de las particulas; Material
particulado grueso (PMz1o) para particulas menores a 10 um de didametro. Material particulado fino (PM2zys)
para aquéllas menores a 2,5 um de didmetro y material particulado ultrafino (PM1) cuando tienen menos de
1 um de didmetro [56]. El tamafio de las particulas influye directamente en su peligrosidad, ya que a medida
que las particulas disminuyen en tamafio aumentan su capacidad de penetracion en las vias respiratorias,
actuando como vehiculo de alérgenos, bacterias y compuestos carcinogénicos tales como los hidrocarburos
aromaticos policiclicos, asi como otros compuestos organicos semivolatiles y volatiles. Los efectos del material
particulado sobre la salud humana incluyen morbilidad respiratoria y cardiovascular; tales como la agravacion
de asma, obstruccién de las vias respiratorias, mortalidad por enfermedades cardiovasculares y respiratorias
y cancer de pulmon [44]. En Chile, el limite para material particulado en vehiculos livianos tipo | se estima un
nivel 0, es decir no debe detectado en los controles de emisiones. Por otra parte, los vehiculos tipo Il tienen

un limite de 0.0062 g/Km.

2.5.1.8. Formacién del material particulado

La formacién del material particulado es un tema central de la investigaciéon en el campo de la
combustion y pirdlisis de combustibles fésiles. Existen muchos modelos tedricos y una gran cantidad de
evidencia experimental acumulada. Dentro de la literatura existente, los trabajos mas relevantes son los de
Bockhorn et al. [57], Calcote et al [58], Frenklach et al. [59] [60], Homann y Wagner [61], cuyas investigaciones
se centran intensamente en la formacidn de hollin. Sin embargo, a pesar de esta gran cantidad de bibliografia,
los mecanismos de formacion de hollin no se entienden completamente todavia.

Algunos estudios [62] [58] [63], sugieren que el proceso de formacién de hollin puede estar compuesto por
cuatro procesos principales: la nucleacién de particulas de hollin jévenes, la coagulacidn de particulas, el
crecimiento de la superficie de las particulas y oxidacidn, y la aglomeracién de las particulas. Para llamas de
baja presion se asume que los nucleos de hollin se forman a través de hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP) [64]. La Figura 5 ilustra esquematicamente el mecanismo de la formacion de hollin para sistemas

homogéneos o de llamas premezcladas.

A escala molecular, el combustible se descompone en radicales hidrocarbonados, lo que es causado por
oxidacién. Haynes y Wagner [65] establecen que los compuestos; C2H2, C2Ha, CH4, C3Hs y benceno como
tipicos productos de pirdlisis en llamas de difusién laminar. Estos radicales son capaces de reaccionar entre si
y formar anillos aromaticos. En adicion a las numerosas hipdtesis tempranas [66] [67] [68] [69] (, sobre la
formacién de los primeros anillos aromaticos, Berthelot [70]sugirié que la formacion de anillos debe pasar por
el proceso de polimerizacidon del acetileno. Otro posible mecanismo para la formacién de compuestos
aromaticos es la reaccion de adicidn de acetileno con vinilo [60], que se divide en dos mecanismos de reaccidn;

la ruta de alta temperatura y la de baja temperatura, como se muestra en la Figura 6.
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Mecanismo de alta temperatura
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Figura 6: Mecanismos de formacion del primer anillo aromdtico.

Por otra parte, Miller et al. [71] [72] postuld que la formacidn del primer anillo aromatico se produce por la

combinacién de moléculas propargilo (Figura 7).
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Figura 7: Formacion del primer anillo aromdtico por la combinacion de los radicales propargilo.
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El crecimiento de los compuestos aromaticos grandes se produce esencialmente a través del
mecanismo de abstraccion de Hidrogeno y adicién de Cz2Hz, también llamado mecanismo HACA (H-abstraction-
C2H2-adition) [59]. La abstraccion de la molécula de hidrogeno activa la molécula aromatica, sobre la cual
ocurre la adicion de CzHa, lo cual transmite el crecimiento molecular continuo y la ciclacién de los HAP. Se
asume que, en la siguiente etapa, las particulas de hollin jévenes se forman por la colisién de PAHs pesados,
que tienen una masa de aproximadamente 300 - 700 uma [59] y un diametro efectivo de aproximadamente
1,5 nm. En la superficie de las particulas de hollin (como en los bordes de los HAP) existe la presencia de
enlaces CH, que permiten el mecanismo HACA y la condensacion de las especies en fase gaseosa, por lo que
a través de reacciones de crecimiento sobre la superficie ocurre un aumento de la masa de las particulas de

hollin (Figura 8).

H
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Figura 8: a) Mecanismo de crecimiento de los HAPs. b) Crecimiento de las particulas de hollin.

El incremento de la masa en particulas de hollin también ocurre por procesos de coagulacion. En
fases tardias de la formacion de hollin, las particulas se pegan unas a otras y ocurre una carbonizacion. El
material amorfo inicial se convierte progresivamente en un material de caracter grafitico. Debido a la

reduccidn de los sitios activos en la superficie de la particula de hollin, la carbonizacion provoca la formacion
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de aglomerados esféricos que pueden contener de 30 a 1800 particulas primarias [73]. La oxidacion de los
HAPs es un proceso heterogéneo competitivo con la formacion de las particulas de hollin y toma lugar en la
superficie de las particulas. Los fendmenos de oxidacidén provocan una disminucidn en la masa de las particulas

con la consiguiente formacion de CO y CO: [74].
2.1.5.8. Comparacion entre las emisiones de PM para diésel y biodiésel

Segun la EPA, al comparar las emisiones de material particulado de biodiésel respecto a las del
biodiésel tradicional, éstas son menores que las producidas por el diésel tradicional de origen fdsil [46]. Krahl
et al [42] confirmd esta tendencia en sus estudios con biodiésel de raps. Sin embargo, estas reducciones
fueron menores en motores de vehiculos pesados que en motores livianos (entre un 20 -40%). Otros estudios
también demostraron reducciones similares con el uso de biodiésel [75] [76]. Otros autores han encontrado
reducciones mayores, de hasta un 70%, con el uso de biodiésel puro y un 20-40% en mezclas [77]. Canakci and
Van Gerpen obtuvieron reducciones con el uso de biodiésel de raps y aceites reciclados, con un 65% en ambos
combustibles [78]. De la misma forma, Schumacher et al evidencié reducciones de un 75% con el uso de
biodiésel de soya [48].

Algunos autores, no han encontrado diferencias, en general, con el uso de biodiésel [35] o incluso algunos
incrementos [53] [79] [80]. Sin embargo, estas discrepancias con la mayoria de la literatura son asociadas a la
reduccién en la fraccidn insoluble del material particulado el cual es compensado con un aumento en la
fraccion organica soluble (SOF), lo cual es ampliamente se usa biodiésel en motores diésel [46], generando

estos incrementos aparentes.
2.5.2. Emisiones no reguladas

Como se menciond anteriormente las emisiones vehiculares son mezclas complejas y producen mas
contaminantes de los que se consideran en las normativas ambientales. Muchos de estos compuestos tales
como formaldehido, acetaldehido, 1,3- butadieno, benceno, tolueno y xileno, son compuestos téxicos
atmosféricos, riesgosos para la salud humana y el medioambiente [81] Por tanto, existe una necesidad de

abordar el estudio de estos compuestos, los cuales se pueden clasificar en los siguientes grupos.
2.5.2.1. Black Carbon
El carbono negro o “Black Carbon” (BC) se define como el componente sdlido del material particulado

que absorbe la mayor cantidad de radiacidn solar y se forma por la combustién incompleta de combustibles

fosiles, los biocombustibles y la biomasa. BC es emitido directamente a la atmdsfera en forma de particulas
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finas (PM2.:s) [82]. Si no hay polvo presente, la absorcidn en las dos longitudes de onda mas largas (675 y 870
nm) es la que se define Unicamente como BC (aunque tecnicamente el BC absorbe en desde el espectro visible

al Infrarojo) [83].

BC es la forma mas eficaz de material particulado, en términos de absorcion de la energia solar por unidad
de masa, llegando a absorber un millon de veces mas energia que el diéxido de carbono (CO2) [82]. El black
carbon contribuye a los efectos adversos en la salud humana, ecosistemas y visibilidad asociados al PM 2,5.Sin
embargo los efectos mas significativos del Black Carbon se asocian a su efecto en el clima a través de multiples

mecanismos:

e Efectodirecto: EI BCabsorbe tanto la radiacidn solar entrante como la saliente en todas las longitudes
de onda, contribuyendo al calentamiento de la atmdsfera y al oscurecimiento en la superficie
terrestre.

e Efecto albedo en nieve/hielo: El BC depositado sobre las superficies la nieve y el hielo oscurecen esta
parte de la criésfera y disminuyen la reflectividad de las superficies blancas del planeta, aumentando
de este modo la absorcién de radiacion solar, acelerando el derretimiento de los glaciares,
impactando directamente en el cambio climatico.

e Otros efectos: El BC también altera las propiedades de las nubes, afectando la reflectividad de estos
cumulos de agua, su tiempo de vida ("efectos indirectos"), estabilidad ("efecto semidirecto") y la
precipitacion. Todo esto también tiene por supuesto, efectos importantes aun no suficientemente

evaluados y comprendidos sobre el cambio climatico.

El BC se emite directamente de las fuentes contaminantes, por lo que es una forma de material
particulado primario. Esto lo distingue del material particulado secundario tales como sulfatos, nitratos y
algunas formas de carbono organico (OC) que se forman en la atmdsfera a partir de precursores gaseosos
como; SOz, NOx y compuestos organicos volatiles (COVs). Cuando el BC se emite directamente a partir de
fuentes como resultado de la combustion incompleta de combustibles fdsiles, los biocombustibles y la
biomasa, forma parte de una mezcla compleja de particulas denominada hollin, que principalmente consiste
en BCy OC. Esta mezcla de BC/OC es el componente que absorbe la radiacidn solar en estos contaminantes
atmosféricos [82]. El tipo de hollin puede variar en composicion, teniendo diferentes proporciones de COy BC
e incluyen, usualmente, materiales inorganicos tales como metales y sulfatos. Por ejemplo, para razén OC/BC
promedio entre las fuentes de las emisiones de diésel a nivel mundial es de aproximadamente 1:1. Para la
guema de biocombustibles, la relacion es de aproximadamente 4:1 y para la quema de biomasa es de
aproximadamente 9:1 [84]. A medida que el black carbon se vuelve mas predominante en la mezcla OC/BC,

el hollin se vuelve mas oscuro, mientras que si el carbono orgdnico estd en mayor cantidad el color cambia
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hacia una tonalidad amarilla/café conocida como Brown carbon (Barco), el cual tiene una absorcion a una

longitud de onda mas baja que el BC (440 nm) [83].
2.5.2.2. Comparacion de las emisiones de Black Carbon para diésel y biodiésel

La mayoria de los estudios indican que el combustible biodiésel produce menos material particulado
que el diésel de origen fésil. En conjunto con esta reduccién de las emisiones del material particulado, el
biodiésel también produce un cambio en la composicidn del MP. La proporcion de Black Carbon (BC) respecto
del Organico Carbon (OC) con el uso de biodiésel se reduce entre un 30% a un 60%, esto significa que las
emisiones de BC producidas por el biodiésel son mucho mas “frias” (es decir, absorben menos radiacidn) que
las producidas por el diésel fésil convencional [85]. Sin embargo, el estudio del Black Carbon es un
contaminante que ha generado interés de manera reciente, por lo que el estudio de las emisiones de BC en

vehiculos aun esta en estudio.

Cheng et al, evaluaron emisiones de particulas, COVs y SCOVs en un motor diésel liviano (1.9 L, cuatro tiempos,
cuatro cilindros, turboalimentado e inyeccion directa de combustible). Los resultados de su estudio revelaron
que el uso de biodiésel de aceite de soya (B100), Canola (B100) y sebo, provocaron grandes efectos de
reduccién en las emisiones de BC respecto a diésel de bajo contenido de azufre (ULSD), siendo el biodiésel de
sebo el mas efectivo para reducir las emisiones de BC en comparacién con los biodiésel de aceite de soya y

canola [86].
2.5.2.3. Compuestos carbonilicos

Los compuestos carbonilicos, o simplemente carbonilos, son un grupo de compuestos organicos
volatiles (COVs) oxigenados caracterizados por el grupo funcional carbonilo (>C=0). Dependiendo de los
grupos genéricos (R) enlazados al carbono carbonilo, se habla de aldehidos si se trata de una cadena molecular
genérica y un hidrégeno (R-COH), o bien de cetonas si son dos cadenas moleculares genéricas (R-CO-R1),
pudiendo ser Ry R1 la misma cadena.

La contaminacion causada por la emision de carbonilos es de origen antropogénico, asociado principalmente
al parque vehicular, las cuales elevan la concentracidn de estos compuestos a niveles riesgosos para la salud
y el medio ambiente. La determinacidn de los carbonilos suele centrarse en las 13 especies determinadas por
la Californian Air Resources Board (CARB) de la Agencia de Proteccidon Medioambiental (EPA, Environmental
Protection Agency) [87], la cual establece un protocolo para la deteccién de estos compuestos, procedentes

de fuentes automovilisticas. Estos carbonilos se caracterizan principalmente por su frecuencia de aparicién en
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las emisiones de vehiculos, destacando también por su elevada reactividad atmosférica y toxicidad. En la

Figura 9 se listan los compuestos analizados en la presente tesis, ordenados por su peso molecular.

(|) 0 0 0 0
H H \\
Formaldehido Acetaldehido Acroleina Acetona Propionaldehido
(CH.0) (C.H,0) (C,H,0) (C;H40) (C;He0)
0 0 0 0
/\J %j 0 /\J \)k \/\J
Crotonaldehido Metacroleina Butiraldehido Metiletilcetona "aleraldehido
(C4HeO) (C4H60) (C4HgO) (C4Hs0O) (C5H100)
Hexanaldehido Benzaldehido m-Tolualdehido
(CeH120) (C;He0O) (CsHs0)

Figura 9: Estructura de los 13 carbonilos principales definidos por la California Environmental Protection
Agency (CARB). Obtenido de: https.//www.arb.ca.gov/testmeth/slb/sop104v3.pdf

La formacién de aldehidos y cetonas en el cilindro del motor parte de la presencia de radicales alquilos. Al
reaccionar estos ante un agente oxidante o dependiendo del grado de oxidacidn inicial de dichos radicales, el

mecanismo que conduce a la formacidon de aldehidos es el mostrado en las siguientes reacciones [88].

Ecuacién 8 R—CH,”+0, > R—CHO + HO*

R — CH,0* + 0, > R — CHO + HO,"
R — CH,00* -» R —C*+ HOOH —» R — CHO + HO*

donde R es una cadena hidrocarbonada genérica y el simbolo (*) hace referencia a la presencia de un radical
o enlace libre. En el caso de reaccionar un carbono intermedio de la cadena carbonosa, el producto principal
de la reaccidn es una cetona. Los carbonilos mas frecuentemente estudiados en las emisiones por combustidn
de diésel y biodiésel son los aldehidos y las cetonas, los cuales aparecen en etapas intermedias del proceso
de combustion. Estos compuestos son precursores de la formacién ozono (y otras especies fotoquimicas) en

la troposfera (smog fotoquimico). Es ampliamente aceptado que el biodiésel puede aumentar las emisiones
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de compuestos oxigenados (entre ellos los carbonilos) como consecuencia del contenido de oxigeno en las

moléculas que componen [38].
2.5.2.4. Comparacion de emisiones carbonilicas de emisiones diésel y biodiésel

Sin embargo, a partir de la literatura revisada no esta claro si es o no el biodiésel lo que realmente
aumenta estas emisiones, ya que muchos otros estudios han encontrado disminuciones o diferencias
insignificantes en las emisiones de carbonilos en comparacién al diésel de petréleo. [39] [35] [80] [89]. En
cualquier caso, los argumentos que se pueden encontrar explican que, pese al mayor contenido de oxigeno
del biodiésel, la descomposicion de los ésteres a través de la descarboxilacion [90] [91] podrian disminuir la
probabilidad de formacidn de carbonilos que son intermediarios de la combustidn con respecto a la
combustion de diésel de petréleo.

Staat y Gateau [92] probaron diésel convencional, y biodiésel en un 30% y 50% (mezclas de aceite de raps) en
un motor de 6 cilindros. Las emisiones de aldehidos con 30% de biodiésel no difirieron significativamente en
relacion con las emisiones de combustible diésel, mientras que hubo un aumento de aproximadamente el 9%
de las emisiones de aldehidos cuando se empled el 50% de mezcla de biodiésel. [93] [92] [53] encontraron un
25% de incremento en diferentes carbonilos (formaldehido, acroleina, etc.) al sustituir diésel por biodiésel de
raps. Los resultados obtenidos por Pinto et al., mostraron un 20% de aumento en las emisiones de
formaldehido y acetaldehido cuando se probd biodiésel obtenido de aceite de cocina en lugar de diésel de
petréleo [38] [94] alimentd su motor de pruebas con diésel, y biodiésel de aceite de cocina limpio, en mezcla
de 70%. Aunque las emisiones de carbonilos no difirieron entre el diésel y la mezcla de biodiésel al 70%, el

biodiésel en forma pura incremento en forma significativa las emisiones de cetonas y aldehidos.

Otros autores han presentado resultados no concluyentes o diferencias insignificantes entre el diésel
y el biodiésel. Munack et al [80] pusieron a prueba dos motores diferentes en cinco modos de operacién para
un ciclo de operacidn agricola. En un motor (Farymann tipo 18D) probaron diésel puro y el biodiésel de colza
(100%), lo que resulté en una mayor emision de aldehidos para el biodiésel. En el otro motor (motor de tractor
tipo MWM D 226.4.2), los autores evaluaron una mezcla de 40%. En este segundo ensayo el biodiésel puro
generd emisiones mas bajas que las producidas por la combustion de diésel, pero la combustion de biodiésel
al 40% generd las mayores emisiones [35]. informd de un aumento estadisticamente significativo en las
emisiones de formaldehido, pero no hubo diferencias significativas en las emisiones de acroleina,
acetaldehido y propionaldehido cuando se prueba una mezcla de 20% de biodiésel (a partir de aceite de raps)
en un motor de 6 cilindros. Varios estudios realizados por Graboski y McCormick [50] no se mostraron
diferencias en las emisiones de carbonilos entre el combustible diésel y el biodiésel, tanto en forma puray en

mezclas.
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Otros estudios han encontrado disminuciones en estas emisiones al probar biodiésel. La revision de la EPA
[39] informd de ligeros descensos, de alrededor del 10%, en las emisiones de formaldehido y acetaldehido al
usar biodiésel puro. Krahl et al. [95] midid la concentracidn de 13 carbonilos especificos al utilizar biodiésel
puro (100%) de aceite de raps y diésel de bajo y ultra bajo contenido de azufre. La concentracién de cada
compuesto disminuyo casi en un 30% con biodiésel puro. De Sharp et al. [89]llevd a cabo pruebas en tres
motores (con potencias de 119, 205 y 276 kW) con diésel y biodiésel puro obtenido a partir de aceite de soya.
Ellos concluyeron que las emisiones de aldehidos y cetonas se redujeron en el rango de 0 a 30% cuando se
utiliza biodiésel puro de Soya.

Por ultimo, la calidad del biodiésel (con respecto al contenido en mono-, di- y triglicéridos, glicerina) que se
utiliza como combustible ha demostrado efectos sobre las emisiones de carbonilos. Algunos autores proponen
que la concentracion de acroleina en el tubo de escape se relaciona con el contenido de glicerina en el
biodiésel utilizado [50] [96] [92]. Diferentes tipos de biodiésel fueron probados por Graboski et al. uno de ellos
generd un fuerte aumento de las emisiones de aldehidos. Los autores atribuyeron esta tendencia al alto
contenido de glicerina de ese biodiésel, que poseia un 1,045% en peso de glicerina en comparacién al resto

de los biodiéseles usados que poseian un 0,24% en peso de glicerina total [97].
2.5.2.5. Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs)

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) (en inglés PAHs, Polycyclic Aromatic Hydrocarbon)
son compuestos formados por dos o mas anillos aromaticos enlazados. Las propiedades fisicoquimicas de
estas moléculas son funcidn directa de su tamafio, dimensionalidad y distribucién electrdnica [98]. Los HAPs
también pueden contener otros elementos en su estructura (oxigeno, nitrégeno, azufre, etc.),

Los HAPs reciben especial interés debido a su conocida toxicidad [99] y a su rol en la formacion del hollin de
las particulas [100] [101]. Algunos HAPs son clasificados como carcinogénicos y co-carcinogénicos en modelos
murinos (y sospechado en humanos) [102] . El empleo de combustibles de cada vez mayor calidad (mayor
poder calorifico, menor contenido en azufre, etc.), la mejora en la eficiencia de los motores y el uso de los
sistemas de post-tratamiento de gases han conducido a una reduccién de la presencia de estos compuestos
en el escape de motor, bajando asi el potencial carcinogénico de las emisiones.

Como contaminantes, algunos HAPs se regulan en términos de calidad del aire segun la Directiva 2008/50/CE,
mientras que, en las emisiones de vehiculos, al no existir regulacién alguna, principalmente se estudian los 16
HAPs denominados como prioritarios por la EPA (Figura 10). No obstante, la ausencia de regulacion respecto
de qué compuestos se analizan o como identificarlos provoca gran variabilidad en las técnicas de muestreo y

analisis de estos.
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Los HAPs se forman durante la combustidon incompleta de materia organica. Sin embargo, su
presencia en la atmdsfera se debe a fuentes antropogénicas, principalmente a las emisiones del sector
transporte [103] [104]. En un motor diésel, la temperatura dentro de la cdmara puede alcanzar valores de
1500 9K en condiciones localmente pobres y de 2800 2K en condiciones proximas a la estequiometria. Por lo
tanto, es posible afirmar que la ruta mas importante en la formacidon de HAPs pasa por la polimerizacién y
ciclacion de los hidrocarburos que conforman el combustible. Dependiendo de la longitud inicial del
hidrocarburo, el proceso de formacidn de HAPs puede seguir dos procesos principales [103] [104]. El primero
es la pirosintesis a partir de cadenas cortas de hidrocarburos. Mediante este mecanismo (Figura 11) los enlaces
C-C se rompen debido a la elevada temperatura de la cdmara de combustién (>500 2C) [105], dando lugar a
radicales libres que se combinan para formar benceno. Los radicales aromaticos y alifaticos formados sufren

entonces reacciones de adicion, ciclacién, deshidrogenacion y sustitucién produciendo compuestos de mayor
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Figura 10: Lista de los 16 HAPs prioritarios definidos por la EPA [82]

peso molecular (Figura 12).
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Figura 11: Formacion de HAP a partir de etano mediante pirosintesis [105].
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Figura 12: Mecanismo de formacion de un HAP [105].

El segundo de los mecanismos de formacidon de HAPs es la pirdlisis de cadenas largas, como las
presentes en el aceite lubricante [106]. Mediante este mecanismo (Figura 13), los compuestos pesados
presentes en combustibles y aceites se rompen formando radicales y compuestos de menor tamafo, como el
acetileno. La molécula de acetileno presenta gran estabilidad al no poseer una estructura conjugada. Sin
embargo, puede reaccionar con otros radicales libres (benzilo, fenilo, etc.), produciendo moléculas polares
conjugadas como el butadieno, reaccionando estas entre si y creando anillos bencénicos, los cuales se
recombinan para formar los HAPs [107] [105].

Al conjunto de estas reacciones entre los radicales formados mediante la pirosintesis y pirolisis de los
hidrocarburos presentes en el combustible se le denomina mecanismo de abstraccién de hidrégeno — adicién

de acetileno (HACA, Hydrogen Abstraction — Acetylene Addition).
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Figura 13: Formacion de HAP a partir de moléculas complejas mediante pirdlisis [105].
2.5.3. Comparacion de emisiones de HAPs

La mayoria de los autores han observado una disminucién en las emisiones aromdticas y
poliaromaticas cuando se usa biodiésel como combustible [50] [108] [38] aunque se reconoce que hay una
notable dependencia de las condiciones de operacién del motor (carga, ciclo de conduccidn, etc.) [50] [95]. A
pesar de que, algunos autores postulan que estos compuestos pueden formarse en la combustidn (Hansen
KF, 1997), las reducciones observadas son causadas principalmente por la ausencia de moléculas aromaticas
en la composicion propia del biodiésel [38]. De la literatura, Krahl et al [95] concluyé que en general la
concentracion de moléculas aromaticas tiende a disminuir cuando se utiliza biodiésel de raps para todos los
tipos de motores y condiciones de operacidn. Sin embargo, no se ha podido establecer conclusiones para los
compuestos aromaticos en su totalidad, ya que el benceno y compuestos relacionados al benceno (tolueno,
xileno) muestran incrementos ocasionales con el biodiésel. El Handbook de Biodiésel [77] presenta
reducciones en las emisiones de compuestos aromaticos de un 12 a un 29% cuando se emplea una mezcla de
un 20% de biodiésel en un motor Cummins y un motor DDC (Detroit Diésel Corporation), respectivamente.
Estas reducciones alcanzan hasta un 74% y 68%, respectivamente, cuando se utiliza biodiésel puro. Algunos
autores [35] [38] [109] explican que las reducciones de moléculas aromaticas observadas son causadas por un
aumento en la adsorcidn de estos compuestos en el material particulado. Entre estos autores, Kado et al [109]

Probé distintas mezclas de etil ésteres de raps y diésel de petréleo en un motor 5,91 bajo un ciclo EPA
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transciente de trabajo pesado, y probo que las emisiones de moléculas aromaticas, tales como benzo a pireno,
fueron reducidas en la mayoria de los casos, pero fueron altamente afectadas por las condiciones iniciales de
operacion y la presencia de catalizadores oxidantes. La EPA [39] concluyd que algunas emisiones aromaticas,
tales como las de etilbenceno, xileno y naftaleno mostraron reducciones consistentes usando biodiésel,
mientras que otras, tales como las de estireno, benceno y tolueno presentan resultados muy variables, lo que
no les permiten llegar a ninguna conclusion.

Un menor nimero de autores no observaron diferencias significativas en las emisiones de moléculas
aromaticas entre diésel y biodiésel. Este es el caso de Mittelbach y Tritthart [110], quienes analizaron los
mismos diez compuestos como [93] y Turrio-Baldassarri et al. [35] encontrando reducciones significativas solo
en las emisiones de tolueno, pero no en el resto de los analitos. Munack et al. [80] han demostrado, a partir
de sus pruebas en un motor de un solo cilindro de 4.2kW de potencia, que el aumento de la proporcion de
mezclado con biodiésel de aceite de raps incrementa las emisiones de benceno. También llegaron a la
conclusién de que no hay relacion entre el contenido de compuestos aromaticos del combustible y el
contenido de compuestos aromaticos en las emisiones de escape. De la misma manera Ballesteros et al. [94]
encontraron un aumento de benceno, tolueno y xileno en las emisiones de biodiésel de aceites reciclados

cuando lo probaron en un motor de 2,21 kW de potencia.

2.6. Impacto de las emisiones diésel y biodiésel

2.6.1. Toxicidad de emisiones Diésel y Biodiésel

El aumento de la produccién y el consumo de biodiésel han alentado a los investigadores para evaluar
su riesgo y destino en el medio ambiente. Especificamente, los motores de combustion de tipo diésel son un
componente importante de la industria y los sectores de transporte. Sin embargo, existe preocupacion en lo
que respecta al potencial contaminante de las emisiones de escape de estos combustibles y sus efectos
adversos para la salud asociados a la exposicidn al material particulado diésel (DPM) [111].

Durante los ultimos afios, se han hecho grandes esfuerzos para minimizar los riesgos para la salud relacionados
con las emisiones de los motores diésel. Esto incluye una mejor combustién, el reciclaje de los gases escape,
la reduccidn del contenido de azufre y compuestos aromaticos en los combustibles y aceites lubricantes, y la
introduccién de combustibles reformulados, que son combustibles desarrollados para alcanzar emisiones
menores tanto evaporativas como exhaustivas de compuestos reactivos y toxicos en los vehiculos en uso
[112]. Se ha evidenciado que los efectos de biodiésel en las emisiones varian ampliamente, en particular, con
las condiciones de uso, el tipo y edad del motor. La combustion de biodiésel en motores diésel tipicamente
resulta en un aumento de las emisiones de 6xido de nitrégeno. También se ha encontrado que las fracciones
organicas volatiles ligadas al material particulado de diésel son mayores para el biodiésel que para el petréleo
diésel convencional. Esto puede impactar en los efectos biolégicos y la toxicidad de las particulas de escape

producidas con el uso de biodiésel [111].
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2.6.2. Toxicidad y reactividad de los HAPs

Como se ha mencionado en las secciones previas, la importancia del estudio de las emisiones de HAPs
estd en su toxicidad, la cual se cuantifica mediante el Factor de Toxicidad Equivalente (TEF, Toxic Equivalence
Factor). Investigaciones toxicoldgicas han mostrado cémo los HAPs, de forma individual o en mezclas,
presentan potenciales carcinogénicos diferentes dependiendo de las vias de intoxicacion (oral, dérmica o
respiratoria) [113]. El benzo[a]pireno (BaP) es uno de los HAPs con efectos tdxicos mas potentes, por lo cual
es utilizado para comparar el efecto carcinogénico de los HAPs individuales y cuantificarlos mediante un factor
de conversion. Este factor es el TEF [114]. De este modo, se considera el potencial del BaP como 1,
relacionando el valor asociado al resto de compuestos con esta referencia. En la Tabla 4, se muestra el TEF

correspondiente para cada uno de los HAPs estudiados en la presente tesis doctoral.

Tabla 4: Propiedades fisicoquimicas y toxicoldgicas de los 16 EPA-HAPs [113]

Compuesto Nomenclatura TEF PM p (kg/md) Tf (2C) Teb (2C)
(g/mol)
Naftaleno NAP 0,001 128,17 1025 78,2 218
Acenaftileno ACY 0,001 152,19 898 91,8 280
Acenafteno ACE 0,001 154,21 1024 93,4 279
Fluoreno FLU 0,001 166,22 1202 116-117 295
Fenantreno FEN 0,01 178,23 1180 101 332
Antraceno ANT 0,001 178,23 1280 215,8 340
Fluoranteno FLT 0,001 202,26 1252 110,8 375
Pireno PIR 0,001 202,26 1271 145-148 404
Benz[a]antraceno BaA 0,1 228,29 1190 158 438
Criseno CRI 0,01 228,29 1274 254 448
Benzo[b]fluoranteno BbF 0,1 252,31 1286 168 481
Benzo[k]fluoranteno BKF 0,1 252,31 1286 217 480
Benzo[a]pireno BaP 1 252,31 1240 179 495
L’;‘]’;;ZL?"?" IND 0,1 276,33 - 163,6 536
Benzo[ghi]perileno BGP 0,01 276,33 1378 278 500
Dibenz[a,h]antraceno DBA 1 278,35 1232 269,5 524

La IARC [114] también incluye una clasificacion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos segun el potencial
carcinogénico de las sustancias. Asi, clasifica los PAH en 4 de los 5 grupos establecidos, salvo el ACY, que no

se encuentra incluido en ninguno:

e Grupo 1 (carcinogénicos para humanos): BaP.

e Grupo 2A (probablemente carcinogénicos para humanos): DBA.
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e  Grupo 2B (posiblemente carcinogénicos para humanos): NAF, BaA, CRI, BbF, BkF e IND.

e Grupo 3 (no clasificable como carcinogénico para humanos): ACE, FLU, FEN, ANT, FLT, PIR y BGP.

Como puede observarse, existe cierta relacion entre el parametro definido en bibliografia para la medida de
la toxicidad y la clasificacion del potencial carcinogénico establecido por la IARC. Asi, los compuestos cuyo TEF
=1 (BaP y DBA) son los definidos en el primer y segundo grupo, aquellos con TEF = 0.1 se incluyen en el tercer
grupo —junto con el NAF y el CRI —, y el resto en el cuarto grupo (TEF=0.001).

Andlogamente a las emisiones de compuestos carbonilicos, para analizar la toxicidad de una mezcla de
compuestos se definen los siguientes parametros. En primer lugar, la Suma de Equivalencia Carcinogénica
(KEsum, Carcinogenic Equivalence Sum), la cual pondera la fraccion emitida de cada compuesto con su
correspondiente valor de TEF (Ecuacidn 8). En segundo lugar, la emisién de BaP equivalente (BaPeq), la cual

pondera la emisidn en si (en las unidades correspondientes) en lugar de la fraccidn (Ecuacién 9). [115]

Y TEF;xmn,
Ecuacion 9 KE ==
sum Z m,
mgBaP m
Ecuacién 10 BaP,, g—] =), (TEFi —)
KWh Ne

2.6.3. Toxicidad y reactividad de los compuestos carbonilicos

A diferencia de los 16 EPA-HAPs, los cuales se mencionaron en la seccién anterior, y cuya toxicidad
esta directamente cuantificada mediante el factor de toxicidad equivalente (TEF) [114], la toxicidad de los
carbonilos no esta tan claramente definida, sino que se puede analizar a través de diferentes parametros, los
cuales seran descritos a continuacidn. Sin embargo, debido al reciente interés en el analisis de las emisiones
de estos compuestos, es preciso sefialar que no todos los carbonilos estudiados en la presente tesis poseen
una toxicidad cuantificada a través de algun parametro. En los siguientes parrafos, se presenta una

recopilacion sobre dicha toxicidad, segun los estudios de distintas organizaciones e instituciones.

La Oficina de Evaluacion de Peligros para la Salud Ambiental (OEHHA) y la Junta de Recursos del Aire
(ARB) de los Estados Unidos, establece una serie de valores umbrales para la evaluacién del riesgo en la salud
humana de ciertos compuestos, tales como HAPs, Nitro-PAHs, dioxinas, entre otros [116]. Se distinguen dos
tipos de valores dependiendo si los efectos son 0 no son cancerigenos. Para los efectos no cancerigenos, se
definen tres parametros: los Niveles de Referencia de Exposicién (REL) aguda, de 8-horasy crdnica, expresados
en pg m3. Para los efectos cancerigenos, existen dos. El valor de riesgo inhalatorio (IUR), expresado en (ug m’
3), y el Factor Potencial de Cdncer por Inhalacién (ICPF) expresado en mg/kg-dia, cuyos valores derivan del IUR

asumiendo que un receptor pesa 70 kg y respira 20 m3 de aire al dia. Por desgracia, solamente el FOR y el ACE
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estan cuantificados para estos dos parametros (Tabla 5).

4

Tabla 5: Valores de evaluacion de riesgo para la salud aprobados por la OEAHH/ARE. [115]

Carbonilo REL aguda REL 8-horas REL aguda IUR ICPF
(ng/m?) (ng/m?) (ng/m?) (ng/m?) (ng/m?)

FOR 55 g g 6,00E-06 2,10E-02

ACE 470 300 14 2,70E-06 1,00E-10

ACR 2,5 0,7 0,35

MEC 1300

La EPA, en su evaluacidn del riesgo para la salud humana, define otros dos parametros para
cuantificar compuestos de riesgo: los niveles de efecto adverso no observado (NOAEL, No-Observed-Adverse-
Effect Level) y los de efecto adverso mas bajo observado (LOAEL, Lowest-Observed-Adverse-Effect Level) [82].
El primero se define como el mayor nivel de exposicidn en el que no hay incrementos estadistica o
bioldgicamente significativos en la frecuencia o severidad de los efectos adversos entre la poblacién expuesta
y el correspondiente grupo de control. El segundo, por su parte, se define como el menor nivel de exposicidn
en el que se dan dichos incrementos. Sin embargo, las unidades de este parametro no estan definidas, y varian
segun la referencia. Ademas, puesto que los estudios de analisis se realizan atendiendo al efecto que las
emisiones tienen sobre diferentes érganos, variando en gran medida la concentracion o dosis limite entre
referencias. Por estos motivos, este pardmetro no puede utilizarse de forma genérica para describir la

toxicidad de las emisiones de carbonilos en el escape de motor [115].

Finalmente, la EPA afiade mas informacidn al respecto en el programa de niveles directriz de exposicién aguda
(AEGL, Acute Exposure Guideline Levels), el cual pretende describir el riesgo resultante de la exposicidn rara o
de una vez en la vida a compuestos aéreos [117]. El parametro AEGL representa los limites de exposicion
umbral para el publico general y se aplica en periodos de exposicion de emergencia que van desde 10 minutos
a 8 horas. Existen tres valores de AEGL definidos, distinguiéndose segun los grados de severidad de los efectos

toxicos:

e Malestar notable, irritacidn o ciertos efectos asintomaticos no sensorios (AEGL-1).
e Irreversibles u otros efectos adversos duraderos y serios sobre la salud (AEGL-2).

e Muerte o efectos amenazantes a la vida (AEGL-3).
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Tabla 6: Valores AEGL. [115]

arbo 0 A O A O A

FOR 0,9 14 100-35
ACE 45 340-110 1100-260
ACR 0,03 0,44-0,1 6,2-0,27
ACTN 200 9300-950 16000-1700
PRO 45 330-110 1100-260
CRO 0,19 27-0,56 44-1,5
MET 0,2 3,5-1,1 5,9-1,9
MEC 200 4900-1700 10000-2500

Respecto a la reactividad de estos compuestos, ésta se mide mediante la capacidad que tiene para la
formacién de ozono en las capas bajas de la atmésfera, es decir, para producir smog fotoquimico. Para ello se
utiliza el pardmetro Reactividad Maxima Incremental (MIR, Maximum Incremental Reactivity) [115]. El cual
establece la masa de ozono formado en una atmésfera controlada cuando una cantidad determinada de un
compuesto organico volatil (VOC, Volatile Organic Compound) es afiadida a ella. Estos valores MIR se
encuentran definidos por bibliografia para cada uno de los compuestos carbonilicos en este estudio. [118]
Para poder comparar la reactividad de mezclas de gases con diferentes compuestos carbonilicos, se utiliza el
parametro Reactividad Especifica (SR, Specific Reactivity), el cual es una ponderacién de los valores MIR de
cada compuesto presente mezcla, respecto a su porcenaje. Si, por su parte, se tiene en cuenta la propia
definicion de MIR, dicha reactividad se puede expresar en términos de emisidon especifica de ozono

equivalente pasando a denominarse Potencial de Formacion de Ozono (OFP, Ozone Forming Potential) [115]

2.6.4. Estudios toxicolégicos de emisiones Diésel y Biodiésel

La mutagenicidad de alguna sustancia se evalUa tipicamente en ensayos de mutagenicidad bacteriana
o celular. La gran mayoria de los mutagenos son también cancerigenos. Estos estudios de mutagenicidad
indican que las emisiones de petrdleo diésel son mas mutagénicas que aquéllas provenientes de biodiésel.
[119]
Ensayos de mutagenicidad en hepatocitos de ratdon indican que la fraccion orgénica soluble del material
particulado de las emisiones de diésel de petrdleo tiene mas potencial mutagénico que el biodiésel de colza.
Se han encontrado resultados similares mediante el ensayo de Ames usando un cultivo bacteriano. La fraccién
organica soluble de las emisiones diésel, independientemente de las diversas condiciones de combustion del
motor, induce mayor mutagénesis bacteriana en comparacion con biodiésel (colza). También se han realizado
pruebas de incubacion de extractos organicos de emisiones diésel con enzimas hepdticas para evaluar el
efecto purificador de higado y se determiné que, incluso después de la desintoxicacidn, los extractos seguian

siendo mutagénicos [119].



()
EX UMBRA SOLEM
I’ a

Capitulo 2. Marco teérico ’

Al Comparar emisiones de diésel con un alto contenido de azufre, en relacién con aquéllas con bajo
contenido de azufre, el diésel con mas azufre arroja resultados de mutagenicidad mayores,
independientemente de las condiciones de combustidn del motor y la incubacidn con enzimas metabdlicas de
higado [119] En cuanto a la mutagenicidad del biodiésel, se han realizado estudios con extractos de aceites
vegetales quemados incluyendo aceites provenientes de semillas de girasol, semillas de algoddn, soya y mani.
Todos los resultados indicaron que el biodiésel de aceites vegetales es menos mutagénico que el petréleo
diésel [120]. Sin embargo, las recientes regulaciones respecto al contenido de azufre del petréleo diésel han
disminuido los niveles de este elemento. Algunos investigadores han informado de extractos de biodiéseles

mas mutagénicos que los nuevos extractos de combustidn diésel de bajo contenido de azufre [119].

Ciertos extractos de material particulado de emisiones de Biodiésel de soya, canola y sebo de vacuno
se encontraron ser mas mutagénicas que el petréleo certificado Philips [111] [95]. En el mismo estudio se
gueman aceite de colza no metilado junto con ésteres metilicos de colza y se encontrd que las emisiones del
aceite no metilado son mas mutagénicas que las emisiones de los aceites metilados o del petrdleo diésel.
Adicionalmente los componentes de la fase gaseosa se recogieron por enfriamiento y extraccion en solvente.
Los condensados de la fase gaseosa de biodiésel mostraron poca diferencia mutagénica con respecto a las

emisiones generadas por el petréleo diésel. [119]

Los extractos orgdnicos solubles de material particulado de combustibles biodiésel y petréleo diésel
se han utilizado recientemente en ensayos de toxicidad in vitro. La exposicion de cultivos de células epiteliales
de las vias respiratorias humanas a estos extractos de petrdleo diésel y biodiésel (extractos etil y metil de
soya) dieron como resultado una elevada produccion de citoquinas (IL - 6, IL- 8) después de 24 horas de
exposicion [121]. De la misma forma una linea de células epiteliales de pulmén fue expuesta a material
particulado de diésel y biodiésel. En ambos casos se revelaron cambios morfoldgicos celulares. En
comparacion al cultivo control que poseia un 7% de células multinucleadas (células mutadas), aquellas células
expuestas una mezcla de biodiésel de un 80% (B80) incrementaron el porcentaje de células multinucleadas a
un 16%. Una mezcla de B20 (80% diésel de petrdleo) genero una tasa de multinucleacién de un 52%, lo cual

indica que el biodiésel puede generar dafio celular a tejidos pulmonares. [119]

Una alternativa a los ensayos celulares y bacterianos son los estudios de exposicidn animal. Se han
realizado experimentos en ratas, las cuales fueron expuestas durante una hora a diferentes emisiones (MP y
gases); aire puro, emisiones de petrdleo diésel, B50, y B100 (éster etilico de soya), después de la cual se buscd
inflamacion pulmonar. Los resultados indican que la exposicidon directa o crénica al material particulado

genera repuesta inflamatoria en los ratones. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre el
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diésel y el biodiésel [119]. En relacién con estos estudios de exposicion, se puede extender su uso a especies

que permitan controlar y evaluar el impacto toxicolégico de forma in situ. Esto es, el uso de organismos

monitores (Biomonitores) para estimar el riesgo de los contaminantes.

Actualmente se ha mostrado gran interés en el uso de biomonitores para estimar algunos factores

ambientales, entre los que se incluyen la calidad del aire, particularmente en la investigacion de sus efectos

sobre la salud humana. El término biomonitoreo cubre una multitud muy diferentes de muestreos y enfoques

de analisis con diferentes grados de sofisticacion y desarrollo [122].

2.6.5.

Uso de la superficie de las plantas como receptoras de contaminantes, como el uso del perejil para
el plomo y el musgo para hidrocarburos poliaromaticos. Esencialmente la planta es un muestreador
y debe ser colectada y analizada en el laboratorio por medio de métodos clasicos.

Uso de la capacidad de la planta para acumular contaminantes o sus metabolitos en el tejido vegetal,
como en el caso de las agujas del abeto para la determinacién de azufre total y de los pastos para
fluoruros, azufre y algunos metales pesados. Nuevamente el tejido de la planta debera ser colectado
y analizado por métodos clasicos.

Estimacion de los efectos de los contaminantes en el metabolismo o en la informacién genética de
las plantas, como el efecto del ozono en los cloroplastos del abeto. En este caso la coleccion y analisis
requiere de técnicas muy sofisticadas.

Estimacion de los efectos de los gases contaminantes en la apariencia de las plantas, como el efecto
del SOz en los liquenes o el efecto del ozono en las plantas de tabaco y en algunas especies de pinos,
cuyas agujas presentan bandas clordticas cuando estan expuestas a concentraciones episddicas de
ozono. La estimacién puede llevarse a cabo en el campo por expertos y no se necesitan analisis de
laboratorio.

Distribucién y analisis de plantas especificas como indicadores de calidad del aire, como el tipo y
distribucion de liquenes para estimar los efectos fitotdxicos totales de la contaminacién del aire.

El uso de vegetales sensibles a la contaminaciéon como la especie Tradescantia, la cual presenta
cambios morfolégicos cuando es expuesta a agentes genotdxicos como los generados por

contaminacion atmosférica.

Uso del biomonitor Tradescantia para estudios toxicolégicos
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El género Tradescantia, pertenece a la familia de las Commelinaceas con alrededor de 500 especies
diferentes, siendo una planta de clima templado y tropical [123]. Esta planta es un biomonitor bien
documentado y se ha utilizado para la evaluacién toxicoldgica de pesticidas, COVs, HAPs y otros agentes
mutagénicos en diferentes medios. Este biomonitor ofrece una serie de ventajas al momento de realizar los
estudios. Es perenne, es resistente a bajas temperaturas y poca humedad. Ademas, su reproduccion se realiza

mediante esquejes, lo que permite multiplicar su nimero sin mucha dificultad.

Pero una de las ventajas mas significativas de este vegetal, son las caracteristicas genéticas favorables
para su estudio: presenta seis pares de cromosomas grandes, facilmente visibles y casi todas las partes en
desarrollo son utiles para estudios citogenéticos. Ademas, la esterilidad de los clones Tradescantia y la
capacidad de estas plantas para propagacion vegetativa eliminan la variacion procedente de recombinacion
meiotica, asegurando asi, que la uniformidad genética se mantenga (ya que se pierde a través de este

proceso).

Los primeros estudios del genoma de Tradescantia comenzaron con el trabajo de Sax y Edmonds
(1933) con el desarrollo del gametofito masculino de Tradescantia reflexa. Posteriormente se realizaron
observaciones importantes sobre el efecto de los rayos X en micro esporas de esta especie [124]. El creciente
interés durante la década de 1950 sobre las capacidades radiomiméticas (principalmente genotdxica) de las
sustancias quimicas sugirieron la utilizacién de Tradescantia como bioindicador.
Un ensayo de mitosis del tubo polinico fue el primer estudio comparativo de los agentes quimicos simples en
Tradescantia paludosa [125]. En él se usé d6xido de etileno, un mutageno de eficacia conocida, cetena (un
compuesto organico de la forma R2C=C=0, que daba resultados contradictorios) y cloruro de metilo (un
agente alquilante de baja potencia). El ensayo del tubo polinico demostrd su eficacia en la deteccién de
genotoxicidad, diferenciando los compuestos mas activos. Estas primeras investigaciones demostraron ser
utiles para corroborar la sensibilidad de Tradescantia y mostrar su capacidad para diferenciar efectos de
diferentes mutagenos, lo que derivd en la diversificacion de los ensayos utilizando Tradescantia. Hasta que en
1978, Ma y colaboradores disefiaron el ensayo de Micronucleos en tétradas (Trad-MCN) para mutagénesis
ambiental, en el que se evalua la produccion de micronucleos en células madre de polen. Para esa fecha el
ensayo de pelos estaminales, Trad-SH ya se encontraba ampliamente utilizado como método de evaluacidn
de mutagénesis radiobioldgica y quimica [126] [127]. Estos dos ensayos son, hasta la actualidad, los mas

empleados para la evaluacion genotéxica con Tradescantia.

La mayoria de los estudios de pelos estaminales, se han realizado utilizando el clon de Tradescantia 4430, y
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los clones KU (provenientes de la Universidad de Kioto). El clon KU-20 es un triploide de 18 cromosomas, de
origen desconocido, que probablemente sea un hibrido. Posee una flor de color azul dominante sobre rosado.
Cada inflorescencia esta compuesta por alrededor de 50 brotes, que entregan alrededor de 1 a 2 flores diarias.

Cada flor posee seis estambres con alrededor de 65 pelos estaminales [128].

La especie Tradescantia mas frecuentemente utilizada para llevar a cabo el ensayo Trad-MCN es
Tradescantia pallida var. purpurea. Esta es una planta herbacea de pequeio tamano (llegando a una altura
maxima de 25 cm) que es originaria de América del Norte, Latina y Central (México y Honduras) [129]. Dos
grandes bracteas en forma de canoas protegen la inflorescencia, que presenta flores de color rosa [130].
Basados en estas caracteristicas, los bioensayos en Tradescantia consisten en el sometimiento de la planta a
condiciones controladas de estrés, para luego observar los cambios morfolégicos que se generan, utilizando
controles negativos y positivos del contaminante a monitorear [131]. A continuacién, se describen los dos

ensayos mas utilizados para evaluar la toxicidad ambiental.

2.6.6. Ensayos de microntcleos TRAD-MCN.

Los micronucleos son cuerpos citoplasmaticos, que corresponden a material genético no incorporado
correctamente a las células hijas durante la division celular. Muchos agentes quimicos tales como los
hidrocarburos aromaticos policiclicos son capaces de generar dafio cromosémico debido a la formacién de
especies reactivas de oxigeno, las cuales son altamente oxidativas y reaccionan con diversas biomoléculas
como el ADN. Cuando estas moléculas oxidantes alcanzan el genoma, pueden generar mutaciones puntuales,

cross-links, o quiebres de la hebra de ADN [132]

El primer mecanismo descrito sobre la formacién de micronucleos se desprendié de un experimento realizado
en 1977 por Heddle y Carrano. Los autores encontraron evidencia que después de la exposicidn de las células
a radiaciones ionizantes, las células presentaban microntcleos. Teniendo en cuenta que la radiacién ionizante
genera roturas en el ADN, se determind que los microntcleos originados contenian fragmentos cromosdmicos

de tipo acéntrico derivados de roturas no reparadas (Figura 14B).

Tiempo después, se observé que los micronucleos contenian cromosomas enteros producto de una mala
segregacion durante la mitosis (Figura 14A). Finalmente, los micronucleos también pueden contener dobles
diminutos (DM). Estos corresponden a pequefios fragmentos cromosdmicos circulares a los que les falta un
centrémero activo y los teldmeros, estos poseen genes altamente amplificados, los cuales pueden poseer
genes cancerigenos (Figura 14C). Pero su caracteristica principal es que contienen genes altamente

amplificados, que a menudo estan relacionados con fenotipos cancerigenos.

También se ha sugerido que la presencia de micronucleos y otras anomalias nucleares de tipo



() -
EX UMBRA SOLEM
G a

] . ®
Capitulo 2. Marco tedrico ’ DOCTORADO
CONJUNTO QUIMICA

morfoldgico estan estrechamente ligadas a las aberraciones generadas como consecuencia de los ciclos de
rotura, fusidn y puente (BFB, breakage-fusion-bridge). Estos ciclos comienzan cuando, ante la presencia de
roturas de la cadena del ADN y/o del acortamiento de los extremos cromosémicos (telémeros), los
mecanismos de reparacion del ADN fallan y se producen fusiones incorrectas entre cromosomas. Estas
fusiones favorecen la aparicion, durante la division celular, de unas estructuras llamadas puentes anafasicos.
Estos puentes se pueden romper y generar otras roturas que, de nuevo, pueden desembocar en la formacion
de puentes (Figura 14D). De esta manera la célula entra en un ciclo persistente de BFB, el que actualmente

esta considerado como una de las causas principales de inestabilidad cromosdmica en cancer [133].
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Figura 14 : Mecanismos de formacion de microntcleos: (A) formacion de microntcleos por mala segregacion.
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(B) Formacion de microntcleos por actividad clastogénica. (C): Formacion de micronucleos por perdida de DM

extracromosomales (D) Formacién microntcleos por ciclos de rotura, fusion y puente [133].

La formacion de micronucleos es observable y cuantificable, es por ello por lo que han sido
utilizados ampliamente como método para evaluar inestabilidad cromosémica. La formacion de
micronucleos en especies como Tradescantia pallida var. purpurea, ante la exposicion de

contaminantes, es proporcional a la concentracién del agente genotoxico.
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Figura 15: (A) Tétradas de Tradescantia pallida var. purpurea sin microndcleos. (B, C) Tétradas de
Tradescantia pallida var. purpurea con Microntucleos [134].

4.7.1.2 Ventajas y desventajas de Trad-MCN

Trad-MCN es una prueba rdpida, sencilla y de bajo costo que genera resultados confiables. Los
micronucleos son observados bajo un microscopio éptico y se identifican facilmente. Las plantas son faciles
de cultivar, ocupan poco espacio y se desarrollan de manera satisfactoria durante todo el afo, ya sea al aire
libre en climas calidos o en invernaderos. El ensayo se considera que es versatil, ya que permite realizar
evaluaciones genotodxicas sobre los contaminantes tanto “in situ” como en un laboratorio, ademas de ser
sensible a los contaminantes de naturaleza gaseosa, liquida y radiactiva, permitiendo asi la vigilancia bioldgica
de la tierra, el agua y la atmésfera. Por estas caracteristicas el Programa Internacional en Seguridad Quimica
(IPCS) ha catalogado su uso como “una manera eficiente, confiable y rapida” para la evaluacion de ambientes

genotoxicos. [135].

Una ventaja importante de este ensayo es que los cromosomas meidticos son mas sensibles a
mutagenos que los de cromosomas mitéticos, ya que el proceso de meiosis posee un mayor nimero de
separaciones incrementando la exposicidon del ADN, lo que genera una mayor sensibilidad ante los agentes
genotoxicos. Ademas, las inflorescencias de Tradescantia se pueden almacenar durante largos periodos para

su observacion citoldgica posterior [135].

Sin embargo, la principal limitacién del ensayo Trad-MCN es que el recuento de los microntcleos
constituye una subestimacién de la incidencia real de dafio genético, dado que el reordenamiento de los
cromosomas (translocaciones, inversiones, etc.) no son detectados. Ademas, debido a que la prueba es
altamente sensible, se requiere especial cuidado para asegurar que la frecuencia de micronucleos no sea
alterada por la accidn de agentes distintos de los investigados. La frecuencia de micronucleos sufre variaciones

dependiendo de las condiciones climaticas y por ello los efectos mutagenos observados a través de la prueba
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no se pueden asociar directamente con carcinogenicidad. Es por ello por lo que durante los ensayos se
requiere un control positivo con un mutageno conocido como Hidrazida maléica (HM) o etil metilsulfonato

(EMS), y uno negativo considerado como blanco experimental [135].

Las plantas Tradescantia se han expuesto a diferentes contaminantes atmosféricos como NO2, SOz, y
03, asi como acido hidrazoico gaseoso (HNs) y el etil metilsulfonato (EMS). Se ha demostrado que el ensayo
de Trad-MCN ha permitido detectar niveles de ozono tan bajos como 100 ppb. Entre las respuestas positivas
que ha presentado este ensayo, se han encontrado respuestas frente a varios contaminantes atmosféricos
como el humo del tabaco, p- diclorobenceno (bolas de naftalina) y otros insecticidas de uso residencial. se ha

observado respuestas mutagénicas frente a los gases de escape diésel [135].

El biomonitoreo con Trad-MCN ha sido utilizado para el estudio del efecto mutagénico de las
fracciones solubles de PM1o atmosférico, donde Tradescantia pallida var. purpurea demostré ser sensible al
efecto genotdxico del material particulado atmosférico. [136] [137]. También se han realizado ensayos in-situ
con Tradescantia pallida var. purptrea en jardines de la ciudad de Sao Paulo, donde se concluyé que el uso
de este biomonitor ha demostrado ser una importante herramienta para la deteccion del potencial genotdxico

de la contaminacidn atmosférica urbana. [138]
2.6.7. Ensayos de pelos estaminales (TRAD-SH)

Asi como el dafio genético puede derivar en la formacidn de dafio cromosdmico, también es capaz
de provocar cambios en los genes que definen alguna caracteristica visible [139]. El ensayo de mutacién de
pelos estaminales (Trad-SH) es un ensayo de mutacién puntual (mitosis) en el que la expresion del caracter
azul heterocigoto dominante de las células ciliadas del estambre se suprime, resultando en la aparicién del
color rosa recesivo (Figura. 16) [138].

Los primeros estudios con estos sistemas se centraron en la evaluaciéon de los efectos genotdxicos y
citotdxicos de la radiacion ionizante usando los pelos estaminales como un organismo sustituto de los cultivos
microbianos. En este tipo de ensayo, se considera que el crecimiento completo del pelo estaminal es
equivalente a la formacién de colonias y que un retraso en el crecimiento es andlogo a cultivos de células que
no se desarrollaron, producto de acontecimientos graves, muy nocivos o letales. Ademas de la mutacion
(cambio de color) que se utiliza como un punto final, cambios genotdxicos como la expresién de células
gigantes, dobles o células de trillizos, ramificacion del pelo estaminal y otras anomalias de crecimiento se

consideran como indicadores de genotoxicidad [140].
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Figura 16: Clon de Tradescantia KU-20 e imagen de una mutacién en un pelo estaminal (célula rosada)
(Cortesia del Centro de Tecnologias Ambientales, CETAM, UTFSM)

La base genética para la expresion de células de color en los pelos estaminales se establecié por
medio de la prueba de los cruces reciprocos, de esta manera se determind que la pigmentacion rosa depende
de un par de alelos de un Unico “loci”, con el azul como color dominante al rosa. La mutacién del color, asi
como la pérdida de la integridad reproductiva en los pelos estaminales de varias especies e hibridos de
Tradescantia, permitieron su uso para la evaluacion genotdxica de rayos X y neutrones [135]. Debido a estas
caracteristicas, el ensayo de Trad-SH es considerado uno de los ensayos mas viables para detectar mutaciones
que ocurran ya sea de forma espontanea o inducida por bajas concentraciones de agentes toéxicos. La utilidad

de este ensayo ha sido probada en experimentos ambientales y de laboratorio [135].

Como se ha mencionado anteriormente, la atmdsfera de areas urbanas se encuentra contaminadas
por compuestos toxicos provenientes de fuentes estacionarias y moviles, principalmente por la combustidn
de combustibles fésiles. Los efectos de la polucidon urbana han sido extensamente evaluados mediante el
biomonitoreo con plantas y el ensayo de Trad-SH ha sido una buena opcidén para determinar riesgos
mutagénicos en ambientes contaminados [135]. En la década de los noventa, en clon de Tradescantia BNL
4430, se utilizé para evaluar las condiciones atmosféricas de la ciudad de Sao Paulo. Sin embargo, el uso del
clon KU-20 ha sido una mejor alternativa como biosensor urbano para ensayos de toxicidad en comparacion
al clon BNL 4430 [135]. Guimardes y col. observaron que mutaciones en los pelos estaminales se incrementan
rapida y significativamente cuando las inflorescencias son expuestas a atmdsferas de ambientes
contaminados. También se observd que, independientemente de que las muestras que estén siendo
cultivadas in situ o en un lugar no contaminado, el clon KU-20 no presentd ningun tipo de adaptacién al
entorno urbano que podria reducir las respuestas mutagénicas. Por lo tanto, el ensayo Trad-SH con el clon
KU-20 resultd ser mas ventajoso que el ensayo de micronucleos (Trad-MCN) con Tradescantia pallida var.

purpurea, que se vuelve menos sensible cuando se cultiva en lugares contaminados [138] [141].
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3. Metodologia de analisis

En este capitulo se describen las instalaciones y los equipos empleados durante la realizacién de los
ensayos experimentales necesarios para la presente tesis doctoral, asi como las modificaciones que se han
realizado para optimizar su funcionalidad. La medicién de emisiones vehiculares se realizé en el Laboratorio
de Energias Renovables (LER) de la Universidad Técnica Federico Santa Maria, ubicado en la Sede José Miguel
Carrera, en Vifia del Mar. Los ensayos se desarrollaron utilizando un vehiculo diésel de carga mediana,
especificamente una camioneta Mitsubishi Katana L-200 del afio 2014 (Figura 17). Este vehiculo fue
alimentado con una serie de mezclas de biocombustibles (biodiésel) con petréleo diésel base, el cual también
fue utilizado como referencia, para la determinacién de contaminantes criterio (CO, CO2, NOx, MP1g, MP2s,
SOz e Hidrocarburos Totales), Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs), Compuestos Organicos Volatiles
(COVs), Carbonilos (Aldehidos y Cetonas), y analisis de la distribucién del material particulado por tamafio.

(EPA, 2002). A continuacidn, se ilustra un esquema de las instalaciones experimentales del LER.

9) Equipos en

3) Tunel de dilucién
C.ontrol de ) tiempo real
ciclo NEDC

2) Sistema de
ventilacidon

. 4) Speciation
) Sampler
1) Freno dinamométrico 8) Biotox P

balanza

7) Alimentacion de _
diésel/biodiésel =

= [ Her co, E

= NOX
6) Recoleccion - '
de datos
Bolsas
Tedlar CVS

[
5) Banco analizador Pierburg

Figura 17: Esquema de las estaciones experimentales para la generacion y toma de muestras vehiculares.
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En el esquema anterior se resaltan los siguientes componentes: (1) freno dinamométrico y vehiculo
experimental. (2) Sistema de ventilacidn y control del freno dinamométrico. (3) Tunel de dilucién. (4) Sistema
de recoleccion de particulas. (5) Mddulos analizadores Pierburg; CO2, NOx, Hidrocarburos totales (HCT) y
control de flujo del CVS. (6) Sistema de recoleccién de datos. (7) Sistema de alimentacion del vehiculo. (8)
Sistema BioToxMonitor. (9) Equipos en tiempo real; Espectrometro laser de particulas (GRIMM), gases (Testo-
350 XL) y microetalémetro (Black Carbon). El detalle del vehiculo de prueba, analizadores, el montaje y la

toma de muestras se comentas en las secciones siguientes.

3.1.Vehiculo de pruebas

El vehiculo utilizado para las pruebas fue una Camioneta Mitsubishi Katana L200 doble cabina 4WD Turbo

diésel. Las especificaciones técnicas se presentan en la siguiente tabla.

7

Tabla 7: Especificaciones técnicas del vehiculo

Modelo L200 Katana CRM
Aho 2014
Normativa de gases Euro V
Dimensiones y pesos

Longitud total [mm] 5185
Ancho total [mm] 1750
Altura total [mm)] 1775
Distancia entre ejes [mm] 3000
Vias delanteras [mm] 1505
Vias traseras [mm)] 1500
Altura libre minima [mm] 200
Peso en vacio [kg] 1870
Peso maximo autorizado [kg] 2850
Prestaciones

Aceleracién 0-100 km/h (s) 15
Velocidad maxima (km/h) 167
Consumo de combustible (/100 km)

Urbano 9.2
Extraurbano 7.2
Combinado 7.9
Emisiones de CO2 (g/km)

Urbano 242
Extraurbano 189
Combinado 208
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Motor

Tipo (Denominacion)

4 cilindros en linea de 16 valvulas DOHC

Intercooler y tubo de geometria fija (4D56)

Cilindrada (cm3) 2477

Relacion de compresion 16,5:1

Diametro x carrera (mm) 91,1x95

Potencia maxima [kW (CV)/rpm] 100 (136)/4000

Par maximo [Nm (kg)/rpm] 314 (32)/2000
Combustible

Tipo Diésel

Inyeccion de combustible DI-D Inyeccién directa, Common Rail
Frenos

Delanteros Discos ventilados de 294 mm
Traseros Tambores de 11,6'
Transmision Manual de 5 velocidades
Traccion 4WD con sistema Easy Select
Neumaticos

Tamano (delanteros y traseros) 205/80 R16

Presion sin carga (delanteros y traseros) [psi] 32

Otra mejora interna del motor para reducir las emisiones contaminantes es la instalacion de un
sistema de recirculacion de gases de escape (EGR). La EGR proporciona una reduccion de NOX, cuya formacién
es favorable cuando la temperatura aumenta en la cdmara de combustién (> 1400 ° C). El EGR hace recircular
los gases de escape en la valvula de entrada. Este proceso ralentiza y enfria el proceso de combustién por
varios cientos de grados, reduciendo la formacién de NOx. La consecuencia de la EGR es un aumento de la
capacidad de calor especifico del aire de admisién y de escape, lo que disminuye el contenido de oxigeno y
por lo tanto la temperatura en la cdmara de combustién. La desventaja de este método es que el déficit de

oxigeno en el aire de entrada intensifica la formacion de material particulado.

Algunas de las caracteristicas de postratamiento mas relevantes de este modelo son: El sistema de
alimentacidn Diésel DI -D "Common Rail”, el cual consiste en un sistema de inyeccién de combustible a alta
presion. La alta presidon de inyeccion permite una mejor pulverizacion del combustible, lo que provoca un
proceso de combustién mds homogénea. Ademds, posee una valvula magnética de conmutacion rapida que
permite multiples inyecciones, lo que se traduce en una libre configuracidn de la inyeccidn con una variacion
de pre-, media- y post- inyeccién y por lo tanto una optimizacion de la reduccion de emisiones [15].

El modelo Mitsubishi L200 posee tratamiento de los gases de escape mediante un sistema de filtro de
particulas diésel (DPF). Los sistemas de filtro de particulas diésel clasicos recogen las particulas de la fase
gaseosa, los cuales se eliminan después por tratamiento térmico (regeneracion) del cuerpo del filtro [142]. El

método convencional para la eliminacidn de particulas diésel de los gases de escape es el proceso de filtracion
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superficial, también Ilamada torta de filtracion. Los gases de escape fluyen a través de una membrana porosa
donde las particulas se depositan y acumulan actuando asi mismas como un filtro. Debido al aumento del
espesor de la capa de particulas el flujo de gas se ve afectado, provocando un aumento de la contrapresion la
cual se utiliza como punto de control para iniciar el proceso de regeneracidn.

Durante los analisis de material particulado, ya sea en tiempo real o mediante el uso de filtros para retener
las particulas, se decidio realizar la remocion del sistema DPF (Diésel Particle Filter) de postratamiento de
particulas con el fin de hacer el analisis de particulas “rio arriba”. Este sistema normalmente genera un filtrado
de las particulas en los gases de escape, reteniéndolos y eliminandolos por pirdlisis en el mismos DPF. Como
se puede observar en la Figura 18, el sistema DPF fue sustituido y en su lugar se dispuso una conexién simple
de otro vehiculo Mitsubishi. El vehiculo también cuenta con un sistema catalizador oxidante (2 vias) el cual es
capaz de reducir gran parte del CO y THC por medio de una reaccion catalitica en una superficie porosa en

presencia de rodio y/o paladio [15].

Figura 18: Modificacion del sistema DPF para el muestreo de material particulado vehicular.

3.2.Montaje experimental en freno dinamométrico.

Para la realizacion de la combustion de manera controlada y reproducible, las pruebas con el vehiculo se
realizaron en un banco de ensayo de potencia marca MAHA, modelo FPS 2700, ubicado en el Laboratorio de
Energias Renovables (LER) de la Sede de Vifia del Mar de la UTFSM, en donde se midieron los parametros
técnico-mecanicos de combustion del motor, el cual fue controlado en forma electrénica y automatica. Las

caracteristicas del banco de ensayos se describen en la siguiente tabla:
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Tabla 8: Datos técnicos de banco de ensayo de potencia MAHA FPS 2700

Caracteristicas Unidades

Carga Axial 2700 kg
Ancho de via 736 mm - 2438 mm
Diametro minimo de rueda para prueba 330 mm
Diametro de rodillo 217 mm
Velocidad de prueba max. 200 km/h
Potencia de rueda max. 260 kw
Fuerza de traccion max. 6000 N
Precision de medicion de la potencia del neumatico

(del valor de medicién) +/- 3%
Funcionamiento en traccion (aceleracion) 2700 kg
Sentido de circulacién Unico (eine)
Fusible gG 20 A
Alimentacion de corriente 1/N/PE 230V 50 Hz
Dimensiones juego de rodillos (La x An x Al) 3539 mm x 930 mm x 725 mm
Aire comprimido de barrera elevadora 6 bar - 10 bar
Peso 1250 kg

El vehiculo se puso en marcha de acuerdo con el Nuevo Ciclo de Conduccidn Europeo (New European
Driving Cycle, NEDC), el cual fue presentado en la seccién 2.4 de la presente tesis (Figura 3). Esta prueba
consiste en cuatro ciclos de conducciéon urbanos repetidos y un ciclo de conduccidén extraurbano (en
carretera). Esta es una prueba disefiada para evaluar objetivamente el impacto medioambiental de los
automoviles, las cuales se basan en la legislacion europea sobre emisiones y sus procedimientos y parametros
cubren un amplio abanico de la conduccién real en Europa [143]. El ciclo NEDC comprende una distancia de
11.017 km, tiene una duracién de 1180 segundos con una velocidad promedio de 33.6 km/h. [21] el cual fue

realizado en triplicado para cada mezcla de biodiésel.
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Figura 19: (A) Freno dinamométrico y ventilador de refrigeracion. (B) Mitsubishi Katana montada sobre el

freno dinamométrico.

3.2.1. Configuracion del ensayo:

La camioneta se monta sobre el banco de ensayo de potencia MAHA FPS 2700, ubicando las ruedas traseras

sobre los rodillos del banco. El tubo de escape de la camioneta se conecta a un flexible metalico de acero

inoxidable que conduce los gases de escape hacia el sistema de tunel dilutor.

Figura 20: (A) conexion flexible del tubo de escape. (B) cafieria de acero inoxidable unida al tinel de dilucion.

El sistema de tunel dilutor consiste en un ducto de acero inoxidable conectado a una bomba de muestreo
constante (CVS, Constant Volumen Sampler) que genera fuerza de succiéon permitiendo el ingreso tanto la
muestra procedente del tubo de escape, asi como aire ambiente, previamente filtrado de particulas e
hidrocarburos, permitiendo la formacién de una mezcla dentro del tunel. Este proceso se esquematiza en la

Figura 21.
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Figura 21: Esquema del tunel dilutor. La muestra ingresa por la parte inferior del tunel, mezcldndose con el
aire ambiente filtrado del exterior, generando la mezcla en el ducto principal. La muestra se recolecta en el

cabezal del tunel.

El factor de diluciéon se genera en base a las revoluciones del motor de la bomba de desplazamiento positivo
segln se observa en la Tabla 9. El propdsito de generar una dilucion de las emisiones de escape es
principalmente generar condiciones de inmisidn de los contaminantes, es decir, tratar de generar
concentraciones cercanas a las presentes en el medioambiente. Adicionalmente la dilucién genera un
enfriamiento de los gases de escape evitando dafios por temperatura y saturacion en los sensores de los
equipos. El tunel se encuentra conectado a la bomba de desplazamiento positivo (CVS) por una manguera
recubierta internamente con teflon (Figura 21), este sistema permite ajustar la dilucion en base a las
revoluciones del motor de la bomba. Durante el ciclo NEDC se mantuvo una frecuencia de 1000 rpm en la fase
urbana y 1400 en la extraurbana. El cabezal del tunel también cuenta con una serie de sondas para la
determinacién de hidrocarburos, gases de combustidn y material particulado total (PTS). Adicionalmente se
adaptaron puntos de toma de muestra para los equipos portatiles (Testo 350XL, Espectrémetro de laser para

particulas, microetaldmetro, y la cdmara BioToxMonitor).
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Tabla 9: Velocidades de operacion del constant volumen sampler, (CVS).

500 2,48 4,58

750 3,69 8,02
1000 5,08 10,62
1400 7,05 14,39
1800 9,08 18,50
2000 10,11 20,56

3.3.Preparacion de mezclas de Biocombustibles

Las mezclas de biodiésel que se evaluaron son; B5 (5% v/v biodiésel —95% v/v petréleo diésel base) debido
a que es la mezcla maxima permitida por la regulacion Chilena; B20 (20% v/v biodiésel — 80% v/v petrdleo
diésel base) que es la mas utilizada en los paises desarrollados y B80 (80% biodiésel-20% petrdleo diésel base)
considerado como una mezcla del biocombustible lo mds cercana posible al 100% de biodiésel, ya que el
motor diésel requiere modificaciones especiales para operar con biodiésel en un 100%. El diésel base (tipo
A1) fue usado como referencia para contrastar las diferencias de las emisiones de biodiésel, denominado B0
(0% v/v biodiésel — 100% v/v petréleo diésel base). Los biocombustibles utilizados corresponden a biodiésel
elaborado a partir de aceites grasa animal, aceite de soya y aceite de palma. Durante los ensayos se realizo la
medicién de la densidad del combustible y el peso del combustible consumido proveniente desde un sistema

de alimentacion externo (Figura 22A).

Figura 22: (A) Medicion de la densidad de la mezcla de biocombustibles. (B) Sistema de alimentacion externa

de combustible.
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3.4.Toma de muestras

La toma de muestras gaseosas se realizé de manera controlada en laboratorio de energias renovables
(LER) utilizando un banco analizador de emisiones utilizado para la certificacién de vehiculos motorizados
idéntico al usado en el Centro de Control y Certificacién Vehicular (3CV), dependiente del Ministerio de
Transporte y Telecomunicaciones (Marca Pierburg modelos AMA 2000C, Austria). Este banco de analizadores
se encuentra conectado al tunel de dilucién por sondas ubicadas en el cabezal del mismo tunel (Figura 23).
Previo a cualquier experimento, todos los equipos en tiempo real pasan por una breve calibracion y medicion
de linea base para descartar cualquier tipo de anomalia durante el ensayo, también el vehiculo pasa por un
ciclo de conduccion como proceso de precalentamiento para poder reducir el efecto de la partida en frio y
disminuir el sesgo generado por este efecto. En las secciones siguientes se daran mds detalles de cada
analizador y equipos de medicion. Los protocolos de ensayos y analisis de emisiones y potencial energético
desarrollados al proyecto FONDEF D09-111070 y, por ende, asociado a la presente tesis de doctorado, se

encuentran inscritos en la DIBAM (Registro Nr. 244.899 del 29/8/2014).

Figura 23: (A) Bomba de desplazamiento positivo y sus sondas marcadas en rojo. (B) Manguera de conexion

al CVS (azul) y sondas de PTS e hidrocarburos (verde).
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3.4.1. Hidrocarburos Totales

La sonda de hidrocarburos totales (HC) recolecta una fraccién de la muestra diluida en el tunel,
transportandola a través de una linea termostatizada hacia un detector de ionizacién de llama (FID) (Figura
24 A). En este tipo de detectores el gas de muestra se introduce en una llama de hidrégeno/helio dentro del
FID. Cualquier hidrocarburo presente en la muestra producira iones cuando ingrese a la llama. Los iones se
detectan en el FID por medio de un electrodo con una alta tensidn de voltaje. La corriente eléctrica a través

de este detector es por lo tanto proporcional a la velocidad de ionizacidon que a su vez depende de la

concentracion de HC presente en la muestra.

Figura 24: (A) Banco de analizadores Pierburg AMA 2000C. (B) Sistema de recoleccidn de datos.

La calibracion del equipamiento FID se realiza mediante la fijacién del voltaje, haciendo uso de un
baldén de aire puro (AGA) para fijar el valor cero y un balén de propano con concentracion conocida (33 ppm
de propano en N2) denominado gas “span”. Estos gases se utilizan para realizar una curva de calibrado con la
ayuda de un dilutor portétil que permite realizar mezclas de propano/aire en diferentes proporciones e
introducirlas en el FID, con los cuales se establece los valores de referencia para la muestra. Los resultados de
voltaje a lo largo del ensayo son recogidas en un computador con un sistema data loger (Figura 24 B), los
cuales son trabajados en planilla Excel y calculados como emisiones de Hidrocarburos (ppm). Fue necesario
realizar el registro de los datos de manera externa, ya que el sistema Pierburg no permite calibrar y medir,
por si mismo niveles de THC tan bajos, por ello se hizo esta modificacién. Las férmulas, célculos y analisis

estadistico para la determinacion de los factores de emision son presentados en el capitulo 4.
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3.4.2. Gases de combustion (CO, 02, CO2, NOx)

El andlisis de los gases de emisidon de norma, exceptuando los hidrocarburos totales, se realizaron
mediante el uso del dispositivo TESTO 350 XL portable emission analyzer, el cual es un analizador en tiempo
real portatil usado para la medicién de gases de combustidén mediante sensores electroquimicos entregando
valores con los siguientes parametros de precision.

Tabla 10: Cifras de mérito del equipo TESTO 350-XL para la medicion de gases de combustion.

Analito Parametros de analisis

Oxigeno

Tipo de sensor (Sensor electroquimico “Fuel Cell”)
Rango: 0 a 21% vol.

Resolucion: 0.1% vol.

Precision: 2% en m.v

Monodxido de Carbono
(co)

Tipo de sensor (Sensor electroquimico potenciométrico)

Rango: 0 a 10.000 ppm.

Resolucion: 1ppm.

Precision: 5ppm (0 - 99ppm), 5% m.v (100 — 2.000ppm), 10% m.v
(2.001 -10)

Mondxido de Nitrégeno
(NO)

Tipo de sensor (Sensor electroquimico potenciométrico)

Rango: 0 a 3.000 ppm

Resolucion: 1ppm.

Precision: 5ppm (0 - 99ppm), 5% m.v (100 — 2.000ppm), 10% m.v
(2,001 - 10,000ppm)

Didxido de Nitrégeno
(NO2)

Tipo de sensor (Sensor electroquimico potenciométrico)
Rango: 0 a 500

Resolucién: 0.1ppm

Precision: 5ppm (0 - 99ppm), 5% m.v (100 - 500ppm)

Didxido de Azufre (SO)

Tipo de sensor (Sensor electroquimico potenciométrico)
Rango: 0 a 500ppm

Resolucion: 0.1ppm

Precision: 5ppm (0 - 99ppm), 5% m.v (100 - 500ppm)

Temperatura

Tipo de sensor: Termopar
Rango: -40°C a +1,200°C
Precisién: 0.5°C (-40°C to +99°C), 0.5% m.v (+100°C to +1,200°C)

Didxido de Carbono
(CO2)

Tipo de sensor: Infrarojo no dispersivo (NDIR)
Rango: 0 a CO2 max vol %
Resolucién: 0.1% vol
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e Precision: Calculada a partir del Oxigeno

La sonda del equipo TESTO se conectd a través de una abertura en el cabezal del tunel de diluciéon de manera
directa como se ilustra en la Figura 25. Los datos se transfieren directamente a un laptop en el cual se registran

las emisiones en ppm cada 6 segundos durante los 20 minutos de cada ciclo de conduccidn.

Figura 25: Posicion del equipo de andlisis de gases de combustion TESTO- 350 XL. La flecha roja indica la
posicion de la sonda de muestreo.
Las férmulas, calculos y analisis estadistico para la determinacion de los factores de emision son presentados

en el capitulo 5.

3.4.3. Anadlisis de Material Particulado

El material particulado emitido por el vehiculo fue determinado a través del espectrometro laser
portatil de aerosoles marca GRIMM. Este dispositivo posee una sonda que ingresa dentro del tunel de dilucion
donde permite la determinacién en tiempo real de la concentracion de material particulado grueso (PMuo),
fino (PM2;5) y ultrafino (PM 25). Las masas de PM se determinan en un rango de tamafio de 0,25 a 32 um en

31 canales de tamaiio (Figura 26).
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Figura 26: (A) Espectrometro portdtil de aerosoles GRIMM (modelo EDM 107). (B) Posicion de muestreo del
dispositivo GRIMM en el tunel de dilucion. En la imagen se muestra el computador portdtil para la recoleccion

de datos.

De manera adicional se realizé el andlisis por gravimetria del material particulado total (PTS) y del
PMz,s mediante el uso de filtros de particulas de cuarzo los cuales se encuentran conectados al tunel de
dilucion mediante un sistema de bombas. En el caso del PTS, la bomba que genera la succion corresponde a
una bomba interna dentro de los mdédulos Pierburg, mientras que para el uso de los cartridges de PMzs se
usaron los cartridges de muestreo Organic ChemComb Cartridge los cuales fueron conectados a un sistema
de bombas que pertenecen al equipo “speciation sampler” (Partisol ™ 2300). Ambos cartridges se ilustran en

la Figura 27.

Figura 27: (A) Cartridges de muestreo para material particulado total (PTS, Particulate Total Sampler) (B)
Sistema de cartridges ChemComb ©®
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Una vez obtenidos los filtros impactados de ambos sistemas, éstos se pesan para obtener el peso del material
particulado total (PTS) y material particulado 2.5 (PMz2.s). Posteriormente los filtros son almacenados en frio
(-4°C) para posterior analisis de hidrocarburos aromaticos policiclicos segun lo que se estipula en el apartado
7.4.1 de la presente tesis. Las férmulas, calculos y analisis estadistico para la determinacion de los factores de

emisidn son presentados en el capitulo 4.
3.4.4. Black Carbon

De manera complementaria al analisis de material particulado se realizé el analisis de “Black Carbon”
el cual corresponde a un componente del material particulado fino (< 2,5 um de didmetro aerodindmico) de
relevancia atmosférica debido a su capacidad de absorber energia provocando un forzamiento climatico. Para
el andlisis de este elemento se utilizé un microetalémetro (MicroAeth® Modelo AE51, U.S.A) el cual analiza en
tiempo real la concentracion de “black carbon” en el aire, mediante la medicién de la tOasa de cambio en la
absorcidén de la luz transmitida en un filtro interno donde se deposita el aerosol. La medicidn se realiza a 880
nm, la cual se interpreta como concentracion de Negro de Carbono ('BC'). Para este estudio de emisiones, se
dispuso una sonda de BC en el cabezal del tune de dilucidn como se ilustra en la Figura 28. Los datos se
recolectaron cada 10 segundos en un periodo de 20 minutos (duracidén del NEDC), almacenandose en un

computador portatil al final de cada prueba.

Figura 28: Microetalometro (microAeth® Modelo AE51) dispuesto en el cabezal del tunel de dilucion. La flecha

roja indica la sonda por la cual se recolecta la-muestra.

Las férmulas, calculos y analisis estadistico para la determinacion de los factores de emision son presentados

en el capitulo 4.
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3.4.5. Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs).

El andlisis de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos se realizé a partir de la extraccién desde los filtros
ubicados dentro de los cartridges de muestreo Organic ChemComb Cartridges como se ilustra en la Figura 29.
Estos cartridges poseen dos tipos de filtros: filtros de cuarzo para la especiacién de los HAPs asociados al PMz,s
y filtros de espuma de poliuretano (PUFs) para retener aquellos HAPs asociados a la fase gaseosa. En los filtros
de cuarzo y PUFs se encontraran diferentes tipos de HAPs dependiendo principalmente de sus propiedades
fisicoquimicas, particularmente de su volatilidad y estructura quimica. Las formulas, cdlculos y andlisis

estadistico para la determinacion de los factores de emision son presentados en el capitulo 4.

Figura 29: (A) Filtro de espuma de poliuretano (PUF) para la recoleccion de hidrocarburos aromdticos
policiclicos en fase gaseosa. (B) Filtro de Cuarzo para la recoleccion de hidrocarburos aromadticos policiclicos

en fase particulada. (C) Filtro con material particulado impactado.

3.4.6. Carbonilos

Los aldehidos y cetonas pertenecen a una clase de compuestos llamados Carbonilos, los cuales a su
vez se consideran compuestos organicos volatiles. Los carbonilos mds comunes en el aire incluyen
formaldehido, acetaldehido y acetona. Los carbonilos en aire son muestreados utilizando cartuchos
impregnados con 2,4-dinitrofenilhidrazina acidificada (DNPH) el cual es muy reactivo para carbonilos (Figura
30). La reaccion entre el carbonilo (aldehidos o cetonas) con la 2,4-dinitrofenilhidrazina da un compuesto de
color anaranjado que absorbe en el rango visible (360nm). Los métodos estandarizados mas comunes son el
Método EPA TO-11 Ay el Método ASTM D 5197, ambos definidos para el muestreo de formaldehido y otros

carbonilos en aire. Los compuestos a determinar son los presentados en la Tabla 12.
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Tabla 11: Hidrocarburos Aromadticos Policiclicos prioritarios por la EPA.

Hidrocarburo Aromatico Féormula Peso Molecular Estructura Quimica
Policiclicos Molecular [g mol?]

NAP Naftaleno CioHs 128,17

ACY Acenaftileno C12Hs 152,20 5

ACE Acenafteno Ci2H10 154,00 .

FLU Fluoreno C13H1o 166,22 O.O

PHE Fenantreno CiaH1o 178,23 ‘

ANT Antraceno Ci4H10 178,23

FLT Fluoranteno Ci6H10 202,26 ‘.O

PYR Pireno Ci6H10 202,25 ‘O

BaA Benzo[a]antraceno CisH12 228,28 O

CHR Criseno CisH12 228,29 ‘O

BbF Benzo[b]fluoranteno Ca0H12 252,31 .

BkF Benzo[k]fluoranteno CaoH12 252,31 OO‘O

BaP Benzo[a]pireno C20H12 252,31

DBA Dibenzo[a.h]antraceno Ca2H1a 278,34 O

BGP Benzo [g, h,I]perileno Ca2H12 276,33 O‘

IND Indeno(1,2,3,c,d]pireno Ca2H12 276,33 “
(L
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Tabla 12: Compuestos oxigenados detectables por derivatizacidn en andlisis vehicular

Carbonilo Formula Peso Molecular Estructura Quimica
(Original) Molecular (Derivado (Derivado DNPH)
(Derivado DNPH) [g mol?]
DNPH)
FOR Formaldehido C7HeN4Oa4 210,15 B
H2C:Nj
ACE Acetaldehido CsHsN2404 224,18 O2N
HsC NH@*NC@
ACR Acroleina CoHgN204 236,19 T
H2C:\:N’INH NO,
ATN Acetona CoH10N4O4 238,20 ON
H3C>: /NH@—NOQ
N
HiC
PRO Propionaldehido CoH10N4O4 238,20 O:N
H5C /NH NO,
—N
CRO Crotonaldehido C10H10N404 250,21 02N
H,C
_
N
BUT Metiletilcetona C10H12N40s 252,23 ent
(2-Butanona) @
H1C NH NO,
¥N
HsC
BUTYR n-Butiraldehido C10H12N404 252,23 ON
HC
—N
MET Metacroleina C10H10N204 250,21 o O
3
HgC:<; /NH@NOQ
—N
BEN Benzaldehido C13H10N404 286,25 OaN
—N
VAL Valeraldehido C11H1aN40s 266,26 U
H,C
‘\_\; /NH—@—NOZ
—N
TOL m-Tolualdehido C14H12N404 300,27 e 02N
3
/
—N
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NO, 0,N
H H H
/ " [
CHSCHZC\\ + /N_r|\| N0, —— CH;—CH,—C=N—N NO,
0 H H +H20
Carbonyl 2.4-dinitrophenylhydrazone (DNPH) Carbonyl-2,4-dinitrophenylhydrazone
compound (in trap cartridge or in solution) derivative (orange-colored compound)

Figura 30: Reaccién de derivatizacion de carbonilos. [144]

El muestreo se realiza mediante la conexiéon de una manguera de Tygon® en el tunel de dilucidn
asegurandose de que la conexion sea hermética, para asi evitar pérdida de muestra (Figura 31A). El cartridge
va conectado a un controlador de flujo masico, el cual a su vez estd conectado a una bomba de succién. Una
vez que comienza el ciclo en el dinamdmetro se da inicio a la toma de muestra de carbonilos a un flujo de

2L/min durante todo el ciclo de conduccién (NEDC) (Figura 31 B).

Figura 31: (A) Cartridge de carbonilos conectado al tunel de dilucion. (B) Controlador de flujo mdsico. Este

dispositivo permite controlar el flujo de muestra que pasa a través del cartridge.

En paralelo, fue necesario realizar un blanco de terreno, para esto se debe usar otro cartucho de DNPH
previamente etiquetado y exponerlo tapado a las condiciones ambientales del sitio de ensayo durante el
mismo tiempo que se estd tomando la muestra. Este cartucho fue utilizado como blanco de terreno para
determinar el efecto del transporte y las condiciones ambientales dentro del laboratorio.

Una vez terminado el muestreo, se retiré el cartucho del sistema de muestreo e inmediatamente se sellé y se
dispuso en el contenedor de transporte junto con el blanco de terreno para ser llevados al laboratorio para su
posterior analisis. Puesto que el reactivo (DNPH) es extremadamente reactivo, un cartucho dejado abierto

continuara adsorbiendo carbonilos desde el aire hasta que el reactivo se consuma completamente. Por lo
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tanto, los cartuchos deben permanecer tapados en ambos extremos de preferencia dentro de recipientes de
vidrio herméticamente cerrados. Para fines de transporte, los cartuchos se pusieron en envases resistentes
de preferencia metdlicos. Los cartuchos fueron almacenados refrigerados antes y después de la toma de
muestras. Las fdrmulas, calculos y analisis estadistico para la determinacidn de los factores de emision son

presentados en el capitulo 4.

3.5.Biomonitoreo

Para el desarrollo de la metodologia, los ensayos se basaron en el manual de biomonitoreo de Débora-Ja
de Araujo Lobos [139], el cual se fundamenta a su vez en estudios de biomonitoreo realizados en Brasil [145]

[136] [140].

3.5.1. Descripcion y preparacion de plantas

Para poder mantener temperaturas y porcentajes de humedad estables para los biomonitores en
crecimiento, las plantas de estudio se mantuvieron en un domo invernadero desarrollado e instalado en el
CETAM-UTFSM (Figura 32). Para los ensayos de pelos estaminales se utilizo el hibrido de Tradescantia. ohiensis
y una especie desconocida (T. ohiensis xunknown), llamado Tradescantia KU-20, el cual es un clon triploide
(3x=18) heterocigoto para la pigmentacion de sus flores (azul/rosa: siendo azul el color dominante). Por otro
lado, para los ensayos de micronucleos se utilizdé Tradescantia pallida var. purpurea (Figura 32). Cabe destacar
que el clon KU-20, es una especie muy sensible a la temperatura (entre 17.92C y 282C). Por lo tanto, es
necesario un registro diario de las temperaturas y el porcentaje de humedad tanto externo como interno,

para asegurar condiciones estables. El riego se realizé cada 3 dias.

Figura 32: Domo-Invernadero del CETAM. Vista externa e interna

Previamente a cada ensayo de biomonitoreo se deben recolectar un minimo de 15-20 inflorescencias de
Tradescantia pallida var. purpurea/ KU-20 por tratamiento y ambientarlas durante 24 horas en solucién de

Hoagland o en su defecto agua potable.
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3.5.2. Exposicion de los biomonitores en el BioToxMonitor

El equipo BioToxMonitor es un dispositivo de exposicion de biomonitores con una configuracion
basada en médulos (Solicitud Patente PCT/CL2011/000021). Las cdmaras de muestreo funcionan de manera
independiente y estan separadas las unas de las otras, evitdndose asi cualquier tipo de contaminacién
intracdmara. En la Figura 33 se muestra el médulo completo del BioToxMonitor, en su configuracion original
para realizar ensayos de dosis-respuesta. Dada su concepcién modular, el BioToxMonitor permite la
separacién de los médulos de bombas y de generacién de aire limpio, para evitar que las vibraciones de las

bombas y el generador interfieran en el buen funcionamiento de los médulos de 2 y 3 cdmaras.

Médulo
Generador de
Aire cero y

compresor

Cémara de

muestreo i
Moédulo de
bombas

Moddulo de 3

camaras

Mddulode 2 <«—
camaras

Figura 33: Vista isométrica de equipo BioToxMonitor completo, en su configuracion de traslado, con los
moddulos de tres y dos camaras, mds el médulo generador de aire cero y el médulo de bombas.

La configuracién equipo BioToxMonitor original (figura 33) fue modificado a un sistema de dos
camaras (figura 35) para simplificar la exposicidon de las plantas a las concentraciones bajas de material
particulado evaluadas durante los ensayos vehiculares. Esta reduccidn del sistema BioToxMonitor fue validada
previamente, para asegurar la concentracion efectiva de cada uno de los contaminantes dentro del tinel de
dilucion y la cdmara de exposicion, mediante la determinacién en paralelo de gases, particulas, carbonilos y
HAPs con los equipos de medicidn portatil y cartridges de muestreo. Una vez realizada la validacién del sistema
de dos camaras, se realiza la exposicion de los biomonitores con emisiones contaminantes producidas durante
los ensayos vehiculares. Esta exposicidn se realiza mediante la succién de las emisiones del tunel de dilucidn
durante los tres ciclos NEDC de un combustible (diésel o biodiésel) dando una hora total de exposicion por
acumulacion (tres ciclos de 20 minutos cada uno). La segunda camara se dispone para el control positivo,
exponiendo el biomonitor a formaldehido volatil desde un vial con peso conocido (figura 35). El control
negativo se realizd evaluando un biomonitor expuesto a un ambiente de laboratorio limpio. Los biomonitores
solo fueron expuestos a las emisiones de BO (diésel) y B80 (80% biodiésel) con el propdsito de obtener el
mayor nivel de contraste de toxicidad entre las emisiones de los diferentes combustibles. Luego de la

induccién viene una etapa de recuperacién, donde se dejan 24 horas en agua potable.



C{ETMBRA ) SoLEv )y

Capitulo 3. Metodologia de andlisis y validacidn analitica @ DOCTORADO

CONJUNTO QUIMICA

———
(- _) Dilution Tunnel

U
[an'an) D) =
= A L
X c
oy ¢
= 5 - .

s | ’ .
eontroller [~ J Vaccum Pump

PM, Cartridges ) I

Figura 34: Representacion esquemdtica del sistema experimental: el escape diésel entra en el tunel de dilucion
donde parte de la muestra se redirige al biomonitor dentro de la cdmara de exposicion. Los dispositivos de
muestreo se conectan en paralelo de la siguiente manera: (A) Espectrofotometro ldser (B) Analizador de gases
(C) Cartuchos DNPH (Carbonilos).

Figura 35: (A) Sistema de cdmaras de exposicion para biomonitores. (B) Biomonitores en periodo de
recuperacion post-exposicion.

3.5.3. Ensayo de microntcleos (Trad-MCN)

Para el conteo de los micronucleos se toman sélo los botones de las inflorescencias de Tradescantia
pallida var. purpurea. ya recuperados y se depositan en solucion fijadora (1 parte de acido acético por 3 partes
de alcohol etilico 982), durante un minimo de 48 horas.

Desde la solucién fijadora anterior, cada inflorescencia se separd en cada uno de los botones individuales que
lo componen y se ordenaron de mayor a menor tamafio, comenzando el analisis desde el de tamafio medio
para buscar aquel que contenga tétradas en su interior (Figura 36). El botdn floral seleccionado se macerd
sobre un portaobjeto con un bisturi histoldgico y se le agregd una gota de solucion carmin, eliminando fibras

y restos del botdn. Se cubre con un cubreobjetos y se observa rapidamente en microscopio para ver si las



CONJUNTO QUIMICA

X

[
X UMBRA (1 SOLEM
I ]

Capitulo 3. Metodologia de analisis y validacion analitica (’ ’ ) DOCTORADO

células se encuentran en estado de tétrada. Si se confirma lo anterior, el portaobjeto se calienta levemente
con una llama para fijar el colorante y se apretandolo suavemente para fijar todo en un mismo plano. Si no

se confirma la presencia de tétradas, la muestra se desecha y se repite esta preparacion, con otro botén floral.

Se debe buscar la presencia de micronucleos en las células madres de polen (Figura 36), producto del
estrés al que fueron sometidas las inflorescencias. Los micronucleos se observaron con un aumento de 100x
en un microscopio 6ptico Olympus® CX-31. Cuando se encuentra un boton floral adecuado se observan las

células madre en forma de tétradas donde el polen esta encapsulado, mientras que los micronucleos se

P
A X
‘ ‘uﬂ

— |¢—Mlz-3h_

observan como fragmentos nucleares en medio de la célula.

Figura 36: Esquema de la meiosis en Tradescantia. A partir de las 36 horas, los botones florales se encuentran

en estado de tétradas, las cuales son adecuadas para la observacion de microntcleos al microscopio.

Las lecturas de micronucleos se efectian en un total 300 tétradas, dentro del boton floral
seleccionado de cada una de las inflorescencias recolectadas. Se utilizé un contador de células para facilitar

esta labor. Luego se estimo e informd, el nUmero de micronucleos por cada 100 tétradas. La metodologia se

resume en la Figura 38.
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Figura 37: Diagrama metodoldgico del ensayo de microntcleos.

3.5.4. Conteo de pelos estaminales (Trad-SH)

Para el conteo de pelos estaminales en la especie KU-20 también se realiza una recuperacion de las
inflorescencias con agua potable por 24 h posterior a la exposicidn. La visualizacidon de los cambios de color
se hace utilizando un microscopio estereoscépico SZ-CTV Olympus® con un iluminador de fibra dptica externo.
A medida que van abriendo las flores, se les extraen con pinzas, cada uno de los 6 estambres los que se
depositan en un portaobjetos con agua para facilitar su manipulacion. Se cuenta el total de los pelos
estaminales de los 2 primeros estambres analizados de cada flor, ya que estos se extrapolan a los restantes, y
se contabilizan las células con cambios de color (morado a rosa) de los pelos estaminales analizados. El nimero
de mutaciones se expresa en 1000 pelos estaminales mediante una regla de tres. Todo este procedimiento se
realiza durante un periodo minimo de una semana, en la cual se analizan diariamente las flores abiertas. Con
el analisis de un total de 10 flores diarias por induccion se considera suficiente para obtener una

representatividad estadistica del ensayo [139].



N

()
EX UMBRA SOLEM
I’ a

Capitulo 3. Metodologia de analisis y validacion analitica ¢ ’

3.6.Validacion analitica

Como se menciond anteriormente, se emplearan equipos de medicidn en tiempo real, es decir, medidos
directamente de la fuente de emisién cada cierto intervalo de tiempo, cada uno de los equipos fue descrito
en detalle en el capitulo 3. Mientras que otra parte de los resultados de emisiones se obtienen de forma off-
line, es decir, las muestras recogidas (carbonilos y HAPs) se llevan al laboratorio, donde se extraen los analitos
y se cuantifican con los respectivos equipos de analisis; cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) para
carbonilos y cromatografia de gases para hidrocarburos aromaticos policiclicos.

En esta seccidn se describe como se realizardn los analisis de los datos entregados por cada instrumento en
tiempo real y la metodologia analitica usada en el laboratorio. También se describe brevemente los analisis

estadisticos que seran usados en el software StatGraphics Centurion XV.

3.6.1. Determinacion del potencial energético de los biocombustibles y sus mezclas

En base a los valores de poder calorifico de cada combustible y sus fracciones mdsicas se puede determinar el
poder calorifico inferior (PCl) de cada una de las mezclas ensayadas. El calculo del PCl de mezcla corresponde

a la sumatoria de la contribucién de cada fraccién biocombustible, por la férmula.

Ecuacion 10 PClLyezcia = (Z(PCIcombustible X Ycombustible))

Donde PCI corresponde al poder calorifico inferior (kJ/kg), Y la fraccion masica del combustible en la mezcla
(kg comb/Kg mezcla). El valor obtenido es de importancia para poder calcular los factores de emisién de cada
contaminante en los capitulos posteriores ya que estos se expresan como masa de contaminante por energia

producida presentada en la ecuacion 19.

3.6.2. Determinacion de los factores de emision

Los resultados obtenidos de las emisiones de gases para las distintas mezclas de biocombustibles son
entregados por los equipos de medicidn en tiempo real, es decir, cada cierto intervalo de tiempo. El equipo
Testo 350 XL (gases) y el espectrofotdmetro laser de particulas GRIMM®, entregan valores cada 6 segundos,
mientras que el equipo microetalémetro (black carbon) entrega mediciones cada 10 segundos. A
continuacion, se detallan las férmulas empleadas para la obtencidn de las emisiones transientes (en tiempo
real), emisiones acumuladas, factores de emisidn totales (kg/kWh) y emisiones masicas (kg) por etapas del

ciclo NEDC.



()
EX UMBRA SOLEM
I’ a

Capitulo 3. Metodologia de andlisis y validacidn analitica ® ’ DOCTORADO

CONJUNTO QUIMICA

3.6.2.1. Factor de emision para CO:

El calculo de la emisidn masicos (Em) se obtiene a partir de la férmula:

po.M)
RXT

Ecuacién 11 E,(kg/m3) = (XCO2 X
Donde Xcoz es la fraccion de didxido de carbono (% CO:) entregado por el equipo Testo 350-XL cada 6
segundos, M.M es la masa molecular del CO; (44.1 g/mol), R es la constante de gases ideales (8.314472
m3*Pa/(K*mol)), T es la temperatura en grados Kelvin (también entregada por el instrumento) y p es la presién

en pascales.

Obtenidos los valores de emisién en kg/m? se deben aplicar los factores de dilucién del tinel (FDeunel) y Q el
flujo volumétrico instantaneo del tubo de escape, a cada segundo de ciclo NEDC para obtener las emisiones
de escape del vehiculo, siendo la sincronizacién de los datos crucial para obtener una estimacién correcta de

las emisiones (Ecuacién 12).

k k m3
Ecuacién 12 Emegeape (-2) = Em. (=2) X FDper ¥ Q (%)

Una vez convertidos los datos en valores masicos se realiza la integracion de los datos para obtener los datos
acumulados de CO: a lo largo de todo el ciclo, correspondiendo el valor de emision a los 1200 segundos el

total del ciclo.

La obtencidn del factor de emision (F.E) en términos energéticos se realiza mediante el cociente entre las
emisiones masicas acumuladas al final del ciclo (1200 s) y la energia del combustible (ver pag 92.) segun la

féormula.

k Em
FE( g ) — esc (1200 seg)

Ecuacion 13 -
kWh PCI x myg

Donde Emg. (1200 seg) €l valor de emisién acumulado al final del ciclo (1200 seg). PCl es el poder calorifico

inferior de la mezcla del combustible y 1y es el consumo del combustible durante el ensayo.

*
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3.6.2.2. Factor de emision para CO y NOx
El calculo de las emisiones de escape (Emesc.) para cada medicion se obtiene a partir de la formula:

Ecuacion 14 Emegg, (kg) = Cnyox X FDpyper X Q

Donde la Concentracion de NOx o CO entregada por el equipo Testo 350-XL es en partes por millon (ppm), FD
el factor de dilucién del tunel, Q es el caudal (flujo volumétrico), el cual corresponde al volumen de gases a la
salida del tubo de escape entregados por el OBD. Al igual que para las emisiones de CO2, la sincronizacién de
los datos es crucial para obtener una estimacion correcta de las emisiones.

La obtencién del factor de emision (F.E) en términos energéticos se obtiene al obtener la razén entre las

emisiones masicas y energia del combustible (ver pag 92.) segun la ecuacion 15.

k Em
FE( g ) — esc (1200 seg)

Ecuacion 15 -
kWh PCI X mig

Donde Em,g: (1200 seg) €l valor de emision acumulado al final del ciclo (1200 seg). PCI es el poder calorifico

inferior de la mezcla del combustible y iy el consumo del combustible durante el ensayo.
3.6.2.3. Factor de emisidn para hidrocarburos totales (THC)

Las concentraciones de las emisiones de hidrocarburos totales fueron determinadas en base a la curva de
calibrado establecida con el equipo dilutor Pierburg PDG-1000 y usando como gas patrén propano ultra puro

de 33 ppm (también denominado “span gas”). Los valores de calibracidon se observan en la siguiente tabla.

Tabla 13: Curva de calibrado para la determinacion de hidrocarburos totales por FID

Dilucion Voltaje (mV) Concentracion (ppm)

patron 8,04 33,00
0 8,08 33,17
1 7,53 30,92
2 7,04 28,89
3 6,48 26,60
4 5,91 24,26
5 5,42 22,24
6 4,92 20,17
7 4,37 17,92
8 3,75 15,37
9 3,20 13,12
10 2,69 11,06
11 2,15 8,83

*
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12 1,60 6,59
13 1,06 4,35
14 0,56 2,31
15 0,02 0,09

La calibracién da como resultado la ecuacién lineal Y = 0.2437 X (r2 =1). En base a esta ecuacidn, los voltajes
transientes de la muestra obtenidos por el equipo FID se traducen a concentracion en forma de ppm.

Posteriormente se puede aplicar las ecuaciones 13 y 14, para determinar los factores de emision (kg/kWh).

3.6.2.4. Factor de emision para particulas en tiempo real

Para poder realizar la estimacion de los factores de emision de material particulado ultrafino resulta
necesario traducir el nimero de particulas a masa total. Para ello se aplicé la ecuacion deducida por Lapuerta
et al. [146], que permite realizar una estimacidn de la masa de particulas diésel en base a la relacidn existente
entre la densidad y didmetro de estas. Este ajuste matematico resulta mucho mas adecuado que el
establecido por defecto en el espectrofotémetro laser, ya que este instrumento utiliza un algoritmo para la
determinacién de particulas ambientales, cuya relacion de densidad es completamente diferente a las

originadas por motores de combustidn interna. Esta ecuacion viene definida por la expresion:

m
Ecuacion 16 p = po — (o — Pag) [1 _ (C( log D—log Do ) )]

log Dgg—log Do

Donde p es la densidad de particula efectiva; po es la densidad efectiva mdxima, correspondiente a las
particulas primarias de hollin, con un valor de 1.55 g/cm?3; pqg s la densidad minima efectiva, correspondiente
a grandes aglomerados, con un valor estimado de 0.155 g/m?3; D es el didmetro de particula equivalente; Do
es el diametro equivalente minimo, correspondiente a la particula de hollin, con valor considerado de 0,03
pum; Dgg es el diametro equivalente maximo correspondiente a minimo de densidad, con un valor fijo de 1 um;
m es el exponente de la forma con un valor de ajuste de 4.28; finalmente C es el coeficiente que garantiza un

barrido completo de todo el rango de densidades con un 0.1% de error, con el valor asignado de 6.908.

Con los valores de peso de particulas obtenidos, se puede realizar la sincronizacidn e integracion de los datos
para obtener las emisiones transientes y acumuladas para cada mezcla de biocombustibles. Aplicando los
factores de dilucion del tinel y flujos transientes de la camioneta segun la ecuacién 23. Al igual que lo
explicado en los capitulos anteriores permiten calcular los factores de emision (F.E) en términos energéticos

segun la expresion:
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.. mg EMegc (1200 seg)
. = X 0.
Ecuacién 17 F.E (kWh) (PChmeretax 1) 0.001

Donde las emisiones acumuladas al final del ciclo EMgc (1200 seg)s PCl mezcta €l poder calorifico inferior de la

mezcla (pagina 137) y mis el consumo de combustible del ciclo NEDC.

3.6.2.5. Factor de emisidn para particulas gravimétricas

Los pesos de los filtros de los cartridges ChemComb® (PM2s) y de material particulado total (PTS) fueron
registrados y por diferencia de peso se obtuvo la masa de particulas. El calculo de los factores de emisidn se
determina estimando el cociente de las particulas emitidas y el combustible consumido durante el ensayo,

expresandose de la siguiente manera.

Ecuacién 18 F.E( g )= ™ ____xF.D x0.001
kKWh (PClimezciax mf)

Donde “m” las emisiones de particulas acumuladas al final del ciclo, PCI mezia €l poder calorifico inferior de la
mezcla (pagina 137, F.E el factor de dilucién promedio generado por el tunel (5.5) y mis el consumo de

combustible del ciclo NEDC.

3.6.2.6. Factor de emision para black carbon

El microetaldmetro se utiliza para medir concentraciones en tiempo real de los aerosoles con propiedades
absorbentes de radiaciéon electromagnética (luz), pero no el comportamiento temporal real de las
concentraciones de hollin diésel en el aire debido a la variabilidad en la medicién de la atenuacién dptica
relacionada con la carga del filtro con particulas fuertemente absorbentes. Para examinar las concentraciones
medias a corto plazo de hollin diésel, el instrumento requiere una correccién para la gran acumulacién de
particulas de alta absorbancia en el filtro. Esto se debe a que la cantidad de luz absorbida por unidad de masa
de BC disminuye, lo que resulta en una menor concentracion de BC para los filtros cargados con relacién a
filtros ligeramente cargados, lo cual se conoce como “efecto sombra” (shadowing effect) [147]. Siendo este
fendmeno mucho mas pronunciado para emisiones frescas de hollin que para estos mismos aerosoles
envejecidos [148]. El modelo de correccidon utilizado para el desarrollo de esta tesis es el propuesto por
Jiménez et al. Ya que se ajusta a condiciones no lineales de atenuacién como sucede en el ciclo NEDC.

La atenuacidn Optica de las particulas depositadas en el filtro del microetalémetro es entregada por la

siguiente relacion que obedece a la ley de Lambert-Beer.

Ecuacion 19 ATN = —100 x In (Ii) = —100 x In(T)
0
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En la cual Ioes la intensidad de luz de referencia (blanco) e I es el valor de intensidad de luz remanente al pasar
por el filtro de particulas, y T es transmisidn. Estos valores son entregados por el instrumento-
En base a los valores de atenuacién se calcula el coeficiente de atenuacidn, b an, que tiene unidades de my

viene dado por la forma:

AAATN

Ecuacion 20 bATN = 5 At

Donde A es el drea de toma de muestra (m?) o “spot” (3 mm), Q es la tasa de flujo volumétrico (m>m™), y
A ATN es el cambio de atenuacidén durante el intervalo de tiempo, A t (0.01 min). La concentracidon masica

del aerosol de black carbon, Msc (g m3), es calculada a partir del coeficiente de atenuacién:

barn
Ecuacion 21 Mgc =
OATN

Donde g7y es la eficiencia de atenuacion en el sustrato del filtro el cual por recomendacion del fabricante es
04y = 16.6 m?2g1a A =880 nm. La absorcién de luz por las particulas puede relacionarse con la atenuacién
total de la luz (filtro mas particulas) por contabilizando el efecto de carga de particulas sobre la matriz del
filtro mediante el factor de correccion, K (ATN), que representa una respuesta de absorcion no lineal a la carga

del filtro, de la forma:

barn 1
Ecuacién 22 Mg = X
OATN K (ATN)

Donde:

Ecuacion 23 K (ATN) = 0.38 +0.67 X (_ %)

Con los valores corregidos de black carbdn es posible hacer las estimaciones de emisiones transientes,
acumuladas y los factores de emision, de la misma forma que para las emisiones de particulas descritas

anteriormente (Ecuacion 13y 14).

*
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3.7.Analisis para muestras de carbonilos en laboratorio

La determinacion de las cifras de mérito y curvas de calibrado se realizdé en base a un estandar mix de 13
carbonilos (AccuStandard ® M-1004-10X) (Tabla 14). Los parametros analizados corresponden a; sensibilidad,

limite de deteccidn y cuantificacion, exactitud, precisién (repetitividad, reproducibilidad) y rango lineal.

Tabla 14: Condiciones de elusion en gradiente para carbonilos en HPLC.

D empo 0 %A (Aceto 0 oB (Agua Q)

Equilibrio 15 0,2 35 65

Analisis 10 0,2 35 65
Analisis 8 0,2 80 20
Anilisis 2 0,2 100 0
Analisis 15 0,2 50 50
Lavado 2 0,2 50 50

Tabla 15: Composicion del mix de estdndares de carbonilos AccuStandard ® M-1004-10X

Analito CAS Number Concentracién (ug mL?)
Acetaldehido-DNPH 1019-57-4 153
Acetona-DNPH 1567-89-1 123
Acroleina-DNPH 888-54-0 127
Benzaldehido-DNPH 1157-84-2 81
2-Butanone-DNPH 958-60-1 105
n-Butiraldihido-DNPH 1527-98-6 105
Crotonaldehido-DNPH 1527-96-4 107
Formaldehido-DNPH 1081-15-8 210
Hexanal-DNPH 1527-97-5 84
Metacroleina-DNPH 5077-73-6 107
Propionaldehido-DNPH 725-00-8 123
m-Tolualdehido-DNPH 2880-05-9 75
Valeraldehido-DNPH 2057-84-3 94

3.7.1. Cuantificacion de muestras de carbonilos

La extraccion de las muestras recolectadas en los cartuchos de DNPH (muestra y blancos) se realizé de acuerdo
con el siguiente procedimiento:

Se saca el cartucho de DNPH con muestra, previamente refrigerado, y se le retiran las tapas. Luego se
posiciona en la punta de una jeringa de vidrio de 5 mL, previamente lavada con acetonitrilo, teniendo la
precaucion que la direccidn del flujo de elucion sea contraria a la direccidn de flujo de toma de muestra como
se observa en la Figura 39 A. Para recibir la solucidn de elucidn, bajo la jeringa se posiciona un matraz aforado
de 2mL para luego agregar 2 mL de acetonitrilo a la jeringa y eluir la solucidn por gravedad hacia el matraz de

aforo, como se muestra en la Figura 39 B.
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Figura 38: (A) Posicion de extraccion del cartucho de carbonilos. (B) Elusién del cartucho con DNPH

Una vez terminada la elucién se aford el matraz con acetonitrilo y la solucién se llevé a andlisis por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). En caso de no ser analizada inmediatamente, la solucidn se
debe guardar tapada y refrigerada (4°C). El analisis de carbonilos en HPLC corresponde a una elusion en
gradiente con acetonitrilo y agua mili-Q utilizando una columna de cromatografia Agilent Polaris (C-18-A
100mm x 2mm x 2,7 um). Las condiciones del gradiente se observan en la Tabla 13. Los analisis se realizan a
una temperatura de 25°Cy con el detector UV a una longitud de 360 nm.

Finalmente se calculan las emisiones de carbonilos del tubo de escape del vehiculo a partir de las
concentraciones halladas en los cartuchos de DNPH. La férmula utilizada para la determinacion de los factores

de emision corresponde a la siguiente ecuacion:

Ecuacion 24

PM carbonilo V vial FD X V.escape
X X
PM carbonilo — DNPH V Muestreo  PClyezc0 X My

FE = [Conc.DNPH] %

Donde:

FE=Factor de emisién en (mg/kWh)

Conc. DNPH: Concentracidén de carbonilos-DNPH determinadas en el vial de HPLC (mg/ml)
PM carbonilo: Peso molecular del carbonilo (g/mol)

PM carbonilo-DNPH: Peso molecular del complejo carbonilo-DNPH (g/mol)

V. Vial: volumen de elusién del cartucho de carbonilos (mL)

V. Muestreo: volumen de aire muestreado a través del cartucho de DNPH (L)
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FD: Factor de dilucién del tunel de dilucién (adimensional)

V. Escape: Volumen de los gases de escape(L)

Kg. Comb: Kilogramos de combustibles totales consumidos durante el ciclo de conduccion.
PCI mezcia: Poder calorifico inferior de la mezcla (kg/kWh)

mi; : Consumo de combustible del ciclo NEDC (kWh)
3.7.2. Determinacion y validacion analitica de carbonilos.

La curva de calibrado para el analisis de carbonilos fue realizada con diluciones adecuadas de la
solucién estandar “Carbonyl Compounds as DNPH Derivatives” (M-1004-10X) de la firma Accustandards para
obtener las siguientes concentraciones:

Tabla 16: Curvas de calibrado para los 13 carbonilos analizados.

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5
Conc. Carbonilos (ug mL?) 1 0,5 0,25 0,1 0,025
Derivatizado Aldehido-DNPH (ug mL?)
Formaldehido 7,04 3,52 1,76 0,70 0,35
Acetaldehido 5,13 2,57 1,28 0,51 0,26
Acetona + Acroleina 4,10 2,05 1,03 0,41 0,21
Propionaldehido 4,11 2,06 1,03 0,41 0,21
Crotonaldehido 3,57 1,79 0,89 0,36 0,18
2-Butanona 3,50 1,75 0,88 0,35 0,18
Metacroleina 3,57 1,79 0,89 0,36 0,18
n-Butiraldehido 3,51 1,76 0,88 0,35 0,18
Benzaldehido 2,70 1,35 0,68 0,27 0,14
Valeraldehido 3,12 1,56 0,78 0,31 0,16
m-Tolualdehido 2,51 1,25 0,63 0,25 0,13
Hexaldehido 3,12 1,56 0,78 0,31 0,16

Con las condiciones de operacion mencionadas en la tabla 13 de esta seccidén pudo obtener condiciones
de separacidn apropiadas para 11 de los 13 carbonilos estandar (Carbonyl DNPH Derivatives M-1004-10X). Sin
embargo, se presentaron problemas para lograr la separacion de los compuestos acetona y acroleina (Figura
38), lo cual se atribuye a la selectividad de la columna utilizada cuyo didmetro de particulas no es suficiente
para separar estos compuestos que, segln bibliografia, presenta dificultades en su separacion debido a su
similitud de pesos moleculares Por esto, ambos compuestos fueron cuantificados como la suma de

acroleina/acetona total [149]. Los datos detallados de la validacién se encuentran en el anexo 4.
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1- Formaldehido

2- Acetaldehido

3- Acroleina + Acetona
4- Propionaldehido

5- Crotonaldehido

6- Metacroleina

7- Butiraldehido

8- Butanona

9- Benzaldehido

10- Valeraldehido 3
11- Tolualdehido
12- Hexanal
1 2 6,7,8
4 5 9 10
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Figura 39: Cromatograma obtenido a partir de la mezcla del estandar de 13 carbonilos (Carbonyl DNPH

Derivatives M-1004-10X)

Los tiempos de retencion de los compuestos fueron los siguientes (Tabla 17).

Tabla 17: Tiempos de retencion cromatogrdficos

Formaldehido -DNPH 12,74
Acetaldehido -DNPH 16,33
Acroleina + Acetona (DNPH) 19,69
Propionaldehido -DNPH 20,73
Crotonaldehido -DNPH 22,47
Metaacroleina -DNPH 23,06
n-Butiraldehido -DNPH 23,33
2- Butanona-DNPH 23,58
Benzaldehido -DNPH 24,40
Valeraldehido -DNPH 26,16
m-Tolualdehido -DNPH 26,77
Hexanal -DNPH 28,49
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3.7.3. Linealidad, Repetibilidad, reproducibilidad y exactitud de la metodologia de carbonilos.

Con la separacion de los compuestos optimizada se realizaron las curvas de calibrado entregando los
siguientes valores (Tabla 18). Adicionalmente se calculd el limite de deteccidn (LOD) y cuantificacién (LOQ)
para cada analito en base a la desviacion estandar de mediciones con 10 blancos (SD), segun las férmulas que

se muestran a continuacion. Los valores de LOD y LOQ se muestran en la Tabla 18.

(3xSD)
pendiente analito

(10xSD)

Ecuacion 25 LOD = T —
pendiente analito

LOQ =

Tabla 18: Parametros de las curvas de calibrado de los analitos

Analito Pendiente Intercepto r> LOD(mgl?') LOQ(mglL?) Limite lineal
(mgL?)

Formaldehido 30159 -3352 0,99 0,005 0,015 2
Acetaldehido 33088 -2180 0,99 0,005 0,016

Acroleina + acetona 34484 -6922 0,99 0,006 0,019 2
Propionalehido 30566 1268 0,99 0,006 0,019 2
Crotonaldehido 35130 -611 0,99 0,003 0,009 2
Metacroleina 31419 -1705 0,99 0,003 0,011 2
Butiraldehido 26533 -2513 0,99 0,003 0,009 2
Butanona 31219 -2200 0,99 0,003 0,009 2
Benzaldehido 27881 -97 0,98 0,006 0,019 2
Valeraldehido 32710 -509 0,98 0,008 0,027 2
Tolualdehido 25470 670 0,98 0,010 0,034 2
Hexanal 23895 801 0,99 0,012 0,040 2

La repetibilidad de la metodologia se evalué mediante la obtencion de la desviacidn estandar vy el
coeficiente de variacidn para dos concentraciones de la curva de calibrado; 0,25 mg L'ty 0,75 mg L bajo las
mismas condiciones de operacidn. Los valores de coeficentes de variacidon obtenidos se presentan en la tabla
19. Los resultados obtenidos demuestran un coeficiente de variacion menor al 5%, por lo que se afirma una

buena repetitividad entre inyecciones.
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Tabla 19: verificacion de los valores de repetibilidad para la determinacion de carbonilos

0,25 (mg LY 0,75 (mgLY

CV (%) CV (%)
Formaldehido 5,12 1,03
Acetaldehido 2,3 0,86
Propionaldehido 5,54 1,24
Crotonaldehido 4,34 3,07
Metacroleina 3,91 4,06
Butiraldehido 4,15 6,17
2-butanona 3,43 3,45
Benzaldehido 3,29 1,22
Valeraldehido 4,11 1,34
Tolualdehido 3,16 0,87
Hexaldehido 2,47 1,11

La reproducibilidad de la metodologia se evalu6 mediante la obtenciéon de la desviacidn estandar y el
coeficiente de variacion para tres concentraciones de la curva de calibrado; 0,25 mg L'}, 0,75 mg L'y 2 mg L?

en diferentes dias de operacion. Los valores de coefciente de variacion obtenidos fueron los siguientes.

Tabla 20: Verificacion de la reproducibilidad para la determinacion de carbonilos

CV (%) CV (%) CV (%)
Formaldehido 0,77 4,11 4,32
Acetaldehido 0,89 3,37 2,88
Acroleina + Acetona 1,78 3,20 3,95
Propionaldehido 1,14 0,91 3,44
Crotonaldehido 4,05 4,33 2,53
Metacroleina 11,01 5,10 3,11
Butiraldehido 20,35 11,02 7,01
2-butanona 12,11 10,81 6,98
Benzaldehido 2,92 4,09 2,11
Valeraldehido 3,72 2,77 3,53
Tolualdehido 2,11 3,37 3,08
Hexaldehido 2,53 3,42 3,22
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En base a los resultados de repetibilidad se pudo comprobar que la desviacién estandar es baja (<5%) para la
mayoria de los analitos estudiados con la excepcion de metacroleina, butiraldehido y 2-butanona, los cuales

eluyen muy cercanos entre si lo que pudo afectar las sefiales entregadas por el equipo HPLC.

Para la evaluacidén de la exactitud metodoldgica de carbonilos se evaluaron los porcentajes de recuperacion
de estandares dopados directamente en filtros de DNPH, realizandose la extraccion. El porcentaje de error
(P.E) se define como el error entre el valor real de la muestra “Cr” (concentracién dopada) y el valor
experimental de la muestra “Ce” (concentracion determinada experimentalmente). El valor obtenido puede

ser positivo llamado “error por exceso”, o negativo, llamado “error por defecto”.

Ce—Cr
Cr

Ecuacién 26 P.E (%) = ( ) x 100

Tabla 21: Verificacion de la exactitud para la determinacion de carbonilos

‘ Error porcentual (%)

Formaldehido -14 £2
Acetaldehido 5 %1
Acroleina + Acetona -20,3 0,7
Propionaldehido -13,3 £0,7
Crotonaldehido -25 £2
Metacroleina -19 +2
Butiraldehido -20 +1
2-butanona -26 +4
Benzaldehido -20 £3
Valeraldehido -13,3 +0.7
Tolualdehido -16 1
Hexaldehido -25 +6

Debido a que a la fecha no existe un material de referencia certificado para carbonilos, nuestro proceso de
validacion obtuvo un porcentaje de recuperacion aceptable dentro de los pardmetros EPA para compuestos

organicos volatiles entre un 60% a un 120% de recuperacion y con ello, hasta un 40% de error [150].

3.7.4. Determinacion de Reactividad Especifica y potencial Formador de Ozono

Como se comentd en el marco tedrico, la mayor problematica que presentan las emisiones de

compuestos carbonilicos es su reactividad atmosférica. Es posible representar la reactividad de los carbonilos

mediante el calculo de la reactividad especifica (Specific Reactivity, SR) expresada adimensionalmente, segun
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la ecuacién 32, o expresarla a través del potencial de formacion de ozono (Ozone Forming Potential, OFP), en
términos de ozono equivalente, segun la ecuacién 36.

¥ MIR; X1,

SR ===

Ecuacion 27

Ecuacion 28
kWh

kgo m
OFP [ g 3] =y (MIRi —)
Ne
Donde MIR corresponde a la Reactividad Maxima Incremental (MIR, Maximum Incremental Reactivity), la cual
es definida por compuesto presente en la mezcla estudio (Capitulo 2)., m es el caudal masico de emision, y Ne

es la potencia efectiva.
3.8. Anilisis para muestras de hidrocarburos aromaticos policiclicos en laboratorio

La cuantificacién de los HAPs se realizd en un cromatégrafo de gases acoplado a un espectrémetro de
masas (Clarus 500 Perkin Elmer) con una columna capilar (Agilent GC DB-5ms Ultra Inerte, 30mt x 0.25mm x
0.25um). Se establecié una rampa de temperatura para el cromatégrafo de gases para la separacion de los
HAPs, la cual se presenta en la Tabla 22, mientras que para la deteccidn de los analitos en el espectrometro
de masas se emplearon dos métodos de deteccién; Full Scan (FS) y Single lon Monitoring (SIM) presentados
en la Tabla 23. El método FS corresponde a una cuantificacion de todos los fragmentos de carga/masa
generados por la muestra, obteniendo las sefiales tanto de los analitos de interés como de otros interferentes,
permitiendo la identificacidon de todas las sefales y tiempos de retencidn. El método SIM, por otra parte, se
elabora a partir del método FS y permite seleccionar fragmentos de carga/masa definidos en tiempos de

retencion especificos, siendo un método de cuantificacién muy selectivo y sensible al analito de interés.

Tabla 22: Condiciones de operacion del cromatdgrafo de gases

Temperatura (°C) Rampade T° Tiempo (Hold) (min)
Inicial 60 - 1
Etapa 1 210 15°C/min 5
Etapa 2 285 30°C/min 7
Etapa 3 320 20°C/min 0,75
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Figura 40: Rampa de temperatura del cromatdgrafo de gases para la separacion de HAPs

Tabla 23: Programa de deteccidn para el espectrémetro de masas para modo SIR/Full Scan.

30

Método Compuesto Tiempo (min) Carga Masa

Retraso de Solvente Tolueno 0-4 -

Full Scan 16 HAPs + 3 Estandar Interno 4-32 50/ 500

SIR Naftaleno [NAP] 6,36 — 6,95 128 /129

SIR Acenaftileno [ACY] 9,10-9,34 152 /153

SIR Acenafteno [ACE] 9,39 -9,65 153 /154

SIR Fluoreno [FLU] 10,22 - 10,46 165/ 166

SIR Fenantreno [PHE] 11,84 -12,34 176 / 178
Antraceno [ANT]

SIR Fluoranteno [FLT] 15,44 — 15,89 202 /203

SIR Pireno [PYR] 16,46 — 16,7 202 /203

SIR Metil-Pireno [M-PYR] 17,85 - 18,05 215 /216

SIR Benzo(a)Antraceno [BaA] 18,9 -19,25 228 /229
Criseno [CHR]

SIR Binaftaleno [BN] 20,11-20,33 252 /254

SIR Benzo (b) Fluoranteno [BbF] 21,11-21,56 250/ 252
Benzo (k) Fluoranteno [BkF]

SIR Benzo (a) Pireno [BaP] 22,00-22,26 250/ 252
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SIR Indeno Fluoranteno [I- FLT] 24,7 - 25,15 276 /278

SIR Dibenzo (a,h) Antraceno 25,67 — 26,27 274 /276 /278
[DBA]
Dibenzo (g,h,i) Perileno [BGP]

SIR Indeno  (1,2,3-cd) Pireno 26,32 — 26,82 276 /277
[I-PYR]
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3.8.1. Extraccion de muestras de HAPs

La metodologia de extraccion de ambos filtros se puede resumir en dos etapas esquematizadas en la Figura
42. La primera etapa consiste en la extraccion de la muestra desde lo