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Estudio de la heterogeneidad de dcidos hiimicos en el enlace de cationes

Las sustancias htimicas son componentes fundamentales del suelo y aguas
naturales, siendo mezclas complejas y heterogéneas de materiales polidispersos
formados por reacciones quimicas y bioquimicas durante la descomposiciéon y
transformacién de restos de plantas y microorganismos. En este trabajo de Tesis se
estudia el fenémeno de enlace de cationes (protones y metales) a dichas sustancias, en
particular acidos hamicos, dado que el mismo es fundamental en cuanto a la
biodisponibilidad y transporte de xenobidticos en ambientes naturales. En las
reacciones de enlace a otras especies como cationes se manifiesta claramente la
heterogeneidad de las sustancias htimicas, por lo tanto el estudio de la naturaleza de
estos enlaces es un paso fundamental para comprender la heterogeneidad de dichas
sustancias. Para ello, se comenzé utilizando un método numérico de regularizacion
para obtener distribuciones de constantes de enlace condicionales para el enlace de
protones y metales pesados. Luego, se desarroll6 un modelo para describir el enlace
inespecifico, denominado Modelo de Red Polielectrolitica Eléastica (EPN), que describe
las sustancias himicas como geles polielectroliticos, en el marco de la teoria de redes
poliméricas de Flory. Este modelo fue combinado con el modelo NICA para describir
las uniones especificas, ajustando con el resultante modelo NICA-EPN datos de
titulaciones &cido-base y con Pb(Il). De esta manera se obtuvieron las distribuciones
“verdaderas” que describen el enlace de estos cationes a los acidos himicos estudiados,
y que luego fueron comparadas con las distribuciones condicionales obtenidas a partir
de medidas de fluorescencia. Asi, se observa que por fluorescencia solamente se detecta
un tipo de sitio de enlace para el metal, mientras que la distribucién “verdadera” es
bimodal. Se complementaron estos estudios con el analisis por métodos quimiométricos
de matrices de emisién-excitacion fluorescente de los 4cidos htimicos en ausencia y
presencia de Pb(Il). Se obtuvieron asi los espectros de emisién y excitacion de los 3

componentes que contribuyen al comportamiento fluorescente, coincidiendo con lo

VII



reportado en literatura. Por otro lado, se obtuvo la concentracion relativa de cada
componente en muestras con distinta cantidad de Pb(II) agregado, mostrando que la
desactivacion fluorescente es mas marcada cuanto mayor es el grado de aromaticidad
de la sustancia. La complementacién con estudios de espectroscopia IR-ATR mostré un

aumento en la dimerizacién de grupos ~-COOH en presencia del metal.

En base a estos resultados se plantea la formacién de un enlace AH-Pb en el cual
el metal esta puenteando dos moléculas de dcido himico, lo cual favorece la agregaciéon

intermolecular.

Palabras Clave: Sustancias hiimicas, modelos electrostaticos, enlace metalico,
desactivacion fluorescente, métodos quimiométricos, procedimiento de regularizacion

restringido.
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Study of the heterogeneity of humic acids through cation binding

Humic substances are major components of soils and groundwaters, being
complex and heterogeneous mixtures of polydisperse materials formed by chemical and
biochemical reactions during decomposition and transformation of plants and
microorganism remains. In this Thesis, the binding of cations (protons and metals) to
such substances is studied, particularly to humic acids, since it is fundamental
regarding bioavailability and transport of xenobiotics in natural environments. It is in
these binding reactions to other species as cations that the heterogeneity of humic
substances is clearly manifested, therefore the study of the nature of these bonds is a
crucial step to understand the heterogeneity of these substances. To do so, in a first step
a numerical constrained method was used to obtain conditional binding constant
distributions for binding of protons and heavy metals. Then, a model to describe the
unspecific binding was developed, named Elastic Polyelectrolyte Network model
(EPN), which describes humic substances as polyeletrolitical gels in the framework of
the Flory polymer network theory. This model was combined with the NICA model to
describe the specific binding, adjusting acid-base and Pb(Il) tritation data to the
resulting NICA-EPN model. By doing so, “true” distributions were obtained, which
describe the binding of these cations with the studied humic acids, and then they were
compared to the conditional distributions obtained from fluorescence measurements. It
was observed that by fluorescence techniques only one type of binding site is detected,
while the “true” distribution is bimodal. These studies were complemented with the
analysis by chemometric tools of emission-excitation fluorecence maps of the humic
acids in the presence and absence of Pb(II). Emission and excitation spectra of 3 distinct
components that contribute to fluorescence behavior were obtained, in good agreement
to the results reported in literature. On the other hand, the relative concentration of
those components in samples with different amounts of Pb(II) was also obtained,

showing that the fluorescence quenching is more marked as the aromaticity degree of
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the component increases. The complementation with IR-ATR spectroscopic studies

showed an increase in the dimerization of -COOH groups in the presence of the metal.

Based on these results, the formation of a AH-Pb bond where the metal is acting
as a bridge between two humic acid molecules, which promotes intermolecular
aggregation, is proposed. Thus, the binding of Pb(Il) to humic acids has two
contributions: one due to single humic-Pb binding and another one due to humic-Pb-

humic binding.

Key Words: Humic substances, electrostatic models, metal binding, fluorescence

quenching, chemiometric methods, constrained regularization method.
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Capitulo I

Introduccién

I.1. Sustancias Hamicas

El suelo estd compuesto por materia inorganica (minerales), biomasa y residuos
orgéanicos inalterados, y materia organica. Esta Gltima, a su vez, se divide en dos
grandes grupos: sustancias no hiimicas y sustancias himicas (SH). Las sustancias no
hiimicas corresponden a compuestos organicos de estructura definida (por ejemplo
proteinas, polisacaridos, dcidos nucleicos, y pequefias moléculas tales como aztcares
y aminoécidos), siendo la mayoria de ellos facilmente degradables y pueden ser
utilizados como sustrato por microorganismos del suelo, de tal forma que su
existencia es transitoria. Las sustancias hiimicas, por el contrario, comprenden una
mezcla heterogénea de macromoléculas que son relativamente resistentes a la

degradacion y al ataque quimico.

Las SH se caracterizan por su color (desde el amarillo al negro), su variado
peso molecular, la presencia de grupos funcionales oxigenados (carboxilicos, OH
fendlicos y endlicos, OH alcohélicos, y C=O de quinonas) y por ser altamente
refractarias. Son ubicuas en el medio natural, encontrdndose tanto en
medioambientes terrestres como acuéticos, tal es asi que representan el 60-70% de la
materia organica del suelo y el 30-50% de la materia organica del agua superficial.l
Son componentes muy importantes del suelo, afectando sus propiedades fisicas y
quimicas y aumentando la fertilidad del mismo. En sistemas acuosos, como rios,
alrededor del 50% de los materiales organicos disueltos son SH que afectan el pH y
alcalinidad. En sistemas terrestres y acuaticos las SH afectan la quimica, los ciclos y
la biodisponibilidad de elementos quimicos, como también el transporte y
degradacion de xenobiéticos y compuestos organicos naturales, comportandose

como un mecanismo de autodepuraciéon. Ademads, su alto contenido de grupos
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Introduccion

acidos (carboxilicos y fenélicos, principalmente) le otorgan propiedades reguladoras

del pH.

Las SH son mezclas complejas y heterogéneas de materiales polidispersos
formados por reacciones quimicas y bioquimicas durante la descomposicién y
transformaciéon de restos de plantas y microorganismos (un proceso llamado
humificacion). La lignina vegetal y sus productos de transformacién, como también
polisacaridos, melanina, cutina, proteinas, lipidos, acidos nucleicos, particulas finas
de carbdn, etc., son componentes importantes que participan en este proceso. En la
actualidad, los mecanismos propuestos para el proceso de humificacién son varios.
Dado que la degradacién de los precursores organicos lleva un prolongado lapso de
tiempo y en el proceso los productos se exponen al agua, oxigeno y radiacion solar,
las sustancias htimicas se consideran moléculas “viejas”, que se encuentran al final
de las rutas de biodegradacion y de oxidacién, y no sufren sucesivas rupturas salvo
que sean expuestas a agentes quimicos especificos nuevos. Por otro lado, la
composiciéon elemental de las SH suele estar en el siguiente rango: C, 45-55%; H, 3-

6%; N, 1-5%; O, 30-45%; S, 0-1%.

Se dividen en tres categorias, definidas operacionalmente debido a Ila
heterogeneidad de las mismas, en funciéon de su solubilidad en medios acuosos en
funcién del pH (ver Figura L1): acidos humicos (AH), acidos falvicos (AF), y

humina.

La Sociedad Internacional de Sustancias Hamicas (IHSS) sugiere protocolos de
extraccion para las SH, de manera se estandarizar los procedimientos (ver Capitulo

IT) y poder realizar comparaciones entre muestras de suelos de distintos origenes.



Capitulo I

Aeido Himmico ie g >
insolbie soluble
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Figura 1.1: Definicion operacional de las sustancias hiimicas

1.1.1 Estructura y propiedades de las sustancias hiimicas

Debido a los complejos y atn no completamente dilucidados pasos de la
humificacién, las sustancias htimicas no poseen una tnica estructura sino que se
componen de una mezcla de compuestos que cumplen con la definicién operacional
de las mismas. Sin embargo, es esperable que sustancias himicas de un mismo tipo
de suelo y entorno posean composiciones similares. Una propuesta muy conocida
para la estructura general de 4cidos htimicos, en particular, fue la publicada por

Schulten y Schnitzer en el afio 1993.2
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Figura 1.2: estructura propuesta por Schulten y Schnitzer para un dcido hiimico.2



Introduccion

Sin embargo, la vision actual acerca de la estructura de las sustancias htimicas
en general y de los 4cidos humicos en particular es que se trata de agregados de
moléculas mas pequefias de alrededor de 2-4 nm, unidas por fuerzas hidrofébicas
y/o puentes de hidrégeno, como se discute mas abajo. De todas maneras la
estructura de Schulten y Schnitzer es importante porque alli pueden apreciarse los
principales grupos funcionales y las partes aromaticas y alifaticas del mismo, que
determinan el comportamiento de estas sustancias y sobre todo su interacciéon con

cationes, que es el tema principal de esta Tesis.

Con respecto al tamafio de particula o a la superestructura de las sustancias
htmicas, se han propuesto varias teorias. Los primeros conceptos postularon que las
sustancias htiimicas eran estructuras comprimidas al azar de macromoléculas con
formas estiradas cuando se encuentran en medio basico o de baja fuerza iénica, pero
que se enrollan en medio acido o de alta fuerza i6nica. Esta teoria se denomind
“teoria del polimero”, y en un principio fue aceptada en base a resultados
compatibles de ultracentrifugacion.? Sin embargo, la informaciéon més reciente
obtenida utilizando técnicas espectroscopicas, microscopicas, pirdlisis y de
ionizacién suave no es consistente con este modelo del polimero. Por otro lado, un
analisis de los procesos activos en la formacion y preservaciéon de las sustancias
htimicas también siembran dudas sobre este modelo. Es entonces cuando surgi¢ un
nuevo concepto de las sustancias htimicas, que es el de la asociacién supramolecular,
en el cual varias moléculas relativamente pequefias y quimicamente diversas forman
un agregado (cluster) unida por uniones de hidrégeno e interacciones hidrofébicas.*>
Por ejemplo, se ha utilizado cromatografia de permeacién en gel y cromatografia de
exclusion por tamano de alta presion (HPSEC) para obtener evidencia de que el
tamafio aparente de fragmentos himicos cambia drasticamente con la adiciéon de
acidos orgéanicos simples, en comparacién con la adiciéon de HCI como referencia.
Evidentemente, estos cambios de tamafio se deben a la desagregacion de los
“clusters” en moléculas mas pequefas. Los efectos del agregado de acidos
carboxilicos y acidos minerales a fracciones de htimicos con distinto grado de

hidrofobicidad indican que la desagregaciéon es mayor cuando se combinan
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materiales hdmicos maés hidrofébicos con moléculas orgénicas que contienen
segmentos tanto hidrofébicos como hidrofilicos. Este resultado sugiere que el
material himico se mantiene unido por interacciones hidrofébicas, que se rompen
facilmente cuando moléculas organicas simples penetran en grandes entidades
hidrofébicamente unidas y las separan en entidades mds pequefias, unidas por
enlaces de hidrégeno de alta enegia. La baja hidrofobicidad y la alta carga negativa
de los &cidos falvicos, con respecto a los htimicos, no apoyarian la presencia
asociaciones de gran tamafio unidas por interacciones hidrofébicas o por enlaces de
hidrégeno, y esto se refleja en un cambio minimo en el tamafio molecular promedio

de 4cidos falvicos en una variedad de condiciones experimentales.

Otros estudios que apoyan esta teoria de “clusters” revelaron, mediante la
técnica DOSY (espectroscopia de difusion ordenada en dos dimensiones), que una
solucion concentrada de AH de turba (“peat humic acid”) (100 mg/L) contenia
agregados con masas moleculares promedio superiores a 66000 Da, mientras que un
solucién menos concentrada (5 mg/L) contenia agregados con masas moleculares
promedio entre 2500 y 6100 Da. La adicién de acido acético a esta tltima causaba
una desagregacion, identificando fragmentos moleculares quimicamente distintos
con diferentes grados de movilidad. Las masas moleculares promedio de estos
fragmentos iban de 200 a 2500 Da. Como el acido acético es un conocido
desnaturalizador de proteinas, se sugiri6 que este acido podria provocar una
dispersion andloga en los fragmentos hamicos, al producir cambios
conformacionales en éstos.” Por otro lado, utilizando técnicas de espectrometria de
masa con métodos de ionizacién-desorcion suaves (electrospray (ESI)) se han
reportado cationes humicos con distribuciones de masa moleculares con un
promedio pesado por ndmero o masa alrededor de 1000 o 2000 Da,
respectivamente.-11 Estos promedios de masas son bastante mas bajos que los que se

han obtenido por métodos tradicionales, como por ejemplo ultracentrifugacion.!?

En resumen, una bateria de técnicas analiticas independientes ha revelado

entidades relativamente pequenas, independientes, en las sustancias htimicas,
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otorgando evidencia significativa que apoya el concepto de que estos materiales son

un agregado de moléculas diversas, de bajo peso molecular.!3

En el caso de los acidos humicos, que son las sustancias humicas mds
estudiadas en este trabajo, existen variadas propuestas acerca de su composicién y
estructura general. Pueden describirse en forma general como residuos arométicos y
alifdticos unidos covalentemente, con grupos carboxilicos, fendlicos y alcoxi
principalmente, aunque también se ha propuesto la existencia de ésteres sulfato y
fosfato, semiquinona e hidroquinona.! Sin embargo, hay un importante consenso en
lo que se refiere a sus principales grupos funcionales, que ademéas son los que le
confieren caracter acido: grupos carboxilicos (tanto aromaticos como alifaticos) y
grupos fenoles. Estos dos tipos de grupos son principalmente los que se estudian

aqui, dado que son los sitios de enlace tanto para protén como para metales.

Dado el alto contenido de residuos aromaticos y alifaticos y el contenido
relativamente bajo de grupos carboxilicos ionizables, las sustancias htimicas se

agregan facilmente y precipitan al alcanzar neutralizaciéon de sus cargas.!

Por otro lado, las sustancias htimicas también pueden ejercer una interacciéon
con diversos contaminantes organicos: en el caso de moléculas organicas con carga
positiva, se genera una interaccién electrostatica favorable, y en el caso de
contaminantes organicos no cargados (tanto polares como no polares), la interacciéon
es a través de uniones hidrofébicas o por enlaces de hidrégeno. Esta interaccion
puede tener un fuerte impacto tanto en la concentracion total como la concentracion
libre de estos contaminantes en aguas superficiales, soluciones del suelo y aguas
subterraneas, siendo la concentracién de contaminante libre la que determina su
toxicidad y biodisponibilidad. De esta manera, las sustancias hamicas afectan la
solubilidad y movilidad de contaminantes orgdnicos en aguas naturales: éstas
disminuyen si los contaminantes se unen a materia organica del suelo, pero
aumentan si el enlace es a materia orgénica disuelta. Por ejemplo, ciertos herbicidas

o pesticidas no polares pueden ser capturados en las cavidades hidrofébicas de las
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sustancias htimicas. Como por lo general el material hiimico del suelo es mas
hidrofébico que el material hiimico presente en aguas naturales, se produce una
acumulacion de los contaminantes hidrofébicos en el suelo, disminuyendo asi la

solubilidad y movilidad de los mismos.

El transporte de los contaminantes debido a la dindmica de aguas subterraneas
y superficiales es un factor de riesgo importante asociado a la contaminacién. Los
contaminantes que poseen una fuerte interacciéon con la materia organica natural
movil (disuelta o suspendida) pueden tener asi una mayor movilidad (o transporte);
este fenémeno se denomina “transporte facilitado por coloides”. Sin embargo, la
movilidad de las sustancias htimicas solubles también estd relacionada con la
interaccion de éstas con las particulas minerales del suelo.*2# Los contaminantes que
estin unidos a materia organica no disuelta, particulas depositadas, o material
orgénico soluble que estd unido a particulas minerales del suelo, forman parte de la

fraccion de contaminantes inmovilizada.

1.1.1.1 Enlace de protén

Las propiedades &cido-base de las SH estan determinadas por varios sitios
diferentes, con diversas energias de enlace. Los tipos de sitios mds dominantes son
los carboxilicos, con pKa entre 3 y 5, y fendlicos, con pKa entre 8 y 10. Como
resultado, la dependencia con el pH de la carga (debida a disociacién) de las
sustancias himicas presenta una curva suave, con una disociacién que aumenta
progresivamente en un amplio rango de pH. Mas aun, las propiedades &cido-base
varian entre diferentes muestras, tanto en la cantidad total de sitios como en sus
fuerzas de acidez relativas. En las Figuras I.3A y L.3B se muestran una curva
experimental de enlace htmico-protén (curva de titulacion acido base) y la
distribuciéon de constantes de enlace obtenida a partir del ajuste de estos datos al

modelo de NICA-Donnan (ver més adelante), para un acido htimico.?
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Figura 1.3: (A) curva de titulacion dcido-base para un dcido hiimico: grdfico de AQ (mol/kg) en
funcién del pH (B) (Linea) Distribucion de constantes de enlace para protén obtenida ajustando los
datos de A a la ecuacién del modelo de NICA -Donnan; (circulos) resultados obtenidos para la

distribucion a partir de la curva experimental26

1.1.1.2 Enlace de cationes metalicos

Las SH poseen un rol determinante en el comportamiento y destino de los
iones metalicos en el ambiente natural, ya sean iones nocivos para los organismos
vivos (Pb, As, Cd, etc) como los naturales del medio (Ca, Na, Mg, etc). Entre ambas
clases y los protones se establece una competencia por los sitios de enlace de las
sustancias himicas, por lo que ain una baja concentraciéon de metales pesados

puede alterar las concentraciones libres tipicas de iones como Ca(Il) y Mg(Il),
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sumado a los efectos toxicos de los primeros. Las SH pueden controlar las
concentraciones de estos metales toxicos en suelos y aguas naturales, y afectan su
movilidad a través de suelos y acuiferos, ademas de su disponibilidad y toxicidad
para plantas y animales. Adn una baja concentracion de SH puede afectar
significativamente tanto la concentracién de metal libre como la total, por lo que
resultan de suma importancia en el transporte de los mismos.?” La interaccién entre
iones metalicos y particulas del suelo, como arcillas y 6xidos, también puede estar

determinada por las SH.

Dependiendo del valor del pH, de la presencia de sales (efecto de la fuerza
ionica), y del grado de saturacion de los sitios de enlace, las SH pueden formar
complejos tanto solubles como insolubles con iones metdlicos, y por lo tanto poseer
un doble rol en los suelos. Los acidos falvicos, debido a sus pesos moleculares mas
pequefios y su mayor contenido de grupos funcionales acidos, pueden formar
complejos metdlicos mas solubles, biodisponibles y méviles que los formados por los
acidos humicos. Por lo tanto, los AF pueden actuar como transportadores de iones
metalicos en soluciéon en suelos, mientras que los AH tienden a inmovilizar y
acumular los iones metalicos en las fases sélidas. Por ejemplo, se ha propuesto que
las sustancias htimicas pueden interaccionar con plutonio y otros actinidos, de
desechos radioactivos o en sitios de desecho, y por lo tanto movilizar especies que de
otra manera se esperaria que permanecieran confinadas debido a su baja solubilidad
en sistemas puramente inorganicos.”® Efectivamente, se ha demostrado que los
actinidos poseen constantes de estabilidad notablemente mayores con sustancias
htmicas que con grupos inorgéanicos tipicamente disponibles en situaciones
medioambientales o de disposicién de desechos.?? Por otro lado, se ha demostrado,
por ejemplo, que los acidos filvicos aumentan la movilidad del oro en el medio
ambiente, y que ese oro, una vez que es transportado a un determinado sitios por los
falvicos, puede ser retenido alli por acidos htimicos poco solubles o por humina.
Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que las sustancias htimicas disueltas, al enlazar
determinada cantidad de iones metalicos, pueden flocular y precipitar, en cuyo caso

la movilidad del metal se ve disminuida. La solubilidad de los metales téxicos como
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plomo, cobre y cinc es aumentada en presencia de sustancias humicas, que ademas
inhiben su sorcion sobre arcillas. Cuando se quiere evaluar la toxicidad de un metal
pesado, debe tenerse en cuenta su concentracion libre, por lo tanto la interacciéon con
sustancias hiimicas puede tanto aumentarla, al impedir su precipitacién, como
disminuirla, por complejacion. Ademas se ve afectada su biodisponibilidad; se ha
reportado que las fracciones de menor peso molecular de las sustancias htimicas

aumentan la biosorcién de cadmio por parte de plantas.!

I1.1.1.3 Propiedades fluorescentes de sustancias htimicas

Cuando una molécula absorbe luz (energia), un electron es excitado y
promovido a un nivel desocupado. La diferencia energética entre el estado
fundamental (So) y los estados singuletes excitados (S1, Sz 0 mas altos) determina la
longitud de onda a la cual se absorbe la luz. La absorcién (excitacién) puede resultar
en un rango de transiciones a varios subniveles vibracionales de los estados
excitados singuletes. Esta es la razén por la cual los espectros de absorcion
moleculares usualmente consisten en bandas anchas. A la excitacion luego sigue un
decaimiento no radiativo hacia el nivel vibracional mas bajo del estado excitado Sy,
por relajaciéon vibracional o conversion interna. Entonces compiten la conversion
interna, el cruce entre sistemas singulete - triplete y la fluorescencia por la relajacion
hacia el estado fundamental (Sp). La longitud de onda de la emisién fluorescente esta
determinada por la diferencia energética entre los estados S1 y So. Cuanto mayor sea
la conjugacion en la molécula, menor es la diferencia en energia, resultando en una

longitud de onda de fluorescencia mayor.3

Uno de los estudios més productivos en el estudio del enlace de iones metélicos
a sustancias hamicas ha sido la espectroscopia de fluorescencia. La utilidad de esta
técnica reside en el hecho de que las SH poseen una coleccién heterogénea de grupos
funcionales (catecoles, quinonas, ftalatos, aminas fendlicas y salicilatos) que dan

origen a una “huella digital” de fluorescencia para un material hiimico de un
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determinado origen. En general, los acidos hiimicos poseen un pico de emision
ancho entre 300 y 700 nm y un pico de excitacién ancho entre 300 y 450 nm. Sin
embargo, la ubicacion de estos picos y su forma depende fuertemente del origen del

material himico.

Las principales funcionalidades acidicas responsables de la naturaleza acida de
acidos htimicos y falvicos (ftalatos y salicilatos) son los objetivos primarios para el
enlace de iones metdlicos como también los principales fluoréforos. La interaccion de
diversos iones metalicos con SH ha sido estudiada desde la fluorescencia. Se ha
demostrado que los efectos del enlace de metales en la fluorescencia de SH son
bastante complejos, siendo que algunos metales (por ejemplo AlI¥*) producen un
aumento en la sefial de fluorescencia, mientras que otros (Cu?*, Co?*, Fe2*, Ni?*, Pb?*,
entre otros) desactivan la misma. Mas aun, los efectos precisos del enlace con un ion
metdlico dependen de las condiciones experimentales especificas: pH, fuerza idnica,

concentracion de la SH, relacion metal /SH, etc.3!

1.2 Estudio del enlace SH - cation.

El papel fundamental que cumplen las SH en el destino de cationes metélicos
en el ambiente ha atraido a un alto niimero de investigadores en las altimas décadas.
Entre las sustancias hdmicas, los acidos hdmicos y los 4cidos falvicos poseen
diferentes tipos de grupos funcionales a los cuales pueden enlazarse los iones. Hay
dos grupos principales de grupos funcionales con particular importancia: grupos
carboxilicos y fenolicos, que a su vez son los que otorgan las caracteristicas acido-
base a estas sustancias. También pueden estar presentes grupos amino, sulfhidrilos y
quinonas, y poseer fuertes interacciones con trazas de iones metalicos. Sin embargo,
como su numero es mucho menor, su contribucién al enlace de iones es también

generalmente pequefio, aunque bajo ciertas condiciones puede ser sustancial.3?
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Los intentos por encontrar modelos que describan el enlace de cationes (sobre
todo metalicos, ademas del protén) a sustancias humicas han comenzado hace varios
anos.3233 Este tipo de modelos se enfoca en obtener la especiaciéon de los iones
metalicos en ambientes naturales, de manera directamente relacionada con los
estudios de riesgo ambiental. Mientras que los primero modelos fueron
aceptablemente satisfactorios en la descripcion de grupos de datos individuales, su
alcance en términos de rango de pH, competencia de iones metdlicos y fuerza iénica
era a menudo limitado y no coincidian con el rango de condiciones encontradas en
ambientes naturales. Las constantes de enlace de metal obtenidas eran condicionales,
dependiendo su valor de las condiciones experimentales. Idealmente, las constantes
de enlace deberian ser una propiedad intrinseca de la sustancia himica, no variando
con la quimica de la solucién. La capacidad de tener en cuenta competicién entre
metal y protén y, sobre todo, entre dos metales resulta un desafio para dichos

modelos.

Recientemente, se han desarrollado diversos modelos que intentan lidiar con
las dificultades mencionadas anteriormente;3*40 éstos muestran una complejidad
considerable y un alto nimero de parametros. Sin embargo, esto es inevitable
cuando se trata de sustancias htimicas: se origina en la complejidad propia del
sistema. Las bases de esta complejidad son la heterogeneidad de sitios de enlace, la
estequiometria variable de las reacciones de enlace y la presencia de interacciones

electrostéaticas.

La dificultad del sistema SH-cation radica en encontrar ecuaciones que
describan esta unién en un amplio rango de condiciones. Entre los diferentes
estudios experimentales, se han reportado en literatura datos de equilibrio de enlace,
usualmente en la forma de curvas de titulacion. La mayoria de ellos fueron
compilados por Milne et al4 y algunos otros han sido publicados maés
recientemente. La interpretacion de estas curvas en términos de reacciones de
equilibrio de unién es complicada por el hecho de que las SH son de naturaleza

heterogénea, presentando un namero elevado de grupos de enlace quimico (sitios)
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con valores de constante de equilibrio (o de afinidad por las especies unidas)
distribuidos en un amplio rango. Es muy complicado lograr una descripcion
molecular detallada completa de las SH, por ello se han empleado generalmente
modelos simplificados para la interpretacién de las curvas de titulaciéon. Estos
modelos suelen incluir una descripciéon de las constantes de unién intrinsecas en
términos de una distribucion (llamada distribuciéon de afinidad, espectro de afinidad
o distribucion de constantes de enlace) y una contribucién electrostatica que tiene en
cuenta el comportamiento coloidal de las SH. Se asume que la distribucién de
afinidad intrinseca puede ser discreta (efectivamente similar a una mezcla de acidos
débiles) o continua, con alguna funcion de distribucion propuesta, pero en ambos
casos se incluyen dos tipos principales de grupos o sitios: sitios carboxilicos, con pKa

en el rango de 3 a 5, y fenélicos, con pK; entre 8 y 10.

Uno de los primeros modelos fue el modelo himico Gaussiano, donde se aplico
una funcién bimodal gaussiana, que incluye los dos tipos mencionados, sin
contribucion electrostéatica. Posteriormente se han desarrollado diversos modelos,
que combinan una descripciéon de la distribucién de afinidad con un submodelo
electrostatico que tiene en cuenta este tipo de interacciones. A continuacion se

presentan los mas importantes.

1.2.1 Modelos de distribucion continua: Modelo NICA - Donnan

El modelo de distribucién continua mas ampliamente utilizado es el modelo
NICA-Donnan (ND), desarrollado por el grupo de Wageningen, el cual ha sido
aplicado con buenos resultados, desde el punto de vista de capacidad de ajuste, a un
nimero de problemas que involucran materia organica natural, y sustancias
htmicas en particular. El enlace de cationes a las SH se supone que ocurre a través
de interacciones especificas entre el cation y los grupos funcionales cargados
negativamente, y de uniéon Coulémbica no especifica a cualquier carga residual

negativa. La unioén especifica es descripta por el modelo NICA3% a través de una
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distribucién Sips bimodal, y la no especifica por el modelo electrostatico de volumen

Donnan.

Este modelo difiere sustancialmente de modelos anteriores en que permite no
solamente que las distribuciones de afinidad para protén y para los distintos iones
metalicos tengan distintos valores medios de afinidad para cada ion, sino también
un parametro de heterogeneidad especifico para cada ion, considerado como
expresion de no idealidad en la sorcion (es decir producto de interacciones laterales);
otro pardmetro expresa la heterogeneidad “intrinseca” del material htimico. Los
efectos electrostaticos estdn incorporados al usar las concentraciones de iones en las
cercanias de los sitios de unién en vez de las concentraciones en el seno de la

solucion.
1.2.1.1 Interacciones especificas

Se asumen las siguientes reacciones de unién de iones a sitios cargados

negativamente de tipo S:

S+H" - SH’
S-+MZ+ N SM(Z—1)+
(L)

donde M?#* es un catién de carga z+; S;, SH? y SM(#1* son las especies superficiales.
Estas reacciones implican unién monodentada en todos los sitios. Bajo las
suposiciones de congruencia de las funciones de distribucién para H* y M#* y dentro
del modelo NICA, la fraccién de sitios ocupados por el componente i, 6;1, viene

dado por la siguiente ecuacién integral:

0y = j 6., (logK)) d(logK)
AlogK;

(1.2)
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donde f (log Kj) es la funcién de distribucién de las constantes de afinidad, Xj, 6;. es
la isoterma de adsorcién local, esto es, la isoterma de la unién del ion i a un grupo de

sitios idénticos, y A log K es el rango de log K:considerado.

Esta ecuacion puede ser resuelta analiticamente para determinadas
distribuciones en combinacién con ciertas isotermas locales. También puede
extenderse a sistemas multicomponentes. Al separar la no idealidad en una parte de
heterogeneidad intrinseca aplicable a todos los iones y una parte especifica de cada
ion aplicable a cada ion individual, Koopal et al. derivaron la forma monomodal de
la ecuacion NICA que describe el enlace global de los i componentes en situacion

competitiva:3

o~ Riepd™  {Z;®yep ")
TS Rieo )Y 1+ {3 (Ricep )Y
(L3)

donde K; es la constante de afinidad media para el componente j y cp, es la
concentracion local de j en las cercanias de los sitios de unién en mol L. Las
sumatorias son sobre todos los j componentes (incluyendo 7). Esto incluye al proton
y a todos los iones metalicos presentes. La relacién entre la concentracion de j en la
fase acuosa y en las cercanias de los sitios de unién (c;y cp,)) esta determinada por un
factor de Boltzmann, que depende del potencial electrostatico local en la fase
htmica. cp; se calcula usando un modelo de tipo Donnan, como se describe mas

adelante.

Los exponentes n; y n; en la ecuacién (I.3) son especificos para cada ion y
representan la desviacion del comportamiento ideal y a su vez la estequiometria de
la reaccion de enlace. Para la adsorciéon de iones, n toma los valores 0 < n < 1; cuanto
mas pequefio sea 1, mayor sera la no idealidad del sistema. Esta idealidad especifica
de cada ion puede ser observada maés facilmente de la pendiente de un grafico de log

(concentracion de ion metalico unido) vs log (concentraciéon de metal libre) en la
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escala de trazas. p representa la heterogeneidad intrinseca o genérica del material
hiimico y es comtn a todos los componentes; de esta manera, se supone que la forma
de la distribucién es genérica, mientras que la posicién de la distribucion en el eje de
afinidad (dada por Kj) es especifica de cada ion. También toma los valores 0 <p < 1.
Cuanto més pequefio sea el valor de p, mayor la heterogeneidad. El valor de p no
puede ser obtenido de datos de unién de un solo componente, dado que estos datos
siempre reflejan el efecto combinado de la no idealidad y de la heterogeneidad
genérica, por lo cual s6lo otorga el producto n; x p. Por lo tanto, se necesita un
conjunto de datos de uniéon multicomponente para resolver n; y p. De esta manera, el
pardmetro de heterogeneidad del modelo NICA es el producto de dos factores de
heterogeneidad (n: x p): el primero, n;, es especifico de cada ion, mientras que el

segundo, p, es caracteristico de la distribucién de los sitios de enlace.

La cantidad total enlazada del componente i, Q;7, esta entonces dada por

Qir = 6;11;Qmax

(L.4)
donde @;res la cantidad total del componente i unida al 4cido htimico en mol kg,
Qmax es el nimero total de sitios en mol kgl. Esta ecuacion refleja nuevamente que n;
incorpora la estequiometria, es decir, en cada sitio de enlace, n; moléculas de i estan
enlazadas. Para acceder a @max, en la practica, debe seleccionarse un componente en
particular y determinar su capacidad de enlace. Las determinacién de la capacidad
total de enlace de protén, Qmaxu, puede estudiarse sin competencia de iones
metélicos, y los datos del enlace de proton permiten extraer la heterogeneidad de
sitios.#243 La cantidad total del componente i podria escalarse por n; /ny en vez de n;

sélo:

n;
Qi,T = ei,T - Qmax,H
ny
(1.5)
Cabe tener en mente que tanto n; como el méximo de adsorcion (n; /1nH) Qmaxh

son especificos para cada componente; el maximo de adsorcion sélo sera el mismo
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para todos los iones si todos los n; (incluyendo nm) son iguales. Una diferencia en #;
lleva a maximos de adsorcién especificos para cada componente; por ejemplo,
cuando njy/nu < 1, la cantidad maxima enlazada que puede alcanzar el componente i
es menor que la densidad total de sitios definida por proton. Esto refleja un cierto

grado de multidentismo para la especie i.

En los casos en que se dispone de datos de unién de proton en un amplio rango
de pHs (3.5-10.5), los datos son consistentes con una distribucién bimodal de
afinidades de protén tanto para acidos hdmicos como falvicos. La distribucion
bimodal estd compuesta por dos distribuciones independientes. Estas dos
distribuciones son consideradas como debidas a grupos de tipo fenélico y de tipo
carboxilico, aunque otros grupos como, por ejemplo, alcoholes, éteres, y sitios
bidentados también pueden ser incluidos en estas distribuciones. El modelo NICA

puede extenderse facilmente para reflejar esto:

_ , - P
(Kipep)™s {2;(Kjicp )M}
j(Kja6p,)"* 1 4+ {3 (K 1 0p, j)"m}pl

- . = P
(Kizep )2 {X;(K;2cp )2}
(260,07 1+ {3(K; 2cp )2}

Q; = Qmax1 Y

+ QmaxZ Z

(1.6)
donde los subindices 1 y 2 se refieren a las partes de tipo carboxilico y de tipo
fendlico de la distribucién, respectivamente. Con una mezcla de cationes divalentes
especificamente unidos, M2*, el namero total de sitios esta dado por la suma de las

concentraciones de todas las especies superficiales:

Qmax1 = Qref1 + Q1 +ZQM]-1

Qmax2 = Qref2 + Qu2 + Z QM]-Z
(L.7)
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donde los subindices 1 y 2 se refieren a la distribucién de dos componentes, Q¢ es el
namero de sitios en el estado de referencia, S- (libre de iones unidos), Qy es el
nuimero de sitios protonados, y 2.Qw; es el namero de sitios ocupados por cationes
divalentes. Qmax1, @max2, @u1 Y Qu2 pueden estimarse a partir de titulaciones &cido-
base en el rango de pH de 3.5 a 10.5, y Quj1 Y Qumj2 pueden estimarse a partir de
isotermas que cubran un amplio intervalo de concentraciones. Una vez que se
conocen las capacidades de cada tipo de sitio de enlace, puede calcularse la carga
neta de la particula, g4 (en equiv kg1), que es la suma de las contribuciones de carga

de las diferentes especies superficiales de ambos tipos de sitios, segun

q1 = —CQmax1 t Qu1 + ZZ Qmj1

42 = —Qmaxz + Qu2 + ZZ Qsz

q=0q1+q
(L.8)

Esta carga neta da origen a un potencial electrostético local, que tiende tanto a

atraer iones con carga opuesta como a excluir iones con el mismo signo.

1.2.1.2 Interacciones electrostaticas: modelo Donnan

En el modelo Donnan, se considera que el material himico se comporta como
una fase eléctricamente neutra, con un volumen particular (Vp, volumen Donnan) a
través del cual hay un potencial electrostatico uniforme, promedio, que se denomina
potencial Donnan (yp). Este concepto es razonable, ya que las SH poseen una
estructura tridimensional con muchas propiedades en comin con geles
polielectroliticos, para los cuales el modelo Donnan ha sido ampliamente utilizado.
Ademds, el volumen Donnan puede relacionarse con las propiedades de

hinchamiento de las suspensiones htimicas.
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El planteo del modelo Donnan se basa en la condicién de electroneutralidad:

ViD+ZZj(CD’j —-¢)=0
(1.9)
donde g es la carga neta del la SH (en equivalentes por kg), de la ecuacion (1.8), Vp es
el volumen del agua en la fase Donnan (L kg?), cp; son las concentraciones molares
de los varios iones presentes en la fase Donnan, y z; se refiere a su carga, incluyendo
el signo. Cabe notar que el enlace en la fase Donnan se escribe como una cantidad en

exceso: no hay un enlace neto en la fase Donnan a carga cero.

Las concentraciones de las especies en el entorno inmediato de los sitios de
union, cp;, se relacionan con las mismas en el seno de la solucién, cp a través de un

factor de Boltzmann que incluye el potencial electrostético en los sitios:

zieyp
kT

Cpi = Cp exp(— )
(L.10)
donde z; es la carga del ion (con signo incluido), e es la carga elemental, k la
constante de Boltzmann y T la temperatura absoluta. Bajo la suposiciéon de
heterogeneidad azarosa y despreciando efectos de cargas discretas, el potencial
electrostético yp puede considerarse como una propiedad genérica independiente de
la heterogeneidad de sitios. Asumir un tnico yp también implica que se desprecia la
polidispersidad de las particulas htmicas. Conociendo el volumen Donnan, las
concentraciones en el seno de la solucién de todos los iones presentes y los
parametros de NICA, pueden resolverse las ecuaciones (1.6)-(1.10) para encontrar el

potencial Donnan y con él el factor de Boltzmann, con el cual pueden estimarse las

cantidades enlazadas de cada ion.

Este modelo posee solamente un pardametro desconocido, el Vp, pero un

aspecto fundamental del modelo es la variacién del mismo (o no) con la quimica de
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la solucion, especialmente su marcada dependencia de la fuerza iénica (no asi con el
pH). En el caso de presencia de metales que son enlazados por la SH, la
concentracion del ion metalico no influye significativamente en el Vp mientras la
misma se encuentre en la escala de trazas, no reduciendo demasiado la carga del
htimico ni provocando la floculacién de éste. Se considera que la variacion del

volumen Donnan con la fuerza ionica sigue la siguiente relacién empirica:

log Vp=b(1-log])-1
(L11)
donde el coeficiente b varia con el tipo de sustancia htimica. Para dcidos htimicos, b =

0.43, que otorga Vp entre 1.95y 0.72 L kg1 para I entre 0.01 y 0.1 M, respectivamente.

El pardmetro medido experimentalmente suele ser la cantidad total de ion
metalico enlazada, Qy,r (en mol kg?), que viene dada por la suma de ion metalico
especificamente unido y la cantidad de ion metalico en la fase Donnan. Para un ion

metdlico i con unién especifica, esta cantidad puede escribirse como:

Qumyr = Qum; + Vp(cpi — ¢)
(L12)

1.2.2 Modelos de distribucion discreta

1.2.2.1 Modelos WHAM V-VI

Entre los modelos de sitios discretos, los modelos de Tipping WHAM V y
VI35 han mostrado buenas capacidades predictivas. Consiste en dos grupos
(carboxilicos y fendlicos) de 4 sitios discretos cada uno, y ha sido combinado para los
efectos electrostaticos con un modelo de volumen Donnan o con un modelo de

superficie de particula sélida. Los modelos WHAM V-VI suponen que las sustancias
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htimicas son esferas rigidas de tamafio uniforme, con grupos de enlace ubicados en
la superficie. Por lo tanto, se desprecian las posibles influencias de las variaciones en
la conformacién molecular en las propiedades de enlace, asi como la posibilidad
(propuesta por Bartschat et al en 199244) que la heterogeneidad de los sitios de enlace
pueda ser generada por diferencias en las propiedades electrostaticas entre
moléculas de diferente tamafio. Se han encontrado por la aplicacién del modelo V a
datos de enlace de protén y metal marcadas diferencias entre acidos htimicos y
talvicos, mientras que no se encontré una dependencia consistente en los origenes de
ambos materiales (recordando que la principal diferencia entre ambas sustancias

htmicas es el menor tamafio de los falvicos).

1.2.2.2 Modelo Hamico de Estocolmo (SHM)#

Mas recientemente, se ha propuesto y aplicado a varios casos el Modelo
Huimico de Estocolmo (SHM). Esta relacionado con los modelos WHAM V-VI de
Tipping, definiendo una distribucion discreta de afinidades e introduciendo un
modelo electrostatico tipo superficie de particula, con alguna similaridad al modelo
CD-MUSIC para coloides inorgénicos. Se introducen ecuaciones empiricas para
considerar el apantallamiento extra de carga dentro de las estructuras tipo gel de las
sustancias himicas, y se necesitan seis parametros ajustables para describir el enlace
de protén a acidos htiimicos o falvicos. Para simular la unién de metal, se definen
constantes de equilibrio para el enlace mono y bidentado y un parametro extra,
ALK>, tiene en cuenta la heterogeneidad de los sitios de enlace. Este modelo posee
como mayor desventaja que no describe correctamente la dependencia del enlace de
metal con la fuerza idnica ni la estequiometria de intercambio protén-metal para el

caso competitivo.

23



Introduccion

1.2.2.2.1 Interacciones especificas

Describiendo el modelo de Estocolmo mds en detalle, para la reacciéon de

disociacion de protén

SHe S~ +HY

1.9)
se plantea una determinada constante de disociacién intrinseca, Ki. Hay ocho sitios
SH de diferente acidez, por lo tanto hay ocho valores de Ki. Es importante destacar
que estos ocho sitios no describen fisicamente sitios discretos presentes, sino que
deben ser considerados como construcciones matematicas que permiten la
descripcion del enlace de protén a las SH en un rango de equilibrio acido-base
desconocido. Los cuatro sitios dcidos maés fuertes (1-4) se denominan sitios de tipo A,
mientras que los sitios 5-8 son los tipo B. Los primeros probablemente representen
principalmente grupos carboxilicos, mientras que los segundos representarian acidos
mas débiles, por ejemplo acidos fenélicos. Para definir los ocho valores de log K; son

necesarias cuatro constantes (log Ka, log Ks, ApKa y ApKs), segtin

(2i — 5)

i=1—4: logK; =logK, — 6

ApK,

(2i — 13)

i=5-—8 logK; =logKg — G

ApKg

(L.10)

La cantidad total de los sitios de enlace de protén, n (mol g1), es la suma de
todos los sitios de tipo A y B. Dentro de cada grupo de sitios, todos los sitios estan en
igual cantidad; sin embargo, la relacion entre cantidad de sitios tipo A y tipo B
puede variar segin la naturaleza de la muestra htimica. Un valor tipico para 4cidos
htmicos seria que los tipo B comprendieran un 50 % de los de tipo A, siendo un 30

% para acidos fulvicos.
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Este modelo puede considerar el enlace de cationes metélicos tanto mono como
bidentado, planteando para una unién monodentada (ejemplificada para un cation

divalente en la ecuacion (I.11) una reaccién con una Kmm caracteristica.

SM* + H* & SH + M?*

(L11)

Esta Kmm es una constante de afinidad intrinseca, que incluye términos de
correccion electrostatica. En el modelo hiimico de Estocolmo, se asume que todos los
sitios de enlace de protén tienen los mismos valores de K. Sin embargo, para tener
en cuenta la heterogeneidad de la afinidad para la complejacion de metal, se

introduce el parametro ALK>:

log Kyym x = log Ky + x. ALK, x=20,123
(I.12)
Esto permite una subdivision de cada sitio en un namero maximo de cuatro
subsitios con diferentes afinidades para el enlace htiimico-metal. En el caso de la

unién bidentada, se plantea (siempre para el caso de un metal divalente):

S,M + 2H* & 2SH + M?2*

log Kyp x =log Ky, + 2x. ALK, x=0,1,23
(I.13)
En este caso, Kmp incluye no sélo términos de correccién electrostatica sino
también una correcciéon por enlace bidentado. El valor de ALK: es un pardmetro
empirico que expresa el enlace metélico heterogéneo causado por la presencia de un
un pequefio nimero de sitios de enlace de alta afinidad por el metal en la sustancia

hidmica.
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1.2.2.2.2 Efectos electrostaticos

En el modelo himico de Estocolmo, las SH son consideradas como geles. Son
tratadas como esferas impermeables y las interacciones electrostiticas en la
superficie son modeladas utilizando el modelo basico de Stern (BSM, Basic Stern
Model).449 Sin embargo, dependiendo de su configuracion y tamafio, algunas
moléculas de humico podrian presentar ciertos grupos fuera del gel con un
comportamiento de tipo monomeérico. Se consideran despreciables las interacciones
electrostaticas dentro de esta parte de la SH. En esta teoria se definen dos posibles
superficies de enlace de cationes: el plano superficial de la particula (c,) y el limite
de la capa difusa (c4). Se asume que los protones solamente se enlazan en el plano o,
y para los cationes metdlicos se asume que el enlace puede ocurrir en ambas
superficies. Esto se genera del hecho que el catiéon metalico enlazado de manera
mono o bidentada posee atin moléculas de agua de hidratacion, que se ubican en el

plano d. Por lo tanto, parte de la carga del cation es atribuida a este plano.

Se ha encontrado, sin embargo, que la sola aplicacion del BSM era incapaz de
describir correctamente la dependencia con la concentraciéon de sal del enlace de
protoén: se observé una dependencia demasiado baja. Esto probablemente refleje el
apantallamiento extra de carga dentro del volumen del gel. Para mejorar la
descripcion del sistema, en una primera instancia se incorporé el concepto de “par
iénico”; sin embargo, el mismo no logré explicar datos de enlace de protén a altas
fuerzas ionicas. Se introdujo luego al modelo un componente ficticio X-, calculado
para sistemas sin metales adsorbidos como gr x [R-], donde [R] representan los sitios
disponibles en la sustancia himica. Por lo tanto, la especiaciéon superficial de la
particula humica R no se ve afectada, sin importar la concentracién de contraiones

apantallantes.

Es interesante notar que si bien esta manera de considerar el apantallamiento
de carga en la estructura de gel de la SH es empirica, la misma resulta en expresiones

matematicas similares a las utilizadas por Marinsky, Benedetti y colaboradores.>0-52
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Esto puede demostrarse al relacionar la concentracién de iones H* apantallantes en

el gel con la actividad de H* en la solucién: para una SH con gr=1, queda

[XI(H Y exp (-t
KC

[XH®]=

(I.14)
donde { } y [ ] denotan actividades y concentraciones, respectivamente. Esta ecuacion
puede compararse con el equilibrio de tipo Donnan utilizado en los modelos de

geles,

(] =[H " exp (~—2)

(L.15)
donde [H*],, es la concentracion de iones H* apantallantes en la fase del gel, [H*] es
la concentracion en la fase acuosa, y Wp es el potencial Donnan. Si el volumen del gel
es mucho menor que el volumen del seno de la solucién, la ecuacion (1.15) puede

reescribirse como

FWp\ v
[XHO]=[H*] exp ( R—TD) é
(L16)
donde vg y vg son los volimenes de gel y de solucién, respectivamente. De las
ecuaciones (I1.14) y (1.16), puede verse que si se asume que ¥ es proporcional a ¥,

v; debe ser dependiente de la carga superficial de la particula para que ambos

modelos resulten mateméaticamente equivalentes.

El parametro de “fraccion de gel”, g determina el valor exacto de la
estequiometria de los términos de correccion electrostaticos (0 < gr<1). Esto refleja el
hecho de que en el modelo himico de Estocolmo las interacciones electrostaticas
estdn confinadas a la parte de la sustancia htiimica que estd agregada en una

estructura de tipo gel.
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Capitulo 1II

Parte Experimental

I1.1 Muestras de Acidos Hamicos (AH) estudiadas

Existen distintos tipos de muestras de acidos htimicos:

e Muestra comercial: estan disponibles, por ejemplo, AH de Fluka, Sigma-Aldrich.
Pueden utilizarse tal como son recibidos o purificarlos realizando el dltimo paso

de la extracciéon recomendada por la IHSS (ver mas adelante).

e Muestra estindar o de referencia: son las que proporciona la IHSS, y en el caso de

este trabajo se estudiaron dos de ellas: Elliot Soil y Leonardita.

Una muestra estandar de la IHSS debe satisfacer el siguiente criterio:
a. La muestra debe provenir de un sitio designado especificamente por la
IHSS para tal propésito
b. La muestra debe haber sido preparada de acuerdo a un procedimiento
especifico designado por la IHSS
c. Las operaciones involucradas en (a) y (b) deben ser conducidas bajo la
supervision directa de la IHSS

d. La muestra debe ser designada como estandar por la IHSS

Elliot Soil es tipico de los suelos fértiles de pradera de los estados de Indiana,
Illinois e Indiana de EE. UU. Leonardita es producida por la oxidacién natural de

lignita expuesta, un carbén de bajo grado. Ambos fueron adquiridos a la IHSS.

e Muestra extraida a partir de suelo: luego de tomar una muestra de suelo, se realiza

la extraccion recomendada por la IHSS, que se esquematiza en la Figura I1.1:
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SUELO

l !

HUMINA

tratamiento con base

INSOLUBLE SOLUBLE

tratamiento con dcido

l

INSOLUBLE

AJCIDO
HUMICO

l

SOLUBLE

zf\(:IDo
FULVICO

Figura II.1: Esquema bdsico del proceso de extraccion de dcidos hiimicos a partir de una muestra de

suelo.

Luego de la obtencion del acido himico se realizan pasos de purificacion,

detallados maés adelante.

En el desarrollo de esta Tesis se utilizaron cuatro muestras de dcido htmico:

e Fluka (comercial): se utiliz6 luego de ser purificado, excepto para lo

detallado en el Capitulo VII, donde se utilizé de la manera en que fue

recibido. Para la purificacién, se repitio el tltimo paso del método descrito

para la extraccién de acidos hiimicos a partir del suelo (disoluciéon en KOH y

pasos posteriores).

e Vedia: acido humico extraido del suelo de la Provincia de Buenos Aires,

partido de Vedia, siguiendo todo el procedimiento de la IHSS.

e Elliot Soil: muestra estandar de la IHSS.

e Leonardita: muestra estindar de la IHSS.
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En la Tabla II.1 de detallan las caracteristicas de cada AH: composiciéon
elemental y cantidad de grupos &acidos. El dcido htimico Fluka ha sido caracterizado
en bibliografia; los datos de Leonardita y Elliot son proveidos por la IHSS al
momento de la compra, aunque pueden ser consultados en su sitio de internet
(ihss.gatech.edu). En el caso del acido htiimico Vedia, fue caracterizado por analisis
elemental y titulacién potenciométrica acido-base. El anélisis elemental fue llevado a
cabo utilizando un analizador Carlo Erba EA 1108, usando sulfanilamida como
estandar e isotiourea como ensayo de control. Se determiné oxigeno con un andlisis
separado, via conversién catalitica a CO con &cido benzoico como estdndar, y
también isotiourea como ensayo de control. La titulaciéon fue llevada a cabo

siguiendo un procedimiento similar al descripto por Milne et al.1

El pH fue medido con un pHmetro Hanna pH 213 y se utilizé un titulador
automaético construido en el laboratorio con este pHmetro, y una bureta electrénica
Hirschmann Akku - drive. Se registraron las medidas cuando la deriva era menor a
0.01 unidades de pH/minuto, salvo que hubieran pasado 20 minutos; en este caso, la
medida era tomada de todos modos y la titulaciéon continuaba. La curva resultante
fue ajustada con la ecuaciéon de NICA, la cual considera dos tipos de sitios de
adsorcién, cada uno siguiendo una distribucién de Sips cuasi - gaussiana (ecuacion
(I.6)). Los parametros resultantes (que son condicionales, validos a la fuerza iénica
empleada) se presentan en la Tabla II.1. Cabe destacar que los pardmetros para las
distintas muestras de 4cido himico no son comparables directamente dado que se

emplearon distintos métodos por Alvarez - Puebla et al.?
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Tabla I1.1: caracteristicas de los dcidos hiimicos empleados

AH Elliot2| AH Leonardita® | AH Fluka AH Vedia
Composicién
elemental
% C 58.13 63.81 47.9b 47.3
% H 3.68 3.70 4.91b 3.0
% N 4.14 1.23 0.67P 24
% O 34.08 31.27 33.4
% S 0.44 0.76 1.18P -
Parametros acido-
base
log Ky 4.36 4.59 3.92¢ 4.75d
gm1 (mol kg1) 8.90 8.17 4.02¢ 4.50d
mj 3.16 3.31 0.764
log K> 9.80 9.72 8.22¢ 7.724
qdm2 (mol kg) 0.85 1.13 2.95¢ 7.044d
my 1.00 1.31 0.84

@ Datos provistos por IHSS (http//www.ihss.gatech.edu)

b Datos provistos por Fluka

¢ De Alvarez Puebla et al.2 g1 y qm2 son las concentraciones de grupos dcidos fuertes y débiles,
determinadas utilizando los métodos de acetato de calcio e hidroxido de bario. Las constantes dcido-
base fueron estimadas a partir de los puntos finales de las titulaciones.

4 Determinados del ajuste de la curva de titulacion dcido-base a la ecuacion NICA.

Log K1 y log K; son los valores medios de las dos distribuciones cuasi — gaussianas, qmi Y qmz son las
correspondientes capacidades de los sitios y m and my son los pardmetros de heterogeneidad aparente.

11.1.2 Extraccion de dcidos hiimicos

A partir de una muestra de suelo proveniente del partido de Vedia, Provincia
de Buenos Aires, se realizé la extraccion de Acido Hamico segin el método
propuesto por la Sociedad Internacional de Sustancias Humicas (International
Humic Substances Society, IHSS).3 El mismo consiste principalmente en una
extracciéon 4cido-base, esquematizada en la Figura II.1, y si bien no es el tnico
procedimiento disponible, resulta util para considerarlo un método estandar. Este

procedimiento se describe brevemente a continuacion.
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Primero se remueven las raices y demas restos y se tamiza el suelo seco a través
de un tamiz de 2,0 mm. Luego se equilibra la muestra a un pH entre 1y 2 con HCl a
temperatura ambiente, y se ajusta el volumen con HCl 0,1 M para obtener una
concentracion final con una relaciéon 10 mL de liquido por cada gramo de muestra
seca. Se agita la suspensiéon por una hora y luego se separa el sobrenadante del

residuo por decantacion o centrifugacion a baja velocidad.

El residuo sélido se neutraliza con NaOH 1 M hasta pH = 7,0, y luego se agrega
NaOH 0,1 M bajo atmésfera de N2 para alcanzar una relacion entre extractante y
suelo de 10:1. Se deja extraer la suspension durante un minimo de 4 h, bajo
atmosfera de N2 y con agitacion. La suspension alcalina se deja reposar durante la
noche y se colecta el sobrenadante por decantacién o centrifugacion. Se acidifica el
sobrenadante con HCl 6 M con agitacion constante hasta pH = 1,0 y luego se deja
reposar la suspension de 12 a 16 h. Se centrifuga para separar el &dcido htmico

(precipitado) del sobrenadante.

Para purificar el 4cido htiimico obtenido, se redisuelve el mismo agregando el
minimo volumen necesario de KOH 0,1 M, bajo Naz(g). Se agrega KClI sélido para
obtener una concentracion final de K* de 0,3 M y se centrifuga a alta velocidad para
remover lo sélidos suspendidos. El extracto alcalino se filtra a través de una
membrana de polietersulfona de 2,0 um (Gelman Supor), pasando la muestra dos

veces por el mismo filtro.
Por ultimo, se precipita el acido htimico con HCl 6 M y se dializa contra agua
destilada (membrana de celulosa Sigma-Aldrich 10 kDa) hasta que el agua de diélisis

dé negativo el test para Cl- con AgNO:s.

Se seca la muestra a temperatura ambiente en estufa de vacio, y una vez

obtenido el 4cido htmico seco se lo pulveriza para facilitar la posterior disolucion.
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I1.2 Titulaciones acido - base

Se realizaron titulaciones acido - base de tres de las muestras de AH
anteriormente descritas: Elliot, Leonardita, Fluka, en tres condiciones de fuerza

ionica: NaClO4 0,1 M; 0,04 M y 0,008 M.

Las titulaciones &cido - base se realizaron disolviendo alrededor de 30 mg de
AH en 1,0 mL de NaOH 0,1 M, llevando luego la solucién a 25,0 mL totales con el
electrolito soporte (NaClOs). Antes de comenzar la titulacion se llevé a pH 4cido con
el agregado de 100 pL. de HCIO4 1 M. Se titul6 con NaOH 0,1 M, registrando el pH
con un electrodo simple de vidrio y un electrodo de referencia Ag/AgCl comercial
(Radiometer analytical REF201). Todo el proceso se llevé a cabo bajo atmoésfera de N2 y

en un bafio termostatizado, de manera de mantener la temperatura constante en 25,0

°C.

II.3 Titulaciones combinadas con Pb(II): potenciométricas y fluorimétricas

Se realizaron titulaciones de los distintos acidos humicos con Pb(Il) como
titulante, midiendo luego de cada agregado del metal tanto el espectro de emisién
fluorescente de la muestra como la diferencia de potencial. Esta medida se realiz6
con un electrodo comercial de ion selectivo para Pb (Radiometer analytical ISE25Pb),

con un electrodo de referencia Ag/AgCl comercial (mencionado anteriormente).

Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo en un espectrofluorémetro
estacionario PTI Quantamaster, ubicado en el Depto. de Quimica Inorganica,
Analitica y Quimica Fisica - FCEN - UBA. Se registraron los espectros de emision

en el rango 460-550nm a una longitud de onda de excitaciéon de 450 nm.

El procedimiento general consistié en la disoluciéon de aproximadamente 5 mg

de acido himico en una minima cantidad de NaOH 0,1 M y luego se llevé a 250 mL
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totales con NaClOs4 (0,1 o 0,02 M, segtn el caso), ajustando el pH con pequefas

alicuotas de HClO4 justo antes de enrasar.

Se coloco en la celda de trabajo el electrodo de ion selectivo para Pb(Il), el
electrodo de referencia Ag/AgCl, burbujeador de N2 y pHmetro, y se realizaron
agregados del titulante (Pb(II) 0.01 M). Antes de comenzar la titulacién se realizo6 el
espectro de emision de fluorescencia del acido humico sin Pb(Il), que sirve de
referencia para seguir la desactivacion de la emision por el agregado del metal.
Luego de cada agregado de Pb(Il) se dej6 estabilizar el potencial, indicador de Pb(II)
libre; se registr6 el mismo y se tomd una alicuota de unos 3 mL para medir el
espectro de emision de fluorescencia. Al finalizar la medida, se retorné esta porcion

a la celda y se continu6 con el siguiente agregado.

Se dieron por terminadas las mediciones de fluorescencia al observar
floculacion de la muestra, y las potenciométricas hasta observar un cambio no

significativo en el potencial entre agregados.

Durante todo el procedimiento se trabajé bajo N> y registrando el pH,
realizando agregados de pequefias cantidades de NaOH o HCIO4 en caso de que sea
necesario el ajuste del mismo. Para la titulacion se utilizé una solucion de Pb(II) 1000
ppm preparada a partir de PbNO; (s) (Fluka puriss. p. a). Esta soluciéon de Pb(II) fue
valorada utilizando una solucién patrén de EDTA como titulante, con naranja de

xilenol como indicador.
I1.3.1 Tratamiento de datos de titulaciones fluorimétricas

En este caso, la variable con la que se trabaja es la atenuacion de fluorescencia,
Or:

191

Br=——
IRRE

(IL1)
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Aqui, I? es el valor de emisidon fluorescente de la muestra de humico sin
agregado del metal; I es el valor de emisién del dltimo punto de la titulacién (mayor

atenuacion fluorescente) y I; la emisiéon de cada uno de los puntos de la titulacion.
Estos valores pueden obtenerse de dos maneras: tomando el dato para una
determinada longitud de onda, usualmente en el maximo del espectro, donde se
observa la mayor atenuacién con el agregado del metal, o realizando el célculo de la
integral de la emision fluorescente en el intervalo de longitudes de onda de emision.
Se realizaron ambos procedimientos, obteniendo resultados coincidentes, de manera

que se mostraran solamente los resultados obtenidos con el primer método.

I1.4 Matrices de emision - excitacién de fluorescencia (EEM)

Se entiende como tales al conjunto de mediciones de espectros de emisién
realizados en un intervalo de longitudes de onda de excitaciéon (también llamado

“mapa de fluorescencia”).

Se midieron con el mismo espectrofluorimetro que para las titulaciones
fluorimétricas; para los acidos htimicos Elliot y Fluka, en dos condiciones de pH y
fuerza iénica: pH 4.0 y 5.5; NaClO4 0.1 y 0.02 M. Para el acido htiimico Leonardita se
realiz6 la medida solamente para pH = 4.0 y fuerza i6nica 0.02 M. Se trabajé con
concentraciones de muestra de aproximadamente 20 mg de acido himico por litro

de solucién.

Para el andlisis quimiométrico, se midié el mapa de fluorescencia para cada
acido htmico sin Pb(Il) y con crecientes agregados del metal (seis concentraciones
crecientes, agregadas en batch a alicuotas de 10 mL de una misma solucién de 4cido
htimico). Para obtener el mapa se registraron los espectros de emisién (rango de
emision: 300 - 700 nm) en un intervalo de longitudes de onda de excitacion de 240 a

450 nm, a intervalos de 5 nm. El rango de emisién se fue desplazando hacia mayores
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longitudes de onda de manera de mantener una diferencia minima de 10 nm entre la

longitud de onda de excitacién y el minimo de emision.

IL.5 Isotermas de sorcion de Pb(II)

11.5.1 Goetita

La goetita sintética fue provista por el grupo de Ciencia de Superficies del
INQUIMAE. Fue preparada siguiendo la técnica descripta por Schwertmann y
Cornell,* con una relacion OH/Fe de 1.5. Su area superficial especifica, determinada
por la técnica BET, fue de 89 m? g1 y su tamafio medio de particula, medido con un
analizador de tamafio de particula Brookhaven Instruments Corp. 90 plus, fue de 120

nm.

I1.5.2 Acidos hiimicos

Se utilizaron dos muestras distintas de acido humico: acido humico Fluka
(FHA), utilizado tal como fue recibido; ha sido caracterizado en la literatura y
algunos pardmetros seleccionados se muestran en la Tabla II.1. La segunda muestra

es el &cido hamico Vedia, ya mencionado anteriormente.

I1.5.3 Reactivos

Se utilizé perclorato de sodio (Merck p. a.) como electrolito soporte. Los
experimentos se realizaron a pH = 4.0, ajustado con agregados apropiados de
soluciones de HCIO4 o NaOH (ambos Merck p.a.). Se prepararon soluciones de Pb(Il)
de 1000 ppm a partir de Pb(NOs)2 (Fluka puriss. p. a.). Se utiliz6 siempre agua ultra
pura obtenida de un sistema Millipore MilliQ.
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11.5.4 Isotermas de sorcion

Tanto los 4cidos htimicos como la goetita fueron suspendidos en NaClO;4 0,02
M. Las isotermas de sorciéon de los sustratos individuales se determinaron
agregando cantidades apropiadas de una solucién de Pb(II) 1000 ppm, de manera de
obtener concentraciones totales del metal entre 0,1 y 40 ppm, a alicuotas de 10 mL de
la suspension en tubos de centrifuga de polipropileno. Estas suspensiones fueron
llevadas a pH 4,0 y luego estabilizadas por un periodo de 3 dias. Luego de 1 dia, el
pH fue medido y ajustado, en caso de ser necesario, para alcanzar pH 4,0 + 0.1; luego
del tercer dia no se encontraron cambios significativos. Como a este pH los AHs
utilizados (asi como la goetita) son ligeramente solubles, las suspensiones fueron
centrifugadas a 4800 rpm con una centrifugadora PRESVAC modelo DCS-16-RVT,
para separar los solidos, y el Pb(II) presente en el sobrenadante fue determinado por
AAS. Para concentraciones mayores a 0,5 ppm de Pb(Il) se utilizé6 un Shimadzu 6800
(equipado con un autosampler ASC 6100 y una lampara de catodo hueco de Pb
Hamamatsu Photonics) con un quemador de llama. Para concentraciones menores,
se utiliz6 un Shimadzu 6700 (también equipado con un autosampler ASC 6000 y la
misma ldmpara) con un horno de grafito (modelo GFA 6000). La separacién de AH
fue estudiada en ensayos control, separando el liquido sobrenadante, ajustando el
pH a 8,0 (de manera de disolver todo el AH remanente) y midiendo la absorbancia a
365 nm; la concentracién de AH fue determinada utilizando una curva de calibrado
construida a partir de absorbancias de muestras de concentraciéon conocida. También
se control6 que se obtuvieran resultados consistentes a otras longitudes de onda en
el rango visible. Estas medidas se realizaron en un espectrofotometro Shimadzu

PC3101.

Las isotermas de sorciéon en el sistema ternario se determinaron de manera
similar, mezclando suspensiones apropiadas de AH y goetita, y agregando las
alicuotas correspondientes de Pb(II), con un volumen total de 10 mL. Se ajust6 el pH,
dejando equilibrar las muestras por 3 dias, controlando su pH luego de 1 dia,

centrifugando y determinando Pb(II) como antes. Los resultados experimentales son
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comparados con aquellos predichos por la simple suma de las sorciones individuales

en las mismas condiciones (regla de aditividad).

I1.5.5 Espectroscopia FTIR

Los espectros FTIR de los sistemas ternarios y binarios (Pb-AH y Pb-goetita) se
obtuvieron tanto ex situ como in situ. Los espectros ex situ fueron medidos en
pastilla de KBr. Se prepararon como antes muestras de goetita y FHA solos, y de 16
mg L1 FHA + 80 mg L1 goetita, en todos los casos en presencia de 37 y 62 ppm de
Pb(II), y se separaron por filtracién. El solido fue secado a 50 °C en vacio durante la
noche y se prepararon pastillas con 0,6 mg de muestra en 150 mg de KBr. Los
espectros del 6xido y del FHA fueron medidos con fines comparativos. Se
obtuvieron los espectros con un espectrofotémetro Nicolet 510 FTIR equipado con

un detector DTGS, con un promedio de 32 corridas.

I1.6 Obtencion de espectros de IR-ATR

11.6.1 Detalles experimentales para espectros Capitulo VI

Se utiliz6 el adcido hamico Elliot, preparando una solucién de concentracion
aproximada de 280 mg L1 a pH =5.5 y fuerza i6énica (NaClO4) 0.1 M. Se tom6 una
alicuota de esta solucién y se agreg6 Pb(II) de manera de alcanzar una solucién total
de 3.104 M. Se utilizé un accesorio para ATR con un cristal de germanio en un
equipo Nicolet 560. Se registr6 en primera instancia el espectro del AH sin Pb(Il) y
luego el de la soluciéon de AH con metal agregado. Se promediaron 1000 corridas en
cada caso para minimizar el ruido. Para analizar el efecto del agregado de Pb(Il), se
corregieron ambos a su vez por la sefial de la solucion mediante sustraccién de la

misma.
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I1.5.2 Detalles experimentales para espectros Capitulo VII

Los espectros in situ se obtuvieron utilizando la técnica ATR, siguiendo
Tejedor-Tejedor y Anderson.> Se prepararon suspensiones de 40 g L1 de s6lidos con
y sin Pb(Il), ajustando el pH y equilibrando como ya dicho. Las muestras se
vertieron en un accesorio de ATR con un cristal de ZnSe de 10 cm (45°) en un
espectrometro Nicolet Magna 560 con un detector MCT-A. Justo antes de las
medidas, se separ6 parte del sobrenadante de estas muestras por centrifugacion y
fue usado como referencia. Estas particulas fueron luego resuspendidas en la
solucion restante, resultando en una concentracion de 50 g L-1; esta suspension es la
muestra en las medidas de ATR. El espectro de estas particulas en suspension es el
resultado de la sustraccion del espectro del sobrenadante (referencia) del espectro de
la muestra, utilizando a su vez el espectro de la celda vacia como referencia de cada
uno de éstos. La celda permanece en su lugar a través de todas las medidas, por lo
tanto su transmitancia y &ngulo de incidencia permanecen constantes. Se

promediaron 3000 corridas en cada caso para minimizar el ruido.
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Capitulo III

Aplicacion de un método de regularizacién restringido en la obtencién
de distribuciones de afinidad: enlace de protones y metales a

sustancias hiamicas

II1.1 Introduccion

La obtencién de distribuciones de afinidad para el sistema SH - catién (protén
o metdlico) aplicando modelos especificos para la descripcion del enlace es una tarea
complicada, como se desarroll6 en el Capitulo I. Ademds de la aplicaciéon de estos
modelos, también se ha dedicado trabajo a extraer distribuciones de afinidad
directamente de los datos experimentales, incluyendo métodos analiticos!# y
numéricos.>10 La descripcion teérica de la adsorcion sobre adsorbentes heterogéneos
(como es el caso de las SH) es casi siempre interpretado por la superposiciéon de
sitios homogéneos de sorcion independientes. Este concepto lleva al planteo de una

integral de Fredholm de primera especie:

0= ff(c,an)g(an)dan

(IIL.1)

donde la distribuciéon deseada g(In K), debe estimarse a partir de datos
experimentales de adsorcién, ®, de exactitud limitada. La funcioén kernel f (¢, In K)
(isoterma local) describe la adsorcién sobre un sitio homogéneo caracterizado por la

propiedad In K (energia de enlace, en este caso).!! (Langmuir 1999, 15, 6016-6025)

La extracciéon de un espectro de afinidad desde datos experimentales es un
problema ill - posed (“mal planteado”),5612 y puede demostrarse que los métodos de

cuadrados minimos comunes conllevan a un ntimero casi infinito de soluciones
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oscilantes,'? cada una de ellas satisfaciendo la ecuacion (III.1) dentro de las incertezas
experimentales. Dicho de otra manera, todas las soluciones pueden tener
desviaciones arbitrariamente grandes entre ellas y de la solucién verdadera, y atn

asi ajustar dentro del error a los datos experimentales.!?

Una manera de solucionar este problema es el uso de métodos de
regularizaciéon por cuadrados minimos restringidos, que han sido aplicados por
varios autores.>” En un procedimiento de regularizacion, la funcién objetivo a ser
minimizada, usualmente la suma de diferencias cuadraticas, es modificada por un
término regularizador, que penaliza las soluciones no deseadas, en este caso aquellas
que muestren comportamiento de cambio rapido, favoreciendo en cambio soluciones
suaves, con pocos picos. Aun cuando es dificil extraer distribuciones reales exactas
de datos de titulaciones,® por lo menos sin conocimiento adicional, puede obtenerse
informacion ttil con dichos procedimientos. Provencher ha desarrollado un método
de regularizacién, implementado en el cédigo del programa CONTIN,>4 que ha
sido ampliamente utilizado, con aplicaciones a estudios de relajacion,'®> dispersion
dindmica de luz!®1” y espectroscopia RMN1819 entre muchos otros.2021.22 En
particular, se han reportado varias aplicaciones a estudios de adsorcién.>2-% En la
aplicacion de éste y otros métodos numéricos, se obtienen espectros de afinidad
condicionales, vélidos en ciertas condiciones, generalmente fuerza iénica fija y, en el

caso de enlace de metales, también pH fijo.1926

En este capitulo, el paquete CONTIN es empleado para analizar datos de
enlace de protones y cationes a SH, incluyendo acidos humicos (AH) y falvicos (AF),
sin aplicar ningin modelo especifico para las funciones de distribucion de
constantes de enlace. Se procesan datos experimentales de literatura para
protonacion y se obtienen e interpretan las distribuciones de afinidad en términos de
la estructura de la SH. Las distribuciones encontradas son comparadas con modelos

existentes. Para el caso del enlace de metales, se propone una separacion del espectro
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de afinidad de protones y se analizan datos de literatura; los resultados son

discutidos en términos de estudios espectroscopicos relevantes para estos sistemas.

II1.2 Obtencidn de distribuciones de constantes de enlace a partir de datos

de titulaciones

II1.2.1 Aplicacion de métodos de regqularizacion a enlace de iones

I11.2.1.1 Enlace de protones

Las sustancias htimicas (SH) son compuestos altamente heterogéneos que se
encuentran en aguas y suelos. Tienen comportamiento &cido - base, que puede ser

descripto como un proceso de unioén:

A+H*2 HA
(I11.2)
donde A- representa un tnico grupo de enlace de protén (sitio) en la sustancia
htimica. Para un acido simple con un equilibrio de enlace homogéneo, el proceso

(III.1) puede describirse con una ecuacion de tipo Langmuir:

Kyay

Qu = Qsm

(I1L.3)
donde Qp es la cantidad (mol/kg) de H* unido, Qs es la maxima cantidad de H* que
puede unirse (saturacion), Ky es la constante de equilibrio de unién y an es la
actividad de H* en la soluciéon. Como las SH son heterogéneas, no hay una constante
Unica sino una distribucién (o espectro de afinidad), entonces la ecuacion (II1.3) se

transforma, como es bien conocido, en:
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*®  Kyay
Qu = Qs f_wmg(logKﬂ)dlogKﬂ

(I11.4)
donde la isoterma de Langmuir es aplicada a la fraccion de sitios con un mismo

valor de Ky; esta es la isoterma local:

_ Kyay
H= sy Kyay

q
(I1L.5)
donde gs es la cantidad de sitios con constante de unién entre log Ky y log Ku + d log
Ku. En la ecuacion (II1.4), ¢ es una distribuciéon condicional de afinidad si se
considera la actividad de H* en el seno de la solucién, dado que no se tienen en
cuenta efectos electrostaticos. Como usualmente no se conoce Qs a priori, se obtiene
el producto Qs g(log Kn) = g'(log Kn) en forma de una distribucién no normalizada;
en principio, Qs puede obtenerse a través de la normalizacion de g’. Ademas, de los
experimentos de titulacion no se determina el valor absoluto de Qn, sino que se
obtiene el cambio en la carga negativa del acido htimico (esto es, los sitios libres),
AQa, de manera que la ecuacioén a resolver es

(0]

Kyay

— "B g'(logK,)dlog K, + A
001+KHaHg(0g n)dlog Ky + AQ,

AQA=_Q5+Q0+QH=f

(IT1.6)

donde Qo es la carga inicial antes de la titulacion.
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I11.2.1.2 Procedimiento de regularizacion

Como se menciona anteriormente, la ecuacion (III.4) es una ecuacién integral
de Fredholm de primera clase, y la inversiéon directa de estas ecuaciones es un
problema complejo porque hay soluciones multiples oscilantes que las satisfacen y
todas ellas se ajustan a los datos dentro del error experimental. Por ello, los
procedimientos estdndares de ajuste no son adecuados para encontrar la distribucién

de afinidad y se necesitan técnicas estadisticas de regularizacion.

Estos problemas pueden ser resueltos numéricamente para estimar la funciéon
de distribucion g(log Kmu) utilizando algoritmos de regularizacion, como el

implementado en el paquete CONTIN por Provencher.1214

CONTIN es muy flexible; consiste en un nticleo de unos 50 subprogramas mas
13 subprogramas “usuario” mas pequefios, los cuales pueden ser modificados
facilmente por el usuario para especificar restricciones especiales, regularizadores,

ecuaciones operadores, simulaciones, peso estadistico, etc.

En este procedimiento, la ecuacién (IIL.4) es discretizada en una grilla de N,

puntos A, como:

Ng

Qx = Z Cka(/lm) S(Am) + LkB

m=1

(I1.7)

donde Fj (1) es la funcion kernel, en este caso la isoterma local, que como se dijo es
elegida como la funcién de Langmuir:

10%a,

B = T3 T07q,

(I11.8)
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siendo ax la actividad de protén correspondiente a Qk; ax y Qk (1 < k £ Ny) son los
puntos experimentales.  es una constante aditiva (aqui, 4Qo). Hay que determinar la
distribucién discretizada s(A) y B. La ecuaciéon (II.7) puede escribirse en forma
matricial:

q = Ax

(I11.9)
donde A es una matriz de dimensiones N, x Ny+1 que contiene los cnFi(A) y Lk, en
este caso fijado en 1; q es un vector (dimension Ny) que contiene los valores de Qk y x

es un vector (dimension Ng+1) que contiene las incégnitas, sm(A) y .

Regularizacion: La funcion objetivo minimizada en CONTIN'>14 es
V(o) =x*+ a?R = |[M~Y/2(q — Ax)||2 + o?||r — Bx||?

(I11.10)
donde M es la matriz de covarianza de las incertezas experimentales y || ... || indica
la norma Euclidea. El segundo término de la derecha de la ecuacién (II1.10) es el
regularizador; a es el parametro de regularizacion, su valor controla el peso de la

funcién de regularizacién R. Esta funcion en CONTIN es tomada como:

(6%
2
R=|r-Bx|| = J‘(a}&] dir

. (IIL.11)

donde A1 y An son los limites superior e inferior de la grilla. Esta funcién, que es
esencialmente la curvatura de s, favorece soluciones suaves. El pardmetro de
regularizaciéon a puede ser elegido autométicamente por CONTIN o controlado a
través de los pardmetros de entrada. Estos pardmetros son fsymin V 7sv,max

restringiendo a en el rango?’?
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Tsv,minslp Sas 7‘sv,maxsl

(IIL.12)
donde s1 es un factor de escalado interno (ver apéndice A.1 de (11)) y p es la
precisién interna, ajustada automaticamente, en el entorno de Windows empleado,
en p = 1.49 x 1015, Otras restricciones incluyen la no negatividad de la solucion, que
es importante en la exclusion de varias soluciones oscilantes, y también restricciones

definidas por el usuario.
Para seleccionar el valor 6ptimo de oo CONTIN utiliza el pardmetro:
Py (o) = F(f1(a), Npp(ay), Ny — Npp(ap))

(IIL.13)
donde F(f, n1, n2) es la distribucién F de Fischer con n1 y n2 grados de libertad, ages el
valor de o que minimiza V(a), Npr(oo) es el nimero de grados de libertad de dicho
valor, y
V(o) —V(ap) XNy — Npr(ao)

V(ao) Npg(a)

fila) =

(I11.14)

La solucién elegida por CONTIN es aquella con P1 més cercano a 0.5. Entonces,
el criterio de convergencia en CONTIN est4 esencialmente basado en la distribuciéon
F. Como se discute mas adelante (seccion I11.3.1.4), en algunos casos se han impuesto
restricciones en el rango de o segin fundamentos fisicos, modificando asi el

comportamiento anterior.
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I11.2.1.3 Comportamiento competitivo metal - protén

Las SH enlazan cationes metalicos como por ejemplo Ca?*, Pb?*, Al3*, etc. Como
una primera aproximacion, la unién de un metal puede escribirse de manera similar

a (IIL1):

A™ 4 M* 2 AMZ 1
(I11.15)

Sin embargo, en general tanto M#* como H* se unen a los mismos sitios, por lo
cual puede usarse la ecuaciéon de Langmuir competitiva como isoterma local para la
cantidad de M#* unida, gu. Suponiendo que cada M#* se une a un solo sitio, puede

escribirse como:

_ Kyay
M= K a + Kyay

q

(II1.16)
donde Ku es la constante de unién de metal y am es la actividad del metal. Ahora,
para el caso heterogéneo, la ecuaciéon (IIL.16) deberia ser integrada para una
distribuciéon bidimensional p(log Ku, log Kwm), la cual en el caso general incluird las

correlaciones entre la uniéon de H* y M#* unidos a la SH:

O = 0s f f aa (Kops K g, az)p(log Ky, log Kip) d log Ky d log Ky

(I11.17)

Como una manera de simplificar el problema, se asumird que p puede
escribirse como el producto de dos distribuciones correspondientes a Ky, g(log Kn), y
Kum, f(log Kum). Esta suposicion implica que en principio estas distribuciones son
diferentes e independientes (no correlacionadas, condiciéon de separabilidad). En la
préctica, si g es la distribucion deducida para unién de H* en ausencia de iones

interferentes, la distribucién f llevara incluidas las correlaciones H* - M#*. Como la
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unién de cationes metdalicos en ausencia completa de protones es, como minimo,
dificil de lograr experimentalmente, la distribucion “pura” para la unién de M#* no
es accesible experimentalmente, por lo que la suposicién introducida es aceptable, al
menos desde el punto de vista de obtener una distribucién condicional. Entonces, la

cantidad de metal unido puede escribirse como:

Kyay
= log K log K;,) dlog K; dlog K
Qum QS,U1+KHaH+KMaMg(Og n) f(logKy) dlogKy dlog Ky

(I1.18)

Como la distribucién de log Ky es determinada en un experimento separado, la

ecuacion (III.18) puede resolverse con CONTIN, agrupando de la siguiente manera:

(lr Kyay
= "(log K;;)d log K. log K+.) dlog K
om f[f1+KHaH+KMaM9(°g n)dlog Ky | f(log Ky) dlogKy

(IIL.19)

donde el factor entre corchetes es la funcién kernel.

En el caso general, debe considerarse la unién del metal en forma
multidentada, dado que hay evidencia espectroscépica que indica que una fraccién
de metal unido estd en la forma bidentada, o atn tetradentada.?”?® Sin embargo,
como habré distintas fracciones de metal unidas con diversas estequiometrias, se
introducira aqui un coeficiente estequiométrico promedio r en forma similar a

Kinniburgh et al.:?

rA” + M?+ 2 A, M?"
(111.20)
En este caso, considerando un equilibrio de tipo Langmuir para la isoterma

local de ambos iones, se llega a las siguientes ecuaciones:

qu

Kyay = ——H
B qs —qu —7qu

(I11.21)
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dm
(s — qu —rqm)”

Kyay =

(I11.22)

El sistema (II1.21) - (II1.22) no puede resolverse analiticamente para gum (excepto
para r entero), pero éste en cambio puede ser encontrado numéricamente, y usado

para encontrar f en:

Qu = f[fQM(aH.aM,KH,KM)g(logKH)dlogKH f(log Ky) dlog Ky

—00 +=—o00

(IT1.23)

La ecuacion (II1.23) puede resolverse para f con CONTIN, con r como

parametro externo y

[oe]

Fk = f qM(aHl aMlKHIKM)g (logKH)dlogKH

— 00

(I11.24)

como la funcién kernel. El planteo presentado aqui tiene cierta semejanza con el
método del espectro condicional de afinidad (CAS) propuesto por Garcés et al., 126
donde el CAS es la distribuciéon p restringida a un pH fijo (au constante), p’(log K,
ay = constante). Sin embargo, el CAS de Garcés et al.?® incluye una contribucién de
los protones mientras que la ecuacion (IIL.18) implica una mayor separacion del

espectro de afinidad de protones en ausencia de M.
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II1.2.2 Datos empleados y procedimiento numérico

Se us6 el programa CONTIN, modificado para usar las ecuaciones (IIL.8) y
(IIL.24) como kernels, para extraer las distribuciones de afinidad. Los pesos
estadisticos de los datos experimentales fueron generalmente tomados como iguales

para todos los puntos experimentales, salvo aclaracion en contrario.

Como un primer test, se utilizaron curvas de titulacion sintéticas, generadas
con la ecuacién (IIL.4), y una distribucién simple gaussiana bimodal para el enlace de
protones; una segunda distribucién bimodal fue simulada para el enlace de metal (r
= 1) y las curvas de titulaciéon fueron simuladas con la ecuacién (II1.17). Ademas se

llevaron a cabo diversos tests para estudiar el efecto de errores experimentales.

Asimismo, se procesaron con CONTIN curvas de titulacion simuladas usando
los modelos NICA-Donnan (ND) y el Modelo Hamico de Estocolmo (SHM), a
diferentes fuerzas iénicas, y se compararon los resultados. Las simulaciones ND se
realizaron utilizando el programa FIT version 2.581% y los célculos SHM se hicieron

con el programa Vminteq®' de Gustafsson.

En el caso de los metales, luego del test con curvas de titulacion simuladas
usando un modelo simple bigaussiano se realiz6 un analisis de datos
experimentales. Los datos experimentales fueron tomados mayormente de la extensa
recopilaciéon de Milne et al.3233 que esta disponible como Informacién Suplementaria
de la Ref. 32 contiene datos de titulaciones acido base de un ntmero de acidos
falvicos y htimicos, y la titulacién con diversos cationes metalicos para algunos de
ellos. Ademas, algunos grupos de datos fueron tomados de Ferndndez et al.3* Un
aspecto importante es que el procesamiento con un método de regularizacién como
CONTIN para recuperar la distribuciéon condicional de afinidad tiene ciertos
requerimientos (amplio rango de pH o pM, una densidad de datos relativamente
alta, fuerza i6nica constante) que no se cumplen en la totalidad de los casos, por lo

tanto algunos datos no pudieron ser procesados; mas atn, algunos grupos de datos

59



Aplicacion de un método de regularizacion restringido en la obtencion de distribuciones de
afinidad

fueron descartados luego del procesamiento debido a la presencia de picos grandes
en algtn extremo de las distribuciones calculadas, que no pudieron ser eliminados.
Esto es especialmente cierto para los datos de enlace de metal, donde solamente los
datos de metal - PPHA%3 pudieron ser utilizados. Los grupos de datos

seleccionados estan listados en la Tabla II1.1.

Tabla II1.1. Conjuntos de datos analizados con CONTIN

Coédigo  Material Fuerzas I6nicas/M rango pH  Ref.

FH-04 Acido falvico Bersbo 0.1 3.1-7.2 32

FH-06 Acido fulvico Satilla River 0.1 3.2-10.8 32

FH-14 Acido falvico Laurentian 0.05 4.2-9.8 32
soil

FH-23 Acido falvico Laurentian 0.1 3.6-10.4 32
soil

HH-09 Acido htumico de turba 0.01; 0.08; 0.09; 3.5-10.5 32
purificado (PPHA) 0.31

HH-16 Acido humico Kinshozan 0.003; 0.02; 0.12 3.3-10.3 32
OH

HH-18 Acido himico Aldrich 0.1 3.4-10.4 32
purificado

HH-23 PUHA 0.01; 0.03; 0.1; 0.3 3.0-9.8 32

TolS-FA  Acido fulvico Toledo soil 0.3 3.5-10.3 34

TolS-HA  Acido htimico Toledo Soil 0.3 3.6-10.4 34

HCd-03 PPHA+Cd?* 0.1 4;6;8 32

HCu-04 PPHA+Cu?* 0.1 4;6;8 32

HPb-05 PPHA+Pb2* 0.1 4;6;8 32

II1.3 Resultados y discusién

II1.3.1 Enlace de protones

I11.3.1.1 Test con datos simulados con un modelo simple

La Figura III.1 muestra la distribuciéon gaussiana bimodal usada como la

distribucion g(log Kp).
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g(log K”)

5

log K,

Figura II1.1: Distribucion de afinidad gaussiana bimodal simulada utilizada para los test

Con esta distribucién (que no considera efectos electrostaticos), se calculé una

curva de titulaciéon simulada con la ecuacion (II1.4). Ademas de la exacta (desviacion

nula), también se calcularon otras curvas con desviaciéon al azar de + 1%, 3% y 5%

(Figura II1.2)

1.0

0.8

0.6

0.4+

0.2+

1.0

10

0.8t

0.6

Qy

0.4t

0.2t

Q

1.0

0.81

0.6

0.41

10

Figura II1.2. Puntos: curvas de titulacion simuladas de enlace de proton (a) curva exacta, (b), (c),
(d) con desviaciones al azar agregadas de 1%, 3% y 5%, respectivamente. Lineas: resultados del
ajuste produciendo las distribuciones de la Figura I11.3
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La Figura II.2 muestra las curvas de Qu vs. pH calculadas con Qs = 1. La

Figura III.3 muestra las distribuciones de afinidad recuperadas.

0.3 U Exacta
,f.'n ——1 % desv.
‘/, A 3 % desv.
[ ----5% desv.

,’

)

10 15

5
log K

Figura II1.3: Distribuciones obtenidas a partir de las curvas de enlace simuladas calculadas con la

distribucion de la Figura II1.1, exacta y con errores al azar como se indica.

El algoritmo parece ser bastante robusto con respecto a la dispersion al azar,
dado que la distribucién original es recuperada razonablemente bien hasta una
dispersiéon al azar agregada del 5%. La Figura IIl.4, por otro lado, muestra el
resultado de un cambio en el rango de pH de la curva de enlace. Para un rango de
pH de 4 - 9 se encuentra un resultado similar que a pH 3 - 10, pero si se restringe el
rango a 5 - 8 la distribucién resultante se encuentra severamente distorsionada
comparada con la original. El nimero de picos no pudo ser restringido, atn
restringiendo el regularizador ajustando el parametro rsy, min hasta un valor tan alto
como 10M. Estos resultados son coincidentes con observaciones previas de Ruf. et al.,

que indican que estos métodos son mas sensibles a desviaciones sistematicas que al

azar.16.37
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izl - ' ——— pH3a10
pH4a9
|---- pH5a8
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0.1 .
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Figura II1.4. Distribuciones obtenidas para diferentes rangos de pH en las curvas de enlace
simuladas.

I11.3.1.2 Test con datos simulados con el modelo NICA - Donnan.

Se simularon las curvas de enlace de protones usando el programa FIT 2.58130
con el modelo ND para diferentes fuerzas idnicas, I desde 0.01 hasta 1 M, usando
pardmetros genéricos promedio (pardmetros predeterminados del programa FIT).
Ademas, se simul6 una curva sin efectos electrostéticos (obtenida fijando el volumen
Donnan en 0) para comparaciéon. La Figura III.5 muestra las distribuciones
condicionales normalizadas recuperadas con CONTIN, junto con la tedrica, la

distribucién bimodal de Sips.
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T

5 y 5 1 .
03+ o Tedrica bimodal Sips
NICA Sim., sin electrostatica

——NICA Sim,, [=1.0M
—— NICA Sim., [=0.1M
02 % |——NICA Sim., I =0.01 M

log KH

Figura IIL.5. Curvas de distribucion recuperadas a partir de curvas de titulacion simuladas con el

modelo NICA-Donnan

Como es de esperar, la distribucion deducida sin efectos electrostaticos
coincide con la original. En todos los demads casos se observa que, a medida que la
fuerza idnica decrece, la distribucion se separa de la tedrica tanto en posiciéon como
en forma, desplazdndose hacia valores mas altos de log Ku y haciéndose mas ancha.
Esto es consecuencia de la mayor adsorciéon a bajas I debido a interacciones
inespecificas (electrostaticas). El desplazamiento de las posiciones de los picos es

lineal en I, como puede observarse en la Figura IIL.6:

10 - o ]

il 1
£ |
o B ]
¥4
¥ 7 i -
= L "
6 . .
50 » .
4 3 e} 1 0 1

log I

Figura I11.6. Dependencia con la fuerza ionica de las posiciones de los picos encontrados en las
distribuciones recuperadas con CONTIN a partir de las curvas de titulacion simuladas con NICA -
Donnan.
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Para comparar luego con otros resultados, vale notar que las curvas de la
Figura III.5 pueden ser ajustadas muy satisfactoriamente con dos picos de forma Sips
(Figura III.7b), mientras que el ajuste con picos Gaussianos es menos satisfactorio
(Figura II.7a). La curva que se muestra es para una alta fuerza iénica, donde los

efectos no especificos son menos pronunciados.

1:5 T . T - 1.5 T v | !
O S = 1 NICCA-Donnan 2 Sim, 1= TNICCA-Donnan
— Ajuste Ganssi o 1 . — Ajusty Si '
a iy —— Ajuste Gaussiana privo 2 b ,v:‘\ —— Ajushe Si v
— Ajusie acumulative | — Ajusbe siumulakive
|
L0 E 1.0+ \ .
3 \
e b YR 1
g s
= 05p 1 5 05t 8
0.0} E 0.0 + 1
5 0 5 10 15
log K, log K,

Figura II1.7. Ajustes de la curva de distribucion, deducida para una curva de titulacion simulada con
NICA - Donnan para I =1 M, a picos Gaussianos (a) y picos tipo Sips (b)

I11.3.1.3 Test con datos simulados con el Modelo Himico de Estocolmo (SHM)

Se obtuvieron curvas de titulacién con valores estdndar de los pardmetros
empleando el programa de Gustaffson Vminteq.3! La Figura III.8a muestra la curva
exacta obtenida para I =1 M, y la misma con desviaciones al azar, mientras que en la
Figura III.8b se muestran las distribuciones deducidas. Se observa que se recupera
una distribucién discreta solamente utilizando la curva exacta: la introducciéon de
desviaciones al azar, aunque sean pequenas, hace que ya no se encuentre una
distribucién discreta, sino una continua, similar a aquellas predichas por el modelo
ND. Se encuentra el mismo resultado mediante la restriccion del pardmetro de
regularizacién o al maximo valor compatible con el ajuste de datos. Mas atin, con los
datos exactos no se recupera la distribucién discreta exacta, especialmente para bajos

valores de Ku, donde se encuentran solamente tres picos. La curva de titulacion
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deberia extenderse a menores valores de pH para observar los cuatro valores de log

Kh.

24 T T T T T
5 T T T T b Exacto, alfa restringido
a 20k Sin restr., exacto
ddfgf Sinrestr., +-1 %
4 . ] Sin restr. +- 3%
1.6 -
Valor te6rico SHM
Tx
o PN 12} J
o T 1 &
=
A
55 0.8 i
2+ i
— Curva exacta 04 1
0O +1 % desviaciéon
o *3 % desviacion 0.0 f A L .
s 5 0 5 10 15 20
4 <] 8 10
log KH

pH

Figura II1.8. (a) curva de titulacion simulada con el modelo SHM, exacta (linea) y con desviaciones
al azar, de 1% y 3% de magnitud; (b) la distribucion supuesta de pK de SHM (barras rosas) y las
distribuciones obtenidas con CONTIN.

En la Figura III.9 se grafica la influencia de la fuerza iénica en la distribucion
encontrada con CONTIN (usando las curvas de titulacion “exactas”). El
desplazamiento de los picos de la distribuciéon con I no es lineal, a diferencia del caso

de modelo de ND. La diferencia es una consecuencia de los respectivos modelos

electrostaticos.
3 T - — T
— tedrico gL = 1
—sin electrostatica .
—1=1M gl b . |
—I=0001M -
2t L = - —
_— 7 1
M M ]
m -
o g 6 .
— 1 ==
m B S L B
-
41 J
0 : . ; x
: 1E-3 0.01 0.1 1
log K (M)

Figura IIL9. (a) Efecto de la fuerza ionica en las distribuciones obtenidas con CONTIN. Las barras
grises muestran los valores “tedricos” del modelo; (b) dependencia con I de algunos de los picos de (a),
las lineas horizontales muestran los valores tedricos.
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I11.3.1.4 Anaélisis de datos experimentales

En lo que sigue, se mostrard la aplicacion de CONTIN a datos experimentales
de titulaciones acido base (esto es, enlace de protones) de sustancias humicas,
utilizando datos publicados por Milne et al.323 y Ferndndez et al.3* detallados en la

Tabla III.1.

Al procesar varios de estos grupos de datos con CONTIN en condiciones por
defecto, a menudo las distribuciones resultantes muestran un nimero relativamente
alto de picos, que tendria poca justificacion fisica. Por ello, se emple6 el siguiente
procedimiento, ilustrado por la Figura II1.10 para el grupo de datos HH - 16 de
Milne et al., correspondiente al acido htimico Kinshozan OH. La Figura III.10a
muestra el ajuste obtenido (con el gréfico de residuos en el inserto) con condiciones
estandar, y la Figura II1.10b la distribucién correspondiente; ésta presenta 6 picos,
con predominancia de valores bajos de log Ku (acidez relativamente fuerte). Esta
distribucién es poco probable de un punto de vista fisico. Por ello, se introdujeron
mas restricciones en la regularizaciéon. Luego de varios intentos, el siguiente
procedimiento otorgé resultados consistentes en éste y los casos subsiguientes: fue
aumentandose progresivamente el parametro 7sy, min (limitando el menor valor de a
en el primer analisis, lo que implica aumentar el peso del regularizador), llevando a
distribuciones mds suaves y menos pronunciadas como se muestra en la Figura
II.10c - h. Valores de sy, min < 10° no causaron cambios significativos en los
resultados; para fsy, min de 3.0 x 106 - 1.0 x 107 la distribucién obtenida muestra
esencialmente dos picos, coincidiendo con las suposiciones usuales, y resulta atn un
ajuste sustancialmente bueno. Mdés alld de estos valores, la distribucién sigue
mostrando dos picos, pero mdas anchos, y la calidad del ajuste decrece
significativamente, como se observa en el gréafico de los residuos (ver Figura III1.10g,
notar el cambio en la escala). La Tabla III.2 muestra los valores finales encontrados

para o, P1y 3>
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Figura II1.10. Procesamiento de la titulacion dcido - base de Kinshozan OH HA (conjunto de datos
HH - 16 de Milne et al.) a I = 0.12 M. Izquierda: datos experimentales (circulos) y curva ajustada
(linea); insertos: grifico de residuos. Derecha: distribuciones obtenidas respectivas. De arriba a
abajo, aumenta la restriccion de valor minimo del pardmetro de reqularizacion a a través de valores
ascendentes de la variable de CONTIN r<, min: (a,b) sin restriccion; (c,d) 3.0 x 105; (e,f) 1.0 x 107;
(gh) 3.0 x 108.

La Figura IIl.1la compara las distribuciones de afinidad condicional
encontradas a diferentes fuerzas iénicas para PPHA, y la Figura III.11b muestra la
dependencia observada de los dos picos principales con I, comparada con la
dependencia encontrada a partir de las curvas de titulacién predichas (con

pardmetros optimizados para este HA) por los modelos ND y SHM. Se encuentra
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que los datos experimentales muestran una menor dependencia con la fuerza iénica

que los modelos, especialmente para el pico fendlico.

Tabla III.2 Valores encontrados para los pardmetros o, 2 y P1 para el ajuste de HH-16 (I = 0.12
M) con CONTIN.

1.0

0.8

V'sv,min o final Xz Py
1.0 2.78E-5 3.28 x 104 0.454
1.0x10° 3.34E-5 3.40 x 104 0.337
1.0 x 100 1.66E-4 514 x 104 0.276
3.0 x 100 6.01E-4 8.13 x 104 0.537
1.0 x 107 0.00155 0.00113 0.547
3.0 x 107 0.00451 0.00288 0.927
1.0x 108 0.0145 0.01572 0.986
3.0x 108 0.0422 0.05011 0.638
T T T T 12 r . - v T
HIT- 09 W SHMEK,
\ I=0.31M b O SHMK,
_"- I=0.09M 16 A NDK
A : 1=0.08 M I A NDK
[\ | —1=001M + e
\ o oo LA I X Exp.K,
\ ¥I gl . + }?.x|-\ K,
%C ..
b -
: : " : .
1 1 L L 4 Il 1 1 L
0 5 10 15 20 2.0 1.5 -1.0 -0.5 0.0
log KH log 1

Figura II1.11. (a) Distribuciones de afinidad obtenidas a diferentes fuerzas ionicas a partir de datos
experimentales para PPHA. (b) Dependencia de la posicion de los picos con la fuerza ionica para
distribuciones de afinidad experimentales (Exp) y simuladas segiin un modelo. Se utilizaron los
modelos NICA - Donnan (ND) y Hiimico de Estocolmo (SHM); en el iltimo caso, las posiciones de
los picos graficadas son para el par mds cercano a pH 7.
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La Figura III.12 compara las distribuciones de afinidad encontradas para varios

AHs con predicciones del modelo ND, obtenidas utilizando los parametros 6ptimos

para cada AH, informados por Milne et al.3® Aqui, la observacion general es que el

modelo ND parece predecir un cambio menor en la forma de la distribucién con la

fuerza i6nica que el encontrado a partir de datos experimentales: el efecto resultante

en las predicciones del modelo es principalmente el desplazamiento de la curva de

distribucién en el eje log K, mientras que los datos experimentales resultan en curvas

que cambian tanto en posiciéon como en forma.
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Figura II1.12. Distribuciones de afinidad obtenidas a diferentes fuerzas ionicas a partir de datos

experimentales (a, ¢, e) y a partir de curvas simuladas con el modelo NICA - Donnan (b, d, f) para
diferentes dcidos hiimicos (indicados en las figuras). En las simulaciones, se usaron los pardmetros

optimizados para cada AH, dados por Milne et al.

70



Capitulo 111

La forma general de las distribuciones encontradas en la Figura III1.10 y otros
grupos de datos examinados (méas adelante) es similar a la descripta en literatura,
interpretada en términos de sitios carboxilicos (menor afinidad para protén, mayor
area de pico) y fenolicos (alta afinidad para protén, pico ancho cerca de log Ku = 9).

En consecuencia, se puede tratar de deconvolucionar los picos.

La Figura IIl.13a muestra la deconvolucién de la distribuciéon de afinidad de la
Figura IIL.10f en términos de funciones Gaussianas. Se encuentra que se necesitan
tres picos Gaussianos para obtener un ajuste satisfactorio, con un pico pequefo en el
medio de los dos principales. Figura II1.13b muestra lo mismo, utilizando para
describir los picos la funcién de Sips, que es la que describe el espectro intrinseco de
afinidad en el ampliamente utilizado modelo NICA - Donnan. Se observa que, atin
utilizando tres picos, el ajuste es menos satisfactorio. Como ha sido discutido por
varios autores, la diferencia probablemente no es importante en cuanto al ajuste de
datos genéricos, dado que solo los momentos principales son importantes para la

descripcion de la curva de titulacion (o enlace).

1.0 : L0 -

HH-16 T=0.12M HH-16 1=0.12M
5 < Distribucion encomtrada 5 O Distribucion encontrada
— Ajuste Gaussiana pico 1 — Ajuste Sips pico 1
{ = Ajuste Gaussiana pico 2 — Ajuste Sips pico 2
{ —— Ajuste Gaussiana pico 3 Ajuste Sips pico 3
/ —— Ajuste acumulativo — Ajusle acumulativo
0.5 g 5 N

g'(log K”]

0.0

1 i i

log KH log KH

Figura I11.13. Deconvolucion de la distribucion obtenida en la Figura I11.10f con funciones
Gaussianas (a) y de Sips (b).

Las Figuras II1.14 y II1.15 muestran otros ejemplos; en varios casos, la curva
encontrada debi6 ser ajustada con tres picos mientras que en otros con sélo dos, pero
se observa en general que los picos Gaussianos dan un mejor ajuste que los de tipo

Sips. Otra observacion es que en algunos casos las curvas encontradas son similares
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a aquellas predichas por el ajuste NICA-Donnan3® pero en otros casos hay

diferencias, mds notablemente un pico mas alto y angosto para el tipo fendlico.
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Figura I11.14. Deconvolucion de la distribucion obtenida para el conjunto de datos HH - 09 (peat
AH purificado) con la funcion Gaussiana (a) y Sips (b); lo mismo para el conjunto de datos HH - 18
(c, d). Los circulos muestran la distribucion encontrada, las curvas verde y roja son los diferentes
picos y la linea azul la curva total ajustada.

0.8

Figura II1.15. Deconvolucion de las distribuciones obtenidas para los conjuntos de datos HH - 17

HH= 19 =012\
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(b) y HH - 19(a) con funciones Gaussianas. Los circulos muestran la distribucion encontrada, las

curvas verde y roja son los diferentes picos y la linea azul la curva total ajustada.
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En el caso de acidos falvicos (ver Figuras I11.16 y 1I1.17), es notable que en la
mayoria de los casos se encuentran tres picos bien diferenciados, los cuales son
ajustados satisfactoriamente con funciones Gaussianas; al comparar acidos htimicos
y falvicos del mismo origen, puede observarse en el ejemplo que se muestra en la
Figuras II1.16 (Toledo soil**) que los 4acidos falvicos muestran tres picos bien
definidos, mientras que la fraccion de HA muestra s6lo dos. Ademads, los ejemplos
mostrados en Figuras II1.17a y III.17b corresponden al mismo material (Laurential
Soil FA) reportado por diferentes autores; las distribuciones son cualitativamente
similares, pero no cuantitativamente coincidentes. Cabe notar que los parametros
NICA-Donnan encontrados para estos conjuntos de datos por Milne et. al son
ampliamente diferentes, por lo tanto las discrepancias podrian atribuirse a las
diferencias experimentales entre los respectivos autores, como manejo del FH y
procedimiento de purificacion, técnica de titulacion, etc. También debe notarse que
en el caso de la Figuras IIl.17c, el conjunto de datos alcanza solamente un pH
cercano a 7, entonces la distribucién bimodal encontrada para FH-04 puede verse

condicionada por este hecho.

i ' TolS-FA 1=03M ' ) Tols-HA T=03M
25} O Distribucion encontrada 10F b QO Distribucion encontrada
a —— Ajuste Gaussiana pico | — Ajuste Gaussiana pico 1
20k —— Ajuste Gaussiana pico 2 08k Ajuste Gaussiana pico 2
— Ajuste Gaussiana pico 3 — Ajuste acumulativo
— Ajuste acumulativo =3
X 15} B T 06t -
= 4
= 10k 4 = 04} J
S -
e 50
05k i 02k
0.0k - - - 4 0.0k 2 y = - ]
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log K, log K|,

Figura I11.16. Deconvolucion de dcido fiilvico (a) y dcido hiimico (b) extraidos de un suelo de Toledo,
Esparia. Referencia 34.

73



Aplicacion de un método de regularizacion restringido en la obtencion de distribuciones de
afinidad

FH-14 1=005 M FH-23 I=01 M
251 a O Dastrbuecion endcontrada 20k b & Dhstribucion encontrada
:- = Ajuste Gausstana pico | Ajuste Caussiana pico |
i | = Ajuste Gaussiana pive 2 Ajuste Canssiana pica 2
" Ajuste Ganssiana pivo 3 15k 3 — Ajuste Gaussiana pico 3
| = Ajuste wrumulativo = ——— Ajuste acumulativi

n

1.0

g(logK,)

0 5 10 15 0 5 10 15
log K )
&Ky log Ky,
2.0 +— = = =
FH-t4 1=01M 12l FH-06 I=01 M
¢ Distralu som ennontraday 5 d 2 Distribucion emontrada
' — Ajusie Caussiana pico 1 | Ajuste Gaussiana pico 1
1.5} | —— Ajuste Gaussiana picoe 2 LO¢ |—— Ajuste Gaussiang pico 2
| - Apustir seumulativio !— Apuste acumubative
= 1 ] ==
s L0 e
5D &0
(=) (=)
= = 04
%0 o5t 4 5o
02 4
0.0 4 00t -
L i L i
0 5 10 0 5 10 15
&
log K“ log K“

Figura I11.17. Distribuciones de afinidad encontradas, y ajuste con una funcion Gaussiana miiltiple,
para diferentes curvas experimentales para enlace de proton a dcidos fiilvicos. La nomenclatura
correponde a la de Milne et al. FH - 14 y 23 (ay b) son Laurential Soil FA; FH - 04 (c) es Bersbo
FA; (d) es FH - 06, Santilla River FA, I = 0.1 M.

El pico medio encontrado en varias distribuciones esta centrado alrededor de
pKa = 6 - 7, que coincide con los valores de pKax para grupos carboxilicos
adyacentes (como &cido ftalico u oxélico); se encuentra un resultado similar a partir
de mediciones de fluorescencia.? Por ello, este hallazgo indicaria que algunos grupos
carboxilicos son vecinales. A pesar de que la presencia de grupos carboxilicos en las
sustancias himicas esta bien establecida,3® los grupos carboxilicos vecinales son més
dificiles de detectar. En un ntimero de publicaciones3® han sido reportados grupos
aromaticos policarboxilados, detectados por pirélisis analitica. Sin embargo, como ha
sido recientemente sefialado,*’ el tema sigue siendo controversial dado que varios
estudios atribuyen dichos hallazgos a artefactos del procedimiento de pirdlisis con
metilacién. Por otro lado, la presencia de grupos carboxilicos alifaticos vecinales ha

sido reportada en algunos acidos falvicos.4!
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II1.3.2 Enlace competitivo de metales

II1.3.2.1 Test con datos simulados con un modelo simple

Para deducir la distribucién de afinidad condicional (constantes de enlace) para
el enlace de cationes, se emple6 en las ecuaciones (I111.18) y (II1.22) la distribucién de

afinidad para protones encontrada para la misma fuerza iénica.

Se llevaron a cabo pruebas con datos simulados con resultados satisfactorios.
La Figura III.18a muestra (circulos abiertos) la distribucion de constantes simulada
para el enlace de metales. Las curvas fueron calculadas con la ecuacién (I11.18) para
valores distintos de r, usando la distribucién de afinidad para protones que muestra
la Figura III.1. A continuacién, se recuperaron las distribuciones usando CONTIN.
La Figura II.18a compara los resultados obtenidos utilizando la curva simulada
exacta, con aquellos obtenidos al introducir errores al azar en la curva. Puede
observarse que se obtiene la misma forma, pero con algunas desviaciones. La Figura
III.18b muestra la influencia del pardmetro r en la distribucién recuperada. Se ve que
hay algunas diferencias, principalmente en la parte de bajas afinidades de la
distribucién; sin embargo, debe notarse que la presencia de un pico espireo que se
observa en el limite inferior no es el caso comtn, y que muchas veces puede ser

eliminado limitando el parametro de regularizacién a.
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O Distribucion simulada Titulacidn simulada con = 1.4
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Figura II1.18. Aplicacién de CONTIN al enlace competitivo H* - M=+ simulado. (a) Comparacion de
resultados usando la curva de titulacién exacta vs. una curva con desviaciones al azar; pH = 5.0, r =
1.0, distribucion de afinidad de protones de la Figura III 1. (b) Distribuciones recuperadas para
diferentes valores de r; la curva fue simulada con r = 1.4, pH = 7.0, distribucion de afinidad de
protones de la Figura IIL.1; las distribuciones mostradas fueron recuperadas utilizandor =11, 1.4 y
1.7.

I11.3.2.2 Anaélisis de datos experimentales

Se analizaron datos de literatura de enlace de Cd(II), Pb(Il) y Cu(Il) a PPHA, y
los resultados se discuten en comparaciéon con la informacién espectroscépica
disponible del enlace de estos cationes a SH; a pesar que no hay informacién
disponible de exactamente los mismos sistemas (el mismo HA), desde un punto de
vista cualitativo el andlisis es significativo, dado que sustancias htimicas de distintos

origenes muestran un comportamiento similar, atin en el caso de paleosoles.*?

La Figura III.19 muestra las distribuciones de afinidad condicionales
encontradas para el enlace de Cd(Il) y Pb(Il) a PPHA, utilizando datos publicados
por Milne et al.32 de (43) y (36). Como puede observarse, los resultados son bastante
similares, mostrando picos relativamente angostos; el mdas prominente a bajos
valores de log Ky, con uno o dos picos més pequefios para sitios de enlace de mayor
estabilidad. Hay una dependencia con el pH de las distribuciones, desplazdndose a
valores mas altos a medida que el pH aumenta. La suposiciéon de separabilidad
introducida en la ecuacion (II1.18) implica que f(log Km) debe ser independiente del
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pH para ser consistente. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que las distribuciones
graficadas en la Figura III.11 son condicionales; ain cuando correspondan a la
misma fuerza ionica, el HA tendra una carga diferente a los distintos pHs y entonces
el efecto electrostatico sera distinto. El desplazamiento observado en la Figura II1.19
es consistente con el efecto de la fuerza iénica mostrado en la Figura II1.9: a medida
que el efecto electrostatico se hace mas pronunciado, las curvas de afinidad se

desplazan hacia valores de log K més altos.

PPHA-Pb 1=0.1M
pH=4.0
pH=6.0
pH=80

PPHA-Cd™ I=01M
pH=14.0

pH=6.0 15k b
pH=8.0

LOE

0.0 f— e ——— 0.0 b— . .
0 5 10 0 5 10

log K., log Km

Figura II1.19. Distribuciones de afinidad normalizadas obtenidas para el enlace de Cd(II) (a) y Pb(1I)
(b) a PPHA, datos de Milne et al. Se usé la distribucion de enlace de proton a (casi) la misma fuerza
iénica (ver Figura I11.10a) y r fue fijado en 1.0.

A continuacién se discutiran estos resultados en términos de la evidencia
espectroscopica disponible. El enlace de Cd(II) a SH ha sido intensamente
estudiado*-3 y, debido a la abundancia relativa del is6topo 113Cd, estudios de NMR
han provisto informacién estructural importante acerca de los sitios de
enlace. 46475455 Otto et al.#64” estudiaron el enlace de Cd(II) a &acidos fualvicos
utilizando el corrimiento quimico del 3Cd y mediciones de relajacion, concluyendo
que hay dos sitios claramente diferenciados: un sitio fuerte de enlace representado
por un modelo polidentado carboxilico (aunque también podria ser posible un sitio
hidroxicarboxilado), y otro sitio mas débil, atribuido a enlace monocarboxilado. Este
altimo tipo de sitio también fue considerado como el mas abundante por Grassi y
Daquino.5* Por ello, los resultados de la Figura II1.19 podrian, en principio, ser

interpretados en términos de estos dos tipos de sitios: un sitio de enlace débil, mas
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abundante, con log Kcq alrededor de 2 - 4 y un sitio mds fuerte, menos abundante
con log Kcq cerca de 6. Sin embargo, se requiere de més evidencia para confirmar
esta interpretacion. Hay un tercer pico, muy pequefio, observado a pH = 8, que
puede deberse al enlace a sitios con alta afinidad para protones, no observado a
menores valores de pH porque la baja ocupaciéon por parte de iones Cd los haria
indetectables dentro del error experimental. En el caso de Pb(Il), las curvas son
similares, a pesar de que se encuentra un solo pico a pH = 4; nuevamente, este hecho
puede atribuirse a que el segundo tipo de sitio sea uno con alta afinidad para
protones, desplazando completamente los iones Pb(Il) a pH = 4. La sorcién de plomo
por sustancias htimicas también ha sido ampliamente estudiada, 14856-%5 sin embargo
hay menos evidencia espectroscépica disponible. Xia et al.>° estudiaron la interaccion
de Pb(II) con un extracto htiimico de un suelo limoarcilloso, sugiriendo la presencia
de dos atomos de C en la segunda esfera de coordinacién, lo cual indicaria enlace
bidentado. Por ello, podria darse en principio una interpretaciéon similar a la del
Cd(II) para plomo: el pico mas alto a bajos valores de log Kpp atribuido a enlace
monodentado a grupos carboxilicos, y el pico a valores mas alto de log Kpp a enlace
bidentado. Sin embargo, los sitios de alta afinidad pueden ser también de tipo
monodentado: recientemente, Puy et al.! obtuvieron espectros de afinidad
condicionales, basados en los parametros del ajuste al modelo NICA-Donnan (esto
es, distribucién bimodal de Sips), para el enlace de Pb(Il) a HA Aldrich purificado a
una fuerza iénica fija de 0.1 M y varios valores de pH. Las curvas de distribucién de
constantes de enlace condicionales encontradas muestran un ensanchamiento y
corrimiento a valores més altos de log Km a medida que aumenta el pH. Estas curvas
son considerablemente mas anchas que las encontradas aqui, e interpretadas en
términos de dos contribuciones: carboxilicas a bajos valores de log Ky, con un area
mayor, y fenolicas a altos valores de log Km pero con menor drea. Esta interpretacion
podria ser consistente con aquello expuesto anteriormente si los sitios fendlicos estan

involucrados en su mayoria en enlace bidentado, como grupos del tipo salicilato.

En la Figura II1.20 se muestran los resultados encontrados para el enlace de

Cu(Il) a PPHA a dos valores de pH. Desafortunadamente, no pudieron obtenerse
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resultados confiables para la distribucion de afinidad de los datos a pH = 6. Aqui, el
comportamiento es mdas complejo. Ademds, cambiar el valor de r no mostré
diferencias importantes en los resultados, solamente se observa que se obtienen
picos mejor definidos con r = 1.5. Se utiliz6 este valor debido a que Kinniburgh et
al.29 midieron la relacién de intercambio durante la titulacién, encontrando valores
cercanos a 1.5. Dado que se conoce que el Cu(Il) se une mas fuertemente que Pb(Il) o
Cd(II), y en forma multidentada, se espera un comportamiento mas complejo. Hay
un ndmero importante de estudios de enlace de Cu(ll) a SH.2836425966-69 En
particular, estudios espectroscopicos muestran evidencia de estructuras de quelatos.
Senesi y Calderoni estudiaron el enlace de cobre a 4cidos humicos paleosolicos; en
estudios de ESR, los pardmetros espectrales son consistentes con iones Cu(Il)
presentes como complejos de esfera interna de configuracion tetragonal u octaédrica
con distorsion de Jahn-Teller. Los sitios de coordinacién involucran un promedio de
3 atomos de oxigeno y 1 de nitrégeno. Xia et al.,? a través de estudios de absorcion
de rayos X de enlace de Cu(Il) a HA en el rango de pH de 4 - 6, encontraron a los
iones Cu en un entorno octaédrico distorsionado tetragonalmente, con 4 atomos de
O en la primera esfera de coordinacién a 0.194 nm y 4 atomos de C a una distancia
promedio de 0.313 nm formando la segunda esfera de coordinacién. Karlsonn et al.?
encontraron evidencia por EXAFS de estructuras quelatos en la complejaciéon de
Cu(Il) a materia organica natural de suelo y disuelta, encontrando 4 4tomos O/N a
unos 0.193 nm, una segunda esfera de coordinacién con un promedio de 2 - 3.8
atomos de C a unos 0.28 nm, y una tercera esfera de coordinacién con 2 - 3.8 atomos
de O/C a unos 0.4 nm. Estos autores sugirieron que el Cu(ll) estd formando uno o
dos anillos quelatos de cinco miembros. Debe tenerse en cuenta al analizar estos
resultados que parte de los atomo de O encontrados en la primera esfera de
coordinaciéon podrian pertenecer a moléculas de agua o, como fue sefialado por
Alvarez - Puebla et al.,%”70 iones OH-. En el analisis de CONTIN de la Figura III.20
resulta una distribucién 3-4 modal dependiendo del pH; dada la complejidad de los
espectros, y que los resultados espectroscopicos anteriores son para diferentes SH, es

maés dificil realizar una asignacion. Sin embargo, los espectros de afinidad muestran
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que estd reflejado el comportamiento mas complejo del enlace de Cu(Il), incluyendo

enlace mono- y multidentado.

L0 T r T v T * L0 T v T * T

PPHA-Cu(Il) “TPPHA-Cu(ly
I=00Mr=10 I=01Mr=15
08k —pH =4 0.8t pH=4
pH=8 ——pH =38
4--:_ F
,—\2 06 - xé 0.6 F 4
| o
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S 04} 4 T a4t 1
p— \_“.
v
02 4 02} 4
3
0.0t _— - 0.0 / e 4
L 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
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Figura II1.20. Distribuciones de afinidad normalizadas obtenidas para el enlace de Cu(II) con r = 1.0
(a) y 1.5 (b) a PPHA, datos de Milne et al. Se uso la distribucion de enlace de proton a (casi) la misma
fuerza iénica (ver Fig. 10a) y r fue fijado en 1.0.

II1.4 Conclusiones

Se obtuvieron distribuciones condicionales de afinidad a partir de datos
experimentales de titulaciéon usando un procedimiento de regularizaciéon numérica.
Los resultados encontrados para el enlace de protones coinciden en algunos casos
con la distribuciéon bimodal supuesta usualmente, pero en varios casos,
especialmente para acidos fulvicos, se encuentra un tercer pico a pH 6-7. Esto es
atribuido a la presencia de grupos acidos carboxilicos en d4tomo de C adyacentes.
Como los efectos electrostaticos, aqui no tomados en cuenta, deberian también estar
presentes, es necesario acoplar el presente tratamiento con un modelo electrostatico
adecuado para separar el efecto como se verd en el capitulo IV. Sin embargo, el
comportamiento observado es consistente a las diferentes fuerzas idnicas

examinadas.
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El analisis de datos de titulaciones cation-HA para PPHA uniendo Cd(II),
Pb(ll) y Cu(ll) a relativamente altas fuerzas idnicas, separando el espectro de
afinidad del H* deducido a la misma fuerza iénica, muestra resultados que son, en
principio, consistentes con estudios espectroscopicos de literatura de sistemas

similares.

Se requiere de la comparaciéon entre el andlisis de datos de titulacion y
mediciones espectroscopicas para el mismo sistema cation-SH para un mejor
entendimiento del enlace de catiéon y una confirmaciéon de las distribuciones de
afinidad encontradas. Nuevamente, la inclusiéon de un modelo electrostatico

adecuado permitird un mejor tratamiento cuantitativo de dichas distribuciones.

El analisis de regresion regularizada de CONTIN ha resultado una herramienta
atil en el estudio del enlace de cationes a sustancias htimicas, y sugiri6 la presencia
de un espectro de afinidad mas complejo que el considerado usualmente para el
enlace de protén y cationes metalicos. El acoplamiento con estudios espectroscépicos
y la inclusién de un modelo electrostatico, como se vera en los siguientes capitulos,

permite entender mejor estos importantes procesos en sistemas naturales.
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Capitulo IV

Modelado de unién de protén a sustancias hiimicas: modelo de red

polielectrolitica elastica

En este capitulo se propone un nuevo modelo para la contribucion
electrostatica en el enlace de iones a sustancias humicas y es aplicado a datos
publicados para enlace de protén a acido falvicos y humicos. El modelo de Red
Polielectrolitica Elastica (Electrostatic Polyelectrolyte Network, EPN) considera las
particulas de sustancias himicas como compuestas por dos partes, una externa en
contacto directo con la solucién, y una parte interna o fraccion de gel, que es
considerada, desde un punto de vista estadistico, como una red polimérica cargada
embebida con la solucién de electrolito, en el marco de la teoria de red (o malla)
polimérica de Flory. El efecto electrostatico viene dado por un potencial de tipo
Donnan, que puede considerarse como un valor promedio en la fraccién de gel de la
particula himica. La fracciéon de gel se expande a medida que aumenta el pH y la
carga del humico, determinando el potencial Donnan y consecuentemente la
actividad iénica dentro del gel. El modelo fue ajustado a datos experimentales
publicados con buenos resultados. Se discuten las predicciones del modelo, y el
comportamiento sugiere, para algunos casos, la presencia de una transicion entre
estructuras abiertas y cerradas, que es atribuida a enlaces hidrégeno

intramoleculares que son removidos cuando el sitio carboxilico se ve desprotonado.

IV.I Introducciéon

Las reacciones de equilibrio de unién de protén y de metales a sustancias

htimicas suelen describirse segin modelos simplificados que intentan interpretar las
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curvas de titulaciéon (ver Capitulo I). Estos modelos generalmente incluyen una
descripcion de las constantes de unién intrinsecas en términos de una distribucion,
la distribucién de constantes o espectro de afinidad, y una contribucion electrostatica
que explica el comportamiento coloidal de las SH. La distribuciéon de afinidad
intrinseca se ha asumido como discretal??® o continua,*>¢ (ver Capitulo III) con
alguna funcién de distribucién supuesta, pero en ambos casos se han considerado
dos tipos principales de grupos o sitios: sitios carboxilicos, con pKa en el rango de 3 -

5, y fenélicos, con log K, alrededor de 8 - 10.

La contribucién electrostatica también ha seguido dos lineas basicas:” una ha
sido tratar las sustancias htimicas como particulas rigidas,>7-10 aplicando modelos
estandar de quimica coloidal, mientras que otros autores aplicaron el concepto de
equilibrio Donnan,#11 aunque a veces de manera restringida y aproximada. En los
modelos de Tipping WHAM V y VI3 se asume una fase Donnan, que rodea las
particulas hamicas y contiene s6lo contraiones de carga positiva, mientras que el
efecto electrostatico viene dado por un factor empirico de Boltzmann. Aqui, las
particulas htmicas se suponen de tamarfo fijo (un valor del radio para acidos
talvicos y otro para dcidos humicos). En el modelo NICA - Donnan,*12 se asume un
“volumen Donnan” que rodea la particula htimica y contiene suficientes iones como
para ser eléctricamente neutra; este volumen es variable, como una funcién de la
fuerza idnica. Ambos planteos resultan en un buen ajuste de los datos
experimentales;'? el modelo de volumen Donnan, sin embargo, ha sido criticado ya

que en algunas situaciones lleva a valores de volumen demasiado grandes.!4

Ademas de ser quimicamente heterogéneas, las sustancias htimicas han
mostrado una naturaleza suave y permeable, como se deduce de las mediciones de
movilidades electroforéticas de Duval et al.’®> Sus resultados son interpretados
considerando las SH como particulas permeables, con un tamafio hidrodindmico
dependiente del pH, que aumenta a medida que el pH decrece en la mayoria del

rango, y (para algunos casos) se separa de este comportamiento en los extremos de
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alto y bajo pH. El hecho de que el tamafio aumente al disminuir el pH se explica en
términos de agregacion molecular, siendo menos importante a altos valores de pH
debido a la repulsién electrostética intermolecular. A altos rangos de pH (9 - 11) se
observa un aumento de tamafio atribuido a la expansién molecular provocada por
electrostatica, esto es, la agregacion estd impedida y los cambios observados se
deben a la hinchazén molecular causada por el aumento de carga. A bajos valores de
pH (4 - 5) el radio hidrodindmico se nivela o decrece un poco, lo cual se interpreta
como que el agregado se hace méds compacto debido a mayor cantidad de enlaces de

hidrégeno. Otros autores también han observado agregaciéon htimica.16-20

Los modelos himicos mas comtinmente usados, NICA - Donnan*?! y WHAM,,!
muestran buen ajuste y capacidad predictiva en muchos casos examinados hasta el
momento. Sin embargo, en vistas a las investigaciones recientes mencionadas
anteriormente, algunas de las suposiciones involucradas parecen no ser muy
realistas. Con el objetivo de introducir un modelado mads realistico fisicamente, y
predecir algunas de las observaciones de Duval et al., aqui se propone un nuevo
modelo electrostatico para sustancias huimicas, el modelo de Red Elastica
Polielectrolitica (EPN). Este modelo electrostédtico sera combinado con un espectro
de afinidad continuo, en principio obtenido a partir de calculos de espectros
condicionales (ver Capitulo III), y luego ajustado como parte del procedimiento. En
las siguientes secciones, se introduce el modelo electrostatico y se lo combina con un
espectro de afinidad intrinseco, se presentan los procedimientos numéricos y se
realizan ajustes a datos de literatura. Finalmente, se discuten las predicciones del

modelo y se realizan comparaciones.

IV.2 Modelo de red polielectrolitica elastica para sustancias hamicas

El asunto del modelado del equilibrio de unién de iones a sustancias htimicas

ha interesado a investigadores por varias décadas. Sin embargo, como se menciona
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mas arriba, la heterogeneidad y complejidad de estas sustancias han hecho muy
dificil la formulacion de modelos en bases fisicoquimicas. Bartschat et al.’
presentaron un modelo termodindmico simple, tratando las particulas htimicas como
esferas y considerando los casos opuestos de esferas permeables e impenetrables. En
el modelo de esfera permeable (PSM), se considera la particula htimica como una
fase separada o gel donde las moléculas de htimico son penetradas - hinchadas - por
agua e iones, y rodeadas por una region de capa difusa. En el modelo de esfera
impenetrable (ISM), las moléculas htimicas son tratadas de manera similar a
particulas coloidales sé6lidas (como 6xidos), con una carga superficial y una capa
difusa. Bartschat et al. resolvieron numéricamente la ecuaciéon de Poisson-
Boltzmann y encontraron que ambos modelos eran en principio aplicables, pero
eligieron la esfera impenetrable por conveniencia. Bryan et al.??> formularon un
modelo fisicoquimico para la unién metal - htimico basado en la consideracion de
energias y entropias de unién; sin embargo, la falta de conocimiento estructural
impidi6 una comparaciéon cuantitativa con los resultados experimentales. La
contribucion electrostatica fue modelada a través del PSM. Més recientemente, Saito
et al.” analizaron varios modelos electrostaticos, separandolos en tipos de esfera
permeable e impenetrable, y usando el concepto de la curva maestra para evaluar los
modelos considerados. Encontraron que ambos tipos fueron aplicables bajo
determinadas suposiciones y condiciones. El ISM requiere conocimiento del tamafio
de particula; Saito et al.” usaron un radio optimizado para hacer converger las curvas
individuales en una curva maestra. Para el PSM, el anélisis fue realizado usando
solamente radios hidrodindmicos estimados por viscometria, y un potencial
electrostatico interno promedio, encontrandolo no satisfactorio. Se estudiaron otras
variantes del PSM, basadas en las suposiciones del equilibrio Donnan, encontrando
que si una parte de la solucién es incluida en la “fase Donnan” (esto es, sujeta al
potencial Donnan) se encuentra una curva maestra satisfactoria. Oshima y
colaboradores® introdujeron un modelo PSM con un ntcleo duro e impenetrable
que podria estar cargado o no (pero considerado como no cargado en el desarrollo

del modelo), al que llamaron “modelo de particula blanda” (SPM).
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Un ntmero de estudios recientes de SH muestran que las moléculas humicas
estan asociadas y/o entrecruzadas formando agregados en la mayor parte del rango
de pH,16-1824-27 y se sabe que se comportan como particulas blandas y permeables.1
En particular, Baigorri et al.l” propusieron recientemente la presencia de tres tipos de
entidades diferentes en las sustancias hiimicas: moléculas relativamente pequefias,
macromoléculas y ensambles supramoleculares de los primeros dos tipos. Por lo
tanto, el modelo de esfera permeable parece ser una vision realista de las particulas
htmicas. Sin embargo, un modelado electrostatico detallado requeriria conocimiento
del tamafio y de la forma de la particula, lo cual es dificil de obtener. Mas atn, como
muestra Duval et al.’> y otros autores,?2° las SH tienen cambios de tamafio debido a

agregacion dependiente del pH y de la composiciéon a medida que el medio cambia.

Con el objetivo de proponer un modelo fisicamente mas realista, y en vista de
las consideraciones anteriores, las particulas htiimicas seran consideradas aqui como
una red polielectrolitica eldstica, en el sentido dado por Flory:3° un conjunto de
cadenas poliméricas entrecruzadas a través de sus extremos, donde la funcionalidad
(fr) da el nimero de uniones en un terminal de cadena. Se asume que esta red esta
compuesta de N> segmentos poliméricos, unidos o entrecruzados para formar una
red, con una carga dependiente del pH que se desarrolla a través de procesos de
unién y disociacion de protéon. La repulsion electrostatica surgida causa una
expansion y por lo tanto hinchamiento de la red. Estos segmentos de polimero son,
como un todo, estadisticamente equivalentes a la particula htmica, y no
necesariamente tengan una relacién directa con las moleculas reales o segmentos
moleculares que forman la particula. El proceso de hinchamiento de esta red es
causado por la incorporacion de un ntmero, Ni, de moléculas de solvente,
dependiente de la carga; éstas son moléculas de agua que acarrean iones del
electrolito de manera de satisfacer el equilibrio Donnan con el medio externo. Como
una suposicion simplificadora, se asume que la solucién de electrolito posee las
propiedades de fluido del agua. El proceso de hinchamiento se supone como

isotrépico y compuesto por varias contribuciones: mezclado htimico - electrolito,
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deformaciéon de la red y carga del hdamico por disociacién de protones. Estas

contribuciones se consideran independientes.

La condicién de equilibrio de hinchamiento, cuando una red compuesta por N>
moléculas de polimero estadisticas incorpora Ni moléculas de solvente, puede

escribirse como?3!

ﬁj :i[AFm+AFdEf+AFdD =0
oV )iy, OV -~

(IV.1)

donde F es la energia libre de Helmoltz, T la temperatura y V el volumen; m, def y el
indican las distintas contribuciones: mezcla, deformacién vy electrostética,

respectivamente.

En una particula himica propiamente dicha, eventualmente resultado de la
agregacion de varias moléculas - usualmente distintas, el potencial electrostatico que
surge de la carga de grupos ionizados tendrd un valor mas alto en el centro y
decaera hacia el seno de la solucion de una manera compleja debido a la distribuciéon
de cargas individuales (debidas al hiimico y a los iones del medio) en el interior y
alrededores de la particula. Atn con un detallado conocimiento de la estructura de
la SH, ésta es una situaciéon dificil de modelar, aunque se hagan algunas
suposiciones simplificadoras. El modelado de las SH (y de otros polielectrolitos)
como una fase separada en equilibrio Donnan con la solucién ha sido propuesta por
un numero de autores, incluyendo entre otros Marinsky y colaboradores,3>34 el
grupo de Wageningen, 4111428 y el grupo de Lleida.? Las particulas himicas aqui son
tratadas como conformadas por dos partes diferentes (similar en algunos aspectos al
modelo SHM de Gustaffson?): un gel interno en equilibrio Donnan con el medio
externo, que es la parte modelada como una red elastica, y una parte externa que se

asume como embebida en la solucién del bulk. La fraccion del gel, g, es la fraccion
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molar del htimico que forma el gel; ver Figura IV.1 para una descripcion

esquematica.

Y T
Figura IV.1. Representacion esquemdtica del modelo hiimico electrostdtico: una fraccion g de la
particula hiimica total es modelada como una region de tipo gel, en equilibrio Donnan con el seno de

la solucion, definiendo un potencial Donnan wp que afecta la actividad ionica dentro del gel. Los
circulos pequerios representan los sitios cargados negativamente. Las cargas ionicas no se muestran
por claridad.

Los sitios totales 4cido-base, Qiwt, se suponen como distribuidos
uniformemente en todo el volumen del himico, entonces gr Qi es el nimero de
sitios por unidad de masa dentro del gel mientras que (1-gr) Qtot sitios estan fuera.
Los equilibrios de unién de protén y metal se suponen como esencialmente similares
en ambas partes, solo que afectado en el gel interno por el equilibrio Donnan. La
Figura IV.2 muestra el perfil del potencial electrostatico, vy, siguiendo a Ohshima??
para una particula cargada negativamente en el SPM. En lo profundo del gel vy
alcanza un valor limite (asumiendo que el tamafio de la particula es mayor que la
longitud de Debye), que es el potencial Donnan, yp; cerca del borde de la particula el
potencial decae en magnitud, siento yo en el borde y decayendo de manera casi

exponencial hacia el seno de la solucion.
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X

Figura IV.2: representacion esquematica del perfil de potencial en el borde del gel, x = 0, de acuerdo
con Ohshima (linea continua) para un gel cargado negativamente; yp es el potencial Donnan y yy el
potencial superficial. d es el espesor de la capa penetrable, si hay un niicleo impenetrable, o el radio de
la particula, si no hay niicleo. Se asume que d >> 1/k’ (ver Apendix B). La linea punteada muestra la
aproximacion utilizada en este trabajo.

Como se observa de la Figura IV.2, hay una capa difusa fuera de la particula,
resultando en una contribucién al enlace de cargas positivas. Si el radio de la
particula es mucho mayor que 1/x, puede despreciarse el efecto de borde; esto es, el
perfil de potencial puede considerarse como el dado por la linea punteada en la
Figura IV.2. La carga de la capa difusa despreciada es pequefia comparada con la
carga dentro de la particula, y atin mas, es parcialmente compensada por el exceso
resultante de asumir y = yp desde x = -d a x = 0. Segin Ohshima? el potencial
electrostatico alcanza el valor de yp a una distancia del orden de 2/x, lo cual esta
dentro del rango de tamafios de particulas htimicas, especialmente para SH de
suelos, excepto a muy bajas I. Por lo tanto, aqui el potencial Donnan se asume como
constante, esto es, se desprecian efectos de borde. Las suposiciones hechas resultan
en una forma simplificada del PSM. En lo que sigue, se introducen las distintas

contribuciones a la energia libre.

El equilibrio de hinchamiento se trata en el marco de la teoria de polimeros de
Flory-Huggins,3%-37 donde la solucién es considerada como un reticulo con
moléculas de solvente ocupando sitios individuales y moléculas de polimero
(segmentos formando una red en este caso) ocupando mdltiples sitios (modelo
reticular, ver Figura IV.3). La red se supone como compuesta por Nz cadenas
lineales, que estdn unidas en los extremos; en cada punto de intersecciéon hay, en

promedio, fr cadenas unidas. Por lo tanto, fp representa la conectividad de la red: fp =
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2 significa que dos cadenas convergen en cada punto, resultando efectivamente en
ausencia de entrecruzamiento; por otro lado, fp = 4 puede pensarse como si cada

atomo de C en el punto de interseccion esta totalmente unido a diferentes cadenas.

OlO0|0[0I0IO
O|0|0]0|@e|O
O[O0]0|@0|0
0/@0|@®0/0|0
O|@(0|@|0|0|0
ST eele
Ol0|0|O[0J0]O

Figura IV.3: esquema en dos dimensiones del modelo reticular de una molécula de polimero en
solucion. Los sitios no ocupados por segmentos del polimero estdn ocupados por moléculas del solvente

Resulta til trabajar con las fracciones de volumen de solvente y polimero, que

son, respectivamente:

_ E _ N,v,
O TV TNy, N, My,
(IV.2)
y
v, N,Mv
Q== N

V. Ny, +N,My,
(IV.3)

donde Vi y Va2 son los volimenes de electrolito y hitmico soélido seco,

respectivamente, formando el gel, y v1 es el volumen parcial molar del electrolito. El
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volumen de htimico sélido estd relacionado a la masa del himico mn por V2 = dmn,
donde & es la densidad de la sustancia huimica seca. Aqui, las “moléculas”
estadisticas de polimero se suponen que llenan, en promedio, M sitios de volumen

vi; por lo tanto, el volumen parcial molar promedio del htimico es v2 = Mvi.

IV.2.1 Contribucion de mezcla

Para encontrar la entropia de mezcla del solvente y moléculas del polimero,
siguiendo la teoria de Flory - Huggins,? se plantea que Q(N1,N2) es el nimero de
configuraciones posibles de Ni, N2 moléculas posibles en el nimero de sitios
presentes (que corresponden a Mo = N1+MNz), y que Q(0,N2) es el nimero de
configuraciones posibles de N> moléculas de polimero en MN: sitios. Esto dltimo se
refiere al polimero puro antes de la mezcla. Entonces como Q = 1 para N1 moléculas

del solvente en Nj sitios, la entropia de mezcla buscada es

Q(Ny,N,)

AS, =kln
Q(0,N,)

(IV.4)

El namero Q(N1,N>2) es igual al namero de modos de disponer N> moléculas de
polimero en los sitios totales, pues una vez que se colocan las moléculas de polimero
en el reticulo (inicialmente vacio), hay s6lo un modo de ubicar las moléculas de
solvente, llenando todos los sitios disponibles. Para encontrar este valor, puede
suponerse que se marcan las moléculas del polimero de 1 a N2 y se introducen una a
una, ordenadamente, en el reticulo. El namero de modos de poner la molécula i del
polimero en el reticulo se define como ;, habiendo ya i - 1 moléculas (suponiendo
distribucién media al azar); entonces, se usara la aproximaciéon de Q(Ni,N>)

siguiente:
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N, N;) =[], (IV.5)

El factor (N!)? se introduce porque en el producto se han considerado las
moléculas como discernibles, cuando en realidad no lo son. Cuando hay ya
colocadas i moléculas del polimero en el reticulo, la fraccién de sitios ocupados es f;
= Mi/Mo. La primera unidad de la molécula i + 1 puede situarse en cualquiera de los
Mo - M,; sitios vacantes, y tiene c sitios adyacentes, de los cuales c(1 - f;) estdn vacios.
Por lo tanto, el namero de posiciones posibles para la segunda unidad sera c(1 - f;).
Analogamente, la tercera unidad puede colocarse en (¢ - 1) (1 - fi) posiciones
distintas. Aqui se hace la aproximacién de que las unidades 4, 5, ..., M puedan tener
también (c - 1) (1 - f;) posibilidades. Multiplicando entre si todos estos factores, se

tiene para o;:

0 = (M, = Mi)e(e =1 (1 £)*" = (M, - Mi)* (C;J (1V.6)

0

donde se ha sustituido ¢ por c - 1 como otra aproximacién.

Ahora es preciso calcular

N, _ Np-1
lnHa)i=N2(M—1)ln(chj+MZln(MO—Mi) (IV.7)
i=1

i= 0 i=0
Se puede aproximar la suma mediante la integral

N, N 1 Mo
2: IO In(M, — Mi)di :MJ; Inu du

(IV.8)

:%(M0 InM, - M, -N, InN, +N,)
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Sustituyendo las ecuaciones (IV.7) y (IV.8) en la ecuacién (IV.5) se encuentra

InQ(N,,N,)=-N,InN, +N, -N, InN, + N, + M, In M, - M, +N2(M—1)ln[cz\;1]

0

(IV.9)
A partir de este resultado se tiene también
InQ(0,N,)=-N,InN, +N, + MN, In MN, - MN, +N2(M—1)ln[;4;\]1 j
2

(IV.10)
Por lo tanto, segtn la ecuaciéon (IV .4),
% =-N;Ing, -N,Ing,

(IV.11)

Ahora bien, la ecuacién (IV.11) corresponde a la entropia de mezcla de
moléculas libres de polimero en determinado solvente; en el caso de este trabajo, se
tiene una red o malla de moléculas de polimero, por lo que en lugar de N> moléculas
de polimero libres, se tiene una tnica molécula gigante (la malla completa). Asi
pues, el coeficiente de Ing» en la ecuacion (IV.11) es esencialmente nulo. Sin

embargo, se mantiene el mismo sentido fisico de las fracciones de volumen.

Considerando el “calor de mezcla de Van Laar”, AU, como

AU =KT 7(N,M +N) g, (IV.12)

donde k es la constante de Boltzmann y y es un pardmetro de interaccion, y

reemplazando en
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AF, =AU, —TAS,

m

(IV.13)

la energia libre de mezcla esta dada por:

AF, =KT[N,In g, + 7(NM + Nop ] =KT| Y2 jp Y Vo , 2V VoV,
v, \% A%

(IV.14)

IV.2.2 Contribucion de deformacion

La entropia de deformacién se obtiene, siguiendo a Flory,?° considerando el

siguiente ciclo

@ N2’ agregados (red no

N, cadenas y» | M “unidades” hinchada)

»

entrecruzamiento de
+N1 moléculas

@ cadenas @ + N; moléculas de
de solvente

solvente
Cadenas @ ;
N>

»
L

agregados (red
disueltas

entrecruzamiento de hinchados hinchada)

cadenas

Figura IV .4: esquema del ciclo considerado por la teoria de Flory

El proceso (3) difiere del proceso (1) en que en el primero el entrecruzamiento
de cadenas sucede en presencia del solvente. Se desea calcular el cambio de entropia
asociado con el proceso (4) (entropia de hinchamiento o “swelling”, que aqui se

llamaré “deformacién”), que viene dado por:
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AS, =AS,, =AS, +AS, — AS,

def
(IV.15)

El entrecruzamiento de las cadenas no produce alteracién de la distribucion de
largos de las cadenas. El paso 1 consiste en el ensamblado de los elementos de
cadena en 2N>/fr grupos de fp terminales cada uno. Considerando la probabilidad de
que un dado terminal de cadena esté rodeado por fp - 1 finales de cadena distintos

dentro de su elemento de volumen Az, se encuentra que

AS =2ka‘11n(2N2A’j
1

» Ve
(IV.16)
donde k es la constante de Boltzmann y V es el volumen total.
La entropia de mezclado en el paso 2 es
AS, =—k(N;Ing, +N,Ing,)
(IvV.17)

La entropia del paso 3 es similar a la del paso 1, pero permitiendo la dilataciéon

de la longitud mas probable de cadena, resultando asi en

fo-1, (2NAZY 3,
Asjszz[Z pr In( Voo j—E(% ~1)-Ing,

(IV.18)

donde V’ es el volumen total de la red hinchada, con V/V’ = ¢2. Reemplazando

(IV.16-18) en (IV.15) resulta en
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AS, = —I{Nlln ¢1+3—2|2((02'2'3—1)+ 2;\|2 Ingoz}

P

(IV.19)

El primer término dentro de los corchetes en (IV.19) es la entropia de mezclado

(ver seccion anterior), por lo tanto el resto es la entropia de deformacion.

La contribucién de deformacion a la energia libre, entonces, viene dada por

AF,, =—NKT §@2’2’3—§+£In ?, (IV.20)
2 2 f,

1V.2.3 Contribucion electrostitica

La contribucion electrostatica a la energia libre sera tratada siguiendo a Hill.3!

La ecuacion de Poisson - Boltzmann dentro del gel puede escribirse como:

nlon
Vi =— .1 {mz zec (1- ¢, )e‘e”/”}
& r 80 i=1

(IV.21)

donde ¢’y es la permitividad relativa del medio interno, z la carga del ion i y ¢ su

concentracion, e es la carga elemental y p es la densidad de carga de la SH, dada por

_Z
PV~ v

(IV.22)

101



Modelado de union de proton a sustancias hiimicas: Modelo de Red Polielectrolitica Eldstica

donde Z es la carga total y Q la carga hamica especifica. Los factores (1 - ¢2) en la
ecuacion (IV.21) y ¢2 en (IV.22) representan la disminucién de la densidad de carga

debida al hinchamiento (al mezclar la SH y el electrolito).

Bajo la suposicion de y = yp constante dentro del gel, la ecuacién (IV.21) queda

0= p+ezi 4G (1_@2) exptzey, KT)
(Iv.23)

que es la condicion de electroneutralidad dentro de la fracciéon de gel. Para una

solucion de electrolito 1-1 de fuerza iénica I, la ecuacion (IV.23) resulta en

—k—Tarcsin S
Yo 21 (1—¢,)
(IV.24)

que es la expresion para el el potencial Donnan, dado como una funcién de la

densidad de carga.

La contribucién electrostatica al cambio de energia libre se obtiene entonces
considerando que la red, inicialmente seca y no cargada, es primero hinchada por la
solucién de electrolito y luego cargada gradualmente hasta la densidad de carga

total manteniendo V'y ci constantes. Entonces,

AF, ZI:WD(pi)ZFdA = ZRT{arcsinl{Lj—\/ I %ZI il )j ;200 )}

21 (1-¢,) P P

(IV.25)
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IV.2.4 La condicion de equilibrio de hinchamiento.

Considerando las diferentes contribuciones maés arriba derivadas en la ecuaciéon

(IV.1), se obtiene la siguiente condicion:

2
1 2 1 1/3 2¢)2 ng5¢2
— + @, +In(1- +— —= |+ 2 1= || — |=
v [Z(”z 2 ( (02)} v, {(02 f 2 (1-9,)

(IV.26)

De esta expresion puede obtenerse ¢z y, usando la ecuacioén (IV.3), calcularse el
volumen y, luego el potencial Donnan con la ecuaciéon (IV.24). Debe notarse que no
se necesitan el tamafio y la forma de la particula htimica; este hecho es una
consecuencia de considerar un potencial Donnan constante, que implica que las
particulas son lo suficientemente grandes como para despreciar efectos de capa
difusa. La introduccién de la aproximacion de la fracciéon gel tiene el efecto de
promediar el perfil de potencial, por lo tanto el potencial obtenido de la ecuacién
(IV.24) es en realidad un valor promedio correspondiente a una diferencia de

potencial a través de una interfase gel/solucion hipotética.

IV.2.5 Enlace de proton y espectro de afinidad intrinseca.

Este modelo puede en principio ser aplicado a varios esquemas de afinidad
intrinseca. El equilibrio de enlace de protén se escribe, para un espectro de afinidad

continua,?-40 (ver Capitulo III) como

i Ka) Ka,
- R g )R 09K, )dlogK. +
Q, Qmaxfw 9 ok o ( gf)1+KHaH g(logK,, )dlogK,, +Q, 4

(IV.27)
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donde Ku es la constante de enlace local, g(log Kn) es la distribucién de constantes
(espectro de afinidad), an es la actividad del protén (an = 10PH), ayint es la actividad

de proton en el interior del gel, dada en equilibrio electroquimico por:
_Fyp

aHint — aHe RT
(IV.28)

donde R y F tienen su significado habitual y Qmn, es la carga especifica de los iones
H* unidos electrostaticamente, dada por la diferencia entre las concentraciones
internas y del seno de la soluciéon (cu™ y cn, respectivamente) integrada en el

volumen del gel (Donnan) Vp:

QH,eI = %J.(Cmt —Cy )dVD

(IV.29)

Debido al potencial constante en el gel, la concentracién interna también es

constante, entonces

(IV.30)

y, claramente, ay = cuyn donde yu es el coeficiente de actividad correspondiente.
Para poder aplicar el modelo EPN en la prediccion de Qu, ecuacion (IV.27),
primero debe encontrarse ¢ con la ecuaciéon (IV.26), luego p de (IV.22), yp de (IV.24)

y finalmente ayi™ de la ecuacién (IV.28) y cyi"t utilizando el coeficiente de actividad

apropiado.
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El espectro de afinidad g(log Ku) en la ecuacion (IV.27) puede, en principio, ser
uno discreto como en los modelos WHAM! y SHM? o continuo. Aqui, se aplicara
principalmente un espectro de afinidad continuo descrito por funciones Gaussianas,

como se desarroll6 en el CAPITULO I1J, seglin

n,

5 q
logK :
g(logKy,)= ;w =5 °

{bgKH—mg&jz
W

(IV.31)

donde ng puede tomar valores entre 2 y 3 dependiendo del caso; gi es la fraccién de
sitios totales correspondiente a sitios de tipo i, K;i es la ubicacién del centro de la
funcién Gaussiana y w; el pardmetro relacionado con su ancho. Sin embargo, pueden

considerarse otras formas de espectros continuos, como la de Sips#142

ng

(ogKyy) = Z q; In 10 sin(mrm;)
gUoghy) = - r[10mi(logKu—logKy) 4 1(Qmi(logKi—logKn) 4 2 cos(mm,)]
i=

(IV.32)

donde m; es el pardmetro de anchura de la ecuacién de Sips. Como bien se conoce, la
distribucién de Sips puede integrarse con la isoterma local de Langmuir para dar la
isoterma de Langmuir - Freundlich, por lo que la ecuacién (IV.27) resulta en este

caso

( .a mt)ml (KiaH)mi
Qu = Qmaxz%[ fl + (Ka lnt)m + (1 _gf)w + Qner

(IV.33)
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IV.3 Calculos numéricos

El modelo es aplicado a datos de literatura; los grupos de datos utilizados se
presentan en la Tabla IV.1, tomados de Milne et al.*3 El procedimiento numérico

seguido fue:

1. Primero se obtuvo una distribucion de afinidad condicional con un método de
regularizacion restringido, aplicando el paquete CONTIN a una curva de titulacién

de H* de alta fuerza iénica, como se describe anteriormente (ver CAPITULO III)

2. La distribucién de afinidad condicional fue ajustada con una suma de funciones
Gaussianas dada por la ecuacion (IV.31). Inicialmente se emplearon dos Gaussianas,
pero en varios casos se alcanzé un ajuste satisfactorio al utilizar tres picos

Gaussianos (ver Capitulo III).

3. Con la distribucién de afinidad condicional encontrada, se ajustaron con el
modelo utilizando la ecuacién (IV.27) todos los grupos de datos disponibles para
una dada SH, usando un algoritmo de Levemberg - Marquadt. Cabe notar que el
espectro de afinidad intrinseca y el modelo electrostatico estan acoplados a través de
ap™ en la ecuaciéon (IV.27). Los datos experimentales son en algunos casos AQa vs.

pH, con

AQ = 'Qmax + QH + QO
(IV.34)

con Qo la carga del htiimico al pH inicial del experimento. La ecuacién (IV.34) incluye
el exceso de H* retenido en la fraccion del gel, Qu,; sin embargo, se encontré que es
una correccion bastante pequefia, atn a los valores mdas pequefios de I, y su
desprecio no resulta en diferencias significativas en los parametros del ajuste. Los

coeficientes de actividad fueron calculados con la ecuaciéon de Davies. Se usaron los
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datos experimentales de Q (AQa) en la ecuacién (IV.26) para obtener un valor inicial
de ¢, que a su vez fue utilizado para conseguir p y yp (ecuaciones (IV.22) y (IV.24)).
Con yp, se calcul6 ap™ de la ecuacion (IV.28) y luego se obtuvo un nuevo valor para
Q con las ecuaciones (IV.27) y (IV.34), y el proceso entero fue iterado hasta
convergencia de Q dentro de una exactitud especifica. En el caso de las curvas
simuladas, se us6é un valor inicial de Q arbitrario. Al converger, el valor resultante

fue independiente de la suposicion inicial.

4. Los parametros ajustados fueron y, gf, v2, Omax ¥ Qo, que fue ajustado para cada
curva individualmente. La densidad del hamico seco fue tomada como 6 = 1.5 kg L1,
seglin Dinar et al.* y la funcionalidad fr fue considerada como 3.0, que es un valor
intermedio entre 2, correspondiente a un polimero lineal, y 4 para un
entrecruzamiento tetraédrico.? El valor de 3 corresponderia a una red parcialmente
entrecruzada, que es esperable que refleje mejor la estructura de las particulas
htimicas. También se verificé que el ajuste resultante no era demasiado sensible al

valor de fp.

5. El ajuste se continu6 ajustando los parametros Gaussianos de la ecuacién (IV.31),
luego los parametros del modelo detallados en 4 nuevamente, hasta que no se

encontrasen mejoras.

6. En un namero de casos los datos fueron ajustados usando la isoterma de
Langmuir - Freundlich, ecuacién (IV.33), preferentemente comenzando a partir de
los resultados encontrados en el punto 5. Se observé que este procedimiento de
ajuste fue mas dificultoso, y en algunos casos no pudieron ajustarse

simultaneamente todos los pardmetros del modelo EPN.

Todos los ajustes fueron llevados a cabo extensivamente, partiendo de
diferentes valores iniciales de manera de testear la unicidad del ajuste. No se

encontraron diferencias significativas en los resultados de los valores del ajuste.
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Ademads, la totalidad del procedimiento fue testeado previamente con datos

sintéticos.

IV.4 Resultados y discusion

IV.4.1 Resultados del ajuste

La Tabla IV.1 enumera los grupos de datos usados mientras que la Tabla IV.2
presenta los resultados de los parametros encontrados en el ajuste. Los parametros
de la distribucion de afinidad dados en las columnas 6-15 de la Tabla IV.2
corresponden, como se especifica mas arriba, a una funcién multi Gaussiana,
ecuacion (IV.31). La Tabla IV.3 muestra los resultados encontrados usando
distribuciones de Sips en vez de Gaussianas.

Tabla IV.1. Conjuntos de datos interpretados con el modelo de Red Polielectrolitica Eldstica

Conjunto de datos Sustancia htimica Valores analizados de fuerza idnica Ref.
FH-09 Lake Drummond FA | 0.001, 0.010, 0.10, 0.50 49
FH-15+FH-11+FH-03 | Suwannee River FA 0.001, 0.002, 0.010, 0.020, 0.050, 0.10, 0.20 | 45-47
FH-23 Laurentian Soil FA 0.009, 0.030, 0.10 50
FH-24 PUFA 0.020, 0.034, 0.10, 0.30 51
TS-FA Toledo soil FA 0.010, 0.050, 0.10, 0.30 52
HH-09 Purified Peat HA 0.002, 0.008, 0.014, 0.087, 0.093, 0.31, 0.35 | 10
HH-11 Eliot silt loam HA 0.015, 0.016, 0.031, 0.10, 0.11 53
HH-17 Shitara Black HA 0.003, 0.020, 0.11 14
HH-18 Purified Aldrich HA 0.005, 0.016, 0.10 14
HH-19 Tongbersven Forest HA | 0.004, 0.020, 0.12 14
HH-23 PUHA 0.014, 0.032, 0.10, 0.30 51
TS-HA Toledo soil HA 0.010, 0.050, 0.10, 0.30 52

Excepto TS - FA y TS - HA, todas las designaciones de los datos son tomadas de Milne et

al. 12,43
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Tabla IV.2. Valores de los pardmetros obtenidos a partir del ajuste del modelo a los conjuntos de
datos enumerados en la Tabla IV.1 utilizando distribuciones de afinidad de Gauss.

V2
Conjuntode | - o :H;Tk o0 e e [ e e [ wla |t |R® | RMsES
FH-09 071 {208 | 032|816 |3.08 |329 | 066|104 | 235|034 223 | 0.99754 | 0.0522
SR-FAd 0.67 | 239 | 0.11 | 8.60 | 427 | 190 | 035 | 6.65 | 3.30 | 0.16 | 104 | 1.54 | 0.49 | 227 | 0.99831 | 0.0604
FH-23 019 | 026 | 027|794 |3.65 | 229 | 041|564 |316| 024|914 |3.01| 035|252 | 099933 | 0.0423
FH-24 065|106 |032|725|384 |158 | 045|646 | 819 | 055 117 | 0.99967 | 0.0249
TS-FA 055 | 5.1 050 | 7.83 | 390 | 1.72 | 048 | 523 | 1.84 | 0.19 | 999 | 2.60 | 0.33 | 282 | 0.99986 | 0.0186
HH-09 055|281 | 056|6.02]418 | 295|045 | 103 | 416 | 0.55 980 | 0.99958 | 0.0191
HH-11 0.07 | 6.60 | 0.24 | 6.79 | 422 | 3.37 | 0.62 | 10.1 | 3.81 | 0.38 262 | 0.99670 | 0.0710
HH-17 0.66 | 390 | 034 | 6.02 | 423 | 328 | 0.84 | 910 | 1.92 | 0.18 252 | 0.99977 | 0.0213
HH-18 0.61 | 455 | 035|518 | 454 | 2.76 | 0.64 | 9.64 | 4.21 | 0.36 254 | 0.99992 | 0.0105
HH-19 063|732 | 033|411 | 455 | 3.06 | 0.65 | 9.87 | 2.66 | 0.35 251 | 0.99967 | 0.0159
HH-23 0.84 | 3.0 045 | 516 | 347 | 242 | 056 | 7.93 | 517 | 0.44 150 | 0.99955 | 0.0217
TS-HA 060 | 11.2 | 0.87 | 4.63 | 477 | 311 | 0.75 | 9.07 | 1.36 | 0.25 268 | 0.99960 | 0.0226
= Niimero de puntos considerados en el ajuste.
bR =1-Y(AQ —AQIW)Z/[ZAQE -(aQ )z/n] ¢ RMSE= \/Z(AQ ~AQ ) /n-d
Datos condensados de los conjuntos de datos FH - 03, FH - 11 y FH - 15.
Tabla IV.3. Valores de los pardmetros obtenidos a partir del ajuste del modelo a los conjuntos de
datos enumerados en la Tabla IV.1 utilizando distribuciones de afinidad de Sips
Conjunto | % V2 o |[Quax [log [m [w® [a [logK, [z [w® [q [0 [R° RMSE'
de datos L mof® mol kg® Ky
FH-23 017 | 044 030 | 791 423 | 040 [3.62 [063 [898 043 [334 [037 [255 [099930 | 0.0435
FH-24 064 | 1.07 033 | 725 384 [071 [ 156 |046 | 640 [016 | 954 | 056 | 117 | 099956 | 0.0287
TS-FA 047 | 654 034 | 825 399 048 [292 [079 [952 [071 [ 156 |[021 |285 | 0.99921 0.0432
HH-09 056 | 535 048 | 6.01 423 | 044 | 380 [045 [1016 | 031 |48 [055 |[980 | 099936 | 0.0237
HH-11 007 | 697 048 | 671 442 040 [ 394 [061 [1003 [040 |3.60 | 038 |262 |09946 | 0.0764
HH-17 045 | 7.03 039 | 638 431 [ 043 [334 [079 [951 [039 |[372 [023 [252 099942 | 0.0339
HH-18 053 | 450 036 | 518 463 | 048 [292 065 [952 [032 [466 |034 |254 |0.9997 0.02
HH-19 0.60 | 929 037 | 410 445 | 045 [3.08 [063 [961 [038 [390 [037 [251 [099934 | 0.0224
HH-23 084 | 211 045 | 516 353 [ 053 |256 | 057 [794 [026 |[582 [044 [150 [ 0.9991 0.0204
w; = hflto 13;:;‘? segun Garcés et al.#2 b Niimero de puntos considerados en el ajuste.
i

© R -1-Y(AQ -AQ calc)z/[ZAQiz—(ZAQi )2/n] ? RMSE= Y (AQ -4Q ) /n-
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La Figura IV.5 muestra los ajustes de datos de titulaciones de acidos falvicos
enumerados en la Tabla IV.1, mientras que la Figura IV.6 muestra lo mismo para los
distintos acidos htimicos. Todos los ajustes fueron satisfactorios. Los grupos de datos
seleccionados son aquellos con un namero relativamente alto de puntos y/o un
amplio rango de pH y fuerza iénica medidos. Como se discutié previamente en el
Capitulo III, una aplicaciéon confiable de la metodologia de regularizacién para
extraer distribuciones de afinidad condicionales requiere datos de alta calidad y
densidad de puntos (nimero de puntos); lo mismo puede decirse para la extracciéon
de los valores de los parametros del modelo con un procedimiento de ajuste. Para el
caso del Suwannee River FA, los datos de Milne et al. contienen tres grupos de datos,
pero cada uno cubre un rango relativamente restringido, entonces se ajutaron los
datos condensados de todos los set de datos, FH - 03 (originalmente de Ephraim#5),
FH - 11 (de Ephraim et al%), y FH - 15 (originalmente de Glaus et al.#’)
simultdneamente, ademds para tener una mejor comparacién con otros datos de
literatura (ver mas abajo). Sin embargo, debe notarse que, atin cuando el ajuste se
vea aceptable, fue un caso dificultoso, y algunos parametros debieron ser
restringidos para obtener valores fisicamente razonables de los pardmetros. Si se
utiliza una distribucién de afinidad basada en la ecuacién de Sips, también se
obtiene un buen ajuste, como se muestra en la Tabla IV.3 para los casos
seleccionados; la calidad del ajuste de los parametros es ligeramente mayor al
utilizar funciones Gaussianas. Por otro lado, no se encontraron mejoras significativas
considerando tres picos en vez de dos. Los pardmetros del modelo son en la mayoria
similares para ambos tipos de espectros de afinidad, por lo que de aqui en mas se

hara referencia a aquellos de la Tabla IV.2.
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Figura IV.5. Ajuste del modelo resultante para distintos dcidos fiilvicos: (a) Lake Drummond FA;
(b) Laurential Soil FA ; (¢) PUFA; (d) Toledo Soil FA; (e) Suwannee River FA. Los simbolos indican
resultados experimentales, las lineas son las curvas ajustadas. Las fuerzas ionicas estin en unidades
molares. Referencias dentro de la figura.
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Figura IV.6 (comienzo). Ajuste del modelo resultante para distintos dcidos hiimicos: (a) Purified
Peat HA; (b) Elliot Soil HA, (c) Shitara Black HA, (d) Purified Aldrich HA. Los simbolos indican los

resultados experimentales y las lineas las curvas ajustadas.
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Figura IV.6 (final). Ajuste del modelo resultante para distintos dcidos hiimicos: (e) Tongbersven
Forest HA; (f) PUHA; (g) Toledo soil HA. Los simbolos indican los resultados experimentales y las
lineas las curvas ajustadas. Las fuerzas ionicas estin en unidades molares.

Con respecto a los valores de los pardmetros de ajuste enumerados en la Tabla
IV.2, se observa que y tiene valores positivos, la mayoria de ellos en el rango de 0.55
- 0.71. Esto implica un calor de mezclado positivo (o, en otras palabras, que el agua
no es un buen solvente para estas sustancias), lo cual es esperable porque las SH
tienen una fraccién significativa de grupos no polares. Sin embargo, no hay
diferencias aparentes entre 4cidos falvicos y htimicos. El volumen molar promedio
v, muestra, por otro lado, valores menores para acidos falvicos que para htimicos,
con la excepcion de TS - FA; de todas maneras, v2 para esta sustancia esta por debajo
del 4cido hamico del mismo origen, TS - HA, que muestra el volumen molar
promedio maéas alto para todas las sustancias consideradas aqui. Los valores

encontrados corresponden a entre 60 - 600 veces el volumen molar de agua.
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Los valores de la fraccion de gel, g, caen en la mayoria de los casos en el rango
0.3 - 0.5; esto representa solamente la parte de la particula htiimica donde el potencial
electrostatico tendré el valor dado por la ecuacion (IV.24) mientras que el verdadero
perfil de potencial esta promediado en toda la particula segtn el perfil descrito en la
Figura IV.2. Si se supone que la particula posee una distribucién uniforme de la
carga, el perfil de potencial tendra un valor méximo en su centro, y decaera de una
manera relativamente suave hacia un valor de borde y mas alld decaera de forma
mas rapida hacia el valor en el seno de la solucion. Duval et al.’ resolvieron ese
perfil con la ayuda de datos de movilidad electroforética que muestra las
caracteristicas mencionadas. Sin embargo, como fue sefialado por Bartschat et al.,’ en
una molécula hdmica tipica el ntimero de cargas puede caer entre 5 y 10
aproximadamente, por lo tanto ser menos de lo que se considera una particula
electrolitica (por encima de 60). En este caso, la particula hiumica (que puede estar
compuesta por una tnica molécula o unas pocas moléculas unidas) estaria vista mas
apropiadamente como un oligoelectrolito, y como tal se requeriria un modelo de
distribuciéon de carga discreta. La solucién de la ecuacién de Poisson - Boltzmann
para este sistema es mas complejo y requerira de una evaluacién numérica excesiva,
pero puede anticiparse que el perfil de potencial sera de una naturaleza oscilante,
con un maximo (en valor absoluto) localizado en las cargas individuales. Por lo
tanto, el perfil promedio propuesto aqui, atn cuando puede parecer una
aproximacién un tanto fuerte, deberia ser un compromiso razonable para evitar
complejidad excesiva debido a una evaluacién numérica extensiva y un alto nimero

de pardmetros ajustables para modelar la distribuciéon de carga discreta.

Los valores de Qmax tienen esencialmente el mismo valor que los de Qi de
Milne et al.’> De hecho, la mayoria de los valores encontrados aqui con bastante
coincidentes con aquellos reportados en la Refl5: todos los &cidos humicos
(exceptuando TS - HA, no presentado aqui) son coincidentes pero para los &cidos
falvicos solamente el valor de Qmax de SR - FA encontrado aqui es coincidente con el
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de Milne para el grupo de datos FH - 15. El resto de los parametros describen las
distribuciones normalizadas de afinidad intrinseca, que se muestran en la Figura
IV.7. La forma general es coincidente con aquellas reportadas por Avena et al.l* y

Milne et al.’2, entre otros.
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Figura IV.7. Distribuciones de afinidad intrinseca normalizada encontradas para (a) dcidos fiilvicos,
(b) dcidos hiimicos. Referencias dentro de la figura.

IV.4.2 Predicciones del modelo

El modelo permite la prediccion de la expansion de volumen (a través de ¢2) de
las particulas himicas con el aumento de pH (y consecuentemente, de Q), y también
del potencial electrostatico, por lo tanto permitiendo computar la cantidad de iones
unidos inespecificamente. Recordando que ¢2 = Vo/V, donde Vo es el volumen del

gel “seco” de la SH, el volumen htimico total en solucién Vu puede estimarse como

v, =8, (1-8)

o, o
(IV.35)

donde @21 da el incremento en el volumen de la fraccion de gel debido al
hinchamiento, mientras que se asume que la fraccion externa 1 - gr no se hincha. La

Figura IV.8 muestra los resultados de Vu para dos acidos humicos diferentes,
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comparandolos con valores calculados a partir de medidas de viscosidad
(suponiendo forma esférica) de Avena et al.?8; en ese estudio, se encontré que un
aumento en el pH de la solucién lleva a un hinchamiento de la SH, mientras que un
aumento en la fuerza idnica lleva a una disminucién del volumen, como también se
observa aqui. En la Figura IV.8 hay una consistencia cualitativa en el orden de
magnitud y en la tendencia general a aumentar con el pH y disminuir con el

aumento de I.
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Figura IV.8: Volumen hiimico total en funcion del pH: resultados del modelo PNE (lineas) y
calculados de medidas de viscosidad de Avena et al. (puntos) para diferentes fuerzas idnicas. (a)
Purified Aldrich HA; (b) Purified Peat HA. Las fuerzas ionicas estin en unidades molares.
Referencias dentro de la figura.

Al comparar estos resultados debe tenerse en cuenta que el modelo PNE
predice el volumen htimico total, independientemente de los tamafios de particula
individuales, que pueden verse afectados por factores como la agregacién. Cabe
notar que la agregacion, siendo un fenémeno que involucra esencialmente la parte
externa de las particulas, no deberia alterar significativamente el potencial Donnan
interno, mientras tanto las suposiciones del modelo se cumplan. Los modelos de
volumen Donnan actuales, Vp, involucran el calculo de un volumen de manera tal
que se cumpla la condicién de electroneutralidad. El modelo NICA - Donnan#11.1214

asume que Vp es funcién solamente de la fuerza iénica:

log Vb =b (1 -log I)!
(IV.36)
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donde b es un parametro ajustable. Para el caso de AH Aldrich Purificado (PAHA,
HH - 18), Milne et al.1?2 reportan un valor de b = 0.69; con este valor, Vp varia desde
24 L kg'al=01M hasta 57.5 L kgt al=0.001 M, independientemente del pH.
Mientras que a altas I la ecuacion (IV.36) otorga valores razonables, a fuerzas ionicas
mas bajas resulta en volimenes bastante elevados, lo cual es un hecho ya

conocido.?1320 Companys et al.8 propusieron una expresion similar:

Vp=cl?
(IvV.37)

con b y c como parametros ajustables. Para PAHA, Companys et al.8 reportan b =
0.40 y ¢ = 10 kg-1 (mol L)¥/2, que resulta en valores de Vp desde 25 hasta 158 L kg
para el mismo rango de I, valores atin mayores que aquéllos de la ecuacién (IV.36).
Companys et al. también propusieron una expresiéon diferente, que para un

electrolito 1 - 1 es:

1

) 4a.I+a*Q?

VD
(IV.38)

donde a es un parametro ajustable. La ecuacioén (IV.38) predice que Vp decrecera con
un aumento de Q (o sea, del pH), lo cual es opuesto a lo que se encontré aqui y en
otros estudios (Avena et al.?8 y referencias). Companys et al. reportaron a = 0.030 kg
(mol L)1/2 para PAHA; con este valor, la ecuacion (IV.38) predice valores similares a
la (IV.37) para el rango usual de I y Q. Debe destacarse que Vp es el volumen
requerido para satisfacer la ecuacion de electroneutralidad global, por lo que se
espera que sea mayor que Vy; sin embargo, los resultados para el rango bajo de I

parecen excesivamente grandes.
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La Figura IV.9 muestra los resultados de Vu para otras SH; cabe destacar la
diferencia en escalas para dcidos humicos y falvicos. La tendencia general es que Vu

se incrementa con el pH y decrece con I, como es esperado.
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Figura IV.9: Volumen hiimico total en funcion del pH de los resultados del modelo EPN. (a)
Suwannee River FH; (b) Purified Peat AH (PPHA); (c) Elliot silt loam HA; (d) Toledo Soil HA. Las
fuerzas ionicas estin en unidades molares. Referencias dentro de la figura.

Alternativamente, ¢21/3 = (V/ V)1/3 puede considerarse como una medida de la
expansion en una dimension. La Figura IV.9 muestra los resultados para esta
cantidad. Se predice una expansiéon con el aumento de pH para todos los casos.
Pinheiro et al.#® estudiaron la movilidad de PPHA por dispersiéon de luz como
funcién del pH, ajustando el pH dos métodos distintos. En el método A, el pH fue
directamente incrementado por el agregado de NaOH a HA disuelto; en el método
B, el pH se increment6 inicialmente a 10.0 y luego fue ajustado hacia atrds con
agregados adecuados de HNOs;. Se estim6 el didmetro de particula a partir de las

movilidades medidas, usando la ecuacion de Stokes - Einstein; como esta ecuacion
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es vélida para una esfera rigida, impermeable, en un medio continuo, solamente
puede realizarse la comparacién de manera cualitativa. Los resultados del modelo
EPN para PPHA se muestran en la Figura IV.10, mostrando los datos de Pinheiro et
al*8 en el inserto. El resultado para otras SH se muestra en la Figura IV.11. Mientras
que por el método A se observé un decrecimiento agudo de tamario alrededor de pH
= 5, por el método B se encuentra un ligero aumento de didmetro a medida que
aumenta el pH. El cambio observado en el método A es atribuido a disgregacion de
particula, mientras que el aumento observado por el segundo método es

cualitativamente consistente con los resultados presentados aqui.
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Figura IV.10: Resultados del modelo para la expansion lineal de Purified Peat HA en funcién del pH
a diferentes fuerzas idnicas; inserto: didmetro de particula adaptado de Pinheiro et al.%8, d, en
funcion del pH; circulos: método A, cuadrados: método B; ver el texto por los detalles. Las fuerzas
iénicas estdn en unidades molares. Referencias dentro de la figura.
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Figura IV.11: Resultados del modelo para la expansion lineal de particulas hiimicas en funcion del
pH para diferentes fuerzas ionicas. (a) AF Lake Drummond,; (b) AF Laurentian soil; (c) PUFA; (d)
AF Toledo Soil; (e) AH Shitara Black; (f) PUHA. Las fuerzas iénicas estin en unidades molares.
Referencias dentro de la figura.

Duval et al.’> analizaron tedricamente medidas de movilidad electroforética;

pudieron calcular perfiles de potencial electrostatico en el marco del modelo de

120



Capitulo IV

esfera permeable y estimar tamafios de particula con la ecuacion de Stokes -
Einstein. Sus resultados para SR - FA (Fig. 6 de referencia 15) muestran, a medida
que aumenta el pH, un incremento en el rango 4 - 5, luego un decrecimiento firme
hasta pH alrededor de 8 - 9 y finalmente un pequefio incremento para valores mas
altos de pH; el decrecimiento en el rango medio de pH fue atribuido a disgregacion
inducida por el aumento de carga, el ligero aumento a altos pHs a hinchamiento de
las moléculas individuales causado por el aumento de carga, y el aumento en el
rango bajo (4 - 5) al rompimiento de uniones de hidrégeno al desprotonarse los
grupos carboxilicos. El modelo presentado aqui no aplica a la agregaciéon -
disgregacion, pero el incremento observado a alto pH por Duval et al. es

cualitativamente coincidente con nuestros resultados para SR - FA (Figura IV.9a).

Los resultados del potencial electrostatico Donnan de la particula (fraccion del

gel), presentado en la forma adimensional (¥ =Fy / RT ), se muestran en la Figura

IV.12.
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Figura IV.12 (comienzo). Resultados del modelo para potenciales electrostdticos adimensionales de

particulas hiimicas en funcion del pH para diferentes fuerzas ionicas. (a) Lake Drummond FA; (b)
Laurentian Soil FA; (c) PUFA; (d) Suwannee River FA. Referencias dentro de la figura.
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Figura IV.12 (final). Resultados del modelo para potenciales electrostiticos adimensionales de
particulas hiimicas en funcion del pH para diferentes fuerzas ionicas: (e) Toledo soil FA; (f) Purified
Peat HA; (g) Elliot silt loam HA; (h) Shitara black HA; (i) Purified Aldrich HA; (j) Tongbersven
Forest HA; (k) PUHA; (1) Toledo soil HA. Referencias dentro de la figura.
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Mientras que para algunos casos (Figura IV.12b, por ejemplo) el potencial se
hace mondétonamente mas negativo, como es de esperar, a medida que el pH
aumenta, en otros (como en HH-18, Figura IV.12i) se observa un minimo a pH 4 - 5
aproximadamente para bajos valores de I. Esto estd acompafiado por un cambio
marcado en la pendiente de ¢21/3 (ver Figura IV.11a)) observado alrededor del
mismo pH donde se ubica el minimo. Este comportamiento es observado en un
namero de casos, como puede verse en la Figura IV.12; en algunos casos, el minimo
es bastante superficial (por ej. en HH-09), y en otros claramente marcado. Este hecho
indica que, en la region del minimo, deberia encontrarse una cantidad mayor de H*
electrostaticamente unido: una inspeccién mds cercana de las curvas de enlace
(Figura IV.6d para HH-18) revela que en esta regiéon de pH la separacién entre
curvas es mayor. En ausencia de efectos electrostéticos, las curvas para todas las
distintas I deberian converger (“curva maestra”); al aparecer el efecto electrostético
(aqui dado esencialmente por yp) las curvas se separan entre si. Por lo tanto, el
extremo en yp refleja la mayor separacion entre curvas en la regiéon de pH entre 4 y
6, lo cual a su vez indica, para bajas I, que estd presente una mayor union

electrostatica de H* (Qa menos negativo).

En la teoria de Flory - Huggins, un valor suficientemente positivo de y llevara
a una interacciéon pobre y una separacion de fases (ver por ej, Hill,% capitulo 21).
Brevemente, el potencial quimico del agua dentro del gel puede encontrarse a partir

de AFsy (ecuacion (IV.1):

OAF
—1.(0)= sw
1 (9,) — 14,(0) N, LNZ

(IV.39)

el cual, asumiendo que el agua es un liquido incompresible, esta directamente

relacionado con la presién osmética n:
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N = ﬂ1(¢2) - /ul(o)
(IV.40)

Por lo tanto, puede obtenerse la presiéon osmética y un grafico de © vs. @21 es
esencialmente un diagrama semejante a un gréfico P - V para un sistema gas -
liquido o uno de presién bidimensional vs. area para una fase superficial: para
ciertos valores de y se predice cierto fenémeno critico, conduciendo las soluciones
poliméricas a una separaciéon de fase.?” En el caso presente, la situaciéon es mas
compleja, por la contribucién electrostatica a la energia libre. Un anélisis completo
estd fuera del alcance de este trabajo; sin embargo, la ecuacién (IV.40) puede ser
evaluada numéricamente, lo cual se muestra en la Figura IV.13, como presiéon
adimensional IT = nv1/kT en funcién de @2 (y del pH en el inserto). Para PAHA, que
tiene un valor de y = 0.67 (Tabla IV.2) se observa que al aumentar ¢! (volumen) la
presion decrece, como es esperado, pero alrededor de @21 ~ 6 (pH ~ 5.5) la pendiente
cambia marcadamente hasta que la curva se muestra casi horizontal. En un grafico P
— V, una linea horizontal es indicio de una transicion de fase. En el caso de una red,
no es posible una separaciéon de fases, pero puede estar presente algun tipo de
transiciéon, dado que hay un marcado aumento de tamarfio observado alrededor de
pH 5 - 6 en la Figura IV.8. Esto puede interpretarse como una transicién a partir de
una estructura relativamente cerrada a una mas abierta. En el caso de AF Laurentian
Soil, con un % = 0.18, no se observa un cambio en la pendiente, y no se encuentra

minimo en el grafico ¥ vs. pH.
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Figura IV.13: Resultados del modelo para la presion osmética adimensional de la fase gel hiimica en
funcion de @y para diferentes fuerzas ionicas. (a) AH Aldrich Purificado; (b) AF Laurentian Soil.
Insertos: lo mismo pero en funcion del pH. Las fuerzas idnicas estin en unidades molares.
Referencias dentro de la figura.

Desde un punto de vista molecular, este comportamiento puede ser
racionalizado observando que el pH al cual se sittan el minimo de ¥ y el cambio de
pendiente en @21 se ubica aproximadamente al mismo pH que log Kj, sugiriendo que
la transicién ocurre cuando los sitios carboxilicos se desprotonan. Por lo tanto, el
comportamiento puede atribuirse a la presencia de enlace de hidrégeno: a medida
que aumenta el pH desde el lado 4cido de la curva, el volumen de la particula
htimica se mantiene aproximadamente constante por el enlace de hidrégeno, y
consecuentemente aumentando la densidad de carga, el potencial Donnan y la
contribucién electrostatica al enlace de H*; cuando los sitios se desprotonan, se
rompen los enlaces de hidrégeno y la particula se expande rapidamente,
disminuyendo p, ¥ y los enlaces electrostaticos. Atn cuando el enlace de hidrégeno
no se tiene en cuenta explicitamente en el modelo PNE, su influencia esta incluida en

%, que es un parametro promedio de interaccion.

Para poder comparar los resultados presentes con datos de literatura,
lamentablemente casi no hay disponibilidad de reportes de potenciales
electrostaticos (tanto de tipo Donnan como superficiales) en funcién del pH o de I en
SH. Como fue dicho anteriormente, Duval et al.’> derivaron perfiles de potencial a

partir de medidas de movilidad, dando algunos resultados para el potencial en el
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centro, ¥c, y en el borde, ¥s, como una funcién de la fuerza iénica y del pH. La
Figura IV.14 muestra los resultados para la dependencia de ambos potenciales con I
para SR - FA a pH = 10.7. Aunque este valor de pH esta fuera del rango de los datos
experimentales empleados aqui, usando los pardmetros encontrados (Tabla IV.2) se
calcul6 el potencial Donnan predicho por el modelo EPN y se muestra como una
linea continua en Figura IV.14; se observa el mismo comportamiento. A fines
comparativos, se calculdé el potencial predicho por el modelo NICA - Donnan,
usando los pardmetros optimizados para SR - FA (FH - 15) dados por Milne et al,?
con la ayuda del programa de Gustaffson Vminteq.2 Los resultados se muestran
como una linea punteada en Figura IV.14, donde puede verse que este modelo
predice valores absolutos mucho menores. En la Figura IV.15, por otro lado, se
compara la dependencia con el pH encontrada por Duval et al. con los modelos PNE
y NICA - Donnan; el comportamiento del EPN es solo cualitativamente similar a los
resultados de Duval; nuevamente, las predicciones de NICA - Donnan son mucho
menores en magnitud. Al hacer estas comparaciones, debe tenerse en cuenta que
Duval et al. usaron en su derivacion radios de las particulas himicas calculados con
la ecuacion de Stokes - Einstein, lo que excluye comparaciones cuantitativas. Es
interesante notar que en los grupos de datos experimentales que muestran este
comportamiento particular, se reporté que los datos de la titulaciéon fueron
colectados luego de varios ciclos de titulaciones hacia adelante (aumento de pH) y
hacia atrés, hasta que las curvas no mostraran histéresis alguna. Por ello, la presencia
o ausencia del minimo en ¥ no puede ser relacionado con el estado de agregacion de

la SH.
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Figura IV.14. Comparacion entre las predicciones de potencial electrostitico (lineas) con datos de
Duwal et al. (puntos) para SR - FA a pH = 10.7 en funcion de la fuerza iénica. Cuadrados: potencial
en el borde, ¥, circulos; potencial en el centro, ¥c; linea continua: este trabajo; linea punteada:
potencial Donnan predicho por el modelo NICA - Donnan.
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Figura IV.15. Comparacion entre las predicciones del potencial electrostritico (lineas) y datos de
Duwal et al. (puntos) para SR - FA a I = 5 mM en funcién del pH. Cuadrados: potencial en el
centro, ¥c; linea continua: este trabajo; linea punteada: potencial Donnan predicho por el modelo
NICA - Donnan.

En el analisis de los efectos del enlace electrostatico en la ciencia de los coloides,

y en el caso de las SH en particular, un examen de validez de una teoria es la
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habilidad para predecir una curva maestra, esto es, la correcciéon de los efectos
electrostéticos en las curvas de enlace experimentales deberian hacerlas converger en
una dnica curva, que es la curva maestra. Saito et al.”, entre otros, han considerado
esta cuestion y estudiado varios modelos desde este punto de vista. En el modelo
PNE aqui presentado, debido al procedimiento que involucra todos los datos a
diferentes fuerzas i6nicas en forma simultanea, el hecho de que se alcance un buen
ajuste implica la convergencia en una curva maestra (la curva de enlace instrinseca).
Ademads, la convergencia puede verificarse segiin se muestra a continuacion.
Usualmente, la curva maestra se construye graficando las cargas experimentales vs.
el pH “interno” o “superficial” (dependiendo del modelo considerado). En el
modelo presente, sin embargo, parte de la SH (gf) se considera en equilibrio con el
pH del gel interno, mientras que el resto (1-gf) estd en equilibrio con el pH del seno
de la solucién. Dada la naturaleza convoluta de la ecuacion (IV.27), es dificil aplicar
tal método. En cambio, se utilizé un enfoque alternativo que consiste en la correccién
de las cargas experimentales por la cantidad de H+ enlazados por efecto

electrostético; la carga de los H+ intrinsecamente enlazados seria

T K
Qi ine = Qmax:f ﬁg(log K,)dlogK

(IV.41)
y la diferencia entre Qu experimental y QH, intr S€T&
Tl_Keal _ Kua,
= — — logKy)dlogK, +
QH,exc ngmax_[o|:1+ KHa;_Tt 1+ KHaH g( g H) g H QH,d
(IV.42)
por lo que la carga corregida esta dada por
Qcorr = QH - QH, exc
(IV.43)
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Las curvas de Qcorr vs pH convergen a todos los valores de I, como se muestra
en la Figura IV.16 para algunas de las sustancias himicas analizadas. Saito et al.”
encontraron que modelos PSM con una doble capa externa explicitamente
considerada no predecian curvas maestras, mientras que modelos de tipo Donnan s,
como el volumen Donnan utilizado en combinacién con la isoterma NICA y el
modelo de volumen Donnan extendido. El modelo presentado aqui es similar a
éstos, pero con la consideracion agregada que una parte de la SH interacciona con el

seno de la solucién, no con el gel interno.
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la convergencia en una curva tnica al corregir los efectos

electrostdticos. Los insertos muestran los datos originales. (a) AF Laurentian Soil; (b) AF Toledo Soil;
(c) PPHA; (d) AH Tongbersven Forest; (e) PUHA; (f) AH Toledo Soil. Las fuerzas idnicas estin en

unidades molares. Referencias dentro de la figura.
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IV.5 Conclusiones

Se desarroll6 el modelo EPN. Se encuentra que estd en buen acuerdo con los
datos experimentales, con valores de parametros fisicamente razonables. El modelo
predice la expansiéon de la particula htimica con el aumento del pH y el efecto
electrostatico a través del potencial Donnan. Este potencial muestra en algunos casos
un maximo en valor absoluto, que es atribuido a la presencia, a bajo pH, de uniones
de hidrégeno que se rompen cuando los grupos carboxilicos son desprotonados. El
modelo podria ser mejorado en un nuimero de aspectos, pero a expensas de
introducir pardmetros adicionales que, en ausencia de informacién experimental

adicional, llevarian a un nimero no razonable de parametros ajustables.

APENDICE

Modelo de particula blanda de Ohshima

Ohshima y colaboradores desarrollaron un modelo de particula parcialmente
penetrable, llamado modelo de particula blanda (soft particle model, SPM). En este
modelo, la particula se asume como compuesta de un nicleo impenetrable y una
capa (capa de carga superficial) que puede estar cargada y es penetrable por la
solucién de electrolito. El perfil de potencial se esquematiza en la Figura IV.2. Si el
grosor de la capa blanda es mucho mayor que la longitud de Debye, entonces una
particula no planar puede ser tratada aproximadamente en el caso unidimensional.
Asumiendo que el ndcleo interno no esta cargado, la solucién de la ecuacion de
Poisson - Boltzmann para una particula de tipo disco (superficie plana) con las
condiciones de contorno adecuadas lleva, para una solucién de electrolito simétrico

z-z de concentracion ¢, a la siguiente expresion para el potencial Donnan

—Earcsim{ P j
Vo= F 27cF
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(AD)
y el potencial superficial estd dado por
RT Fy
=y, —| — |tanh ——=
Vo=¥o [sz (2RT)
(A2)

El perfil de potencial dentro de la particula blanda se obtiene de la ecuacion

trascendental:
dy
1/2
{2(coshy— cosly, ¥ i( Y=Yo )}

k' x=sgn(y,) [ °

(A3)
donde
, 27°Fc
K =
& 'gRT
(A4)

es la inversa de la longitud de Debye dentro de la capa superficial con
permitividad relativa &’; €0 es la permitividad en el vacio. Como una alternativa a la
ecuacion (A3), pueden derivarse expresiones aproximadas (para bajos valores de )

para el potencial dentro y fuera de la particula:

— KX

W€ X > 0

y(X) = » 0 :
y/D+(1//0y/D)exp[K X /1+(Ej ] x< 0

(A5)
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donde «’ es la inversa de la longitud de Debye fuera de la particula, que difiere
de la forma (A4) solamente en la permitividad relativa del seno de la solucién, &, en

vez de g/ .
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Capitulo V

Estudio de la interaccion Pb-AH por fotoluminiscencia y métodos

quimiomeétricos

En este capitulo se obtienen matrices de emisién - excitacién fluorescente de
distintos acidos himicos en presencia de concentraciones crecientes de Pb(Il), en
distintas condiciones de pH y fuerza iénica. Luego éstas son analizadas a través de
PARAFAC (Analisis Paralelo de Factores o Parallel Factor Analysis) para estimar asi la
cantidad de fluoréforos presentes y sus comportamientos individuales frente al
agregado del metal. Asimismo, se obtienen los espectros de emisién y de excitacion
de los fluoréforos individuales, permitiendo un analisis acerca de las indentidades

quimicas de éstos y de la naturaleza del enlace AH-Pb.

V.1 Introduccion

V.1.1. Matrices de emision-excitacion fluorescente (EEM)

En la dltima década, la espectroscopia de matrices de emision - excitacion
fluorescente (EEM) ha sido aplicada exitosamente para la identificaciéon y
caracterizacion de componentes terrestres, marinos y antropogénicos de la materia
orgédnica disuelta.”® La popularidad de las EEM como herramienta de monitoreo
ambiental radica en la facil preparacion de la muestra, el corto tiempo de obtenciéon
de los datos, y en la gran cantidad de informacion que puede obtenerse de una sola

matriz.4

Las EEM se obtienen combinando los espectros de fluorescencia (emision)

medidos para una serie de diferentes longitudes de onda de excitacion (Figura V.1).
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En general, los acidos hiimicos poseen un pico de emisién ancho entre 300 y 700 nm
y un pico de excitacion ancho entre 300 y 450 nm. Sin embargo, la ubicacion de estos

picos y su forma depende fuertemente del origen del material hamico.

escenda

Intensidad de fluor

Figura V.1: grifico de una matriz de emision-excitacion fluorescente

La informacion que proveen las EEMs es amplia; hasta hace poco, las técnicas
de caracterizacion de EEMs se centraban en la identificacién visual de ubicacion y
forma de los picos, realizando estudios cualitativos acerca del origen y
envejecimiento de las sustancias htmicas.? Recientemente, se han comenzado a
aplicar técnicas de andlisis multivariado para el estudio de las sefiales de
fluorescencia de materia orgédnica natural. Una de estas técnicas es el andlisis
palarelo de factores (parellel factor analysis, PARAFAC), que puede descomponer la
sefial de fluorescencia en los fenémenos fluorescentes individuales subyacentes.
Resulta una herramienta poderosa para la caracterizacion de las diferentes fracciones

dentro del ambiente natural.
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V.1.2 Analisis de datos multivariado!

El término multivariado se utiliza para describir datos con mas de dos
dimensiones; los datos de espectroscopia fluorescente son multivariados dado que la
fluorescencia de una muestra varia dependiendo de la longitud de onda de
excitacion asi como de la longitud de onda de emisién. Combinando los datos de

una serie de muestras, resulta en una matriz de tres dimensiones.

PARAFAC modela los datos en 3 dimensiones usando la ecuacién (V.1),

ajustando la ecuacién minimizando la suma de los cuadrados de los residuos (gij).

F
xijkzzaifbjfckf +gijk izl,...,I jzl,...,] kzl,...,K
= (V.1)

xij es un elemento del arreglo tridimensional de datos con dimensiones I, ] y K.
En el andlisis de EEM, el ntimero x;j es la intensidad de fluorescencia de la muestra i
medida a la longitud de onda de emisién 2; y longitud de onda de excitacién Ax. El
término &j representa la sefial no explicada (residuos conteniendo ruido y otras
variaciones no modeladas). La salida del modelo son los parametros ai; bir y cis. Estos
representan, idealmente, la concentracién, los espectros de emisién y los espectros de
excitacion de los fluoréforos subyacentes, respectivamente. La ecuacién 1 es idéntica
a la de una mezcla de fluoréforos, asumiendo que se comportan segin la ley de
Lambert - Beer y que no hay interacciéon entre ellos. Si hay F fluoréforos en la
mezcla, la sefial medida es la suma de las contribuciones de cada uno. Las
caracteristicas fluorescentes de cada uno (forma de los espectros) no cambian,
excepto por la intensidad, la cual es dependiente de la concentracién en la muestra
respectiva. Esto significa que las posiciones en longitud de onda de los picos de
fluorescencia de cada fluoréforo no se desplazan; sin embargo, el maximo de
fluorescencia de la mezcla si se desplazard dependiendo de la contribucion relativa

(concentracion) de cada uno de los fluoréforos.
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Esta aplicacion de la ley de Lambert - Beer en la ecuacién (V.1) puede ilustrarse
imaginando que se mide un EEM, con un ntimero de longitudes de onda de emisién
J y de excitaciéon K. Estos datos son una tabla de intensidades de fluorescencia de
tamafio JxK, a la cual se referird en adelante como matriz X. Si hay sélo un fluoréforo
presente en la muestra, entonces la EEM es el producto de los espectros de emision
(el vector bi) y de excitacién (el vector c1). La matriz Z; = bici™T es entonces la EEM
del fluoréforo con concentracion unitaria (Figura V.2). Si la concentracion de este
fluoréforo es a1, entonces la EEM puede describirse como X = a1Z;. De esto se
desprende que si hay mas de un fluoréforo y si es valida la ley de Lambert - Beer,
entonces la EEM medida es la suma de las contribuciones de todos los fluoréforos,

cada una pesada por su respectiva concentracion (ay)

F
f=1

Para cada elemento de X (xjk en este caso hay una sola muestra, i = 1) esto

puede escribirse como

F
Y = fZ_; agbycy

que es la ecuacién (V.1) para una sola muestra.
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Intensidad de fluorescencia

A i
em 18i6pn l(nm)

Figura V.2: Ejemplo de cémo la EEM de un fluoréforo es el producto de sus espectros de excitacion y
de emision

Hay algunas suposiciones fundamentales que son necesarias para la aplicacion
de PARAFAC a la fluorescencia de materia orgédnica natural. Una es que un cambio
en la concentracién de analito resulta s6lo en un cambio en su intensidad de
fluorescencia, y no en la forma de sus espectros de emision y excitacion. Ademads se
asume que son minimas las alteraciones en la fluorescencia debido a efectos de filtro
interno, cambios en el entorno local del analito (temperatura, concentraciones de
metales, etc). Aunque algunos factores, como efectos de filtro interno y de
temperatura variable, pueden ser minimizados, es muy dificil eliminar los efectos de
todos los factores. Sin embargo, esto no invalida el uso de PARAFAC, siempre y
cuando se tengan en cuenta estas cuestiones y se aplique una validacion cuidadosa

del método e interpretacion de los resultados.

Cuando se trata de mezclas simples, los componentes identificados con
PARAFAC suelen ser los fluoréforos individuales presentes. Sin embargo, esto no es
completamente posible en el caso de materia organica natural debido a su naturaleza
compleja. Los componentes identificados representan fenémenos de fluorescencia,
algunos de los cuales pueden ser fluoréforos individuales pero también pueden ser
aproximaciones de los efectos de otros procesos locales (quenching o transferencia

de carga intramolecular).
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V.2. Metodologia empleada

La técnica de PARAFAC fue disefiada para ser aplicada en Quimica Analitica,
con el fin de cuantificar analitos en muestras complejas. Resulta particularmente til
en casos como muestras en presencia de interferentes desconocidos, ya que
realizando calibraciones con los analitos de interés el método puede cuantificar los

mismos, atn en presencia del interferente.>¢

En el caso de este trabajo, el objetivo es otro: descomponer la sefial fluorescente
en las sefiales individuales que la forman, y obtener las concentraciones relativas de
cada fluoréforo en las muestras con distintas cantidades de Pb(Il). Por ello, se
ingresan los datos de la siguiente manera, esquematizada en la Figura V.3: la sefial
de la muestra de AH sin Pb(Il) agregado toma el lugar de la muestra incégnita, y el
resto de las muestras (AH en la misma concentracion pero con cantidades crecientes

de Pb(Il) agregado) ocupan el puesto de las muestras de “calibrado”.

Incognita: EEM
de AH sin Pb(Il)

 ———

Calibrado:
EEMSs de AH
con Pb(II)

Perfiles de cada C traci
oncentraciones
componente en las .
. relativas (scores) de
dos dimensiones

(loadings) cada componente

Arreglo tridimensional

de datos

Figura V.3: esquema de la metodologia empleada y de los resultados obtenidos.

El programa utilizado (MVC2, herramienta quimiométrica integrada) fue

facilitado por el autor? y se utiliza en el entorno Matlab.
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V.2.1 Pre - tratamiento de datos®

Antes de ingresar las EEMs en el programa, debe realizarse un pre -
tratamiento de los datos crudos. El mismo consiste en eliminar zonas del mapa que
no son trilineales y por lo tanto interfieren en los calculos, causando dificultades
matematicas en la decomposiciéon. Ejemplos clasicos de estas zonas son aquellas

correspondientes a dispersiones Rayleigh y Raman.

Aqui, se corrigieron las zonas de dispersion por inspeccién visual de cada
EEM; una vez identificadas las zonas de interés, se eliminaron los datos dentro de
ellas y se realizé una interpolacion cuadratica para completarlas. Las zonas de
longitudes de onda de emision menores que la de excitacion fueron consideradas
como ceros, asi como los datos correspondientes a A = Aexe + 13 nm

(aproximadamente), para eliminar la dispersion Rayleigh de primer orden.

V.2.2 Niimero de componentes! 10

Para que el programa realice la descomposicion se le debe indicar el nimero de
componentes; dado que este valor es uno de los resultados a obtener, se realizaron
distintas corridas variando el mismo y luego se tomé aquél que otorgaba parametros
de salida mas aceptables. Para elegir el valor adecuado de niimero de componentes

deben observarse los siguientes elementos:

- valor del desvio estdndar de los residuos (SD residuals): este valor
disminuye a medida que se aumenta el numero de componentes; se
produce un descenso marcado al pasar al nimero adecuado y luego se
estabiliza. Por ello, el nimero de componentes seria aquél donde se observa

tal descenso.
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valor de consistencia del ntcleo (core consistency): cuanto mas cercano sea
este valor al 100 %, mejor sera el ajuste de los datos al modelo trilinear. Al
aumentar el nimero de componentes, se produce una disminucién de este
pardmetro para luego aumentar. Un valor por debajo del 50 % se considera
poco satisfactorio; por lo tanto, el nimero de componentes seria el anterior
al cual se observa un valor de consistencia del ndcleo menor que 50 %.
Dado el posterior aumento, debe comenzarse por valores bajos del namero

de componentes, en el caso de este trabajo se comenz6 con 1.

perfiles de emisién y excitacion fluorescente de cada componente: deben
tener sentido fisico; al ingresar un ntmero de componentes mayor al
correcto, pueden obtenerse espectros muy similares para dos o mas
componentes u obtener perfiles que semejan ruido en vez de un espectro de
emision o excitacion. Por otro lado, los perfiles de excitacion deben
encontrarse a menores longitudes de onda que los de emisién, con una zona

de solapamiento.

Muy recientemente, ha aparecido una publicacion de Bro et al. donde

presentan un algoritmo (“EEMizer”) que realiza tanto el pre-tratamiento de datos

como la elecciéon del niimero 6ptimo de componentes.!!

V.2.3 Numero mdximo de iteraciones

La herramienta MVC2 trabaja con 2500 iteraciones maximas por defecto, luego

de las cuales, si no se ha logrado alcanzar la convergencia, igualmente otorga los

resultados obtenidos hasta ese punto. Sin embargo, es posible modificar este valor.

En aquellos casos en los cuales no se lograba alcanzar una convergencia con este

nuamero de iteraciones, se realizaron los calculos con 5000 o 7500, en caso en que las

anteriores tampoco fueran suficientes. En algunos casos (por ejemplo, AH Fluka pH
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= 4.0, NaClOs4 0.1 M) se obtuvo convergencia al aumentar el nimero de iteraciones.
En otros (por ejemplo, AH Fluka pH = 4.0, NaClO40.02 M) el programa no llegé6 a la
convergencia atn con 7500 iteraciones. En tal situacion se evalu¢ la diferencia en los
resultados otorgados en cada caso, y si no se apreciaban diferencias significativas, se

tomaron como aceptables los obtenidos con la mayor cantidad de iteraciones.

V.2.4. Detalles experimentales

Se estudiaron los acidos hamicos Fluka (purificado) y Elliot Soil, a dos
condiciones de pH (4.0 y 5.5) y dos fuerzas iénicas distintas (NaClO4 0.10 y 0.02 M).

Para el acido humico Leonardita se realiz6 solamente a pH 4.0 y NaClO4 0.1 M.

Se prepar6 una solucion del AH al pH deseado, y se agregaron cantidades
crecientes de Pb(Il) a alicuotas de la misma. Las concentraciones de Pb(Il) total se
eligieron segtin las isotermas de enlace obtenidas en el Capitulo IV, de manera de
abarcar distintos sectores de la curva de titulaciéon del himico con el metal. A altas
concentraciones de Pb(Il) se observé floculacion del hamico luego de
aproximadamente una o dos horas; en esos casos se registré la absorbancia de la
muestra con y sin el metal para confirmar que, al momento del registro de la EEM,
atn no hubiese descenso de la misma por la precipitaciéon del material organico. En
la Figura V .4 se grafican, a modo de ejemplo, los espectros de absorbancia para Elliot
a pH=5.5 y NaClO4=0.02 M, tanto para el htimico solo (AH) como para las alicuotas
con Pb(ll) agregado (AH1 a AH6). Puede observarse una disminucién en la
absorbancia para la muestra AH 6 (con una concentracién de Pb(II) total agregada de
8.10-> M), que presentaba una precipitacién visible del material y por lo tanto no fue
medida. Para el resto, no fue necesaria una correccién por absorbancia ya que
presentan espectros coincidentes. Esta situacion se repite en todos los casos, por lo

tanto no se realizaron correcciones por absorcion.
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Figura V.4: Espectros de absorbancia de una solucion de dcido hiimico Elliot con distintas
cantidades de Pb(Il) ariadidas; HA corresponde al hiimico solo y HA 1 - HA 6 con cantidades
crecientes del metal. La muestra AH 6 mostraba precipitacion, por lo que no fue medida por
fluorescencia.

V.3. Resultados y discusién

V.3.1 Respuesta fluorescente

En la Figura V.5 se muestran los graficos de las EEM obtenidas para algunas de
las concentraciones de Pb(Il) agregadas para el acido hamico Elliot, a pH =4y
fuerza iénica 0.1 M; para poder notar los cambios en la forma del mapa, se
mantuvieron escalas arbitrarias diferentes en el eje z (color, no mostradas). Puede
observarse, en forma cualitativa, el cambio en la forma global: los maximos de
emision y de excitacion se desplazan hacia valores menores de longitud de onda, en
ambos casos, pero siempre va disminuyendo su intensidad a mayor cantidad de
metal agregada. Esto se muestra en la Figura V.6, donde se grafican los espectros de
emision a Aexc = 440 nm para la misma experiencia, para todas las condiciones de

Pb(Il) agregado.
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Figura V.5: EEMs para AH Elliot, pH = 4 y NaClO4 0.1 M, en escalas arbitrarias de intensidad. (a)
AH sin Pb(Il); (b) AH + 1,8.10° M Pb(Il) ; (c) AH + 3,0.10° M Pb(1l) ; (d) AH + 9,9.10-5 M Pb(II)
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Figura V.6: espectros de emision para el AH Elliot, pH = 4 y NaClOy4 0.1 M, a Aexc = 440 nm,
con cantidades crecientes de Pb(II) agregado. Referencias dentro de la figura.
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V.3.2 Andlisis multivariado de la respuesta fluorescente

Para todos los AH, en todas las condiciones experimentales, se encontré que un
namero de 3 componentes otorgaba un ajuste 6ptimo del modelo. Este resultado
coincide con lo reportado en literatura para sustancias htimicas de referencia de la
IHSS, en particular AH Elliot y Leonardita.’> En la Figura V.7 se muestran los
desvios estandar de los residuos y los valores de la consistencia del nidcleo para el
caso de AH Fluka a pH 5.5 y fuerza iénica 0.1 M; los restantes son similares. Como
fue descrito mas arriba, un bajo valor del primero y un alto del segundo indican un

namero correcto de componentes.

100 L] "

4.0x10"

(53}

2.0x10" .

consistencia del nacleo
desvio estandar de residuos

1 2 3 4 5 1 2 3 4

namero de CUI‘.I.IPUHL‘I'I['.’S namero de ((‘I'II}"UI'I'.‘I'It\‘S

Figura V.7: consistencia del niicleo (a) y desvio estandar de los residuos (b) en funcién del niimero de
componentes ingresados en PARAFAC para Fluka, pH = 5.5, NaClO4 = 0.1 M

En la Figura V.8 se muestran los espectros de emisién y de excitacién de los
distintos fluoréforos para AH Elliot y Fluka a pH = 5.5 y fuerza iénica 0.02 M Los
mismos son tipicos de las sustancias htimicas1?-1¢ y resultaron similares entre si. En
el caso de Leonardita (medido solamente a pH 4.0 y fuerza i6nica 0.1 M) se
obtuvieron resultados similares (no mostrados). En la Tabla V.1 se muestran las
longitudes de onda méaximas de emisién y excitacién para cada fluoréforo de los
distintos acidos htimicos, tomando para Fluka y Elliot un valor medio de los
obtenidos en distintas condiciones experimentales. Los méximos de excitaciéon del

componente A se consideraron como aquel del primer pico en los espectros de
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excitacion (pico secundario), mientras que el componente B presenta dos picos en el

rango analizado, siendo el pico secundario un hombro del primario.

loadings de excitacion y emision
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Figura V.8: espectros de excitacion (lineas punteadas) y emision (lineas continuas) de Fluka (a) y
Elliot (b), para cada uno de sus componentes, a pH = 5.5 y I = 0.02 M. Referencias dentro de las
Figuras.
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Tabla V.1: ubicaciones de mdximos de excitacion y emision fluorescente para los distintos dcidos
hiimicos. Se expresan en nm.

Elliot Fluka Leonardita
excitacion | emision excitacion | emision excitacion | emision
A 330 505 A 320 518 A 310 507
B | 310/387 448 B | 300/380 457 B | 290/387 449
335 415 C 335 437 C 341 423

De una primera inspeccion de la Tabla V.1 se destaca la similitud de las
ubicaciones de los maximos de emision y excitacién, lo cual sugiere una baja
variabilidad entre las muestras en cuanto a la estructura molecular de sus
fluoréforos. Sin embargo, cabe recordar que las sustancias hiimicas presentan partes

no fluorescentes en su estructura, las cuales no son sensadas con esta técnica.

La ubicacion de los méximos de emisiéon y excitacion estd intimamente
relacionada con la estructura del fluoréforo.> Cuanto mayor sea el grado de
aromaticidad (y por lo tanto de conjugaciéon) de un fluoréforo, mayor sera su
longitud de onda de excitaciéon: esto sugiere que, para las tres muestras, el
componente A es aquel con mayor aromaticidad, siendo el C el de menor y el B en
situacion intermedia. El componente C es observado también en acidos fualvicos.”
Los tres componentes aqui encontrados poseen caracteristicas espectrales que caen
en la zona de acidos hamicos definida operacionalmente por Chen et al.'®y en base a
resultados de pirdlisis por Leehneer et al.!® La tendencia general observada aqui es
que los espectros de excitacion carecen de al menos un componente con un pico de
excitacion alrededor de 250 nm, que es lo usualmente reportado en literatura, donde
las sustancias htimicas suelen tener maximos de excitaciéon entre 240 y 360 nm,312
aunque también se han reportado fluoréforos de tipo &cido htimico en suelos y
sedimentos con méximos secundarios de excitaciéon de hasta 385 nm.161° Sin
embargo, en la mayoria de los casos de literatura se analiz6 un nimero de muestras
superior al presente trabajo, y es sabido que la cantidad de muestras influyen
significativamente en el resultado del modelo utilizado.?
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En la Figura V.9 se representan las concentraciones relativas de cada fluoréforo
en funcién de la cantidad de Pb(Il) para AH Elliot (a scores). Puede observarse que
el componente A es el de mayor abundancia, seguido por el B y luego el C. Este
comportamiento se observé ademds para AH Fluka y AH Leonardita (no mostrados
aqui). Para analizar en mayor detalle la desactivacion fluorescente de cada
componente con el agregado del metal, es conveniente graficar las concentraciones
relativas de manera normalizada, es decir, dividiendo cada valor por el primero en
cada caso. En la figura V.10 se muestran estos resultados para todos los casos

analizados.
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Figura V.9: a scores (Scores de Intensidad de Fluorescencia, unidades arbitrarias) en funcion de la
concentracion total de Pb(Il) para AH Elliot; (a) pH 4.0y 1= 0.10 M; (b) pH 5.5 y1=0.10 M; (c)
pH4.0y1=0.02M; (d) pH 5.5y I =0.02 M. Referencias dentro de las figuras.

155



Estudio de la interaccion Pb-AH por fotoluminiscencia y métodos quimiométricos

Scores de intensidad Fluorescente nommalizados

Scores de intensidad fluorescente normalizados

1O}

0.8

(IXCS

0.4k

0.2}

0.0

53 ‘_C -

m A
o B

S
[Pb7] total (M)

1E-4

0.8}

0.6+

04k

0.0

-

1E-5

[Pb™] total (M)

1E-4

Scoresde intensidad fluorescente nommalizados g go intensidad flucrescente nomalizados

1o} .
o8l . 4
0.6] >
04} ) -
" A
02} e B
b .ic
0.0 . .
1E6 .. 1E5
[Pb™ | total (M)
1.0
A
08} ¢
'y
06k .
-
04} w
m A - .
0.2} e B 2
d [.c
0.0

[Pb”'] total (M)

1E-4
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de la concentracion total de Pb(1l) para AH Elliot; (a) pH 4.0y 1=0.10M; (b) pH5.5y 1= 0.10 M;
(c)pH4.0yI=0.02 M; (d) pH 5.5 y I = 0.02 M. Referencias dentro de las figuras.
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Figura V.10C: a scores (Scores de intensidad de fluorescencia, normalizados, ver texto) en funcion de
la concentracion total de Pb(1l) para: AH Leonardita; a pH 4.0 y I = 0.02. Referencias dentro de la

figura.

De las Figuras V.10 (a-c) se destaca el alto grado de desactivacién, en todos los
casos, del componente A frente al agregado del metal. Como fue dicho
anteriormente, este componente es el que presenta mayor grado de aromaticidad en
su estructura. La diferencia entre los fluoréforos B y C es mas aguda a mayor fuerza
iénica y menor pH, siendo C menos sensible frente al Pb(Il) a pH 4.0 y fuerza iénica

0.02 M (Figura V.10A ay V.10B a).

V.3.3 Estudios por espectroscopia IR

Por otro lado, se realizaron medidas de IR-ATR para el sistema htimico + Pb(II)
y para el htimico solo, para buscar evidencias a nivel molecular del proceso que
ocurre al agregar el metal. Se llevaron a cabo para AH Elliot en un equipo con
accesorio ATR de cristal de diamante (para detalles experimentales, ver secciéon

115.2).
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Figura V.13: espectros de ATR de AH Elliot solo y con agregado de Pb(ll). Referencias dentro de la
figura.

En los espectros de ATR puede observarse el aumento en la intensidad de la
sefial alrededor de 2570 cm1. Esta zona corresponde a la dimerizaciéon de acidos
carboxilicos.?! Este hecho, en conjunciéon con la desactivaciéon fluorescente
esencialmente inespecifica observada, sugiere que el Pb(Il), en los primeros
agregados estaria comportandose como “puente” entre moléculas de AH,
promoviendo su agregacién, hecho por otra parte bien conocido en los AH. Al
producirse la agregacion, otros grupos carboxilicos no unidos al Pb(Il), muestran
dimerizacién intermolecular. De esta manera se produce la interacciéon entre anillos
condensados de distintas moléculas, que son los principales responsables de la
emision fluorescente, generando asi caminos de desactivacion no radiativos que no
tienen que ver directamente con el cambio en el entorno al formarse el enlace AH-Pb.
Este tipo de desactivacion es también conocido.?? En el siguiente capitulo se
continuara con esta discusién, analizando curvas de enlace AH-Pb(II) y su relacion

con la respuesta fluorescente.
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V .4 Conclusiones

En este capitulo se aplicaron métodos quimiométricos para analizar matrices de
emision-excitacion fluorescente de los dcidos htimicos Fluka, Elliot y Leonardita en
ausencia y presencia de distintas cantidades de Pb(II). Se encontré un ntimero de 3
fluoréforos para todos los casos, y a su vez se obtuvieron los espectros de emision y
excitacion de cada uno de ellos en las distintas condiciones experimentales, asi como
la concentracién relativa de cada componente en cada muestra. Se encontr6é que la
desactivacion fluorescente del componente de mayor aromaticidad resulta muy
marcada, mientras que para el componente de menor aromaticidad se observa el

menor grado de desactivacién con el agregado del metal.

Por otro lado, se obtuvieron espectros de IR-ATR de un acido himico con y sin
Pb(II), encontrando que en presencia del metal hay un aumento de la sefial de

dimerizacién de -COOH.

Estos dos resultados podrian ser explicados por la formaciéon de un enlace
bidentado entre Pb(Il) y sitios tipo carboxilicos de dos moléculas distintas de AH,
produciendo la agregaciéon de las mismas y la desactivacion fluorescente por
interaccion de fluoréforos (anillos condensados, en particular) que generarian

caminos de desactivacion no radiativos.
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Capitulo VI

Distribuciones intrinsecas de afinidad de A&cidos humicos en

interacciones acido-base y con Pb(II)

V1.1 Introduccion

En este capitulo se describen la realizacion y el andlisis de titulaciones de acidos
htmicos, tanto dcido-base como con Pb(II) como titulante. Con las primeras se realiz6
un andlisis similar al desarrollado en el Capitulo IV, de manera de encontrar la
distribucién intrinseca de constantes de enlace para protén. Para ello se evaluaron los

ajustes al modelo Gauss-EPN y NICA-EPN.

Luego, se utilizaron estos resultados para obtener la distribucién de constantes de
enlace para Pb(Il), analizando para este fin tanto titulaciones obtenidas mediante
potenciometria (electrodo de ion selectivo para Pb(Il)) como fluorimetria (registrando y
analizando espectros de emision de la sustancia htimica en presencia del metal). Esto se
realizé en una primera instancia de manera analoga a lo detallado en el Capitulo III,
utilizando CONTIN para la obtencién de constantes condicionales para el metal. Luego,
se ajustaron simultdneamente los datos de enlace de protén y de metal mediante el
modelo NICA-EPN, para obtener asi las distribuciones intrinsecas para protén y metal

que mejor describen tal grupo de datos.

V1.2 Detalles Experimentales

VI1.2.1 Titulaciones dcido-base
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Se realizaron para AH Elliot, Fluka y Leonardita, en tres condiciones de fuerza
iénica: NaClO4 0,1 M; 0,04 M y 0,008 M. Para mas informacion, ver Capitulo II, seccién
I1.2.

V1.2.2 Titulaciones combinadas potenciométricas y fluorimétricas

Se utilizaron los acidos htimicos Fluka y Elliot, trabajando a valores de pH 4.0 y 5.5
y fuerza iénica 0.1 y 0.02 M, con NaClO4 como electrolito soporte. Ademas, se realizaron
algunas titulaciones del acido hdamico Vedia, pero por contar con poca cantidad de
material no se llevaron a cabo las mismas en todas las condiciones experimentales de las
primeras. Por eso este acido himico sélo aparece en el andlisis cualitativo de las

titulaciones. Para mas informacion, ver Capitulo II, seccién I1.3.

V1.3 Resultados obtenidos

VL1.3.1 Titulaciones dcido-base

Con el objetivo de ajustar los datos de carga de htimico en funcién del pH con el
modelo de red polielectrolitica elastica (Capitulo IV), con los datos de pH en funcién
de la cantidad de base agregada se calcul6 la carga del acido htiimico en cada punto de

la titulacién a través de la ecuacion (VI.1):

ny+ +nNa+ + Noy- —nc104-

kg'1)=
Q(eqkg™) —

(VL1)
donde n; representan los nimeros de moles de cada especie y myy es la masa de acido

htmico utilizada, en unidades de kg. Tanto ny+ como n_ . se calcularon a partir del

OH"
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valor del pH en cada punto, utilizando la ecuacién de Davies para el célculo del

coeficiente de actividad:!

N
logy = —0.5112% | ———— — 0.2]
&Y (1 + 1.5V )

(VI.2)

donde z es la carga de los iones en solucién e I la fuerza iénica.

En la Figura VI.1 se muestran las titulaciones obtenidas para cada muestra, en las

distintas condiciones de fuerza iénica.
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Figura VI.1: grifico de la carga del dcido hiimico en eq kg* para (a) Leonardita, (b) Fluka y (c) Elliot a
distintas fuerzas ionicas. Referencias dentro de la figura.
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VI1.3.1.1 Obtencion de distribuciones de constantes de enlace AH-protén

Para obtener la distribuciéon de constantes de enlace para protédn, los datos de las
titulaciones precedentes fueron ajustados segin el modelo de red polielectrolitica
elastica, realizando el método descrito en los capitulos III y IV. El procedimiento fue el
mismo que el detallado en el Capitulo IV; brevemente: se obtuvo la distribucién
condicional de la titulacién realizada a la mayor fuerza iénica, a través de CONTIN,
para con estos datos comenzar el ajuste simultdneo de todas las titulaciones con el
modelo EPN. Se consideraron, al igual que en el Capitulo IV, dos posibles funciones
para la distribucién intrinseca: bigaussiana y de Sips (que da origen al modelo

denominado aqui “NICA-EPN").

Se obtuvieron los pardmetros enumerados en las Tablas VI.1 y V1.2, mientras que

los ajustes se muestran en las Figuras V1.2 y VL.3.

Tabla VI.1: Valores de los pardmetros obtenidos a partir del ajuste del modelo EPN a las titulaciones
dcido-base para cada muestra utilizando distribuciones de afinidad de Gauss.

AH Y Vo O Omax | log |wi | log |[w | " | R?P RMSFE
jKl KZ
L mol kg
mol™

Leonardita | 0.64 | 831 |031 |[410 (46218 |0.60 |[860 |31 [040 | 142 |0.9998 | 0.0141

Fluka 0.67 |357 032 391 |440/|15 (051 |8.01 |41 |049 |173 |0.9997 | 0.0176

Elliot 055 |11.20 | 038 [3.86 |458 |18 [059 |810 |35 |041 |181 |0.99967 | 0.0201

« Ntimero de puntos considerados en el ajuste.

'R =1-Y(AQ —AQMC)Z/[ZAQZ—(ZAQ )Z/n] : RMSE:\/Z(AQ ~AQ ) /0

168



Capitulo VI

Tabla VI.2: Valores de los pardmetros obtenidos a partir del ajuste del modelo EPN a las titulaciones
dcido-base para cada muestra utilizando distribuciones de afinidad de Sips.

AH Y Vs O Quax |log |m | log |m | n | RP RMSE
Kl K2
L mol kg’
mol™*
Leonardita | 0.80 | 7.32 0.31 |4.15 444105 | 072 |854 |04 |036 |142 | 0.99929| 0.0285
Fluka 0.59 |8.21 019 |534 [440(04 |055 |985 |02 |044 |173 | 0.99938 | 0.0247
Elliot 0.46 |10.05 |0.39 |5.16 469 |05 |050 |996 |02 |048 | 181 | 0.99969 | 0.0195

a Numero de puntos considerados en el ajuste..

"R-1-3(3Q-4Q ) /[ a7 ~(£4Q) /n]-  RusE= [T (30 -4Q ) /-

carga (eq/kg)

carga (eq/kg)

pH

carga (eq/kg)

10

——1=0.1 calculada
1=0.04 calculada
——1=0.008 calculada
= [=0.1 experimental
1=0.04 experimental
= [=0.008 experimental

Figura VI.2: Ajuste del modelo EPN de los datos de titulaciones dcido-base para (a) Leonardita, (b)
Fluka y (c) Elliot, utilizando distribuciones de afinidad de Gauss. Referencias dentro de la figura.
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carga (eq/kg)
carga (eq/kg)

pH pH

——I=0.1 calculada

T 1=0.04 calculada

——1=0.008 calculada
= [=0.1 experimental

carga (eq/kg)

1=0.04 experimental

= [=0.008 experimental

Figura VI.3: Ajuste del modelo EPN de los datos de titulaciones dcido-base para (a) Leonardita, (b)
Fluka y (c) Elliot, utilizando distribuciones de afinidad de Sips. Referencias dentro de la figura.

De la Figuras VL2 y VI3 puede observarse que el ajuste de los datos

experimentales con el modelo EPN result6 satisfactorio en ambos casos.

En la Figura VI4a se muestran las distribuciones de constantes de enlace para
protén obtenidas para cada AH, generadas con los parametros de la Tabla VI.1 (Gauss).
Cabe destacar la similitud entre las tres, en cuanto a la relacién entre cantidad de sitios
con mayor afinidad por protén (banda entre 8 y 9 en log Kn) y cantidad de sitios con
menor afinidad (banda alrededor de un valor de log Ku de 5). Las similitudes en

posicién son mas marcadas para AH Elliot y Fluka.

Para el caso de la funcién de Sips (modelo NICA), en la Figura VI.4b se muestran
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las distribuciones para protén halladas utilizando los m; como pardmetros del ancho de
las distribuciones; en el marco de la teoria NICA, m; = nyi x p;, donde p es el parametro
“verdadero” de la distribucién y np refleja la no idealidad del enlace de protones (ver
ecuacion (L.6)). En este sentido, la distribucion intrinseca verdadera solo es posible
obtenerla con el ajuste simultaneo de curvas acido-base y metal. Aqui, el pico de mayor
afinidad aparece como un “hombro” del anterior. Sin embargo, como se vera mas
adelante, se considerara el modelo NICA-EPN para el caso competitivo con Pb(Il) para

realizar los ajustes subsiguientes y obtener la distribucién “verdadera” en el marco de la

isoterma NICA.

g (logK,)

01+

L L 00 L L L L o
0 5 10 15 -5 0 5 10 15 20

log K,, log K,

Figura V1.4: Distribuciones intrinsecas obtenidas para proton para cada AH mediante el ajuste de los
datos de titulaciones dcido-base al modelo EPN, considerando funcion Gauss (a) y de Sips (b).
Referencias dentro de la figura.
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V1.3.2 Titulaciones combinadas
VI1.3.2.1 Anélisis cualitativo
V1.3.2.1.1 Titulaciones potenciométricas
Para realizar un andlisis cualitativo, se transformaron los datos registrados
(actividad de Pb(II) libre en funcion de [Pb(II)] total) en 0y, definido como “fracciéon de

sitios ocupados”. Esta magnitud se calcula segtin la ecuacién (VI.3):

_sitios ocupados _ [Pb?*]y - [Pb**],
~ sitios totales [Pb2+]y

(VL3)
donde 0 es la fraccion de sitios ocupados, [Pb?*]; es la concentracién total del metal
que se ha sido agregada, [Pb?*]; es la actividad del metal que no se encuentra ligada al
hdamico y [Pb?*]y representa la concentracion maxima del metal que puede ligar el
material, que se considera como el valor de mayor concentraciéon de Pb(Il) ligado. El
valor de [Pb?*], para cada punto de la titulacion se determina mediante la calibracion
del electrodo de ion selectivo para Pb(Il). De esta manera se puede realizar una

comparacion cualitativa entre distintas titulaciones.

Sin embargo, para procesar las titulaciones potenciométricas con CONTIN (ver
Capitulo III) para obtener distribuciones condicionales, se ingresaron directamente los

datos de Pb(II) ligado en funcién de Pb(II) libre.

V1.3.2.1.2 Titulaciones fluorimétricas

En este caso, como medida de la atenuacién fluorescente causada por el agregado
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del metal, se trabajé con Of, o “fraccién de fluorescencia atenuada”, calculada segtn la

ecuacion (V1.4):

D

_IR-Ig
TR

(V1.4)

Aqui, 1Y es el valor de emisi6n fluorescente de la muestra de htimico sin agregado

del metal; I’ es el valor de emision del altimo punto de la titulacién (mayor atenuacion

fluorescente) y Ir la emision de cada uno de los puntos de la titulacién. Estos valores

pueden obtenerse de dos maneras: tomando el dato para una determinada longitud de

onda, usualmente en el maximo del espectro, donde se observa la mayor atenuacién con

el agregado del metal, o realizando el calculo de la integral de la emision fluorescente

en el intervalo de longitudes de onda de emisién. Se realizaron ambos procedimientos,

obteniendo resultados coincidentes, de manera que se mostraran solamente los

resultados obtenidos con el primer método.

En la Figura VI.5 se muestra un tipico registro de fluorescencia para cada punto de

la titulacion (a) y el gréafico de Or versus apwqr libre que resulta del primero (b):
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aumenta la

[
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Figura VL5: (a) espectros de fluorescencia del dcido hiimico Elliot a pH 5.5 y NaClO4 0.02 M con
cantidades crecientes de Pb(Il); (b) grifico de ©r en funcién de Pb(Il) libre utilizando los datos de los
espectros de (a).
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En general, para wuna titulacion combinada, se obtuvieron resultados
cualitativamente similares pero no coincidentes entre las medidas potenciométricas y
las fluorimétricas, como muestra la Figura VI.6, observiandose en la titulacién
fluorométrica una variacion mds rapida con el agregado de metal. Este mismo
comportamiento fue observado en experimentos preliminares realizados con otros

cationes (como ser Cu(Il) y Mn(II), no mostrados aqui).

T T T T T
1.0 - L
L - | ]
0.8 |- [ - " -
| |
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06 L _ .. .
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@ | | | |
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02} m g " |
i g 7 ° = 0,
ool ™ .
| il " 1l " 11 aaaal
107 10° 10° 10™
actividad de Pb** libre

Figura V1.6: fraccion de sitios ocupados, Oy, y fraccion de fluorescencia atenuada, Ok, en funcion de Pb(1I)
libre para AH Fluka a pH = 5.5 y NaClO4 = 0.02 M.

V1.3.2.1.3 Resultados obtenidos en distintas condiciones experimentales

En la Figura VL7 se muestran los valores de 6r en funcién de Pb(II) libre para AH
Elliot, para las distintas condiciones experimentales. Puede observarse que no son

coincidentes, destacandose dos caracteristicas de manera cualitativa:

- un mayor enlace de Pb(II) a mayor valor de pH (5.5): dado que el metal se une
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a sitios que presentan caracter acido, a mayor pH se encuentra desprotonada
una mayor proporcion de los mismos, estando disponibles para enlazar al
Pb(II);

- un menor enlace de Pb(Il) a mayor fuerza iénica (0.1 M): cuanto mayor es la
concentracion de la sal, el apantallamiento de la carga negativa del AH es mas
acentuado, disminuyendo asi las interacciones no especificas (de carécter

electrostatico) entre éste y el metal.
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Figura VL.7: fraccion de fluorescencia atenuada en funcion de actividad de Pb?* libre para AH Elliot en
distintas condiciones experimentales. Referencias dentro de la figura.

V1.3.2.1.4 Resultados obtenidos para los distintos acidos htmicos

En la Figura VI.8 se muestran los valores de 6r a pH = 4.0 y fuerza iénica 0.1 M
para los tres acidos htumicos estudiados; resulta evidente que las diferencias

encontradas se deben a la heterogeneidad presente entre muestras de estas sustancias
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htmicas. El AH Vedia parece presentar una mayor afinidad por el metal que otros dos,

siendo Elliot el de afinidad intermedia.
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Figura VI.8: Fraccion de fluorescencia atenuada en funcion de [Pb2*] libre para los tres dcidos hiimicos
estudiados, a pH 4.0 y NaClO4 0.1 M. referencias dentro de la figura.

V1.3.2.2 Obtencién de distribuciones de constantes de enlace AH-Pb(II)

V1.3.2.2.1 Distribuciones condicionales

Como una primera aproximacion, se obtuvieron las distribuciones de constantes
de enlace condicionales para el enlace AH-Pb(II). En el Capitulo III se utiliz6 el paquete
CONTIN para obtener las distribuciones de constantes de enlace para metal,
considerando como distribucién competitiva aquella de protén, ambas en la misma
condiciéon de fuerza iénica. Asi, utilizando distribuciones de constantes competitivas

condicionales, la obtenida para el metal también tiene validez sélo a la fuerza i6nica de
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estudio. Luego, en el Capitulo IV, con el desarrollo del modelo de red polielectrolitica
elastica, se obtuvieron distribuciones de constantes de enlace intrinsecas para protoén,
mediante el analisis simultaneo de datos bibliograficos de titulaciones acido-base en
distintas condiciones de fuerza idnica. En el presente capitulo se combinan ambos
procedimientos: se obtuvo en la primera parte (seccion VI.3.1.1) la distribucién
intrinseca de constantes de enlace para protén para los acidos htimicos estudiados, y en
lo que sigue serdn consideradas como las distribuciones competitivas por los sitios del
metal, dentro de la suposicién de separabilidad de las distribuciones de metal y protén
(ecuacion III.18). En el programa también se ingresan los pardmetros del modelo EPN
obtenidos en la primera parte, de manera que la distribucién de constantes para el metal
obtenida tiene en consideracién los efectos electrostaticos. Como las titulaciones
combinadas de fluorescencia y potencial se realizaron solamente con los acidos htiimicos

Fluka y Elliot, no se utilizard la distribucion intrinseca para protén de Leonardita.

En el caso de las titulaciones potenciométricas, se ingresan los datos del enlace
AH-metal como carga del metal ligado (Qm, mol kg1) ligada en funcién de actividad de
Pb(II) libre. Dentro de los resultados que otorga el calculo, se encuentran los valores de
la carga del humico (en unidades de mol kg') para cada punto de la titulacién. En el
caso de las titulaciones fluorimétricas, se utilizan los datos en forma de Or en funcién de
actividad de Pb?* libre, y a su vez se ingresan las cargas del htimico en cada punto
(necesarias para aplicar el modelo EPN), obtenidas del ajuste previo de los datos de
potenciometria. Cabe recordar que las titulaciones combinadas se realizaron en forma
simultanea, de manera que cada punto de la titulaciéon potenciométrica se corresponde
con otro de la fluorimétrica. Este procedimiento crea a su vez una limitacién: en los
casos en que se eliminaron algunos datos de la titulacién potenciométrica por no ser
confiables, se encuentran dificultades en la correspondiente fluorimétrica, por carecer
del valor de la carga del hiimico en tal punto. En algunas ocasiones esta limitacion fue
ain mas severa, cuando no se logré ajustar satisfactoriamente la totalidad de la
titulacion potenciométrica, por poseer un rango limitado en concentraciones de metal o
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por contar con poca cantidad de datos (ver seccion II1.2.2); en tales circunstancias no se
pudo realizar el ajuste condicional de los datos de fluorescencia por carecer de los
valores de carga del himico en todo el rango. A continuacién se muestran algunos
resultados (Figura VIL9). En general, se obtuvieron distribuciones anchas,
monomodales, con picos alrededor de 5 para Fluka y 7-8 para Elliot. En algunos casos,
no se obtuvieron resultados satisfactorios, por contar con poca cantidad de datos o en
un rango acotado. Sin embargo, esas titulaciones si pueden ser utilizadas mas adelante
para realizar el ajuste simultdneo de las curvas de enlace de protén y de metal al
modelo NICA-EPN, ya que no son analizadas por separado sino el total de las

titulaciones como un conjunto.
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Figura V1.9: distribuciones condicionales para el enlace AH-Pb. Referencias dentro de las figuras.

V1.3.2.2.1 Distribuciones intrinsecas

En un siguiente paso en el andlisis, se modific6 el método desarrollado en el Cap.

IV para poder realizar el ajuste simultdneo de las curvas de enlace para distintos
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cationes, en este caso, protéon y Pb(II). Por lo tanto, el nuevo procedimiento comenzé
con la utilizacion de los parametros del modelo NICA-EPN para el sistema AH-protén
(tabla VI.2) como pardmetros iniciales al ajustar las curvas de enlace para protén y
metal, siendo estas ultimas las obtenidas por potenciometria. De esta manera se
obtienen los nuevos parametros del modelo EPN vy las distribuciones intrinsecas tanto
para proton como para Pb(Il). Esto se realiz6 para Elliot y Fluka, tomando las
titulaciones potenciométricas que contaban con suficiente cantidad de puntos. Los
resultados de estos ajustes se muestran en la Figura VI.10, y los parametros obtenidos
en la Tabla VIL.3. Con estos valores se generaron las distribuciones intrinsecas para

protén y metal que se presentan en la Figura VI.11.
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Figura V1.10a: ajuste simultineo de curvas de titulacion dcido-base (escala negra) y de metal (escala
azul) al modelo NICA-EPN para Fluka. Referencias dentro de las figuras.
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Figura VI1.10a: ajuste simultineo de curvas de titulacion dcido-base (escala negra) y de metal (escala
azul) al modelo NICA-EPN para Elliot. Referencias dentro de las figuras.
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Figura VI.11: distribuciones intrinsecas para proton y Pb(II) obtenidas mediante el ajuste simultineo de
curvas de enlace de protén y Pb(II) al modelo NICA-EPN. (a) Fluka, (b) Elliot.
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Tabla VI.3: Valores de los pardmetros obtenidos a partir del ajuste del modelo NICA-EPN a las
titulaciones dcido-base y de metal para cada muestra.

Fluka Elliot
% 0.54 0.05
Vv, (L mol™) 11.1 4.99
O 0.11 0.56
Qunax (Mol kg'*) 5.32 4.80
log Ky1 4.43 5.06
Nh 0.58 0.67
o) 0.56 0.61
log Kz 9.85 7.54
Nhz 0.40 0.11
&7 0.44 0.39
log Km1 4.60 -1.5
N 0.89 0.95
p1 0.66 0.60
log Kz 6.20 5.37
N2 0.90 0.61
P2 0.58 0.88
n 206 236
R 0.9985 0.99677
RMSE 0.07261 | 0.13488

Con estos resultados, se analizaron a continuaciéon las curvas de titulacién
fluorimétricas con CONTIN, ingresando la distribucién intrinseca para proton obtenida
anteriormente como distribucién competitiva, la carga del AH en todo el rango y los

parametros del modelo EPN para tener en cuenta el efecto electrostatico. Estos
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resultados se muestran en la Figura VI.12.
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Figura VI1.12: distribuciones condicionales para Pb(II) obtenidas mediante el andlisis con CONTIN de
datos de titulaciones fluorimétricas para Fluka (a,b) y Elliot (c,d). Referencias dentro de las figuras.

Para el caso de Fluka (Figura VI.12 a y b), se obtuvieron resultados satisfactorios
para las dos condiciones experimentales que aparecen en la Figura VI.10. Las
distribuciones obtenidas son monomodales, con un pico alrededor de 5, que cae
aproximadamente entre los dos sitios de unién de la distribucién intrinseca para Pb(II)
(ver Figura VI.1la y Tabla VI.3; debe tenerse en consideracién que el segundo pico
aparece como un “hombro” del primero). En el caso de Elliot (Figura VI.12 ¢ y d),
también se obtuvieron distribuciones monomodales con un pico alrededor de 5.7 - 6.3

para la fuerza iénica mayor, coincidente con el sitio de mayor afinidad para Pb(II) (ver
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Figura VI.11b). Para los datos de la titulacion fluorimétrica de Elliot a pH 4.0 y fuerza
iénica 0.02 M no se obtuvo un ajuste satisfactorio de los datos; ademads, la distribucién
poseia un méaximo alrededor de log Km = 8.3, lo cual no es consistente con la

distribucién encontrada por potenciometria (ver Figura VI.11).

De la Figura anterior se desprende como observacion principal que las titulaciones
fluorimétricas otorgan distribuciones monomodales, mientras que las potenciométricas
(Figura VI.11) ajustan a bimodales. Asi, la desactivacién fluorescente vendria dada
solamente por uno de los tipos de sitios de enlace para Pb(Il); observando las
distribuciones intrinsecas para protones de la Figura VI.11, este sitio corresponderia a
los carboxilatos de las sustancias hamicas. Por otra parte, en las distribuciones de
afinidad para AH Elliot observadas en la Figura VI.11 b llama la atencién que el pico
para valores mas altos de afinidad es mas alto y agudo que el primero, al contrario de lo
que se observa generalmente. Esto se debe al valor de p» cercano a 1 hallado.
Observando las distribuciones obtenidas para la fluorometria, Figura VI.12 c y d, esto
seria debido a que para la interaccion AH-Pb(II) la distribucién es bastante aguda, y
deda la suposiciéon de congruencia de las distribuciones contenida en el modelo NICA,

esto impone el alto valor de p» afectando tanto al enlace de metal como al de protones.

Esta observaciéon es consistente con lo discutido en el capitulo anterior: la
desactivacion del comportamiento fluorescente de los acidos htimicos estudiados
tendria origen en la generacion de complejos bidentados, con cada sitio tipo carboxilato
perteneciente a moléculas distintas de la sustancia htimica. Es decir, que la distribucion
monomodal observada en la fluorometria puede adjudicarse a la formacién de dimeros
(o agrupaciones mayores) de moléculas de acido hamico. En el caso de acido hamico
Elliot, es préacticamente coincidente con el pico de mayor afinidad de la distribucién
hallada por potenciometria lo que permite adjudicar el pico en log Ky = 5 a la formacién
de complejos de Pb con al menos dos moléculas de htimico. Para Fluka no se observa lo

mismo, aunque debe notarse que la distribucién intrinseca mostrada en la Figura VI.11
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a es cuasi monomodal, y la hallada por fluorometria es coincidente. En este caso no
habria una diferencia significativa en la afinidad para formar dimeros y para formar

enlace 1-1.

Para continuar analizando la posibilidad de que el Pb esté formando un “puente”
entre moléculas de AH, se compar6 la cantidad de Pb(II) total necesaria para desactivar
el componente A al 50 y al 100% (ver Capitulo V), con la cantidad de Pb(II) total al 50 y
al 100% de la titulacién potenciométrica y de la fluorimétrica correspondiente. Se
analizaron las titulaciones realizadas de Elliot y Fluka en todas las condiciones
experimentales detalladas anteriormente, asi como los resultados correspondientes de
PARAFAC (Figuras V.12 a y b). En la tabla V1.4 se muestran algunos resultados a modo
de ejemplo; en todos los casos, se encontraron diferencias significativas entre la
cantidad de Pb(Il) total al 50 y 100% de la titulacién potenciométrica y de las
fluorimétricas, asi como de los resultados de PARAFAC (coincidentes estas altimas en

la mayoria de los casos).

Tabla VI1.4: concentracion de Pb(II) total en unidades molares correspondientes al 50 y al 100% de las
curvas de titulacion potenciométricas y fluorimétricas, y al 50 y 100% de la desactivacion fluorescente del
componente A (PARAFAC)

Elliot Fluka

Potenc. Fluorim. | PARAFAC | Potenc. Fluorim. | PARAFAC

50 % | 8.0x10° 2.0x10- 1.5x105 5.0x10- 2.0x10° 2.8x10°

100 % | 2.0x10+ 5.5x105 6.0x10-° 1.0x10+# 7.5x10-° > 5.7x105

Estos resultados, en conjunto con los hallados por métodos quimiométricos y
espectroscopicos en el Capitulo V, indican que la formacién de un enlace AH-Pb
bidentado, donde el metal estarfa formando un “puente” entre moléculas de la
sustancia htimica, causando la interaccién entre anillos condensados de ambas

moléculas y desactivando su emision fluorescente, se produce esencialmente con los
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primeros agregados de plomo al acido htimico. Finalmente, la observaciéon que luego de
un cierto valor de concentraciéon de Pb(II) se produce la precipitacion del htmico

(seccién V.2.4) apoya también la interpretacion dada aqui.

Del anélisis conjunto de los resultados obtenidos en el capitulo anterior y en el
presente, se encuentra que la combinacién de estudios potenciométricos vy
espectroscopicos permite obtener nuevas conclusiones sobre la interacciéon de cationes
metdlicos (plomo en este caso) con sustancias htmicas. Por primera vez se observé
como la adicién de un cation metélico provoca la dimerizaciéon (o aglomeracion) de la
sustancia htimica. Como se discuti6 en el Capitulo IlI, otras evidencias espectroscépicas,
aunque para otros sistemas himico-metal, han sido interpretadas en forma similar. Para
el caso de Cd-AH, Otto et al.34 estudiaron por RMN el enlace de Cd(II) a 4cidos falvicos
concluyendo que hay dos sitios claramente diferenciados: un sitio fuerte de enlace
representado por un modelo polidentado carboxilico, y otro sitio mas débil, atribuido a
enlace monocarboxilado, que fue considerado como el més abundante por Grassi y
Daquino.5 Para el caso del plomo hay menos evidencia espectroscépica disponible; Xia
et al.® estudiaron la interaccion de Pb(II) con un extracto htmico de un suelo
limoarcilloso, sugiriendo la presencia de dos atomos de C en la segunda esfera de
coordinacién, lo cual indicaria enlace bidentado. Un estudio reciente de mediciones EPR
combinados con andlisis por DFT es consistente con una estructura de Pb(Il) unido a
dos carboxilatos.” Todas estas evidencias estan en acuerdo con la interpretacion dada en

este trabajo.

En literatura,®1! se han realizado numerosos estudios para obtener constantes del
enlace entre metal (Cu(II), Hg(II), Pb(II), TI(II), Cr(IIl), etc) y sustancias htimicas a partir
de mediciones de desactivacion fluorescente, en su mayoria basandose en el método
desarrollado por Ryan y Weber.1? El mismo se basa en la suposicién de que el enlace es
1-1 y que mediante la técnica de fluorescencia se detectan todos los tipos de sitios de

enlace de la sustancia htimica. Sin embargo, en esta Tesis se ha demostrado la presencia
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de un enlace bidentado, que es el tnico que se detecta por fluorimetria dado que es el
responsable de la desactivaciéon fluorescente. Por lo tanto, las constantes de enlace
obtenidas exclusivamente a través de fluorometria deben considerarse como vélidas en

el contexto de dicha técnica.

V1.4 Conclusiones

En este capitulo se aplicé el método NICA-EPN a titulaciones acido-base y de
Pb(II). Se obtuvieron las distribuciones “verdaderas” para protén y metal, y a su vez las
distribuciones condicionales que otorgan las titulaciones fluorimétricas a partir de los
resultados anteriores. Se encontré que por la técnica de fluorescencia se detecta un solo
sitio de enlace de Pb(Il), que coincide con el de menor afinidad obtenido por
potenciometria. Este corresponde a sitios de tipo carboxilico, y se observa que las
cantidades de Pb(Il) necesarias para alcanzar una determinada desactivacion
fluorescente es significativamente menor que las correspondientes cantidades
necesarias para alcanzar una fraccién de sitios ocupados equivalente. Asi, se refuerza la
teoria planteada en el capitulo anterior, proponiendo entonces que se forma un enlace
AH-Pb en el cual el metal estd puenteando dos moléculas de acido htimico, lo cual

favorece la agregacion intermolecular.
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Capitulo VII

Enlace de Pb(II) en el sistema acido htimico/goetita en medio acido

En este capitulo se estudia el enlace de Pb(Il) en el sistema &cido
htimico/goetita en medio acido. Desde un punto de vista macroscépico, se
obtuvieron las isotermas de sorcion experimentales (utilizando espectroscopia de
absorcion atoémica) y fueron comparadas con lo predicho por la regla de aditividad.
Se encuentra que este sistema presenta desviaciones positivas, esto es, la cantidad
sorbida es aproximadamente un orden de magnitud mayor que lo predicho

considerando simple aditividad de las isotermas.

Ademéds, se estudiaron aspectos microscopicos y estructurales utilizando
espectroscopia IR in situ y ex situ. Estos resultados sugieren que la presencia de
Pb(Il) aumenta la cantidad de acido himico unido al 6xido. Se propone que la
desviacion de la aditividad es debida al desplazamiento del protén por la interaccion
entre las sustancias htimicas y el 6xido, sumado a la formacién de complejos
ternarios con el catiéon Pb(Il) actuando como puente entre ligandos (complejos tipo

A).

VIL1. Introducciéon

Los coloides naturales como los acidos htiimicos (HA) y 6xidos de hierro son
una parte importante de los suelos, asi como otras sustancias organicas, 6xidos de
aluminio y otros metales, y arcillas.23 Estos tienen un rol central en el destino de
especies foraneas, como contaminantes, contribuyendo en gran medida a la fijaciéon

de los mismos. Los cationes metélicos como el Pb(Il) se encuentran cominmente en
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suelos como resultado de la actividad humana, siendo sorbidos (o enlazados) por

ambos tipos de materiales bajo mecanismos que estan atin bajo estudio.

Un ntimero de estudios han evaluado la adsorcion de cationes metalicos sobre
particulas de 6xidos*>67 y el enlace a sustancias htimicas®16, asi como otros sustratos
individualmente. Algunos autores han reportado la unién de algunos cationes a

varios componentes del suelo!” pero separadamente.

Sin embargo, los componentes mas arriba mencionados estdn presentes en
forma conjunta en suelos naturales, y sus interacciones mutuas pueden afectar
significativamente la capacidad de fijaciéon de metales del suelo. Hay varios estudios
de esta interaccién; particularmente para sustancias htmicas/6xidos de hierro,
mostrando la formacion de complejos!®1920. Puede entonces esperarse que la sorcion
por un suelo completo no siga la llamada regla de aditividad, esto es, la cantidad
total sorbida diferird generalmente de aquella calculada por la simple suma de las
cantidades sorbidas por los componentes individuales. A pesar de esto, hay muy
pocos reportes de la unién de cationes metdlicos a varios componentes del suelo

simultdneamente.

Vale mencionar el trabajo de Murphy et al.?!, que estudia la sorciéon de Th(IV) y
U(VI) en hematita en presencia de materia orgédnica natural; la investigaciéon de
Vermeer et al.,?> uno de los primeros en reportar desviaciones de la regla de
aditividad, en el caso de sorcion de Cd(Il) en el sistema 4acido htmico
Aldrich/hematita, encontrando desviaciones positivas y negativas segtun el pH.
Lenhart y Honeyman?® estudiaron el sistema hematita/acido hamico/U(VI) y
encontraron que la regla de aditividad subestimaba la cantidad adsorbida;
propusieron la presencia de complejos ternarios (complejos tipo A) entre
6xido/uranilo/htmico para explicar la discrepancia. Alcacio et al.** condujeron una
investigacion a escala molecular de la unién de Cu(Il) a complejos goetita/acido
htimico con medidas en EXAFS y XANES. Reportaron la presencia de dos tipos de

complejos ternarios: complejos Tipo A con los cationes Cu(Il) puenteando el 6xido y
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el AH, y completos Tipo B con el catiéon unido al AH, en vez de unido a la superficie
del 6xido. Arias et al.?> midieron las isotermas de adsorcion competitivas de Cu(Il) y
Cd(II) en caolinita y en el complejo caolinita/htmico. Se encontré que la ecuacién de
la isoterma de Freundlich proveia un ajuste excelente de los datos experimentales.
Mas recientemente, Saito et al.?® estudiaron el mismo sistema desde un punto de
vista macroscopico y encontraron desviaciones positivas de la regla de aditividad;
ellos también determinaron el efecto del Cu(Il) en la adsorcién de hamico sobre
goetita, encontrando adsorciéon aumentada o disminuida dependiendo de las
condiciones experimentales. Estos autores reportaron algunas discrepancias con las
conclusiones de Alcacio et al.,?* atribuyendo el efecto al desplazamiento de protones
(y consecuentemente una carga superficial menos positiva) por la adsorciéon del AH
sobre el 6xido; también propusieron la formacién de complejos de Tipo A y Tipo B.
Por otro lado, Weng et al.?” estudiaron el sistema goetita/4cido falvico/Ca(ll),
encontrando desviaciones positivas y negativas de la regla de aditividad,
dependiendo del pH; también encontraron que la presencia de Ca(ll) aumentaba la
adsorcioén de falvico sobre hematita, y atribuyeron las desviaciones principalmente a

efectos electrostaticos.

Desde el punto de vista teérico, hay un nimero de modelos que describen con
relativamente buenos resultados la interaccion de cationes metalicos con sustancias
hidmicas, como NICA - Donnan,®1® WHAM model V - VI,828 el modelo himico de
Estocolmo?® o el modelo NICA-EPN presentado en los capitulos anteriores. Por otra
parte, la interaccion entre cation metélico y particula de 6xido es interpretada con
éxito por varios modelos, especialmente el modelo CD - MUSIC.307 Sin embargo, a
la fecha no hay un modelo tedrico que describa la unién de cationes metélicos a
varios sustratos simultdneamente. El resultado de estos estudios es que la unién
simultanea de cationes metalicos a componentes del suelo es un asunto complejo y

que es el siguiente paso en este campo de investigacion.

En este trabajo, se investiga de la unién de Pb(Il) a sistemas goetita/ AH. El
objetivo principal es comparar la sorcion de Pb(ll) sobre sistemas 6xido de
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hierro/ AH con la sorcién sobre estos sustratos en forma separada, con los mismos
esencialmente en estado sélido, y ganar conocimiento acerca de los aspectos
moleculares de este fendmeno de sorcion. Se escogié goetita porque es un 6xido de
hierro representativo y comtinmente encontrado en suelos. Dado que los AHs tienen
composicién y propiedades dependientes de su origen, se estudiaron dos muestras:
un 4cido htimico comercial Fluka y una muestra extraida del suelo de la Provincia de
Buenos Aires, Argentina. El rango de concentraciones de Pb(Il) estudiadas es tipico
de suelos moderadamente contaminados. Las isotermas de unién son determinadas
analiticamente por espectroscopia de absorcién atémica (AAS), y la interaccién entre

Pb(II) y sustratos es medida por espectroscopia IR.

VIIL.2 Detalles experimentales

Se utilizaron dos muestras distintas de 4cido hamico: acido himico Fluka
(FHA), y Vedia (VHA), ya mencionado anteriormente (ver Capitulo II para detalles
experimentales de su extraccion). Para mas informacion acerca de estas sustancias,
ver Tabla II.1. Se midieron las isotermas de sorcién de los sustratos individuales
agregando cantidades apropiadas de una solucién de Pb(Il) y, luego de alcanzar el
equilibrio, se determiné la cantidad de metal libre por espectroscopia de absorcion
atomica. Las isotermas de sorcion de los sustratos juntos se determindé de manera

analoga. Para mas detalles, ver seccion IL.5.

VIL.3 Resultados y discusion

VIL1.3.1 Isotermas de enlace

Las medidas de UV - Vis de la concentracion remanente de AH en solucién

luego de la centrifugacion revelaron que, en ausencia de goetita, 14% de FHA y 18%
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de VHA permanecia en soluciéon. En presencia de goetita, la cantidad remanente de
ambos htimicos no fue mayor al 1%. Estos resultados son independientes, dentro del
error experimental, a la cantidad de Pb(Il) presente. Dado que la técnica de AAS
mide la concentraciéon de metal total en solucién sin importar su especiacion, se
realizé una correccion para determinar las cantidades de metal libre y unido. La

concentracion total de Pb(Il), cr, puede escribirse como

cr=¢C,t+¢C
(VIL1)
donde cp es la concentracion de metal unido y c es el Pb(Il) libre. Se asume que todo
el metal no unido es Pb?* libre, ya que a pH = 4 la hidrolisis a PbOH* es
despreciable. La concentracion de Pb(Il) en solucién (medida por AAS), cs, viene

dada por

cs=c+fcp
(VIL2)
donde f es la fraccién de AH en solucién. De las Ec. (VIL1) y (VIL.2), c y c» pueden

obtenerse facilmente.

La Figura VII.1 muestra las isotermas de sorcion experimentales de Pb(II) sobre
goetita (a) y sobre las dos muestras de AH estudiadas (b). La goetita muestra, en
estas condiciones experimentales, menor capacidad para la adsorcién de Pb(Il) que
los AHs, lo cual es esperable dado que al pH estudiado este 6xido posee carga
positiva3* y consecuentemente hay presente fuerte competicion de H*. Como ya se
menciond, a pesar de haber un nimero de modelos tedricos para las interacciones
cation metdlico/6xido o cation metélico/ AH, no hay disponible un modelo para el

caso de adsorcion simultanea a multiples sustratos.
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Por lo tanto, para estudiar las predicciones de la regla de aditividad, la unién a
los sustratos individuales es ajustada aqui, por razones de simplicidad, de forma

puramente empirica usando la isoterma de Langmuir - Freundlich (LF):

B (Ke)™

B = I T3 (keym
(VIL3)
donde ¢y es la cantidad adsorbida, g la capacidad de adsorcién, K la constante de

adsorcion y m el parametro de heterogeneidad aparente.

Los datos experimentales de la la Figura VIL1 resultaron todos
satisfactoriamente ajustados con la isoterma de LF, como muestran las lineas

incluidas en la figura.
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Figura VIL.1: Datos experimentales (simbolos) e isotermas ajustadas de Langmuir -Freundlich para
goetita (a) y dcidos hiimicos (b) en NaClO4 0.02 M, pH = 4.0; (5, —— ), FHA; (0, ---) VHA.

La Tabla VIL.2 presenta los parametros resultantes del ajuste. A pesar de que
estos parametros son empiricos, muestran las diferentes capacidades y afinidades de
estos sustratos en las condiciones experimentales empleadas: la goetita posee menor

capacidad () pero una mayor afinidad (K).
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Tabla VIL.2: Pardmetros de Langmuir-Freundlich de los sorbentes individuales

Parametro FHA VHA Goetita
log (K/M-1) 1.3 x 104 1.7%x 103 1.1 x 105
m 0.79 0.89 0.70
gm/mol kg1 0.86 2.8 0.012

La Figura VIL2 muestra los resultados obtenidos para los experimentos de
unioén a los sistemas AH - goetita, asi como las cantidades predichas por la regla de
aditividad. Los experimentos con cantidades intermedias de AH (no mostrados)
dieron resultados coincidentes. Aqui, la cantidad de Pb(Il) adsorbida es expresada
como concentracion en el seno de la suspension. Resulta evidente que esta cantidad
es mayor que las predicciones de la aditividad, y también que es (dentro del error
experimental) relativamente independiente de la cantidad de 4cido htimico presente
para las dos muestras en la figura; esto es, la diferencia en las cantidades adsorbidas
de metal entre las dos concentraciones de AH parecen no ser reflejadas en las
medidas, y sin embargo es menor que las desviaciones de la regla de aditividad. Se

observaron desviaciones positivas similares por otros autores para otros sistemas?326.
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Figura VIL.2: cantidad de Pb(Il) unida en funciéon de Pb(Il) en solucién para los sistemas
FHA/goetita (a) y VHA/goetita (b) en HCIO4 0.02 M a pH 4.0. Datos experimentales: (0) § mg L
HA + 80 mg LI goetita; (m) 16 mg L HA + 80 mg L goetita. Prediccion de aditividad: (—— ) 8
mg L't HA + 80 mg L1 goetita; (- - - ) 16 mg L' HA + 80 mg L-! goetita.
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VI11.3.2 Medidas de IR

La Figura VII.3 muestra los espectros de transmisiéon FTIR obtenidos para los

sistemas estudiados.

Absorbancia

4000 3000 2000 1000
= <]
v (cm )

Figura VIL.3: Espectros de transmision FTIR en pastillas de KBr. (a) goetita; (b)) FHA - Pb(Il); (c)
sistema 1:5 p/p FHA:goetita — Pb(Il): ( ) sin Pb(Il); (- - - ) en presencia de 37 ppm Pb(Il); (... .)
en presencia de 62 ppm Pb(Il). Equilibrado en NaClO40.02 M a pH = 4.0

En el caso del sistema goetita - Pb(II), no se observaron diferencias
significativas en presencia y ausencia de Pb(II), por lo tanto a fines comparativos se
muestra solamente el espectro de la goetita. Este hecho es causado por la
imposibilidad del espectro de transmision de revelar grupos OH superficiales, como
plantearon Tejedor - Tejedor y Anderson3. Las caracteristicas principales de este
espectro son las bandas de Fe - O a 890, 796 y 628 nm, la banda de OH bulk a 3130
cm’l, y una banda ancha a alrededor de 3410 cm™ que ha sido atribuida a agua

residual y/o puente hidrégeno con iones Br-; la banda pequefia a 1639 cm ha sido
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asignada a deformaciéon de angulo de enlace (“bending”) de agua wunida

superficialmente.33

La Figura VIL.3b muestra los espectros del sistema FHA - Pb(Il). El espectro de
FHA en ausencia de catiéon es tipico de materiales humicos!31>. Tiene bandas
relativamente anchas resultantes de los multiples ambientes quimicos de los grupos
que absorben. Las caracteristicas principales son la banda de estiramiento de OH a
alrededor de 3400 cm! ensanchada por el puente de hidrégeno, los estiramientos de
CH alifaticos a 2918 y 2850 cm, el estiramiento del carboxilo C=0O a 1700 (como un
hombro), y las bandas de carboxilato a 1620 y 1380 cm!. En presencia de Pb(Il), las
bandas de OH muestran una disminucion que puede ser atribuida a la
desprotonacion y complejacion con el cation. También decrecen las bandas de
COOH y COQO:r, indicando la unién del catiéon a grupos carboxilatos, tanto a los
grupos ya ionizados como a grupos COOH con consecuente desprotonaciéon. Segtn
Dupuy y Douay?? (2001) esto ocurriria preferentemente a través de grupos salicilato,

por lo menos para los primeros cationes Pb complejados.

Los espectros de transmisién para el sistema AH - goetita - Pb, Figura VIL.3c,
parecen ser dominados por la materia himica. La presencia de goetita es revelada
por una banda ancha, no bien definida, alrededor de 3200 cm™ (OH internos del
6xido) y las bandas de la red Fe - O por debajo de 1000 cm-!. En presencia de plomo
en concentracién moderada (linea de rayas), se observan efectos similares a los de la
Figura VIL.3b, como es esperable. Sin embargo, con un contenido de Pb(II) mayor
(linea punteada) las bandas de estiramiento de OH muestran un aumento relativo de
intensidad. Este hecho puede atribuirse a dos causas distintas: (i) los iones Pb(Il), a
altas concentraciones, pueden unirse formando tanto complejos mono como
bidentados, en el caso de los primeros reteniendo OH o H>O en la esfera interna de
coordinacion; o (ii) el exceso de Pb(Il) puede formar, en la superficie de la goetita,
“polimeros” adsorbidos con grupos OH del lado de la solucién uniendo los cationes,

como fue propuesto por Lawrence Roe et al.®.
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Los espectros de ATR se presentan en la Figura VIL.4.

Absorbancia

il L A 1 A 1
4000 3000 2000 1000
= -1
v(cm)
Figura VIL4: Espectros in situ ATR-FTIR. (a) sistema 50 g L1 goetita — Pb(1l); (b) sistema 50 g L
FHA - Pb (1I); (c) sistema 8.3 g L' FHA + 41.7 g L goetita — Pb(I). ( ) sin Pb(I); (- - - ) en
presencia de Pb(Il). Equilibrado en 0.02 M NaClO4 a pH = 4.0.

Para la interpretaciéon de los mismos, debe tenerse en cuenta las interacciones
entre los sustratos solidos y el cristal del ATR. Como plantearon Tejedor - Tejedor y
Anderson® la goetita a pH = 4.0 posee carga positiva, mientras que el cristal de ZnSe
del ATR posee un punto isoeléctrico por debajo de 4, por lo tanto estd cargado
negativamente. En estas condiciones las particulas de goetita se agregan formando
una suerte de pelicula sobre la superficie del cristal, que produce la mayor parte de

la sefial. El espectro de la goetita es consistente con los resultados de Tejedor -
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Tejedor y Anderson® mostrando las bandas antes mencionadas (excepto que la
banda a 628 cm! no se observa debido al detector empleado). Ademas de la banda
de estiramiento de OH bulk a 3130 cm, aparecen dos bandas anchas mas pequefias
alrededor de 3500 y 3340 cm!. Siguiendo a Tejedor - Tejedor y Anderson3 (1986), se
atribuyen estas bandas al estiramiento de OH superficial y al estiramiento del agua
adsorbida, respectivamente. En presencia de Pb(ll), se encuentra que estas bandas
decrecen, especialmente la segunda. De acuerdo con Ostergren et al.3¢, el Pb(Il) se
une a sitios en la superficie de la goetita ya sea doble o triplemente coordinado, con
desprotonacion parcial de OH, consecuentemente removiendo también algo del
agua unida superficialmente, lo cual es consistente con los hallazgos espectrales de

este trabajo.

Los espectros de FHA - Pb (Figura VIL.4b) muestran las caracteristicas antes
discutidas, con algunas diferencias. La banda de carboxilato a 1319 cm es ahora
muy aguda y, en presencia de Pb(Il), se observa un aumento general de intensidad.
Esto puede explicarse recordando que el AH estd parcialmente ionizado a este pH;
esto es, cargado negativamente, lo cual causa repulsién del cristal de ZnSe; cuando
se unen iones Pb(Il), la carga negativa disminuye favoreciendo la adsorcién del AH
sobre el cristal. Sin embargo, el aumento relativo de la banda de carboxilato a 1319
cm! es indicativo de una mayor ionizacién de grupos COOH, debida a la unién del
Pb(Il). Es de notar que es posible la uniéon AH - ZnSe a través de reacciones de
intercambio de ligando, como sugiere el decrecimiento relativo de la banda a 1700

cml, comparando con la Figura VIL3.

Las interacciones electrostaticas entre sustrato y cristal también explican los
espectros del sistema FHA - goetita - Pb(Il) (Figura VII.4c). Como puede observarse,
los mismos son dominados por las bandas de la goetita. Esto se debe claramente a
las diferentes interacciones con el cristal, que favorecen el desplazamiento del 4cido
htimico fuera de la superficie del ZnSe. Esto también explica las bandas negativas
observadas alrededor de 3690 y 3420 cm!: una pequefia cantidad de AH remanente
en el sobrenadante utilizado como referencia da una mayor sefial que la suspension
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dominada por la goetita en las cercanias del cristal. A pesar de esto, algunas bandas
del AH se disciernen entre 1600 y 1000 cm!. Esto puede atribuirse al AH adsorbido
sobre las particulas de goetita. En presencia de plomo, se observan varios cambios:
primero, en la region de OH, la banda de OH superficiales decrece como en la Figura
VIL4a; segundo, desaparece la banda negativa a 3420 cm’!; tercero, las bandas de AH
en la regiéon 1000 - 1500 cm™ muestran un aumento. Estos dltimos dos hechos
sugieren un aumento en la cantidad de AH adsorbida sobre goetita en presencia de
Pb(l), lo cual a su vez sugiere que los cationes plomo estarian, al menos

parcialmente, coordinados en la interfase goetita - AH.

VII.3.3 Discusion general

Primero se considerara la interaccion entre AH y goetita. Como fue reportado
por varios autores, las sustancias htimicas son adsorbidas por las superficies de
goetital?20.37-39_ Spark et al.3” encontraron que a pH = 4,0 en NaCl 0,1 M, 95% de AH
de carbon era insoluble, aumentando a casi 100% de insolubilidad en presencia de
goetita; ademas, encontraron una carga mas negativa de las particulas de goetita en
presencia de AH, concluyendo que el AH estaba adsorbido sobre el 6xido. Sin
embargo, no se realizaron medidas del grado de cubrimiento. Masset et al.?,
trabajando con acido htimico Leonardita al mismo pH y en KNOs 0,1 M, reportaron
que casi el 100% del AH fue removido de la solucion en presencia de goetita en una
relacion de 2,89 mg AH m-2 goetita. Dado que encontraron que la solubilidad de su
AH era limitada en estas condiciones, propusieron que probablemente una gran
parte del AH estaba precipitado en vez de adsorbido. Trabajando con dcido htimico
Aldrich purificado (el cual es considerado como una muestra representativa), Saito
et al.1? encontraron que, a pH = 4,0 en KNO3 0,01 M, la cantidad de AH adsorbida
sobre goetita alcanzaba un valor casi constante de alrededor de 1,75 mg m? (140 mg
gl goetita) para concentraciones de AH mayores a 100 mg AH g goetita en
solucion. O sea, se encuentra que es necesaria una concentracion total de AH de al
menos 240 mg g goetita (con una muestra de goetita de area superficial de 82 m? g-

1) para alcanzar el maximo de adsorcion de AH. En el presente estudio, las
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condiciones son bastante similares a las de Saito et al.1: pH de 4,0, area superficial de
goetita de 89 m2 g y fuerza iénica de 0,02 M. Por otra parte, las muestras de AH
empleadas poseen solubilidad limitada al pH estudiado pero son completamente
removidas de solucién en presencia de goetita, lo cual indica la adsorcién sobre la
superficie del 6xido. En base a los resultados de literatura y en las condiciones
experimentales recién discutidas, teniendo en cuenta que aqui la maxima relaciéon
AH/goetita fue de 200 mg g, puede esperarse que, atin cuando tanto FHA como
VHA son adsorbidos sobre la goetita, el recubrimiento méximo no sera alcanzado,
con una fraccion importante del AH permaneciendo como soélido. Por esto, los
cationes Pb(II) pueden unirse a los sitios libres del AH y/o a la superficie libre de la
goetita y/o a la interfase entre ambos. Ademas, es posible que en presencia de Pb(II)
la adsorciéon de AH sobre goetita se vea incrementada, como fue observado por

Varadachari et al.’838 para otros sistemas.

En otros estudios de sistemas metal - sustancias himicas - 6xido se observaron
desviaciones de las predicciones de aditividad. Vermeer et al.??, estudiando sorciéon
de Cd?* a hematita/4cido hamico Aldrich encontraron desviaciones dependientes
del pH, y atribuyeron el comportamiento a interacciones electrostaticas entre el
acido humico y el 6xido, causando un ajuste del potencial superficial. Segiin estos
autores, la adsorcion de los iones metélicos sobre el 6xido en el complejo AH - éxido
se verd aumentada en comparaciéon a aquella en el 6xido aislado, debido a la
interaccion entre el AH negativamente cargado y el 6xido metélico positivamente
cargado. En cambio, la adsorcién sobre el dcido hiimico en el complejo se vera
disminuida en comparacién a aquella sobre el htimico aislado. A pH 4, el efecto del
ajuste del potencial sobre la adsorciéon del metal en el 6xido puede ser importante,
pero como la adsorcién total de Pb(Il) en la goetita es pequefia comparada con la
adsorcion en el AH, el efecto seria chico, y la sorcién total estaria dominada por el
htmico, resultando en una disminucién final en la cantidad de Pb(II) sorbida. Esto es
opuesto a los resultados experimentales del presente estudio, por lo tanto esta
explicacion debe descartarse. Alcacio et al.?* estudiaron la uniéon de Cu?* en el
sistema AH - goetita a nivel molecular, utilizando las técnicas de XANES y EXAFS.
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Ellos propusieron la formacion de complejos ternarios con el cation Cu?* puenteando
el AH con el 6xido (complejos Tipo A) a bajos contenidos de AH; a altas
concentraciones de AH se propuso la unién del catién a sitios del AH adsorbido
sobre hematita (complejos Tipo B). Més recientemente, Saito et al.?¢ estudiaron el
mismo sistema midiendo las isotermas de adsorcién, encontrando desviaciones
positivas de la regla de aditividad bajo diversas condiciones. En condiciones
similares a las utilizadas aqui (pH = 4,0, KNOs 0,01 M, 88 mg AH g goetita), estos
autores encontraron una menor cantidad de AH adsorbido sobre la goetita en
presencia de Cu?*, comparada a aquella en ausencia de este catién, y una cantidad
total de Cu?* unido casi un orden de magnitud mayor que el predicho por la regla de
aditividad. Basdndose en resultados previos de adsorcién de AH sobre goetita,!8
donde se encontré una liberacion de protones al adsorberse AH sobre goetita,
atribuyeron la desviacién a la menor competicién de H* debido a la desprotonacion
de los grupos funcionales del AH cuando el himico se adsorbe sobre el 6xido. Los
autores también sugieren la formacion de complejos Tipo A y Tipo B

simultdaneamente.

Es de esperar que este efecto de desprotonacion esté presente en el sistema
estudiado aqui. Sin embargo, hay una diferencia importante entre este sistema y el
estudiado por Saito et al.?: los AHs utilizados aqui estdn mayormente en estado
solido a pH = 4, mientras que estos autores utilizaron acido himico Aldrich, que es
soluble a este pH. Por lo tanto, es probable que en el presente estudio los AHs no
estén ampliamente adsorbidos sobre el 6xido en ausencia de cationes metalicos, y
que la cantidad adsorbida aumente en presencia de Pb** como sugieren los

resultados de las medidas IR in situ.

Analizando los resultados de las medidas de enlace, se observa que, en el caso
de 8 mg L1 AH y 80 mg L-! goetita, la cantidad total de metal unido a las més altas
concentraciones de Pb?* es equivalente a 5,4 mol kg para VHA y 4,9 mol kg para
FHA si el metal estuviera unido solamente al AH. Comparando los datos de la Tabla

VIL1, esto implicaria desprotonacion total de los sitios carboxilicos y parte de los
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fendlicos; esto es casi equivalente a cambiar el pH a un valor de 6-7. Segtun Saito et
al.’%, la adsorciéon del AH Aldrich sobre goetita a pH = 4,0, relaciéon AH/goetita de
0,088 y KNOs 0.01 M, resulta en un cambio en la carga equivalente a una variacion
en el pH de alrededor de 1,5 - 2 unidades. Aunque tal cambio en la carga podria
causar un aumento de un orden de magnitud en la cantidad de Pb?* unido al AH, en
el presente caso esto requeriria el desplazamiento de una mayor cantidad de
protones. Por otro lado, comparando la cantidad total de Pb unido con la cantidad
de sitios en la superficie del 6xido, se encuentra que a las mayores concentraciones
de Pb?* la cantidad adsorbida es de alrededor de 5,2 umol m?2. Segtin Ostergren et
al.%, la superficie de la goetita posee una densidad total de sitios de unos 5 pmol m2,
pero (en ausencia de otras especies) los cationes Pb(II) estarian doble o triplemente
coordinados a los O superficiales, haciendo que el namero de sitios disponibles sea
menor que la mitad de tal valor. Entonces, la desviacion de la regla de aditividad no
podria ser explicada por un aumento en la adsorciéon sobre la superficie de la goetita,
y es dificil atribuirlo a la menor competencia de los H* por los sitios del AH
solamente. Se concluye que la isoterma combinada y las medidas espectroscopicas
son consistentes con la suposicion que el Pb(Il) es sorbido, en parte, en la interfase
AH - goetita (complejos de Tipo A de Alcacio et al.?*) aumentando la adsorciéon del
AH sobre la goetita, y parte tanto al AH como al 6xido, por desplazamiento de
protones debido a la interaccion AH/goetita (complejos Tipo B); como los AHs
muestran mayor capacidad en las condiciones estudiadas, es esperable que una
cantidad significativa de exceso de Pb(Il) estara unida a las sustancias htimicas. Se
sugiere que ambos tipos de complejos se requieren para explicar las desviaciones
observadas y los resultados de IR in situ. Ademads, la posibilidad de polimeros
superficiales de cationes Pb(II) en la superficie del 6xido con grupos superficiales y

OH es sugerida por los resultados de IR.
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Conclusiones Generales

En este trabajo de Tesis se estudi6 la naturaleza del enlace catién-SH, en
particular protones y Pb(Il). Para ello, en primera instancia, se aplicé un procedimiento
de regularizacion numérica (CONTIN) con el fin de obtener distribuciones de
constantes de enlace condicionales, y fue aplicado a datos bibliograficos de titulaciones
de 4cidos falvicos y himicos. Para el enlace de protones se obtuvieron, ademas de las
distribuciones bimodales usualmente reportadas, algunos casos con distribuciones con
3 picos para algunos acidos falvicos, atribuido a la presencia de grupos &acidos
carboxilicos en dtomo de C adyacentes. Para una mejor comprension de los resultados
obtenidos mediante esta herramienta, es necesario complementar con estudios
espectroscopicos dada la presencia de un espectro de afinidad mas complejo que el
considerado usualmente para el enlace de protén y cationes metalicos. Ademas, es

fundamental la inclusién de un modelo electrostatico.

El desarrollo de tal modelo electrostatico fue el siguiente paso de este trabajo; se
plante6 el denominado Modelo de Red Polielectrolitica Elédstica (EPN). El mismo
considera las particulas hamicas como compuestas por dos partes, una externa en
contacto directo con la solucién, y una parte interna o fraccion de gel, que es
considerada, desde un punto de vista estadistico, como una red polimérica cargada
embebida con la soluciéon de electrolito, en el marco de la teoria de red polimérica de
Flory. El efecto electrostatico viene dado por un potencial de tipo Donnan. El modelo
fue ajustado a los mismos datos experimentales bibliograficos analizados
anteriormente, con buenos resultados. El comportamiento sugiere, para algunos casos,

la presencia de una transiciéon entre estructuras abiertas y cerradas, que es atribuida a
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enlaces hidrégeno intramoleculares que son removidos cuando el sitio carboxilico se ve
desprotonado. Se encontr6 que este modelo estd en buen acuerdo con los datos

experimentales, obteniéndose valores de pardmetros fisicamente razonables.

Para estudiar en méas detalle la naturaleza del enlace AH-Pb(II) se abord¢ el
problema desde distintas perspectivas. Por un lado, se aplicaron métodos
quimiométricos (PARAFAC) para analizar matrices de emisidon-excitacion fluorescente
de distintos acidos humicos en presencia del metal, combindandose con métodos
espectroscopicos (IR-ATR). Por otro, se realiz6 el andlisis de titulaciones &cido-base y
con Pb(Il), combinando potenciometria y fluorimetria en la deteccién del metal libre.
Mediante el ajuste con PARAFAC se encontré namero de 3 fluoréforos para todos los
casos, y a su vez se obtuvieron los espectros de emision y excitaciéon de cada uno de
ellos, asi como la concentracién relativa de cada componente en cada muestra. Se
encontré que la desactivacion fluorescente del componente de mayor aromaticidad
resulta muy marcada, mientras que para el componente de menor aromaticidad se
observa el menor grado de desactivaciéon con el agregado del metal. Los espectros de
IR-ATR mostraron evidencias de dimerizacién de grupos -COOH con el agregado de
Pb(Il); estos dos resultados indicaron la posibilidad de la existencia de un mecanismo
de desactivacion de la fluorescencia debido a la formaciéon de bidentado entre Pb(Il) y
sitios tipo carboxilicos de dos moléculas distintas de AH, produciendo la agregacién de
las mismas y la desactivacion fluorescente por interacciéon de fluorédforos (anillos

condensados, en particular).

La titulaciones acido-base y con Pb(Il) fueron analizadas con un modelo que se
desprende de la primera parte de la Tesis, combinando el modelo EPN para describir
las interacciones inespecificas con el modelo NICA para las especificas (modelo NICA-

EPN). Se realizaron ajustes simultdneos de titulaciones acido-base y con el metal,
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obteniéndose asi distribuciones de enlace “verdaderas” para protén y metal, y a su vez
las distribuciones condicionales que otorgan las titulaciones fluorimétricas. Se encontr6
que por la técnica de fluorescencia se detecta un solo sitio de enlace de Pb(Il), que
coincide con el de menor afinidad obtenido por potenciometria. Este corresponde a
sitios de tipo carboxilico, y se observa que las cantidades de Pb(Il) necesarias para
alcanzar una determinada desactivacion fluorescente es significativamente menor que
las correspondientes cantidades necesarias para alcanzar una fraccion de sitios

ocupados equivalente.

Con la combinacién de estos resultados se plantea la formaciéon de un enlace AH-
Pb en el cual el metal estd puenteando dos moléculas de &cido htimico, lo cual favorece

la agregacién intermolecular.
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