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Resumen

Las nubes ejercen gran influencia sobre el sistema atmosférico y su efecto depende de las
caracteristicas de las gotas y de los cristales que las constituyen.

A temperaturas mayores a -36 °C, la Gnica manera para que se inicie la fase hielo en la atmésfera
es mediante el proceso denominado “nucleacién heterogénea”, que involucra la presencia de una
particula nucleante de hielo (INP). La nucleacién heterogénea de hielo involucra cuatro modos bien
diferenciados. De ellos, el més relevante para la formacion de nubes con mezcla de fase es la nucleacién
por inmersion, producida cuando las particulas inmersas en gotas de agua actian como INP a
temperaturas inferiores a 0 °C.

En este trabajo se analiza la eficiencia como INP en el modo de inmersién, tanto de particulas
naturales (polen, material vegetal y liquen) como antropogénicos (particulas generadas en la quema de
biomasa, la combustién automotriz y una industria de reciclado de papel). La caracterizacién quimica
y morfolégica de estas particulas se realizé mediante un microscopio electrénico de barrido (SEM) y
un microscopio confocal. Para analizar la eficiencia de las particulas colectadas como INP se llevaron
a cabo mediciones de la temperatura de congelaciéon de gotas de suspensiones de estas particulas en
agua ultrapura y de gotas de agua ultrapura, a los fines de determinar un valor de referencia.

Utilizando test estadisticos, tales como el Test de Levene para probar la homogeneidad de las
varianzas, el Test de ANOVA para detectar diferencias significativas entre los métodos de estimacion
y el Test de Bonferroni para realizar comparaciones entre pares de métodos, se concluye que las
muestras que presentan temperatura de congelacién estadisticamente diferente a la del agua ultrapura
son las de quema de biomasa, polen y liquen.

Por dltimo, se analizé el ntimero de sitios activos por grano de polen y se encontré que a
temperaturas mayores a -10 °C, sélo 1 de cada 10000 granos de polen actiia como INP en el modo
de nucleacién por inmersién. Sin embargo, al alcanzarse los -12 °C la cantidad de granos de polen
que actiia como INP es 1 cada 1000. Esto es: la probabilidad de que el polen actiie como nucleante se
incrementa a medida que la gota asciende en altura en la tropédsfera.

De los resultados de este trabajo se concluye en la importancia de las particulas de origen natural
como INP en el modo de inmersién.
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Abstract

Clouds strongly affect the atmospheric system, and this effect depends on the characteristics of the
droplets and the crystals constituting them. At temperatures above -36 °C the only way to initiate ice
phase in the atmosphere is through the process called heterogeneous nucleation. This process needs the
presence of an ice nucleating particle (INP). Heterogeneous nucleation of ice involves four different
modes. Among these modes, the most relevant in mixed-phase clouds is nucleation by immersion,
produced when particles immersed in water droplets act as INP at temperatures below 0 °C.

This work analyzes the efficiency as INP by immersion mode of different natural (pollen, plant
material and lichen) and anthropogenic particles (generated in the biomass burning, diesel combustion
and a paper recycling industry). The chemical and morphological characterization of these particles
was performed by using a scanning electron microscope (SEM) and a confocal microscope. To analyze
the efficiency of the collected particles as INP, measurements of the freezing temperature of droplets
of the suspensions of these particles in ultrapure water were carried out, as well as measurements of
the freezing temperature of ultrapure water droplets in order to determine a reference value.

Different statistical tests were used, such as the Levene Test to test the homogeneity of the
variances, the ANOVA Test to detect significant differences among estimation methods and the
Bonferroni Test to make comparisons between pairs of methods. It is concluded that the samples
showing freezing temperature statistically different to ultrapure water are the aerosols from biomass
burning, pollen and lichen.

Finally, the number of active sites per pollen grain was analyzed. It was found that at temperatures
higher than -10 °C only 1 per 10000 pollen grains acts as INP by immersion freezing mode. However,
at -12 °C the number of pollen grains acting as INP is 1 per 1000. This is to say: the probability that
the pollen be an INP increases as the drop rises in height in the troposphere.

The results of this work show the importance of natural particles as INP by immersion freezing
mode.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Generalidades

La atmésfera es la capa gaseosa que rodea la Tierra, la cual se caracteriza por variaciones de presién
y temperatura con la altura. De hecho, la variacién del perfil de temperatura promedio con la altitud
permite distinguir cuatro capas en la atmoéfera, las cuales se representan en la Figura 1.1 y se detallan
a continuacion.

-Tropdsfera, es la capa més baja de la atmésfera. Se extiende desde la superficie terrestre hasta la
tropopausa, la cual se encuentra entre los 10 y 15 km, dependiendo de la latitud y la época del ano.
En esta capa la temperatura disminuye con la altura.

-Estratdsfera, se extiende desde la tropopausa hasta la estratopausa (entre 45 y 55 km de altura).
En esta zona la temperatura aumenta con la altura.

-Mesdsfera, se extiende desde la estratopausa hasta la mesopausa (entre los 80 y 90 km de altura).
Aqui la temperatura vuelve a descender con la altura, dando lugar al punto més frio de la atmésfera.

-Termoésfera, es la regién sobre la mesopausa, caracterizada por las altas temperaturas como
resultado de la absorcién de radiacion de onda corta por parte de las moléculas de nitrégeno y oxigeno.

Ademais de las capas antes detalladas, puede mencionarse una ultima capa, denominada exosfera,
que es la regién mds externa de la atmdsfera (> 500 km de altitud) donde las moléculas de gas con
suficiente energia pueden escapar de la atraccion gravitatoria de la Tierra.

De todas las capas mencionadas, una de las méds importantes para los seres vivos es la troposfera
dado que aqui ocurren los fenémenos meteorolégicos como el viento, la lluvia, la nieve y las nubes,
entre otros. Por otro lado, ademéas de concentrar la mayor parte del oxigeno y del vapor de agua, esta
capa actia como un regulador térmico del planeta: sin ella, las diferencias térmicas entre el dia y la
noche serian tan grandes que no podriamos sobrevivir. Pero no sélo la tropdsfera afecta a la superficie
de la Tierra, sino que esta misma capa esta afectada por las caracteristicas de la superficie terrestre.

El estrato de aire sujeto a la influencia de la superficie terrestre recibe el nombre de capa limite
planetaria. Esta se extiende desde la superficie terrestre hasta aproximadamente 1 km de altura. El
resto de la capa se denomina tropésfera libre y llega hasta la tropopausa. A medida que el aire se mueve
verticalmente su temperatura cambia en respuesta a la presién local. Una parcela de aire que asciende
adiabaticamente desde la superficie hasta una altura de 1 km puede disminuir su temperatura de 5 a
10 °C, dependiendo de su contenido de vapor de agua. Debido a la fuerte dependencia de la presién de
vapor con la temperatura, esta disminuciéon de la temperatura de una parcela de aire ascendente esta
acompanada de un aumento importante de la humedad relativa (HR) en la parcela. Como resultado,
los movimientos de aire ascendentes de unos pocos cientos de metros pueden hacer que el aire alcance
la saturacién (HR = 100 %) e incluso la sobresaturacién (HR >100 %) respecto del agua[61].
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Termésfera

| — Mesopausa —
80

% Mesosfera

— Estratopausa —

Altura (km)
(reqw) uoisaig

40~

Estratdsfera 10

af / |
| 10°
— Tropopausa —
—
Tropésfera
ol . 1 L o?
-100 80 60 40 -20 0 20 40

Temperatura (°C)

Figura 1.1: Capas de la atmosfera.

1.2. Formacién de nubes

Las nubes son el resultado del ascenso adiabético de las parcelas de aire y la posterior condensacién
del vapor de agua contenido en ellas. Las nubes estdn compuestas por aire saturado y gotas de agua y/o
particulas de hielo. La forma de las nubes depende del estado de la atmosfera en el cual se han formado
y se contindan desarrollando. Asi, nubes de gran desarrollo vertical son el resultado de importantes
movimientos ascendentes de aire, mientras que grandes capas de nubes de espesor reducido implican
condiciones atmosféricas estables, con limitados movimientos verticales[31].

Las nubes se clasifican de acuerdo a la altura de la base, su desarrollo vertical y su conformacién
(agua y/o hielo)[1]. La clasificacién de acuerdo a la altura de la base permite diferenciar:

-Nubes de nivel alto: de 5 a 13 km.

-Nubes de nivel medio: de 2 a 6 km.
-Nubes de nivel bajo: de 0 a 2 km.
Esta clasificacién junto con el desarrollo vertical y su conformacién permite diferenciar 10 tipos de

nubes, las cuales se detallan en la Tabla 1.1. Ademads, un esquema con la ubicacién de estas nubes en
la troposfera se muestra en la Figura 1.2.
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Nube Clasificacién Composicion
Cirrus Alta Hielo
Cirrocumulus Alta Hielo
Cirrostratus Alta Hielo
Altocumulus Media Agua
Altostratus Media Agua
Nimbostratus Baja Agua
Stratocumulus Baja Agua
Stratus Baja Agua
Cumulus Desarrollo vertical Agua

Cumulonimbus | Desarrollo vertical | Agua y hielo

Tabla 1.1: Caracteristicas de los distintos tipos de nubes.

Tropopausa

(51 2

irrostratus irrocumul s,
—

P S 2
e F T -
S Cumulonimbus
- -

AT T ot A’

Stratocumulus| Stratu Crumuilus

imbostratiis

Figura 1.2: Distribucién de las nubes en la tropésfera [31].

Como se muestra en la Tabla 1.1, las nubes altas estdn formadas integramente por particulas de
hielo mientras que las nubes de nivel bajo y medio estan compuestas por agua. Por otra parte, las
nubes de nivel alto estan formadas por agua en su parte inferior, mientras que las particulas de hielo
estan presentes en la parte superior.

Sin embargo, la condicién de sobresaturacién respecto al agua o al hielo generalmente no es condicién
suficiente para la formacién de nubes. Ademads de esta condicién de sobresaturacién, es necesario la
presencia de particulas (aerosoles) que promuevan la formacién de gotas de agua y de particulas de
hielo. La formacién de particulas de nube (gotas de agua y particulas de hielo) sin la presencia de
aerosoles se denomina nucleacién homegénea, mientras que la formacién de particulas de nube por la
presencia de aerosoles se denomina nucleaciéon heterogénea.

Nucleacién Homogénea

Experimentalmente Fournier d‘Albe (1949), Mason (1952), Mossop (1955), Kachurin et al. (1956),
Maybank and Mason (1959), Anderson et al. (1980), Hagen et al. (1981, 1982), DeMott et al. (1992) y
DeMott y Rogers (1990) han encontrado, bajo condiciones de sobresaturacion respecto al agua y con
temperaturas entre 0°C y -70 °C, que las particulas de hielo se forman homogéneamente sélo como
resultado del congelamiento de gotas sobreenfriadas. Otros resultados de laboratorio[72] muestran que
para que ocurra el congelamiento de gotas sobreenfriadas homogéneamente se necesitan temperaturas
menores a -41°C para gotitas de lum de didmetro y menores a -35 °C para gotas de 100um de
didmetro. Estas condiciones podrian ocurrir inicamente en nubes con gran desarrollo vertical, por
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lo que no explica la presencia de particulas de hielo en nubes méas calidas. Por ello, a temperaturas
mayores a -36°C la inica manera para que se inicie la fase hielo en la atmdsfera es mediante nucleacién
heterogéneal[54].

Nucleacion heterogénea

La formacién de cristales de hielo por nucleacién heterogénea necesita de la superficie de particulas
insolubles llamadas particulas nucleantes de hielo (INP, por sus siglas en inglés Ice Nuclei Particle).

Existen cuatro formas de nucleaciéon heterogénea: deposicién heterogénea de hielo, condensacién
heterogénea seguida por congelacién, congelacién por contacto y congelacién por inmersion. La
temperatura y la sobresaturacién son los principales parametros que determinan estos cuatro modos
de nucleacion de hielo.

Un esquema de estos cuatro modos de nucleacién heterogénea se muestra en la Figura 1.3.

\
Deposicion heterogénea ¢ gl (0 ,>
de vapor .

Condensacion seguida ¢ ——» l/:\ —{ . \
de congelacién —

Nucleacion por contacto ¢ —» / \\ #( )
AN A
e

Nucleacion por inmersion ¢ ——» | 0/, —

Figura 1.3: Esquema con las distintas formas de nucleacién heterogénea. Los puntos negros representan
los INPs, los circulos celestes representan gotas de agua, y los hexdgonos celestes, representan los
cristales de hielo.

Durante la deposicién heterogénea moléculas de agual68] se adhieren a la superficie de los INP
desde la fase vapor, para ello el ambiente debe estar sobresaturado respecto al hielo y subsaturado
respecto al agua.

En la Figura 1.4 se observa el diagrama de fase del agua, presién de vapor (e) en funcién de la
temperatura (T). La linea roja representa la coexistencia de vapor y agua liquida, la linea verde
representa la coexistencia de vapor y hielo mientras que la linea negra representa la coexistencia de
hielo y agua liquida. La linea punteada roja, representa la situacién metaestable en la que se tiene
agua sobreenfriada coexistiendo con vapor.
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Fase liquida
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solida
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s
T

Figura 1.4: Diagrama de fase del agua, presién de vapor vs. temperatura.

La deposicién heterogénea de hielo ocurre cuando el sistema se encuentra, por ejemplo, en un estado
como el que se representa en la Figura 1.5 mediante el punto azul. En esas condiciones la presién de
vapor del sistema (ep,) es menor a la presién de saturacién respecto al agua, pero mayor a la presién
de saturacion respecto al hielo, por esto se dice que el sistema estd subsaturado respecto al agua
sobreenfriada y sobresaturado respecto al hielo.

€A

Fase liquida

Fase
sélida

€p
Fase vapor

Tp T

Figura 1.5: Diagrama de fase del agua, en donde se ha representado un estado (T}, e,), mediante el
punto azul, el cual esta en condiciones de subsaturacién respecto al agua y de sobresaturacién respecto
al hielo. e}, es la presién de vapor del sistema y T}, la temperatura del mismo.

La condensacién heterogénea seguida por congelacion ocurre a temperaturas menores a 0°C,
cuando los nicleos de condensacién de nubes actian como INP.

En la congelaciéon por contacto el INP colisiona con una gota sobreenfriada produciendo su
congelamiento, mientras que en la congelaciéon por inmersién el INP ya se encuentra dentro de la
gota.

Las particulas que actiian como INPs son aerosoles, es decir, particulas que permanecen suspendidas
en el aire y que se describen mas detalladamente en la siguiente seccién.
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1.3. Aerosoles

Con el término aerosol se designa a la suspensién de particulas finas, sélidas o liquidas en un gas.
Cada particula puede contener muchos componentes, incluyendo el agua liquida[32].

Los aerosoles influyen de manera directa sobre el clima terrestre mediante la dispersién y absorcién
de la radiacién solar[26] y de manera indirecta al modificar la formacién, la evolucién temporal y las
propiedades dindmicas y microfisicas de las nubes[66] mediante su rol como nucleantes.

Existen diversas formas de clasificar los aerosoles, ya sea por su tamano o su fuente de emision.

1.3.1. Clasificacién por tamano

Ya sea emitido directamente como particulas (aerosol primario) o formado en la atmdsfera por los
procesos de conversién de gas a particula (aerosol secundario), los aerosoles atmosféricos varfan en
tamano desde unos pocos nm a decenas de pm de didmetro.

Si hablamos del tamano del aerosol, se debe aclarar que esta clasificacion es segun el didmetro de
la esfera que lo contiene, el cual no es su didmetro geométrico ya que ésto implicaria que todos los
aerosoles son esféricos, y muchas de las particulas en la atmdsfera tienen formas muy irregulares. Por
esta razon a la hora de hablar de didmetro nos referimos al didmetro aerodindmico (da), el cual se
define como el didmetro de una esfera de 1 g cm™> de densidad con la misma velocidad terminal de
caida que la particula en cuestion.

La clasificaciéon mas utilizada de aerosoles respecto a su tamafo tiene cuatro categorias:

-Modo de nucleacién: 1 nm < da < 30 nm.
-Particulas de Aitken: 30 nm < da < 100 nm.
-Modo de acumulacién: 0,1 pm < da < 1 pym.
-Modo grueso: 1 um < dy < 10 pum.

Las particulas en el rango de nicleos de Aitken son producidas por procesos de combustién,
por la coagulacién de particulas méas pequenas y por la condensacién de vapor. Por lo tanto estas
particulas, junto con las del modo de acumulacién, contienen generalmente elementos como carbono
y algunas trazas de metales como vanadio, que son caracteristicas de la combustién, asi como sulfatos
y nitratos[16][11][39]. Finalmente, como los procesos mecénicos son los principales responsables de las
particulas en el modo grueso, éstas suelen contener principalmente elementos presentes en el suelo y
la sal marinal[9].

La concentracién de particulas en el aire varia a través del espacio y el tiempo y esta intimamente
relacionada con las fuentes de los aerosoles y las transformaciones que sufren en la atmosfera.
Teniendo en cuenta estas consideraciones, las particulas se dividen en dos grupos:

-Particulas gruesas: Con didmetro entre 2,5 y 10 pum, son generalmente de origen mecanico
generadas por aplastamiento o trituracién. Suelen estar dominadas por el polvo resuspendido
proveniente de material de la corteza terrestre, de los caminos pavimentados, de la construccién, la
agricultura y las actividades mineras. En general, su tiempo de residencia en la atmdsfera es limitado
y se depositan en la superficie en cuestién de minutos u horas, pudiendo trasladarse horizontalmente
en la atmésfera algunas decenas de kilémetros desde la fuente de emisién [9][44].

-Particulas finas: Con didmetro menor a 2,5 pm, se emiten directamente a partir de fuentes de
combustién o se forman a partir de precursores gaseosos. Se componen en general de sulfatos, nitratos,
cloruros y compuestos de amonio, carbono organico y elemental, y metales. La combustion de carbodn,
petrdleo, madera, asi como los procesos de alta temperatura, tales como los desarrollados en fundiciones
y acerias, producen emisiones que contribuyen a la formacién de particulas finas. Pueden permanecer
en la atmoésfera durante dias o semanas y ser transportadas hasta miles de kilémetros por el aire[9][44].
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1.3.2. Clasificacién por su fuente de emision

Otra clasificacion posible de los aerosoles es teniendo en cuenta su fuente de emisién. Estas fuentes
pueden ser naturales o antropogénicas[61].

Aerosoles de origen natural

Estos aerosoles incluyen tanto materia biolégica como organica. La materia bioldgica es un producto
primario (es decir, las particulas se inyectan directamente en la atmdsfera, ya sea desde la bidsfera
o desde otras superficies) mientras que las particulas orgdnicas son productos secundarios (es decir,
particulas que se forman en la atmdsfera)[61].

Dentro de los aerosoles de origen natural mas importantes pueden mencionarse el polen, las esporas
de hongos, microorganismos, aquellos producidos en océanos, polvo mineral, volcanes y la quema de
biomasa, entre otros.

El polen, las esporas y los fragmentos de animales y plantas generalmente estdn en el rango de
tamano de pm, mientras que las bacterias, algas, protozoos, hongos y virus son méas pequenos.

La existencia de microorganismos y otras particulas biolégicas en el ambiente es temporal. La
atmosfera es sélo un vehiculo para el transporte de estas particulas. No es un hébitat donde se
alimentan y se reproducen.

Los océanos son una fuente importante de microorganismos. Las micro capas de microbios se
acumulan alrededor de las burbujas de aire a medida que se elevan hacia la superficie del océano,
y luego estos microbios se expulsan al aire cuando estallan las burbujas[5]. Las algas y los protozoos
también pueden ser expulsados a la atmdsfera con la espuma de mar[27].

Las concentraciones de microorganismos dependen de la ubicacion, la meteorologia y la época del
ano. Alrededor de las ciudades las concentraciones de bacterias son mas altas que en el campo y los
océanos|7]. Se han encontrado particulas bioldgicas mayores a 2 um de radio en concentraciones més
altas en areas rurales que en areas urbanas. La distribucién de tamano va de 0,3 a 50 ym de radio.

El polvo mineral es otro de los aerosoles naturales presentes en la atmésfera, siendo éste uno de los
mayores contribuyentes a la carga global de aerosoles, con importantes impactos asociados[19][42][76].
Las fuentes principales son generalmente desiertos, lechos de lagos secos y superficies semidridas, pero
cualquier tipo de suelo es una fuente potencial de este tipo de aerosol. Factores como la superficie del
suelo (textura y rugosidad), la humedad del suelo y la cobertura vegetal, asi como los cambios en los
parametros climaticos como la velocidad del viento y la precipitacién, regulan la emisién de particulas
minerales[24](74].

Otra fuente importante de aerosoles son los volcanes. Si bien las grandes erupciones volcanicas
pueden hacer importantes contribuciones al reservorio de aerosoles estratosféricos, las descargas de la
mayoria de los volcanes permanecen principalmente en la tropdsfera. Las erupciones volcdnicas suelen
proporcionar dos componentes para la formacion de aerosoles: gases precursores para la conversiéon
de gas a particulas, y polvo y cenizas insolubles en agua. Hofmann (1988) afirma que la mayoria de
las particulas expulsadas a la atmosfera por los volcanes son demasiado grandes para el transporte a
larga distancia y se asientan rapidamente.

Por 1ltimo, las particulas y gases producidos en la quema de biomasa han recibido gran atencién
recientemente. Las particulas de hollin y las cenizas se inyectan directamente en la atmésfera durante
la quema. Si bien la quema de biomasa se asume como una fuente natural de aerosoles, un alto
porcentaje de incendios forestales son producidos por acciéon del hombre. Dentro de estos ultimos no
s6lo deben entenderse aquellos originados accidentalmente sino también los producidos de manera
intencional, tales como las quemas provocadas para ampliar dreas en vista de la cria de ganado o
cultivos agricolas.

Aerosoles de origen antropogénico

Las actividades humanas alteran los ciclos climaticos naturales del planeta. Particularmente en lo
que respecta a la formacién de nubes, modifican la concentracion y el tipo de aerosoles emitidos a
la atmdsfera[34] y, con ello, alteran la concentracién y tipo de particulas nucleantes. A nivel mundial
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la carga media de los aerosoles antropogénicos se ha incrementado desde el periodo preindustrial
hasta la actualidad[41]. Las principales fuentes de estos tipos de aerosoles se encuentran en &reas
urbanas e industriales. Dentro de las més importantes pueden mencionarse el trafico automotriz
(emisiones producidas por la combustién, abrasién de la superficie de calles, desgaste de los frenos
y neuméticos), diferentes actividades industriales (emisiones de plantas de energia, refinerfas de
petréleo), construccién (excavaciones, movimiento de suelos, demoliciones) y emisiones domésticas
(calefaccién). En las zonas rurales, por otro lado, las principales fuentes de aerosoles son la quema de
biomasa y las emisiones debidas a diversas actividades agricolas[9].

El trédfico automotriz, especialmente en zonas urbanas, es la principal fuente de aerosoles
antropogénicos primarios y secundarios. Estas particulas varian mucho en tamano y composicién
quimica dependiendo de los mecanismos involucrados en su formacién. Por ejemplo, debido a que los
neumaticos contienen una gran variedad de componentes organicos e inorganicos, la investigacién sobre
la composicién quimica del caucho de los neuméticos y los residuos de desgaste es atin incompleta[57].

Existe una amplia gama de actividades industriales que emiten a la atmésfera particulas o gases que
son precursores de particulas[9]. Algunas de las actividades que generan més emisiones de particulas
son las industrias que producen ceramica, ladrillos y cemento, fundiciones, minas y canteras, todas
las cuales liberan grandes cantidades de aerosoles primarios, ya sea durante la produccién misma o
durante la manipulacién y transporte de las materias primas empleadas.

La produccion de energia a partir de combustibles fésiles es una fuente importante de gases que
actiian como precursores de aerosoles secundarios. La combustion del carbén, utilizada principalmente
para producir electricidad y calor, constituye otra fuente importante de particulas y contaminantes
gaseosos|[65].

Como se menciond anteriormente, la quema de biomasa es una fuente natural y antropogénica de
aerosoles. Incluye la quema de bosques, pastizales y tierras agricolas después de las actividades de
cosecha para preparar la tierra para el préoximo ano. La quema de biomasa es una fuente importante
de gases y particulas atmosféricas en todo el mundo con un fuerte efecto no sélo a escala regional, sino
también en sitios a miles de kilémetros de la fuente. Los aerosoles generados por la quema de biomasa
consisten principalmente en compuestos carbonaceos. Una fracciéon importante de toda la combustiéon
de biomasa se produce en estufas domésticas que, aunque de pequena escala, se utilizan en un nimero
considerable de hogares y contribuyen a la contaminacién atmosférica.

La quema de basura constituye una importante fuente de emisién tanto en zonas urbanas como
rurales. La quema de basura no estd incluida en la mayoria de la bibliografia porque generalmente es
ilegal. La basura es un combustible heterogéneo. Contiene no sélo una gran cantidad de biomasa sino
también una gran cantidad de plastico, papel y otros materiales, como textiles, caucho, cuero, vidrio,
metal, etc[37].

1.4. Aerosoles como nucleantes

Tal como se mencion6 anteriormente, algunos aerosoles actiian como INPs en alguno de los cuatro
modos de nucleacion heterogénea. De estos cuatros, el modo por inmersién es el dominante en nubes
de fase mixta, las cuales estan compuestas de particulas de hielo y gotas de agua sobreenfriadas. Estas
nubes se forman tipicamente en condiciones de saturacién de agua, a temperaturas entre -36°C y 0°C.

Aerosoles como INPs por inmersion

Sélo una parte de las gotas de agua que contienen INPs pueden congelarse heterogéneamente. Dado
que la fase hielo es termodindmicamente mas estable que la fase agua a temperaturas menores a los
0°C, se espera que los cristales de hielo en las nubes mixtas puedan crecer a expensas de las gotas
(Proceso de Bergeron), lo que influye en el tiempo de vida de la nube y sus propiedades radiativas.

Ciertas particulas biolégicas pueden actuar como INPs[38]. Este es el caso de
bacterias[43][75][67][59][28][40], polen[21] y abrasiones foliares[60]. Umo et al. (2015) y Grawe
et al. (2016) estudiaron este tipo de aerosoles en el modo de inmersién y ambos encontraron que éstos
actian como INPs.
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Debido a la falta de informacién sobre la abundancia atmosférica de las cenizas volcdnicas, sumado
a la gran diferencia de los métodos utilizados, atin no se puede determinar su importancia como INP.

En lo que respecta al papel de los aerosoles antropogénicos como INPs, a pesar de la gran cantidad
de estudios sobre este tema los resultados son contradictorios. Algunos muestran que los aerosoles con
origen en el carb6n negro no son buenos INPs[58][12]. Chou et al. (2013) observaron que las particulas
emitidas por los motores diésel y la combustién de madera forman hielo a -40 °C, y se necesitaba una
humedad relativa inusualmente alta para el congelamiento por encima de esta temperatura. Schill et al.
(2016) mostraron que ni las emisiones recientes ni las envejecidas de los motores diésel contribuyeron
de manera apreciable a las concentraciones atmosféricas de INPs. Chen et al. (2018) concluyen que
a pesar de la alta contaminacién en la atmésfera urbana de Beijing no aumentd ni disminuyé la
concentracién de INPs en el rango de temperatura examinado (-6°C y -25°C) en comparacién con los
valores observados en dreas no urbanas. Por tltimo, algunos estudios consideran que los aerosoles con
origen en el carbdén negro son posibles INPs[14][13].

De esta revision bibliografica puede observarse que no hay resultados concluyentes con respecto
al papel de los aerosoles en su rol como INPs. Por este motivo actualmente la comunidad cientifica
necesita de trabajos experimentales que contribuyan a comprender el papel de los aerosoles como
nucleantes y, de esta forma, su influencia sobre los procesos de formaciéon de nubes y el clima en
general. El trabajo reciente de Kok et al. (2018)[36], al analizar la retroalimentacién directa entre
aerosoles y clima, resalta esta necesidad. En esta misma necesidad se fundamenta el desarrollo del
presente trabajo.

Metodologias de estudio en el modo inmersion

El estudio de los aerosoles que actiian como nucleantes puede abordarse mediante técnicas in situ,
de campo y de laboratorio.

Las mediciones in situ se realizan a través de vehiculos aéreos no tripulados, mientras que las de
campo se llevan a cabo por medio de sensores remotos que permiten establecer la concentracién de
aerosoles y su distribucién en la atmdsfera[47].

Existen diversas técnicas de laboratorio que permiten estudiar la eficiencia de un aerosol como INP
en el modo de congelaciéon por inmersién. Una de las mas utilizadas consiste en congelar gotas de
agua sobreenfriadas con particulas inmersas en su interior, y registrar la temperatura a la cual estas
gotas se congelan. Esta técnica es la utilizada por Ardon-Dryer y Levin (2011), quienes hacen uso
de un dispositivo experimental que permite, mediante una placa Peltier, disminuir gradualmente la
temperatura de gotas de agua pura y gotas de agua con particulas inmersas en ellas. Si la temperatura
de congelacién de las gotas con particulas inmersas es superior a la temperatura de las gotas de agua
pura, esto implica que tales particulas actiian como INPs en el modo de nucleacién por inmersién.
Es decir, tales particulas estan favoreciendo la formacién de hielo al promover un incremento en la
temperatura de congelacién respecto al agua pura.

1.5. Motivaciones y objetivo

De todo lo expuesto, y a modo de sintesis, las nubes ejercen una influencia muy importante sobre
el sistema atmosférico. Son uno de los elementos principales en el balance radiativo de la Tierra
e intervienen en el ciclo hidrolégico, afectando al clima en general[54]. También contribuyen a la
eliminacién de material particulado y gases de la atmésfera, suministran un medio para las reacciones
quimicas en fase acuosa e influyen en la electrificacién de las tormentas[61]. El efecto de las nubes sobre
estos procesos depende de las caracteristicas de las gotas y los cristales de hielo que las constituyen.

En este contexto, el objetivo general del presente trabajo es contribuir al avance en el conocimiento
del efecto de los aerosoles sobre el clima en general, a través de su papel como particulas nucleantes
que inician los procesos de formacién de nubes.

El objetivo particular del presente trabajo es evaluar el papel de diferentes tipos de aerosoles
como particulas nucleantes de hielo en el modo de inmersion, siguiendo la técnica de congelaciéon
de gotas utilizada por Ardon-Dryer y Levin (2011). Mediante esta metodologia, este trabajo provee
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un andlisis de la eficiencia como INP tanto de aerosoles naturales (polen, material vegetal, liquen y
aquellos producidos durante la quema de biomasa) como antropogénicos (particulas generadas en la
combustién automotriz y una industria de reciclado de papel).



Capitulo 2

Materiales y métodos

En el presente capitulo se describe la metodologia de coleccion de las particulas que se desean
evaluar como INPs y su posterior caracterizacién. También se explica el procedimiento de inmersién
de las particulas en agua para preparar suspensiones y la técnica por la cual se registra la temperatura
de congelacién de gotas de estas suspensiones.

2.1. Material colectado

Se colectaron tanto aerosoles como particulas a nivel de superficie que, una vez suspendidas en la
atmoésfera, actiian como aerosoles. En la Figura 2.1 se observa un esquema del material colectado.

Producidos en la quema de biomasa

Aerosoles
Residuales de la combustion automofriz
Material
colectado
Polen
Particulas Liquen
Material vegetal

Residuales de la industria de reciclado de papel

Figura 2.1: Esquema del material colectado.

2.1.1. Aerosoles

Se estudiaron aerosoles tanto de origen natural (procedentes de la quema de biomasa) como
antropogénicos (residuales de la combustién automotriz). Por razones de simplicidad, de ahora en
mas se referird a los aerosoles procedentes de la quema de biomasa y de la combustién automotriz
como “quema de biomasa” y “combustién automotriz”, respectivamente.

Los aerosoles se colectaron mediante una bomba de vacio (Diaphragm vacuum pump, GM-0,5),
utilizando un filtro de nitrato de celulosa (MCE, Merck Millipore®), tamafio de poro 0,45um ) cuyo

11
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esquema se puede observar en la Figura 2.2.

Luego de la coleccién, estos filtros fueron sumergidos en agua ultrapura (conductividad de 0,054
uS/em) y colocados en un lavador ultrasénico Testlab (por un lapso de 1 hora a una temperatura de
60 °C). Este procedimiento permite suspender en el agua los aerosoles colectados.

Soporte

Portafiltro con filtro de
nitrato de celulosa

\ Bomba de vacio
€D

~
=
§ il

Figura 2.2: Esquema del dispositivo utilizado para la coleccién de aerosoles

En la Tabla 2.1 se presentan los valores de masa de los filtros posterior a la coleccidn y la masa,
tras pasar por el lavador ultrasénico, del filtro ya seco conteniendo el residuo de muestra que no
fue transferido al agua ultrapura. La diferencia de ambas masas permitié determinar la cantidad de
muestra colectada y depositada en el agua ultrapura.

Masa [mg] + 0,01 mg
Muestra Colectada | Residual | Muestra en
+ filtro + filtro el agua
Combustién automotriz 76,91 75,22 1,69
Quema de biomasa 81,92 67,34 14,58

Tabla 2.1: Masa de los filtros luego del muestreo y masa residual luego del lavado ultrasénico. En
la 1ltima columna se observa la diferencia entre ambas masas, la cual es la cantidad de muestra
depositada en el agua ultrapura.

2.1.2. Particulas

Entre las particulas analizadas hay de origen natural, como el polen, el liquen y el material vegetal,
y de origen antropogénico, como lo son las particulas residuales de la industria del reciclado de papel.
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Polen

Se colecté de manera directa a partir del estambre de flores de la especie Hibiscus rosa-sinensis,
llamada comtinmente rosa China, cayena, amapola, hibisco, entre otros nombres. Se colecté el polen
de esta especie considerando la facilidad de coleccion y la abundancia de sustancia por unidad floral.

La Figura 2.3 muestra una foto de un ejemplar de rosa China. Puede observarse el tamano de los
estambres y pistilos y la abundancia del polen (en color amarillo) que contiene cada unidad floral,
mientras que en la Figura 2.4 se observa el polen ya extraido de las flores.

Figura 2.3: Rosa China de la cual se extrajo la Figura 2.4: Polen colectado
muestra de polen

Liquen

Se colect6 de manera directa de la corteza de un pino, luego se lo trituré en un mortero. En la
Figura 2.5 se observa la corteza del pino con el liquen depositado y en la Figura 2.6 el liquen ya
separado de la misma.

Figura 2.5: Corteza del pino de la cual Figura 2.6: Liquen separado de la corteza.
se extrajeron las muestras de liquen (color
anaranjado).

Material Vegetal

Se colectaron flores de la especie Taraxacum officinale, cominmente llamada diente de leén
(Figura 2.7). Se eligi6 esta especie por su abundancia en pastizales, caminos y jardines, y por extenderse
practicamente en todos los continentes.
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Las flores colectadas se dejaron secar a temperatura ambiente, para luego ser trituradas en un
mortero. En la Figura 2.8 se pueden observar las flores colectadas para su posterior secado.

Figura 2.7: Foto de flor Taraxacum officinale, Figura 2.8: Muestras preparadas para dejar secar
comunmente llamada “diente de leén”. a temperatura ambiente.

Esta muestra denominada “material vegetal”, contiene ademds del polen, todas las partes que
componen la flor.

Particulas residuales de la industria de reciclado de papel

Se colecté de manera directa en una planta de reciclado de cartén, DPM S.A.®, en Carlos Pellegrini,
Santa Fe. La coleccion se llevo a cabo en la cizalladora, la cual fracciona la bobina de cartén. Por
razones de simplicidad, de ahora en mads se referird a estas particulas como “residuo de papel”.

2.2. Caracterizacién del material colectado

La caracterizacién del material colectado se realizé con un microscopio electrénico de barrido (SEM,
por sus siglas en inglés Scanning Electron Microscope) y un microscopio confocal en el Laboratorio de
Microscopia Electrénica y Andlisis por Rayos-X (LAMARX) de la FaMAF (UNC). A partir de este
analisis se determing la diferencia quimica y morfolégica de los distintos tipos de particulas colectadas.
En los apéndices A y B se describen, respectivamente, los fundamentos de las dos microscopias
utilizadas.

2.3. Preparacion de suspensiones

Para poder reproducir de manera experimental el proceso de nucleaciéon por inmersién de las gotas
de agua, se llevé a cabo la preparacién de distintas suspensiones del material colectado en agua
ultrapura.

Para la preparacién de las suspensiones de las particulas colectadas directamente desde su fuente se
pes6 el material en una balanza (Mettler Toledo XP205, DeltaRange®) y se adicioné un determinado
volumen de agua (diferente en cada caso, para lograr la concentracién que se muestra en la Tabla 2.2)
utilizando micropipetas autométicas (Pipette CE IVD®)).

La concentracién de la suspension de aerosoles fue la obtenida luego del lavado ultrasénico de los
filtros en un volumen definido de agua ultrapura (Ver Tabla 2.1).
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Las concentraciones obtenidas se muestran en la Tabla 2.2. En todos los casos los valores de
concentracion se encuentran en el orden de aquellos valores utilizados en bibliograffa (e.g. Pummer et
al., 2012; Tobo, 2016).

Material colectado Concentracién [mg/mL)]
Residuo de papel 5,89
Quema de biomasa 2,27
Material vegetal 0,64
Liquen 0,57
Combustién automotriz 0,24
Polen 2,94

Tabla 2.2: Concentracion de cada suspension utilizada.

2.4. Dispositivo experimental

Se realizaron mediciones experimentales de la temperatura de congelacion de gotas de las
suspensiones preparadas. Estas mediciones permiten analizar el comportamiento de los distintos
aerosoles y particulas recogidas como INPs por el modo de nucleaciéon por inmersién.

El dispositivo experimental consistié en una placa de aluminio, montada sobre una celda Peltier,
la cual se encuentra sobre un disipador de calor. Las gotas se depositaron sobre una cinta delgada de
teflén que cubria la placa. Dado que el teflén es un material hidrofébico, evita la formacién de hielo
en la superficie de la placa durante el proceso de enfriamiento y disminuye la superficie de contacto
de la gota, manteniendo la esfericidad de la misma.

Se utiliz6 una pipeta automatica para depositar sobre la cinta de teflén gotas de 5 ul. de las diferentes
suspensiones. El didmetro promedio de las mismas es de (2,31 4 0,01)mm (se detallard en la seccién
3.2.1). La temperatura se disminuy6 a una velocidad constante de 1 °C/min. (e.g. Ardon-Dryer y
Levin, 2014) variando la corriente de la celda Peltier con una fuente de corriente continua (BAW
HY3005D de 30V-5A). La temperatura de la placa de aluminio, considerada la temperatura de la gota
(v referida de ahora en més de esa manera) se midié mediante una termocupla ubicada en un orificio
realizado en la placa de aluminio. En la Figura 2.9 se observa el dispositivo placa/celda/disipador
desde una vista superior y una lateral en la Figura 2.10. Cuatro de estos dispositivos se ubicaron
dentro de un freezer, lo cual permitié medir cuatro gotas de manera simultanea.
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Termocupla

Placa de aluminio

Elementos de sujecion
de la placa y la celda

Conectofes para la
celda Peltier

Cinta de teflon Disipador de calor

Figura 2.9: Esquema del dispositivo experimental utilizado para congelar y medir la temperatura de
las gotas dentro del freezer: vista superior.

Crificio parala  Placa de aluminio
colocacion de la
termocupla

Celda Peltier

Elementos de sujecion
de laplaca y la celda

Disipador de calor

Figura 2.10: Esquema del dispositivo experimental utilizado para congelar y medir la temperatura de
las gotas dentro del freezer: vista lateral.

En la Figura 2.11 se observa un esquema del dispositivo completo que se colocé dentro del
freezer. Durante la disminucién de la temperatura de la gota, la misma fue monitoreada mediante
un microscopio digital (USB Digital Microscope Nisuta NS-DIMI de 5 mpx de resolucién y zoom 200X).
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Microscopio

digital —_—

Orificio para la  Placa de aluminio
colocacion de la
termocupla

Celda Peltier

Elementos de sujecién
de la placay la celda

Disipador de calor

Figura 2.11: Esquema del dispositivo experimental utilizado dentro del freezer. Debajo del microscopio
digital se observa el disipador de calor, la celda Peltier y la placa de aluminio.

El microscopio permite detectar los cambios en la opacidad de las gotas debido al cambio de fase.
En la Figura 2.12 se puede observar una gota en fase liquida y en la Figura 2.13 la misma gota luego
de congelarse.

F}gpra 2.12: Gota observada con el microscopio Figura 2.13: Tmagen de la gota mostrada en la
digital. Las manchas que se observan son las

particulas de material vegetal, suspendidas en el
agua ultrapura.

Figura 2.12 cuando se congeld.

Este cambio de color en las imagenes permite determinar el momento en que la gota se congela y
registrar la temperatura de la placa de aluminio.

Para cada experimento, el procedimiento de medicién fue el siguiente:
= Se cubre la placa con cinta de teflon.
= Se coloca la gota de suspension.

= Se coloca el dispositivo en el freezer a -2 °C durante 20 minutos para permitir que el sistema
alcance el equilibrio térmico.
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= Se enfria el sistema (Peltier) a una tasa de 1 °C/minuto.
= Se registra la temperatura de congelacién de la gota.

Este tipo de configuracion experimental ya se ha utilizado para estudios de congelacion por
inmersién[64][3].

A los fines de determinar un valor de referencia se registré la temperatura de congelacién de gotas
de agua ultrapura. De esta manera, serdn nucleantes efectivos aquellas particulas que promuevan la
congelacion de las gotas a temperaturas superiores a las que se congelan las gotas de agua ultrapura.

2.5. Correccion de termometros

Para la correccién de la medicién realizada con el dispositivo termocupla/multimetro se hizo uso de
un termémetro patrén (Fluke®), 2189A). El procedimiento se llevé a cabo en el rango de temperatura
(-25 °C a -5 °C) que constituye el intervalo de temperaturas de trabajo.

Se colocaron el termémetro patrén y las termocuplas dentro de un recipiente (para evitar efectos de
ventilacién) en el seno del freezer. Una vez que se alcanz6 la temperatura minima (-25 °C) de trabajo,
se apago el freezer y se dejo subir la temperatura, tomando las mediciones cada un tiempo arbitrario
cada vez que se observaba el ascenso de 1°C aproximadamente.

A modo de ejemplo, la Figura 2.14 muestra la relacién entre la temperatura obtenida con el
termémetro patrén y la de una de las termocuplas utilizadas.

I
]
(=]

| -
3\

Temperatura termémetro patrén (°C)

|
N
w

T T T 1
-15 =10 -5

Lectura termocupla/multimetro (°C)

|
N
u

|
N
=}

Figura 2.14: Relacién entre los valores de temperatura obtenidos del termoémetro patrén con las

mediciones del sistema termocupla/multimetro. La linea roja representa un ajuste lineal entre ambas
variables.



Capitulo 3

Resultados y discusion

Dado que el objetivo particular del presente trabajo es evaluar el papel de diferentes tipos de
aerosoles y particulas como nucleantes de hielo en el modo de inmersién, se llevaron a cabo mediciones
de la temperatura de congelaciéon de gotas siguiendo la técnica explicada en la seccién 2.4. Para cada
suspension, asi como también para el agua ultrapura, se evaluaron 25 gotas de 5 uL.

En este capitulo se presenta, en primer lugar, la caracterizacién de las muestras mediante los
diferentes tipos de microscopia y los espectros de rayos X. Posteriormente, se muestran las mediciones
de temperatura de congelacion obtenidas y los resultados de los test estadisticos que se llevaron a
cabo, tales como el Test de Levene para probar la homogeneidad de las varianzas, el Test de ANOVA
para detectar diferencias significativas entre los métodos de estimacién y el Test de Bonferroni para
realizar comparaciones entre pares de métodos.

Por tdltimo, se muestra la determinacién de la cantidad de sitios activos por grano de polen.

3.1. Caracterizacion de las muestras

Residuo de papel

En la Figura 3.1 se presenta la imagen SEM de la muestra de particulas residuales de la industria de
reciclado de papel. Se puede apreciar una estructura fibrosa propia del papel o cartén, la cual también
se muestra en los trabajos de Thoden van Velzen[63] y Vargas[69]. En la Figura 3.2 se muestra el
espectro carateristico de rayos X. Para obtener este espectro, asi como también los de las demés
muestras, se realizé un bano de carbono sobre las mismas a los fines de hacerlas mas conductoras. Es
por ello que en todos los espectros se verd un pico de carbono. En la descripcién de los espectros debe
tenerse en cuenta que la procedencia de carbono en la muestra se verd enmascarada por el carbono
asociado al bano realizado. En el espectro presentado en la Figura 3.2 se observa la presencia de carbono
y oxigeno, como asi tambien picos para sodio, magnesio, aluminio, silicio, azufre, cloro, potasio, hierro
y calcio. Estos elementos son caracteristicos de muestras organicas, ya que son componentes de las
estructuras celulares[15]. En el espectro también puede observarse un pico alrededor de los 8 keV que
se corresponde con el cobre y se asocia a una impureza del bano de carbono.

19
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Figura 3.1: Imagen SEM de la muestra de particulas residuales de la industria de reciclado de papel.
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Figura 3.2: Espectro de rayos X de la muestra de particulas residuales de la industria de reciclado de

papel.

Quema de biomasa

En la Figura 3.3 se presenta la imagen SEM de la muestra de particulas liberadas durante la quema
de biomasa y en la Figura 3.5 su respectivo espectro de rayos X. En la imagen SEM se identifica una
clara estructura correspondiente a particulas carbondceas, las cuales se caracterizan por presentarse
como conglomerado de esférulas. Estas ultimas constituyen las particulas primarias del conglomerado,
y se constituyen mayoritariamente de carbono[33]. En la Figura 3.4 se muestra la semejanza con
otra imagen SEM obtenida en bibliografia de particulas carbonaceas generadas por la quema de

biomasal[45].
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Figura 3.3: Imagen SEM de la muestra de particulas liberadas durante la quema de biomasa.

Figura 3.4: Imagen extraida del trabajo de Manfred et al.(2018)[45] “Investigating biomass burning
aerosol morphology using a laser imaging nephelometer.”

En el espectro (Figura 3.5) se pueden observar picos para el carbono y el oxigeno, lo que confirma
que este aerosol pertenece a los compuestos carbondceos. Esto se corresponde con lo observado por
Calvo et al. (2012)[9] y Bondy et al. (2018)[6]. El pico de carbono se atribuye entonces, ademéds de
al bano, a la presencia de este elemento en la muestra. También se aprecia en el espectro el pico de
cobre asociado al bano de carbono.
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Figura 3.5: Espectro de rayos X de la muestra de particulas liberadas durante la quema de biomasa.

Material vegetal

En la Figura 3.6 se presenta la imagen SEM de la muestra de material vegetal, donde se observa
una estructura irregular tanto en tamano como en forma. Estas irregularidades se atribuyen a que
esta muestra fue procesada con un mortero durante su tratamiento. En la Figura 3.7 se ve su
correspondiente espectro de rayos X. En él se ven picos de carbono, oxigeno, sodio, silicio, fésforo,
azufre, potasio, cloro y calcio. Todos estos elementos son macronutrientes y micronutrientes esenciales
para el desarrollo de las plantas[4][48][62]. También se aprecia en el espectro el pico de cobre asociado
al bafio de carbono.
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Figura 3.6: Imagen SEM de la muestra de material vegetal.
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Figura 3.7: Espectro de rayos X de la muestra de material vegetal.
Liquen

En la Figura 3.8 se presenta la imagen SEM de la muestra de liquen, donde se observa una estructura
irregular en tamafio y forma. Al igual que en la muestra de materia vegetal, estas irregularidades se
asocian al procesamiento de la muestra con mortero durante su tratamiento, en contraposicién con las
particulas generadas en la quema de biomasa. En la Figura 3.9 se muestra su correspondiente espectro
de rayos X. En él se ven picos de carbono y oxigeno, como asi tambien sodio, magnesio, aluminio, silicio,
fésforo, azufre, potasio, hierro y calcio. Nuevamente, estos elementos son componentes caracteristicos
de las estructuras bioldgicas.

Figura 3.8: Imagen SEM de la muestra de liquen.
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Figura 3.9: Espectro de rayos X de la muestra de liquen.

Combustion automotriz

En la Figura 3.10 se observa la imagen SEM de la muestra de particulas liberadas durante la
combustién de un motor diésel. Se observa que las estructuras de las particulas es similar a la observada
en las particulas generadas en la quema de biomasa. Esto se debe a que también se trata de particulas
carbondceas.

Figura 3.10: Imagen SEM de la muestra de particulas liberadas durante la combustién de un motor
diésel.

En la Figura 3.11 se muestra la semejanza con otra imagen SEM obtenida en bibliografia de
particulas carbondceas generadas en la combustién del diésel[46].
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Figura 3.11: Imagen extraida del trabajo de Manoj et al.(2012) “Characterization of Diesel Soot from
the Combustion in Engine by X-ray and Spectroscopic techniques.”

En la Figura 3.12 se muestra el espectro de rayos X de la muestra, donde se observa la presencia
de carbono y oxigeno, como asi tambien picos para silicio, azufre, manganeso, niquel, cobre y zinc.
A diferencia de los espectros de algunas de las muestras anteriores, ya no se observan aqui elementos
presentes en las estructuras celulares. Si bien en el espectro de la figura no llegan a diferenciarse
los picos correspondientes, el analisis cuantitativo mostré la presencia, en concentraciones menores
al 1%, de S, Mn, Ni y Zn (ademds de cobre, impureza asociada al bafio de carbono realizado sobre
la muestra). La presencia de estos elementos en concentraciones tan pequefias (especialmente de los
metales pesados) es un claro indicativo del origen antropogénico de esta muestra.

Asi, por ejemplo, diversos compuestos de azufre se agregan a los lubricantes, por lo que la presencia
de azufre en los aerosoles se asocian al tréafico. Esto también es valido para el niquel, dado que altos
niveles de este metal se han visto asociados a alta densidad de trafico (Amato et al., 2009)[2]. Por
su parte, el zinc estd presente en el material de desgaste de los neumadticos, asi como también en las
emisiones del tubo de escape debido a su uso en el aceite del motor. Por ultimo, el cobre también es
un indicador de trafico y suele encontrarse presente, por ejemplo, en el material de desgaste de los
frenos (Viana et al. 2008)[70], aunque debe tenerse en cuenta que su presencia en el espectro puede
asociarse también a una impureza del bano de carbono.
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Figura 3.12: Espectro de rayos X de la muestra de particulas liberadas durante la combustién de motor
diésel.



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION 26

Polen

En la Figura 3.13 se presenta la imagen SEM de la muestra de polen, donde se observa una estructura
esférica con puntas, mientras que en la Figura 3.17 se puede observar el espectro de rayos X. La
Figura 3.14 muestra, a los fines comparativos, la imagen SEM de diferentes tipos de polen, obtenida
del sitio web NASA /Goddard Space Flight Center. Puede notarse la similitud entre ambas imégenes.
Sin embargo, en la imagen SEM obtenida los granos de polen presentan cierto aplastamiento debido a
la condicién de vacio requerido por la técnica. Dado que el grano de polen presenta un alto contenido
de agua, al realizarse vacio la expulsién de la misma conduce a la deformaciéon de los granos. La
Figura 3.15 muestra la imagen del polen obtenida con el microscopio confocal, el cual no requiere
de vacio. Con este microscopio puede obtenerse una imagen del polen sin sufrir ninguna alteracion.
De la comparacién de las imagenes en las Figura 3.14 y Figura 3.15 pueden observarse la semejanza
morfoldgica entre el polen muestreado y el de otras especies.

Figura 3.13: Imagen SEM de la muestra de polen. Figura 3.14: Imagen SEM para granos de polen
de una variedad de plantas comunes: girasol
(Helianthus annuus), gloria de la manana
(Ipomoea purpurea), malva de la pradera
(Sidalcea malviflora), lirio oriental (Lilium
auratum), onagra (Oenothera fruticosa), y haba

de ricino (ricinus communis). Imagen extraida de
NASA /Goddard Space Flight Center.

Figura 3.15: Imagen obtenida con el microscopio Figura 3.16: Imagen de un grano de polen de Rosa
confocal para la muestra de polen. China obtenida con el microscopio confocal.
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En lo que respecta al espectro de rayos X, Erdogan et al.(2017)[23] analiza una muestra de polen
de la misma morfologia que el utilizado en este trabajo, y obtiene un espectro comparable al de la
Figura 3.17, en el cual se observan picos de carbono y oxigeno, como asi tambien magnesio, aluminio,
silicio, fésforo, azufre, potasio y calcio. Entre otros elementos, los observados en el espectro de rayos
X constituyen macronutrientes de las plantas. Asi, por ejemplo, C y O estdn presentes en todas las
estructuras bioldgicas, mientras que K es el elemento mas abundante del citoplasma y Ca forma parte
de las estructuras celulares, confiriéndole asi estabilidad a la célula[4][48][62]. Ender et al.(1982)[22]
tambien observo estos picos en el espectro de rayos X realizado para una muestra de polen.
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Figura 3.17: Espectro de rayos X de la muestra de polen.

3.2. Resultados experimentales

3.2.1. Analisis de la deformacion de las gotas

Las gotas que se utilizaron son de un volumen V = (5,0 £ 0, 1)uL, por lo que si se pensara que son
esferas perfectas, se esperarfa que su didmetro (d) sea d = (6V)%7r_% = (2,12 £ 0,02)mm.
Sin embargo, se midié el didmetro de las gotas utilizadas, a partir de fotos de las mismas mediante
el software ImagelJ, y se encontré un notable achatamiento producido por la fuerza gravitatoria y
la tensién superficial. En promedio, el didmetro medido es de d = (2,31 +0,01)mm. Mediante este
andlisis se concluye que la diferencia entre el didmetro tedrico y el experimental no supera el 10 %.

3.2.2. Mediciones de la temperatura de congelacién

El analisis de los valores de temperatura de congelaciéon obtenidos para cada una de las muestras
se realizé con box plots. A los fines de explicar la constitucién de este diagrama, en la Figura 3.18 se
muestra un boxplot (diagrama de caja y bigote) a modo de ejemplo, donde se indica cada una de sus
partes.
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Figura 3.18: BoxPlot genérico, donde se observan
todas sus partes.
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1) Valores atipicos: Valores que estdn apartados
del grupo principal de datos.

2) Limite superior: Es el extremo superior del
bigote. Los valores por encima de este limite se
consideran atipicos.

3) Tercer cuartil: Por debajo de este valor se
encuentran como méximo el 75 % de los valores.

4) Mediana: Coincide con el segundo cuartil.
Divide a la distribucién en dos partes iguales. De
modo que el 50 % de los valores estdn por debajo
y el otro 50 % por encima de la mediana.

5) Media aritmética: Es el promedio.

6) Primer cuartil: por debajo de este valor se
encuentra como méaximo el 25 % de los valores.

7) Limite inferior: Es el extremo inferior
del bigote. Los valores por debajo de éste se
consideran atipicos.

Cuanto més larga es la caja y sus bigotes, mas
dispersa es la distribucién de los datos.

Los datos de temperatura de congelacién obtenidos para las 25 gotas de cada muestra se presentan

como gréaficos Box-Plot en la Figura 3.19.
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Figura 3.19: BoxPlot: 1) Quema de biomasa; 2) Liquen; 3) Material vegetal; 4) Polen; 5) Combustién
automotriz; 6) Residuo de papel; 7) Agua ultrapura.
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En la Tabla 3.1 se muestran, a modo de resumen, las medidas de tendencia central y dispersién de
los datos obtenidos.

Material Media Desviacién Varianza Valor Valor Mediana
colectado [°C] estdndar [°C| [°C] méximo [°C] | minimo [°C] [°C]
Residuo de | —12,7+ 0,4 2 4 -8,4 -15,9 -12,7
papel
Quema de | —11,4+ 0,4 2 5 -8,6 -17,9 -11,3
biomasa
Material —11,9+ 0,4 2 5 -8,2 -15,6 -12,0
vegetal
Liquen -10,6 £ 0,4 2 4 -7,5 -15,1 -10,9
Combustién | —11,8 & 0,3 2 3 -7,9 -14,6 -11,9
automotriz
Polen —11,1£ 0,5 2 5 -6,0 -15,1 -10,8
Agua —-13,2+ 0,7 3 11 -7,6 -20,0 -13,6
ultrapura

Tabla 3.1: Medidas de tendencia central y dispersién de los datos obtenidos. Las medias se expresan
asociadas a su error.

Del analisis de los Box-Plots se puede apreciar que, tanto en media como en mediana, las muestras
presentan diferencias entre si respecto a la temperatura de congelacién. A los fines de comprobar si
estas diferencias son significativas se llevé a cabo un analisis estadistico.

3.3. Analisis estadistico

3.3.1. Recursos estadisticos

La herramienta mas utilizada para detectar diferencias entre las estimaciones obtenidas con los
distintos métodos es el Andlisis de Varianza de un factor. Una vez detectadas las diferencias entre las
poblaciones testeadas, se utilizan los test de comparaciones miltiples para realizar comparaciones de
a pares a los fines de identificar los métodos con resultados o comportamientos similares. Las técnicas
antes mencionadas pueden aplicarse si se satisface el supuesto de normalidad y homogeneidad de las
varianzas de los procedimientos de estimacion[20].

En el presente trabajo, a los fines de comprobar esta condiciéon, se utilizé el Test de Levene para
probar la homogeneidad de las varianzas. Dado que las varianzas resultaron homogéneas, el Test de
ANOVA se utilizé para detectar diferencias significativas entre los métodos de estimacién y el Test
de Bonferroni para realizar comparaciones entre pares de muestras. Todos estos tests se describen a
continuacion.

Test de Levene

Tal como se menciond anteriormente, se utiliza para comprobar el supuesto de homocedasticidad
de varianzas entre dos o mas muestras, es decir, el supuesto de que las varianzas de las poblaciones
de las que se extraen diferentes muestras son iguales. Las hipotesis que se someten a prueba son la
hipétesis nula (Hp) y la hipétesis alternativa (Hy):

-Hy: las varianzas de cada i-poblacién ( 0;2) son iguales.

Hy:012=02=032=...=0,° (3.1)

- H;: al menos dos varianzas son distintas.
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El procedimiento para evaluar ambas hipdtesis es el siguiente[8]:

Se calcula D;;, definido como la diferencia en valor absoluto entre cada valor observado x;; (la
j-ésima observacion del i-ésimo tratamiento, donde i toma valores desde 1 hasta k, y j desde 1
hasta n;, k es la cantidad de poblaciones independientes, y n la cantidad de muestras de cada
poblacién) y la media de su grupo (Z;) (ecuacién 3.2):

Dij = |zij — 5] (3.2)

Se calcula el promedio de las diferencias de cada grupo (D;), (ecuacién 3.3).

— "Dy
;= iz Dy (i=1,...k) (3.3)

n;

S

Se calcula el promedio total de las diferencias (D;) (ecuacién 3.4).

k n;
_ Zi:l Zj:l Di;
N N

D, (3.4)

donde N = ny +ng + ... +nyg.

Se calcula la suma de cuadrados dentro de cada grupo (SCpentro) (ecuacién 3.5).

g

k
SCDentro — ZZ(D” - E)Q (35)

i=1 j=1

Se calcula la suma de cuadrados entre grupos (SCgptre) (ecuacién 3.16).

k
SCEntre = Z nz(ﬁz - Dt)2 (36)

=1

Se calculan los grados de libertad dentro de los grupos (GL pentro)(ecuacion 3.7) y entre grupos
(GLEntre) (ecuacién 3.8).

k

GLDentro = Z(nz - ]-) =N-—-k (37)
i=1

GLEntre =k—-1 (38)

Se calcula la media cuadratica dentro de los grupos (MCpentro) (ecuacién 3.9) y la media
cuadrética entre los grupos (M Cgpire) (ecuacién 3.10).

SCDentro
MCpentro = =——— 3.9
Dent GLDentro ( )

SCEntre
MClrppye = 22Entre 3.10
bt GLEntre ( )
Se calcula el estadistico F (ecuacién 3.11).

F= MCpnire (3.11)

MCDentro
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= El valor calculado de F se compara con su correspondiente valor tedrico, obtenido de tablas,
el cual depende de los grados de libertad utilizados y del nivel de significancia « con el que se
decide trabajar. Por lo tanto, la Regla de Decisién para aceptar la hipétesis nula o la alternativa
dependerd de la comparacién entre ambos F. La hipétesis nula se rechaza si:

M nire
P CEnt

= MChumre > Fol(k—1)(N—k)] (3.12)

En este trabajo el nivel de significancia con el que se trabajé en este y en los demés test, fue de 5 %.
En el Apéndice C se presenta a modo de ejemplo, el Test de Levene entre los datos de temperatura
de congelacién de las muestras de polen y el agua ultrapura.

ANOVA (Anélisis de varianza)

Es un procedimiento mediante el cual la variacién total de la variable dependiente se subdivide en
componentes significativos, que luego se observan y se tratan en forma sistematica.

Este procedimiento permite comprobar la hipdtesis nula de que las medias de cada poblacién
estudiada son iguales, en contraste con la hipotesis alternativa de que al menos dos de las medias
no son iguales.

En el procedimiento de andlisis de varianza se supone que cualquier variaciéon que exista entre los
promedios de las poblaciones se atribuye a variaciones entre las muestras o a variaciones entre las
poblaciones. Las variaciones entre las muetras deben considerarse como una variacion aleatoria. Este
estudio del andlisis de varianza consiste en determinar si las diferencias entre las medias muestrales
entre las poblaciones estudiadas son lo que se esperaria debido sélo a la variacién aleatoria, o si se
trata de una variacién mas alld de los efectos del azar[73].

Para llevar a cabo este andlisis se supone que las poblaciones son independientes y que estan
distribuidas en forma normal, con medias j; y varianza comun o2. Las hipdtesis que se someten a
prueba son la hipdtesis nula (Hp) y la hipétesis alternativa (Hy):

-Hy: las medias p; son iguales.

Ho:py = plo = 13 = ... = i (3.13)
- H;: al menos dos de las medias no son iguales.
Sea ;5 la j-ésima observacién del i-ésimo tratamiento y i la media sobre las nk observaciones, donde
k es la cantidad de poblaciones independientes, y n la cantidad de muestras de cada poblacién.
Nuestra prueba se basa en una comparacién de dos estimados independientes de la varianza comin

0.2

Se calculan tres medidas importantes de variabilidad, al igual que en el Test de Levene:
-Suma total de cuadrados (STC):

kK n
STC=3 > (v —7) (3.14)
i=1 j=1
-Suma de los cuadrados entre grupos (SCgntre):
k
SOEntre = RZ(E—y)Q (315)
i=1
-Suma de los cuadrados dentro del grupo (SCpentro):

k n
SCDentro = ZZ(%J - E)Z (316)

i=1 j=1
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donde STC = SCgntre + SCpentro, €xpresa como la variaciones entre los tratamientos y dentro de
los tratamientos contribuyen a la suma total de cuadrados.

Luego se calculan los grados de libertad dentro de los grupos (ecuacién 3.17) y entre grupos (ecuacién
3.18).

GLpentro = k(n — 1) (3.17)

GLEntre =k—-1 (318)

Con estos datos, se calcula la media cuadrética dentro de los grupos (M Cpentro) (ecuacion 3.19) y
la media cuadritica entre los grupos (M Cgpire) (ecuacién 3.20).

SCDentro

MCpentro = =——— 3.19
Dent GLDentTo ( )
SOEntTe
MCEgntre = —— 3.20
font GLEnt'r‘e ( )
para finalmente calcular el estadistico F (ecuacién 3.21).
MCEntre
F=—F"—— 3.21
MCDentro ( )

Al igual que en el Test de Levene, el valor calculado de F se compara con su correspondiente
valor tedrico, obtenido de tablas, el cual depende de los grados de libertad utilizados y del nivel de
significancia « con el que se decide trabajar. Por lo tanto, la hipdtesis nula se rechaza cuando:

= MCEntre
MCDentro

Trasladando esto al presente estudio, se desea determinar si entre todas las muestras con las que se
trabaj6 existen diferencias en los valores de temperatura media de congelacién de las gotas.

En el apéndice D se muestra a modo de ejemplo, el analisis de varianza entre el polen y el agua
ultrapura.

> Fol(k=1),k(n—1)] (3.22)

Test de Bonferroni

El test de Bonferroni consiste en construir intervalos de confianza a partir de la comparacion de
los valores de las poblaciones tomadas de a pares. Si esos intervalos originados contienen al valor
0 entonces los valores medios de ambas poblaciones son iguales. Caso contrario, son diferentes. La
expresién para construir el intervalo de confianza (IC) de Bonferroni es la siguiente:

IO(uifuj;’y:(lfa) %) — (yz - y]) +t"Se ni + ni (323)
i J
donde t* = tnitn;—2;2), para la comparacion entre la poblacién ¢ y la poblacion j, entre las k
poblaciones que se desean comparar. y; e y; simbolizan el promedio de los valores de las poblaciones
iy j, respectivamente.
Por otra parte Se se calcula por medio de la ecuacion 3.24

(3.24)

Se = \/(nl - 1)512 + (TLQ — 1)522 + ...+ (nk — 1)Sk2
N —k

En el apéndice E se muestra a modo de ejemplo, el Test de Bonferroni aplicado entre los datos
de temperatura de congelacién del polen y el agua ultrapura y entre el residuo de papel y el agua
ultrapura.
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3.3.2. Resultados obtenidos

Los diferentes test se realizaron con el programa Infostat. El Test de Levene mostré que las muestras
presentan varianzas iguales, por lo que fue posible aplicar el Test ANOVA. Este tultimo mostré con
un nivel de significancia del 5% que hay diferencia entre los datos de temperatura de congelacién de,
al menos, una muestra.

A los fines de detectar qué muestra/s es/son diferente/s a las demds, se aplicé el Test de Bonferroni.
Los resultados de este tltimo test se resumen en la Tabla 3.2. En ella, se simboliza con la misma letra
aquellas muestras que resultan iguales en temperatura de congelacién y con diferente letra aquellas
muestras que presentan diferencias significativas entre si. Asi, por ejemplo, en la Tabla 3.2 se observa
que el agua ultrapura, el residuo de papel, el material vegetal y la combustién automotriz se agrupan
con la letra A. Esto implica que los valores de temperatura de congelacién para estas muestras no son
significativamente diferentes.

Comparacién de muestras

(las distintas letras indican diferencias
significativas con a = 5 %)

’ Muestra \ \ \ ‘

Agua ultrapura
Residuo de papel
Material vegetal
Combustiéon automotriz
Quema de biomasa
Polen
Liquen

| | | >

| | | 3| T

QlaQaa

Tabla 3.2: Comparaciones miltiples entre las muestras.

Se concluye, entonces, que las muestras que presentan temperaturas de congelacion estadisticamente
diferentes a la del agua ultrapura son las de quema de biomasa, polen y liquen.

3.4. Determinacion del nimero de sitios activos por grano de
polen

Del anélisis estadistico practicado sobre las muestras, se concluye que el polen (junto con él las
particulas producidas en la quema de biomasa y el liquen) es un INP eficiente en el modo de nucleacién
heterogénea por inmersiéon. Ademds, de la imagen obtenida con el microscopio confocal (Figura 3.13) se
pudo observar que es una particula de estructura esférica con una distribucién de tamano homogéneo,
caracteristicas tipicas de los granos de polen de la Rosa China (Debut et al., 2013)[17]. Dadas estas
condiciones, se elige esta muestra en particular para llevar a cabo un andlisis para determinar el
nimero de sitios activos por grano de polen, es decir, el nimero de sitios en la superficie del grano de
polen sobre los cuales podria iniciarse la fase hielo.

3.4.1. Fundamento

Siguiendo el trabajo de Tobo[64], el nimero acumulativo de sitios activos de nucleacién de hielo por
unidad de volumen de agua (K) a una dada temperatura (T) se puede expresar como:

3.25
Vgota ( )
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En esta ecuacién Ve, es el volumen de la gota y fr(T) es la fraccién de gotas congeladas a la
temperatura T.

Conociendo la masa de particulas por unidad de volumen de agua se puede calcular la densidad de
sitios activos por unidad de masa (n,,).

d/
Cm

donde C, es la concentracién de masa de las particulas en la suspension inicial (2,94mg/mL) y d’ es
la tasa de dilucién respecto a C,,.

nm (T) = K(T) (3.26)

3.4.2. Mediciones y resultados sobre la muestra de polen

Para llevar adelante la determinaciéon del niimero de sitios activos por grano de polen siguiendo
el procedimiento detallado en Tobo[64], se requirieron entonces de suspensiones con distintas
concentraciones de polen. Se utilizaron 3 concentraciones distintas: la original (Tabla 2.2), una reducida
al 50 % y otra al 20 % en agua ultrapura.

Preparacion de las suspensiones

Las concentraciones utilizadas en esta parte del andlisis, fueron entonces:
-Concentracién original: 2,944

-Dilucién al 50 %: 1,474

-Dilucién al 20 %: 0,594

Resultados

Para cada suspensién preparada, se midié la temperatura de congelacién de 25 gotas y en la Tabla
3.3 se pueden ver los datos estadisticos sobre todas las mediciones realizadas.

Concentracién Media Desviacién Varianza Valor Valor Mediana
[°C] estandar [°C] [°C] méximo [°C] | minimo [°C] [°C]
Original 11,2+ 0,2 1 1 -9,1 -12,8 -11,3
Dilucién —-11,5+ 0,3 1 2 -6,5 -13.8 -11,5
al 50 %
Dilucién —-11,7+ 0,1 1 0 -10,7 -12,9 -11,6
al 20 %

Tabla 3.3: Medidas de tendencia central y dispersién de los datos obtenidos para las diferentes
concentraciones de polen. Las medias se expresan asociadas a su error.

Los valores de n,,, (T') obtenidos (ecuacién 3.26) representan la densidad de sitios activos por unidad
de masa de polen. A los fines de referirlo al nimero de sitios activos por grano de polen es necesario
conocer la masa de un grano de polen. Para ello se recurrié a bibliografia, y se consideré una masa
equivalente a la del grano de polen de maiz, planta para la cual cada grano de polen tiene una masa
de 2,5x1071%Kg (Porter, 1981)[53]. La Figura 3.20 muestra el niimero de sitios activos por grano de
polen a las diferentes temperaturas de congelacion.
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Figura 3.20: Numero de sitios activos por grano de polen en funcién de la temperatura. Valores
obtenidos para gotas con diferentes concentraciones de polen. Rombo fucsia: Concentracién original;
cuadrado verde: dilucién al 50 %; circulo rojo: dilucién al 20 %.

La dispersion en los valores de sitios activos a una misma temperatura pueden explicarse teniendo
en cuenta errores experimentales asociados a variaciones en el niimero de granos de polen depositados

en cada gota.

A fines de comparar estos resultados con bibliografia[25] se realizé un gréfico (Figura 3.21) en el
que, ademas de los valores encontrados en este trabajo, se incluyen los valores encontrados por Hader
et al. (2014)[25], von Blohn et al. (2005)[71], Pummer et al. (2012)[55] y Diehl et al. (2002)[18] para

los granos de polen de diferentes especies.

1000 5 e dil al 20% (este trabajo)
i dil. al 50% (este trabajo)
5 100 5 +— Concentracién original {este trabajo)
° ®oes, - s+ Variedad de 4lamo (von Blohn et al.,, 2005)
s' 10; b} L. i v Variedad de césped (von Blohn et al., 2005)
o ] oo . o ‘ Y R s Abedul (Pummer et al., 2012)
g 1 1 S . * < Variedad de graminea (von Blohn et al., 2005)
© E . . »  Aliso (von Blohn et al., 2005)
o i L TP tree g 2 . = Abedul (Diehl et al., 2012)
s 0.1 :x);:‘,- REPE ] tve,, " +  Variedad de pino (Hader et al., 2014)
“
w 1 s Y M . e, "" of"» - e Variedad de pino (Hader et al., 2014*)
[+] 1 s Ty TN
:E 0.01 E P LR
@ ] =
v 0001 ¢
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¥ 0.0001 ¢
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1e—05 - — — — - ‘ ‘
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Figura 3.21: Sitios activos por grano de polen en funcién de la temperatura. Se observan los valores
obtenidos en este trabajo, ya observados en la Figura 3.20 junto con los valores encontrados por Hader
et al. (2014)[25], von Blohn et al. (2005)[71], Pummer et al. (2012)[55] y Diehl et al. (2002)[18] para

los granos de polen de diferentes especies.
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3.5. Discusién general

Los resultados obtenidos en la primera parte de este trabajo, al evaluar el papel de diferentes
particulas y aerosoles como INP en el modo de nucleacién por inmersion, muestran que el liquen, el
polen y las particulas generadas en la quema de biomasa actian como nucleantes. Estos resultados
concuerdan con los informados en trabajos previos (e.g. Murray et al., 2012; O’Sullivan et al.,
2018)[51][52] que reportan que estas particulas pueden promover la formacién de particulas de hielo
apenas por debajo de 0 °C hasta aproximadamente -20 °C (dependiendo del tamaiio de la gota en la
que tales particulas estdn inmersas).

De las particulas evaluadas, aquellas que no actiian como nucleantes de hielo son las particulas
residuales de una industria de reciclado de papel, el material vegetal y las particulas generadas durante
la combustién de un motor diésel. El hecho de que estas tltimas particulas no actiien como nucleantes
coincide con los resultados presentados por Schill et al.(2016)[58], quienes mostraron que las emisiones
de los motores diésel no contribuyen de manera apreciable a las concentraciones atmosféricas de INPs.
De la misma forma, sustenta también las conclusiones de Chen et al.(2018)[10] quienes encuentran
que, pese a la alta contaminacién atmosférica en la zona urbana de Beijing, las concentraciones de
INPs en el rango de temperaturas entre -6 °C y -25 °C no presenta diferencias significativas con la
correspondiente concentracién en dreas no urbanas.

Por todo esto, los resultados de este trabajo muestran que las actividades antropogénicas que
producen las particulas analizadas (liberadas en la industria de reciclado del papel y en la combustién
de diésel) no afectarian los procesos de formacién de nubes por intermedio de su rol como INPs en
el modo de inmersién. Por el contrario, todas las particulas que actiian como INP en este modo de
nucleacién son de origen natural. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que, si bien la acciéon humana
podria no afectar directamente a la formacién de hielo en el modo de inmersiéon dado que las particulas
antropogénicas no actian como INP, la accién humana podria afectar la formacién de hielo en el modo
de inmersién al alterar la concentracién de particulas que actiian como INPs (por ejemplo, afectando
las emisiones de polen a la atmdésfera durante el avance de dreas urbanas sobre dreas vegetales).

En lo que respecta a los resultados obtenidos al determinar y analizar el niimero de sitios activos
por grano de polen de la especie vegetal estudiada, en la Figura 3.21 puede observarse que los valores
encontrados en el presente trabajo se corresponden con aquellos reportados en bibliografia. Puede
observarse que para todas las especies de polen la tendencia es que el niimero de sitios activos se
incrementa con la disminucion de la temperatura. Es decir, estando un grano de polen inmerso en una
gota de agua liquida, la probabilidad de que este grano actie como nucleante se incrementa a medida
que la gota asciende en altura (es decir, a medida que su temperatura desciende).

En lo que respecta particularmente al polen analizado en el presente trabajo, se encuentra que a
temperaturas mayores a -10 °C sélo 1 de cada 10000 granos de polen actian como INP en el modo de
nucleacién por inmersién. Sin embargo, al disminuir la temperatura 2 °C y alcanzarse los -12 °C la
cantidad de granos de polen que actia como INP es 1 cada 1000. Esto demuestra el potencial del polen
analizado para, una vez inmerso en una gota de agua, iniciar la formacién de hielo en la atmdsfera a
temperaturas mas altas a las que ocurriria en caso de estar ausente.
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Conclusiones y observaciones

= Los resultados del presente trabajo confirman la importancia de los aerosoles de origen natural
en los procesos de formacién de nubes.

= El hecho de que los aerosoles estudiados emitidos por actividades antropogénicas no mostraron
actuar como nucleantes de hielo en el modo de inmersién implica que tales actividades no afectan
directamente a la formacion de nubes en dicho modo. Sin embargo, las actividades humanas
pueden alterar la concentracién de aerosoles naturales que actiian como nucleantes, por ejemplo,
durante la deforestacién y el avance de areas urbanas en detrimento de las areas naturales.

= Los resultados obtenidos contribuyen al avance en el conocimiento de la interaccién entre los
aerosoles y las particulas de nube, especificamente en lo que respecta a la iniciaciéon de hielo en
la atmésfera mediante el modo de nucleacién por inmersién. Seran ttiles, a corto plazo, para
comprender el efecto de los aerosoles sobre la formacion de las nubes. Esta mejor comprension
permitira, a largo plazo, regular las emisiones antropogénicas con el objeto de minimizar el
impacto de las actividades humanas sobre el clima.

= El desarrollo del presente trabajo implicé el estudio de conceptos estadisticos y el manejo de
herramientas estadisticas diversas, asi como también la lectura de tipo técnica para comprender
el funcionamiento de los microscopios SEM y confocal.

= Las conclusiones de este trabajo contribuyeron a generar nuevos interrogantes sobre los cuales
trabajar a futuro. Entre otras, pueden destacarse los siguientes:

e A escala regional, jel reemplazo de areas vegetales por dreas urbanas ha mostrado efectos
sobre la cobertura nubosa o el ciclo hidrolégico?

e ;Qué otras especies de polen actiian como INP?

e Las particulas estudiadas, jinician la formacion de hielo en alguno de los otros modos de
nucleacién heterogénea?

e El tamano de las gotas sobre las que estan inmersas las particulas, ;jcéomo afecta la
temperatura de congelacién de las mismas?

37



Apéndice A

Fundamento del microscopio
electronico de barrido

El microscopio electrénico de barrido consta de un canén electrénico en una columna de alto vacio
en la cual se genera un haz de electrones de alta energia. Este haz es colimado por una serie de lentes
electronicas y focalizado sobre la muestra a analizar. Los detectores registran las senales originadas
por la interaccién entre el haz de electrones y la muestra, que son procesadas y visualizadas en el
sistema final de observacién (monitor o pantalla de computadora).

El canén electrénico es el primer componente de la columna del microscopio y es el que produce
el haz de electrones. Consta de un filamento emisor de electrones que son luego acelerados por un
anodo polarizado positivamente a una tensién variable. Este haz es luego colimado por una serie de
lentes electrénicas y pequenas aperturas hasta que es focalizado sobre la superficie de la muestra.
Un sistema de bobinas desvia este haz de tal manera que una zona de la superficie de la muestra es
continuamente explorada (scanning) y las sefales resultantes son registradas por los detectores. La
parte final de la columna es la cdmara con cierre de vacio que contiene la platina donde se coloca la
muestra. En esta cimara se colocan los detectores para registrar las distintas senales emitidas por la
muestra.

Las interacciones de un sélido con un haz de electrones se pueden dividir en dos categorias:
interacciones eldsticas que afectan a las trayectorias de los electrones del haz sin que se alteren
significativamente sus energias e interacciones ineldsticas, que resultan de la transferencia de energia
por parte de los electrones al sélido. El solido excitado emite entonces electrones secundarios, electrones
Auger, rayos X y a veces fotones de longitud de onda larga.

Interacciones elasticas

La colisién de un electréon con un atomo provoca un cambio en la direccién del electron pero deja
virtualmente intacta la velocidad del mismo, por lo tanto la energia cinética del electrén permanece
practicamente constante. El dangulo de desviacién de una colisién es aleatorio y puede variar desde
0° hasta 180°. Si bien algunos electrones pierden energia, la mayoria experimenta numerosas colisiones
y como resultado, acaban saliendo de la superficie como electrones retrodispersados. Es importante
senalar que el haz de electrones retrodispersados tiene un didmetro mucho mayor que el haz incidente.
El didmetro del haz retrodispersado es uno de los factores que limitan la resolucién de los microscopios
de electrones.

Interacciones inelasticas

Se observa que cuando la superficie de un sélido se bombardea con un haz de electrones del orden
de varios keV, se emiten de la superficie electrones con energias de menos de 50 eV junto con los
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electrones retrodispersados. El nimero de estos electrones secundarios es generalmente menor que el
nimero de los electrones retrodispersados. Los electrones secundarios, que tienen energias entre 3
vy 5 eV, se producen como resultado de interacciones entre los electrones de elevada energia del haz
(primarios) y los electrones de la banda de conduccién del sélido. Esto da lugar a la expulsién de estos
electrones con energias de unos pocos electronvolts. Los electrones secundarios tan sélo se pueden
producir a una profundidad de 5 a 500A y forman un haz que tiene un didmetro algo superior al haz
incidente. Puede evitarse que los electrones secundarios lleguen al detector desviando ligeramente la
posicién del mismo. Los electrones secundarios son los que se utilizan comtinmente para la formacién
de la imagen en el SEM.

Espectro caracteristico de rayos X

El choque de un electrén incidente (procedente del cdtodo) con un electrén de las capas internas de
un dtomo (del elemento al que corresponde el &nodo), produce la expulsién de dicho electrén quedando
el dtomo en estado excitado.

Este atomo en estado excitado tiende a volver inmediatamente a su estado fundamental, para lo
cual se producen saltos de electrones de niveles més externos para cubrir el hueco producido. En este
proceso hay una liberacion de energia, igual a la diferencia de energia entre los dos niveles en los que
se produce el salto electrénico, en forma de radiacién electromagnética correspondiente a la region de
los rayos X.

A esta excitacién producida por el bombardeo de particulas se la denomina excitacién primaria, y
a la radiacion asi obtenida se la llama radiacién X primaria. Al ser las energias de los distintos niveles
electrénicos caracteristicas para cada tipo de atomos, la radiacion X emitida serd caracteristica para
cada elemento, y, en principio, no dependeréd de la sustancia quimica en la que se encuentre ya que,
en general, estas radiaciones estan originadas por transiciones entre los niveles electrénicos internos,
cuyas energias no se ven afectadas por el tipo de enlace existente.

La obtencién de rayos X caracteristicos, como resultado de la interaccién de los electrones con la
materia, permite una de las aplicaciones més importantes en los microscopios electronicos: analizar la
composicién de la muestra in situ, es decir a la vez que observamos su imagen real[30].



Apéndice B

Partes y funcionamiento del
microscopio confocal

El microscopio confocal permite observaciones a una mayor resolucién, contraste y nitidez que
la que se puede lograr con la microscopia Optica convencional. Ademads, permite caracterizar todo
tipo de superficies inclusive aquellas muy blandas, como los materiales biolégicos. El principio de
la microscopia confocal se basa en el uso de un laser de una determinada longitud de onda. Este
laser aplicado en la muestra provoca que moléculas excitadas emitan fluorescencia (autofluorescencia
o fluorescencia asociada a fluorocromos artificiales) a una longitud de onda mayor a la aplicada,
eliminando ademas la luz reflejada o fluorescente procedente de los planos fuera de foco. El microscopio
confocal utilizado (OLYMPUS LEXT OLS4000) estd totalmente automatizado usando un laser de 405
nm.

En la Figura B.1 se puede ver un esquema del principio de funcionamiento del microscopio confocal.
Parte de la luz procedente de la fuente de iluminacién atraviesa un primer diafragma, es reflejada
mediante un espejo dicroico y se enfoca en un punto de la muestra mediante la lente de un objetivo.
La sefial emitida por el punto iluminado (fluorescencia o luz reflejada) vuelve por el mismo camino
optico, pasa a través del espejo dicroico y es enfocada en un detector. Un segundo diafragma o pinhole
es colocado delante del detector para eliminar las senales procedentes de la zona fuera de foco.

El principio de funcionamiento del Microscopio Confocal se basa en estos dos diafragmas: el ubicado
entre la fuente de luz y el objetivo y el ubicado entre el objetivo y el detector. Ambos diafragmas
deben de estar perfectamente alineados de forma que el segundo de ellos tinicamente deje llegar al
detector la luz procedente del plano focal.

La utilizacién de un laser como fuente de luz permite focalizar la iluminacién en una regién muy
pequena de la muestra y con una gran intensidad. Dado que sélo se ilumina una pequena zona de
la muestra (punto), para poder visualizarla se necesita un sistema de barrido que permita muestrear
todos los puntos y un sistema de formacién de la imagen donde se recoja la informacién de cada uno
de estos puntos.
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Figura B.1: Esquema del principio de la microscopia confocal.

El sistema de barrido puede ser de dos tipos: que el haz del ldser se desplace por la muestra (beam

scanning) o que sea ésta la que se desplace, mientras el haz permanece inmévil (stage scanning). El
primer tipo es el més usado, tiene la ventaja de una mayor velocidad de barrido y por lo tanto, mayor
velocidad de formacién de la imagen. Ademds la muestra no necesita ser movida durante el muestreo
por lo que no necesita ser fijada. La técnica de desplazamiento de la muestra presenta como principal
ventaja el permitir la observaciéon de una zona tan grande como se desee sin tener que limitarse al
campo visual del objetivo, ademas debido a que el haz permanece estacionario se tiene una iluminacién
axial constante.
La luz reflejada o fluorescencia emitida por la muestra es recogida en un fotomultiplicador donde se
transforma en una senal de video que se digitaliza y almacena en una PC. La mayoria de los sistemas
cuentan con varios fotomultiplicadores y un sistema éptico que permite recoger en cada uno de ellos
diferentes longitudes de onda[49].

Este tipo de microscopio confocal en el que el haz del ldser barre la muestra es denominado
Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM). Debido a que el ldser necesita un tiempo para barrer
la imagen, ésta no pueda ser visualizada de manera instantanea en el monitor. El método de trabajo
del microscopio confocal es por epiluminacion, es decir con muestras que al incidir la luz sobre ellas
reflejan toda o parte de la luz incidente (microscopia de reflexién), o emiten luz en una longitud de
onda superior (microscopia de fluorescencia). El primer caso se suele utilizar con muestras opacas,
principalmente en estudios de materiales, mientras que la fluorescencia se utiliza principalmente con
muestras biol6gicas[49].



Apéndice C

Test de Levene

Calculos para la muestra de polen y el agua ultrapura

Siguiendo con los pasos descriptos en la subsecciéon Test de Levene de la seccién 3.3.1 se obtiene
el valor D;; para cada valor con respecto al valor promedio Tpoiern = —11,113 y Togua = —13,670.
Estos valores se muestran en las tablas C.1 y C.2 para las muestras de polen y agua ultrapura,

respectivamente.
3,997 | 1,309 | 3,493 | 3,073 | 0,959
0,322 | 2,737 | 0,076 | 0,539 | 1,897
1,141 | 1,393 | 0,287 | 0,371 | 0,813
0,568 | 0,498 | 1,387 | 5,156 | 2,944
1,797 | 0,731 | 3,845 | 0,252

Tabla C.1: Valores de D;; para los valores del polen

0,091 | 3,034 | 0,007 | 2,740 | 2,250
3,638 | 1,464 | 1,661 | 5,095 | 6,370
0,974 | 2,338 | 3,063 | 2,161 | 3,364
0,344 | 0,056 | 4,867 | 1,460 | 1,159
1,961 | 4,266 | 0,858

Tabla C.2: Valores de D;; para los valores del agua ultrapura

» Con estos valores de la tabla C.1 se calcula la media de las diferencias de cada grupo

Dpoten = 1,649

= y con los valores de la tabla C.2 ﬁagua = 2,336

= y con esto se calcula la suma de cuadrados dentro de cada grupo:

SCpentro(polen) = 46,946
SCDentro(agua) = 65,414

s para finalmente calcular SCpepniro = 275,070.

» Conociendo la media total de las diferencias Dy = 1,660 (ecuacién 3.4) se puede calcular

mediante la ecuacion 3.16:
SCEntre(polen) = 0,002
SCgntre(agua) = 10,511
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= v finalmemte SCgpire = 15,520

= Para calcular los grados de libertad dentro y entre grupos se usan las ecuaciones 3.7 y 3.8 y se
tiene que:
GLDentro =163
GLEntre =6

= Con todo esto los valores de la media cuadratica dentro de los grupos y entre grupos es:
MCDentro = 1a 633
MCEntre =2, 587

= Mediante la ecuacién 3.11 se tiene que el estadistico:
F =1,53282774479443

= vy el valor tedrico es:
Fl6,163;0,05) = 2,099

Como Fiuicutado < Fiabia entonces se acepta la hipétesis nula y como no hay diferencias entre las
varianzas de las poblaciones, se puede aplicar el test ANOVA.



Apéndice D

Test ANOVA

Siguiendo con los pasos descriptos en la subseccién Test ANOVA de la seccién 3.3.1 se obtiene el
valor (y;; — 7)? para cada valor con respecto al valor promedio Ypoten = —11, 113 ¥ Yyga = —13,670.
Estos valores se muestran en las tablas D.1 y D.2 para las muestras de polen y agua ultrapura,
respectivamente.

15,980 | 1,715 | 12,204 | 9,446 | 0,919
7494 | 0,290 | 3,600 | 1,303 | 1,042
0,082 | 0,137 | 0,662 | 0,322 | 0,248
1,924 | 26,587 | 8,666 | 3,228 | 0,535
14,785 | 0,063 | 0,006 | 0,104

Tabla D.1: Valores de y;; — 7; para los valores del polen

0,008 | 9,207 | 0,000 | 7,507 | 5,059
13,235 | 2,144 | 2,757 | 25,956 | 40,581
0,048 | 8,064 | 9,382 | 4,670 | 11,315
0,119 | 0,003 | 23,688 | 2,130 | 1,343
3,844 | 18,196 | 0,737

Tabla D.2: Valores de y;; — ¥; para los valores del agua ultrapura

La varianza entre los valores del polen es 4,880 y para los valores del agua ultrapura 8,677.

La suma de los cuadrados entre grupos es SCgnire = 146, 288 mientra que la suma de los cuadrados
dentro es SCpentro = 756, 274.

Los grados de libertad entre los grupos es 6, mientras que dentro de los grupos es 163, lo que nos
da como resultado:
MCEgpire = 24,381
MCDentro = 4,640

Lo que da como resultado el estadistico F' = 5,255
y el valor tedrico es Fig 163;0,05) = 2,099.

Como Figjeutado > Fiabia entonces se acepta la hipdtesis alternativa, es decir, hay diferencias
estadisticas entre las poblaciones.
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Apéndice E
Test de Bonferroni

Siguiendo con los pasos descriptos en la subseccién Test de Bonferroni de la seccién 3.3.1, se
confecciona el intervalo de confianza de Bonferroni (IC), entre los datos de temperatura de congelacién
del polen y el agua ultrapura y entre el residuo de papel y el agua ultrapura.

Test de Bonferroni entre datos del polen y agua ultrapura

Los valores promedio de cada muestra son:
=-—11,113
yagua = 7133 670
Mientras que su varianza es, respectivamente:
S2Polen = 4,880
S? pgua = 8,677
El valor que se obtiene para Se conociendo todos los valores de todos los grupos de muestras es 2, 158.

ypolen

Sabiendo que npojen = 24, Nagua = 23, N =170, k = 7, t+ = 3,17, ademas de los valores promedios
para el polen y el agua ultrapura, se llega a que el intervalo de confianza entre estos dos grupos es:
IC = (—4,553; —0,561)

Como dicho intervalo no contiene al valor 0 se concluye que los valores medios de ambas poblaciones
son diferentes.

Test de Bonferroni entre datos del residuo de papel y agua ultrapura

Los valores promedio de cada muestra son:
yPapel = —12,666
Yagua = — 13,670
Mientras que su varianza es, respectivamente:
S2Papel = 37 618
S sgua = 8,677
El valor que se obtiene para Se conociendo todos los valores de todos los grupos de muestras es 2, 158.

Sabiendo que npgper = 24, Nagua = 23, N = 170, k = 7, tx = 3,17, ademds de los valores promedios
para el residuo de papel y el agua ultrapura, se llega a que el intervalo de confianza entre estos dos
grupos es:

IC = (—2,9990;0,993)

Como dicho intervalo contiene al valor 0 se concluye que los valores medios de ambas poblaciones

son iguales.
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