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I. INTRODUCCION

La problematica de la contaminacion ha alcanzado niveles cada vez mas
graves, por lo que es fundamental el conocimiento de los contaminantes
generados, ya que estos junto con las particulas que se encuentran
suspendidas en la atmésfera tales como polvo, material carbonoso y
organismos o estructuras de ellos (virus, bacterias, esporas, polen, etc.),
alteran la calidad de vida en las ciudades influyendo en aspectos como la
visibilidad y la salud del ser humano.

La respiracion es una funcion basica para la vida, el aire inhalado penetra en
las profundidades del aparato respiratorio. Las particulas que tienen un
diametro mayor a 10 micrometros son retenidas por las vellosidades de la nariz
y los menores a 10 micrometros pueden depositarse a lo largo de los conductos
respiratorios, mientras que otras que permanecen en el aire son exhaladas a
través del ciclo de la respiracion. Una gran parte de las particulas depositadas
en las vias respiratorias son evacuadas y eliminadas del organismo como
mecanismo de defensa del cuerpo humano, para reducir el tiempo de
residencia de las particulas sobre tejidos potencialmente sensibles.

La alergia polinical es una de las enfermedades mas molestas y persistentes
entre las no fatales, estando relacionada, tanto con la presencia en el aire de
determinados granos de polen y esporas, como la concentraciébn de los
mismos.

Debido a la importancia epidemiolégica de las polinosis, ya desde mediados de
siglo XX se consideré importante el estudio de los pélenes desde el punto de
vista ambiental, disefiandose a lo largo del tiempo diferentes colectores de
pblenes con el fin de poder realizar recuentos ambientales (aeropalinologia).
Los recuentos de polenes son de gran utilidad clinica, es importante que los
datos obtenidos se trasmitan a los pacientes polinicos con el fin de que se
pueda predecir la intensidad de los sintomas y tomar las medidas de evitacion
pertinentes.

Diversos estudios han mostrado que los recuentos de pélenes y la anotacion
de sintomas en cartillas por parte de los pacientes, permiten establecer
relaciones entre los cambios en las concentraciones de polenes y la aparicion
de sintomas, algo especialmente util a la hora de establecer qué polen o
pélenes son importantes y tienen relevancia clinica en pacientes que muestran

En la actualidad se realizan monitoreos para estudiar la concentracion de los
granos de polen aerotransportados con la finalidad de predecir las temporadas
en que se registran incrementos en las alergias en una determinada poblacion.
Estos monitoreos se realizan en forma continua, obteniendo datos volumétricos
de la cantidad de granos de polen por metro cubicos de aire.

Por otro lado, el estudio de la calidad del aire con relacion a las particulas
suspendidas, en base a monitoreos de alto volumen es relativamente comun en
muchos centros urbanos. Estas muestras podrian ser uatiles en estudios
preliminares para observar el tipo y distribucibn de los podlenes



aerotransportados presentes en una determinada area, donde no se hayan
establecido monitoreos especificos para este fin.



II. MARCO TEORICO

Los granos de polen son estructuras reproductoras masculinas de las plantas
con semilla o las células sexuales masculinas de las plantas con flores. Se
forman en el interior de los estambres y, una vez maduros, son liberados. Su
funcién biologica es alcanzar la parte femenina de una flor de su misma
especie y hacer posible la fecundacion de la ovocélula (Mogio y Moral, 2001;
Pagan et al., 2004).

En algunas especies (plantas autdgamas) el polen puede realizar su funcidon en
la misma flor o en la misma planta que lo ha formado, pero en la inmensa
mayoria de las especies (plantas alégamas) el polen solo resulta viable si
alcanza una ovocélula de otra planta de su misma especie.

El traslado del polen desde el 6rgano donde se ha formado hasta la parte
femenina de la flor se conoce con el nombre de polinizacién y puede efectuarse
de maneras diversas, que son caracteristicas para cada especie (S4denz,1978;
Belmonte y Roure, 2002).

Actualmente la polinosis se ha convertido en la afeccion alérgica mas frecuente
entre los habitantes de los paises industrializados, pero en el pasado se trataba
de una rareza, cuyo origen era poco conocido por la clase médica, siendo
etiquetados un gran namero de pacientes alérgicos al polen de catarrosos
(Pelta, 2001).

Polinosis es la reaccion alérgica del cuerpo debida al polen. Esta intima
relacion entre polen y polinosis fue descrita por primera vez en 1873 por
Blackley. Aunque esta definicion de Polinosis no habla de las reacciones
alérgicas originadas por esporas de hongos, también hay que incluirlas, como
bien demostré Cadham en 1924 y como han seguido evidenciando numerosos
estudios.

El proceso de la polinizacion requiere que los poélenes sean células
especialmente resistentes, ya que se ven sometidos a condiciones ambientales
adversas que podrian provocar el colapso y desecacion de los componentes
celulares, alterandolos y haciendo el polen inviable. Como adaptacion a ello un
grano de polen maduro esta rodeado por una cubierta mas o menos celuldsica
llamada intina, muy similar a la pared de una célula vegetal. Por fuera de esta
se encuentra otra cubierta de notable resistencia denominada exina, la cual
esta constituida por uno de los materiales mas inalterables de la naturaleza, la
esporopolenina que es muy resistente a acidos y bases y no es afectada por
las variaciones térmicas habituales en la naturaleza (Tormo y Devesa, 1989;
Olabuenaga et al., 2007).

La exina se divide en una porcion esculpida, llamada sexina, y una porcion no
esculpida, llamada nexina, la cual cubre la intina (Accorsi et al., 1991).
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Los polenes de relevancia alergénica corresponden a plantas adaptadas a un
sistema de fecundacion mediante transferencia aérea (anemogamia) y se
retoma el término Aerobiologia, acuiiado por Meyer en los afios 30 el cual fue
plenamente adoptado para referirse a la disciplina que se ocupa del estudio de
los organismos vivos aerotransportados, su diversidad, modos de vida,
dependencia y, al mismo tiempo, repercusion en el entorno. Las plantas
anemoégamas presentan polenes pequefios, no adherentes y que flotan
facilmente en el aire.

Generalmente el polen se emite a primeras horas de la mafiana, pero la
dispersién y la redistribucion por el viento determinan que las concentraciones
méaximas de los mismos se den habitualmente por la tarde. La liviandad del
grano de polen le permite volar incluso a varios centenares de km de distancia.
Por esta razdn, no se encuentran habitualmente diferencias significativas entre
los recuentos realizados en zonas urbanas y rurales. Las plantas que emiten
dichos polenes suelen ser malas hierbas, muy difundidas en el medio, de
aspecto poco llamativo, con flores poco vistosas y casi sin aroma, a diferencia
de las flores de mucho colorido y muy arométicas, que atraen a los insectos
para su fecundacion (entomogamia). Los granos de polen de las plantas
entomofilas son mas grandes, adhesivos y pesados, que los granos de polen
dispersados por el viento (Bras6 y Jorro, 2003; Miralles, 2008).

Es evidente que los pdlenes no tienen el mismo significado para las plantas
que para el ser humano pues, mientras que en aquellas constituyen elementos
basicos en la reproduccion de la especie, para nosotros suponen una fuente de
material alergénico de origen natural. Desde que se desprende de la antera del
estambre, el grano de polen vuela con la finalidad concreta de llegar al estigma
de una flor femenina de su misma especie. Al contactar con el medio hiumedo
gue supone el estigma, se emiten a través de las aperturas de la exina unas
glicoproteinas que proceden de la intina y que deberan acoplarse a proteinas
receptoras localizadas en la superficie de las células estigmaticas. Si el
reconocimiento es satisfactorio, es decir, si el polen y el estigma pertenecen a
la misma especie, se procede a la germinacion del grano de polen, proceso
que culminara con la fecundacion (Pagan et al., 2004).

2.1. LA POLINOSIS A TRAVES DEL TIEMPO

Aunque habitualmente los trabajos aerobiolégicos y médicos que hacen
referencia a la historia de la polinosis y/o de la aerobiologia restringen sus
referencias a Blackley, hubo otros importantes investigadores, algunos previos
y otros contemporaneos, que estudiaron la presencia de particulas biologicas
en el aire e incluso en algunos casos las relacionaron con manifestaciones



alérgicas y que merecen ser citados. Casi todos ellos fueron meédicos
(Belmonte y Roure, 2001).

Lazaro Spallanzani (1729-1799) investigé el desarrollo de vida microscopica en
medios de cultivo y con ello contrarresto la teoria de la generacién espontanea
defendida por Needham (Ariatti y Mandrioli, 1993).

Los estudios de Spallanzani facilitaron las posteriores investigaciones de Louis
Pasteur quien demostrd la existencia inequivoca de esporas atmosféricas
transportadas por el aire y diseminadas desde la fuente (Ariatti y Comtois,
1993) y propuso que debian hacerse estudios de manera regular y comparar
diferentes estaciones en un mismo lugar y diferentes lugares en un mismo
periodo. Pasteur, que llamé micrografia a lo que Meier propuso llamar en 1930
aerobiologia, descubrio algunos principios considerados hoy en dia basicos en
aerobiologia:

1. La absoluta necesidad del muestreo volumétrico.

2. La heterogeneidad de las esporas en el aire

3. Laruta aerobioldgica (arranque, dispersion, deposicion).

Los trabajos de Pasteur inspiraron a Pierre Miquel (1850-1922), farmacéutico y
médico francés considerado el primer aerobidlogo profesional. Sus
investigaciones mas importantes en la disciplina que llamaba micrografia
atmosférica las hizo usando métodos volumétricos y estaban relacionadas con
la influencia del tiempo en los bioaerosoles atmosféricos y su impacto en las
enfermedades epidémicas (Comtois, 1997). Sus trabajos incluyen graficas de
concentraciones de particulas a lo largo del tiempo y curvas de temperaturas
medias o0 curvas de muertes y mapas de la ciudad de Paris con referencia al
namero de particulas por metro cubico de aire segun la direccién del viento
(Miquel, 1883).

En este recorrido por la historia de la polinosis y, paralelamente, de la
aerobiologia debe darse cabida a John Tyndall (1820-1893), un eminente
cientifico formado en ingenieria civil y mas conocido por sus investigacién no
aerobiolégica (matematicas, electromagnetismo, termodinamica,
bacteriologia...) pero también importante en este campo. Tyndall propuso una
metodologia para mapear la distribucién de la materia invisible flotante del aire
y demostr6 que su distribucién tenia una sorprendente similitud con la
propagacion de epidemias en la poblacién, reforzando su conviccion de una
directa relacion entre aerobiologia y enfermedades, y de que los gérmenes
eran arrastrados en grupos o “nubes”. Tyndall fue probablemente el primero en
poner en mente del publico en general la existencia de “la materia flotante del
aire” y los problemas que estas particulas pueden causar a la humanidad.
Contemporaneo de Pierre Miquel, éste le discutia el uso del término “nubes”
para referirse a las esporas atmosféricas (Comtois, 1997; Comtois, 2001).

Méas adelante, especialistas en biologia, normalmente botanicos y micélogos,
irrumpieron también en los estudios aerobioldgicos, en algunos casos con
estudios destinados a una aplicacion médica y otros a estudios de biologia de
especies, a estudios agronOmicos y a interpretaciones paisajisticas. Un
importante impulsor de los estudios de la diversidad de agentes alergénicos en



la atmdsfera y biblogo de formacion fue Philip Herries Gregory (1907-1986)
(Hirst, 1992). Su obra The microbiology of the atmosphere (Gregory,1961;
Gregory, 1973) ha sido un libro de cabecera de muchos aerobi6logos actuales.
Gregory trabajo diversos aspectos de la micologia, aplicada a la agricultura y a
la medicina, especialmente aspectos ligados a la biologia y a la produccion y la
dispersion de esporas de algunas especies fungicas. Gregory dirigid, entre
otros estudiantes, a Jim M. Hirst, quien desarrollo, para resolver algunos de los
problemas que se planteaban en el estudio de la epidemiologia del mildiu de la
patata (Phytophthora infestans), el captador de esporas automatico y
volumétrico que aun hoy se utiliza en los estudios aerobioldgicos y que se ha
establecido como estédndar en las redes espafiolas y europeas.

Tradicionalmente, los estudios aerobiolégicos destinados a una aplicacion
clinica se proponen catalogar la diversidad de pdlenes y/o esporas de hongos
alergénicos y cuantificar cada uno de los taxones reconocidos. Los estudios se
prolongan a lo largo de uno o mas ciclos anuales para asi establecer
calendarios que evidencien los periodos de presencia en la atmdésfera y la
sucesion de los diversos alérgenos atmosféricos a lo largo del afo.

Una de las hipotesis que promulgan muchos estudios aerobiolégicos de las
Ultimas décadas es que se pueden elaborar modelos de prevision del inicio y
de la importancia (concentraciones alcanzadas) de la polinizacién. Estos
modelos, cuando establecidos para polenes y esporas alergogénicos, deben
ser de gran utilidad para la prevencion de la aparicion de las alergias y su
tratamiento en el momento preciso. El hecho de que los modelos de prevision
incluyen necesariamente parametros meteorolégicos en sus férmulas y la
conocida variabilidad de los mismos explican que la aplicacion de los modelos
tenga caracter local.

A inicios del siglo XXI y delante la creciente preocupacion por el cambio
climatico y el calentamiento global, algunos estudios aerobioldgicos intentan
también evidenciar o deducir estos procesos de las series de datos obtenidos
en diversos afios de estudio y también prever como puede afectar a las
alergias respiratorias

Desde los primeros trabajos hasta los que se desarrollan hoy en dia se ha dado
distintos nombres (micrografia, aeropalinologia, aerobiologia) a estudios con
los mismos fines. Lo que ciertamente ha facilitado muchisimo las posibilidades
de ejecucion de estos trabajos son, no sélo la cantidad de especialistas que
pueden dedicarse a este tipo de estudios y su diversa formacion, sino también
los medios técnicos que se han ido desarrollando a lo largo del tiempo. En el
campo de la microscopia, los avances en microscopia 6ptica y la aparicion de
la microscopia electronica de barrido o scanning permiten la observacién de las
particulas aerotransportadas en condiciones muy buenas y, por tanto, una
identificacion mas precisa. También se estan desarrollado técnicas
inmunoquimicas que se han incorporado al reconocimiento de los pélenes y
esporas y al diagnostico de las patologias (Belmonte y Roure, 2001).



2.2. CONTAMINACION AMBIENTAL Y SU INFLUENCIA SOBRE LA
POLINOSIS

Actualmente se admite que la patogénesis de los procesos alérgicos depende
de la interaccion entre el tiempo y la intensidad de exposicién al alergeno y de
la presencia de factores de riesgo en personas genéticamente predispuestas.
Sin embargo, muchos estudios en poblaciones pertenecientes al mismo grupo
étnico pero que viven en diferentes condiciones han demostrado que la
prevalencia de enfermedades alérgicas es mayor en los habitantes en paises
industrializados que en los que viven en éareas rurales o paises
subdesarrollados (Lancet, 1998; Nilsson et al., 1999).

La alergia al polen es una enfermedad muy frecuente, y mas en zonas urbanas
que en rurales, a pesar del hecho que las zonas verdes en las ciudades han ido
disminuyendo progresivamente. Este hecho se ha relacionado con la
contaminacion, caracterizada por elevados niveles de dioxido de nitrogeno,
ozono Yy otras particulas contaminantes que probablemente incrementaria la
reactividad bronquial a aeroalérgenos (D'amato, 2000). Sin embargo, en paises
como China o en Europa del este, con elevadas concentraciones de estos
contaminantes, la prevalencia de asma es baja y en otras areas con bajo grado
de contaminacion como Nueva Zelanda, la prevalencia de asma es muy
elevada, por lo que no habria que descartar otras causas.

Estudios previos han demostrado que los alérgenos del polen pueden
interaccionar con componentes de la contaminacion. Bien por adhesion a la
superficie o por medio de particulas paucimicrénicas, los contaminantes
atmosféricos pueden actuar como adyuvantes y aumentar la respuesta alérgica
al polen (D'amato, 2000). También son capaces de absorber y transportar
aeroalergénos, facilitando la sensibilizacion alérgica en pacientes
predispuestos y el consiguiente desarrollo de enfermedades respiratorias
alérgicas. Por otra parte, la liberaciébn de sustancias pro-inflamatorias es
significativamente mayor con poélenes que han sido recolectados en los
margenes de las carreteras con mucho trafico, lo que indicaria que el grano de
polen no seria so6lo un receptaculo que transporta los alérgenos polinicos, sino
gue ademas podria contribuir per se a la activacion de la mucosa respiratoria y
ésta seria capaz a su vez de elevar su alergenicidad.

La alergia al polen de gramineas es muy frecuente y recientes estudios indican
que el 35% de jévenes de muchos paises tiene anticuerpos especificos a estos
polenes, pero sobre todo los pacientes que residen en medios urbanos (Burney
et al.,, 1997; Armentia et al., 2001). Una posible hipotesis que explicara estos
resultados podria ser que las gramineas de las areas rurales reciben menos
dafios que las mismas especies en las zonas urbanas, donde el césped esta
sometido a un ambiente contaminado, siegas repetidas que hacen que muy
pocas espigas florezcan y pesticidas aplicados por los ayuntamientos. El
continuo dafio sobre las plantas puede causar una sobre-expresion de
proteinas de estrés en el polen. Ya que parece que estas proteinas son
alérgenos principales, parece razonable sugerir que el mismo polen puede ser
mas alergénico en zonas contaminadas que en rurales.



Otro dato que diferencia a habitantes de ciudades y de medios rurales o poco
industrializados es el tipo de vivienda.

2.3. IDENTIFICACION Y CARACTERISTICAS DE LOS POLENES

Como cualquier célula, los polenes se caracterizan por su tamafio y su forma.
Pero en el caso de los granos de polen, hay otras caracteristicas que los
describen, como son la estructura y la escultura (ornamentacion) de su exina y
las aperturas que pueden presentar, de las que debe observarse el tipo (poros,
colpos, la combinacion de ambos o su ausencia), el nimero y la disposicion en
la superficie del grano. Las siguientes figuras resumen las caracteristicas
generales que permiten diferenciar los granos de polen (Belmonte y Roure,
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Figura 58. Tipos de polen.
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Figura 60. Formas y tamafio del polen.

ABERTURAS SIMPLES ABERTURAS COMPUESTAS
Colpo Paro Colporada Colpo + colpe Poro + poro
{colpa + pora)

Figura 61. Tipos de aberturas.
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Figura 62. Tipos polinicos segun el nimero y disposicion de las aberturas.
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Figura 63. Estructura de la esporodermis (pared polinica).
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Figura 64. Ornamentacion de la exina. (A) Visién de la superficie y (B) Seccidn transversal.

El conjunto de las caracteristicas de un polen es constante para cada planta y
hace posible identificar con mas o menos precision de qué taxéon procede el
polen, sin embargo no siempre puede identificarse de que especie procede el
polen ya que en bastantes casos la precision llega so6lo al nivel de género,
familia o incluso a un grupo de familias o categorias superiores.

2.4. CAPTACION Y CUANTIFICACION DE POLENES.

El estudio periddico y sistematico de los granos de polen presentes en la
atmésfera ha tomado en los dltimos decenios (1980 en adelante) una gran
importancia. Ademas, el cruce de los datos obtenidos en estudios
aerobioldgicos y en estudios clinicos ha supuesto una enorme mejora en el
tratamiento que puede ofrecerse a las personas afectadas de alergias debidas
a polenes (Belmonte, 2003).

Muchos investigadores han trabajado en el disefio de aparatos muestreadotes
de la atmdsfera para la recoleccién de pdélenes y su cuantificacion atmosférica
llamados también captadores (Belmonte, 1988).

La elaboracion de graficas de concentraciones atmosféricas de polenes en un
area determinada resulta de gran importancia, ya que el proceso de
polinizacion tiene grandes variaciones cualitativas segun las diversas zonas
evaluadas, dependientes de la vegetacion del entorno (Munuera, 2004).

Para llevar a cabo un estudio aerobioldgico se tiene que aplicar una técnica de
muestreo que permita "capturar" las particulas aerovagantes. A lo largo de la
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historia se han utilizado muy diversas técnicas (Mandrioli et al., 1988; Belmonte
y Roure, 2002), desde los simples portaobjetos untados con una sustancia
adhesiva expuestos sin ningun soporte especifico hasta sofisticadas técnicas
moleculares, pasando por aparatos que separan las particulas del aire
reteniéndolas en filtros de gasa o0 succionandolas y depositdndolas en
superficies adhesivas. Se habla de muestreadores o de captadores de polen,
para referirse a los aparatos que nos permiten hacer el muestreo, y de
metodologias de estudio, para indicar el protocolo que se sigue en cada caso.

Muchos investigadores han trabajado en el disefio de aparatos muestreadores
de la atmoésfera, llamados también captadores, para fines aerobiologicos. A
continuacion se hara una breve presentacion de los principios en que se basan
y de los métodos que mas se han utilizado (Belmonte, 1988; Mandrioli et al.,
1988) para estudiar los pélenes y las esporas de hongos aerovagantes. La
siguiente tabla contiene un esquema de los distintos tipos de captadores.

Tabla 4. Tipos de Captadores.

TIPO DE - NOMBRE DEL
MUESTREADOR Lo S easiol EQUIPO
Muestreadores de Precipitacion gravimétrica Placas de Petri

precipitacion Captador Durham
Captador Tauber
Precipitacion electrostatica
Precipitacion térmica
Muestreadores de Impacto por succién Captador Hirst
impacto Impacto en cascada Captador Andersen
Captador Rotorod
Muestreadores inerciales y | Captador ciclénico
ciclénicos
Muestreadores de Filtros sdlidos Filtros de fibra
filtracion
Captador Cour
Filtros por
Filtrado en medio liquido membrana
Filtros por cassettes
Captador McLeod
MultiStage Liquid
Impinger

2.4.1. Muestreadores de precipitacion o gravimétricos

Los primeros captadores utilizados se basaban en el principio de la gravedad y
consistian en superficies preparadas con substancias adhesivas o retentivas,
expuestas horizontalmente como se muestra en la siguiente figura. A principios
del siglo XX se usaban placas de Petri (Hesselman, 1919), céspedes
compactos de musgos (Firbas, 1931) y portaobjetos (Wodehouse, 1935).
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Figura 65. Portaobjetos.

Posteriormente se idearon soportes mas adecuados, naciendo asi los
captadores Durham (Durham, 1946) y Tauber (Tauber, 1974). El prototipo es el
Durham sampler, que consta de dos placas paralelas de 23 cm de diametro,
separadas por tres barras verticales de 7.5 cm de largo como se muestra en la
siguiente figura. Sobre la placa inferior se coloca un portaobjetos, recubierto de
una sustancia adherente y se expone durante 24 horas, para ser estudiada
posteriormente al microscopio (Pagan et al., 2004).

A)

76 cm del suelo

Figura 66. Esquema de captador gravimétrico Durham (A) y modificado por Pla Dalmau.

La mediciébn es planimétrica (granos/cm?). Este método es anticuado y
presenta varios problemas:
e No da cifras por m? de aire.
e Es muy dependiente de la velocidad del viento y de la orientacion de las
muestras hacia la direccion del mismo.
e La turbulencia favorece el depdsito de las particulas mas pesadas.
e Los polenes de pequefio tamafio no se captan.

2.4.2. Muestreadores de impacto

Buscando hacer mas comprensibles los resultados, se idearon captadores que
miden los pélenes por unidad de volumen de aire. Dado que las particulas son
transportadas por el aire en trayectorias que pueden considerarse horizontales,
se han disefiado captadores que, aprovechando la inercia de las particulas,
propician el impacto de éstas en superficies untadas con substancias
adhesivas, que las retendran (Belmonte y Roure, 2002).

Asi pues, estos muestreadores se basan en que la captacion de las particulas
empujadas por el viento es mayor que la que se obtiene mediante el depdsito
por la gravedad. Se requiere una superficie de impactacion muy reducida, de
tal forma que a menor superficie mayor grado de impactacién. Pueden ser
estaticos o rotatorios, conectados a un motor que gira a un numero
determinado de revoluciones por minuto (Munuera, 2004).
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Estan muy extendidos los muestreadores que se basan en el principio del
impacto por succién mediante una bomba de vacio, que impulsa el aire
aspirado contra la superficie receptora.

El captador de este tipo mas universalmente utilizado fue el ideado por Hirst,
aunque también son muy utilizados una variante de los iniciales captadores por
succién que se llaman captadores en cascada (May, 1945) como lo es el captor
de Andersen que se muestra en la siguiente figura. En este caso, el aire
succionado hacia el interior del captador pasa a través de una o mas
superficies receptoras que retendran selectivamente las particulas en funcion
del tamafio de éstas (Belmonte y Roure, 2002).

g

w e

Figura 67. Esquema de muestreador Andersen con 6 pisos de recogida de particulas.

Hay adn otro tipo de captadores por impacto, los basados en la rotacién que
son los muestreadores inerciales y ciclonicos. En funcion de los muestreadores
inerciales el mas conocido es el Rotorod (Perkins, 1957) que se muestra en la
siguiente figura. Este captador, de reducidas dimensiones, dispone de dos
brazos en forma de U en los que se insertan las superficies receptoras. Al girar
a gran velocidad por acciéon de un motor, interceptan las particulas; dispone
ademas de un temporizador, que hace que la toma de muestras sea
intermitente, evitando asi la sobrecarga de las zonas de impactacion y presenta
los mismos inconvenientes de los métodos gravimétricos. Este tipo de captador
es ampliamente usado en América del Norte (Belmonte y Roure, 2002).

Figura 68. Muestreador Rotorod. Impacto por rotacion mecanica.

Otros muestreadores de este grupo, menos conocidos, son los ciclénicos que
se muestra en la siguiente figura. En ellos, las masas de aire son forzadas a
moverse en trayectorias de rotacion o en espiral y las particulas resultan
discriminadas por la fuerza centrifuga generada. Los captadores basados en
impacto por rotacibn son Utiles para recolectar particulas de unos 10
micrometros de diametro (Mandrioli et al., 1988).
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Figura 69. Muestreador ciclénico de Burkard. Impacto por rotacion de la masa de aire.

Y por ultimo un captador Hirst (Hirst, 1945) como se muestran en la figura 15y
16, es un muestreador de impacto por succidon que consiste en un aparato
eléctrico que aspira volumenes constantes y conocidos de aire y los hace
impactar contra la superficie receptora. Esta es una cinta plastica de 19 mm de
ancho que se dispone tensada alrededor de una pieza cilindrica llamada
tambor. Para darle la capacidad de adherir y retener las particulas, se deposita
sobre la cinta una fina pelicula de aceite de silicona, usando un pincel. La
disposicion del tambor asi preparado en el interior del captador es tal que,
impulsado por mecanismo de relojeria, gira continuamente a razon de
2mm/hora. Ello hace que las particulas impulsadas contra la superficie
receptora queden retenidas de forma secuencial como se muestra en la figura
13. Una vez a la semana se sustituye la superficie receptora. La ya expuesta,
es cortada en los fragmentos correspondientes a cada dia de la semana. Cada
fragmento es montado en una preparacion microscopica, tefiido y fijado y es
analizado al microscopio o6ptico. El analisis microscépico de las muestras
procedentes de un captador Hirst se hace sobre el material tal como se
obtiene, es decir, con las particulas bioticas llenas y junto con otras particulas,
minerales y organicas, cosa que puede dificultar su identificacion pero que
tiene como muy positivo que no estropea las esporas de hongos. También es
interesante en este método que, debido al hecho que las particulas se van
depositando secuencialmente sobre una cinta que avanza regularmente, es
posible obtener resultados con precisién horaria, aunque el volumen de trabajo
afadido que esto comporta hace que no se prodiguen demasiado estos
resultados (Belmonte y Roure, 2002).

Cabezal extraible
cierre hermético

““Orificio de

otor de succion
Bomba de vacio

Figura 70. Muestreador Hirst. Impacto por succién.

14



- s

\

Dol o ifici Tambor

(yo Gg /gprga A= Mecanismo relojeria
/ avance 2mm/hora

’ Cinta adhesiva
alrededor tambor

Cabezal [l

extraible © o

% -
u}erda , ‘

W mecanismo
relojena l
il
7 Tambor h
‘ . ] Bomba de vacio
Cinta adhesiv

aLreaea or tambor
Figura 71. Partes de un Muestreador Hirst.

Los resultados que se obtienen de un captador Hirst son concentraciones
medias diarias de pélenes y esporas (pélenes/m® y esporas/m3) (Belmonte,
Roure, 2006).

Para obtener estos valores basta realizar un simple calculo matematico en el
gue intervienen como factores:

e El nimero de particulas contadas (n).

e La superficie de muestra analizada. Para calcularla se necesita conocer
el nimero (n) de lineas contadas, su longitud (K2) y anchura (K3)
(ambas dependen del microscopio y del objetivo que se use en la
lectura). Con estos parametros se calcula la proporcion analizada
respecto de toda la superficie util de la preparacion microscopica (K4).

e EIl volumen de aire que aspira el captador, normalmente 10 L/minuto,
que al cabo de un dia equivalen a 14,4 m3de aire (K5).

Muchos de los parametros se mantienen constantes (mientras no se cambie de
microscopio u objetivo y se siga una rutina de contaje), de manera que es
habitual tenerlos establecidos para que la operacion de conversion de los datos
brutos diarios a concentraciones medias diarias quede reducida a una simple
multiplicacion entre una constante y el numero de particulas detectadas
(Belmonte y Roure, 2006).

La féormula a aplicar es:
Concentracion media semanal = K x N
e Donde K es una constante que incorpora todos aquellos valores fijos
cuando la metodologia se aplica siguiendo siempre la misma rutina (K1
a K5).
El captador Hirst es el que se ha adoptado mas universalmente, especialmente
en el continente europeo, para el estudio de los pdlenes y las esporas

atmosféricas desencadenantes de alergias respiratorias (Belmonte y Roure,
2002).
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2.4.3. Muestreadores de filtracion

Otro grupo de captadores lo constituyen aquellos que funcionan por filtracion y
se basan en la seleccion de las particulas contenidas en el aire en funcion de
su tamafo. Para ello, se hace pasar el aire a través de membranas de
materiales diversos o a través de una superficie fibrosa o porosa de 400 cm?,
que sera o no atravesada dependiendo de su tamafo (Belmonte y Roure,
2002).

El método original, que posteriormente a sufrido numerosas modificaciones, fue
ideado por Cour (Cour, 1974) en 1974 como se muestra en la figura 17. En él,
el aire atraviesa un cuadrado formado por cinco capas de gasa impregnada en
silicona que esta montada sobre un bastidor metalico. El sistema estd montado
sobre un dispositivo mévil dotado de una veleta o timon, que hace que la
superficie de la gasa se oriente al viento dominante, capturando el polen
aerovagante. Este aparato puede completarse con una gasa horizontal que
recoge el polen que se deposita por efecto de la gravedad (Munuera, 2004).

Pantallas protectoras Pantallas protectoras Pantalla protectora
/

A, A /
AN o .
BN : . 4

1 T [

= o " Timon

Unidades filtrantes
Timon

A) B) O L

Figura 72. Esquema del captor Cour. (A) Vista superior, (B) Frontal y (C) Lateral.

Ampliando la descripcion, un captador Cour (Cour, 1974) como se muestra en
la figura 18, es un muestreador por filtracion que consiste en un eje
perpendicular al suelo, que sostiene, encajado en su extremo superior, un eje
perpendicular capaz de girar 360°. En un extremo de este eje hay dos marcos
protegidos, cada uno, por una visera y, en el otro, una veleta (que lo orienta
siempre segun el viento dominante). Levantando las viseras de los marcos se
puede encajar la superficie que interceptara las particulas aerotransportadas,
un filtro preparado con cinco pliegues de gasa hidréfila untados con una mezcla
de aceite de silicona y rodeado por un marco de plastico. Este filtro es
cuadrado y mide 20 cm de lado. En el captador se exponen dos filtros: uno se
cambia una vez por semana, normalmente los lunes, y el otro se usa como
contrapeso y como resumen mensual. El filtro retirado del captador se somete
a un tratamiento que combina procesos quimicos (acidos sulfurico,
fluorhidrico...) con fisicos (centrifugaciones, decantaciones...) para obtener un
sedimento formado, mayoritariamente, por los pélenes y las esporas retenidos.
Para poder medir este sedimento con precision y prepararlo para el analisis al
microscopio optico, se incluye en una matriz semiliquida de glicerogelatina, de
la que se estudiara una porcion representativa. La consistencia semiliquida del
medio en que se encuentran las particulas y el hecho de que el tratamiento
incluye la acetolisis (Erdtman, 1960), es decir, la eliminacion de las partes
blandas de la célula mediante una digestién quimica, facilita la identificacion de
los granos de polen. Hay que sefalar, en contrapartida, que algunas esporas
de hongos se rompen y no pueden ser estudiadas con precision con esta
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metodologia, ya que se obtienen valores por debajo de los reales. Si se quiere
obtener una lectura representativa de una muestra Cour deben seguirse las
indicaciones propuestas al describir la metodologia (Cambon, 1981; Gros,
1984).

Sistema volumétrico
Impacto por filtracion

Proteccion lluvia

- Anemoémetro totalizador
» < o de recorrido de viento

e
st o
et

' Figura 73. Muestreador Cour.

Cuando se trabaja con un captador Cour, es necesario disponer de un
anemometro totalizador, aparato dotado de unas cazoletas, que giran
impulsadas por el viento reinante, conectadas a un cuentakildmetros. Este
aparato registra los metros equivalentes al espacio recorrido por el aire que
pasa a través de sus cazoletas. La medida del recorrido de viento
correspondiente al periodo de exposicion de un filtro hace posible interpretar la
cantidad de poélenes y esporas contados por unidad de volumen (se considera
que los pdlenes y esporas estaban en el interior de un prisma que tiene por
base el filtro de 20x20 cm? y por altura la columna de aire que ha pasado
durante la exposicion) (Belmonte y Roure, 2002).

Para obtener el valor de la concentracibn media semanal de particulas
debemos hacer calculos matematicos en los que intervienen:

e El nimero de particulas contadas (N).

e La proporcibn de sedimento analizado [siempre 50 micrélitros (K1)]
respecto del volumen total de sedimento semiliquido (V) obtenido al final
del tratamiento.

e La proporcion de filtro tratado (S) respecto a la superficie total del filtro
(400 cm?), ya que una parte de él se guarda como testimonio por si fuera
necesario repetir el tratamiento.

e La superficie de muestra analizada al microscopio Optico. Para calcularla
se necesita conocer el numero (n) de lineas contadas y su longitud (K2)
y anchura (K3) (ambas dependen del microscopio y del objetivo que se
use en la lectura). Con estos parametros se calcula la proporcion
analizada respecto de toda la superficie utili de la preparacion
microscopica (K4).

e El recorrido de viento registrado durante el periodo de exposicién (Rv).

La combinacién de estos factores, multiplicativos y cocientes segun los casos,
da lugar a una formula matematica que, aplicada a los datos brutos
correspondientes a cada semana, nos permite obtener el valor de la
concentracion media semanal.
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La féormula a aplicar (Belmonte, 1988) es:
Concentracion media semanal =KX (NxV/n xS x Rv)

e Donde K es una constante que incorpora todos aquellos valores fijos
cuando la metodologia se aplica siguiendo siempre la misma rutina (K1
a K4).

e Debe tenerse la precaucion de utilizar las unidades de medida oportunas
(V debe expresarse en microlitros; S en metros cuadrados y Rv en
metros)

Por tanto, los resultados que se obtienen a partir de un captador Cour son
concentraciones medias semanales de pélenes y esporas (éstas, como ya se
ha indicado, infraestimadas por la inevitable destruccion de parte de ellas
durante la preparacion de las muestras).

De entre todos los captadores presentados hasta ahora, los méas utilizados en
Europa en estudios destinados a conocer la composicion en pélenes y esporas
de la atmosfera son el Cour y, muy especialmente, el Hirst (Belmonte y Roure,
2002).

2.5. MUESTREADOR DE ALTO VOLUMEN (HV)
El muestreador de alto volimen es uno los equipos mas utilizados para el
muestreo activo de particulas. Consta basicamente de:

e Una bomba de vacio

e Marco de sujecion del filtro

e Un registrador del flujo (o un dispositivo de medicién del flujo en general)

e Un controlador del tiempo

Todo esto se halla cubierto con una coraza de proteccion como se

/ \ PABEL FLTRO
SUETADOR
i A l\ ,_-DEL FLTRO

e MUESTREADOR

ORIACIO UMITANTE

‘ ="—-‘=4

()

A

Figura 74. Equipo de Alto Volumen (HV).

En este método de muestreo, el aire es obligado a pasar por un filtro de baja
resistencia (generalmente de fibra de vidrio o celulosa) con un flujo de cerca de
1.5 m3/min (aproximadamente 2000 m? /dia). La entrada al ducto y el medio de
coleccion miden alrededor de 25 - 30 cm.
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En estos equipos es muy importante la calibracion del dispositivo para medir el
flujo y el acondicionamiento del filtro antes y después de ser expuesto al
muestreo. Estos filtros ya acondicionados por lo menos por 24 horas, se pesan
en una microbalanza bajo condiciones estables de temperatura (entre 20 y 25
°C) y humedad relativa (entre 40 y 45 %) (Sbarato et al., 1999).

La concentracién de la masa de las particulas suspendidas totales (PST) se
calcula por medio de la diferencia en pesos del filtro antes y después del
muestreo y el total del flujo de aire. Este método es aplicable para mediciones
de 24 h. en las que se obtienen promedios integrados de concentraciones de
masa de particulas. Se puede aplicar también para periodos de tiempo de 6 0 8
h. cuando se presentan altas concentraciones de particulas.

Otro factor que se tiene que tomar en cuenta en el muestreo de particulas, es
la seleccion del filtro. La seleccion del tipo de filtro que debe utilizarse depende
del tipo de muestreo que se esta llevando a cabo y de sus subsecuentes
analisis quimicos y fisicos.

Para ésta medicién se aplica el método de muestreo de Alto Volumen (HV),
establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-035-SEMARNAT-1993. En este
meétodo, un muestreador de aire succiona a través de un filtro, una cantidad
determinada de aire ambiente hacia el interior de una caseta o coraza de
proteccion, durante un periodo de muestreo de 24 horas. El flujo de aire y la
geometria del muestreador deben ser tales que favorezcan la recoleccion de
particulas.

El volumen total de aire muestreado, corregido a condiciones de referencia, se
determina a partir del aire medido y del tiempo de muestreo. La concentracion
de particulas suspendidas en el aire se calcula dividiendo la masa de las
particulas recolectadas entre el volumen de aire muestreado y se expresa en
microgramos por metro cubico (Sbarato et al., 1999).

2.6. TRABAJOS DE CAPTACION DE POLEN

2.6.1. COLECTOR DE POLEN EN LA CORDILLERA DE LOS ANDES

Para interpretar los registros polinicos presentes y pasados es Util conocer las
variaciones estacionales e interanuales en la concentracion del polen
ambiental. Las interpretaciones polinicas pueden ser aun mas precisas, Si
cotidianamente se puede establecer la procedencia (direccién) predominante
del polen.

Tradicionalmente, en estas regiones la captacion del polen ambiental se realiza
mediante pantallas captadoras (Cour, 1974). Este procedimiento constituye una
dificil tarea cuando la determinacion de la concentracion del polen ambiental
debe realizarse en lugares muy remotos y de dificil acceso como lo son los
parajes de la alta Cordillera de Los Andes como se muestra en la siguiente
figura (Suarez, 2002).
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Figura 75. La Quebrada Benjamin Matienzo cubierta. En primer plano, anemégrafo y captador
de polen instalados en las nacientes del Rio de Las Cuevas, a 4.500 m sobre el nivel del mar.

Por las razones anteriormente expuestas se disefid un instrumento captador
del polen ambiental. Dadas las condiciones climéticas imperantes en la Alta
Cordillera y el dificil acceso a la misma, el aparato fue disefiado para tener una
autonomia de 30 dias. Tiene ademas resistencia frente a los fuertes vientos y
tormentas cordilleranas, asi como a temperaturas bajas y granizadas.

El colector de polen consta de un conjunto selector de la direccion del viento,
con un nucleo central de captacion que posee 8 canales o entradas, abarcando
un angulo de 15° en cada direccion. La circulacién del aire en el sistema
selector se realiza en una sola direccion, mientras que las entradas y salidas
restantes se mantienen cerradas. De este modo se evita la contaminacion de
los restantes canales. El sistema de captacién consta de treinta plaquetas.
Cada plaqueta tiene 8 ventanas de 70 mm?2. En cada una de las ventanas se
coloca un porta-vidrio recubierto con una fina pelicula de grasa siliconada. La
grasa actia como agente de retencién del polen, las esporas y otras
microparticulas dispersadas por el viento. Las plaquetas son automéaticamente
reemplazadas cada 24 horas. El sistema de carga y depdésito de las plaguetas
es cerrado y elimina toda posibilidad de contaminacion. Es recomendable
instalar un anemografo sincronizado en tiempo y direccion con el Colector de
Polen. De este modo es posible correlacionar la concentracion y procedencia
del polen ambiental con las direcciones y velocidades de los vientos
(Suarez,2002).

2.6.2. METODOLOGIA PARA EL ANALISIS DE SEDIMENTOS

El objetivo ha sido el estudio detallado de los 21.86 m de un sondeo realizado
en las cercanias de la Laguna Permanente del Parque Nacional de las Tablas
de Daimiel (Andrade y Gomez, 2007).

Las muestras que se obtuvieron como se muestra en la figura 21 fueron
tratadas quimicamente en el Laboratorio de Palinologia de La Universidad de
Alcala, mediante un protocolo obtenido tras sucesivas modificaciones del
inicialmente propuesto por Sittler (1955).
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Figura 76. Algunos de los sedimentos obtenidos.

Este protocolo se basa en el tratamiento de los sedimentos por medio de
acidos y alcalis para la extraccion de los granos de polen; posteriormente, se
ha sometido al residuo a técnicas de enriquecimiento. La concentracion de los
granos de polen se realiza mediante la flotacién de éstos en un liquido de alta
densidad. El licor denso utilizado ha sido el licor de Thoulet preparado segun
Girard y Renault-Miskovsky (1969), con una densidad mayor de 2. El protocolo
de aislamiento y concentracién de los granos de polen en sedimentos que se
ha utilizado es el mostrado en la tabla 2 (Andrade y Gomez, 2007).
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Tabla 5. Protocolo para la concentracion de granos de polen en sedimentos.

PROCESOS

OBJETIVOS

Pesar 10 a 20 g de sedimento,
seguln el contenido en detriticos.

Afiadir HCI al 35% hasta cubrir la
muestra y agitar hasta que pare
la reaccién

Disolucion de los carbonatos
gue compactan la muestra para
una mejor disgregacion de la
misma.

Filtrar por una malla de 250 um.

Eliminaciéon de material detritico
de tamano de grano >250 um

Centrifugar a 2.500 r.p.m. durante
5'y eliminar el sobrenadante

Lavar con agua destilada y volver
a centrifugar. Este proceso junto
al anterior lo abreviaremos como
"Centrifugar y lavar".

Afadir 30-40 ml de NaOH al 10
%. Dejar reaccionar 10-15'".

Digestion de la materia
organica.

Lavado con agua destilada
caliente y centrifugar. Se repite
tantas veces como sea necesario
hasta que el sobrenadante quede
limpio.

Afiadir 35 ml de licor denso
(Thoulet) y agitar la muestra
mediante agitador eléctrico
durante 30'.

Disgregacion de la muestra y
separacion de los granos de
polen de los restos de
sedimentos a los que estén
adheridos.

Centrifugacion durante 4' a 2,000
revoluciones por minuto (r.p.m.).

En el licor denso (densidad > 2)
los granos de polen, libres en la
muestra, son capaces de flotar.

Filtracion del sobrenadante a
través de filtros de fibra de vidrio,
mediante Bomba de Vacio.

Separacion de los granos de
polen 'y recuperacion del
Thoulet para su reutilizacién.

Afadir FH al 48% y dejarlo actuar
4 horas.

Disolucion de los filtros de fibra
de vidrio y eliminacién de los
silicatos que puedan quedar en
el residuo.

Centrifugar y lavar.

Afadir CIH al 35%. Dejarlo actuar
durante 15'.

Disolucion de los fluorosilicatos
formados en el paso anterior.

Centrifugar (3500 r.p.m.) y lavar
con agua destilada caliente.

Lavado con alcohol de 96°.

Deshidratacion de los granos
de polen.

Afadir glicerina, un volumen igual
al residuo obtenido.

Conservacion y relleno artificial
de los granos de polen.
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1. OBJETIVO
Desarrollar una metodologia para la extraccion de granos de polen, captados
en filtros de fibra de vidrio por el método de muestreo de alto volumen.

IV. MATERIALES Y METODOS
4.1. METODO DE MUESTREO

En el desarrollo del método se utilizaron muestras de particulas ambientales
colectadas en un estudio previo (Campos, 2006). La recoleccion de las
muestras se realizé mediante muestreadores de alto volumen (HiVol) marca
Graseby Andersen/GMW, equipados con cabezal PST, con un flujo de
operacion entre 1.1 y 2.2 m3h. Como medio de captura para las muestras de
particulas se utilizaron filtros de 8 X 11 pulgadas de fibra de vidrio (Whatman
G653).

El procedimiento general seguido para el muestreo y determinacion
gravimétrica de las concentraciones de particulas fue el contenido en el Método
USEPA 10.2.1 (USEPA, 1999) y la Norma Mexicana NOM-035-SEMARNAT-
1993 (SEDESOL-INE, 1993). Este método proporciona una medida de la
concentracion de la masa de las particulas suspendidas en el aire ambiente. El
proceso de medicidén es no destructivo, y el tamafio de la muestra recolectada
es usualmente adecuado para el subsiguiente analisis quimico.

4.2. EXTRACCION DEL POLEN

Para la obtencién de la metodologia propuesta, se realizaron modificaciones a
meétodos utilizados ampliamente en la digestion de particulas suspendidas
captadas en filtros de fibra de vidrio y de extraccion de polen de muestras
geoldgicas. Las pruebas que se realizaron para lograr el procedimiento
finalmente propuesto, se describen ampliamente en el capitulo de Resultados y
Discusion.

Para asegurar la presencia de polen en las muestras, se adicion6 una
pequefia cantidad de muestras de flores de Gomphrena sonorae (familia
Amaranthaceae), Verbesina enceliodes (familia Astreracea), Ibiscus hibridus (familia
Malvaceae), Tagetes hibridus (familia Asteraceae) y Paulawnia tomentosa (Familia
Bignoniaceae), colectadas en un estudio paralelo a éste (Aguirre y Mufioz,
2009).
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Figura 77. Muestras de flores utilizadas. A. Gomphrena sonorae, B. Verbesina enceliodes, C.
Ibiscus hibridus, D. Tagetes hibridus E. Paulawnia tomentosa,

Los reactivos utilizados fueron acido clorhidrico (HCI) al 37%, é&cido nitrico
(HNO3) al 10%, acido fluorhidrico al 40% grado analitico (J.T. Baker), hidréxido
de sodio (NaOH) al 10% (J.T. Baker) y agua destilada.

Las muestras se centrifugaron a 3500 revoluciones por minuto (rpm) durante 6
minutos (Fisher Scientific, Maraton 8K).

Para el filtrado se utilizé papel filtro (Whatman No. 40), y membranas de
policarbonato (PC) de 11 mm de diametro y una porosidad de 0.4 micrometros
(CUMONICS, K04CP0470).

Para evaluar la utilidad del método propuesto, se utilizaron 30 filtros colectados

en dos sitios de la ciudad (Figura 23), a los cuales no se les adicion6 polen, y
se siguio la misma metodologia.
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Sitio Localizacion Caracteristica
CIM Av. Miguel de Parque
Cervantes Industrial, zona
Complejo residencial
Industrial aledafa
Chihuahua
GU Zona
Al Suroestedela suburbana, con
ciudad bajadensidad
poblacional

Figura 78. Localizacion de los puntos de muestreo en la ciudad de Chihuahua.

4.3. ANALISIS DE LAS MUESTRAS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA
DE BARRIDO (MEB)

Las membranas de PC fueron colocadas sobre cilindros portamuestras de
aluminio de 11 mm de diametro por 10 mm de alto, recubiertos con cinta de
cobre de doble cara (EMS, 77802-22), aun humedas para facilitar el proceso y
se dejaron secar a temperatura ambiente.

Las muestras fueron recubiertas mediante la técnica de “sputtering”, con una
lampara de recubrimiento (Denton Vacuum, DESK II) durante 30 segundos con
una pelicula de oro de un espesor de 70 nm.

Se tomaron micrografias de los granos de polen encontrados a diferentes

magnificaciones con un MEB (Jeol JSM-5800LV), con un voltaje de aceleracion
de 10keV, al alto vacio y electrones secundarios.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. DESARROLLO DEL METODO

5.1.1. ETAPA 1

La primera prueba realizada fue la adaptaciéon del método para la digestion y
andlisis de metales pesados en muestras de PST captadas en filtros de FV por
el método de alto volumen (Método SEMARNAT IO 2.1).

Los filtros fueron cortados en cuadros de 2x2 cm aproximadamente y puestos
junto con una pequefia cantidad de polen de una especie conocida en un vaso
de precipitados. Se afiadieron 75 ml de HCl y 75 ml de agua destilada y se
colocé en una parrilla de calentamiento por 2 horas a 50 °C. Posteriormente se
puso el vaso en bafio ultrasénico por 30 minutos para facilitar el
desprendimiento de las particulas adheridas al filtro de FV.

Los filtros fueron retirados del vaso y enjuagados con agua destilada. La
solucién de digestion junto con agua de enjuague se filtré en papel filtro.

La muestra obtenida de esta manera result6 muy gruesa y con una gran
cantidad de fibras, producto del deterioro del filtro de FV durante el proceso.
Aunque se pudieron obtener imagenes de los granos de polen, y su estructura
no fue significativamente dafiada (figura 24), su busqueda se dificulté debido a
la gran cantidad de “impurezas” retenidas en el filtro y al &rea tan extensa del
mismo (2.5 mm de didmetro); lo cual resulté en varias horas de analisis por
muestra.

2. N

g 2 i Aats i
Figura 79. Micrografias de las muestr el Primer Andlisis (10 keV).

Por otro lado, se pudieron observar en el MEB ondulaciones en papel utilizado

para filtrar y soportar la muestra, lo cual también dificulta la busqueda del polen
y el enfoque adecuado para obtencion de las micrografias.
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5.1.2. ETAPA 2

En una etapa posterior se opto por cambiar el tipo de filtro, por lo que se
utilizaron filtros de policarbonato. Los filtros comunes de tipo membrana
profunda contienen poros tortuosos que capturan particulas al azar a través del
atrapamiento. El resultado es que una fraccién de las particulas queda en el
interior (intersticios) del filtro, haciendo imposible su observacién en la
superficie por MEB.

En contraste, los filtros de policarbonato contienen poros uniformes,
preferentemente cilindricos grabados en la membrana, lo que permite una
distribucion uniforme de la muestra colectada en un plano a través de toda la
superficie de la membrana expuesta. Por lo tanto, todas las muestras se
capturan en una superficie plana, lisa, con una superficie con apariencia de
cristal.

Figura 80. Superficie del filtro de policarbonato.

De esta manera se observaron de mejor manera las muestras en el MEB, sin
embargo persistia el problema de las fibras de fibra de vidrio desprendidas del
lavado inicial. Por otro lado, debido a la superficie tan lisa de los filtros de PC,
la muestra humeda obtenida se deslizaba sobre la superficie del filtro. Al
secarse sobre el filtro, la muestra presentaba cuarteadoras y también se
presentaron problemas de fijacion, quedando poca muestra sobre el filtro
(figura 27).

Este problema se solucion6 al utilizar una bomba de vacio para el filtrado y
reduciendo el diametro del filtro (11 mm), lo cual aparte disminuye el tiempo de
analisis en el MEB al tener que barrer una superficie significativamente menor.

. R
Figura 81. Filtro de policarbonato después de perder la muestra que se habia filtrado con anterioridad.
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También se adicionaron 40 mL de acido nitrico (HNO3) a la solucion para
ayudar a la eliminacién de materia organica, y 40 mL de HF para eliminar las
fibras de fibra de vidrio. Esto ayudo a disminuir el grosor de la muestra y poder
ver con mas claridad las imagenes. Sin embargo, se observdé que este
procedimiento dafiaba seriamente la estructura de la mayoria de los granos de
polen (figura 31).

ol 10pm

5.1.3. ETAPA 3

Se tomo la mitad de cada uno de los filtros de FV y se cort6 en tiras de 1 cm
aproximadamente. Estas tiras fueron introducidas a viales de polipropileno de
40 mL y se adicion6 una pequefia cantidad el polen de las muestras de flores.

Para lograr la disolucion de los carbonatos y de otras particulas adheridas a los
filtros, se agregaron 40 mL de HCI al 37% y se dej6 actuar por 10 minutos. Las
tiras de filtro se colocaron en un vaso de precipitados de 1 L para lavarlos con
350 mL de agua destilada a una temperatura de 50 a 70 °C. Se observé que a
una temperatura menor a este rango la limpieza de los filtros es menos
eficiente, mientras que a temperaturas mayores los granos de polen sufren
dafos en su estructura (figura 27).
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Figura 83. Granos de polen con su estructura dafiada.

La solucion de HCI recuperada y el agua de los lavados fueron mezcladas y
centrifugadas a 3500 revoluciones por minuto (rpm) durante 6 minutos. El
sobrenadante fue desechado y los solidos acumulados al fondo del vial
(pastilla) fueron lavados con 80 mL de agua destilada por dos ocasiones para
eliminar los residuos de HCI. El sobrenadante fue decantado nuevamente.

Con la finalidad de digerir la materia organica presente en las muestras se
adicion6 40 mL de NaOH al 10% y se dej6 reaccionar durante 10 minutos.
Después de este tiempo, la muestra fue centrifugada nuevamente (3500 rpm
por 6 minutos) y lavada por dos ocasiones con 80 mL de agua destilada.

La muestra fue filtrada en las membranas de PC de 11 mm de diametro. Para
eliminar las fibras de vidrio residuales, se afadieron lentamente sobre la
membrana y la muestra 10 mL de HF al 40% y posteriormente 20 ml de agua
destilada para lavar el HF y evitar que los granos de polen resultaran dafiados
por el contacto prolongado con el acido.

La figura 28 muestra el resultado obtenido con esta metodologia en filtros
adicionados con polen.
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Figura 84. Polen extraido del método propuesto.

5.2. EVALUACION DE LA UTILIDAD DEL METODO

Para evaluar la utilidad del método propuesto, se utilizaron filtros de fibra de
vidrio con muestras de PST a los niveles de concentracion usualmente
encontrados, colectadas en la ciudad de Chihuahua. A estas muestras no se
les adiciond polen, y se siguié la misma metodologia anteriormente descrita.

La extraccion de polen de estas muestras dio buenos resultados. Se lograron
obtener micrografias de los pdlenes aerovagantes capturados en los filtros, los
cuales ademas no sufrieron dafios considerables en su morfologia. Mediante
estas imagenes, los poélenes pueden ser facilmente identificables por los
palinélogos expertos.

En la tabla 3 se muestran los filtros a los cuales se les extrajeron los granos de
polen.
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Tabla 6. Filtros muestreados con sus caracteristicas.

Numero | Etiqueta | Ubicacién del filtro | Tipo de Fecha de

de filtro | del filtro Muestreado particula muestreo
1 391 CIMAV PST 21/Febrero/05
2 403 GU PST 21/Febrero/05
3 481 CIMAV PST 28/Abril/05
4 493 GU PST 28/Abril/05
5 439 CIMAV PST 10/Abril/05
6 450 GU PST 10/Abril/05
7 466 CIMAV PST 22/Abril/05
8 478 GU PST 22/Abril/05
9 425 CIMAV PST 16/Mayo/05
10 521 GU PST 16/Mayo/05
11 548 CIMAV PST 28/Mayo/05
12 558 GU PST 28/Mayo/05
13 566 CIMAV PST 9/Junio/05
14 576 GU PST 9/Junio/05
15 601 CIMAV PST 27/Junio/05
16 613 GU PST 27/Junio/05
17 631 CIMAV PST 9/Julio/05
18 642 GU PST 9/Julio/05
19 661 CIMAV PST 21/Julio/05
20 671 GU PST 21/Julio/05
21 703 CIMAV PST 8/Agosto/05
22 713 GU PST 8/Agosto/05
23 715 CIMAV PST 14/Agosto/05
24 727 GU PST 14/Agosto/05
25 743 CIMAV PST 26/Agosto/05
26 755 GU PST 26/Agosto/05
27 773 CIMAV PST 7/Septiembre/05
28 782 GU PST 7/Septiembre/05
29 802 CIMAV PST 19/Septiembre/05
30 811 GU PST 19/Septiembre/05

De las extracciones realizadas para obtener polen, de cada filtro se obtuvieron
las siguientes micrografias:
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Figura 85. Polen obtenido de la extraccién del filtro de FV en el CIMAV 28/1V/05
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Figura 87. Polen obtenido de la extraccion del filtro de FV en el CIMAV 10/I1V/05
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Figura 90. Polen obtenido de la extraccion del filtro de FV al Suroeste de la ciudad 22/IV/05.
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Figura 92. Polen obtenido de la extraccion del filtro de FV al Suroeste de la ciudad 16/V/05.
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Figura 93. Polen obtenido de la extraccion del filtro de FV en el CIMAV 28/V/05.
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Figura 94. Polen obtenido de la extraccion del filtro de FV al Suroeste de la ciudad 28/V/05.
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Figura 96. Polen obtenido de la extraccion del filtro de FV al Suroeste de la ciudad 9/V1/05.
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Figura 97. Polen obtenido de la extraccion del filtro de FV en el CIMAV 27/VI1/05.
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Figura 99. Polen obtenido de la extraccion del filtro de FV en el CIMAV 9/VII/05.
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Figura 100. Polen obtenido de la extraccion del filtro de FV al Suroeste de la ciudad 9/VII1/05.
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Figura 101. Polen obtenido de la extraccion del filtro de FV en el CIMAV 21/VI1/05.

2

o 2 o/ " N
Figura 102. Polen obtenido de la extraccion del filtro de FV al Suroeste de la ciudad 21/VI1/05.

Figura 103. Polen obtenido de la extraccion del filtro de FV en el CIMAV 8/VI11/05.
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VI. CONCLUSIONES

e La metodologia propuesta es adecuada para la extraccién de polen de muestras
de aerosoles urbanos colectadas por el método de alto volumen.

e Los polenes recuperados mediante la metodologia desarrollada no sufrieron
dafos considerables en su morfologia por lo que pueden ser identificados por los
palindlogos expertos.

e El alcance de esta metodologia en cuanto a determinar concentracion de polenes
en el aire ambiente puede ser semicuantitativa.

e La identificacion y semicuantificacion de los granos de polen se puede llevar a
cabo en trabajos futuros, sin embargo, deben tenerse en el tiempo requerido para
desarrollar este trabajo en cada muestra puede llegar a ser muy extenso.
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