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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar la concentracién de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP), empleando el liguen Parmotrema sancti-angelii y un
muestreo de tipo activo, en la ciudad de Caracas. Para ello fueron transplantados
liguenes de una zona suburbana a seis localidades de la ciudad de Caracas, en las

cuales estuvieron expuestos a la atmdsfera urbana por un periodo de cuatro meses.

El método de extraccion empleado fue un bafio de ultrasonido, usando como
solvente una mezcla hexano:diclorometano (3:2, v/v). La separaciéon de la fraccion de
compuestos aromaticos fue lograda mediante el uso de una columna cromatografica
con silica gel y la elucién con una mezcla hexano-diclorometano (3:2, v/v). Los andlisis
fueron realizados mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG/EM) y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC/UV/FL). Fueron
identificados 16 HAP: naftaleno, acenaftiieno, acenafteno, fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno, criseno, benzo[a]lantraceno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[Kk]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno, benzo[g,h,iJperileno e

indeno[1,2,3-cd]pireno.

La concentracion de HAP totales obtenida en esta investigacion estuvo en el
rango de 6,47 + 3,80 pg/g a 2,30 £+ 0,49 pg/g. Los liqguenes mostraron un
enriguecimiento en compuestos de 6 y 5 anillos (6>5>3>4 para LCM; 6>3>5>4 para
LCF, LBC, LSC y LC5; 6>3>4>5 para LRC) asociados a las particulas atmosféricas

comunmente generadas en procesos de combustion.

La relacion Ind/(Ind+B[g,h,i]P) sefiala la presencia de HAP provenientes de la
guema de vegetacion en todas las localidades, y la relacion B[g,h,i]P/B[a]P un fuerte
aporte de las emisiones provenientes especificamente de la quema de gasolina en El

Cafetal, lo cual indica una fuerte incidencia del trafico vehicular.
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1. INTRODUCCION

La contaminacion ambiental constituye uno de los principales problemas que la
humanidad enfrenta en la actualidad. Dicho fenédmeno afecta diversos ambitos de vital
importancia para los individuos y las sociedades, como la salud y la economia; y por lo

tanto atenta contra la calidad de vida del ser humano.

Tomando en cuenta lo antes expuesto, es importante sefialar que el ambiente
estd conformado por cuatro compartimientos principales: aire, agua, suelo y biota
(Blasco, 2008). Entre dichos compartimientos, el aire constituye uno de los mas
dinamicos, debido a que el mismo esta compuesto por una mezcla de gases y
particulas suspendidas, que poseen una capacidad de dispersion y expansion bastante
elevada, en comparaciéon con los otros compartimientos, la cual depende en la mayoria
de los casos de distintos pardmetros como la direccion de los vientos, el clima, la altura,
y las condiciones meteoroldgicas.

En este orden de ideas, la Ley de calidad del aire y proteccion de la atmésfera de
Espaia (2007), define la contaminacion atmosférica como “la presencia en la atmésfera
de materias, sustancias o formas de energia que impliguen molestia grave, riesgo o
dafio para la seguridad o la salud de las personas, el medio ambiente y demas bienes

de cualquier naturaleza.”

El crecimiento descontrolado y desequilibrado de la poblacion en las ultimas
décadas ha generado un aumento considerable en la contaminacion del aire en
ciudades como: Nueva York, Atenas, Paris, Londres, Madrid, Pekin, Tokio, Yakarta,
Johannesburgo, El Cairo, Ciudad de México, Sao Paulo, Buenos Aires, Santiago de
Chile, entre otras; lo cual tiene una relacion directa con el aumento en la cantidad de
combustible fésil que es quemado para la generacion de energia, a nivel industrial,
urbana y doméstica; siendo importante destacar que dichos efectos son producto del

modelo de desarrollo no sustentable que impera en la mayoria de las sociedades del
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mundo, el cual no toma en cuenta, a largo plazo, el destino que tendran todas las

sustancias que son transformadas luego de ser extraidas de la naturaleza.

De esta forma, los vehiculos automotores constituyen una fuente importante de
contaminacion atmosférica en las grandes ciudades; ellos descargan diversos gases
toxicos, entre los cuales pueden citarse: monéxido de carbono, O0xidos de nitrégeno,
oxidos de azufre, hidrocarburos y otros residuos originados en los motores. Dichos
gases son reactivos ante la radiacion solar, con lo cual originan una gran cantidad
adicional de gases nocivos para el sistema respiratorio conocidos como smog

fotoquimico (Blasco, 2008).

En el caso de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), diversos estudios
han demostrado la capacidad que tienen de generar cancer en los seres humanos
(Lawerys, 1994 y Vives et al., 2001). Dicha capacidad es debida principalmente a las
especies quimicas intermedias generadas por la combustion incompleta y/o
biotransformacién de los HAP, como dioles, epoxidos y nitroderivados, que son capaces
de enlazarse covalentemente con el ADN de las células e inducirlo a romper sus
cadenas, mutandolo y provocando la iniciacion de tumores. Los HAP son formados por
pirélisis o combustibn incompleta de material organico que contiene carbono e
hidrogeno, estos pueden hallarse casi en todas partes, procedentes de fuentes
naturales o antropogénicas. La contribucion de las fuentes naturales, como los
incendios forestales y los volcanes, es minima comparada con las emisiones causadas
por el ser humano. La quema de combustibles fosiles, asi como la combustion de
residuos y madera constituyen la principal fuente de emision de HAP (origen
pirogénico). Otra fuente de emisién de dichas sustancias son los vertidos de petrdleo y

derivados que en si mismos contienen HAP (origen petrogénico) (Blasco, 2008).

Por los motivos antes expuestos, han sido generadas diferentes técnicas o
herramientas para el seguimiento de la calidad del aire en distintas zonas geograficas y
a lo largo del tiempo, entre las que estan el seguimiento convencional (sensores de

gases, aparatos captadores de PTS, PMjo y PM,s, principalmente), y el uso de
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bioindicadores/biomonitores (como plantas, musgos, algas y liquenes). Los
bioindicadores/biomonitores son organismos ampliamente utilizados para la
determinacién cuantitativa o cualitativa de contaminantes, tales como: metales pesados,
diéxido de azufre (SO,), hidrocarburos aromaticos policiclicos, hidrocarburos clorinados,

oxidos de nitrégeno, amoniaco (NHs), ozono (O3), fluoruros y cloruros, esencialmente.

Debido a que los organismos epifitos reciben la mayor parte de sus nutrientes a
partir de la atmosfera, son mas susceptibles a los factores atmosféricos y, por lo tanto,
constituyen sustratos ideales para ser utilizados como bioindicadores/biomonitores. En
esta clasificacion estan enmarcados los liquenes, los cuales presentan las siguientes
ventajas: no poseen una cuticula protectora y absorben nutrientes y contaminantes a
través de gran parte de su superficie; son relativamente longevos, permaneciendo
expuestos al efecto nocivo por largos periodos, por lo que proporcionan una imagen de
estados cronicos y no de variaciones puntuales del medio ambiente; son organismos
perennes que pueden ser muestreados durante todo el afio. EI empleo de este tipo de
organismos permite abaratar costos y cubrir mayores areas que los aparatos de
seguimiento convencionales. Otra de las ventajas que presentan los liquenes, es que
biomonitorizan tanto HAP presentes en la fase gas de la atmosfera que son acumulados
en su tejido biolégico, como los adsorbidos en las particulas que sobre ellos son
depositadas; de modo que el espectro de biomonitorizacion de HAP en liqguenes resulta
mas amplio que en las particulas atmosféricas, que frecuentemente se relacionan con
los HAP de mayor peso molecular (Migaszewski et al., 2002; Guidotti et al., 2003 y
2009; Shukla y Upreti, 2008; Blasco, 2008 y Augusto et al., 2009).

A nivel internacional han sido publicados pocos estudios acerca del seguimiento
de HAP empleando liquenes como bioindicadores/biomonitores, en contraposicion a las
numerosas investigaciones que los emplean como bioindicadores/biomonitores de
contaminacion por metales. Venezuela no escapa de esta situacion, sélo cuenta con el
trabajo de Réquiz (2006), en el cual fue aplicado un muestreo de tipo pasivo como

estudio piloto, a fin de identificar los HAP presentes en distintas localidades de la ciudad
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de Caracas. Dichas localidades fueron seleccionadas de acuerdo a la presencia del
género Pyxine sp. y los diferentes niveles de trafico vehicular. En aquella investigacion
fueron determinados 14 de los 16 HAP contaminantes principales segun la US-EPA (no
fueron identificados benzo[g,h,iJperileno e indeno(1,2,3-cd)pireno).

La capital venezolana estd enmarcada en un valle tectonico de escasa
pendiente, ubicado en el tramo central de la Cordillera Caribe de Venezuela. De
acuerdo a proyecciones hechas por el Instituto Nacional de Estadistica (INE), para el
afio 2010 la ciudad de Caracas (incluye Distrito Capital y municipios Baruta, Chacao, El
Hatillo y Sucre del estado Miranda) cuenta con una poblacién de aproximadamente
3.220.540 habitantes, y en ella estd concentrado el 24 % (1.246.910 vehiculos) del
parque automotor de Venezuela; siendo estos los principales motivos por los cuales fue
seleccionada dicha ciudad para llevar a cabo la presente investigacion.

Es importante sefialar que Venezuela no cuenta con estudios en los cuales el
muestreo de liquenes sea de tipo activo (transplante del liguen de una zona poco
intervenida por el hombre a la zona de estudio) para la determinacién y cuantificacion
de los HAP, ni con investigaciones en las que sean empleados liquenes de morfologia
fruticulosa, por lo que el presente trabajo fue realizado para aportar informaciéon en

estos aspectos, y pueda servir de apoyo a futuras investigaciones similares.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Determinar la concentracion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP),
empleando Parmotrema sancti-angelii y un muestreo de tipo activo, en la ciudad de

Caracas.

2.2. Objetivos especificos

Disefiar un plan de muestreo de tipo activo en la ciudad de Caracas, empleando

Parmotrema sancti-angelii como biomonitor de HAP.

Evaluar el efecto que tiene el lavado de los liquenes con agua deionizada en la
determinacion de los HAP.

Optimizar la metodologia de extraccion de los HAP en las muestras de liquenes

mediante la técnica de extraccion estatica con ultrasonidos.

Identificar los HAP presentes en las muestras de liquenes, aplicando la técnica

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

Determinar la concentracion de los HAP en las muestras de liquenes,

empleando la técnica cromatografia liquida de alto rendimiento.

Comparar las concentraciones de HAP obtenidas, usando Parmotrema sancti-
angelii y Usnea sp. a fin de establecer semejanzas y/o diferencias en cuanto a la

capacidad que tienen estos liquenes de acumular dichos compuestos.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. Fundamentos tedricos

3.1.1. Atmdsfera. Es una de las geosferas externas de la Tierra (junto con la
hidrosfera, pedosfera y biosfera, con las cuales esta estrechamente relacionada), y es
comunmente definida como la capa de aire que rodea al planeta. Dicha capa o
envoltura de aire es de vital importancia para los organismos vivos, debido a que es la
fuente de dioxido de carbono para la fotosintesis de las plantas y de oxigeno para la
respiracion; proporciona el nitrégeno que las bacterias fijadoras de nitrogeno y las
plantas productoras de amoniaco emplean para producir las especies de nitrdgeno
biodisponibles; como parte basica del ciclo hidrolégico, la atmosfera transporta el agua
de los océanos a la tierra. Adicionalmente, actia como escudo protector contra los
meteoritos, absorbe en la capa de ozono gran parte de la radiacién solar ultravioleta y
debido a que reabsorbe mucha de la radiacion infrarroja que es reemitida al espacio, la

atmosfera estabiliza la temperatura de la Tierra (Manahan, 2007).

La tabla 1 indica la composicién media del aire seco a nivel del mar, variando un

poco la proporcién de los distintos componentes hasta alturas de unos 80 Km.

La atmodsfera suele ser dividida de acuerdo a la variacion de la temperatura con
la altura en las siguientes capas: Troposfera, Estratosfera, Mesosfera y Termosfera
(Martinez y Diaz, 2004). En el caso de esta investigacion solo sera definida la primera,
debido a que es en ella en la cual ocurre la probleméatica de estudio. La figura 1 muestra
una ilustracion de las distintas capas de la atmosfera, los cambios de temperatura, asi

como de las distintas actividades que son desarrolladas en cada una de ellas.
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Tabla 1. Composicion del aire seco a nivel del mar (Tomado de Figueredo y Davila, 2004).

Componente | % Volumen | Componente | % Volumen
N> 78,085 Kr 0,00011
O, 20,946 H> 0,000058
Ar 0,934 N.O 0,000031
COs 0,0314 CO 0,00001
Ne 0,00182 Xe 8,7 x 10°
He 0,000524 Os (1-50) x 10°®
CHa 0,00015 NH3 (0,01-1) x 107

3.1.1.1. Troposfera: Es la capa mas proxima a la superficie de la Tierra (los
primeros 9 a 15 Km) y posee el 85 % de la masa total atmosférica. En ella acontece la
actividad humana y son producidos los fendbmenos meteorolégicos que determinan el
clima. Es la capa mas dinamica, siempre en movimiento (lluvias, vientos, nubes, entre
otros). Asimismo, es alli donde son generados la mayoria de los casos de
contaminacion atmosférica (a excepcion de las aeronaves supersénicas que llegan a
volar a niveles estratosféricos), teniendo en cuenta que por sobre los 12 Km de altura la

atmaosfera ya no es habitable (Martinez y Diaz, 2004).

Su caracteristica fisica mas importante es que la temperatura disminuye con la
altura a razon de 0,6 °C cada 100 m, hasta unos 12 Km de altitud, donde la
estabilizacion de la temperatura marca el final de la Troposfera, altura a la cual es
alcanzada la Tropopausa. Dependiendo del lugar del planeta, la Tropopausa es
encontrada a una altura diferente (15 Km en el Ecuador, 6 Km en los polos) (Martinez y
Diaz, 2004).
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Fig. 1. Estructura de la Atmésfera (Tomado de Martin, 2000).
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3.1.2. Contaminacion. La ley Orgénica del Ambiente (2007) (LOA), define
contaminacion como la “liberacién o introduccién al ambiente de materia, en cualquiera
de sus estados, que ocasione modificacién al ambiente en su composicion natural o la

degrade”.

Existen tres tipos principales de contaminacion: del aire, del agua y de los suelos;
de acuerdo al compartimiento ambiental que esté siendo afectado. La LOA no presenta
una definicion especifica para la contaminacion del aire o de la atmésfera, sin embargo,
al revisar la legislacion extranjera, es apreciable la ley de calidad del aire y proteccion
de la atmosfera de Espafia (2007), la cual define dicho término como “la presencia en la
atmosfera de materias, sustancias o formas de energia que impliquen molestia grave,
riesgo o dafio para la seguridad o la salud de las personas, el medio ambiente y demas

bienes de cualquier naturaleza”.

La concentracion a la cual una sustancia provoca contaminacién varia mucho,
segun la sustancia a la cual esté referida. Por ejemplo, unos pocos nanogramos de
benzo[a]pireno por metro cubico de aire, originan mayores dafios que unos diez

miligramos de didxido de carbono, también por metro cubico (Caselli, 2000).

3.1.2.1. Contaminantes atmosféricos: Los contaminantes atmosféricos pueden

ser divididos en organicos e inorganicos, de acuerdo a su naturaleza. Entre los
organicos pueden contarse dibenzodioxinas policloradas, dibenzofuranos policlorados,
acidos grasos, tiofenos e hidrocarburos. Algunos contaminantes inorganicos
importantes son: ozono (O3), amoniaco (NHj3), sulfuro de hidrégeno (H.S), el mondxido
de carbono (CO), el dioxido de azufre (SO,), los 6xidos de nitrégeno (NOy), polvo (en
algunos casos con altas concentraciones de metales pesados), COS, HCl y HF.

Al observar el total de contaminantes atmosféericos, puede notarse que solo
cinco de ellos constituyen mas del 95 % del total. Estos contaminantes son: el monéxido
de carbono (CO), el dioxido de azufre (SO,), los o6xidos de nitrogeno (NO,), los

hidrocarburos y el polvo o particulas suspendidas. La concentracion de dichos
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contaminantes, junto con la del ozono (O3), estrechamente vinculado a ellos, es la

utilizada como indice de calidad del aire (Caselli, 2000).

La tabla 2 muestra los porcentajes de emisiones anuales de los cinco

contaminantes atmosféricos predominantes, divididos por fuente.

Tabla 2. Emisiones anuales en porcentaje de los cinco principales

contaminantes, divididos por fuente (Tomado de Caselli, 2000).

Contaminante | Combustiones | Transporte | Industria | Tratamiento Otras | Contaminantes
(%) (%) (%) de desechos | fuentes totales (%)
(%) (%)
CO 0,30 41,62 4,27 2,69 6,89 55,76
SO, 9,88 0,37 2,40 0,04 0,07 12,76
NO, 3,73 4,34 0,07 0,15 0,22 8,53
Hidrocarburos 0,22 7,34 2,10 0,75 2,77 13,17
Particulas 2,54 0,30 4,94 0,52 1,50 9,81
Total de las 16,69 53,97 13,77 4,15 11,45 100,00
fuentes (%)

A continuacion son mostradas algunas fuentes de emision de contaminantes a la
atmosfera, asi como su clasificacion, haciendo especial énfasis en las especies

organicas.

3.1.2.2. Fuentes de contaminacion: Pueden ser clasificadas en fuentes naturales

y fuentes antrépicas.

La gran mayoria de las especies consideradas como contaminantes de la
atmosfera, tienen en buena parte un origen natural, siendo estas fuentes las
responsables de las cantidades de sustancias existentes en una atmoésfera no
contaminada. La vegetacidn constituye una fuente importante de emision de

hidrocarburos a la atmdésfera; por ejemplo, muchas plantas liberan etileno (CzH,), y son

10
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origen también, especialmente algunos tipos de arboles, de diferentes terpenos (como
a-pineno, isopreno y limoneno) los cuales, a causa de que tienen doble enlaces en sus
moléculas reaccionan con agentes oxidantes atmosféricos como el radical <OH,
formando aerosoles responsables en gran parte de las neblinas azuladas naturales
observadas en zonas con grandes masas de vegetacion. Algunos mercaptanos y otros
organosulfurados son formados a partir de la materia organica. Las plantas también
emiten gran variedad de ésteres organicos; y las algas, constituyen una fuente de los
organohalogenados de cloruro, fluoruro y yoduro de metileno a la atmdsfera. Otra
importante fuente de emision de contaminantes a la atmoésfera, la constituyen los
incendios forestales (procesos de combustion) y las erupciones volcanicas (Orozco et
al., 2004).

Las fuentes de emisibn antropogénicas de agentes contaminantes en la
troposfera han sido clasificadas considerando su localizacion fija o mévil. Asi puede

hablarse de:

e Fuentes moviles: incluyen los diversos tipos de vehiculos de motor

utilizados en el transporte.

¢ Fuentes fijas: localizadas en un punto determinado. Entre ellas estan los
focos de contaminacion industriales, domésticos y vertederos (Orozco et
al., 2004).

11
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3.1.3. Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP). Constituyen una familia
particular de hidrocarburos correspondiente a compuestos que contienen un cierto
namero de anillos bencénicos condensados a través de dos o mas atomos de carbono
(Orozco et al.,, 2004). También reciben el nombre de hidrocarburos aromaticos
polinucleares o poliarenos. Estos compuestos, junto con los HAP con derivados
alquilicos, los HAP con grupos —NO,, -OH, NH, y —CIl como sustituyentes y los HAP con
heterociclos nitrogenados, sulfurados y oxigenados, constituyen la familia conocida
como compuestos aromaticos policiclicos (PACs, por sus siglas en inglés) (Blasco,
2008).

Una primera clasificacion de los HAP puede ser entre alternantes, los que
contienen solamente anillos bencénicos, y no alternantes, los que presentan también
anillos aromaticos distintos del benceno, como por ejemplo el acenaftileno (Blasco,
2008) (ver figura 2).

La importancia de los HAP como contaminantes ambientales radica en que han
sido clasificados como cancerigenos por la Agencia Internacional de Investigacion del
Céancer (IARC, por sus siglas en inglés). Recientemente se han incluido dentro de los
contaminantes organicos persistentes (POPs, por sus siglas en inglés) por el United
Nations-European Committee, en el tratado global firmado en mayo de 2001 en la
“Convention of Lon-range Transboundary Air Pollution” (Blasco, 2008).

Aungue el numero posible de HAP es enorme, hay una serie de miembros de la
familia que aparecen en el ambiente de forma mas generalizada. En 1980, la Agencia
de Proteccion Ambiental de los EE UU (US-EPA), reporta un grupo de dieciséis HAP
contaminantes principales, de acuerdo a su importancia medioambiental, y posibles
efectos en la salud. Dicho grupo esta conformado por: naftaleno, acenaftileno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno,
criseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno,
dibenzo[a,h]antraceno, indeno[1,2,3-cd] pireno y benzo[g,h,iJperileno. La figura 2

muestra las estructuras de los 16 HAP mencionados anteriormente.

12
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Fig. 2. Hidrocarburos arométicos policiclicos listados por la Agencia de Proteccién
Ambiental de EE UU. .

3.1.3.1. Propiedades fisicoguimicas de los HAP: Los HAP son una familia de

compuestos muy heterogénea en cuanto a propiedades fisicoquimicas ya que
presentan un rango muy amplio (Blasco, 2008). Algunas caracteristicas generales de

dichos compuestos es que en su mayoria (salvo los menores de la serie naftaleno y

13
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antraceno), son compuestos soélidos en condiciones ambientales (puntos de fusion y
ebullicién elevados, ver apéndice C). Dichos compuestos poseen muy baja solubilidad
en agua, a la vez que elevada en solventes organicos no polares, lo que les configura
como compuestos tipicamente microcontaminantes organicos y con capacidad
bioacumulativa. Por lo general, un incremento en el peso molecular y en el nimero de
anillos en su estructura disminuye la solubilidad en agua y su volatilidad. La toxicidad
mas elevada y ampliamente estudiada de los compuestos de la serie es la del
benzopireno (Orozco et al., 2004). Asimismo, dependiendo de su caracter aromético los

HAP absorben la luz ultravioleta y producen un espectro fluorescente caracteristico.

Generalmente, los hidrocarburos mas persistentes en el ambiente son los que
tienen mayor peso molecular. También son mas persistentes aquellos que poseen una
mayor capacidad de bioacumulacion. La capacidad de disolucion en grasas de algunos
contaminantes, frente al caracter hidrofilico, y por lo tanto su caracter bioacumulativo,

puede medirse mediante el coeficiente de reparto octanol/agua (Kow), definido como:

Kow = Concentracion del hidrocarburo en octanol

Concentracion del hidrocarburo en agua

El valor de de Ky, estd relacionado directamente con el factor de

bioconcentracion (Kg), a través de la expresion:
Kg = fIip X Kow
Donde fjj, es la fraccion de grasa (lipido) presente en el ser vivo (Orozco et al., 2004).

La tabla 3 presenta algunas propiedades fisicoquimicas para 16 HAP, entre las
gue son incluidas: presion de vapor, solubilidad en agua y logaritmo del coeficiente de
particion octanol-agua, asi como el peso molecular y el nimero de anillos para cada
compuesto. Las temperaturas de fusion y de ebullicion pueden localizarse en el

apeéndice C.

14
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Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas para 16 HAP (Datos tomados de la ATSDR [Agency for

Toxic Substances and Disease Registry, de acuerdo a sus siglas en inglés], 1995).

Férmula NUumero Peso Presion de Sc;lr?t;igllil:j:d Log
A Quimica e Tamold o) by Ko
(mg L")
Bajo peso molecular
Naftaleno C1oHs 2 128,17 7,5x10™ 31 3,36
Acenaftileno C1Hsg 3 152,20 2,9x10° 16 4,03
Acenafteno CizHi1o 3 154,21 4,5x10° 3,8 3,55
Fluoreno CisH1o 3 166,20 3,2x10™ 1,98 4,18
Fenantreno CusH1o 3 178,20 6,8x10'4 1,20 4,57
Antraceno Ci14H10 3 178,20 1,7x10° 7,6x107 4,54
Mediano peso molecular
Fluoranteno CisH1o 4 202,26 5,Ox10'6 0,26 5,22
Pireno CisH10 4 202,30 2,5x10°° 7,7x10° 5,18
Benzo[a]antraceno CigH1o 4 228,29 2,2x10°® 1,010 5,91
Criseno CusHi2 4 228,30 6,3x10” 2,8x10° 5,91
Alto peso molecular
Benzo[b]fluoranteno CaoH12 5 252,30 5,0x10”" 1,2x10° 6,50
Benzo[k]fluoranteno CaoHiz 5 252,30 9,6x10™ 7,6x10™ 6,20
Benzo[a]pireno CaoH1z 5 252,30 5,6x10° 2,3x10° 6,50
Dibenzo[a,h]antraceno CaoHua 5 278,35 1,0x10™° 5,0x10™ 6,20
Benzo[g,h,i]perileno CaH1o 6 276,34 1,0x10™° 2,6x10™ 7,10
Indeno[1,2,3-cd]pireno CaH1z 6 276,30 1,0x10™ 6,2x10 6,50

3.1.3.2. Origen de los HAP: Dichos compuestos son formados por la combustién

incompleta de todo tipo de materiales organicos como petréleo y sus derivados, carbon,

madera, tabaco o vegetacion en general. El proceso transcurre a través de la formacion
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de radicales libres, producidos por ruptura de enlaces C-C y C-H, que reaccionan entre
si. En la figura 3 puede observarse un posible mecanismo de formacion de HAP en la
combustion de ciertos materiales organicos. Las cantidades de HAP formadas
dependen de la temperatura de combustion y de la naturaleza de los compuestos
organicos implicados en el proceso. Varios de los compuestos formados en estas
reacciones son alquil sustituidos, y como regla general, a temperaturas de combustion

mas elevadas son generados HAP con menos sustituciones alquilicas (Orozco et al.,

2004).
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Fig. 3. Posible mecanismo de formacion de HAP (Tomado de Orozco et al., 2004).

También en la formacion geologica de combustibles fosiles pueden generarse
HAP. El material bioldégico que da origen al carbdn y el petrdleo evoluciona, en este
caso bajo presién y temperaturas relativamente bajas (menos de 200 °C), condiciones a
las que pueden formarse ciertas cantidades de HAP (alrededor del 1% del crudo) (Vives
et al., 2001 y Orozco et al., 2004).
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Las fuentes principales de HAP son los automoviles, los aviones, los barcos, las
plantas de generacion de energia eléctrica, las incineradoras de residuos, las
calefacciones de los edificios, los incendios forestales y el humo del tabaco, asi como,
los alimentos a la parrilla 0 a la barbacoa. En general la tasa de formacion de estos
compuestos depende de las condiciones de combustion. Una combustion que genere
mucho humo negro dara lugar a una mayor cantidad de estos hidrocarburos por masa

de compuesto quemado (Vives et al., 2001).

El trafico rodado es una fuente de emision de HAP muy importante en areas
urbanas, donde se han hallado las concentraciones mas elevadas de estos compuestos
(Blasco, 2008). La cantidad emitida por los vehiculos depende del tipo de motor, el tipo
de combustible y el tratamiento de los gases de escape previo a la salida a la
atmésfera, ademéas de factores como la edad del vehiculo/motor o los héabitos de
conduccion ocasionados por la topografia y la calidad de las vias. Por lo general, los
nuevos motores que incorporan catalizador emiten entre 5y 10 veces menos HAP que
los motores antiguos (Bostrom et al., 2002). Sin embargo, ha sido comprobado que la
nueva tecnologia diesel de los motores emite un perfil de HAP mas rico en compuestos
de menor peso molecular (3-4 anillos), reduciendo asi el aporte de benzo[a]pireno
(compuesto de referencia por su evidente efecto carcinogénico) a la atmosfera (Blasco,
2008).

Ademas de las emisiones procedentes de los vehiculos a motor, a causa del
trafico rodado, también pueden incorporase HAP a la atmdésfera mediante el desgaste
de los neumaticos, las particulas de asfalto que se desprenden de la carretera y los

residuos de aceites lubricantes (Blasco, 2008).

Origen pirogénico y petrogénico: En la practica la identificacién de las fuentes de

emision de HAP es realizada segun su origen sea pirogénico: procedentes de la
combustion de materiales organicos a altas temperaturas, o petrogénico: procedentes

del petréleo y derivados (generalmente en menor proporcion) (Blasco, 2008).
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Los HAP de origen pirogénico son formados por la ruptura o “craqueo” a altas
temperatura de materiales organicos en compuestos de bajo peso molecular que son
rapidamente recombinados en estructuras de HAP no alquilados. Otro producto muy
importante de la pirdlisis es la formacion de un tipo de hollin, constituido por una
aglomeracion de HAP condensados. Generalmente, entre los HAP de origen pirogénico
predominan los compuestos de alto peso molecular (Blasco, 2008).

Los HAP de origen petrogénico son creados durante los procesos diagenéticos,
en los que la materia organica sedimentada sufre una serie de procesos geoquimicos
naturales dando lugar a la formacion de estos compuestos. En este tipo de procesos es
frecuente la formacién de HAP alquilados. Habitualmente, dichos HAP son de bajo peso
molecular que en el ambiente se encuentran en combinacién con los HAP pirogénicos
(Blasco, 2008).

Normalmente la presencia de HAP petrogénicos es asociada a fuentes locales o
puntuales, como refinerias o industrias del petréleo, rutas de navegacién o adyacentes
a carreteras y autopistas, en contraste con los HAP de origen pirogénico que tienen
lugar en una escala geografica mayor. Otra diferencia importante entre los HAP de
origen pirogénico y petrogénico es la persistencia en el ambiente. Los HAP de origen
pirogénico son mas persistentes y estan mas protegidos frente a reacciones de
degradacion por la asociacion en forma de aglomerado antes mencionada en la que
pueden presentarse. Por su parte, los HAP de origen petrogénico son mas facilmente
degradados por reacciones de fotooxidacion o por la accion de los microorganismos
(Mochida et al., 2000 y Douben, 2003).

La distribucion de HAP en las diferentes matrices donde son determinados
constituye una herramienta para elucidar les fuentes de procedencia, ya que cada
fuente de origen produce un patron de HAP particular. Por eso, a través de las
concentraciones relativas de determinados HAP, denominadas relaciones diagndsticas,

es posible identificar las fuentes de procedencia mas significativas (Blasco, 2008).
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3.1.3.3. Identificacion de las fuentes de procedencia (Relaciones diagndsticas):

La identificacién de las fuentes de procedencia de los contaminantes es una cuestién
critica dentro de la valoracion del riesgo que implican. En el caso de los HAP,
comunmente es utilizada la comparacion entre el patréon de HAP emitido y el obtenido
en las muestras estudiadas, para evaluar la contribucién de las distintas fuentes
posibles. Generalmente, esta comparacion es realizada a través de la relacién entre
pares de HAP con igual masa molecular, con el fin de minimizar las diferencias de
volatilidad, solubilidad en agua, y otras propiedades fisicoquimicas, entre los
compuestos. La relacién entre HAP especificos se denominan relaciones diagndsticas y
van a permitir diferenciar entre el origen pirogénico y/o petrogénico de los HAP

encontrados en una muestra determinada (Blasco, 2008).

Las relaciones diagndsticas mas aplicadas para la diferenciacién entre origen

pirogénico o petrogénicos de los HAP son mostradas en la tabla 4.

Tabla 4. Relaciones diagnésticas utilizadas para la determinacién de las fuentes
de origen mas relevantes de HAP en la zona de estudio (*Baumard et al., 1998; "Yunker et al.,

2002; “Budzinski et al., 1997 y Ortiz et al., 2007).

Realacion diagnéstica Origen pirogénico | Origen petrogénico
Fenantreno/Antraceno?® <10 >10
Fluoranteno/Pireno® >1 <1
Benzo[a]antraceno/(Benzo[a]antraceno+Criseno)” >0,35 <0,2
Antraceno/(Antraceno+Fenantreno)® >0,1 <0,1
Fluoranteno/(Fluoranteno+Pireno)® >0,5 <0,5

De igual forma, el empleo de la relacién Flu/(Flu+Pi) superior a 0,5 es indicativo
de que también contribuye la combustion de carbon o madera al origen de esa mezcla
de HAP (Yunker et al, 2002), y valores superiores a 0,6 de la relacién

benzo[g,h,i]perileno/benzo[a]pireno indican la influencia del trafico, debido a que el
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benzo[g,h,i]perileno es considerado un compuesto especifico de las emisiones de
gasolina (Brandli et al., 2007). La relacion 1[1,2,3-cd]P/(I[1,2,3-cd]P+B[g,h,i]P) > 0,5 es
empleada por algunos autores como caracteristica de la combustién de pasto y madera
(Ortiz et al., 2007)

Cabe destacar que las relaciones diagndsticas deben ser utilizadas con cuidado
como método para identificar la fuente de procedencia de los HAP, ya que este
procedimiento asume que los pares de HAP estudiados se transportan y transforman de
igual modo en el camino desde la fuente de emision hasta la muestra receptora. Pero
esta hipodtesis no siempre es cierta, ya que los pares de HAP empleados en las
relaciones tienen propiedades muy similares pero no idénticas (Bucheli et al., 2004 y
Zhang et al., 2005). Sin embargo, es factible emplearlos, estudiando la problemética

desde una perspectiva global.

3.1.3.4. Distribucién de los HAP en el ambiente: Estas sustancias estan

presentes en todas las parcelas o compartimientos ambientales. Nunca como
compuestos aislados, sino formando mezclas de HAP. Ademas, presentan amplios

rangos de concentracion, de acuerdo a la matriz en la que sean analizados.

Normalmente son emitidos en fase gas, de manera que pueden permanecer
como tal, agruparse entre ellos y/o con otros contaminantes dando lugar a aerosoles, o
quedar adsorbidos en particulas en suspensién (Bomboi et al., 1999; Rehwagen et al.,
2005 y Chirino, 2008). La distribucion de estos compuestos entre la fase gas y las
particulas atmosféricas esta condicionada por factores como la temperatura ambiente,
la humedad relativa, las propiedades y concentracion de los HAP y la composicion
quimica de los aerosoles. Como regla general puede considerarse que los HAP de
menor peso molecular (2-3 anillos aromaticos) estan preferentemente en fase gas, los
de peso molecular intermedio (4 anillos aroméaticos) estan distribuidos entre la fase gas
y asociados a particulas, mientras que los HAP de mayor peso molecular (5-6 anillos)

son predominantes en las particulas atmosféricas (Blasco, 2008).
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La figura 4 muestra el ciclo de estos compuestos en el ambiente, comenzando

con la liberacién de HAP a la atmésfera.

41%
Transporte o

Emisiones a >
Degradacion

la atmosfera 440, 10% 59,
Vegetacion % Suelos % Agua

Revolatilizacion

A
A ﬁumsé\'olatilizacién

Sedimentos
Fig. 4. Esquema general del ciclo que siguen los HAP desde que son emitidos a la atmésfera

(Modificado de Lehndorff y Schwark, 2004).

Durante el tiempo de residencia en la atmdsfera, los HAP pueden reaccionar con
contaminantes atmosféricos como el ozono, 6xidos de nitrégeno y diéxido de azufre
para transformarse en dionas, nitro y dinitro derivados y acidos sulfénicos,
respectivamente. De modo que es posible generar compuestos mas polares y, por lo
tanto, mas solubles en agua que los compuestos iniciales. Igualmente pueden sufrir
oxidaciones fotoquimicas dando lugar a quinonas, fenoles y dihidrodioles, generando

algunos productos de caracter mutagénico (Blasco, 2008).

Es posible que sean transportados por accion del viento, dado su caracter
semivolatil, o depositados sobre la superficie terrestre mediante los mecanismos de
deposicion humeda (las precipitaciones) y seca (la sedimentacion de las particulas
atmosféricas conteniendo HAP sobre la superficie terrestre). Asi estos compuestos son
transferidos de la atmdsfera a las aguas superficiales, suelos, sedimentos o0 son

bioacumulados por la materia vegetal (Blasco, 2008).
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En los sistemas acuéticos, los HAP, ademas de ser introducidos por las
deposiciones atmosféricas, también son liberados mediante vertidos directos, como en
los vertidos de crudo. Por lo general, las cantidades de HAP que entran anualmente en
el medio acuatico son significativamente menores de las que lo hacen en la atmdésfera o
suelo. Ademas, si estos compuestos fueran distribuidos por igual a través de los rios,
mares y oceéanos que pueblan La Tierra, su concentracion resultaria indetectable. Pero
normalmente estos compuestos permanecen relativamente cerca del punto de entrada
en el medio acuatico, decreciendo su concentracién con la distancia al punto de
entrada. Por esta razon, las mayores concentraciones de HAP se encuentran en rios,
estuarios y costas marinas (Pino et al., 2002; Gonzéalez et al., 2006 y Guitart et al.,
2007).

Dada su baja solubilidad en agua tienden a permanecer en las particulas en
suspension o en el fondo del acuifero en el que se encuentran. En el agua, estos
compuestos también sufren procesos de transformacion mediante fotooxidacion,
oxidacién quimica y biodegradacién por la accion de hongos y bacterias. Sin embargo,
la persistencia de los HAP en el medio acuético es mayor que en el aire, provocando su
acumulacion en la fauna marina y en los sedimentos (Navarro et al., 2006; Soriano et
al., 2007 y Fernandez-Gonzalez et al., 2008).

Los HAP incorporados en los suelos (Motelay-Massei et al., 2004 y Nadal et al.,
2007), pueden también verse involucrados en procesos de transformacién debido a
microorganismos y oxidaciones quimicas y fotoquimicas. De igual modo pueden ser
transferidos a las plantas, que los absorben del suelo a través de las raices,

incorporandose asi en la cadena alimenticia (Kipopoulo et al., 1999).

3.1.3.5. Efectos en la salud de los HAP: Como regla general, el mayor peso

molecular, y los mayores valores de Log K, del hidrocarburo incrementan su toxicidad
(Orozco et al., 2004). La toxicidad aguda de muchos HAP, al menos en los roedores
comunmente utilizados para estos experimentos, suele ser baja (valores de la dosis

letal para 50% de la poblacién expuesta (LD50) generalmente superiores a los 50
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mg/Kg peso vivo). Sin embargo, su verdadero peligro viene dado por sus efectos a largo
plazo. La genotoxicidad de los HAP es debida en gran parte a su estructura, la cual le
confiere a una parte de algunas de sus moléculas propiedades electrofilicas elevadas
qgue le permiten interaccionar con los enlaces covalentes. Los HAP son caracterizados
por poseer efectos carcinogénicos, genotdxicos 0 mutagenos, pero en muchos casos el
efecto es atribuido a la presencia conjunta de mas de un compuesto de la familia y de
algunos de sus derivados, principalmente los nitroderivados. Los nitroderivados de los
HAP (NHAP), comprobados como potentes mutagenos para la Salmonella
typimurium (test de Ames), para bacterias y células eucariotas (células de ovario de

hamster, células epiteliales de raton RL4) (Vives et al., 2001).

Tras la exposicion prolongada pueden producir cancer cutaneo (escroto y cara),
cancer broncogénico en vias respiratorias, cancer de vejiga; originar leucemia y linfoma
(Lawerys, 1994).

Ciertos autores han desarrollado un listado de la capacidad carcinogénica de
algunos HAP, asignando un valor de toxicidad a cada uno respecto al benzo[a]pireno. El
mas utilizado es el factor de toxicidad equivalente (TEQ) desarrollado por Nisbet y
Lagoy (1992), que se emplea para calcular la toxicidad de una mezcla de HAP respecto

al benzo[a]pireno con la ecuacion:
TEQ =) (Cix TEFi)

Donde Ci es la concentracion de cada HAP y TEF el valor de toxicidad asignado a cada
HAP relativo al benzo[a]pireno.

Los factores de toxicidad referida al benzo[a]pireno (TEF) asignados a cada HAP

son mostrados en la tabla 5.
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Tabla 5. Toxicidad de cada HAP relativa al benzo[a]pireno (TEF) establecida por Nisbet
y Lagoy (1992).

HAP TEF Estructura
Naftaleno 0,001
Acenaftileno 0,001 o8
Acenafteno 0,001
Fluoreno 0,001
Fenantreno 0,001
Antraceno 0,01
Fluoranteno 0,001
Pireno 0,001 eg
Benzo[a]antraceno 0.1 ~N
Criseno 0,01 ; -
Benzo[b]fluoranteno 0,1 \ﬂ:\;\\
Benzo[Kk]fluoranteno 0,1
Benzo[a]pireno 1 oy
Dibenzo[a,h]antraceno 5
Benzo[g,h,i]perileno 0,01
Indeno[1,2,3-cd]pireno 0,1
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3.1.4. Control de la calidad del aire. Las técnicas convencionales para el
seguimiento o monitoreo de los HAP en la atmdsfera, suelen ser su determinacion y
cuantificacion quimicas en muestras de particulas sedimentables, particulas totales
suspendidas (PTS), particulas menores a 10 um (PMyg) y particulas menores a 2,5 um
(PM25), mediante muestreadores de alto y bajo volumen, en el caso de la fase solida de
los HAP; y el empleo de espumas de poliuretano (PUFs, por sus siglas en inglés) para
el muestreo de la fase gaseosa. Sin embargo, los altos costos de estos dispositivos, asi
como las dificultades logisticas que acarrean su transporte y posicionamiento, han
contribuido a la busqueda de otras técnicas para evaluar la contaminacién atmosférica o
calidad del aire. Es por ello que durante las Gltimas décadas, el empleo de organismos

para la evaluacion de la calidad del aire de un ecosistema, ha tomado un gran auge.

3.1.4.1. Evaluacion de la calidad del aire empleando organismos vivos: Esta

referida a la evaluacion de los receptores de los contaminantes, y suele aplicarse
cuando el &rea de muestreo es de gran tamafio y es dificil contar con instrumentos para
todos los puntos de muestreo. A continuacion son definidos los términos bioindicador,
biomonitor y bioacumulador, segun Hawksworth (1992):

Bioindicador: Organismo que manifiesta sintomas particulares en repuesta a
cambios medioambientales, generalmente de manera cuantitativa. Un ejemplo lo
constituye el decrecimiento de una determinada poblacion animal o vegetal, como
consecuencia de la presencia de DDT (1, 1, 1-Tricloro-2, 2-bis (4-clorofenil) etano) en
cantidades peligrosas en el agua, con lo cual dicho decrecimiento poblacional, de esas

especies animales o vegetales estaria indicando el estado de deterioro del ecosistema.

Biomonitor: Organismo, su distribucion o poblaciones, estudiadas a lo largo del
tiempo, y comparadas con valores estandar o encuestas (base-line Surrey), tomando en
cuenta las desviaciones del comportamiento esperado. El seguimiento de la variaciéon
temporal y espacial de la concentracion de cadmio en algas, constituye un ejemplo en el

cual dicho término puede ser empleado.

25



Evaluacién de la contaminacion atmosférica por hidrocarburos aromaticos policiclicos,

empleando el liquen Parmotrema sancti-angelii y aplicando un muestreo de tipo activo

en la ciudad de Caracas

Bioacumulador: Organismo que acumula sustancias particulares dentro de sus
tejidos, cuyas concentraciones son determinadas mediante métodos quimicos. Por
ejemplo, la acumulacion de plomo en algunas especies de ostras y moluscos, por la

ausencia de un mecanismo de exclusion o de expulsién de dicha especie quimica.

El establecimiento de una condicion de normalidad o de la linea base de
concentracion para un contaminante especifico en un area dada, es crucial en estudios

de biomonitoreo (Pignata et al., 2008).

El empleo de bioindicadores/biomonitores presenta la ventaja de proporcionar
informacion acumulativa, integrada y discriminada, gracias a su capacidad de respuesta
frente a las alteraciones del medio, la cual nunca puede ser detectada a través de las

mediciones fisicoquimicas convencionales (Pignata et al., 2008).

En areas donde todavia existen los liqguenes, es posible realizar estudios a través
de un analisis directo de las especies presentes (biomonitoreo pasivo). Sin embargo, en
areas donde no hay soportes sobre los cuales los liguenes crecen o bien han
desaparecido por efecto de los elevados niveles de contaminacién (desiertos de
liquenes), es necesario el empleo de la técnica de transplante biomonitoreo activo
(Pignata et al., 2008).

3.1.5. Liquenes. “Conocidos también como hongos liquenizados, son
organismos constituidos por una asociacion aun no bien entendida, entre dos
organismos radicalmente diferentes: un hongo (micobionte), la mayoria de las veces un
ascomiceto, y un organismo fotosintético, una cianobacteria o un alga verde o clorofita
(ficobionte). De esa interaccion es originado un talo estable con estructura, ecologia y
fisiologia especificas diferentes a las que tienen los hongos o algas por separado”.
(Moreno et al., 2007). Cubren practicamente el 8 % de la superficie terrestre, y la
comunidad cientifica ha considerado que hay mundialmente alrededor de 20 000
especies. La figura 5 muestra la clasificacion basica de los liquenes, de acuerdo a su

taxonomia, morfologia y el sustrato al cual se adhieren.
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[ Los liquenes ] Se clasifican de acuerdo a:

1 1 1
[ La taxonomia ] [ La morfologia] [ El sustrato ]

Por las estructuras de Por el aspecto Por la base sobre la | |
reproduccion sexual externo del talo L cual crece )
I 1 ) .
[ Ascomicetes ] [Basidiomicetes] || Crustaceos || Corticolas
|| Foliaceos | Folicolas
|| Fruticulosos || Muscicolas
|| Gelatinosos || Saxicolas
| Mixtos | Terricolas

Fig. 5. Clasificacion basica de los liguenes (Tomado de Moreno et al., 2007).

Es importante aclarar algunos términos empleados cominmente en la bibliografia
sobre liquenes. El talo estd referido al cuerpo o estructura vegetativa del liquen,
mientras que los apotecios constituyen la estructura de reproduccion sexual del
micobionte (cuerpo fructifero en forma de disco o copa). De igual forma, los isidios son
proyecciones de la superficie del talo, revestidas de corteza, de forma cilindrica o
globular, generalmente erguidos, en cuyo interior estan hifas y gonidios entremezclados
y sirven de elementos de multiplicacion vegetativa cuando el talo se seca. Los soredios
son pequefias granulaciones situadas en los soralios, constituidos por gonidios e hifas
entremezclados; pueden dar lugar a un nuevo liquen, una vez son dispersados a traves
de medios como aire, agua e insectos (Moreno et al., 2007). La figura 6 muestra las

generalidades anatdmicas de los liquenes.
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Fig. 6. Generalidades anatémicas de los liquenes (Tomado de Moreno et al., 2007).

A continuacion, son mostradas las caracteristicas fundamentales que identifican

a los géneros de liguenes empleados en esta investigacion:

3.1.5.1. Género Parmotrema: Liquenes foliaceos (formas hojosas, son planos y

s6lo estan parcialmente pegados al sustrato), talo de I6bulos anchos y apicalmente

rotundos. Corteza inferior desnuda y limpia en una zona mas o menos amplia a lo largo
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del margen. Cilios marginales ocasionales. Apotecios, cuando estan presentes son
numerosos y con bordes talinos. Género representado en Venezuela por 71 especies.
(Moreno et al., 2007).

3.1.5.2. Género Usnea: Liquenes fruticulosos (formas de cabello, correa o de

arbusto), talo color verdoso-amarillento cuando estd humedo y marron-amarillento
cuando esta deshidratado. Talo colgante, con un cordén central, con marcada tendencia
a presentar una base con la cual esta adherido al sustrato. Soredios e isidios ausentes.
Apotecios, cuando estan presentes, ubicados en los extremos de las ramas. Esporas
hialinas. Ficobionte Protococcus. Género representado en Venezuela por 84 especies.
(Moreno et al., 2007).

La figura 7 muestra dos fotografias correspondientes a los géneros de liqguenes

empleados en este trabajo.

Fig. 7. Liquenes de los géneros Parmotrema sp (A) y Usnea sp (B).

3.1.5.3. Quimica de los liguenes: Contienen a nivel intracelular aminoacidos

libres como leucina, isoleucina, fenilanilina, entre muchos otros aminoacidos esenciales
gue han logrado ser extraidos. La composicion de las membranas de las hifas, no esta

completamente conocida. Pueden encontrarse diferentes compuestos ternarios: calosa,
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compuestos pécticos, hemicelulosas, liguenina e isoliquenina. Como en los hongos
autonomos, la quitina esta extendida en la membrana de las hifas de numerosos
liguenes. ElI nimero y la variedad de los glucidos encontrados es considerable y
constantemente son extraidos otros nuevos. Es conocida, principalmente en las hifas, la
existencia de globulos lipidicos, con frecuencia en gran numero, sobre todo en la
médula de las especies calcicolas. Asimismo, destaca la metacromatina, como una
importante sustancia proteica presente en los liguenes con gonidios Cianoficeos y en
las hifas de los liguenes que contienen tales gonidios. De igual forma, en los liquenes
han sido registradas numerosas diastasas (enzimas), responsables del metabolismo del
carbono y del nitrégeno. También, es posible reconocer en algunos casos la existencia
de algunas vitaminas A (retinol), B1 (tiamina), B3 (niacina), C (acido ascorbico), D y

acido félico, siempre en pequefia cantidad (Des Abbayes et al., 1989).

Productos excretados al exterior de las células: El oxalato célcico es con
frecuencia muy abundante en los liquenes. Las sustancias mas notables producidas por
los liquenes son las que han sido denominadas, impropiamente, acidos liquénicos (ver
figura 8), ya que no todos son acidos, los cuales pueden representar varias centésimas
del peso seco del talo, a veces incluso mas. Estos cuerpos son insolubles en agua pero
solubles en disolventes organicos neutros. Es conocida la constitucion quimica exacta
de alrededor de ochenta de ellos, pero otros cincuenta han sido aislados y

denominados sin conocerse exactamente su formula (Des Abbayes et al., 1989).

Algunos cuantos, pocos numerosos, pertenecen, a la serie alifatica (acidos
grasos) o a la serie aciclica (triterpenoides). En la serie aromatica, son encontrados
derivados del acido pulvinico, todos coloreados de amarillo; los dibenzofuranos, como el
acido usninico, que colorea de amarillo el talo de muchas especies; quinonas, como la
parietina; xantonas (liquexantona); los dépsidos y las depsidonas derivados de la
orcina 0 de la B-orcina (Des Abbayes et al., 1989). Asimismo, contienen otros
compuestos extracelulares como derivados de acidos tetrénicos y derivados de

diacetopiperazinas (Mason, 1974).
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Fig. 8. Estructura quimica de algunos ejemplos de sustancias liquénicas: Acido
caperatico (A), acido lecandrico (B), acido criptochlorofaeico (C), acido alectorénico (D), acido
picroliquénico (E), acido barbatdlico (F), acido didimico (G), acido usneico (H), liquenxantona (1),

acido rodocladonico (J), acido ursdlico (K) y acido pulvinico (L) (Tomado de Manrique, 1989).
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3.1.5.4. Liquenes como bioindicadores/biomonitores de la contaminacion

atmosférica: Algunas caracteristicas que hacen a los liquenes excelentes
bioindicadores o biomonitores de la contaminacién atmosférica son: su ubicuidad y facil
muestreo, son excelentes bioacumuladores, son relativamente longevos (con una tasa
de crecimiento muy lenta, por lo tanto, mantienen una morfologia uniforme a lo largo del
tiempo), son altamente sensibles a los cambios medio ambientales y no tienen cuticula

(estan expuestos) ni raices (toman sus nutrientes del aire) (Conti y Cecchetti 2000).

Uno de los mecanismos propuestos a través del cual los liquenes incorporan y
acumulan nutrientes y contaminantes (capacidad bioacumuladora), es la incorporacion
pasiva. Dicha incorporacion consiste en la fijacion de material particulado atmosférico,
tanto en ambientes contaminados como no contaminados. Dichas particulas, de
acuerdo a su composicion y area superficial pueden estar constituidas por HAP, o
tenerlos adsorbidos en su superficie (Pignata et al., 2008). Debido a la morfologia de los
talos liquénicos, el material particulado presente en la atmosfera puede quedar atrapado
en la superficie y dentro de los espacios intercelulares de la corteza. De igual forma, se
piensa que muchos compuestos organicos de naturaleza lipofilica, que estan en la
superficie de los liguenes, interaccionan con los HAP, mediante distintos tipos de
fuerzas intermoleculares, caracteristicas de los compuestos organicos con polaridad
muy baja. La figura 9 muestra un esquema del modo en que los contaminantes se

acumulan en los liquenes, tanto por la via himeda, seca y absorcion de gases.
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Fig. 9. Esquema de la incorporacion de contaminantes al tejido biolégico del liquen debido a las
deposiciones himedas y secas sobre la superficie del liquen y la absorcién de compuestos en

fase gas (Tomado de Blasco, 2008).

3.1.6. Técnica de extraccion estética asistida por ultrasonidos. En términos
generales, el proceso de extraccion se basa fundamentalmente en la puesta en
contacto de la muestra con un disolvente adecuado. Posteriormente, la mezcla de la
muestra sélida con el disolvente liquido es sometida a una serie de tratamientos de
distintos rangos de agresividad, que van desde la simple agitacion hasta la puesta del
disolvente en condiciones criticas de presion y temperatura, dependiendo de la fortaleza
de la interaccion entre el analito y la matriz (Blasco, 2008).

Los ultrasonidos se definen como sonidos cuyas frecuencias se encuentran mas
alld del rango perceptible por el ser humano. Las frecuencias de los ultrasonidos
generalmente se encuentran entre 20 y 500 Mhz (Clark y Macquarrie, 2002).

El efecto de los ultrasonidos en el campo de la Quimica Analitica basa su eficacia
en el proceso de cavitacion acustica, que depende fuertemente de la potencia del
ultrasonido. Este proceso puede ser caracterizado por la formacién, crecimiento e
implosion de burbujas de gas en disolucion. Cuando las ondas de los ultrasonidos de

alta potencia se propagan por el liquido, ocurre una ruptura de la continuidad de dicho
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liguido con la formacion de la burbuja de cavitacion, creando zonas de presiones
negativas. La cavitacion asi formada se llena del vapor y de los gases disueltos en el
liquido colindante. Entonces, la burbuja de gas formada colapsa y se destruye
rapidamente bajo la acciéon de la compresion siguiente (Soudagar y Samant, 1995).
Esta destruccion da como resultado la creacion de una gran fuerza hidraulica que tiene
una fuerte accion destructiva (Blasco, 2008).

La duraciéon de este estado de baja presion, mientras aparecen las burbujas de
cavitacion, decrece con el incremento de la frecuencia del ultrasonido. De modo que el
efecto de la cavitacion se reduce con ultrasonidos de frecuencias altas (Suslick, 1988 y
Arrojo et al., 2007).

La aplicacion de los ultrasonidos en la etapa de extraccién se lleva a cabo,
generalmente, en los bafios de ultrasonidos. En este caso, la muestra sélida se pone en
contacto con el disolvente dentro de un recipiente de extraccion que se introduce en un
bafio de ultrasonidos. Estos son recipientes de acero inoxidable de 5 a 150 litros de
capacidad que se alimentan eléctricamente. La mayoria de ellos trabajan a 40 KHz
aunque es posible encontrarlos de frecuencias menores, pero frecuencias mas bajas
pueden dafar el producto, ademas de producir mucho mas ruido durante el
funcionamiento. Las ondas de ultrasonidos provocan la vibracién de las moléculas
aumentando la eficacia de los choques entre ellas y debilitando asi las interacciones
entre los analitos y la matriz. La difusion del disolvente dentro de los poros de la
muestra solida también se ve favorecida, mejorando el contacto entre el disolvente y la
muestra. Estos bafios, en realidad, lo que hacen es transformar la energia eléctrica en
energia ultrasonica. La eficiencia de esta transformacion depende no solo del equipo
sino también de las condiciones de trabajo (Blasco, 2008).

El efecto de los ultrasonidos depende de muchas variables. Las mas importantes
atafien a las caracteristicas quimicas del medio donde se produce la reaccion
(densidad, viscosidad, tension superficial, entre otras), la presion, la temperatura, la
frecuencia, potencia del aparato y el tamafio y geometria tanto del aparato como del

recipiente de extraccién (Suslick, 1988). Asimismo, hay que tener en cuenta que la
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extraccion también dependera de la posicién del recipiente dentro del bafio (De los
Santos, 2005). Por lo que habréa que tener cuidado en colocar el recipiente siempre en
el mismo lugar prefijado en el bafio, para que se encuentre expuesto a las ondas de
ultrasonidos de la misma manera y evitar asi problemas en la baja reproducibilidad de
los experimentos (Blasco, 2008).

En comparacién con la aplicacion de agitacion mecénica convencional, la
aplicacion de ultrasonidos en los procesos de extraccion de muestras solidas mejora la
eficacia de la extraccion (Blasco 2008). La figura 10 muestra una fotografia del bafio de

ultrasonido empleado en esta investigacion.

Fig. 10. Bafio de ultrasonido Cole-Parmer modelo 8894.

3.1.7. Instrumental Analitico. Los métodos usados frecuentemente para la
separacion, identificacion y cuantificacion de HAP en diversas matrices ambientales
son: la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés) y la
Cromatografia de Gases (CG), siendo métodos complementarios. La tabla 6 muestra
las ventajas del uso del HPLC para los fines de cuantificacion de HAP, asociados a

tejidos liquénicos, a pesar de su elevado costo econdémico.
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Tabla 6. Cuadro comparativo de los instrumentales HPLC y CG, relativo a HAP

(Tomado de Peltonen y Kuljukka, 1995; Réquiz, 2006 y Chirino, 2008).

Aspecto
considerado

HPLC

CG/EM

Estabilidad
térmica

La separacién de los analitos ocurre a temperatura ambiente,
permitiendo el andlisis de compuestos de diferente peso molecular.

Es indispensable que la muestra sea volatil y no se degrade
térmicamente; de lo contrario se requiere la sintesis de un
derivado de la muestra que si relna tales condiciones.

Resolucién

Posee dos fases donde pueden existir interacciones selectivas, la del
soluto tanto con la fase estacionaria como con la fase mévil, ambas
proporcionan parametros adicionales que mejoran la separacion.

El flujo de gas tiene poca interaccion con los solutos y la
separacion se logra principalmente en la fase estacionaria.

Rapidez

El tiempo de analisis se realiza en menos de 1 hora, en algunos
casos s6lo en unos pocos minutos.

Cada analisis puede demorar un poco méas de 1 hora.

Sensibilidad

Puede utilizar detectores de fotodiodos en serie, donde se obtienen
espectros UV-visible para cada pico, permitiendo identificar los
compuestos separados y la presencia de co-eluciones. A su vez,
logra detectar cantidades en el orden de los hanogramos (10'9 g) en
una amplia variedad de materiales. Los detectores de fluorescencia
(FL), también empleado en el HPLC, pueden detectar cantidades en
el orden de los picogramos (10'12 g). Cuando ambos detectores se
combinan en serie, se logran importantes ventajas en el andlisis de
HAP.

Separa los isomeros de HAP. Permite la identificacion y
andlisis semi-cuantitativo de los HAP en el orden de los
nanogramos (10'9 g). Son ampliamente utilizados los
sistemas cuadrupolares (SIM, selection ion mass, segun sus
siglas en inglés).

Recuperacion
eficiente de la
muestra

Los detectores empleados no destruyen la muestra, permitiendo
recuperar los analitos separados y detectados.

No permite recuperar los compuestos separados.

Costo

Es mas costosa debido al consumo de solventes de alta pureza.

Es de bajo costo, solo consume el gas inerte.
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3.2. Antecedentes

Diversos estudios han sido efectuados a escala global acerca del empleo de
liguenes como bioindicadores/biomonitores de contaminacion atmosférica, debido a las
especiales caracteristicas fisiolégicas y ecoldgicas que presentan dichos organismos,
qgue los hacen altamente sensibles a los cambios medioambientales. Entre estas
caracteristicas esta la carencia de cuticula en el talo de crecimiento, lo cual los expone
al efecto de todo tipo de sustancias liquidas y gaseosas, y el que sean muy estenoicos
(sus requerimientos ecoldgicos son muy precisos y estrechos) (Moreno et al., 2007).
Las revisiones publicadas por Conti y Cecchetti (2000) y Hawksworth et al. (2005),
mencionan la variedad de usos que puede darseles a los liqguenes como
bioindicadores/biomonitores de la contaminacion atmosférica. Esto es debido a la
capacidad que tienen de acumular ciertas sustancias contaminantes como metales
pesados e hidrocarburos; o por la alteracién de su morfologia y comportamiento ante la
presencia de ciertas condiciones medioambientales como radiacion UV, lluvia acida,

contaminacion aérea por SO,, 6xidos de nitrogeno y Og,

3.2.1. Internacionales. A nivel internacional son pocas las publicaciones en las
cuales han sido empleados liquenes para el seguimiento de la contaminacion
atmosférica por HAP, a diferencia a los numerosos estudios efectuados con metales
(Conti y Cecchetti, 2000; Hawksworth et al., 2005 y Pignata et al., 2008). Hasta el
momento se conocen estudios realizados en cinco paises, cuatro de ellos en Europa
(Polonia, Italia, Espafia y Portugal), y uno en Asia (La India). Entre dichas
investigaciones pueden contarse la de Migaszewski et al. (2002), Guidotti et al. (2003 y
2009), Shukla y Upreti (2008), Blasco (2008) y Augusto et al. (2009). Dichos autores
emplearon distintas especies de liquenes, entre las que estan: Hypogymnia physodes,
Pseudevernia furfuracea, Phaeophyscia hispidula, Parmotrema hypoleucinum, Evernia
prunastri, Parmelia Sulcata, Lobaria pulmonaria, Usnea sp., Ramalina farinacea,

Xanthoria parietina.
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Guidotti et al. (2003 y 2009), Shukla y Upetri (2008) y Augusto et al. (2009),
desarrollaron sus estudios en zonas urbanas, y en su mayoria tomaron como criterio de
seleccion de las estaciones de muestreo, los distintos niveles de flujo vehicular, en las
principales avenidas y calles. Esto ultimo, debido a que dicha actividad es una de las

principales fuentes de HAP.

De todas las investigaciones, sélo Guidotti et al. (2003) realiza un muestreo de
liguenes de tipo activo, con el objeto de colocar el biomonitor en puntos en los que no
existe naturalmente y evaluar variaciones en la concentracion de los HAP en el tiempo
(la recoleccién fue hecha cada 5 meses, durante 20 meses). En el resto de las
investigaciones emplearon muestreos de tipo pasivo (Migaszewski et al., 2002, Shukla y
Upreti, 2008, Blasco et al., 2008 y Augusto et al., 2009) debido a que en su mayoria son
estudios piloto en los cuales uno de los objetivos es probar la factibilidad del uso de
liguenes como biomonitores y/o bioindicadores de la contaminacién atmosférica en

dichas localidades.

De igual manera, en los estudios de Migaszewski et al. (2002) y Augusto et al.
(2009), proponen comparar los valores de concentracién obtenidos en los liquenes con
los determinados en otros bioacumuladores como agujas de pinos, ademas de
muestras de suelo y/o particulas de aire tomadas con un muestreador de alto volumen
para PMyo , con el objeto de revelar correlaciones entre los distintos métodos, ademas,
de observar la capacidad acumulativa de las distintas especies de organismos Vivos
empleados. Asimismo, Blasco (2008) realiza la caracterizacién de seis especies de
liguenes (Parmelia sulcata, Evernia prunastri, Pseudevernia furfuracea, Usnea sp.,
Lobaria pulmonaria y Ramalina farinacea) en cuanto a capacidad de biomonitorizacion
de HAP vy perfil de bioacumulacion de estos contaminantes, teniendo en cuenta que
cada especie presenta distintas caracteristicas morfologicas, de resistencia a la

contaminacion, necesidad de iluminacién, nutrientes, humedad, entre otras.

En lo relativo al lavado del liquen, previo al tratamiento quimico de la muestra,

s6lo Migaszewski et al. (2002) reporta de forma clara dicho paso (tres veces con agua
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deionizada, previamente a la disgregacion mecanica de los liquenes), con el objeto de
remover el polen y las particulas minerales débilmente unidas a la superficie del liquen
(posteriormente fueron secados a temperatura ambiente). Domerfio et al. (2006) y Blasco
et al. (2008) mencionan una limpieza de los liquenes (del polvo y de restos de corteza y
hojas), pero no especifican la manera en la cual fue realizada, mientras que Shukla y
Upreti (2008) y Augusto et al. (2009), no mencionan algun tipo de limpieza. Por su
parte, Guidotti et al. (2003), indican que la limpieza del material extrafio como polvo,

particulas y hojas, la efectuaron con ayuda de un microscopio.

En cuanto a la temperatura y tiempo de secado de la muestra, Migaszewski et al.
(2002) lo realizaron a temperatura ambiente (sobre los 16 °C, sin especificar tiempo);
Guidotti et al. (2003) a 40 °C durante 48 horas; Domerio et al. (2006) y Blasco et al.
(2008) a 35 °C durante 3 o0 4 dias; y el resto de las publicaciones no mencionan dicho
paso (Shukla y Upreti, 2008 y Augusto et al., 2009).

En lo referente a las metodologias de extraccion de los compuestos organicos
empleadas destacan la extraccion Soxhlet (Shukla y Upreti, 2008 y Augusto et al.,
2009), Soxtec (Migaszewski et al., 2002), ultrasonido (Guidotti et al., 2003), y DSASE
(dynamic sonication-assisted extraction method, por sus siglas en inglés) (Blasco et al.,
2008). En el caso de la técnica Soxhlet, Shukla y Upreti (2008), utilizan como solvente
100 mL de diclorometano durante 16 horas, mientras que Augusto et al. (2009) utilizan
200 mL de acetonitrilo por 24 horas, en ambos caso fueron tratados 2 g de la muestra
de liquen. Estos dUltimos autores realizaron sus analisis mediante la técnica
Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC, por sus siglas en inglés), a
diferencia de Migaszewski et al. (2002) Guidotti et al. (2003) y Blasco et al. (2008), que
efectuaron los analisis por la técnica Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (CG/EM). De igual forma, Migaszewski et al. (2002) utilizan
como solvente en la extraccion de los compuestos organicos diclorometano haciendo
uso del aparato Soxtec, el cual es un equipo que realiza la extraccion en continuo y por

condensacion, mas eficiente que el aparato Soxhlet tradicional, en términos de rapidez,
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exactitud y precision, pudiendo analizar varias muestras de manera simultanea y
automatizada. Guidotti et al. (2003), emplea como solvente 30 mL de ciclohexano en 2
g de muestra, por 30 minutos, realizando dicho procedimiento por duplicado con el

mismo solido residual, para posteriormente combinar los extractos.

Domefio et al. (2006) compara tres técnicas de extraccion organica distintas, con
el objeto de optimizar dicha etapa del tratamiento de la muestra. Entre dichas técnicas
esta la técnica de extraccion DSASE (dynamic sonication-assisted extraction method),
extraccidn Soxhlet y extraccion estatica con ultrasonido; las tres fueron aplicadas para
una misma cantidad de muestra (0,2 g de liqguen) y el mismo solvente (hexano fue el de
mayor rendimiento para la mayoria de los 16 HAP con la técnica DSASE, en
comparacién con metanol, diclorometano y tolueno). En esta investigacion se obtuvo
que las tres técnicas presentaron porcentajes similares de recuperacion, para los 16
HAP listados por la USEPA, y que la principal ventaja que proporciona la técnica
DSASE, viene dada en términos de tiempo y de consumo de solvente. En este caso la

determinacion de los HAP fue realizada mediante CG/EM.

Es importante sefialar que los trabajos de Guidotti et al. (2003) y Shukla y Upreti
(2008), emplean para la etapa de limpieza o purificacion de los HAP, el método 3630 de
la USEPA. Dichos autores llevaron a cabo la purificacion o separacion de los HAP (de
otos compuestos organicos), empleando como fase estacionaria silica gel activada, a
diferencia de Domefio et al. (2006), que utiliza alimina activada (para los extractos
obtenidos con Soxhlet y extraccion estatica con ultrasonido). Guidotti et al. (2003), usé
como eluentes para la separacion de los HAP, 25 mL de pentano, para separar los
compuestos saturados, seguido de 25 mL de la mezcla diclorometano: pentano (2:3,
v/v), para obtener la fraccion de los compuestos aromaticos. A diferencia de este ultimo
trabajo, Domefio et al. (2006), realizdé la elucion de los analitos empleando como
eluente solo 20 mL de la mezcla hexano: diclorometano (3:1). Cabe destacar el método
de extraccion en fase sélida (SPE, por sus siglas en inglés), empleado por Blasco et al.

(2008), en el cual utiliza como fase estacionaria florisil y cartuchos de NH,-SPE (en una
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mini columna), y como eluentes hexano y la mezcla hexano: diclorometano 65:35. Por
otro lado, Augusto et al. (2009), utiliza una columna de florisil y 30 mL de acetonitrilo
como eluente. Migaszewski et al. (2002), son los Unicos que no reportan metodologia
de separacion o purificacion de los HAP con respecto al resto de los compuestos

organicos presentes en los extractos.
La tabla 7 muestra de forma resumida los aspectos tratados anteriormente.

En cuanto al tratamiento estadistico de los datos experimentales, resalta el
empleo de estadistica multivariada, especificamente de Analisis de Componentes
Principales (ACP) (Shukla y Upreti, 2008 y Blasco et al., 2008), con el objeto de
sintetizar la informacién, reduciendo el nUmero de variables trabajadas, perdiendo la
menor cantidad de informacion posible, para asi facilitar la interpretacion de los datos.
Blasco et al. (2008) y Augusto et al. (2009) efectian pruebas de correlacion de
Pearson, con el objeto de establecer relaciones presentes entre el indice de pureza
atmosférica (IAP, por sus siglas en inglés) y la concentraciéon de HAP en los liquenes,
en el caso de los primeros, y en el caso de Augusto et al. (2009) entre la concentracion
de los HAP en muestras de liquenes y la concentracion de HAP en muestras de suelo.
Por otro lado, Augusto et al. (2009), realizan un analisis de varianza de una via
(ANOVA), el cual permite comprobar las diferencias significativas entre los perfiles de
HAP en los diferentes medios. A diferencia de los autores anteriores, Migaszewski et al.
(2002) y Guidotti et al. (2003) no emplean estadistica multivariada, sino que presentan
los datos organizados luego de haber realizado estadistica descriptiva, ademas de
emplear herramientas univaridas (célculo de media y varianza) y bivariadas
(comparacion de dos variables de estudio, correlaciones) para su estudio e

interpretaciones.

41



Evaluacion de la contaminacion atmosférica por hidrocarburos aromaticos policiclicos,

empleando el liquen Parmotrema sancti-angelii y aplicando un muestreo de tipo activo

en la ciudad de Caracas

Tabla 7. Cuadro comparativo de liqguenes, metodologias de preparacion, extraccién y purificacion empleadas por

distintos autores.

Muestreo pasivo (34 localidades).

secado.

Autor Liquen y tipo de muestreo Lavado y secado Técnica de extraccion Separacion o Instrumental
purificaciéon
Migaszewski Hypogymnia physodes. 3 veces con agua Soxtec (diclorometano)
et al. (2002); deionizada. Secadoa T (No menciona cantidad
Polonia. Muestreo pasivo (2 localidades). ambiente ( >16 °C). de muestra). No reporta purificacion. CG/EM *
Ultrasonido (30mL de Método 3630 de la
ciclohexano por 30 min, EPA (silica gel, 25 mL
Guidotti et al. Pseudevernia furfuracea. No mencionan lavado. dos veces al mismo de pentano y 25 mL de CG/EM *
(2003); ltalia. Secado a 40 °C durante | s6lido) (2 g de muestra). la mezcla
Muestreo activo (8 localidades). 48 h. diclorometano:pentano
(2:3, viv)).
Shukla'y Phaeophyscia hispidula. Soxhlet (100 mL de
Upreti (2008); diclorometano por 16 h)
La India. Muestreo pasivo (9 localidades). No mencionan lavado ni (2 g de muestra). Método 3630 de la HPLC *
secado. EPA.
Parmelia sulcata, Evernia prunastri, Florisil y cartuchos de
Ramalina farinacea, Pseudevernia NH2-SPE (en una mini
Blasco (2008); furfuracea, Usnea sp. y Lobaria No mencionan lavado. ** DSASE (flujo de columna), y como CG/EM *
Espafia. pulmonaria. Secado a 35 °C durante hexano de 0,2 mL/min eluentes: hexanoy la
3 0 4 dias. por 10 min) (0,2 g de mezcla
Muestreo pasivo (47 localidades). muestra). hexano:diclorometano
65:35.
Augusto et al. Parmotrema Hypoleucinum y Xanthoria Soxhlet (200 mL de Florisil y 30 mL de
(2009); parietina. acetonitrilo por 24 h) (2 g acetonitrilo como
Portugal. No mencionan lavado ni de muestra). eluente. HPLC *

* HPLC = High Performance Liquid Chromatography/ CG/EM = Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas

** DSASE = Dynamic Sonication-Assisted Extraction Method
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En relacién a las concentraciones, los autores que emplearon un muestreo de
tipo pasivo: Migaszewski et al. (2002), Shukla y Upreti (2008) y Blasco et al. (2008) y
Augusto et al. (2009), obtuvieron concentraciones totales de HAP (expresadas en ug/g)
comprendidas entre, 1,184-2,253; 3,38-25,01; 0,238-6,420 y 0,0955-0,8738
respectivamente, mientras que Guidotti et al. (2003 y 2009), empleando un muestreo de
tipo activo, encontraron concentraciones comprendidas entre 0,056-0,159 ug/g (2003) a
un tiempo de recoleccion de 15 meses; y entre 0,168-0,395 ug/g (2009) a un tiempo de

recoleccién de 3 meses.

De esta manera, Migaszewski et al. (2002) llegan a las siguientes conclusiones:
la considerable variabilidad de la concentracion de HAP en diferente especies de
plantas, muestra la diversidad en la bioacumulacion de los mismos; los HAP poseen un
origen antropico en la mayoria de los casos, y estan asociados a la contaminacion por
metales pesados y azufre; la mayor parte del talo del liquen revela mas altas
concentraciones de hidrocarburos individuales que su corteza huésped; y las
concentraciones de HAP totales en los liquenes fueron superiores a las de las plantas
vasculares del mismo entorno. Por otra parte, Guidotti et al. (2003), demuestran la
importancia de la calefaccion doméstica (en la zona templada) en las concentraciones
atmosféricas de HAP. Asimismo, proponen investigar los mecanismos de transporte de
los HAP a través de las membranas celulares de los liquenes, para poder completar las
interpretaciones al respecto; y sugiere que los liquenes constituyen un método
econdémico y accesible para la evaluacion de la contaminacion atmosférica por HAP. De
igual forma, Shukla y Upreti (2008), mencionan que la concentracién de los HAP en
liqguenes permite indicar origen y proximidad de la fuente de contaminacion, y que de
acuerdo a la proporcion en la que sean encontrados los distintos HAP, puede conocerse
el origen de dichos compuestos, asi como inferir su fuente de emision. Blasco et al.
(2008) concluyen que la calidad del aire en ambientes naturales puede ser evaluada
mediante el andlisis cuantitativo de los HAP en liquenes, pero que solo puede hacerse

bajo condiciones ambientales y microclimaticas similares. De igual forma, Augusto et al.
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(2009), encuentran que los liguenes acumulan concentraciones de HAP mas altas que
los suelos y las agujas de pino; y que el valor de fondo (4rea no contaminada) de los
HAP en liquenes y en suelos son diferentes, pero dichas concentraciones tienden a

igualarse en zonas urbanas e industriales (areas contaminadas).

En lo referente al estudio comparativo de capacidad de biomonitorizacion de
HAP, y perfil de bioacumulacién por parte de distintas especies de liquenes hecho por
Blasco (2008), obtuvo que el minimo valor de concentracién de HAP totales lo presentd
la especie Lobaria pulmonaria y el maximo Evernia prunastri. La autora concluye que la
biomonitorizacion de la contaminacion atmosférica mediante los niveles de HAP
acumulados en liquenes resulta muy especifica de la especie utilizada, ya que las
caracteristicas en cuanto a capacidad, perfil de bioacumulaciéon de HAP y la respuesta
espacial resultaron diferentes en las especies de liquenes estudiadas, por lo que el
empleo de las mismas dependera de la finalidad del estudio y de la informacién que

interese monitorizar.

Igualmente puede observarse que en todos los trabajos publicados en los cuales
emplean liquenes como bioindicadores/biomonitores de contaminacion atmosférica por
HAP, predominan los compuestos que poseen menos de 4 anillos, es decir, los
presentes mayoritariamente en la fase gaseosa, lo cual demuestra que dichos
compuestos son facilmente bioacumulados en los liquenes (Guidotti et al., 2003 y
2009), debido a que dichos organismos son muy eficientes absorbiendo nutrientes (y

también contaminantes) de la fase gaseosa o vapor (Augusto et al., 2009).

Guidotti et al. (2003 y 2009), Shukla y Upreti (2008) y Blasco et al. (2008), llegan
a la conclusién de que efectivamente la actividad vehicular constituye una de las
fuentes mas importante de HAP emitidos a la atmésfera, debido a que establecen una
relacion directa y proporcional entre los niveles de afluencia o trafico vehicular, y las

concentraciones de HAP en las distintas estaciones o puntos de muestreo.
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3.2.2. Nacionales. Los primeros estudios acerca de la contaminacion
atmosférica en la ciudad de Caracas, empleando liquenes, fueron publicados por
Vareschi (1953), utilizando un método bioldgico para ubicar las mayores masas de aire
impurificadas y las zonas de aire poco modificado de la capital venezolana. Para ello
fue comprobada la ausencia o presencia de ciertas especies de liquenes, a lo largo y
ancho de la ciudad, asi como el desarrollo que presentaban los mismos. El autor
elabora un mapa de la ciudad de Caracas, indicando las zonas con aire campestre
(zona normal de liqguenes exuberantes), débilmente impurificado (zona de liquenes
menos reducidos), medianamente impurificado (zona de liquenes muy reducidos) y

fuertemente impurificado (desierto de liquenes).

Especificamente en Venezuela, Quijada (2006), Diaz (2008) y Arguello (2009)
utilizaron liguenes para el monitoreo de metales pesados en la Ciudad de Caracas.
Quijada (2006) y Diaz (2008) realizaron muestreos de tipo activo, mientras que Arguello
(2009), empleé un muestreo de tipo pasivo. En dichos trabajos, fueron utilizados los

géneros: Ramalina sp., Pyxine sp., Parmotrema sp. y Physcia sp.

A nivel nacional la Unica investigacién conocida referente al empleo de liquenes
para el seguimiento de la contaminacion atmosférica por HAP, es la de Réquiz (2006).
La misma tuvo como obijetivo principal estudiar el uso potencial de los liquenes como
bioacumuladores de HAP en la fase gaseosa de la atmdsfera. El estudio fue realizado
en la ciudad de Caracas, mediante un muestreo de tipo pasivo de liquenes
pertenecientes al género Pyxine sp., tomando como criterio principal para la seleccion
de las zonas de muestreo, los diferentes niveles de trafico vehicular y la presencia del
género de liguenes antes mencionado. Hasta el momento, se desconoce de algun otro
estudio de bioacumulacion de HAP en el cual sea empleado el género Pyxine sp. Luego
de recolectados los liquenes, fueron limpiados con 20 mL de agua deionizada con la
finalidad de remover parte de la corteza del arbol aun remanente asi como cualquier
resto de polvo, particula, hoja, entre otros; posteriormente fueron secados a 40 °C

durante 48 horas. Fueron empleados para la extraccion 2 g de liqguen y se utiliz6 como
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método de extraccibn un bafio de ultrasonido y ciclohexano como solvente.
Posteriormente para la separacién de la fraccion de compuestos aromaticos fue
preparada una columna cromatografica de silica gel, y se emplearon como eluentes 25
mL de hexano y 40 mL de la mezcla hexano: diclorometano (2:3, v/v). La identificacion
de los HAP fue hecha mediante las técnicas CG/EM y HPLC (con esta Ultima
cuantificd). Logré identificar 13 HAP pertenecientes al grupo de los 16 HAP
contaminantes principales, segun la US-EPA. Para el tratamiento estadistico de los
datos, realizO0 un ACP, ademéas de otras herramientas estadisticas univariadas
(histogramas, diagramas de cajas y de torta). Obtuvo como resultado que la
concentracion total de HAP estaba comprendida entre 0,24 y 9,08 ug/g. En su mayoria,
los HAP determinados son de bajo peso molecular (de 2 a 4 anillos), con lo cual llego a
la conclusion de que efectivamente los liquenes pueden ser utilizados como

bioacumuladores de HAP, en la fase gaseosa de la atmdsfera en la ciudad de Caracas.

Entre las recomendaciones que efectta la autora para posteriores
investigaciones estan: comparar el empleo de la técnica ultrasonido con respecto a
técnicas convencionales como el Soxhlet, con el objeto de corroborar los valores
obtenidos bajo la extraccion con ultrasonido con respecto a las técnicas aprobadas
internacionalmente; realizar un bioseguimiento utilizando los liguenes de manera activa,
de tal forma que pueda evaluarse la temporalidad de absorciéon de los HAP sobre los
liguenes; realizar estudios de los parametros meteoroldgicos (velocidad y direccion de
los vientos, temperatura, humedad, radiacion) para lograr interpretar de manera integral
la dinAmica de los HAP en la atmésfera; evaluar la efectividad del uso de los liquenes
como biomonitores con respecto a otros bioseguidores presentes en la Ciudad de
Caracas, asi como con otros equipos especializados para la recoleccion de muestras de
aire; y realizar un estudio de la cantidad de compuestos lipidicos contenida en los
liquenes, para evaluar la relacion entre dicha cantidad de sustancias y su capacidad de

bioacumulaciéon de HAP.

46



Evaluacion de la contaminacion atmosférica por hidrocarburos aromaticos policiclicos,

empleando el liquen Parmotrema sancti-angelii y aplicando un muestreo de tipo activo

en la ciudad de Caracas

3.3. Area de estudio

3.3.1. Ubicacion geografica y datos demograficos. La ciudad de Caracas esta
situada en la zona centro-norte del pais, a unos 15 km del Mar Caribe, localizado
geograficamente a la longitud oeste de 66° 55 y latitud norte de 10° 30’. EI Municipio
Libertador soélo lo constituye el Distrito Capital, y junto con los Municipios Baruta,
Chacao, El Hatillo y Sucre, pertenecientes al estado Miranda, conforma el Distrito
Metropolitano. Caracas tiene una extension territorial de 650 km?, y una poblacién de
3.220.540 habitantes (sin incluir ciudades periféricas). Posee 1.246.910 vehiculos
(aproximadamente el 24% del parque automotor en circulacion de Venezuela) (Instituto
Nacional de Estadistica, 2010).

3.3.1.1. Fuentes Moviles de contaminacion: Las vias mas importantes de

Caracas incluyen las autopistas del Este, Valle-Coche, Francisco Fajardo, Francisco de
Miranda, Boyaca (Cota Mil), Caracas-Baruta y Caracas-La Guaira. No se cuenta con
datos de mediciones de flujo vehicular en todas estas vias. Sin embargo, los volimenes
de trafico mas grandes estan ubicados en la autopista del Este. Otras vias de mediano
trafico, incluye las avenidas Libertador, Sucre y Bolivar (MARN-PDVSA, 2005).

3.3.1.2. Fuentes Fijas de contaminacién: Las zonas industriales mayores se

localizan al Este y Suroeste del &rea metropolitana, en los municipios Sucre y Libertador
respectivamente. Las zonas del Este incluyen Los Ruices, Boleita Norte, Los Cortijos y
Petare, donde son halladas industrias ligeras de alimentos, textiles, cosméticos y
farmacéuticos. En el area de Baruta, Las Minas y La Trinidad son encontradas,
adicionalmente a las ya mencionadas, industrias ligeras de plasticos. En el Suroeste,
en el area de la Yaguara, Capara y La Vega se encuentran industrias pesadas de hierro
y acero, cementeras, quimicos, produccion de pieles, textiles, alimentos, entre otras
(MARN-PDVSA, 2005).
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3.3.2. Condiciones climaticas. El clima de Caracas es de tipo intertropical de
montafia con precipitaciones que varian entre los 900 y 1300 mm anuales, en la ciudad,
y hasta los 2000 mm en algunas partes de la Cordillera. Entre los meses de Mayo a
Diciembre incrementan las precipitaciones, denominada época de lluvia, esta condicion
se ve reducida entre los meses de Enero a Abril, denominada época de sequia
(Observatorio ARVAL, 2008). Las caracteristicas del terreno hacen que el viento sea
canalizado en la direccion Este; asi mismo, la mayor parte del tiempo las masas de aire
estan calmadas, notandose que en las tardes y temprano en las mafanas el aire queda
atrapado en la cuenca y se crea una inversion de capas. Los vientos predominantes en
el Parque Nacional Warayra Repano (El Avila) y la Cordillera Central son los Alisios del
N-E, los cuales soplan todo el afio. Sin embargo, durante los meses marzo, abril y mayo
los vientos alisios confluyen con los vientos que vienen del Sur hacia el Norte y N-O. La
temperatura media anual varia conforme a la ubicacion y altitud de la cordillera,
teniendo que la temperatura media anual en el valle de Caracas, ronda los 21 °C
(MARN-PDVSA, 2005).

3.3.3. Fisiografia. Caracas esta ubicada en una cuenca hidrogréafica con un valle
angosto, gque limita por el Norte con la Cadena Litoral, al Sur con los Altos de Pipe y por
el Oeste con la Cordillera de la Costa, sin encontrar al Este ningun tipo de obstaculo

geografico.

48



Evaluacion de la contaminacion atmosférica por hidrocarburos aromaticos policiclicos,

empleando el liquen Parmotrema sancti-angelii y aplicando un muestreo de tipo activo

en la ciudad de Caracas

4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El primer paso para abordar los objetivos ambientales que persigue este trabajo
fue el disefio y ejecucion de la etapa de muestreo, que consistio en el transplante de los
liguenes desde una zona suburbana hacia la ciudad de Caracas. Sin embargo, previo a
dicha fase fueron aplicadas algunas herramientas estadisticas que permitieron
determinar el nUmero minimo de muestras que debian ser colocadas en las localidades

de estudio para su posterior recoleccion y analisis de los HAP.

Segun Montgomery y Runger (2007), el nUmero 6ptimo de especimenes a tomar
puede ser calculado si existen muestreos pilotos que permitan estimar algunos
pardmetros estadisticos. En la presente investigacion fueron usados los resultados
obtenidos por Réquiz (2006), con el objeto de conseguir el nimero minimo de muestras
de liquenes que deben ser colocados para que los valores de HAP sean
estadisticamente representativos. Para ello fueron realizados un conjunto de célculos
estadisticos, que permitieron estimar los parametros necesarios para la obtencién del N

6ptimo de muestreo, tales como la media poblacional (X) y la varianza (S).

Para dicha deduccién fue fijado un nivel de significancia para ay = 0,05, lo cual
reduce al minimo aconsejable los errores de tipo | y Il respectivamente (Yamane, 1979;
Wonnacott y Wonnacott, 2004 y Salama, 2002). Fijando dichas constantes a 0,05 (5 %),
el calculo de N dependera de dos variables:

1. La desviacién estandar (S) promedio de los 14 HAP cuantificados por Réquiz
(2006).

2. La diferencia de concentraciones en la cual dos muestras son consideradas
distintas (d).
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Segun dichos pardmetros, la grafica mostrada en la figura 11 relaciona la
desviacion estandar (S) y la diferencia de concentraciones (d), y permite estimar el N

Optimo de un muestreo para cada HAP.

Tomando el promedio de la diferencia minima y maxima entre localidades para
cada HAP (0,44), asi como desviacion estandar promedio (0,17) (ver apéndice Ay B)
pudo obtenerse que 2 muestras de un determinado tipo de liquen es un numero

suficiente para garantizar la representatividad estadistica de la mayoria de los HAP

acumulados.
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Fig. 11. Grafico que relaciona las diferencias entre los grupos poblacionales y la

varianza de los HAP, con el N de muestreo.
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4.1. Etapa de campo (muestreo activo)

Para el desarrollo del muestreo de tipo activo (transplante de los liquenes), el
procedimiento experimental puede ser dividido en cuatro fases o pasos principales:
coleccion de los liqguenes en la zona suburbana, preparacion de los liqguenes, colocacion
de los liguenes en las localidades a evaluar y recoleccion de la muestra (posterior a la

exposicion).

4.1.1. Coleccidén de los liquenes en la zona suburbana. La toma de liquenes
fue hecha entre los dias 16 y 18 de diciembre del 2009, en los jardines de la
Universidad Simon Bolivar (USB) (ver figura 12), ubicada en el Valle de Sartenejas,
Baruta, estado Miranda, a una altura de aproximadamente 1190 msnm. Esta localidad
fue seleccionada debido a su facil accesibilidad y a que en dicha zona la poblacion de
liguenes de los géneros de interés es abundante en comparacién con otras localidades,
ademas de tener condiciones microclimaticas similares a las presentes en la ciudad de
Caracas. Dicha jornada fue dirigida por el licenciado en Biologia Jesus Hernandez
(especialista en el estudio de liquenes), perteneciente a la Fundacion Instituto Botanico

de Venezuela.

Fig. 12. Fotografia del jardin de la USB en el que fueron colectados los liquenes.
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En principio se efectu6 una recoleccion de todas las ramas que estaban en el
suelo y contenian diversos géneros de liguenes. Seguidamente, fueron escogidas
aquellas ramas en las cuales estaban presentes los géneros Parmotrema sp. y Usnea
sp. (ver figura 7), y con respecto al género Parmotrema sp., fueron seleccionados
aquellos individuos en los cuales pudo observarse la presencia de cilios (6rganos
anexos filamentosos ubicados al borde del talo o apotecios); esto ultimo debido a que la
presencia de cilios incrementa la eficiencia para la captacion de particulas (Puckett y
Finegan, 1980). Fueron escogidos dichos géneros debido a que ambos presentan una
elevada superficie expuesta (mayor area por gramo de peso seco) a las condiciones
atmosféricas (en comparacion con los que poseen una morfologia crustacea, como es
el caso del género Pyxine sp., empleado por Réquiz (2006) y del género Physcia sp.
utilizado por Diaz (2008)), asi como la posterior facilidad que tienen para ser removidos
del sustrato. A la recoleccion de las ramas caidas recientemente, siguié la toma de

ramas distales, que fueron cortadas y adecuadas para el estudio.

El criterio de seleccion que predomind para la eleccién del género Parmotrema
sp. como bioindicador principal en el presente estudio fue su abundancia en las zonas
adyacentes a la ciudad de Caracas (que pudiera ser recolectada la cantidad necesaria
sin devastar la poblaciéon de dicho género). Adicionalmente, su superficie rugosa facilita
la captacién de particulas atmosféricas. Se considera que los talos foliosos muestran

mayores niveles de acumulacion que los fruticulosos (Pignata et al., 2008).

En el caso del género Usnea sp., la escasez de publicaciones cientificas en las
cuales hayan empleado dicho género como biomonitor de HAP, asi como su elevada
superficie de exposicion (talo bastante ramificado, y por lo tanto con mayor area por
gramo de peso seco) (ver figura 7), fueron los principales criterios tomados en cuenta

para su seleccion.

Es importante sefalar que los fordéfitos (arboles que sirven como sustrato para

otras plantas) de los cuales fueron tomadas las muestras de liquenes, estaban
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cercanos entre si (menos de 100 m de distancia entre ellos) y todos pertenecen al
género Clusia sp. Para ambos géneros de liguenes fueron tomados y debidamente
preservados hasta su analisis aproximadamente 18 g (no transplantados), con el objeto

de garantizar la situacion de referencia o relativa normalidad.

4.1.1.1. |dentificacion de la especie de liguen: Teniendo en cuenta que los

liguenes colectados en la USB pertenecen a una misma especie, fue realizada la
caracterizacion de la especie perteneciente al género Parmotrema sp., haciendo uso de
la clave para especies parmelioides de l6bulos anchos presentes en la América tropical
(Sipman, 2005). Dicha herramienta estd basada en definiciones de los caracteres
morfologicos del liquen, asi como en reacciones del organismo frente a algunas
especies quimicas. La clave esta organizada en dicotomias (a veces tricotomias) o
dilemas, es decir, pares de afirmaciones contrapuestas. Su empleo consiste siempre en
tomar una de las dos alternativas; hay que leer primero las dos afirmaciones y optar por
una de ellas. Teniendo en cuenta dichos aspectos, la especie identificada fue
Parmotrema sancti-angelii (Lynge) Hale (ver figura 13), la cual esta ampliamente

distribuida en la regién latinoamericana.

Entre las caracteristicas morfoldégicas que permitieron su identificacion caben
destacar. Presencia de soredios y ausencia de isidios en el talo; cilios muy
desarrollados, presentes solamente en las axilas del I6bulo; médula blanca; talo de
color gris verdoso a blanco (corteza carente de acido Usnico); superficie inferior con una
amplia zona marginal desnuda, ricinas de longitud muy variable, y de color marron

oscuro a negro, a veces palida en los margenes; corteza superior continua.
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Fig. 13. Imagen de la especie Parmotrema sancti angelii (Lynge) Hale.

En cuanto a la reaccion frente a distintas especies quimicas (de acuerdo a la
presencia de algunas sustancias liquénicas), una vez expuesta la médula (retirando
cuidadosamente la corteza superior con una hojilla), se procedié a colocar con un
capilar, una gota de una solucion de hidréxido de potasio en agua al 10 %, observando
gue la misma tomé una coloracién amarillenta, lo cual indica el contenido de atranorina
y/o &acido baeomicésico. Asimismo, fue expuesta la
médula a lejia comercial sin diluir, dando una coloracion
rosa que permiti6 detectar la presencia del &cido

giroférico en el liquen.

4.1.2. Preparacion de los liquenes. Para
perturbar lo menos posible a los liquenes y asi asegurar
una mejor acumulacion, se decidié dejar los liquenes
con el sustrato (Pignata et al., 2008). Para ello, fueron

recortadas algunas ramas que contienen

predominantemente un mismo género de liquenes,

dejando sélo las partes de la rama donde estaba la  Fig. 14. Ramas con liquenes
sujetas entre si.

54



Evaluacion de la contaminacion atmosférica por hidrocarburos aromaticos policiclicos,

empleando el liquen Parmotrema sancti-angelii y aplicando un muestreo de tipo activo

en la ciudad de Caracas

mayor cantidad de liquenes. Posteriormente, fueron sujetas con cintas auto adhesivas
de papel crepé (tirro, marca Celoven) e hilos de nylon que serian utilizados para atar

las ramas a los puntos de monitoreo (ver figura 14).

4.1.3. Colocacion de los liquenes en las localidades a evaluar. Esta etapa fue
realizada el 21 de diciembre del 2009. Las localidades de muestreo fueron
seleccionadas en relacién a la facilidad logistica que ofrecen en cuanto a accesibilidad y
seguridad (evitar que las muestras puedan ser movidas, destruidas, o simplemente
perturbadas por la actividad humana). Para ello, los especimenes fueron colocados en
las cinco estaciones pertenecientes a la red de control de calidad del aire del Ministerio
del Poder Popular para el Ambiente (Minamb), en compafia del Ingeniero Carlos
Garcia, perteneciente a la Direccion General de Calidad Ambiental del Minamb. Dichas
estaciones son: CORE 5, EI Cementerio, El Silencio, Bello Campo y Los Ruices.
Adicionalmente, fue incluida la localidad de EI Cafetal, debido a que dicha estacion

presento la mayor concentracion total de HAP en el trabajo de Réquiz (2006).

En la localidad de El Cafetal los biomonitores fueron colocados en ramas distales
de dos arboles encontrados en la zona a una altura promedio de 3 m. La figura 15
sefala los diferentes puntos de muestreo en el mapa (ademas de la USB), mientras que

tabla 8 muestra algunas caracteristicas de las localidades de muestreo (y la de la USB).

En todas las localidades fueron colocados dos especimenes de la especie
Parmotrema sancti-angelii, y en las estaciones del Minamb de Bello Campo, CORE 5y
El Silencio, fueron colocados adicionalmente dos especimenes de liquenes del género
Usnea sp. para comparar la capacidad de bioacumulaciéon de los HAP de ambos tipos
de liguenes. Todos los especimenes fueron colocados a distancias comprendidas entre

7 y 50 m entre si.
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Para Parmotrema sancti-angelii cada espécimen constaba de aproximadamente

9 g del mismo, es decir que por localidad fueron colocados aproximadamente 18 g de

dicha especie (ver figura 16). En el caso de Usnea sp., por contar con menor cantidad

en masa de dicho género, fueron colocados entre 3 y 5 g en total por localidad.

Tabla 8. Ubicacion de las localidades de muestreo (ver apéndice V).

Altura
Muestra Localidad Ubicacion de la estacion Coordenadas
(m.s.n.m)
Azotea de un edificio en la interseccion entre la 10° 29 15” N
LRC Los Ruices Av. Principal de Los Ruices y la Transversal 1 856
de los Cortijos. Zona industrial. 66° 49’ 47" W
Azotea de un centro comercial adyacente a una o
zona de constuccion, entre la Av. Coromoto, la 10° 29' 36" N
LBC Bello Campo Av. Principal de Bello Campo y la carretera 868 o
Petare-Santa Lucia. Zona con mediano a alto 66° 51°04" W
flujo vehicular e intensa actividad humana.
Loma adyacente a la autopista Regional del o R S
. . 10° 25’ 24” N
Centro. Zona con alto flujo de vehiculos
LC5 CORE 5 . . . 981
pesados, préximo a la incineradora de residuos 66° 55 13" W
de la Bonanza.
Azotea de un edificio adyacente a la autopista 10° 28 38" N
LCM El Cementerio Norte-Sur. Zona con elevada densidad 909
poblacional y alto flujo de vehiculos pesados. 66° 55' 05" W
Azotea de un edificio, Av. Oeste 8. Zona con 10° 30” 08” N
mediano a alto flujo vehicular e intensa actividad 916
LSC El Silencio humana. 66° 54’ 58” W
Parada de autobuses en la Av. Principal del 10° 28 08” N
Cafetal. Zona con moderado a alto flujo 889
LCF El Cafetal vehicular. 66° 50' 12" W
LUSB USB Jardines del campus universitario, carretera 10° 24’ 32" N
R) (Referencia) Hoyo de La Puerta-El Placer. Zona residencial 1190
en las afueras de la ciudad. 66° 52’ 35" W
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%&5@ Parque Nacional Waraira Repano

N

Autopista Gran Mariscal de Ayacucho

4 Km

Fig. 15. Mapa de la ciudad de Caracas, sefialando las estaciones de muestreo y las principales vias de transito vehicular.
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Fig. 16. Dos especimenes de liquenes de la especie Parmotrema sancti-angelii (Lynge) Hale,
posicionados en la estacion del Minamb de Los Ruices (A). Dos especimenes de liquenes del
género Usnea sp., posicionados en la estacion del Minamb de El Silencio (B).

En el periodo comprendido entre la colocacion y recoleccion de las muestras
fueron hechas dos jornadas de inspeccién, la primera el 3 de febrero del 2010 y la
segunda el 24 de marzo del 2010. Pudo observarse a medida que el tiempo transcurria

una atenuacion del color gris verdoso de la especie Parmotrema sanci-angelii,
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tornandose el talo mucho mas gris, y en algunas zonas marrén (ver apéndice D1). Por
su parte Usnea sp. adquiri6 una coloracion marrén oscuro (ver apéndice D2). Las
caracteristicas mencionadas anteriormente, junto a la resequedad del talo, evidenciaron
la pérdida de humedad por parte de los liqguenes durante su exposicion, como
consecuencia de la incidencia directa de la radiacion solar sobre las muestras. Otro
factor que probablemente influyé en dicho comportamiento fueron las elevadas
temperaturas que segun la prensa se registraron en la ciudad en el periodo de estudio
(por encima de los 33 °C). En el caso de los especimenes ubicados en la localidad de
El Cafetal, no se observé una variacién tan drastica en sus caracteristicas fisicas,
debido a que por encontrarse bajo las ramas de los arboles a los cuales fueron fijados,

la radiacidn solar no incidia directamente sobre ellos (ver apéndice D3 y G).

4.1.4. Recoleccion de la muestra. Esta salida fue realizada el 15 de abril del
2010, con lo cual los liguenes fueron expuestos en las localidades de estudio por un
tiempo de 4 meses (Guidotti et al. (2009) efectuaron la recoleccion a los 3 meses). Los
especimenes fueron recolectados en bolsas de papel para evitar su contaminacion
(Mighaszewski, 2002), envueltos en papel de aluminio (para evitar la fotdlisis de los
HAP) (Shukla y Upetri, 2008), y mantenidos a bajas temperaturas, con el objeto de
evitar al maximo la pérdida de los HAP mas volatiles (Mighaszewski et al., 2002 y
Augusto et al., 2009) (ver figura 17).
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Fig. 17. Fotografia de las muestras al ser recolectadas (A) y preservacion de las mismas bajo
O °C (B).

Una vez en el laboratorio, los especimenes de cada localidad (excluyendo a El
Cafetal) fueron mezclados y les fueron hechos andlisis (tratamiento quimico) por
triplicado, a excepcion de EI Cementerio, cuya muestra fue seleccionada para la prueba
del lavado (3 tratamientos quimicos por réplica). En el caso de la muestra de El Cafetal,
fueron hechos analisis por sextuplicado (3 por espécimen), para descartar la existencia
de algun tipo de variabilidad intralocal (homogeneidad de la muestra). La figura 18

indica el esquema de muestreo.

La tabla 9 muestra las variables de estudio a considerar en la etapa de campo,

asi como una breve descripcion de las mismas.
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Muestras

'

6 estaciones de muestreo

i

2 especimenes de
Parmotrema sancti-angelii
por estacion

|

13 especimenes de
Parmotrema sancti-angelii
en total

N

1 muestra de cada
tipo de liquen
como referencia

N

2 especimenes de Usnea sp. en
tres estaciones

'

7 especimenes de
Usnea sp. en total

'

20 especimenes de liquenes en total

Fig. 18. Esquema de recoleccion de muestras.

Tabla 9. Variables a considerar durante la etapa de campo.

Variable Descripcion

Variable independiente. Corresponde a cada uno de los
_ lugares en los cuales fueron colocados los liquenes (las

Localidad 5 estaciones del Minamb y El Cafetal).
Variable independiente. Corresponde a los dos tipos de

_ _ liguenes que fueron utlizados para el
Tipo de liquen (Parmotrema sancti-angelii y Usnea sp).
Concentracion de los 16 HAP
contaminantes principales _ _
segun la US-EPA Variable dependiente.
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4.2. Etapa de laboratorio

4.2.1. Optimizacion de la metodologia de extraccion y separacion de la
fraccion aromética. Uno de los objetivos planteados en este trabajo ha sido la
optimizacién de la extraccion de los HAP de la matriz del liquen, mediante el empleo de
la técnica de extraccidn estatica asistida por ultrasonidos. Es importante mencionar que
la bibliografia apenas contempla la determinacién de HAP en este tipo de muestras y
mediante dicha técnica (Guidotti et al., 2003 y 2009, y Blasco, 2008). La eleccién de
dicha técnica fue hecha tomando en cuenta las ventajas que la misma ofrece en
términos de tiempo y cantidad de solvente empleado, en comparacion con el método de

extraccion convencional HAP en muestras ambientales (Soxhlet).

Son varios los factores que influyen en la extraccion de los HAP mediante dicha
técnica (tiempo de extraccion, temperatura del bafio de ultrasonidos, solventes
empleados), este estudio se limit6 a evaluar el solvente empleado (hexano y
diclorometano), en términos de porcentajes de recuperacion para cada HAP. Dicha
variable es esencial para garantizar la disolucion de los analitos, mediante su desorcién

y arrastre desde la matriz.

Adicionalmente, fue optimizada la separacion o limpieza de la fraccién aromatica,
mediante la técnica de cromatografia en columna, variando los volumenes de hexano

empleados para la elucion de los compuestos saturados.

A continuacion son detallados los equipos y materiales empleados para la

extraccién, separacion y analisis de los HAP en esta etapa:

o Tubos de ensayo de vidrio con capacidad para 50 mL.
o Rejilla de soporte metalica para la colocacion de los tubos de ensayo.
o Un bafo de ultrasonido modelo Cole-Parmer 8894.

e Papeles de filtro Advantec N° 2.
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e Minicolumnas de vidrio para cromatografia de 25 cm de longitud y 1 cm de

diametro.
e Lampara de radiacion UV.

e El estandar certificado (Standard Mix) conformado por una mezcla de los 16 HAP
bajo estudio de 200 pg/mL c/u en acetonitrilo (PNA-550JM). Fue adquirido 1 mL

de dicha solucion, suministrado por la empresa SCL Sistemas C.A.

e Hexano, diclorometano y acetonitrilo grado HPLC, suministrados por Didacta C.A.

(Caracas, Venezuela).
¢ Silica gel (0,06-0,2 mm).
e Sulfato de sodio anhidro.
e Lana de vidrio.

e Agua deionizada, obtenida a partir de un sistema de purificacion Milli-Q. Gradient,

Millipore.

e Cromatégrafo liquido de alta eficiencia Hewlett Packard 1100, con bomba
cuaternaria y automuestreador. Detector de fluorescencia modelo 1046 A y

detector UV (conectados en serie) (ver apéndice E).

e Columna de fase reversa C18, 799250D-584 Lichrospher 100 RP-18 (5 pum, 250 x

4 mm), marca HP.

e Sistema de adquisicion de datos ChemStation version A.05.02 (Agilent

Technologies).

4.2.1.1. Lavado del material de vidrio: El material de vidrio fue dejado en remojo

durante 4 horas en un detergente de uso comun y enjuagado con agua natural,

posteriormente varias veces curado con agua deionizada y se dejé secar al aire libre.
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Los viales de 5y 1,5 mL empleados para pesar las fracciones y la inyeccion de
las muestras, fueron lavados con diclorometano, seguido de agua y jabon, y finalmente

curados con acetona y secados en la estufa a 40 °C por 1 h.

4.2.1.2. Preparacion de las muestras: Debido a que los HAP apenas han sido

determinados en muestras de liquenes, aun no existe material de referencia certificado
para estos compuestos, por lo que tuvo que recurrirse al método convencional de
preparacion de muestras de liqguenes enriquecidas con una cantidad conocida de los

HAP estudiados para optimizar el método de extraccion.

Las muestras de liguenes utilizadas para optimizar el método de extraccion,
pertenecen a la especie Parmotrema sancti-angelii (Lynge) Hale (ver figura 13). Esta
especie fue tomada de la localidad de referencia en la USB, recogiéndola directamente

del tronco de los arboles.

Una vez en el laboratorio, los liquenes
fueron separados de las ramas (sustrato) y
limpiados de todo tipo de residuo o materiales que
pudieran haber quedado adheridos (restos de
corteza de arbol, insectos y restos de otros
liguenes) mediante el uso de una lupa binocular y
pinzas de acero (ver figura 19) (Guidotti et al.,
2009).

Luego, los liquenes fueron pulverizados

haciendo uso de un mortero y empleando

nitrégeno liquido (ver figura 20). Fig. 19. Lupa binocular con
aumento de hasta 4,5 X.
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Fig. 20. Pulverizacion de los liquenes empleando nitrégeno liquido.

Seguidamente, fueron colocados en vidrios de reloj, y secados a 40 °C durante
48 horas (Guidotti et al., 2009).

La solucién empleada para el enriquecimiento contenia los 16 HAP (Standard
Mix) en una concentracion de 9 pg/mL. El enriquecimiento fue hecho afiadiendo 1 mL
de la soluciéon antes mencionada, a porciones de 1,4 g de liquen. De este modo la
concentracion resultante de cada HAP en la muestra fue de aproximadamente 6,4 ug/g
(ver apéndice H). Tras el enriguecimiento, las réplicas permanecieron durante 43 horas,

en ausencia de luz y a temperatura ambiente en un desecador.

En dicha etapa fueron utilizadas 6 alicuotas de liquen enriquecidas (3 para la
extraccién con hexano y 3 con diclorometano) como se menciond anteriormente, y seis
sin enriguecer, empleadas como blanco (3 para la extraccidbn con hexano y 3 con
diclorometano), extraidas bajo las mismas condiciones. Asimismo, para la evaluacion
del volumen adecuado de hexano elucion de los saturados, fueron empleados
volimenes de 15, 20 y 25 mL de dicha sustancia para cada solvente empleado en la

extraccidon (hexano y diclorometano) (ver tabla 10).
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Con el fin de comparar el rendimiento de extraccion de los diferentes solventes,
el porcentaje de extraccion obtenido con cada uno fue calculado como muestra la

siguiente ecuacion (Blasco, 2008):

Porcentaje de extraccién (%) = HAP_en muestras enriguecidas — HAP en alicuotas blanco x 100

HAP anadidos en el enriquecimiento

Cabe destacar que previo a los experimentos, le fue agregada cierta cantidad de
sulfato de sodio anhidro a las botellas con los solventes, para eliminar el agua que los

mismos pudieran contener.

4.2.1.3. Extraccién: Consiste en la obtencion de alicuotas de extracto organico
bajo la accién de ultrasonidos, mediante 2 extracciones consecutivas de 15 minutos
utilizando 30 mL del solvente (hexano o diclorometano) en cada una (Guidotti et al.,
2009). Para dicho paso las muestras fueron colocadas en tubos de ensayo de 50 mL de
capacidad en contacto directo con el solvente. La temperatura del bafio de ultrasonidos
estuvo por debajo de los 32 °C. Los extractos de cada extraccion fueron filtrados
empleando papel de filtro tipo Advantec N° 2 y fiolas de 125 mL. Una vez filtrados,
ambos extractos se combinaron y fueron llevados a sequedad dejandolos en una
campana de extraccion encendida (debido a la elevada volatilidad de los solventes).
Luego fueron trasvasados a viales de 5 mL de capacidad con el mismo solvente con el

cual fueron extraidos y se dejo evaporar el solvente (ver figura 21).

4.2.1.4. Separacion de la fraccidon aromatica: La limpieza del extracto de liquenes

fue realizada en una minicolumna de vidrio rellena de una suspension de silica gel
(activada a 80 °C durante 16 horas) y hexano (empacado de 14 cm de longitud, figura
22 A). En la parte inferior de la columna fue agregada lana de vidrio, para evitar el paso
de la suspension por la llave. Previo al empacado de la columna, la misma fue curada 3

veces con 10 mL de hexano, lo cual también permitio verificar la ausencia de fugas.
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Para el empacado de la columna fueron empleadas pipetas Pasteur en la
transferencia del la suspension, y a medida que era agregado, se le daban golpes leves

a la columna para impedir la formacion de burbujas.

Fig. 21. Alicuotas de liquen en contacto con el solvente (A); muestras en el bafio de

ultrasonidos (B); filtrado de los extractos (D) y extracto reconstituido en un vial de 5 mL.

Posterior al empacado de la columna fueron afadidos 2 mL del extracto,
reconstituidos en su respectivo solvente de origen. La elucion fue iniciada con 15, 20 o
25 mL de hexano (de acuerdo a la alicuota de liquen) (ver tabla 10), para separar los
compuestos saturados. Los analitos fueron eluidos de la columna con 40 mL de mezcla
hexano: diclorometano (2:3, v/v) para obtener la fraccién de los compuestos aromaticos,
la cual fue seguida mediante una lampara de UV, debido a que los HAP poseen la
propiedad de fluorecer y de esta manera pudo apreciarse claramente su elucion (ver
figura 22 B) (modificado de Guidotti et al., 2009). Dicho eluato fue recolectado en vasos

de precipitado de 100 mL de capacidad y llevado a sequedad mediante evaporacion del
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solvente por extraccion en la campana. Ambas fracciones fueron transferidas a viales
de 5 mL de capacidad con el mismo solvente o mezcla de solventes con la cual fueron

eluidos.

Tabla 10. Disefio experimental para la optimizacion de la extraccion y separacion

de la fraccién aroméatica.

Vol. empleados para Vol. empleado para

separacion de la separacion de la fraccion

fraccién saturada aromética (Réquiz, 2006)

Alicuota | Vol.de hexano (mL) | Vol. de hex:DCM (3:2, v/v)

(mL)

B1 DCM 15 40
B2 DCM 20 40
B3 DCM 25 40
DCM 1 15 40
DCM 2 20 40
DCM 3 25 40
B1 Hex 15 40
B2 Hex 20 40
B3 Hex 25 40
Hex 1 15 40
Hex 2 20 40
Hex 3 25 40

Tanto los extractos organicos, como las fracciones saturadas y aromaticas,
fueron pesadas, una vez llevadas a sequedad para mantener un estricto control

gravimétrico.
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Fig. 22. Fotografia de las columnas cromatograficas en las que puede observarse la
longitud de las mismas (A), la elucion de la fraccion aromética (B) y un montaje simultaneo de 4

columnas (C).
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4.2.1.5. Condiciones del analisis instrumental: Las fracciones aromaticas fueron

transferidas a los viales de 1,5 mL dispuestos para el andlisis, con 500 pL de
acetonitrilo, y posteriormente fueron inyectadas al cromatégrafo liqguido de alta
eficiencia. El analisis fue hecho a un flujo constante de 1,0000 mL/min, volumen de
inyeccion de 25,0 uL, y temperatura de inyeccion entre 27 y 30 °C. El gradiente de la
mezcla acetonitrilo:agua empleado fue 70:30 (0-15 min), 85:15 (15-20 min) y 100:0

(20:35 min). La duracion de la corrida fue de 35 min.

La deteccion y cuantificacion de los HAP fue hecha empleando los detectores de
UV y FL conectados en serie. La longitud de onda para la absorbancia UV fue de 254
nm, mientras que para el detector de fluorescencia fueron empleadas como longitud de

excitaciéon 340 nm y de emisién 425 nm, con un tiempo de respuesta de 2 segundos.

4.2.2. Estudio del lavado del liquen. Entre los objetivos propuestos en la
presente investigacion, estuvo la evaluacién del efecto que tiene el lavado de los
liguenes con agua deionizada en la determinacién de los HAP. Esto debido a que entre
todos los estudios que emplean liquenes para el biomonitoreo de HAP sélo
Migaszewski et al. (2002) y Réquiz (2006) incluyen dicho paso como parte de la
limpieza del liquen (remocién del polen y las particulas minerales débilmente unidas a la
superficie del liqguen), y ninguno de los autores hace una apreciacion adecuada de la
efectividad del mismo, ademas del porcentaje de analitos que pueden perderse en este

paso.

La mencionada prueba fue hecha sobre la muestra de El Cementerio. Para ello,
dicha muestra fue en primer lugar homogeneizada (fueron combinados los
especimenes) y posteriormente replicada, de modo que se hicieron tratamientos

quimicos por triplicado a la réplica lavada y a la no lavada.

En total fueron lavados con agua deionizada 8 g de liquen con 120 mL de agua
en un vaso de precipitado de 250 mL. El liquen fue sujeto con pinzas de acero y

sumergido en el agua, agitando manualmente la muestra dentro del agua. Entre los
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residuos observados se encontraban particulas de polvo, restos de madera y hojas,
trozos de liquen e insectos. La figura 23 muestra los residuos producto del lavado del

liquen.

Posteriormente, fueron sometidos al mismo tratamiento fisico (pulverizacion y
secado), quimico (extraccion y separacion de la fraccion aromatica) y analizados bajo
las mismas condiciones en el HPLC, que las alicuotas procesadas en la optimizacién de
la extraccion. Las Unicas variantes fueron que el solvente seleccionado para la
extraccion fue una mezcla de hexano:diclorometano (3:2, v/v) y la cantidad de hexano

empleada en la elucion de los saturados fue de 20 mL.

L k
Fig. 23. Residuos producto del lavado de la muestra de El Cementerio.

4.2.3. Tratamiento de las muestras recolectadas. En este caso, como fue
mencionado anteriormente, los especimenes fueron mezclados, para efectuar analisis
triplicados por cada localidad y a los blancos de ambos tipos de liquenes, a excepcion
de las localidades LCM y LCF donde se hicieron por sextuplicado.

Por cuestiones de tiempo y recursos fue seleccionada la localidad LSC para
efectuar la comparaciéon entre diferentes tipos de liquenes (tratamiento quimico por
duplicado para el género Usnea sp. debido a la cantidad de muestra), por lo que fueron
debidamente guardadas las muestras de Usnea sp. de LC5 y LBC. El apéndice F

contiene algunas fotografias de las muestras observadas con el microscopio.
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Las muestras fueron sometidas al mismo tratamiento fisico (limpieza,
pulverizacion y secado) y quimico (extraccion y separacion de la fraccion aromatica) y
analizadas bajo las mismas condiciones en el HPLC, que las alicuotas sometidas a
pruebas de extraccion, pero y al igual que la muestra LCM las Unicas variantes fueron
que el solvente seleccionado para la extraccion fue una mezcla de
hexano:diclorometano (3:2, v/v) y la cantidad de hexano empleada en la elucion de los
saturados, que fue de 20 mL. El apéndice | contiene las masas de las alicuotas
empleadas para el tratamiento quimico, asi como el porcentaje de extracto organico con
respecto a dicha masa inicial de liquen y los porcentajes de las fracciones aromaticas
con respecto al extracto orgénico.

Adicionalmente, fueron seleccionadas 7 submuestras, 1 por cada localidad de
muestreo, para ser analizadas mediante la técnica CG/EM, para realizar una
comparacion con la técnica HPLC en términos de identificacion de los HAP estudiados.
Para ello fue empleado un cromatografo de gases modelo 6890N de la Agilent
Tecnologies, con detector de masas Agilent 5975 y columna capilar HPS-MS (60 m x
0,250 mm x 0,25 um). La temperatura inicial de la columna fue de 120 °C durante 3,00
min, seguido de una tasa de calentamiento de 15,00 °C/min hasta alcanzar una
temperatura de 180 °C, en la cual estuvo por 8,00 min, luego a razén de 15 °C/min
hasta 200 °C por 5,00 min, para continuar con un tasa de 6,00 °C/min hasta llegar a
256 °C por 5,00 min, para finalmente aumentar la temperatura a una tasa de 2,00
°C/min hasta alcanzar los 310 °C, temperatura a la cual se mantuvo por 20,00 min, para

un total de 79,67 min de duracién.

La figura 24 muestra el esquema experimental de forma resumida.
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Pulverizacion de
los liquenes con
N liquido y un
mortero.

Limpieza con una

Muestra lupa binocular y

pinzas de acero.

Secado en la estufa a
40 °C por 48 horas.

Separacion de la fraccion aromatica 2 extracciones consecutivas
con una columna cromatogréafica de 15 min con 30 mL de esado de 20 de
con silica gel activada, y empleando hexano:DCM (3:2, v/v) en un ) 9 ]
como eluente hexano y hexano: bafio de ultrasonidos, y liquen.

posterior combinacion de

diclorometano (3:2 v/v). los extractos

sequedad y
redisolucién en

acetonitrilo a volumen PTTO
final de 0,5 mL. [Anal|5|s por CG/EM]

(" Muestras llevadas a —[Anélisis por HPLC]

Fig. 24. Esquema experimental (modificado de Guidotti et al., 2009).

4.2.4. Mezcla estandar y tratamiento. La preparacion de los patrones fue hecha
a partir de la mezcla estandar (Standard Mix) conformada por los 16 HAP de 200 pug/mL
c/u en acetonitrilo (PNA-550JM). De dicha solucion original se preparé una soluciéon
madre de 33,3 pug/mL en acetonitrilo. Luego tomando esta solucion de acetonitrilo
fueron preparadas soluciones de soluciones de 9,52; 4,96; 2,18; 0,812 y 0,411 pg/mL,
para realizar la curva de calibracion de los compuestos y optimizar la metodologia de

extraccion.

4.2.5. Andlisis de recuperaciéon. El analisis de recuperacion fue realizado
agregando 0,3 mL de la solucion de 9 pg/mL de los 16 HAP (Standard Mix) a alicuotas
de liquenes de aproximadamente 1,5 g. De este modo la concentracion resultante de
cada HAP en la muestra fue de aproximadamente 1,8 pg/g.

En dicha etapa fueron utilizadas 2 alicuotas de liquen enriquecidas y 1 sin

enriquecer, empleada como blanco, a las cuales se les aplicd todo el procedimiento
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experimental al cual fueron sometidas las muestras recolectadas en la ciudad de
Caracas para evaluar la eficacia del método de extraccion estatica asistida por
ultrasonidos, separacion y determinacion de los HAP utilizando liquenes como

bioacumuladores de este tipo de compuestos.

Asimismo, fueron eriquecidas siguiendo el mismo procedimiento anterior, 2
alicuotas de liquen para ser procesadas mediante la ténica de extraccion convencional

Soxhlet, con su respectivo blanco, para establecer comparacion entre ambas técnicas.

Para el caso la técnica extraccion Soxhlet (Shukla y Upreti, 2008 y Blasco, 2008)
los 1,5 g fueron colocados en un dedal (Whatman N° 42), el cual posteriormente fue
introducido en el aparato Soxhlet, utilizando como solvente 250 mL de la mezcla
hexano:diclorometano (3:2, v/v) durante 16 horas. Luego el extracto fue reconstituido a
2 mL, utlizando un rotoevaporador al vacio. Seguidamente las muestras fueron
sometidas a la misma metodologia de separacion de la fraccion aromatica. El
instrumental analitico empleado en esta prueba fue CG/EM, en las mismas condiciones

de analisis descritas para las muestras.

4.3. Tratamiento estadistico de los datos

Una vez obtenidos los datos de los analisis quimicos fueron procesados para su
posterior interpretacion mediante las herramientas analisis de varianza (ANOVA),
analisis de componentes principales (ACP) y analisis de cluster. Asimismo, fue aplicada
la prueba U de Mann-Whitney para comparar las medias de dos poblaciones de datos.
Estos andlisis son de gran importancia para el desarrollo de este trabajo, debido a que
permiten el analisis objetivo del sistema geoquimico de estudio, brindando a la
investigacion un alto grado de confiabilidad.

El Andlisis de Varianza permite comparar los valores de un conjunto de datos con

los valores de otro conjunto de datos, para evaluar si son significativamente distintos o

no, mediante la asociacion a una probabilidad (pruebas de significancia entre dos o0 mas
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conjuntos numéricos simultdneamente). Para ello es separada la variacion total de un
conjunto de datos, mediante la suma de cuadrados de las desviaciones con respecto a
la media (varianza), en componentes asociados a fuentes definidas de variacion, la cual
es utilizada como criterio para la clasificacion de los datos (la varianza total es dividida
en componentes atribuibles a algun origen identificable) (Vicéns et al., 2005).

El analisis de la varianza es un método para comparar dos o0 mas medias, puede
ser empleado para detectar la existencia de relaciones fijas entre medias de una

poblacién y para estimar los parametros que definen tales relaciones.

Cuando a los resultados de un experimento le pueden afectar dos factores, debe
emplearse el andlisis de la varianza de dos factores para estudiar sus efectos (Vicéns et
al., 2005).

El Andlisis de Componentes Principales posibilita la sintesis de la informacion

mediante la reduccién del nimero de variables. Dicha reduccion es efectuada perdiendo
la menor cantidad de informacién posible. De esta forma se obtienen nuevos
componentes principales o factores, que seran una combinacion lineal de las variables
originales, y ademas seran independientes entre si. Dicha reduccion dimensional del
sistema original, permite explorar grandes conjuntos de datos, proporcionando
adicionalmente, representaciones gréaficas sencillas de las relaciones existentes entre
las variables involucradas.

Un aspecto clave en ACP es la interpretacién de los factores, ya que ésta no
viene dada a priori, sino que sera deducida tras observar la relacion de los factores con

las variables iniciales (Greenacre y Blasius, 1994).

Con el Andlisis de Cluster es utilizada la informacion de un conjunto de variables

para cada sujeto u objeto y conforme a estas variables es medida la similitud entre
ellos. Una vez medida la similitud son organizadas en: grupos homogéneos

internamente y diferentes entre si (Gnanadesikan, 1997).
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La Prueba U de Mann-Whitney es la contraparte no paramétrica de la prueba t de

student usado para comparar medias de dos poblaciones independientes. En dicha
prueba son planteadas dos hipotesis, que las dos poblaciones son idénticas o que no lo
son. El célculo de la prueba U comienza por la designacion arbitraria de dos muestras
como grupo 1y grupo 2. Los datos de ambos grupos son combinados en un grupo, en
el cual los datos retenidos son identificados de acuerdo a su grupo original. Los valores
agrupados son clasificados de 1 a n, asignando al menor valor un tango de 1. La
sumatoria de los rangos de valores del grupo les calculada y designada como W y la

sumatoria de los rangos de valores del grupo 2 como W, (Black, 2009).
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. Disefio del muestreo activo en la ciudad de Caracas empleando el

liguen Parmotrema sancti-angelii (Lynge) Hale como bioacumulador de HAP

Teniendo en cuenta que son escasos los estudios que reportan el transplante de
liqguenes para el bioseguimiento de contaminacion por HAP (Guidotti et al., 2003 y
2009), fue necesario evaluar como influyen en este tipo de estudios, variables como
altura a la cual son colocados los biomonitores, superficie liguénica expuesta y

proteccion a la radiacion solar.

En este aspecto, los resultados indican que la altura respecto a la carretera fue
un factor clave en los valores de concentracion de HAP obtenidos en las distintas
localidades. Este hecho pudo constatarse en El Cafetal, donde los liquenes fueron
colocados a menos de 4 m de altura del suelo (muy cerca de la avenida), razon
determinante para que las concentraciones de HAP en dicha localidad hayan sido
mayores que en el resto de las localidades, en las cuales los liquenes estaban ubicados
en azoteas de edificios. De igual forma, la pérdida de humedad de los liquenes debido a
la incidencia directa de la radiacion solar en las muestras ubicadas en azoteas fue
determinante en la pérdida de los compuestos de bajo y mediano peso molecular (3 y 4
anillos aromaticos) con respecto a la localidad de referencia (LUSB), como evidencian
los resultados discutidos en la seccién: concentraciones y perfii de HAP

biomonitoreados en las localidades de estudio.

El estudio de variabilidad intralocal de los HAP bioacumulados por los liqguenes
transplantados muestra como la adsorcion de los compuestos asociados a las
particulas atmosféricas estuvo fuertemente relacionada a la superficie expuesta del

liquen, debida a la forma en la cual fueon ubicados en los arboles.

Por los motivos antes expuestos puede decirse que los factores: altura respecto

al suelo, sombra o proteccion a la radiacion solar, y superficie de talo liquénico
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expuesta, aportan varianza a la etapa de muestreo, por lo que deben ser
estandarizados para disminuir dicha variabilidad y hacer comparaciones mucho mas

objetivas entre las localidades a las cuales son transplantados los liquenes.

Los liqguenes deben ser protegidos de la incidencia directa de la radiacion solar,
asi como colocarlos entre 2 y 5 m de altura respecto al suelo, preferiblemente a la
misma altura, y garantizar que el area superficial expuesta de los biomonitores sea lo

mayor y mas homogénea posible en todas las localidadades estudiadas.

5.2. Evaluacion del efecto que tiene el lavado de los liquenes con agua
deionizada en la determinacion de los HAP

Fueron identificados y cuantificados en las réplicas seleccionadas para esta
evaluacion (El Cementerio) 8 de los HAP bajo estudio: fenantreno, antraceno, pireno,
criseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[Kk]fluoranteno, dibenzo[a,h]antraceno e
indeno[1,2,3-cd]pireno (ver tabla 11). La concentracion de HAP totales para la réplica no
lavada fue de 3,52 + 1,70 pg/g, mientras que para la lavada fue de 2,12 + 0,15 ug/g.

Para proporcionar mayor objetividad a la interpretacion de los resultados para
cada HAP, fue realizada una prueba probabilistica para poblaciones no paramétricas
denominada prueba U de Mann-Whitney, en la cual fue fijado un nivel de significancia
(p) < 0,05 (< 5 %). Los resultados obtenidos muestran que no existe diferencia
estadisticamente significativa en la determinacion de los 8 HAP cuantificados, al
efectuar el lavado del liquen (apéndice J).

Akylz y Cabuk (2009) encuentran una fuerte relacion entre el contenido de
particulas menores a 2,5 um y la concentracion de HAP totales en las particulas,
teniendo que efectivamente con el incremento de PM, s incrementa la concentracion de
HAP. Rehwagen et al. (2005) sefialan que mas del 50 % de los HAP estan asociados a

particulas menores a 0,49 um. La asociacion de los HAP a estas particulas de menor
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tamafo dificulta la remocion significativa de estas sustancias a lavar el liquen. Sin
embargo, existe cierta tendencia a que las concentraciones de estos compuestos sean

menores al lavar el liquen.

Tabla 11. Concentracion en pg/g para cada HAP en la evaluacion del efecto del lavado
del liguen con agua deionizada para la determinacion de los HAP.

Concentraciones (ug/g)LCM L1LCM L2|LCM L3|LCM NL1|LCM NL2ILCM NL3

Fenantreno 0,165 | 0,136 | 0,234 | 0,128 0,316 0,342
Antraceno 0,063 | 0,015 | 0,145 | 0,010 0,246 0,268
Pireno ND ND | 0,075 ND 0,184 0,199
Criseno 0,112 | 0,096 | 0,136 | 0,092 0,175 0,207

Benzo [b] Fluoranteno ND | 0,093 | ND ND 0,110 0,148

Benzo [K] Fluoranteno ND | 0,105 | ND ND ND 0,247

Dibenzo [a,h] Antraceno| 0,339 | 0,311 | 0,389 | 0,316 0,609 0,996

Indeno [1,2,3-cd] Pireno | 1,27 1,43 1,25 1,44 1,57 2,94

ND= no detectado

La tendencia observada es consecuencia de que una porcion de las particulas
atmosféricas adheridas a la superficie del talo liguénico es removida al sumergirlo en
agua (preferiblemente las de mayor tamafo), con lo cual tiende a disminuir las
concentraciones de los HAP de 4, 5 y 6 anillos. En cuanto a la tendencia observada
para los HAP de bajo peso molecular (fenantreno y antraceno), la misma
probablemente sea debida a que dichos compuestos, a pesar de ser poco solubles en
agua (ver tabla 3), la proporcion de agua (120 mL) con respecto a las pequefias

cantidades (en el orden de ppm) de HAP encontradas en el tejido del liquen disuelve
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cierto porcentaje de dichos compuestos. Lo mismo ocurre con los HAP de 4, 5y 6

anillos, aungue en menor proporcion (ver coeficiente octanol/agua, tabla 3).

El porcentaje de extracto organico para la réplica lavada estuvo por debajo del
porcentaje de extracto organico de la réplica no lavada (ver tabla 12), lo cual, aunado a
la coloracion amarillenta que adquirid el agua, permite asegurar que hubo una pérdida
de sustancias liquénicas durante dicha prueba de lavado, lo cual coincide con las
tendencias anteriormente mencionadas para los 8 HAP cuantificados.

Tabla 12. Porcentajes de Réplica | % de E.O.
extractos organicos obtenidos LCM 1 (L) 0,8479
para la muestra lavada y no LCM 2 (L) 0,7317
lavada

LCM3 (L) | 0,7744
LCM1 (NL)| 0,8246
LCM 2 (NL) | 1,1031
LCM 3 (NL) | 0,9637

Los resultados de la prueba de lavado indican que no es recomendable la
inclusion de dicho paso en la determinacién de los HAP en liqguenes usados como
biomonitores, debido a que parte de estos compuestos esta adherida a la superficie del
liquen (Pignata et al., 2008), incorporados por acumulacion pasiva de particulas o por
interaccidn entre la fase gaseosa y las sustancias liquénicas; por lo que su inmersion en

agua acarrea remocion de dichos compuestos.

5.3. Optimizacién de la extraccion y separacion de la fraccion aromatica
En todas las muestras fueron identificados y cuantificados 13 de los 16 HAP
estudiados mediante la técnica HPLC. Los compuestos acenafteno y fluoreno,

presentan una volatilidad bastante elevada, lo cual dificultd6 su determinacion. El
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naftaleno pudo ser identificado en algunas localidades de estudio. La tabla 13 resume
los resultados obtenidos en esta etapa.

Tabla 13. HAP obtenidos en la fase de optimizacion de la extraccion y separacion de la

fraccidon aromatica.

SOLVENTE HEX HEX DCM DCM
Vol. de Hex. empleado
en la elucion de 15mL | 25mL | 20mL | 25 mL
saturados
Acenaftileno X
Fenantreno
Antraceno
Fluoranteno
Pireno
Criseno
Benzo [a] Antraceno
Benzo [b] Fluoranteno
Benzo [k] Fluoranteno
Benzo [a] Pireno
Dibenzo [a,h] Antraceno
Benzo [g,h,i] Perileno
Indeno [1,2,3-cd] Pireno
%E.O 0,8768 | 0,8473 | 2,0967 | 2,2735
% Fraccion aromatica | 9,6491 | 10,924 | 1,3605 | 2,5078

XX | XX

XXX X[ XX

>

I X XXX XXX | X

XXX XX XXX X | X

Las réplicas faltantes (HEX y DCM) fueron excluidas de la
interpretacion por presentar valores andémalos, atribuidos a errores
indeterminados.

El hexano presenta mayores porcentajes de extraccion de la fraccion aromatica,
mientras que el diclorometano presenta mayores % de extracto organico, ya que por ser
un solvente con mayor polaridad es capaz de extraer mayor cantidad de sustancias
polares adsorbidas en la superficie del liquen. Esto quiere decir, que el hexano es mas

eficiente en la extraccion de los compuestos de interés (aromaticos), ademas de ser
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mucho mas selectivo que el diclorometano, lo cual contribuye a reducir las

interferencias al momento del andlisis instrumental.

Al observar los resultados para la prueba de extracciéon de cada HAP por ambos
solventes (apéndice K 1), es facil deducir que existe una tendencia del hexano a
presentar mejores resultados de extraccion para acenaftileno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno, criseno, benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[K]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno e indeno[1,2,3-cd]pireno,
mientras que Unicamente el benzo[g,h,i]perileno posee una tendencia ser extraido mejor
con diclorometano. A modo de ejemplo, el apéndice K 2 muestra las tendencias

anteriormente mencionadas para 6 de los HAP estudiados.

Dichos resultados son bastante similares a los obtenidos por Blasco (2008), en
los cuales el hexano proporcion6 mejores resultados en la extraccion (método DSASE,
dynamic sonication-assisted extraction method) de la mayoria de los HAP, a excepcion
de fenantreno y benzol[g,h,i]perileno, que resultaron ser extraidos mas eficientemente
utilizando diclorometano. Dicha tendencia en los porcentajes de extraccion de los HAP,
indica que en términos generales el hexano mejora la desorcion desde la matriz
liguénica de la mayoria de los HAP bajo estudio, asi como el arrastre de dichos

compuestos por los poros del sélido (mayor afinidad, debida a la polaridad del mismo).

La tabla 13 muestra que en el caso de las alicuotas extraidas con hexano existe
una clara tendencia a mejorar el nimero de HAP determinados a medida que aumenta
el volumen de elucion de los saturados, teniendo que los 13 compuestos pudieron ser
determinados con 25 mL de hexano como eluente de la fraccion saturada, mientras que
con 20 mL de hexano solo fueron determinados 11. Dicha tendencia tiene relacion
directa con los coeficientes de reparto de cada uno de los HAP entre la fase
estacionaria y el hexano. A pesar de que la mayoria de los HAP bajo estudio quedan
retenidos en el slurry durante la elucion de los saturados, al agregar el hexano, cierta

proporcion de ellos es arrastrada por dicho eluente, por lo que a mayores volumenes de
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hexano la separacion de los HAP del resto de las sustancias contenidas en el extracto
organico es mucho més eficaz (mayor desplazamiento), permitiendo asi obtener una

mayor cantidad de HAP.

En el caso de las alicuotas extraidas con diclorometano la tendencia es a
mejorar los porcentajes de recuperacion a menores voliumenes de elucion de la fraccion
saturada. Esto es debido a que a diferencia de las alicuotas extraidas con hexano,
estas fueron transferidas a la columna cromatografica empleando 2 mL de
diclorometano, propiciando el arrastre de los HAP desde el comienzo de la elucion de la
fraccion saturada con hexano, por lo que a mayores volumenes de dicho eluente, parte
de los HAP tiende a eluir con la fraccion saturada. Debido a esto, la fraccion aromética
obtenida posteriormente con la mezcla hexano:diclorometano (3:2, v/v), se empobrece
en dichos compuestos. Lo mencionado anteriormente indica que debe tenerse en
cuenta la polaridad del solvente con el cual es transferido el extracto organico a la

columna cromatografica.

Aungue existen tendencias generales en los % R en cuanto a tipo de solvente
empleado en la extraccion y al variar los volumenes de elucion en la columna
cromatografica, no existe un solvente de extraccion, ni un volumen de elucion de la
fraccion saturada ideal para todos los HAP bajo estudio, lo cual es debido al amplio
rango de propiedades fisico-quimicas que cubren dichas sustancias, sobre todo
respecto a la polaridad. Por ello generalmente resulta necesario llegar a una solucién
compromiso, de acuerdo a los objetivos planteados en el estudio y a si existe el deseo
de estudiar un determinado compuesto o grupo particular de HAP. En este sentido, el
hexano constituye el mejor solvente a emplear, debido a que permite un mayor
rendimiento en la etapa de extraccion de al menos 12 de los 16 HAP listados como
contaminantes principales por la US-EPA. Otra opcion es el empleo de una mezcla de
hexano y diclorometano, colocando al hexano en mayor proporcién con respecto

diclorometano (3:2, 4:1 6 5:1). Asimismo, pudo obtenerse que el mejor volumen
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empleado para la elucién de la fraccion saturada, al extraer con hexano, es 25 mL de

hexano, lo cual coincide con el volumen utilizado por Réquiz (2006).

5.4. Recuperacion de los HAP en las alicuotas de liquen enriquecidas con el
Standard Mix

La prueba de recuperacion fue hecha con la finalidad de evaluar el sesgo o error
sistematico en el tratamiento quimico de las muestras, teniendo en cuenta que los
compuestos analizados se encuentran en concentraciones muy bajas (compuestos
traza), a la inexistencia de una metodologia validada para el andlisis de este tipo de
compuestos en matrices liquénicas y al amplio rango de propiedades fisico-quimicas de

dichos compuestos.

Los resultados muestran que los mayores porcentajes de recuperacion, para
ambas técnicas de extraccion (ultrasonido y Soxhlet), fueron obtenidos para los HAP de
4, 5y 6 anillos aromaticos (entre 45-70 % para ultrasonido y 3-50 % para Soxhlet),
mientras que los menores valores estan asociados a los HAP de 2 y 3 anillos. Dicho
comportamiento evidencia que la volatilidad (incluso con capacidad de sublimar) de los
HAP de bajo peso molecular sigue siendo un factor clave en la determinacion exacta de
estos compuestos. Este comportamiento también fue descrito, Guidotti et al. (2003),
Domefio et al. (2006) y Réquiz (2006), entre otros investigadores. El aumento de
temperatura en el caso de la técnica Soxhlet, con el posterior empleo del
rotoevaporador afecta la recuperacién de los HAP, en especial los de bajo peso
molecular. Asimismo, al tratarse la extraccién estatica asistida por ultrasonidos de un

sistema abierto, también afecta en la recuperacion de dichas sustancias.

La filtracion simple empleando papel de filtro convencional constituye otra
potencial fuente de pérdida de dichos compuestos. Garcia et al. (1999) sefialan algunas

ventajas de la técnica de centrifugacion y posterior decantacién del extracto organico,
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en términos de separacion de las fases liquida y sélida, en comparacion con la técnica

de filtracion.

Las sucesivas transferencias y reconstituciones de los extractos organicos y de
las fracciones aromaticas purificadas, contribuyen a la perdida de los compuestos
durante el tratamiento quimico de las muestras, teniendo en cuenta las bajas
concentraciones en las cuales estan dichos compuestos en la matriz liquénica.

Adicionalmente, el volumen de la mezcla hexano:diclorometano (3:2, V/v)
empleado para eluir la fraccion aromatica en la etapa de purificacion o separacion de
dicha fraccion (Réquiz, 2010), pudo haber sido otra fuente de pérdida de estos
compuestos (dicho paso no fue optimizado), debido a que tal vez la cantidad de eluente

necesaria para arrastrar toda la fraccién aromatica era mayor a los 40 mL empleados .

Es importante sefialar que la técnica de extraccion estatica con ultrasonidos
presenta %R similares a los obtenidos con la técnica Soxhlet para casi todos los HAP,
lo cual ratifica la ventaja en términos de cantidad de solvente y tiempo empleado
mediante la técnica con ultrasonidos, en comparacion con la técnica de extraccion

convencional Soxhlet (Domerfio et al., 2006 y Plaza-Bolafios et al., 2010).

Guidotti et al. (2003), Réquiz (2006) y Chirino (2008) reportan porcentajes de
recuperacion entre 43-86 %, 65-96 % y 85-128 %, respectivamente, por lo que tienden
a ser superiores a los obtenidos en esta investigacién. Dichos porcentajes de
recuperacion son consecuencia de un conjunto de errores aditivos asociados a las

distintas etapas del tratamiento quimico de las muestras (Linsinger, 2008).
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5.5. Identificacién de HAP bioacumulados por la especie Parmotrema sancti-
angelii (Lynge) Hale en la ciudad de Caracas mediante CG/EM

Fueron identificados los 16 HAP mediante la técnica CG/EM en todas las

muestras analizadas (todas las localidades estudiadas). El apéndice M muestra el

cromatograma del patrén de 2,18 pg/mL y la figura 25 el cromatograma obtenido para

una de las muestras.
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Fig. 25. Cromatograma de gases obtenido para la muestra de El Cafetal.

La tabla 14 muestra los HAP identificados mediante la técnica CG/EM en

distintos trabajos de biomonitoreo de dichas sustancias empleando liquenes.
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Tabla 14. Comparacion del trabajo actual con otras investigaciones en términos de HAP

identificados en matrices liquénicas por CG/EM.

HAP Migaszewski | Guidotti et | Réquiz | Blasco et | Guidotti et | Actual
et al. (2002) | al. (2003) | (2006) | al.(2008) al. (2009)

Naftaleno + +

Acenaftileno

Acenafteno

Fluoreno

Fenantreno

Antraceno

Fluoranteno

+| 4+ +|+

Pireno

Benzo[a]Antraceno

Criseno

Benzo[b]Fluoranteno

Benzo[k]Fluoranteno

Benzo[a]Pireno
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Dibenzo[a,h]Antraceno
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Indeno[1,2,3-cd]pireno

La presencia de los 16 compuestos estudiados en la ciudad de Caracas,
biominitoreados mediante un muestreo de tipo activo, evidencia una intensa actividad
humana generadora de estos compuestos (actividad vehicular, zonas en construccion y
restaurantes, principalmente). Ademas de la influencia de factores estacionales como lo
fue la sequia durante el periodo de estudio, los cuales seran explicados detalladamente

en el siguiente apartado de la investigacion.

5.6. Cuantificacion de HAP en los liquenes mediante HPLC

Fueron identificados 14 de los 16 HAP estudiados, de los cuales s6lo 13 pudieron
ser cuantificados mediante la técnica HPLC (la no deteccién del naftaleno en la mezcla

estandar impidi6 su cuantificacién). Los HAP cuantificados fueron: acenaftileno,
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fenantreno, antraceno,  fluoranteno, pireno, criseno, benzo[a]antraceno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno,

benzo[g,h,i]perileno e indeno[1,2,3-cd]pireno (ver apéndice S 1).

Para la cuantificacion de los HAP, fue utilizado el detector UV para los
compuestos: naftaleno, acenaftiieno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, criseno
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno,
benzo[ghi]perileno e indeno[1,2,3,cd]pireno; y el detector de FL para los compuestos:
antraceno, fluoranteno, pireno y benzo[a]antraceno. La deteccidn fluorescencia es mas
sensible que la deteccion por UV (parametro evaluado a partir de la pendiente de las
curvas de regresion lineal, ver apéndice N). No todos los compuestos podian fluorescer

bajo las condiciones instrumentales seleccionadas, por lo que existe esta limitacion.

Al momento de los andlisis no se contaba con detectores de fotodiodos en serie
(UV), por lo que lamentablemente, no pudo ser optimizada la longitud de onda para
cada HAP, sino que las medicones fueron hechas solo a 254 nm. La baja resoluciéon
obtenida en la separacion de los isomeros benzo[b]fluoranteno y benzo[k]fluoranteno,
estd relacionada al tipo de columna empleada (no especifica para HAP) y a las
condiciones de gradiente (variacion en la proporcion de solventes) establecidas en la

elucioén.

Un de las principales ventajas mostrada por la técnica HPLC con respecto a CG
fue el tiempo de analisis (35 min para HPLC y 79,67 min para CG). Por otra parte, La
mayor selectividad y mejor resolucion de los picos arrojados por la técnica CG/EM,
facilito la elucidacion de isomeros de una manera mucho mas eficiente, en comparacion
con la técnica HPLC. Esto ultimo, debido al empleo de un sistema cuadrupolar,

empleando el método SIM (selection ion mass, segun sus siglas en inglés).
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5.7. Distribucién espacial de HAP bioacumulados por la especie
Parmotrema sancti-angelii (Lynge) Hale en la ciudad de Caracas

Los primeros pardmetros empleados para estudiar el comportamiento espacial de
los HAP bioacumulados por el liguen P. sancti-angelii fueron la concentracion de HAP
totales, la concentracion de los HAP®™ y el perfil en término de niimero de anillos. La
concentracion de HAP totales varia entre 6,47 + 3,80 pg/g y 2,30 + 0,49 ug/g,
correspondientes a las localidades de El Cafetal y Los Ruices respectivamente. Este
méaximo valor de concentracion de HAP totales en la localidad de El Cafetal coincide
con los resultados obtenidos por Réquiz (2006), quien aplicando un muestreo de tipo
pasivo para el liquen Pyxine sp. obtuvo valor total de HAP de 9,08 + 2,74 ug/g (en su
caso también es el mayor valor de concentracion de HAP totales). Dicha concentracion
presenta una tendencia a ser mayor a la obtenida en el presente estudio, lo cual puede
ser atribuido al tipo de muestreo (los liguenes muestreados por ella estuvieron
expuestos mucho mas tiempo a los contaminantes). Adicionalmente, debe tenerse en
cuenta que se trata de dos géneros distintos de liquenes (probablemente difieran en su

capacidad bioacumulativa de HAP).

Al comparar con los estudios llevados a cabo por Guidotti et al. (2003 y 2009); en
los cuales fueron empleados muestreos de tipo activo en ambientes urbanos,
encontrando concentraciones de HAP totales comprendidas entre 0,056-0,159 ug/g
(2003) a un tiempo de recoleccion de 15 meses; y 0,168-0,395 ug/g a un tiempo de
recoleccion de 3 meses (2009); puede notarse que los valores obtenidos en el presente
estudio son mucho mayores a los hallados por dichos autores. Cabe destacar que en
esas investigaciones fue empleada la especie Pseudevernia furfuracea como

biomonitor.

De igual forma, al comparar con los datos obtenidos por Augusto et al. (2009)
quienes determinaron concentraciones entre 0,443 y 0,562 ug/g realizando un muestreo

pasivo en una zona industrial, empleando el liqguen Parmotrema hypoleucinum, puede
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observarse que los valores obtenidos en dicha investigacion estan muy por debajo de
los registrados en el presente estudio, a pesar de que en el caso de Caracas los
liqguenes fueron transplantados (menor tiempo de exposicion a las condiciones

atmosféricas).

Es importante sefialar que la no cuantificacion de naftaleno, asi como la pérdida
de los compuestos de 3 anillos durante la marcha analitica son factores determinantes
en el perfil obtenido para todas las localidades de Caracas. Sin embargo, al tratarse de
un error sistematico, al cual estuvieron sometidas todas las muestras, es posible
estudiar las variaciones en las proporciones en las que se encuentran dichos

compuestos en las distintas localidades de estudio.

De los 13 compuestos cuantificados, el mas abundante fue indeno[1,2,3-cd]pireno
seguido por fenantreno y dibenzo[a,h]antraceno (ver figura 26). El indeno[1,2,3-
cd]pireno es un compuesto comunmente asociado a la quema de vegetacion, debido a
qgue generalmente suele encontrarse ocluido o adsorbido en las particulas de hollin
generadas durante los procesos de combustion (Ortiz et al., 2007). Este hecho puede
asociarse a los incendios que ocurrieron en el Parque Nacional Waraira Repano
durante el periodo de sequia (Sarmiento, 2010 Marzo 24), tiempo en el cual los liquenes
estuvieron expuestos a la atmosfera de la ciudad de Caracas (el apéndice X muestra
algunas fotografias de este hecho). El incremento de las concentraciones de particulas
suspendidas en el aire estuvo potenciado por el fendmeno de alta presion registrado en
la atmosfera caraquefia, la cual produjo un debilitamiento de los vientos alisios del

noreste, generando una gran estabilidad atmosférica (Minci, 2010 Marzo 7).

El que fenantreno mostrara una mayor concentracion que su isbmero antraceno
era ya esperado, ya que este Ultimo es menos estable por ser mas propenso a las
reacciones fotoquimicas (Mighaszewski et al., 2002; Zhou et al., 2005). La

concentracion igualmente alta para dibenzo[a,h]antraceno, criseno y pireno, es
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asociada a las emisiones de vehiculos a motor (Rehwagen et al., 2005), lo cual indica la

contribucion del trafico a la carga de HAP.
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Fig. 26. Concentracién de HAP (ug/g) en las muestras de liquenes recolectadas en las

localidades a las que fueron transplantadas en la ciudad de Caracas.

Ademas de la concentraciéon individual de cada compuesto y los HAP totales,
fueron evaluados en cada una de las muestras la suma de HAP constituidos por 4 o
més anillos (HAP®™) (Blasco, 2008 y Guidotti et al., 2009) vy el perfil en términos de
nimero de anillos. Los HAP®™ son considerados generalmente como caracteristicos
de la combustion, porque su formacion requiere de las altas temperaturas que se dan

en estos procesos.

5.7.1. Concentraciones y perfil de HAP biomonitoreados en las localidades
de estudio. Con el objeto de tener una vision general de la abundancia y distribucion de

los HAP, se procedié a comparar los valores de HAP totales y HAP de combustion entre
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las distintas localidades (ver figura 27). Puede observarse que las tendencias a mostrar
un mayor contenido de HAP totales con respecto a la estacion de referencia (LUSB) se
presentan en las localidades LCF (88%) LBC (64 %) y LCM (2%), mientras que LRC,
LC5 y LSC tienen una tendencia a la baja en HAP totales. Esta ultima debida a la
pérdida de acenatftileno, fenantreno, antraceno, pireno, criseno y dibenzo[a,h]antraceno,

la cual seré explicada méas adelante.
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Fig. 27. Comparacién de concentracién de HAP totales y el contenido de HAP®™

bioacumulados por los liquenes en cada localidad de Caracas.

En el caso de los HAP caracteristicos de los procesos de combustion, todas las
localidades (de 2 % para LC5 a 192 % para LCF), a excepcion de LRC presentan una
tendencia a acumular dichos compuestos (> 4 anillos) en relaciébn a la referencia
(LUSB). Esto indica que la fuente de emision de dichos compuestos (> 4 anillos) fue
mayor al ser transplantados, asi como la captaciéon de los mismos por parte de los

liguenes.

Al estudiar el perfil de acumulacion en términos de namero de anillos de los HAP
para cada localidad, se observa que a diferencia de LUSB, que presenta un perfil de

acumulacion rico en compuestos de bajo peso molecular (3>4>5>6 anillos), el resto de
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las localidades presentan un enriquecimiento en compuestos de 6 y 5 anillos (6>5>3>4
para LCM; 6>3>5>4 para LCF, LBC, LSC y LC5; 6>3>4>5 para LRC) (ver figura 28).
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Fig. 28. Perfil de bioacumulaciéon de HAP segun el contenido (%) de compuestos constituidos

por 3, 4, 5y 6 anillos en las localidades estudiadas.

Existe una fuerte relacion entre el contenido de particulas menores a 2,5 umy la
concentracion de HAP totales en las particulas, teniendo que efectivamente con el
incremento de PM, s incrementa la concentracion de HAP (Akylz y Cabuk, 2009). La
mayor proporcion de HAP de 5 y 6 anillos aromaticos en los liquenes, al ser
transplantados a la ciudad, esta directamente relacionada a la combustion incompleta
de material organico producto de las actividades humanas en localidades como El
Cafetal, El Silencio, El Cementerio, CORE 5 y Bello Campo. Adicionalmente, Rehwagen
et al. (2005) sefialan que mas del 50 % de los HAP estan asociados a particulas
menores a 0,49 um, que dicho tamafo de particula esta asociado al trafico vehicular, y
gue otras fuentes de combustién estan relacionadas con particulas entre 0,49 y 0,95

pm.
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Para determinar diferencias significativas entre las localidades estudiadas para
cada uno de los 13 HAP cuantificados, fue aplicado un ANOVA de un factor, cuyo nivel
de significancia (p) se fijo >0,05 (ver apéndice W). Para la representacion de los
resultados fueron utilizados los diagramas de caja, debido a que proporcionan
informacion visual muy completa acerca de la distribuciéon de los datos (ver apéndice Z).
Fenantreno, antraceno, pireno y benzo[a]pireno no mostraron diferencias relevantes

entre las localidades estudiadas.

Criseno mostré una diferencia significativa con disminucion de la concentracion
en todas las localidades de estudio, asi como wuna disminucion de
dibenzo[a,h]antraceno en LRC, LC5 y LSC y de acenatftileno en LRC, LC5 y LCM; con
respecto a LUSB. Dicha pérdida por parte de los liguenes de estos contaminantes es
consecuencia de varios factores: LUSB posee concentraciones considerables de una
parte importante de los HAP estudiados (ademas de los antes mencionados fueron
cuantificados fenantreno, antraceno y pireno con concentraciones similares a las
encontradas en la ciudad); la pérdida de humedad por parte de los liquenes al ser
transplantados (ver apéndice G), como consecuencia de la fuerte sequia acaecida
durante el periodo de muestreo, influyé en la capacidad de los bioacumuladores a
retener dichos compuestos; la ausencia de precipitaciones evitd la deposicion himeda
de contaminantes, asi como el exceso de luminosidad y las temperaturas por encima de
30 °C pudieron haber catalizado la pérdida de dichos compuestos (fotooxidaciones y
volatilizacion de los HAP de bajo y mediano peso molecular); y la lejania en el plano
vertical a la cual fueron colocados los biomonitores con respecto a la fuente inmediata
de dichos compuestos (azoteas de mas de 10 m de altura). De hecho, puede
observarse que los mayores niveles de concentracion para la mayoria de los HAP
estudiados son encontrados en la localidad LCF, en la cual los liquenes estaban a una
altura maxima de 4 m de la avenida (fijos en arboles) y menos expuestos a la radiacion

solar.
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La disminuciéon de dichos compuestos es la principal causa por la cual LUSB
presenta mayores valores de HAP totales en comparacion con LRC y LC5 as6é como un

mayor contenido de HAP®®™ en comparacién a LRC.

Réquiz (2006) reporté que los valores para todos los 16 HAP listados por la US-
EPA estaban por debajo del limite de deteccion (0,30 ug/g) del instrumental empleado
(HPLC) en LUSB. Dichos resultados contrastan con los valores encontrados en este
estudio, los cuales estan entre 0,30 y 0,80 ug/g para los HAP cuantificados. Estos datos
apuntan al hecho de que ha habido un incremento en la exposicion de los liqguenes a los
HAP en los ultimos 4 afos. Sin embargo, debe tenerse cuidado al comparar estos
valores, debido a que se trata de distintos tipos de liquenes, y las diferencias en los
niveles de concentracion pueden deberse a las distintas capacidades bioacumulativas
de los mismos. Chang et al. (2006) mencionan que la fuente principal de generacién de
acenaftileno, fenantreno, pireno y criseno es el trafico vehicular. Esto permite aseverar
que LUSB muestra niveles apreciables de contaminacion por la elevada afluencia de

vehiculos automotores que transitan a través del campus universitario.

La localidad El Cafetal mostr6 diferencias significativas para la mayor cantidad de
HAP con respecto a LUSB (fluoranteno, benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[Kk]fluoranteno, dibenzo[a,h]antraceno, benzo[g,h,i]perileno e indeno [1,2,3-
cd]pireno), seguida por El Silencio (benzo[b]fluoranteno y benzo[k]fluoranteno) y LBC

(indeno [1,2,3-cd]pireno).

Por su parte, fluoranteno y benzo[a]antraceno pudieron ser cuantificados
unicamente en la localidad LCF. Benzo[b]fluoranteno y benzo[k]fluoranteno
presentaron un comportamiento similar, encontrandose significativamente en mayores
concentraciones en LCF en comparacion con el resto de las localidades de estudio.
LSC también presentd concentraciones significativamente mayores de B[b]JF en
comparacion con LRC y de B[K]F con respecto a LRC y LC5.
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La muestra ElI Cementerio presentd concentraciones significativamente
superiores de dibenzo[a,h]antraceno en comparacion con LRC, LC5 y LSC. La
abundancia de dibenzo[a,h]antraceno en El Cementerio posiblemente esté relacionada
con la cercania a la autopista Norte-Sur de dicha estacion de muestreo, por la cual
transitan vehiculos de carga pesada (apéndice V) que funcionan con motores diesel, los
cuales generan perfiles de HAP més ricos en compuestos de alto peso molecular
(Blasco, 2008) (esto explicaria que la mayor proporcion de los HAP sean de 5y 6
anillos en dicha localidad). Es importante sefialar, que la azotea en la cual fue colocada
la muestra esta ubicada al este de la autopista, lo cual favorece el transporte de los
HAP generados por los vehiculos (vientos alisios del noreste) al punto de muestreo, y
que dicha localidad esta ubicada en un valle interno en la ciudad de Caracas, lo cual
favorece la concentracion de los contaminantes en este sector. Debe tenerse en cuenta
las caracteristicas de la comunidad aledafia a la estacion de muestreo (zona con
elevada densidad poblacional), en la cual la quema de basura puede constituir una

fuente de HAP en dicha localidad.

Fueron detrerminadas concentraciones de benzo|g,h,i]perileno en la localidad
LCF estadisticamente mayores a las encontradas en el resto de las estaciones, lo cual
es una clara evidencia de un aporte importante de HAP emitidos por vehiculos livianos
(emisiones especificas de gasolina) (Blasco, 2008). La figura 29 muestra la cercania
entre los liquenes y el trafico vehicular.

En lo referente a la comparacion entre localidades en el contenido de indeno
[1,2,3-cd]pireno, LCF mostrd diferencias significativas (mayores concentraciones) en
este compuesto con respecto al resto de las localidades, mientras que en LBC fueron

registrados mayores valores en comparacion con LC5, LSC y LRC.
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Fig. 29. Liquenes ubicados en la Avenida Principal de El Cafetal.

Es importante destacar que el benzo[a]pireno, compuesto con comprobadas
propiedades genotdxicas y cancerigenas, sélo fue identificado en LCF y LC5 en
concentraciones cercanas (56 y 48 ng/g respectivamente). La escasez de dicho
compuesto en comparacién con el resto de HAP cuantificados en la mayoria de las
localidades de estudio probablemente esté relacionada a su bajo tiempo de vida media
en aire (menos de 1 h) como consecuencia de su mayor reactividad (mayor indice de
decaimiento), lo cual dificulta la acumulacion de dicho compuesto por parte de los
liguenes. Peltonen y Kuljukka (1995), han reportado reacciones quimicas entre
benzo[a]pireno con ozono y didxido de nitrbgeno presentes en la atmosfera, tanto en la
oscuridad como en presencia de luz. En este sentido, ha sido comprobada la formacion
de compuestos nitro-HAP por la presencia de NO,, NO y HNO3 en la atmésfera, donde
se ha reportado la transformacion quimica de HAP como: benzo[a]pireno,
benzo[a]antraceno y benzo[ghi]perileno, lo cual explicaria la escasez de estos

compuestos en términos generales, a diferencia de otros compuestos relativamente
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mas abundantes como benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno y criseno (Chirino,
2008).

En el caso de las localidades LCF y LSC, la presencia de una cantidad apreciable
de restaurantes de comida china, mexicana, polleras, pizzerias, entre otros, podria estar
aportando a la carga de HAP cuantificados. Sobre todo en cantidades de
benzo[b]fluoranteno, benzol[g,h,i]perileno e indeno[1,2,3-cd]pireno, abundantes en el

perfil generado al freir comidas (Wei et al., 2006).

5.7.2. Andlisis de Cluster y Andlisis de Componentes Principales (ACP). Con
el objeto de integrar los resultados obtenidos y aportar una visiébn completa del sistema
de estudio se realizd un andlisis de cluster en el cual fue medida la similitud entre las
localidades de estudio, para posteriormente agruparlas en conjuntos homogéneos
internamente y diferentes entre si, en cuanto a contenido y perfil de HAP (ver apéndice
S 2).

Puede observarse una clara distincion entre LCF y LBC (mayores

concentraciones de HAP totales, HAP™

, particularmente de indeno[1,2,3-cd]pireno)
del resto de las localidades, asi como las similitudes entre LRC y LC5 (menores
concentraciones de la mayoria de los HAP estudiados), y la separacién de LUSB y LCM
(mayor valor de TEQ, ver apéndice U) de LRC, LC5 y LSC, a pesar de encontrarse en
un mismo gran grupo. Para una mejor comprension y explicacion de dicho
agrupamiento fue realizado un ACP (ver apéndice Y, cuyos resultados son mostrados

en la figura 30y 31).

Pudo obtenerse que los dos primeros componentes principales (CP) o ejes de
representacion, acumulan el 82,209 % % de la variabilidad total del sistema, con lo cual
al efectuar una grafica de dispersion de los casos (muestras) y las variables (HAP),
puede discriminarse la variabilidad mas importante del sistema (figura 30). Lo primero
gue se observa en el grafico es la separacién de las muestras LCF y LUSB del resto de

muestras por medio del primer y segundo CP, respectivamente. La discriminacion de
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LCF es consecuencia de un mayor contenido de compuestos de mediano y alto peso
molecular como fluoranteno, benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[K]fluoranteno, benzo[a]pireno, benzo[g,h,i]perileno e indeno [1,2,3-cd]pireno;
siendo esta localidad la que presenta mayores niveles de HAP totales, y en la cual
estan presentes los 13 HAP cuantificados. Por su parte LUSB presenta un mayor
contenido en HAP de bajo y mediano peso molecular como acenatftileno, antraceno,
fenantreno, criseno y pireno, ademas de cantidades apreciables de
dibenzo[a,h]antraceno. Este mayor contenido en HAP de bajo y mediano peso
molecular, asociados a la fase gaseosa puede ser consecuaencia de varibles
meteoroldgicas como la precipitacion y el rocio (mayor altura sobre el nivel del mar), las
cuales favorecen la deposicion humeda y acumulacion de gases por parte de los
liguenes, que adicionalmente toman el agua y los nutrientes de la atmdsfera (Augusto et
al., 2009). Debe tenerse en cuenta que los liquenes son metabdlicamente mas activos
en climas humedos, y ademas la lluvia es rica en nutrientes y contribuye a la
bioacumulacién por via humeda (Blasco, 2008). Asimismo, la abundancia de arboles y
arbustos provee una temperatura Optima para la condensacion y absorcién por parte de
las plantas y liguenes (Shukla y Upreti 2008). Ollivon et al. (2002) encontré una
dependencia entre la temperatura y la deposicion de fenantreno y pireno, teniendo que

a menores temperaturas dicha deposicion tiende a aumentar.

Seguidamente, puede distinguirse LBC del resto de las localidades por un mayor
contenido de gran parte de los HAP en comparacion con LRC, LCM LSC y LC5. Sin
embargo, la distincion de esta localidad no es tan clara como en el caso de LCF, por el
menor contenido de HAP (en general) y la ausencia de compuestos como fluoranteno,

benzo[a]fluoranteno y benzo[a]pireno, que si estan presentes en LCF.
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Fig. 30. Andlisis de Componentes Principales de las 7 muestras analizadas. Representacion de
CP1y CP2.

Para una mejor discriminacion de las localidades LRC, LSC, LCM y LC5 fue
realizada una representacion grafica de las puntuaciones correspondientes a las
muestras respecto a segundo y tercer componente principal, que es mostrada en la
figura 31. La tendencia mas importante observada en esta grafica es la separaciéon de
LCM del resto de las localidades, como consecuencia de un mayor contenido en
dibenzo[a,h]antraceno. Asimismo se distingue LSC por presentar un mayor contenido

en benzo[k]fluoranteno.

Puede observarse una correlacion positiva entre los compuestos fenantreno-
antraceno, criseno-pireno y benzo[b]fluoranteno-benzo[k]fluoranteno, la cual es debida

fundamental mente a la similitud en las propiedades fisicas y quimicas de dichas
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compuestos isémeros (misma fuente, reactividad, puntos de fusion, ebulicion y

solubilidad similares, entre otras).
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Fig. 31. Andlisis de Componentes Principales de las 7 muestras analizadas. Representacion de
CP2y CP3.

Las muestras LRC y LC5 presentan bajas concentraciones para todos los

compuestos, y no revelan un contenido preferencial de alguno de los HAP.

5.7.3. Variabilidad intralocal de los HAP bioacumulados por los liquenes
transplantados. Con el objeto de evaluar las variaciones que pueden existir en una
misma localidad en un radio menor a 50 m en cuanto al perfil y contenido de HAP
totales, HAP caracteristicos de combustion y distribucion por nuimero de anillos,

acumulados por la especie Parmotrema sancti-angelii, fueron analizados por triplicado
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cada uno de los dos especimenes colocados en El Cafetal (ver apéndice V) a 50 m de
distancia (ambos lados de la Av. Principal del Cafetal). Para dicho andlisis fueron
incluidos ambos especimenes en el ANOVA efectuado para estudiar variabilidad entre
localidades (ver apéndice W). Pudo detectarse diferencias significativas en la
concentracion de fluoranteno, benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[K]fluoranteno, benzo[g,h,i]perileno e indeno[1,2,3-cd]pireno entre los
especimenes. Las mayores concentraciones de estos compuestos fueron obtenidas en
el espécimen 2 (ver apéndice Z). Puede observarse que las variaciones se presentan
en los compuestos de alto peso molecular (5 y 6 anillos, ver figura 32), los cuales estan
asociados predominantemente a la fase de particulas.

OLCF1
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24
16
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Concentracion (ppm)

NUmero de anillos

Fig. 32. Concentracién de compuestos constituidos por 3, 4, 5y 6 anillos en los especimenes

ubicados en El Cafetal.

Dicha variabilidad conlleva a analizar caracteristicas muy especificas de la forma
en que fueron colocados los especimenes y de la localidad de estudio. Entre dichas
caracteristicas cabe destacar el hecho de que la superficie expuesta del espécimen 1

era menor a la del espécimen 2, lo cual es debido a que el espécimen 1 estaba
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aglomerado en una misma rama del arbol al cual fue amarrado, mientras que el
espécimen 2 se encontraba distribuido en dos ramas. En ese sentido, el principal
mecanismos de incorporacion de particulas a las hojas de las plantas y el talo liquénico
es la acumulacion pasiva (Jouraeva et al., 2002; Lehndorf y Schwark, 2004; Pignata et
al., 2008), la cual probablemente esté directamente relacionada a la superficie expuesta

del biomonitor.

Otro factor determinante en la variabilidad observada es la cercania de la parada
de autobuses al punto en el cual fue colocado el espécimen 2, asi como al acceso del
estacionamiento de una de los edificios residenciales ubicados en dicha localidad, lo
cual estd directamente relacionado a la facilidad de los liquenes de captar aerosoles
producto de la combustién incompleta de gasolina, en el caso de los vehiculos livianos y

gasolina y/o diesel por parte de los vehiculos de transporte publico.

5.7.4. Relaciones diagndsticas en las localidades de estudio. Algunas de las
relaciones diagnosticas mas frecuentemente empleadas, han sido determinadas para
comparar el origen de los HAP cuantificados en las localidades. La tabla 16 muestra las
relaciones Fe/An, An/(An+Fe), Flu/Pi, Flu/(Flu+Pi) (Shukla y Upreti 2008),
B[a]A/(B[a]+Cri), B[g,h,i]P/B[a]P (Blasco, 2008) e Ind/(Ind+BJg,h,i]P) (Ortiz et al., 2007),

calculadas con los valores promedios de HAP.

Las relaciones Fe/An y An/(An+Fe) (<10 y >0,1 respectivamente) indican un
aporte pirolitico a la mezcla de HAP determinados en todas las localidades. Por su parte
las relaciones Flu/Pi, Flu/(Flu+Pi) y B[a]A/(B[a]A+Cri) arrojan valores “0” debido a la
ausencia de fluoranteno y benzo[a]antraceno en todas las localidades, a excepcion de
El Cafetal.

Los valores en El Cafetal sefialan la presencia de compuestos petrogénicos en
dicha localidad, por lo que se tendria una mezcla de HAP producto de los derivados del
petréleo (por la cercania a la avenida) y la quema de combustibles fésiles. La

contaminacion petrogénica por deposicion atmosferica puede relacionarse a las
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emisiones de aceites lubricantes inquemados del escape de los vehiculos (Shukla y

Upreti 2008).

La relacion Ind/(Ind+BJg,h,i]P) > 0,5 en todas las localidades, indica la presencia

de HAP provenientes de la quema de vegetacion (Ortiz et al., 2007).

Por dltimo, el cociente B[g,h,i]P/B[a]P, comUnmente empleado para estimar la
incidencia de las emisiones provenientes especificamente de la quema de gasolina
(Brandli et al., 2007), pudo encontrarse como era esperado, que los valores de esta

relacion para la localidad de El Cafetal son sumamente elevados (>0,6), consecuencia

de que la misma esté fuertemente afectada por el trafico.

Tabla 15. Relaciones
diagnésticas promedio
calculadas para cada

una de las localidades.

Al igual que en los estudios de Réquiz (2006) y Chirino (2008), no fueron

evidenciadas tendencias espaciales o delimitaciones geograficas claras, sino que cada

Localidad | Fe/An | Flu/Pi | An/ (An+Fen) | B[a]A/(B[a]A+Cri)
LUSB | 0,90 | 0,00 0,53 0,00
LCF 1,15 | 0,07 0,47 0,21
LBC 1,13 | 0,00 0,47 0,00
LC5 1,28 | 0,00 0,44 0,00
LRC 1,28 | 0,00 0,44 0,00
LSC 1,47 | 0,00 0,40 0,00
LCM 1,44 | 0,00 0,41 0,00
Localidad | B[9.h,i]P/B[a]P | Ind/(Ind+B[g,h,i]P) | Flu/(Flu+Pi)
LUSB - 1,00 0,00
LCF 4,30 0,91 0,06
LBC - 0,96 0,00
LC5 0,00 1,00 0,00
LRC - 1,00 0,00
LSC - 1,00 0,00
LCM - 1,00 0,00
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localidad posee caracteristicas particulares que influyen en la cantidad y perfil de HAP
determinados. Entre estas caracteristicas estan la afluencia vehicular, el tipo de
vehiculos automotores que transita predominantemente, los habitos de conducir,
presencia de locales de comida, calidad de las vias, densidad poblacional, direccién de
los vientos y topografia. A esto debe adicionarse la varianza aportada durante el
muestreo activo, debida a factores como altura respecto al suelo, sombra o proteccion

de la radiacion solar, y superficie de talo liquénico expuesta.

El caso del indeno[1,2,3-cd]pireno es bastante particular, ya que el mismo
estuvo mucho mas ampliamente distribuido en la ciudad de Caracas que otros
compuestos, como consecuencia de la deposicién seca de particulas provenientes de

los incendios forestales.

5.8. Caracterizacion de los HAP bioacumulados por Parmotrema sancti-
angelii (Lynge) Hale y Usnea sp.

Con el objeto de establecer comparacion en la capacidad bioacumulativa y perfil
de HAP capatados por distintas variedades de liquenes, fueron seleccionados
Parmotrema sancti-angelii y Usnea sp. La escogencia de dichos liguenes estuvo
basada en que ambos presentan una elevada superficie expuesta (mayor area por
gramo de peso seco) a las condiciones atmosféricas (en comparacién con los que
poseen una morfologia crustacea), asi como la posterior facilidad que tienen para ser
removidos del sustrato. En el caso de la especie Parmotrema spancti angelii, su
abundante poblacion en la afueras de la ciudad de Caracas hace de ella un potencial
organismo a ser empleado como bioindicador/biomonitor de la contaminacion
atmosférica en dicha area geografica (valle del tramo central de la cordillera de la
costa). Adicionalmente, la presencia de cilios en la especie Parmotrema sancti angelii
incrementa la eficiencia para la captacion de particulas (Puckett y Finegan, 1980). En el

caso del género Usnea sp., la escasez de publicaciones cientificas en las cuales hayan
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empleado dicho género como biomonitor de HAP (Blasco, 2008), asi como su elevada
superficie de exposicion (talo bastante ramificado, y por lo tanto con mayor area por
gramo de peso seco), fueron los principales criterios tomados en cuenta para su

seleccioén (ver figura 7).

El analisis por triplicado de las muestras de Parmotrema sancti-angelii y Usnea
sp. de la USB (tomadas de su ecosistema natural) y de la localidad de El Silencio
(transplantadas), generd un conjunto de datos de concentracion de los HAP estudiados
gue se encuentran en el apéndice P 1. Fueron identificados y cuantificados 10 de los
HAP  estudiados: acenaftileno, fenantreno, antraceno, pireno, criseno,
benzo[b]fluoranteno, benzolk]fluoranteno, dibenzo[a,h]antraceno, benzo[g,h,iJperileno e
indeno[1,2,3-cd]pireno. Explorando los datos de manera general puede observarse que
el nivel de HAP totales varia entre 0,43 pg/g (Usnhea sp.) y 4,18 ug/g (Parmotrema
sancti-angelii). De los 10 compuestos cuantificados, el indeno[1,2,3-cd]pireno fue el mas

abundante, seguido por fenantreno, antraceno y acenatftileno.

Ademas de la concentracion individual de cada compuesto y los HAP totales,
fueron evaluados en cada una de las muestras la suma de HAP constituidos por 4 o
més anillos (HAP®™) y el perfil en términos de nimero de anillos.

5.8.1. Capacidad y perfil de bioacumulacion de HAP en las dos variedades
de liquenes. Los valores totales de HAP obtenidos para las dos especies en las cuatro
muestras son comparados en la figura 33. Puede observarse que en la localidad de la
USB hay diferencias sobresalientes en el total de HAP acumulados por ambos tipos de
liguenes, pero al ser transplantadas a El Silencio dichas diferencias se ven reducidas
hasta el punto de hacerse no significativas. Esto es debido a que, en general, Usnea
Sp. presenta una tendencia a bioacumular HAP (9 de los 10 HAP cuantificados) al ser
transplantado (139 % de acumulacién de HAP totales respecto al blanco), mientras P.

sancti-angelii mostré una tendencia a disminuir en contenido total de HAP (bioacumuld

106



Evaluacion de la contaminacion atmosférica por hidrocarburos aromaticos policiclicos,

empleando el liquen Parmotrema sancti-angelii y aplicando un muestreo de tipo activo

en la ciudad de Caracas

3 de los 10 HAP cuantificados). A pesar de esto, los valores de HAP totales para la

especie P. sancti-angelii, siempre tienen tendencia a ser mayores que los de Usnea sp.
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Fig.33. Comparacion de la concentracion de HAP totales y HAP®™ de cada muestra
de liguenes de las dos variedades estudiadas.

P: Parmotrema sancti-angelii

U: Usnea sp.

En lo referente a los HAP caracteristicos de la combustién (HAP®™

), puede
observarse que la tendencia en el caso de Usnea sp. se mantiene igual que con los
HAP totales (acumulacién de 204 %), no obstante, en el caso de P. sancti-angelii, la
tendencia al ser transplantado es a acumular dichos compuestos (19 %), a diferencia de

la tendencia observada con los HAP totales.

Para evaluar el perfil de acumulacion de HAP en liquenes, el contenido de
compuestos constituidos por 3, 4, 5 y 6 anillos fue representado en la figura 34. Ambos
tipos de liqguenes presentaron un perfil de acumulacion rico en compuestos de 3 anillos
en la localidad USB, asi como un contenido bajo en los formados por 6 anillos, teniendo
un perfil de acumulacion de dichos compuestos en su ecosistema natural en orden
decreciente 3 > 4 > 5 > 6. Esto coincide con los resultados obtenidos por Blasco (2008)

para 6 especies diferentes de liquenes en sus ecosistemas naturales (como
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biomonitores pasivos), entre las que se encuentran Usnea sp., y liquenes con
morfologias similares a la de P. sancti-angelii (Parmelia sulcata y Lobaria pulmonaria).
Por su parte la muestra LSC U present6 un perfil de acumulacion similar al de la USB,
lo cual no ocurre con LSC P, cuyo perfil de acumulacion resulté en orden decreciente 6
>3 >5 > 4. De hecho, el contenido de HAP constituidos por 5y 6 anillos fue de 65 % en
la muestra LSC P, mientras que en la muestra LSC U fue de 31 %.

70

60
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40 1 —

B 4 anillos

%

05 anillos
30 1 —

0 6 anillos

10 1 —

0 : L1 :
USB P UsB U LSCP LSCuU

Muestra

Fig. 34. Perfil de bioacumulacién de HAP segun el contenido (%) de compuestos

constituidos por 3, 4, 5y 6 anillos en las cuatro muestras estudiadas.

Para una comparacion mucho mas detallada en cuanto a la capacidad de
bioacumulacion de ambos tipos de liquenes para cada HAP cuantificado, fue aplicado
un analisis de la varianza (ANOVA) de un factor, cuyo nivel de significancia (p) fue fijado
< 0,05 (< 5 %). En dicho andlisis se obtuvo que fenantreno, no mostré diferencias

estadisticamente significativas en las cuatro muestras analizadas.

Al efectuar la prueba a posteriori del ANOVA (prueba de Duncan, apéndice Q) se
obtuvo que en su ecosistema natural (USB), ambos tipos de liquenes presentaron

diferencias estadisticamente significativas en el contenido de acenaftileno, antraceno,
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pireno, criseno, dibenzo[a,h]antraceno e indeno[1,2,3-cd]pireno, mostrando en todos los
casos que el contenido de dichas especies quimicas es mayor en la especie P. sancti-
angelii. Al comparar los HAP acumulados por ambas variedades de liquenes al ser
transplantados (LSC), puede observarse que benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno
e indeno[1,2,3-cd]pireno son estadisticamente diferentes, y nuevamente es la especie
P. sancti-angelii la que presenta un mayor contenido en estos compuestos (ver

apéndice P 1).

En lo referente a la comparacion de las muestras transplantadas con respecto a
LUSB, pudo observarse que para P. sancti-angelii existen diferencias significativas en el
contenido de antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno,
dibenzo[a,h]antraceno e indeno[1,2,3-cd]pireno. Antraceno, criseno y
dibenzo[a,h]antraceno disminuyen su concentracion (debido a variables como
precipitacion, rocio, temperatura, luminosidad, altura respecto a la fuente y vegetacion,
explicadas anteriormente), mientras que benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno e
indeno[1,2,3-cd]pireno aumentan. Para Usnhea sp. Unicamente existe diferencia
significativa en el contenido de benzol[b]fluoranteno (aumenta su concentracion al ser

transplantado).

5.8.2. Analisis de Componentes Principales (ACP) y Analisis de Cluster. Con
el objeto de tener una vision mucho mas amplia e integral en la comparacion de ambos
tipos de liquenes en las localidades de estudio, fue realizado un ACP. El numero de
casos se refiere al nUmero de muestras analizadas (4) y las variables estan referidas

como los valores de concentracion para cada HAP.

De esta forma pudo determinarse que los dos primeros componentes principales
(CP) o ejes de representacion, acumulan el 96,102 % de la variabilidad total del sistema
(ver tabla 16), lo cual indica en términos generales que la variacion de los valores de
concentracion entre las muestras es baja, se decir, existe cierta homogeneidad entre los

datos. EI ACP dio como resultado una representacion gréfica de las puntuaciones
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correspondientes a las muestras respecto a los dos primeros componentes principales,
gue es expuesta en la figura 35. Los pesos de las variables correspondientes a los dos

componentes principales son presentados en la tabla 16.

La figura 35 muestra que el CP1 es el de mayor poder discriminante,
estableciendo una gran diferencia entre USB P y el resto de las muestras. Este
comportamiento es consecuencia de la elevada concentracion en dicha muestra de
acenaftileno, fenantreno, antraceno, pireno, criseno y dibenzo[a,h]antraceno. Este
comportamiento evidencia el empobrecimiento en estos compuestos del liquen P.
sancti-angelii al ser transplantado a la localidad de El Silencio, asi como un
enriquecimiento en bezol[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno e indeno[1,2,3-cd]pireno en
dicha localidad. Ademas, en dicho componente puede observarse como P. sancti-
angelii acumula un perfil mucho mas rico en estos compuestos que Usnea sp. en su
ecosistema natural (USB), esto utimo debido a que os biotipos o talos foliaceos
exponen practicamente toda la superficie del talo a la atmésfera (Blasco, 2008), lo cual
los hace mucho mas propensos a la acumulacién de contaminantes provenientes de las
deposiciones hiumedas y secas. Adicionalmente, la presencia de cilios incrementa la

eficiencia para la captacion de particulas (Puckett y Finegan, 1980).

El segundo componente principal, que es el siguiente en poder discriminante,
marca la diferencia entre USB U y LSC U, debida al enriquecimiento por parte de esta
dltima en todos los HAP cuantificados, debido a la exposicion de este liquen a las
condiciones atmosféricas del centro de la ciudad (vias con alta afluencia vehicular y
cocinas de restaurantes) a excepcion de benzo[g,h,i]perileno el cual pudo ser
identificado en la localidad USB, y también es un indicador de fuente vehicular de

contaminacion (presencia de vehiculos automotores en la USB).
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Tabla 16. Pesos de las variables correspondientes a los dos primeros componentes

obtenidos con el ACP. Entre paréntesis, el poder de discriminacion de cada uno en

porcentaje.
# de anillos HAP CP 1 (63,267 %) CP 2 (32,835 %)

Acenatftileno 0,349 0,264

3 Fenantreno 0,396 0
Antraceno 0,397 -0,018
4 Pireno 0,394 0,069
Criseno 0,394 0,063
Benzo [b] Fluoranteno -0,162 0,469
5 Benzo [K] Fluoranteno -0,192 0,481
Dibenzo [a,h] Antraceno 0,383 -0,084
6 Benzo [g,h,i] Perileno -0,199 -0,47
Indeno [1,2,3-cd] Pireno -0,062 0,492

El ACP permitié observar la tendencia por parte de Usnea sp. a bioacumular un
perfil de HAP intermedio al ser transplantados, mientras que P. sancti-angelii muestra
un contenido mas alto en compuestos de 5y 6 anillos. Esto debido a la toxicidad mas
alta que soporta P. sancti-angelii, ademas de otras caracteristicas morfolégicas que

seran discutidas mas adelante.

Asimismo, fueron agrupadas las muestras de acuerdo sus similitudes mediante un
andlisis de cluster (ver apéndice P 2). En dicho andlisis puede observarse una clara
diferencia entre el género Usnea sp. (LSC U y USB U se encuentran en un mismo
conglomerado) y la especie P. sancti-angelii, lo cual permite corroborar la diferencia
observada con los andlisis anteriores respecto a la capacidad y perfil de acumulacion de

HAP por cada tipo de liquen.
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Fig. 35. Resultados del analisis de componentes principales. Representacion de los dos

primeros CP.

Para explicar los diferentes perfiles encontrados debe tenerse en cuenta la
morfologia de cada especie, ya que la misma puede influir sobre la tendencia a tomar
los nutrientes procedentes de un tipo de deposiciones u otras, y por lo tanto, sobre la
biomonitorizacion de un patron de HAP determinado (Blasco, 2008). Los liquenes
fruticulosos como el género Usnea sp. (ver figura 7) son mucho mas dependientes de
las deposiciones humedas que los folidceos, ya que estas penetran hasta la superficie
del talo menos expuesta a la atmaosfera. Por el contrario, los liquenes folidceos, como la

especie P. sancti-angelii, exponen practicamente toda la superficie del talo a la
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atmosfera, facilitando la toma de nutrientes, tanto a través de las particulas depositadas
sobre el mismo como por via himeda (Blasco, 2008). Esto permite explicar el hecho de
que P. sancti-angelii muestre un espectro completo de biomonitorizacion de HAP al ser
transplantado, con un contenido mas alto en compuestos asociados a particulas
atmosféricas (5 y 6 anillos) que el género Usnea sp., en el cual predominan los
compuestos formados por 3 y 4 anillos arométicos, probablemente adsorbidos en forma

gaseosa o disuelta.

Otro factor a tener en cuenta en la explicacion de las tendencias en cuanto a
perfiles encontrados para cada tipo de liquen es la cantidad de sustancias liquénicas
excretadas por las células de dichos organismos. Esto debido a que uno de los
mecanismos propuestos de asimilacion de los contaminantes gaseosos en los liquenes
es la adsorcion por fuerzas intermoleculares entre las sustancias liquénicas y los
contaminantes organicos, entre los que se encuentran los HAP. En este sentido, al
comparar los % de extracto organico obtenido para ambos tipos de liquenes, puede
observarse que en el caso de Usnea sp. dichos valores son superiores a los de P.
sancti-angelii (ver apéndice I), con lo cual Usnea sp. presenta un mayor contenido de
sustancias liquénicas adsorbidas en el talo. Esto puede relacionarse con la tendencia
de Usnea sp. a acumular una mayor proporcion de HAP de bajo y mediano peso

molecular (3 y 4 anillos) que P. sancti-angelii al ser transplantados (muestreo activo).
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6. CONCLUSIONES

Los factores: altura respecto al suelo, sombra o proteccién a la radiacion solar, y
superficie de talo liquénico expuesta, aportan varianza a la etapa de muestreo, por lo
gue deben ser estandarizados para disminuir dicha variabilidad y hacer comparaciones

mucho mas objetivas entre las localidades a las cuales son transplantados los liquenes.

La concentracion de HAP totales para la réplica no lavada mostré una tendencia
a ser mayor respecto a la de la réplica lavada, lo cual indica una propension a perder

HAP en este paso del tratamiento fisico.

Existe una tendencia del hexano a extraer en mayor proporciéon los compuestos:
acenaftileno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, criseno, benzo[a]antraceno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno e
indeno[1,2,3-cd]pireno de matrices liquénicas, empleando la técnica de extraccion

estatica con ultrasonido.

La técnica CG/EM permitio identificar eficazmente los 16 HAP listados como
contaminantes principales por la US-EPA utilizando el liquen Parmotrema sancti-angelii,
como consecuencia de su buena selectividad, por lo que es recomendable emplearla de

manera conjunta con el HPLC al efectuar este tipo de analisis.

El rango de concentracién de HAP totales estuvo comprendido entre 6,47 + 3,80
ung/g y 2,30 + 0,49 pg/g, correspondientes a las localidades de El Cafetal y Los Ruices

respectivamente.

Los liquenes de la especie Parmotrema sancti-angelii presentaron, al ser
transplantados a la ciudad de Caracas, un enriquecimiento en compuestos de 6 y 5
anillos (6>5>3>4 para LCM; 6>3>5>4 para LCF, LBC, LSC y LC5; 6>3>4>5 para LRC)
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asociados a las particulas atmosféricas comunmente generadas en procesos de
combustion.

Los valores de HAP totales para la especie Parmotrema sancti-angelii, siempre
tienen tendencia a ser mayores que los de Usnea sp. (en su ecosistema natural y al ser
transplantados), y Parmotrema sancti-angelii presenta un contenido mas alto en
compuestos asociados a particulas atmosféricas (5 y 6 anillos) que el género Usnea
sp., en el cual predominan los compuestos formados por 3 y 4 anillos aromaticos,

asociados a la fase gaseosa.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar la cuantificacién del naftaleno identificado en todas las muestras,
mediante el empleo de patrones para este compuesto en particular, con la finalidad de
incluirlo en la carga de HAP totales, comparar su concentracion con la del resto de HAP

y determinar variaciones entre las localidades estudiadas.

Evaluar el empleo de bromeliaceas biomonitores/bioindicadores de la
contaminacion atmosférica por HAP, debido su amplia distribucion geogréfica en la

ciudad de Caracas y resistencia a la contaminacion atmosférica.

Aplicar un muestreo activo mucho mas extenso, con localidades mucho mas
cercanas entre si (cada 500 m), para establecer tendencias espaciales en la distribucion
de HAP y tener una visibn completa del sistema bajo estudio (elaboracién de mapas de

isoconcentracion).

Proteger los liguenes una vez transplantados de la incidencia directa de la
radiacion solar, asi como colocarlos entre 2 y 5 m de altura respecto al suelo,
preferiblemente a la misma altura, y garantizar que el area superficial expuesta de los
biomonitores sea lo mayor y mas homogénea posible en todas las localidadades

estudiadas.

Emplear técnicas de extraccion y separacion de la fraccion aromatica que
requieran menores cantidades de muestra, tiempo y solvente como extraccion en fase
sélida (SPE) o extraccion dinamica por ultrasonidos (DSASE), con el objeto de
aumentar el namero de analisis que pueden efectuarse con una misma cantidad de
insumos, para asi reducir los desechos producto del tratamiento quimico y el impacto de

la sustraccidon de los biomonitores/bioindicadores de su ecosistema.

116



Evaluacion de la contaminacion atmosférica por hidrocarburos aromaticos policiclicos,

empleando el liquen Parmotrema sancti-angelii y aplicando un muestreo de tipo activo

en la ciudad de Caracas

Optimizar las condiciones de separacion y cuantificacion de los HAP en matrices
liquénicas mediante las técnicas HPLC y CG/EM.

Medir en cada localidad los valores de presion atmosférica, luminosidad
(reacciones quimicas y fotoquimicas), precipitacion, rocio y temperatura (intercambio

entre las fases particula y gaseosa) para una interpretacion mucho mas completa.
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9. APENDICE
Apéndice A. Formula para el calculo del nimero 6ptimo de muestras (N).

N = 1,962 x Varianza/ d?

Apéndice B. Tabla con parametros estadisticos empleados en el célculo del N 6ptimo

de muestreo.

HAP ,DeSV'aC'On . | dmax |d min| d promedio N
estandar promedio
Naftaleno 0,12 1,57 0,04 0,80 0,34
Acenaftileno 0,28 1,11 0,69 0,9 1,48
Acenafteno 0,90 2,02 0,46 1,24 8,09
Fluoreno 0,10 0,03 0,03 0,03 170,73
Fenantreno 0,05 0,22 0,01 0,12 2,90
Antraceno 0,04 0,03 0,01 0,02 61,46
Fluoranteno 0,26 0,59 0,06 0,32 9,83
Pireno 0,10 0,02 0,02 0,02 384,16
1.2 Benzo [a] 0,04 0,15 | 0,03 0,09 3,03
antraceno
Criseno 0,06 0,35 0,27 0,31 0,57
Benzo [b] 0,08 0,59 | 0,04 0,32 0,99
fluoranteno
enzo [ 0,16 0,79 | 0,04 0,42 2,28
uoranteno
Benzo [a] pireno 0,10 1,52 1,52 1,52 0,06
Dibenzo [a,h] 0,10 0,15 | 0,02 0,08 21,26
antraceno
Promedio 0,17 0,65 0,23 0,44 2,29
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Apéndice C. Temperaturas de fusion y de ebullicion de 16 HAP (Tomado de Réquiz, 2006).

Temperatura de fusion

Temperatura de ebullicién

HAP () ¢C)

Bajo peso molecular
Naftaleno 80,2-82,5 218
Acenatftileno 92 270
Acenafteno 95 279
Fluoreno 117 294
Fenantreno 101 338
Antraceno 215,8 340

Mediano peso molecular

Fluoranteno 111 380
Pireno 151,2 393
Benzo[a]antraceno 160 425
Criseno 255-256 431

Alto peso molecular
Benzol[b]fluoranteno 168,3 481
Benzo[k]fluoranteno 215,7 480
Benzo[a]pireno 178 496
Dibenzo[ah]antraceno 266 535
Benzo[ghi]perileno 278,3 542
Indeno[1,2,3-cd]pireno 163,6 536
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Apéndice D 1. Fotografias de uno de los especimenes de la especie Parmotrema

sancti-angelii de la localidad Los Ruices para el 21 de diciembre del 2009 (A) y el 15 de
abril del 2010 (B).
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Apéndice D 2. Fotografias de uno de los especimenes del género Usnea sp. de la
localidad de El Silencio para el 21 de diciembre del 2009 (A) y el 15 de abril del 2010
(B).
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Apéndice D 3. Fotografias de uno de los especimenes de la especie Parmotrema

sancti-angelii de la localidad de El Cafetal para el 21 de diciembre del 2009 (A) y el 15
de abril del 2010 (B).
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Apéndice E 1. Cromatégrafo liquido de alta eficiencia Hewlett Packard 1100.
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Apéndice E 2. Esquema de un aparato de HPLC (Tomado de Skoog et al., 2001).
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Apéndice F. Fotografias de los liqguenes observados con la lupa binocular (aumento de
4X), en las cuales son sefalas algunas particulas de polvo adheridas.

LCF: Parmotrema sancti-anaelii

LCF: Parmotrema sancti-anaelii LSC: Usnea sp.
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Apéndice G. Fotografia de los liquenes de las localidades LRC (izquierda) y LCF
(derecha) observados con la lupa binocular (aumento de 0,67X).

Apéndice H. Masa de las alicuotas liquen extraido y cantidad de HAP afadidos en el
enriquecimiento (optimizacion de la metodologia de extraccion y separacion de los
HAP).

Alicuota de prueba |Masa del liquen extraido(+0,0001g) | Cs (ug/q)

Bl Hex 1,4052

B2 Hex 1,4053

B3 Hex 1,4058
1 Hex 1,3001 6,92
2 Hex 1,4041 6,41
3 Hex 1,4045 6,41

B1 DCM 1,4045

B2 DCM 1,4022

B3 DCM 1,4021

1 DCM 1,4023 6,42
2 DCM 1,4022 6,42
3 DCM 1,4031 6,41

Cs= HAP anadidos en el enriquecimiento.
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Apéndice I. Masa de liquen extraido, de extracto organico y de fraccion aromética para
cada submuestra, asi como los porcentajes de extracto organico (% E.O.) y de fraccion

aromatica (calculado con respecto a la masa de extracto organico).

Prueba de lavado

Submuestra Masa de liquen | Masa de E.O. Maga de fraccion % de %defrgqcién
(x 0,0001 g) (x 0,0001 g) | aromética (+ 0,0001 g) E.O. aromatica
LCM 1 (L) 2,0049 0,0170 0 0,8479 0
LCM 2 (L) 2,0089 0,0147 0,0002 0,7317 1,3605
LCM 3 (L) 1,9885 0,0154 0,0003 0,7744 1,9480
LCM 1 (NL) 2,0010 0,0165 0,0004 0,8246 2,4242
LCM 2 (NL) 2,0034 0,0221 0,0004 1,1031 1,8100
LCM 3 (NL) 2,0027 0,0193 0,0009 0,9637 4,6632

Comparacion entre tipos de liguenes

Submuestra Masa de liquen | Masa de E.O. Ma;a de fracciéon % de %defrgqcién
(+x 0,0001 g) (x 0,0001 g) | aromética (+ 0,0001 g) E.O. aromatica
LUSB 1 (U) 2,0040 0,0285 0,0007 1,4222 2,4561
LUSB 2 (U) 2,0075 0,0286 0,0008 1,4246 2,7972
LUSB 3 (U) 2,0087 0,0273 0,0008 1,3591 2,9304
LUSB 1 (P) 2,0013 0,0169 0,0005 0,8444 2,9586
LUSB 2 (P) 2,0026 0,0210 0,0007 1,0486 3,3333
LUSB 3 (P) 2,0035 0,0192 0,0004 0,9583 2,0833
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Muestras
Submuestra Masa de liquen | Masa de E.O. Ma;g de fraccion % de %defrgqcién
(£ 0,0001 g) (+ 0,0001 g) | aromatica (+ 0,0001 g) E.O. aromatica
LBC1 2,0013 0,0232 0,0008 1,1592 3,4483
LBC 2 2,0032 0,0157 0,001 0,7837 6,3694
LBC 3 2,0030 0,0169 0,001 0,8437 5,9172
LRC1 2,0018 0,0192 0,0007 0,9591 3,6458
LRC 2 2,0047 0,0216 0,0012 1,0775 5,5556
LRC 3 2,0071 0,0193 0,0009 0,9616 4,6632
LSC U1 2,0039 0,0337 0,0003 1,6817 0,8902
LSC U2 2,0067 0,0216 0 1,0764 0
LSC P1 2,0026 0,0254 0,0001 1,2684 0,3937
LSC P2 2,0025 0,023 0,0003 1,1486 1,3043
LSC P3 2,0049 0,0233 0,0001 1,1622 0,4292
LC51 2,0043 0,0183 0,0005 0,9130 2,7322
LC52 2,0070 0,0117 0,0008 0,5830 6,8376
LC53 2,0034 0,017 0,0006 0,8486 3,5294
LCF11 2,0078 0,0248 0 1,2352 0
LCF1.2 2,0020 0,0226 0,0008 1,1289 3,5398
LCF 1.3 2,0021 0,0301 0,0003 1,5034 0,9967
LCF2.1 2,0073 0,0276 0,0002 1,3750 0,7246
LCF 2.2 2,0057 0,0307 0,0008 1,5306 2,6059
LCF 2.3 2,0010 0,0244 0,0004 1,2194 1,6393
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Apéndice J. Resultados de la prueba U de Mann-Whitney aplicada para las réplicas

lavada y no lavada de la muestra de El Cementerio, con nivel de significancia p < 0,05.

HAP Rango I(_j(ejl\s/lull”natoria RangoL(z:eMSL,ilTatoria U z  |Nivel-p
| Fenantreno | 9,00 | 12,0 13,00]|-0,654| 0,513 |
| Antraceno | 8,50 | 12,5 [2,50][-0,873| 0,383 |
| Pireno | 8,00 | 13,0 [2,00]| -1,09 || 0,275 |
| Criseno | 9,00 | 12,0 13,00][-0,655|| 0,513 |

Benzo [b] Fluoranteno 8,00 13,0 2,00/ -1,09 || 0,275
Benzo [K] Fluoranteno 10,0 11,0 4,00|-0,218|| 0,827
IDibenzo [a,h] Antraceno 8,00 | 13,0 12,00/ -1,00] 0,275 |
lIndeno [1,2,3-cd] Pireno| 6,00 I 15,0 l0,00|[ -1,96 ||0,0500]

Apéndice K 1. Porcentajes de recuperacion (%R) obtenidos para 13 HAP en la fase de

optimizacién de la extraccion y separacion de la fraccion aromatica.

%R1 %R 2 %R 3 %R 1 %R 2 %R 3
HAP HEX HEX HEX DCM DCM DCM
Acenatftileno 27 69 97 43 59 56
Fenantreno - 19 40 - - -
Antraceno - 27 19 - - -
Fluoranteno 60 77 88 22 22 20
Pireno 40 87 72 - - -
Criseno 8 9 1 - - -
Benzo [a] Antraceno 79 102 104 47 38 33
Benzo [b] Fluoranteno 51 92 93 62 56 51
Benzo [K] Fluoranteno 57 103 106 66 56 54
Benzo [a] Pireno 66 79 82 39 36 42
Dibenzo [a,h] Antraceno 43 91 98 - 43 -
Benzo [g,h,i] Perileno 37 46 51 62 67 63
Indeno [1,2,3-cd] Pireno 54 103 110 - - -
Vol. de hexano
empleado en la elucion | 15 mL 20mL | 25mL | 15mL 20 mL 25 mL
de saturados.
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Apéndice K 2. Graficos de dispersion de los % de recuperacion para 6 HAP de acuerdo
al volumen de hexano empleado en la separacién de la fraccion saturada de la

aromatica y al solvente empleado en la extraccion.
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Benzo [a] Pireno Benzo [g,h,i] Perileno
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Apéndice L. Resultados del andlisis de recuperacion de los HAP obtenidos con ambas

técnicas de extraccion.

HAP % R extraccion (_astétlca % R extraccion Soxhlet
con ultrasonidos

Naftaleno 19 2
Acenaftileno - 1
Acenafteno 1 1
Fluoreno - 10
Fenantreno 19 32
Antraceno 22 17
Fluoranteno 45 a7
Pireno 46 35
Benzo[a]Antraceno 50 42
Criseno 50 50
Benzo[b]Fluoranteno 53 50
Benzo[k]Fluoranteno 50 46
Benzol[a]Pireno 49 25
Dibenzo[a,h]Antraceno 63 -
Benzo[g,h,i]Perileno 70 3
Indeno[1,2,3-cd]pireno 56 27
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Apéndice M. Cromatograma de gases para el estandar 2,18 pg/mL, y los iones
moleculres caracteristicos (m/z) para cada HAP identificado.

Abundancia
Pi
240000

220000
200000
180000
160000
140000

Fe
120000 1 BIKIF
100000 An BIbIF

80000 ] B[a]P
Acy Fl BghiP Ind
60000

1 Naf N DA
40000 a Ace M
20000 ]
o i

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 50.00 5500 60.00

Flu

Cri
B[a]A

Tiempo

Naftaleno [128], acenaftileno [152], acenafteno [152], fluoreno [166], fenantreno [178], antraceno
[178], fluoranteno [202], pireno [202], benzo[a]antraceno [228], criseno [228],
benzo[b]fluoranteno [252], benzolk]fluoranteno [252], benzo[a]pireno [252], dibenzo
[a,h]antraceno [276], benzo [g,h,i]perileno [278] e indeno[1,2,3-cd]pireno [276].
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Apéndice N. Esquema de un aparato de CG (Tomado de Skoog et al., 2001)

Medidor de pompas de jabén
Registrador
Jﬁl‘iﬂga = s
Detector\.l— | Electrémetro
0
puente
Regulador de — .
presion a Rotdmetro | Pivisor {|1~ Inyector
dos niveles de caudal
@ ;—E @ (convertidor
=/ analégico-digital)
Regulador
Sistema de :
. Bombona de adquisicion y
gas portador Columna tratamiento de datos|,

Horno para la columna
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Apéndice N. Curvas de calibracion realizadas para cada HAP por HPLC (UV y FL).
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Criseno + Benzo [a] Antraceno

Benzo [b] Fluoranteno
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Benzo [g,h,i] Perileno (FL)
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Apéndice O 1. Cromatograma liquido de alta eficiencia para el estandar de 4,96 pug/mL
(detector UV, 254 nm).
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Acenaftileno (Acy), acenafteno (Ace), fluoreno (FI), fenantreno (Fe), antraceno (An), fluoranteno
(Flu), pireno (Pi), criseno + benzo[alantraceno (Cri+B[a]A), benzo[b]fluoranteno (B[b]F),
dibenzo [a,h]antraceno (DA), benzo

benzolk]fluoranteno (B[k]F),

benzo[a]pireno (B[a]P),

[9,h,i]perileno (B[g,h,i]P) e indeno[1,2,3-cd]pireno (Ind).
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Apéndice O 2. Cromatograma liquido de alta eficiencia para el estdndar de 0,812
pg/mL (detector FL, Aexc/Aemi = 340/425 nm).

WE :'

B[g,h,i]P

Antraceno (An), fluoranteno (Flu), pireno (Pi), benzo[a]antraceno (B[a]A), benzo[b]fluoranteno +

benzolk]fluoranteno (B[b]F+B[k]F), benzo[a]pireno (B[a]P), dibenzo [a,h]antraceno (DA), benzo
[9,h,i]perileno (B[g,h,i]P).
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Apéndice P 1. Concentracion de los HAP (ug/g) para los liguenes Parmotrema sancti angelii (P) y Usnea sp. (U)

estudiados.

HAP US(';)Pl US(E;)PZ US(E;)P?' USB U1 (R) |USB U2 (R) |USB U3 (R) |LSC P1|LSC P2 |LSC P3|LSC U1 |LSC U2
Acenaftileno 0,558 0,525 0,324 0,361 ND ND 0,306 | 0,285 | 0,297 | 0,407 | 0,274
Fenantreno 0,687 0,621 0,288 0,348 0,219 0,178 0,239 | 0,274 | 0,249 | 0,460 | 0,290
Antraceno 0,791 0,711 0,260 0,316 0,136 0,079 0,154 | 0,204 | 0,170 | 0,453 | 0,232

Pireno 0,625 0,528 0,158 0,225 0,045 ND 0,139 | 0,156 | 0,130 | 0,377 | 0,146

Criseno 0,409 0,416 0,190 0,176 0,125 0,108 0,168 | 0,183 | 0,169 | 0,266 | 0,176

Benzo [b] Fluoranteno ND ND ND ND ND ND 0,114 | 0,132 | 0,120 | 0,114 | 0,105

Benzo [K] Fluoranteno ND ND ND ND ND ND 0,162 | 0,307 | 0,247 | 0,176 | <LOQ
Dibenzo [a,h] Antraceno 0,709 0,800 0,191 0,253 0,096 0,067 0,102 | 0,088 | 0,094 | 0,255 | 0,121
Benzo [g,h,i] Perileno ND ND ND 0,088 ND ND ND ND ND ND ND
Indeno [1,2,3-cd] Pireno 0,398 0,496 0,633 ND ND ND 0,768 | 2,05 1,51 | 0,323 | 0,338
HAP Tot 4,18 4,10 2,04 1,77 0,62 0,43 2,15 3,68 2,98 2,83 1,68

ND = no detectado

148




Evaluacién de la contaminacion atmosférica por hidrocarburos aromaticos policiclicos,

empleando el liquen Parmotrema sancti-angelii y aplicando un muestreo de tipo activo

e

en la ciudad de Caracas

Apéndice P 2. Analisis de cluster para las cuatro muestras del estudio

comparativo entre P. sancti-angelii. y Usnea sp.

LSC P

LSC U

~—USBU

USB P

Apéndice Q. Resultados del ANOVA (Prueba de Duncan) aplicado en la comparacién
de los dos tipos de liquenes, con un nivel de significancia p < 0,05.

Acenaftileno

Error: entre MS = 0,018505, df = 7

| Muestra || {1} || 2 || {3} || {4} |

|USBP(R) {1}]| |l0,0277||0,20010,318]

lUSBU(R) {2}{[0,0277]| ||0,185]0,116]

| Lsc P {3} |[0,200] 0,185 || ||0,704]

| Lsc U {4} |[0,318 0,116 |[0,704]|| |

Antraceno

Error: entre MS = 0,031419, df =7

[ Muestra [ {1} |[ {23 || (3t | {4 ]
lUSBP(R) {1} l|0,0383((0,0389 ||0,152|
|USBU(R) {2}|[0,0383]| 0,967  ]/0,332]
| Lsc P {3} |[0,0389|[0,967 || ||0,330]

| Lscu {4} |j0,1523|[0,332 ][0,330 || |
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Fenantreno

Error: entre MS = 0,017426, df = 7

| Muestra || {1} || {2} || 3} || {4} |
|USBP(R) {1}|| ||0,0522((0,0507][0,209]
|USBU(R) {2}|0,0522]| || 0,978 ||0,327]
| Lsc P {3} |/0,0507| 0,978 || ||0,323]
| Lscu {4} |[0,209 /0,327 0,323 || |

Pireno

Error: entre MS = 0,025086, df=7

[ Muestra [ {13 |[ 2v |[ 43t [ {4 ]

[USBP(R) {1}]| |l0,0472]0,0788 |[0,239]

|[USBU(R) {2}]|0,0472]| lo,692  ||0,263]

| Lsc P {3} ||0,0788][0,692 || ||l0,423]

| Lscu {4} [[0,239 |[0,263 0,423 || |
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Criseno

Error: entre MS = 0,005705, df = 7

Benzo [b] Fluoranteno

Error: entre MS = 0,000036, df = 7

| Muestra || {1} || {2} || {31 || (4 |

B @ || & |

| Muestra ||

{4}

|USBP(R) {1} [[0.0222][0,0442][0,109)]

| USBP(R) {1} || |

||0.000114 |(0,000244]

|USBU(R) {2}/[0.0222]| 0,593 ||0,260] || USBU(R) {2} || | ||0.000084 ]l0,000114]
| Lsc P {3} |[0.0442]j0,593 | l0.499] | LscP{3} ]0,000114|0,000084| |l0.0232 |
| LSC U {4} |0,209 |(0,260 {0,499 || | || Lscu{a [poo000244|0,000114]0,0232 || |
Benzo (k) Fluoranteno Dibenzo [a,h] Antraceno

Error: entre MS = 0,003943, df = 7 Error: entre MS = 0,034855, df = 7

| Muestra || {13 || (& || {3 | {4 ] | Muestra || {1} | {2 || 3 | {4 |

| USBPRR) || | ||0.00388 |l0,142 |USBP(R) {1}]| 110,0388|[0,0283 |[0,0504]

| USBUR) || | ||0,00433 [0,155] |USBU(R) {2}[0.0388|| [0.781 0,789 |

| Lsc P {3} |[0,00388][0,00433] ll0,028] | Lscp {3} |[0.0283]0,781 || ll0.602 |
[Lscu{4) Jo.142 Jo.155 Joo2s3 || | [Lscu4 Joos04]o.780 ooz | |

Benzo [g,h,i] Perileno

Error: entre MS = 0,000771, df = 7

Indeno [1,2,3-cd] Pireno

Error: entre MS =0,121810, df = 7

[ muestra [ [ @ || & |[ (& | [ Muestra || {1} || {2 | {3 | {4 |
[usepw) (3 ][ Jpre ]| [ ] |useRuf  Jp14s  |poi7e Jos7o |
| usBUR) {2} |[0.276 || o260 o252  [USBUR) {2}|0.148 | [[0.00286][0,311 |
| Lscrz | [0.269 || [ | |LLscP3} Joo17s|o.00286 | |[0.00949|
| Lscu4 | [0.252 || [ | [ Lscu{4 Jo570 Jo.312 |[o.00949) |
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Apéndice R. Ejemplos de cromatogramas obtenidos para ambos tipos de liquenes.

LCF 2.2 UV (Parmotrema sancti angelii)

mAll - 2
- + An
& g
i 0
: g
i 0 Fe
I 3 Cri+B[a]JA  BIK]F
! ] ) DA
4- Naf g B[b}F
4 F o g
I Acy ] ~ o/ 9 Ind
-' TS AT ,/ g
B r 48 ¢ :',-j\l
! -] N - r 2 I
- ! ) o \rl'/ a ) ‘r’/_\
[ Y | A ] y M A et i i _—
| I I
0 5 10 15 20 25 0 ully

Naftaleno (Naf), acenaftieno (Acy), fenantreno (Fe), antraceno (An), criseno +
benzo[a]antraceno (Cri+B[a]A), benzo[b]fluoranteno (B[b]F), benzo[Kk]fluoranteno (B[K]F),
dibenzo[a,h]antraceno (DA), indeno[1,2,3-cd]pireno (Ind).

LCF 2.2 FL (Parmotrema sancti angelii)
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Antraceno (An), fluoranteno (Flu), pireno (Pi), benzo[a]antraceno (B[a]A), dibenzo[a,h]antraceno
(DA) benzo[g,h,i]perileno (BghiP).
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LSC U2 UV (Usnea sp)
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Naftaleno (Naf), acenaftileno (Acy), fenantreno (Fe), antraceno (An), pireno (Pi), criseno +
benzo[alantraceno (Cri+B[a]A), benzo[b]fluoranteno (B[b]F), benzo[Kk]fluoranteno (B[K]F),
dibenzo[a,h]antraceno (DA) e indeno [1,2,3-cd]pireno (Ind).

LSC U2 FL (Usnea sp.)
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Antraceno (An), fluoranteno (Flu), pireno (Pi), benzo[a]antraceno (B[a]A), dibenzo[a,h]antraceno
(DA) y benzo[g,h,i]perileno (BghiP).
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Apéndice S 1. Concentracion de los HAP (ug/g) cuantificados en las muestras de Parmotrema sancti-angelii.

HAP
YIENEW Acenaftieno Fenantreno | Antraceno Eltioranteno | Pireno [Criseno [Benzo [a] Antraceno
USB P1 (R) 0,558 0,687 0,791 ND 0,625 | 0,409 ND
USB P2 (R) 0,525 0,621 0,711 ND 0,528 | 0,416 ND
USB P3 (R) 0,324 0,288 0,260 ND 0,158 | 0,190 ND
LCF 1.1 0,628 0,794 0,813 ND 0,663 | 0,377 0,005
LCF1.2 0,301 0,240 0,156 ND 0,130 | 0,182 0,007
LCF 1.3 ND 0,215 0,134 0,015 0,132 | 0,114 0,044
LCF 2.1 0,535 0,266 0,196 ND 0,178 | 0,163 0,042
LCF 2.2 0,524 0,686 0,713 0,081 0,647 | 0,251 0,127
LCF 2.3 ND 0,119 ND 0,030 ND | 0,073 0,091
LBC1 0,315 0,296 0,243 ND 0,157 | 0,165 ND
LBC 2 0,354 0,366 0,332 ND 0,213 | 0,194 ND
LBC 3 0,346 0,370 0,336 ND 0,225 | 0,195 ND
LC51 ND 0,241 0,150 ND 0,075 | 0,142 ND
LC52 0,285 0,358 0,342 ND 0,228 | 0,199 ND
LC53 ND 0,219 0,139 ND 0,062 | 0,134 ND
LRC1 ND 0,206 0,125 ND 0,047 | 0,130 ND
LRC 2 0,304 0,338 0,296 ND 0,195 | 0,186 ND
LRC 3 ND 0,274 0,204 ND 0,129 | 0,155 ND
LSC P1 0,306 0,239 0,154 ND 0,139 | 0,168 ND
LSC P2 0,285 0,274 0,204 ND 0,156 | 0,183 ND
LSC P3 0,297 0,249 0,170 ND 0,130 | 0,169 ND
LCM 1 ND 0,128 0,010 ND ND | 0,092 ND
LCM 2 ND 0,316 0,246 ND 0,184 | 0,175 ND
LCM 3 ND 0,342 0,268 ND 0,199 | 0,207 ND

ND = no detectado
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HAP
Muestra Benzo [b] Benzo [K] Benzo [a] Pireno Dibenzo [a,h] _
Fluoranteno Fluoranteno Antraceno
USB P1 (R) ND ND ND 0,709 ND 0,398
USB P2 (R) ND ND ND 0,800 ND 0,496
USB P3 (R) ND ND ND 0,191 ND 0,633
LCF1.1 0,121 0,275 0.156 0,449 0,107 1,74
LCF 1.2 0,135 0,340 0.187 0,091 0,059 2,31
LCF 1.3 ND 0,165 ND 0,217 0,307 ND
LCF 2.1 0,175 0,434 0,224 0,318 0,345 3,33
LCF 2.2 0,206 0,532 ND 0,771 0,873 6,76
LCF 2.3 0,234 0,625 ND 0,305 0,902 6,69
LBC1 0,114 0,236 ND 0,306 0,298 4,94
LBC 2 ND 0,186 ND 0,270 0,092 3,74
LBC 3 ND ND ND 0,280 0,076 2,27
LC51 0,155 ND 0,144 0,117 0,019 0,682
LC52 ND ND ND 0,250 ND 1,5
LC53 ND 0,110 ND 0,106 ND 1,71
LRC1 ND ND ND 0,093 ND 1,46
LRC 2 ND ND ND 0,161 ND 1,39
LRC 3 ND ND ND 0,193 0,069 0,957
LSC P1 0,114 0,162 ND 0,102 ND 0,768
LSC P2 0,132 0,307 ND 0,088 ND 2,05
LSC P3 0,12 0,247 ND 0,094 ND 1,51
LCM 1 ND ND ND 0,316 ND 1,44
LCM 2 0,110 ND ND 0,609 ND 1,57
LCM 3 0,148 0,247 ND 0,996 ND 2,94

Nota: El naftaleno, aunque no fue cuantificado, fue detectado en todas las muestra.

154




Evaluacién de la contaminacion atmosférica por hidrocarburos aromaticos policiclicos,

empleando el liquen Parmotrema sancti-angelii y aplicando un muestreo de tipo activo

en la ciudad de Caracas

Apéndice S 2. Analisis de cluster para las localidades de estudio.

LBC
— LCF

Euclidean

Apéndice T. Ejemplo del calculo de la concentracion de HAP en pg/g de liquen.

Compuesto Fenantreno
Peso de liquen extraido 2,0040 g
Sefial de area obtenida 1361,2
Volumen final de dilucion 0,4920 mL
Ecuacion de larecta y = 543,18x-156,32

A partir de la ecuacion de la recta y con el valor de la sefial obtenida; donde “y”

es el valor de la sefial en area y “x”, la concentracion en pg/mL; se despeja el valor de

X", quedando:

X = y+156,32
543,18

Es sustituido el valor de la sefial obtenida, 1361,2.

X =2,7938 ug/mL.

A 0,4920 ml de volumen final de dilucion.
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2,7938 yg/mL x 0,4920 mL =1,3745 pg.

Entre el peso del liquen extraido.

1,3745 ug = 0,6859 Hg/g.
2,0040 g

Entre las réplicas del tratamiento quimico o submuestras fue calculada la media y

la desviacion estandar.

Media: X = > Xi ; Desviacion estandar: S = \/2 (3(-Xi)2
N N

Apéndice U. Concentracion total de HAP y toxicidad equivalente por localidad.

comb

Localidad | HAP Tot. + Desv. Est. (ug/g) HAEst (ui-g%e))sv. TEQ + Desv. Est. (ug/g)
USB P (R) 344+1.21 1,85+ 0,59 2,89+1,64

LBC 564 +1,49 4,65+ 1,59 1,82 + 0,22

LC5 2,46 £ 0,72 1,88 + 0,47 0,98 + 0,37

LRC 2,30+ 0,49 1,72 +0,21 0,88 £ 0,23

LSC 2,94+ 0,76 2,21+0,73 0,66 + 0,04

LCF 6,47 + 3,80 5,40 + 3,55 2,25+ 1,36

LCM 3,51+1,70 3,07 +1,49 3,42+ 1,80
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Apéndice V. Fotografias satelitales de las localidades de estudio tomadas de Google
Earth.

Los Ruices
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Bello Campo

40\ elevacion 873 m. P W] 7 . LRI ojog 141 km
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El Cementerio

Autopista Norte-Sur
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CORE S5

ZCORE 5

© 2010 Google @2010600816 :

Image © 2010 GeoEye

10°25'24.60" N 66°55'13.06" O  elevacién 983 m Alt.ojo  1.53 km
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Universidad Simén Bolivar
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Apéndice W. Resultados del ANOVA (Prueba de Duncan) aplicado en la comparacién

de las localidades de estudio, con un nivel de significancia p < 0,05.

Acenatftileno

Error: entre MS = 0,033029, df = 16

[Localidad][ £13 || {2 |[ {3 ][ (& | {5 |[ 61 |[ {7+ | {8} |
| usB{1} | || 0,346 || 0,443 |[ 0,419 |[0,0400][0,0414]| 0,306 |[0,0133]
| LCF1{2} | 0,346 || || 0,802 || 0,860 | 0,197 || 0,198 || 0,912 ||0,0762]
| LCF2{3} || 0,443 ][ 0,802 || || 0,930 || 0,141 || 0,147 || 0,731 |[0,0525|
| LBC{4} | 0,419 0,860 |[ 0,930 || || 0,157 || 0,161 || 0,786 |0,0589|
| Lcs5{5} ][0,0400] 0,197 || 0,141 ][ 0,157 || || 0,965 || 0,219 || 0,538 |
| LRC {6} |[0,0414] 0,198 || 0,147 || 0,161 || 0,965 || || 0,211 || 0,533 |
| Lsc{7} ][ 0,306 0,912 0,731 0,786 | 0,219 | 0,211 || ||0,0864]
| Lcm {8} |[0,0133][0,0762][0,0525]/0,0589]| 0,538 || 0,533 ||0,0864 | |

Fenantreno

Error: entre MS = 0,033163, df = 16

[ Localidad || 1} || 2 || 3} || {4 || {5} || {6} || {7} || {8} |
| use {1y | 10,432 ||0,286 ||0,257 ||0,133 |0,133 ||0,116 |0,127 |
| LcF1{2} |0.432 | 10,725 ||0,662 {0,399 /0,396 |[0,353 |(0,380 |
| LcF2{3} |[0,286 |j0,725 || 0,912 |[0,589 |(0,586 |[0,530 |0,565 |
| LBC{4) [0,257 0,662 |0,912 || 0,644 {0,647 |0,592 |l0,628 |
| Lcs{5) 0,133 |[0,399 |[0,589 |(0,644 || 110,982 |(0,906 {0,951 |
| LrRc{6} [0,133 ||0,396 |/0,586 |[0,647 0,982 || 10,927 [/0,965 |
| Lsc{n |0.116 |/0,353 0,530 |/0,592 [|0,906 0,917 | 0,947 |
| Lcm{g} 0,127 |(0,380 |[0,565 |(0,628 0,951 |(0,965 0,947 || |
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Antraceno

Error: entre MS = 0,051092, df = 16

[Localidad || {13 [ (2 [ @& [ @ ][ & [ & [ 3 ][ (8 |
| usB{1 | 0,251 ||0,176 |j0,164 ||0,0826 |0,0838 |[0,0660 |l0,0662 |
| LcF1{2} |o,251 || 0,750 |[0,736 |[0,447 |l0,445 0,365 |[0,370 |
| LCF2{3} 0,176 |[0,750 || 1,00 |l0,620 0,627 {0,533 [0,537 |
| LBC{4} |o,164 0,736 |[1,00 || 0,639 0,637 |(0,537 [l0,544 |
| LCc5{5} |0,0826 |0,447 0,620 ||0,639 || 0,986 0,858 |0,867 |
| LRC{6} [0,0838 |0,445 |(0,627 |(0,637 |[0,986 || 0,867 [0,873 |
| Lsc{7} |0.0660 |0,365 |[0,533 |[0,537 |[0,858 [l0,867 || llo,986 |
| Lcm{g} [0,0662 |[0,370 ||0,537 |[0,544 |[0,867 |0,873 |j0,986 || |

Fluoranteno

Error: entre MS = 0,000208, df = 16

[Localidad|| {1} || {2 || 3 | {4 |[ {5t |[ (& | % | {8 |
| usB {1} | || 0,805 |[ 0,0135 || 1,00 || 1,00 || 1,00 || 1,00 | 1,00 |
| LCF1{2} || 0,805 || || 0,0122 || 0,803 |[ 0,799 || 0,793 || 0,781 || 0,805 |
| LCF 2{3} |[0,0135|[0,0122]| ||0,0126 | 0,0116 || 0,0104 || 0,00882 || 0,0142 |
| LBC{4} || 1,00 || 0,803 || 0,0126 | || 100 || 1,00 || 100 || 100 |
| Lcs{5) || 100 |[ 0,799 || 0,0116 || 1,00 || | 100 || 200 | 100 |
| LRC{6} || 1,00 |[ 0,793 || 0,0104 || 1,00 | 1,00 | | 1200 | 100 |
| Lsc{7 || 1,00 || 0,781 |l0,00882] 1,00 || 1,00 || 1,00 | | 100 |
| Lcmy8) || 1,00 |[ 0,805 || 0,0142 || 1,00 || 1,00 || 1,00 || 1,00 |
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e

Pireno

Error: entre MS = 0,036729, df = 16

| Localidad || {13 || {2 || {3 |[ {4 || {5} | {6 | {7 | {8

|
| usB{1 | 110,418 |(0,347 {0,177 |[0,0936 [|0,0980 |(0,109 {(0,0952 |
| LcCF1{2} o418 || 10,850 |(0,516 |(0,305 |[0,319 [|0,351 ||0,314 |
| LcF2{3} 0,347 0,850 || 0,616 |(0,383 0,399 [[0,432 |[0,391 |
| LBC{4} |0,177 |j0,516 ||0,616 || ll0.664 |/0,687 |l0,738 |[0,678 |
| Lcs{5} |[0,0936 |0,305 |[0,383 |[0,664 || 0,967 {0,894 |(0,970 |
| LRC{6} |[0,0980 |/0,319 0,399 |0,687 |[0,967 || 0,922 ||1,00 |
| Lsc{7} |o,109 |0,351 ||0,432 ||0,738 0,894 [[0,922 || 0,917 |
| Lcm {8} |[0,0952 |0,314 [|0,391 ||0,678 |[0,970 |[1,00 0,917 | |

Criseno

Error: entre MS = 0,006404, df = 16

[Localidad|[ {3 [ @ [ @ [ @ [ [ & [ 7 | 18 ]

| usB {1 |

||o,o933 ||o,0230 ||o,0327 ||0,0248 ||0,0238 ||0,0308 ||0,0248 |

| LCF 12} |0,0933|

||0,386 ||o,517 ||o,377 ||o,375 ||o,479 ||o,394 |

| LcF 2{3} |[0.0230][0,386 ||

||0,776 ||O,964 ||0,963 ||0,841 ||1,oo

LBC {4} [0,0327 |j0,517 |0,776 ||

||0,755 ||o,752 ||o,920 ||0,783

Lcs {5} |0,0248]0,377 0,964 0,755 ||

||1,oo ||o,823 ||0,963

||0,818 ||O,96O

Lsc {7} |[0.0308]0,479 |o,841 0,920 |[0,823 |[o.;818 ||

||O,850

|
|
| LRc {6} [0.0238][0,375 |j0.963 [0.752 |[L.o0 ||
|
|

LcM {8} [0,0248]0,394 |[1,00 [0,783 |0,963 |(0,960 [[0,850 |
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Benzo [a] Antraceno

Error: entre MS = 0,000308, df = 16

lLocalidad]| 13 || @ [ & [ (@ | 8 [ & [ @ | (8 |
| usB {1} | lo,314 |jo,000069|[1,00  fl1,00  [1,00 |[z,00 1,00 |
[LCF1{2} |0,314 || |lo,000308|[0,309  |[0,301 |0,287 |l0,262 /0,317 |
| LCF 2 {3} |[0,000069|[0,000308]| ||0,000069}0,000067|[0,000088[0,000101(0,000071|
| LBC{4} |[1,00 0,309 ||0,000069]| lt,00  |z,00 o0 |00 |
| Lcs{5} |[1,00  |0,301 ]jo,000067|[1,00 || oo |zo0  [r00 |
| LRC{6} |[1,00 0,287 [l0,000088|[1,00 1,00 || lt.oo |00 |
| Lsc{7} |[1.00 |l0,262 |jo,000101|1,00  |[t00  [1,00 || oo |
| |

LCM{g} |[1,00  |0,317 |jo,000071|[1,00  |1,00  |z,00 |00 ||

Benzo [b] Fluoranteno

Error: entre MS = 0,003004, df = 16

[Localidad]l {13 [ 2 [ 3 [ @ || & | (6p [ (n | {8 |
| usB {1} | 10,0982][0,000837](0,425 |[0,306 [[1,00  ||0,02830,0925|
| LCF 1{2} [0,0982 || 0,0241 0,319 |l0,449 |lo,102 |j0,467 |[1,00 |
| LCF 2{3} |[0,000837 ||0,0241|| ||0,00383 |[0,00627 [0,000902 ||0,08120,0277]
| LBC{4} 0,425 /0,319 |0,00383 || lo,770 0,449  |lo,111 |[0,306 |
| Lcs{5} [[0,306 |j0,449 |j0,00627 |jo,770 || 0,319  |l0,269 |j0,425 |
| LRC{6} [1,00  |l0,202 |0,000902][0,449 0,319 || 110,0298]0,0982]
| Lsc{7} [0.0283 |0,467 |0,0812 |0,111 0,169 |0,0298 || llo,401 |
| Lcm {8} [0,0925 |[1,00 [0,0277 |0,306 |0,425 |0,0982 0,491 || |
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Benzo [k] Fluoranteno

Error: entre MS = 0,007950, df = 16

[Localidad]| {1t [ @ | @ [ @ | & [ ® | @ [ ®& |
| usB {1 || 10,00517 ||0,000031 |[0,0946 |0,622  |[1,00 0.00810/(0,294 |
| LCF 1 {2} |[0,00517 | 0.00224 ]0,187  |[0,0127 |[0,00558 |lo,787 |o.0388 |
| LCF 2 {3} |(0,000031 |[0,00224 || 110.000176 [[0,000041 {[0,000029 (0,00165 ||0,000064 |
| LBC{4} [0.0946 [0,137 ]0,000176| 0,197 ]lo,200 0,189 0,448 |
| Lcsis) [o.622  |0,0127 |j0,000041]0,297 | |o.640  ]0,0194 |o,531 |
| LRC {6} |[1,00 [[0,005581[0,000029 0,200 0,640 || |[0.00885[0,308 |
| Lsc{ny |o.oo0810 0,787 [0,00165 |f0,189 |0,0194 |lo,00885 || 0.0570 |
| Lcm {8y [0.294  |l0o.0388 |(0,000064]0,448 |l0,531 0,308 |j0,0570 | |

Benzo [a] Pireno

Error: entre MS = 0,004137, df = 16

Localidad|[ {1} || {2} || (3} || 4 |[ (5} || (6 || (@} || {8} |
| usB {1} | 10,0607 |[0,217||1,00 |[0,413[1,00 |[1,00 |[1,00 |
| LCF1{2} |/0,0607| ||0,422]0,0639]0,224](0,0563 ||0,068 ||0,0663|
| LCF2{3} |[0,217 |0,422 ||  [0,225 |[0,619]/0,204 |[0,233]0,230 |
| LBC{4} |[1,00 ]0,0639//0,225| ll0,426[1,00 |1,00 [[1,00 |
| Lcs{5) |0.413 |j0,224 |j0,619]0,426 ||  |0,388 |[0,438//0,434 |
| LRC{6} |[1,00 ]0,05630,204|1,00 |l0,388|| ll1,00 |l1,00 |
| Lsc{7} |[1.00 |o0,0680|0,233]1,00 |[0,438]1,00 |  |1.00 |
| Lcm {8} |[1,00 ]0,0663/0,230|[1,00 |l0,4341,00 |[1,00 || |
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Dibenzo [a,h] Antraceno

Error: entre MS = 0,042283, df = 16

[Localidad][ 1} [ @ [[@ [ @4 [ & [ © [ [ © ]
| use {1} | 0,104 |0,547l0,128  |[0,0411 |10.0392|(0,0232]j0,654 |
| LCF1{2} |[0,204 || |0.253]0,860  |l0,573 |l0.556 {0,394 |[0,0508]
|LcF2¢3} |0.547 [j0.253 || o300 o111 |[0.207 |lo.0658][0,325 |
| LBC {4} |[0,128 |/0,860 |/0,300|| 0,486 |[0.465 |/0,321 |[0,0646]
| Lcs {5 |0.0411]j0,573 ]jo.111]0.486 | |[0.953 |[0.726 |[0,0189]
| LRC {6} 0,0392|/0,556 |[0,107l0,465 |l0,953 | 0,755 |[0,0180]
| Lsc{7ny |0.0232]/0,394 |[o,0660,321 |l0.726 |l0.755 || |[0.0104]
| Lcm (8} |[0.654 ]0,0508][0,325][0,0646 |[0.0189 |[0.0180][0.0104] |

Benzo [g,h,i] Perileno

Error: entre MS = 0,016538, df = 16

[Localidad][ {13 J[ @ 1 @ [ @ L & ][ 6 | @ [ {8 |
| usB {1} || 0,192 ]j0,0000390,296  ]0,956 |[1,00  |1,00  |100 |
|LCF1{2} |o,192 || 0,000238]0,975  |lo,185 0,195 ]0,179 |jo,187 |
| LCF 2 {3} |[0,000039 ||0,000238 || 110,0001901{0,000069 |[0,000038 ||0,000045 ||0,000042 |
| LBC{4} |0,296 0,975 |[0,000190]|| o272 0,201 0,176  |jo,188 |
| Lcs¢5) |l0,956  |l0,185 |[0,000069]0,272 || lo,9s6  |l0,950 0,954 |
| LRC{6} |[1.00  |o,295 jo,000038]f0,201 0,956 || o0 |00 |
| Lsc{7} |r.00  ]0,179 |jo,000045|0,176 ]0,950 |[1,00 || oo |
| Lcm{s} |l1.00  ]0,187 |j0,000042]0,188 |0,954 |1.00 100 | |
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Indeno [1,2,3-cd] Pireno

Error: entre MS = 1,070754, df = 16

[Localidad][ {13 | @ [ @ [ 4 [ & | & [ @ | & |
| uss {1 | 110,374132 |[0,000073 ||0,00421 |[0,391  |0,382  |[0,333  |l0,138 |
| LcF1{2} |0.374 || ll0,000282 |[0,0222 |lo,950 0,930  |l0,914 |j0,488 |
| LCF 2{3} {/0,000073 ||0,000282 || 10,0354 |10,000280 [0,000287 |(0,000318 |[0,000860 |
| LBC{4} |[0,00421 |j0,022212 ][0,0354 || l0,0218 |j0,0221 |/0,0239 |l0,0662 |
| Lcs{5} |0,391  ]0,950536 ||0,000280 [0,0218 || lo,975  |lo.872  [jo,466 |
| LRc{6} [[0,382  |/0,930376 |[0,000287 |[0,0221 0,975 || o854  [0456 |
| Lsc{7} |[0,333 |0,913528 ||0,000318 |[0,0239 |j0,872  |lo,854 || o532 |
| Lcm{g} |j0,138 0,488  |[0,000860 |0,0662 |j0,466 |l0,456  |l0,532 || |

Apéndice X. Fotografias de los incendios registrados en el Parque Nacional Waraira

Repano durante el periodo de sequia del 2010.
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Apéndice Y. Pesos de las variables correspondientes a los tres primeros componentes
obtenidos con el ACP, para las 13 variables (HAP) y los resultados de los 7 casos

(localidades) estudiados, asi como el poder de discriminacion de cada CP en

porcentaje.
Componentes principales CP1 CP2 CP3
Eigenvalues 5,759 4,928 0,96
Porcentaje 44,299 % | 37,91 % | 7,385 %
Porcentaje acumulado 44,299 % | 82,209 % | 89,594 %
Pesos de las variables ACP
CP 1 CP 2 CP 3
Acenaftileno 0,202 0,301 -0,508
Fenantreno 0,177 0,407 0
Antraceno 0,137 0,424 -0,022
Fluoranteno 0,397 -0,074 0,086
Pireno 0,195 0,397 -0,005
Criseno 0,057 0,44 -0,019
Benzo [a] Antraceno 0,397 -0,074 0,086
Benzo [b] Fluoranteno 0,247 -0,259 0,1
Benzo [K] Fluoranteno 0,348 -0,18 -0,169
Benzo [a] Pireno 0,335 -0,12 0,054
Dibenzo [a,h] Antraceno 0,063 0,231 0,826
Benzo [g,h,i] Perileno 0,398 -0,071 -0,017
Indeno [1,2,3-cd] Pireno 0,308 -0,174 0,033
Resultados de los casos ACP
CP1 CpP2 CP3
USB (R) -0,053 2,011 0,025
LCF 2,119 -0,339 0,077
LBC 0,049 0,033 -0,246
LC5 -0,515 -0,462 -0,053
LRC -0,812 -0,266 -0,127
LSC -0,275 -0,553 -0,479
LCM -0,512 -0,423 0,803

172



en la ciudad de Caracas

Evaluacién de la contaminacion atmosférica por hidrocarburos aromaticos policiclicos,

empleando el liquen Parmotrema sancti-angelii y aplicando un muestreo de tipo activo

Apéndice Z. Diagramas de caja de cada HAP con diferencias significativas para las

localidades de estudio.
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