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Abstract

The availability of metals or metal nanoparticles to organisms and their toxic or
nutritional properties are related to the uptake flux. This flux depends on the mass
transport of the various metal species, on their interconversion kinetics and on the

kinetics of the chemical reactions regulating the uptake [1, 2].

Diffusive Gradients in Thin films (DGT) is a passive sampler that measures a
flux, that is, the rate of supply of material at a given time [3]. DGT devices consist of
two layers, the diffusive gel, which defines a diffusion domain and the resin gel layer
containing a binding agent (Chelex 100) that acts in most cases as a perfect sink for
metal cations. Differing from what happens in voltammetric electrodes, metal
complexes can diffuse and dissociate within the resin domain thus extending the
reaction layer [3]. Additionally, depending on pH and ionic strength, the charged resin
sites interact with charged metal species influencing the metal accumulation. Low ionic
strength is expected to modify the kinetics of the metal binding to the resin sites or the
dissociation rate of complexes when an exchange mechanism applies. Depending on the
size and aggregation phenomena, nanoparticles can also contribute to the metal
availability directly or by dissolution. Metal accumulations in presence of ligands are
expected to evidence the influence of the size of the primary nanoparticle on the

solubility.

It is the aim of the thesis the measurement of the availability of metals and
nanoparticles using dynamic analytical techniques such as DGT or voltammetric
electrodes and the development of a physicochemical framework for the interpretation

of the results.
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1. Introduccién

La continua apariciéon de nuevos materiales basados en 6xidos metalicos o
nanoparticulas metalicas de utilizacion en sectores industriales y en el ambito doméstico
ha aumentado su presencia en el medio ambiente. En un determinado intervalo de
concentraciones muchos elementos metalicos juegan un papel clave en la bioquimica de
los seres vivos por lo que su ausencia puede provocar sintomas de deficiencia, pero a

altas concentraciones pueden llegar a ser toxicos.

La especiaciéon juega un papel fundamental en la determinaciéon de la
disponibilidad de los elementos por lo que es de gran importancia el conocimiento de

las distintas formas quimicas o fisico-quimicas de los metales. [4].

La biodisponibilidad de elementos metalicos, sus propiedades toxicas o
nutritivas y en general la circulaciéon de elementos en los medios naturales, estan
determinadas por un conjunto de procesos fisico-quimicos de cardcter dindmico. La
biodisponibilidad estd intimamente relacionada con el flujo de internalizacién que
depende del transporte de materia de las distintas especies metalicas, de su cinética de
interconversion y de la cinética de las reacciones quimicas que regulan la captacion.
Para poder estudiar estos procesos se ha usado técnicas analiticas dindmicas tales como
técnicas voltamétricas o DGT (Diffusive Gradients in Thin films) [2]. En DGT los
solutos difunden continuamente a través de una capa de difusion bien definida y se van
acumulando progresivamente. Entre las ventajas de esta técnica esta la posibilidad de
realizar medidas in situ en distintos medios naturales o en disoluciones en el laboratorio,
la preconcentracion de las especies de interés de forma que se puede llegar a las
concentraciones en que €stas estan presentes en los medios naturales no polucionados y
la posible determinacion de un amplio espectro de iones metalicos, aniones, 0 especies

organicas. Ademas, el uso de DGT se ha extendido al andlisis de suelos y sedimentos.

La finalidad de este proyecto es la medida de los flujos de metales y
nanoparticulas disponibles a diferentes escalas de tiempo y espacio mediante esta
técnica analitica dinamica y la elaboracién de un marco tedrico para la compresion de

los fendmenos que tienen lugar.
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2. Materiales y métodos

2.1. Fundamentos de DGT (Diffusive Gradients in Thin films)
La técnica DGT fue desarrollada para medidas in situ de metales traza en medios

acuaticos [2]. Utiliza una resina quelante dispersa en un gel en forma de disco para la
acumulacion de las especies de interés. Encima de este disco se coloca otro disco de gel
que tiene como mision definir un espacio de difusion. Ambos discos se montan en un
piston de plastico que se recubre con un filtro que le separa de la solucion. Los sensores
que se introducen en la solucion de estudio acumulan las especies de interés. Al poco
tiempo se establece un régimen estacionario de acumulacion por lo que la masa

acumulada en un intervalo dado es una medida del flujo que recibe el sensor.

Debido a estas caracteristicas, DGT tiene las ventajas de minimizar los cambios de
especiacion durante el muestreo y el almacenamiento [5]. Otros beneficios son que los
dispositivos de muestreo se pueden usar facilmente en distintos medios naturales
(aguas, solidos y sedimentos) o en disoluciones de laboratorio y es una técnica

relativamente barata debido a que no es necesario el uso de equipos costosos.

Cuando se estudian cationes metalicos, DGT utiliza como resina quelante
Chelex-100. Esta esta clasificada como una resina de intercambio cationico débilmente
acida en virtud de sus grupos de acido carboxilico, pero difiere de intercambiadores
ordinarios debido a su alta selectividad para iones metalicos y su mayor fuerza de
complejacion. Chelex es el nombre comercial de la resina quelante formada por un
copolimero de estireno-divinilbenceno, que contiene unidades iminodiacetato que

actuan como grupos quelantes de iones metalicos polivalentes fabricado por Bio-Rad

[6].

Los dispositivos DGT estan compuestos por dos piezas de polietileno (ver figura
1). La pieza superior del piston presenta una ventana de exposicion de 2 cm de
diametro. Los sensores DGT estan constituidos por dos partes esenciales: 1) un disco de
resina que contiene Chelex-100, en el cual se dara la union de los metales de interés, 2)
un disco de difusion que permite fijar el rango de difusion antes de la uniéon, con un
espesor de 0.8 mm y 0.4 mm respectivamente. Estos dos discos se colocan en el
dispositivo de polietileno, donde so6lo la capa de difusion estard expuesta al medio de
muestreo a través de la ventana circular. En las primeras medidas se observo la

obstruccion del gel de difusion con particulas del medio, por lo que ademas se utiliza un
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filtro de celulosa de la marca Whatman® con una tamafio de poro de 0.45 pm y un

espesor de 0.125 mm, para proteger la superficie de hidrogel del medio de muestreo.

Figura 1. a) Fotografia de un dispositivo
DGT, b) esquema 3D de un dispositivo
DGT

El dispositivo DGT se expone durante un tiempo determinado en la solucién de
medida. Los metales difunden a través del filtro y del disco de difusion para finalmente
acumularse en el disco de resina. De este modo se produce un gradiente de
concentracion en la capa de difusion que se mantiene siempre que la capa de resina no
esté saturada. Una vez finalizada la exposicion, el dispositivo se abre y los metales
acumulados en la resina se eluyen con &cido nitrico (4cido recomendado para
dispositivos con Chelex), seguido de la determinacion utilizando una técnica analitica

adecuada (como ICP-MS).

Se obtienen distintas concentraciones dependiendo de la eficiencia de la elucion,

fe, que habréd que tenerla en cuenta para calcular el nimero de moles acumulados en el

sensor, n:
Ce VetV
n=2%t-—-¢7% (2_1)
fe

donde ¢, es la concentracion de analito eluido, V. es el volumen de eluyente y V.

es el volumen del disco de resina.

El flujo, J, a través de la capa de difusion se describe a partir de la primera Ley
de Fick [7]:

_pde
J=D ™ (2.2)
donde D es el coeficiente de difusion, ¢ es la concentracion y x es la distancia (y

dc/dx es el gradiente de concentracion).
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Como el tiempo de exposicion del sensor es conocido, ¢, y el area de exposicion
a la disolucion esta delimitada por la ventana del dispositivo, 4, siempre que el régimen
transitorio sea despreciable con respecto a la acumulacion en régimen de estado
estacionario, el flujo, J se puede calcular simplemente como:

n
At

En lugar de utilizar el flujo J como funciéon respuesta, DGT define la
concentracion cpgr COmMo:

A
CpGt = % (2.4)

donde Ag se ha utilizado para designar el espesor total de la capa de difusion,

que comprende el gel de difusion, el filtro y la capa limite de difusion externa.

En principio, la ecuacion 2.4 nos permite calcular la concentracion a partir de la
cantidad de soluto que se une a la resina. Si el sistema so6lo contiene metal libre, esta
concentracion es la correspondiente al metal. Cuando el sistema contiene ligandos de
distintas movilidades que dan lugar a una especiacion determinada, cpgr indica la
concentracion efectiva de metal libre que daria lugar al mismo flujo que el medido en el
sistema. Una de las cuestiones que se abordan en el trabajo es la determinacion de las
especies que contribuyen a cpgry la elaboracion de un marco que permita una mayor
compresion de los fendmenos que tienen lugar en el sistema a estudio y que dan lugar a
unas determinadas acumulaciones. Aunque la técnica DGT es simple, la detallada
interpretacion de los resultados obtenidos estd asociada a un amplio rango de

parametros y preguntas que requieren una mayor investigacion.

2.2. Medida de complejos en DGT
Los metales pesados se presentan en concentraciones traza en medios naturales

no polucionados. Estos medios contienen concentraciones mucho mdas elevadas de
ligandos inorgéanicos u organicos simples o macromoleculares, por lo que la especiacion
de los metales estd dominada por los complejos y los resultados de las acumulaciones
en medidas DGT provienen mayoritariamente del transporte y disociacion de los

complejos.

Se suele considerar que las concentraciones en los medios naturales

corresponden a los valores de equilibrio del sistema. Se considera ademas que todos los
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complejos pueden difundir a través del gel de difusion, pero sélo los metales pueden

enlazarse a la resina.

2.2.1. Definicién de labilidad
Si en el medio estan presentes tanto el metal en su forma libre (M), como el

complejo (ML), la pregunta es como y cuanto contribuye un complejo ML al proceso de
acumulacion de este metal en un sensor quimico, un microorganismo o una alga. El
proceso de acumulacion consiste en el consumo de M en la interfase entre la solucion y
el microorganismo. En el caso de la medida DGT, este consumo tiene lugar en la
interfase gel de difusion-gel de resina. Este consumo desarrolla un gradiente de
concentracion de metal en la capa de difusion que perturba todos los equilibrios
presentes en la capa de difusion. La desaparicion de M desplaza el resto de equilibrios

hacia la formacién de M por disociacion.

Un complejo es labil si la cinética de disociacion de ML es tan rapida que la
influencia cinética desaparece y la acumulacion estd s6lo controlada por la difusion. El
complejo se disocia hasta alcanzar instantaneamente el equilibrio con M en todos los
puntos de la capa de difusion. Si la concentracion de metal en la interfase resina/gel es
nula, la concentracion del complejo también debe serlo para que se cumpla la relacion
de equilibrio (cyy;, = 0). En estas condiciones el flujo de M a través de ML es maximo
puesto que el perfil de ML tiene la maxima pendiente. Se dice entonces que el complejo
es labil y en DGT este es el comportamiento para la mayoria de complejos inorganicos
(por ejemplo, carbonato, hidréxidos, cloruros), y para algunos complejos orgéanicos. El

flujo resultante se representa como Jipi)

Por otro lado, el complejo es inerte cuando la velocidad de disociacion del
complejo es tan lenta que el complejo no se disocia apreciablemente a lo largo de la
capa de difusion. No hay equilibro entre el complejo y el metal a lo largo de la capa de
difusion y llega a la capa de resina en su forma no disociada, cyy, = cpyp, donde cpyy,
significa la concentracion inicial de la especie i en la disolucion. Alin en este caso,
existe un flujo responsable de la acumulacion debido al metal libre presente en el

sistema. Este flujo recibe el nombre de Jjipre.

Hay complejos metalicos que presentan el comportamiento intermedio entre
labil e inerte, son llamados complejos parcialmente labiles. Este es el caso de algunos

complejos principalmente con ligandos orgénicos, con dcidos hiimicos y fulvicos [8].
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Figura 2. Representacién esquemdtica del gradiente de concentracion de My ML en la capa de
difusion, a) para un complejo 1dbil, b) para un complejo parcialmente ldbil y c) para un complejo
inerte.

2.2.2. Grado de labilidad
Con el proposito de cuantificar la contribucion del complejo a la acumulacion

total de metal se define grado de labilidad, &, como la fraccion entre la contribucion

actual del complejo al flujo (Jy; — Jiipre) cON respecto a la contribucién maxima que se

podria dar (Jiapi1 — Jiibre )

_ _Jm—Jiibre (2.5)

JN1abil—/1ibre

donde, Jy es el flujo de metal, Jype €s €l transporte por difusion del metal libre
presente en el sistema y Jypi es el flujo de metal que surge en el sistema si el complejo
fuera labil. Si el complejo es completamente 1abil, el grado de labilidad seria igual a 1 y
si el complejo es inerte, el grado de labilidad seria igual a 0. El valor del grado de

labilidad para un complejo parcialmente 1abil estard entre 0 y 1.

2.3. Procedimiento experimental

2.3.1. Montaje de los sensores DGT
Sobre la base del piston de polietileno se coloca en primer lugar el gel de resina

con las bolas de chelex-100 expuestas hacia arriba. El hecho de que se puedan distinguir
ambas caras del disco es debido a que hay un asentamiento de la resina durante el
proceso de fabricacion. A continuacidn, se coloca el disco de difusion seguido por el
filtro. Finalmente se cierra el piston con cuidado de no generar ninguna burbuja de aire
en el interior. Una vez que los sensores estan terminados, se introducen durante 18h en
una disolucion de acondicionamiento, la cual presenta las mismas condiciones de pH y

fuerza i6nica que la disolucion de medida, pero sin la presencia de metales.
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2.3.2. Instrumentacién

2.3.2.1. Cdmara de exposicién
Como cémara de exposicion se utiliza un cubo cilindrico de polietileno de 5L de

capacidad. Se prepara 2L de disolucién conteniendo los metales a unas concentraciones
dadas de tal forma que durante el experimento el agotamiento de estas especies sea

despreciable.

2.3.2.2. Agitacion
La agitacion es muy importante en los experimentos DGT. La reproducibilidad

puede verse comprometida en gran medida si la agitacion no es la misma para todos los
sensores. Es por ello que para solventar este problema se utiliza una camara de

exposicion cilindrica con agitacion homogénea central.

2.3.2.3. Control del pH
El pH de la disoluciéon es monitorizado durante todo el experimento y se va

ajustando con d4cido nitrico o hidroxido sodico si fuera necesario. Mantener un pH
constante durante todo el experimento es importante, ya que pequeias variaciones en el

pH pueden causar grandes cambios en la labilidad de los complejos.

2.3.2.4. Control de la temperatura
La temperatura es otro parametro importante que debe ser controlado durante

todo el experimento. El coeficiente de difusion y los parametros cinéticos dependen de
la temperatura. Para evitar cambios en estos parametros, la temperatura se mantiene
constante durante todo el experimento introduciendo la camara de exposicién en un

bafio termostatizado. Todos los experimentos se han llevado a cabo a 25 £1 °C.

A

A

Figura 2. Fotografias del equipo usado para la toma de datos
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2.3.3. Reactivos
Los experimentos DGT se han llevado a cabo preparando disoluciones de 2L

con concentraciones de metales comprendidas entre 10 y 10° mol L. Se han realizado
experimentos con metales libres (Ca2+, Mg%, Ni2+, Cu2+, Cd2+, C02+, Mn2+, Li" y Rb")
preparados a partir de las sales de nitrato o a partir de los cloruros con o sin ligandos
como EDTA (4cido etildiaminotetraacético) o NTA (4cido nitrilotriacético). El pH de
las disoluciones se han ajustado a valores de 6.5 6 7.5 usando como buffer MOPS
(acido 3-(N-morfolino)-propanosulfonico, Sigma Aldrich). Las acumulaciones se
llevaron a cabo en un rango de fuerzas iénicas comprendidas entre 0.4 x 10~ a 0.5 mol
L' con NaNO; (Merck, Suprapur). Ademas, en todos los experimentos se ha utilizado

agua ultrapura (Mili-Q plus 185 System, Millipore).

2.3.4. Método
Para acceder a informacién adicional de los fendmenos responsables de las

acumulaciones, estos experimentos se han llevado a cabo con dispositivos DGT con dos
discos de resina (2R). Se ha llamado disco front (F) el que se encuentra junto al disco de

difusion, y disco back (B) al que se encuentra en el fondo del sensor.

Una vez montados los dispositivos DGT, se introducen dentro de la disolucion
de medida durante 24h. Transcurrido este periodo de tiempo, se sacan de la disolucion
de medida y se desmontan. Tanto las disoluciones como las acumulaciones de metales
en los discos de resina, una vez eluidos por separado con HNOj; al 20%, son analizados
por ICP-MS. Las disoluciones preparadas para las calibraciones para ICP-MS han sido

preparadas mediante dilucion de disoluciones estandar de 1000mg/1 (Merck).
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Figura 3. Representacién del dispositivo DGT con doble capa de resina: componentes, acumulacién y
elucién
3. Resultados

3.1. Efecto de la fuerza idnica sobre medidas de metal libre en DGT

3.1.1. Objetivo
Estudiar la variacion de la constante cinética de asociacion, k,, de metales M*"

con la resina (R) respecto a la variacion de la fuerza idnica. Ver si a baja fuerza i6nica la
acumulacion de cationes que no se acumulan en régimen de “perfect sink”
(concentracion de metal nula en el dominio resina) consiguen llegar a este régimen que

facilitaria la compresion de la respuesta medida.

El estudio se va a llevar a cabo con metales que tienen una constante cinética de
asociacion con la resina suficientemente grande (Cd*", Ni**, Cu®") como para que las
condiciones de “perfect sink” sean una buena aproximacioén y con metales que no se
enlacen tan facilmente con la resina (Ca*" y Mg®"). Para éstos ultimos debera tenerse en
cuenta si existe acumulacion puramente electrostitica y diferenciarla de Ia

correspondiente al enlace especifico con la resina.

3.1.2. Condiciones experimentales
Los sensores DGT fueron expuestos a una disolucion de 2.5 x 10° mol L de

Ca®", 1x 10° mol L' de Mg, Ni*", Cu*" y Cd*". Las acumulaciones se llevaron a cabo a
distintos valores de fuerzas idnicas (0.4 x 10'3, 0.001, 0.005, 0.01, 0.1 y 0.5 mol L'l).
Por cada fuerza i6nica se expusieron tres sensores con dos discos de resina, front y back
durante 24h. El pH se ajustdo a un valor de 6.5 con 5SmM de MOPS (4cido 3-(N-

morfolino)-propanosulfonico, Sigma Aldrich).

3.1.3. Resultados
Una vez finalizada la elucién de todas las resinas por separado en HNO; al 20%

durante dos dias, se procede a analizar las acumulaciones en I[CP-MS.

En general, para todos los experimentos que se han llevado a cabo bajo estas
condiciones experimentales, los resultados de la calibracién para Ca®>" en ICP-MS no

son buenos para puntos por debajo de S0ppb.

Se obtuvieron los siguientes resultados para Cd**, Ni*", Cu®":
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Figura 4. nmoles totales acumulados de Ni2*, Cu?* y Cd?* normalizados con la concentracion bulk, c*,
para las resinas front y back en un rango de valores de fuerza iénica comprendido entre 0.4 x 103y 0.5
mol L.

Se obtuvieron los siguientes resultados para Mg”"y Ca*’ respectivamente:

Figura 5. nmoles totales acumulados de Mg?* normalizados con la concentracién bulk, c* para las
resinas front y back en un rango de valores de fuerza iénica comprendido entre 0.4 x 10-3 y 0.5 mol L.
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Figura 6. nmoles totales acumulados de Ca?* normalizados con la concentracién bulk, c* para las
resinas front y back en un rango de valores de fuerza idnica comprendido entre 0.4 x 103 y 0.5 mol L.

12

Se obtuvieron los siguientes valores experimentales para concentraciones bulk

(umol/L):

1° Experimento:

1(mM) Mg Ca Ni Cu Cd
0,57 13.701 70.825 10.629 7.893 10.234
1.48 12.612 20.006 9.119 8.223 8.795
6.21 13.916 93.484 9.959 4.882 9.368

10.40 11.486 53.950 9.212 7.874 9.441

98.80 12.055 72.652 8.872 7.293 8.769

470.30 12.376 63.655 8.619 7.050 8.796

Valor tedrico 10.1 25.2 10.2 10.1 9.9

Tabla 1. Concentracién bulk, c* en un rango de valores de fuerza iénica comprendido entre 0.4 x 103 y
0.5 mol L. En rojo, concentracién bulk tedrica calculada a partir de la cantidad que se adiciona

inicialmente en la cdmara de exposicion.
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2° Experimento:

I (mM) Mg Ca Ni Cu Cd
0.58 18,365 44,288 11,618 8,317 11,882
1.41 13,353 40,510 10,483 4,390 10,231
5.47 14,936 29,278 9,849 2,070 8,915
10.50 13,137 47,076 9,679 1,037 7,900
Valor tedrico 10.05 25.2 10.02 9.99 10.21

Tabla 2. Concentracién bulk, c* en un rango de valores de fuerza iénica comprendido entre 0.4 x 103 y
0.5 mol L. En rojo, concentracion bulk tedrica calculada a partir de la cantidad que se adiciona
inicialmente en la cdmara de exposicion.

3.1.4. Interpretacion de los resultados
Por lo general, iones metalicos como Cd*", Ni*" y Cu®'se enlazan fuerte y

rapidamente a la resina. Sus acumulaciones no dependen de la fuerza idnica lo que nos
indica que la constante cinética no influye en la acumulacién. Este comportamiento
concuerda con el esperado en el régimen de “perfect sink™, en el que el enlace a la
resina es tan rapido que todo el metal que es transportado se enlaza instantaneamente, la
concentracion de metal en la resina es cero y la acumulaciéon depende solo de la
difusion. Estas hipdtesis concuerdan también con el hecho de que las acumulaciones en
el disco de resina back son despreciables para estos cationes. Con los datos de la figura
se puede estimar que la acumulacion maxima que se puede alcanzar bajo estas
condiciones experimentales tiene un valor aproximado de 13 nmol/c*. Diferencias entre

los distintos metales podrian ser debidas a la diferencia entre coeficientes de difusion.

Por otro lado, nos interesa estudiar metales que no se enlacen tan facilmente con
. 2+ 2+
la resina, como ocurre para el Ca” y Mg™ .Para ambos metales, los valores de

acumulacion en la resina back son practicamente constantes exceptuando algln caso.

La kg de Ca*™ y Mg®" con la resina es pequefia, de tal forma que a medida que la
fuerza i6nica disminuye, la acumulacion para estos dos metales dentro de la resina debe
ir aumentando. A medida que la fuerza i6nica disminuye, la atraccion electroestatica
entre la resina R™ y el metal M*" aumenta, la contante cinética de reaccion entre ambos
aumenta y en consecuencia, hay un aumento de la tasa de acumulacion del metal en el
dominio de resina. En ambos casos podemos observar que para las curvas front se

cumple esta tendencia.
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N o
Los valores de Ca’* a 04 mM de fuerza iénica se apartan de este
comportamiento pero veremos que estos valores se obtienen a partir de medias

andmalas de las concentraciones bulk.

Comparando los valores obtenidos para las concentraciones bulk respecto a los
valores tedricos, podemos concluir que para Cd*", Cu®" y Ni*" se obtienen valores
cercanos al tedrico y constantes con la variaciéon de la fuerza ionica. Para el Mg se
obtienen resultados un poco mas distintos al valor tedrico pero se mantienen constantes.
En cambio para el Ca** no se pueden explicar los resultados, ya que se obtienen valores
bastantes alejados del valor tedrico y no siguen una tendencia que pueda dar alguna
justificacion a estos resultados. Estos valores andmalos son los responsables del

comportamiento extrafio de las acumulaciones.

3.2. Estudio del efecto de ctr sobre kq aparente de los complejos

3.2.1. Objetivo
En el proceso de fabricacion de las resinas se produce una sedimentacion del

Chelex hacia una de las caras del disco. Con este experimento se quiere estudiar si la
homogeneidad de la resina influencia la acumulacion. Por otro lado, se ha visto que las
cinéticas de disociacion de complejos en la fase resina pueden verse favorecidas por un
mecanismo donde la cinética es de segundo orden y en el que participan los grupos de la
resina que a la vez que enlazan el metal, favorecen la disociacion de éste del ligando.
Este mecanismo indicaria que la concentracion de resina puede también modificar la
constante cinética de disociacion catalizadas y esto se quiere analizar con este

experimento. Ademas, en este experimento se va a estudiar el efecto electrostatico.

3.2.2. Condiciones experimentales
El experimento fue realizado utilizando disco de resina con distintas

concentraciones de Chelex, 0.5¢tr, ctr, 1.5¢Tr and 2ctr, siendo crr la concentracion
estandar de los sensores comerciales Los sensores DGT fueron expuestos a una
disolucién de 2.5 x 10 mol L™ de Ni**, 1 x 10° mol L de Co*" y Cd*", 5 x 10 mol L°
U de Rb", 8 x 10 mol L' de NTA. Las acumulaciones se llevaron a cabo a distintos
valores de fuerzas idnicas (0.01, 0.05 y 0.1 mol L™). Por cada fuerza iénica y por cada
concentracion de Chelex, se expusieron tres sensores con dos discos de resina (front y
back) durante 24h. El pH se ajust6 a un valor de 7.5 con ImM de MOPS (acido 3-(N-

morfolino)-propanosulfonico, Sigma Aldrich).



Plan de investigacion_A. Altier 18-06-15

3.2.3. Resultados
Se obtuvieron los siguientes resultados para la acumulacion total:

14 4

12

10

mCo

nmol/c*

6 - mcd

W Ni

0.5cT,R cT,R 1.5cT,R 2cT,R lO.SCT,R cT,R 1.5cT,R 2cT,R’ \O.SCT,R cT,LR  1.5cT,R ZcT,R’
L J

Y Y |
1=10 mM 1=50 mM 1=100mM

Figura 7. Acumulacion total de metal para diferentes concentraciones de resinas en un rango de
valores de fuerza iénica comprendido entre 0.01 y 0.1 mol L1,

I (mM) Sensor Nya/CTNa N¢o/Crco n;/Cr N NRb/CT RD Nca/Creq
10 0.5ctr 0.800 8.913 1.026 0.898 10.595
10 CTR 1.341 10.315 1.866 1.417 11.392
10 I.5crr 1.728 13.423 2.466 1.834 14.447
10 2crr 1.670 10.795 2.272 1.806 11.636
50 0.5ctr 0.437 10.167 3.338 0.421 9.585
50 CTR 0.556 10.543 4.676 0.549 9.983
50 1.5crr 0.620 10.528 5.220 0.602 10.201
50 2 crr 0.648 10.708 5.467 0.633 10.133
100 0.5ctr 0.373 10.174 5.160 0.357 9.345
100 CTR 0.452 10.961 6.943 0.435 10.099
100 1.5 crr 0.467 10.717 7.222 0.446 10.013
100 2 crr 0.491 10.980 7.854 0.469 10.278

Tabla 3. Acumulacion total de metal para diferentes concentraciones de resinas en un rango de
valores de fuerza iénica comprendido entre 0.01 y 0.1 mol L.



Plan de investigacion_A. Altier 18-06-15 16

Se obtuvieron los siguientes resultados para la acumulacion total:

50 -
40 -
éso-
8 FI | mCo
'y
mCd
20 - FI = Ni
Il |
10 - | |
, 1431

0.5cT,R cT,R 1.5cT,R 2cT,R 0.5cT,R cT,R 1.5cT,R 2cT,R 0.5cT,R cT,R 1.5cT,R 2cT,R

\ J \ J L J
Y Y Y

1=10 mM 1=50 mM 1=100mM

Figura 8. Resultados del porcentaje acumulado en la resina back para diferentes concentraciones de
resinas en un rango de valores de fuerza idnica comprendido entre 0.01 y 0.1 mol L-L.

| (mM) Sensor %backy, | %back ¢, %back y; %backpg, | %back ¢4
10 0.5crr 49.788 40.297 49.886 49.152 25.830
10 CTR 52.346 38.543 53.063 52.584 24.054
10 1.5 crr 46.913 31.376 47.507 46.997 18.483
10 2 crr 52.411 30.774 52.593 51.987 14.187
50 0.5crr 50.623 19.458 49.138 50.378 18.443
50 CTR 49.764 11.032 47.167 49.705 8.523
50 1.5crr 49.911 8.728 46.331 50.410 6.489
50 2 crr 52.113 6.272 49.998 52.541 4.400
100 0.5ctr 49.646 14.210 46.423 50.246 16.243
100 CTR 49.555 5.779 41.853 49.936 6.289
100 1.5 crr 49.461 4.027 41.555 49.416 3.485
100 2 crr 50.471 9.053 41.944 50.893 9.381

Tabla 4. Resultados del porcentaje acumulado en la resina back para diferentes concentraciones de
resinas en un rango de valores de fuerza ionica comprendido entre 0.01 y 0.1 mol L1,

3.2.4. Interpretacion de los resultados
Se observa que para Co’" y Cd*" las acumulaciones totales de metales son

bastante independientes de la fuerza ionica y de la concentracion total de resina en cada
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disco crr. Este comportamiento lo podemos justificar a partir de los altos valores de

labilidad que presentan los complejos CoONTA y CANTA a estos valores de fuerza

i6nica:
; CdANTA s

! ,,i__-ai‘-_ --=zzzz2® Conra  Lébiles

%a """ l' -
0.8 -t -~

______ -7 T T . ,q -
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- #
"' /‘
4"" f/
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02 "‘
- --I""
P T.T.7.7.1 . frhririririv
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Log (N (M)

Figura 9. Grados de labildiad para los complejos CANTA, CoONTA y NiNTA en un rango de valores de
fuerza iénica comprendido entre 0.1 x 103y 0.5 mol L.

Los complejos de CoNTA y CANTA son labiles, mientras que el complejo
NiNTA es parcialmente 1abil. La distribucion homogénea o no homogénea de la resina
solo afectard a los complejos parcialmente labiles que son los que se disociaran dentro

del gel de resina.

En el caso de Ni*", la acumulacién total y el porcentaje back aumentan al
aumentar la fuerza idnica. Esta variacion se ha explicado por la presencia de una
creciente acumulacion electrostatica de NiNTA en la resina al disminuir la fuerza idnica
y por el aumento de la constante cinética de disociacion de este complejo, puesto que
esta disociacion en la fase resina tiene lugar por un mecanismo de segundo orden con

particpacion de los grupos de la resina.

En el presente experimento, se observa también un incremento de la masa
acumulada al incrementar la densidad de Chelex en la resina, variacion que también

lleva asociada una disminucion del porcentaje back.
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Hay dos efectos que pueden explicar estas dependencias:

1. Una influencia de la variacion de crr en la constante cinética de

disociacion del complejo kg.
2. La distribucion homogénea-no homogénea de la resina.

Estos efectos estan fuertemente relacionados con la acumulacion total de metal
en los discos de resina. El objetivo es comprobar si estan presentes en este sistema uno

de ellos 0 ambos.

3.2.4.1. Primera interpretacion: variacion de kq con crr
El mecanismo de ligando asistido puede explicar el efecto que produce la

variacion de la concentracion de resina en la constante de disociacion en el dominio de
resina. Si la concentracion de resina aumenta, la disociacion de los complejos en la
resina sera mas rapida, si se trata de un proceso de segundo orden. Por esta razon, el

grado labilidad se incrementara a medida que aumenta la concentracion de resina.

2R+ MNTA" — R,M + NTA* (3.1)
kia [R¥][MNTA ] = kg [MNTAT] (3.2)
ka=kia[R*] (3.3)

Bajo las condiciones de este mecanismo, la reaccion de intercambio tiene lugar
solo en una etapa. Este mecanismo podria ser responsable de la disociacion acelerada de
NiNTA en presencia de mayor concentracion de resina. De este modo, la constante
cinética de disociacion aumenta al aumentar la concentracion de resina total (ctr = R)
segun la relacion que existe en la ecuacion 3.3, y por lo tanto aumenta la acumulacion

total.

Ademas, la acumulacion total de metales disminuye cuando la fuerza idnica
disminuye. Esta disminucion sugiere que a medida que la fuerza idnica disminuye, el
efecto de repulsion electroestatica entre la resina R™ y los complejos MNTA", ambos
cargados negativamente, aumenta. Consecuentemente hay una exclusion parcial del
complejo en el dominio de resina reduciendo la tasa de acumulacion. Este efecto es mas
pronunciado para el complejo NiNTA ya que es un complejo parcialmente labil. Para
los complejos de CONTA y CANTA no deberia de haber variacion, ya que a esta fuerza
16nica son complejos labiles, y por lo tanto no se ve efecto cinético, sino que todo estéa

controlado por el transporte de materia. Otro fendmeno que justifica la disminucién de
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la acumulacion al disminuir la fuerza ionica es la disminucion de la constante de
disociacion del complejo dada en 3.2. Al tratarse de reactivos cargados negativamente,
la constante de velocidad disminuye al disminuir la fuerza idénica por repulsion

electrostatica entre los reactivos.

Con respecto a la dependencia de la acumulacion con la concentracioén de resina
usada en el sensor, por el mismo razonamiento usado anteriormente, si la concentracion
de resina aumenta, la labilidad de los complejos parcialmente labiles aumenta. El
complejo se disocia mas rapido enlazandose todo el metal en la resina front, y por lo

tanto habra una disminucion la acumulacion back.

El modelo de interaccion electroestatica entre las especies y la resina asume una
diferencia de potencial Donnan en la interfase entre el gel de difusion y la resina. Habra
una concentracion diferente de especies en el gel de resina (cyp ) y en el gel de difusion

(cyp)- La relacion entre estas concentraciones viene dada, en equilibrio, por el factor de

Boltzmann:
L

m=-= (3 .4)
ML

Este valor depende de la densidad de carga en el dominio de resina, — Vg, y de la

fuerza i6nica segun la ecuacion:

Q
2Vl

In T =arcsinh — (3.5)

El sodio y el rubidio no presentan una unién especifica con la resina. Al analizar
los valores obtenidos para estos dos metales, se puede obtener el valor del factor
electrsotatico de Boltamann por medida experimental. Se desconocen los valores de
carga O y de la fuerza i6nica. Para obtener un valor para el volumen de resina, Vi,
asumimos " m = 1" para la fuerza ionica 0,5 mol L. El valor obtenido fue V, = 1,55 x
107 m®. Con este volumen de resina fue posible encontrar la concentracién de rubidio

en el interior de los discos de resina, y a partir de éste un valor experimental para 7.

Es importante tener en cuenta que si hay una distribucion homogénea de Chelex,
el volumen de resina sera constante, pero la densidad de carga varia al aumentar su
concentracion. En este caso se obtendran diferentes valores para el factor de Boltzmann.

Pero si hay una distribucion no homogénea de Chelex en los discos de resina, la
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densidad de carga seguira cambiando y el volumen ocupado también, por lo que se

obtendra valores constantes para el factor de Boltzmann.

I (mM) Sensor Na® Rb"

10 0.5crr 2.582 2.898
10 CTR 4.326 4.572
10 1.5 crr 5.576 5.917
10 2 crr 5.386 5.826
50 0.5¢crr 1411 1.357
50 CTR 1.794 1.770
50 1.5 crr 2.000 1.942
50 2 crr 2.091 2.041
100 0.5¢crr 1.203 1.153
100 CTR 1.458 1.404
100 1.5 crr 1.506 1.440
100 2 crr 1.584 1.513

Tabla 5. Resultados experimentales para el factor de Boltzmann para el Na* y Rb* para distintos
valores de fuerza iénica.

Se asumi6 diferentes valores de kq en el gel de difusion y en el gel de la resina.
Los valores en el gel difusiva (ky ) se encontraron con las ideas de Eigen. Inicialmente

se calculd el valor de la constante cinética de asociacion para el complejo:

kog = Kosk (3.6)

La constante de velocidad para la pérdida de agua, k_, es caracteristico del

W
metal. La constante de estabilidad para el complejo de esfera externa, K, depende de

los cargas de las especies reaccionantes y de la fuerza ionica.

Conociendo &, y K tenemos:

ka,E

kap == (3.7)
donde K fue obtenido en Visual MINTEQ:
1 (M) K(m*mol™) k,g (m’mol”s™) kag(s™)
0.01 1.78x10° 14769 8.29x10°
0.05 5.78x10° 4955 8.57x10°°
0.10 3.17x10° 2646 8.34x10°

Tabla 6. Valores de las constantes cinéticas encontrados bajo las ideas de Eigen.
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Los valores de la constante cinética de disociacion dentro de la resina k4 se

obtuvieron mediante el ajuste de la acumulacion total, con una expresion analitica para

la acumulacion total de metal en los discos de resina. Esta expresion funciona en

condiciones de exceso de ligando.

Se realizd una simulacion en Fortran para comprobar los valores de estas

constantes cinéticas mediante la obtencién de valores de acumulacion total y %back

Para la simulacion se ha trabajado con los valores efectivos.

T %back (Calculado % back
) Nm kar (calculado Ny (Calculado
Resina (a partir % back . usando kgr en (Calculado
(moles) a partir de ny ) . en Fortran)

de Rb) Mathematica) en Fortran)
0.5crr 2.90 49.89 2.72x10° 1.23x10* 48.72 2.66x107 48.88
CTR 457 53.06 4.73x10° 3.90x10* 46.85 4.67x10°* 46.89
1.5 crr 592 47.51 6.53x107 8.35x10™ 43.83 6.48x10™* 43.84
2 crr 5.83 52.59 6.01x10° 7.25x10* 44.55 5.96x10° 44.56

Tabla 7. kq obtenido a partir de la acumulacién total para I = 0.01 mol L1, donde ny es acumulacién

total.
%back
n Kar % back
) Nm (Calculado Nnu (Calculado
Resina (a partir % back (calculado a (Calculado
(moles) ) usando kgr en en Fortran)
de Rb) partir de ny ) ) en Fortran)
Mathematica)

0.5¢crr 1.36 49.14 8.45x10* 2.26x10™ 48.12 8.36x10® 48.11
Crr 1.77 47.17 1.18x107 4.92x10™* 46.20 1.18x107 46.17
1.5 crr 1.94 46.33 1.32x107 6.62x10™ 45.03 1.32x107 44.99
2 crr 2.04 50.00 1.44x107 8.24x10™ 43.96 1.44x107 43.91

Tabla 8. k4 obtenido a partir de la acumulacién total para I = 0.05 mol L1, donde ny es acumulacién

total.
%back
% back
T kar (Calculado usando | ny (Calculado
. . v (Calculado
Resina (a partir % back (calculado a kqr €n en Fortran)
(moles) . en Fortran)
de Rb) partir de ny ) Mathematica)
0.5crr 1.15 46.42 1.24x107 3.53x10™* 4727 1.24x107 47.17
CTR 1.40 41.85 1.67x107 7.55x10™ 44.45 1.68x107 4437
1.5 crr 1.44 41.56 1.76x107 8.74x10™ 43.68 1.78x107 43.59
2 crr 1.51 41.94 1.88x107 1.08x107 42.38 1.89x107 42.00

Tabla 9. k4 obtenido a partir de la acumulacién total para I = 0.1 mol L1, donde ny es acumulacion

total.
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Para ver el efecto de la crr en kq , se asumid una distribucion homogénea de
Chelex en el disco de resina. Como podemos ver en la ecuacion 3.3 un cambio en el crr
cambiara el valor de k4 en la misma proporcion . En este caso, cada tipo de disco de
resina tiene una concentracion distinta. El factor de Boltzmann cambia como se muestra

en la ecuacion 3.5.

3.2.4.2. Segunda interpretacion: efecto de la distribucién no homogénea de la resina
Otra explicacion puede ser debido a la distribucion no homogénea de la resina.

Cabe esperar que a mayor concentracion de resina, mayor sea la homogeneidad del
disco y por lo tanto mayor grado de labilidad del complejo, ya que el complejo se

disocia en un volumen de resina mayor.

Se considera la resina 2ctr homogénea. Para estudiar el efecto de la distribucion
no homogénea de la resina en la acumulacion total, utilizamos simulaciones en Fortran
para obtener la acumulacion total, con un valor constante de © (factor de Boltzman), de
densidad de carga y una constante cinética de disociacidon equivalente a la acumulacion
para 2ctr. Para los otros discos de resina se asume que tienen la misma densidad, pero

con Chelex ocupando 3/4, 1/2 y 1/4 del volumen de disco.

. ) ) Discrepancia comparado con el
Porcion de disco con Chelex Acumulacion total (mol) )
valor experimental
1
2 CTR 2.06x10™ 24.13%
1 -8
7 CTR 3.68%10 22.20%
3 -8 0
7 CTR 4.98x10 23.69%
1 -8 )
7CTR 5.96x10 0.88%

Tabla 10. Acumulacion total de Ni?*para las diferentes concentraciones de Chelex a una I = 0.01 mol L-
1

. . ) Discrepancia comparado con el
Porcion de disco con Chelex Acumulacién total (mol) )
valor experimental
1 -8 0
2CTR 8.64x10 2.32%
1 7 o
5 CTR 1.22x10 3.09%
3 7 o
2GR 1.38x10 4.38%
1 7 o
2CTR 1.44x10 0.32%




Plan de investigacion_A. Altier 18-06-15 23

Tabla 11. Acumulacion total de NiZ*para las diferentes concentraciones de Chelex a una I = 0.05 mol L~
1

Porcion de disco con ) Discrepancia comparado con el
Acumulacion total (mol) )
Chelex valor experimental
1
2 TR 8.64x10° 30.19%
1 -7 0
SCTR 1.38x10 17.00%
3 -7 [V
2CTR 1.70x10 3.28%
1 -7 0
2CTR 1.89%10 0.27%

Tabla 12. Acumulacion total de Ni?*para las diferentes concentraciones de Chelex a una I = 0.10 mol L-
1

3.3. Caracterizacién de nanomateriales?

3.3.1. Introduccién
Debido a las interesantes propiedades fisico-quimicas que presentan los

nanomateriales (actividad catalitica especifica, elevada relacion area/volumen, etc.), en
los ultimos afios ha habido un enorme interés en la incorporacion de productos basados
en este tipo de materiales en el mercado. Consecuentemente, se espera que aumenten las
emisiones industriales de nanoparticulas a corto/medio plazo [9], por lo que existe una
creciente preocupacion sobre el impacto de estos materiales en el medio ambiente y,

particularmente, en los organismos vivos, incluidos los seres humanos [10].

Uno de los principales objetivos en el estudio del impacto ambiental de los
nanomateriales es averiguar como estas particulas interactian con otros componentes
presentes en aguas naturales, en particular, con los iones metélicos, la materia orgénica
disuelta, y los microorganismos. En concreto, las nanoparticulas pueden influir
notablemente en el transporte y la disponibilidad de metales pesados, pudiendo facilitar
la movilidad no deseada de sustancias quimicas toxicas. Por ejemplo, la formacion de
nuevas entidades a través de la adsorcion de metales pesados sobre la superficie de las
nanoparticulas modificaria la disponibilidad de aquellos en el medio natural, pudiendo

ser almacenados, transportados y entregados en una especie de efecto “caballo de troya”

! Este estudio se ha llevado a cabo en colaboracién con el proyecto Europeo NANOREG (“A common
European approach to the regulatory testing of nanomaterials”, FP7-NMP4-LA-2013-310584, 2013-
2016).
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[11]. Por otra parte, los mecanismos de toxicidad de ciertos nanomateriales metalicos
(como los basados en Ag, ZnO, CuO, etc.) se han relacionado en la literatura reciente,
con los procesos de disolution y consiguiente liberacion de iones metéalicos en los

medios de cultivo y/o medios intracelulares [12].

Esto indica que la evaluacion de riesgos y el desarrollo proactivo de
nanomateriales ‘“seguros” debe tener en cuenta las propiedades de adsorcion y
solubilizaciéon de los nanomateriales (tanto en sus aspectos dindmicos como de
equilibrio), mas alld de un mero control de propiedades fisicas tales como el tamafio, la

forma y grado de aglomeracion.

3.3.2. Objetivo
Estudiar la dispersabilidad de distintos nanomateriales (distribucion de tamanos

de particula en suspension acuosa) para posteriormente seleccionar los que presenten las
caracteristicas mas Optimas para llevar a cabo experimentos de DGT y poder estudiar la

solubilidad y la adsorcion e internalizacion de metales traza en nanoparticulas.

3.3.3. Condiciones experimentales
Este estudio se ha llevado a cabo con diferentes nanomateriales de SiO,, TiO,,

Zn0, CeO,, Ba0O,, y Ag, distribuidos por The Joint Research Centre (JRC), Ispra (Italia)

en el marco del proyecto europeo NANoREG (www.nanoreg.eu).

Los experimentos se realizaron siguiendo el protocolo de dispersion NANoREG-
ECOTOX, disefiado especificamente para ensayos de Ecotoxicologia. Este protocolo
consiste en preparar dispersiones con una concentracion de 2.56 g/L de nanomaterial.
Para ello se pesan 25.6 mg de nanomaterial en un vial de vidrio de 30 mL. Con el vial
inclinado 45° se adiciona lentamente 1 mL de agua ultrapura (Mili-Q plus 185 System,
Millipore) filtrada con un filtro de celulosa de tamafio de poro de 0.1 um. Se agita
suavemente durante unos minutos y se adicionan los 9 mL de agua restantes. Se
mantiene durante 5 minutos en hielo. Transcurrido este periodo de tiempo se lleva a
cabo una dispersion mecénica con un generador de ultrasonidos Branson 250S 20kHz
equipado con una sonda de 13 mm y operando al 5% de amplitud durante 16 minutos.
Una vez finalizada la sonicacion se pipetea 1 mL de dispersion y se introduce dentro de
una cubeta transparente de poliestireno (Sarstedt®, 10x10x45 mm). Tras un tiempo de
equilibrado de 10 minutos, se realizan las medidas de las distribuciones de tamafo

hidrodinamico de los agregados presentes en las dispersiones mediante Dynamic Light
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Scattering (DLS) con un equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd , Bedford,

MA).

3.3.4. Resultados

A continuacion se exponen los resultados obtenidos para la distribucion de

diametros hidrodinamicos de cada material (promedios de 3 réplicas independientes):

a) b)

c) d) TiO,-NM100
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Figura 10. Promedios de la distribucion de tamarios hidrodindmicos en las dispersiones de

nanoparticulas: a)CeOz-JRCNM02102, b)TiO-JRCN1003, c)TiO2-JRCNM01001, d)TiO,-NM100, e) Ag-

NM300k, f) BaS04+-NM200.
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Figura 11. Promedios de la distribucién de tamarios hidrodindmicos en las dispersiones de
nanoparticulas: g)SiO,-NM200, h)SiO2-NM203, i)ZnO-JRCNM01101, j)ZNO-JRCNM01100.

Los resultados obtenidos para el tamafio medio (Z-average) y el indice de

polidispersidad (PDI) de cada material se presentan en las siguientes graficas:
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Figura 12. Z-average para las dispersiones: a)ZnO- JRCNM01101, b) ZnO-JRCNM01100, c) TiO-
JRCNMO01003, d) TiO2-JRCNM01001, e) TiO,-NM100, f) CeO2- JRCNM02102, g) Si0,-NM200, h) SiO.-
NM203 i)BaS04-NM-220, j) Ag-NM 300K.
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Figura 13. Indice de polidispersidad (PDI): a)ZnO- JRCNM01101, b) ZnO-JRCNM01100, c) TiO,-
JRCNMO01003, d) TiO2-JRCNM01001, e) TiO,-NM100, f) CeOz- JRCNM02102, g) SiOz-NM200, h) SiO2-
NM203 i)BaS04-NM-220, j) Ag-NM 300K.

Exceptuando el caso de los materiales NM200 (SiO;), y JRCNMO01001 (TiO,),
en general se han obtenido dispersiones con tamafios e indices de polidispersidad
relativamente bajos, y una buena estabilidad en agua. Este estudio forma parte de un
ejercicio interlaboratorio para comprobar la fiabilidad y reproducibilidad de las
distribuciones de tamafio determinadas mediante el protocolo NANoREG-ECOTOX. La
siguiente etapa consistira en el analisis de la bibliografia existente sobre solubilidad y
capacidad de adsorcion de metales traza de nanomateriales, para identificar las muestras

mas adecuadas para disefiar experimentos de analisis mediante DGT.
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4. Conclusiones

4.1 DGT
Con los distintos experimentos realizados se ha podido profundizar en el estudio

de los efectos cinéticos y electroestaticos presentes en esta técnica.

1. Segun los experimentos llevados a cabo para metal libre, se podria concluir que
el Mg”" tiene limitaciones cinéticas para su acumulaciéon con Chelex a fuerza
i6nica superior a 0.01M. A medida que disminuye la fuerza i6nica hay una
mayor acumulacion total de metal, llegando a alcanzarse un comportamiento

“perfect sink” de la resina a valores de fuerza idnica menores de 6 mM.

I (mM) Mg~ Ni- Cu”* cd*
0.577 14.556 15.079 15.473 15.046
1.48 15.150 16.635 16.675 17.047
6.21 15.443 15.434 16.236 15.279
10.40 12.787 14.793 15.072 14.726
98.80 6.910 16.555 17.055 17.252

470.30 1.657 14.603 14.789 14.649

Tabla 13. Acumulacion total de Mg?*, Ca?*, Ni2*, Cu?* y Cd?* para para valores de fuerza ionica
comprendida entre 0.557x103y 0.5 mol L.

2. En los experimentos llevados a cabo para complejos cargados negativamente
(MNTA) y en el caso particular del NiINTA parcialmente labil, se han

propuestos dos efectos que podrian explicar los resultados obtenidos:

» La influencia de la variacion de cpr en la constante cinética de
disociacion del complejo k4 segin el mecanismo de ligando asistido, que
dice que a mayor crp, la constante de disociacion del complejo aumenta

y por lo tanto hay una mayor acumulacion total y un menor %back.

» La distribucion de los puntos de union en la capa de resina. De este
estudio se concluye que para los complejos muy labiles o inertes
(CoNTA y CdNTA), la distribucion de los puntos de union en la capa de
resina no muestra influencia sobre los perfiles de concentracion, en la

acumulacion total de metal y sobre el grado de labilidad complejos. En
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cambio, para los complejos parcialmente labiles (NiNTA), si existe una
influencia de la homogeneidad, aumentando con la concentracion total de
resina cT,R, dando lugar a una mayor acumulacioén total y a un menor

%back.

4.2 Nanomateriales
Con los experimentos realizados hasta ahora se puede concluir que:

3. En general, se obtiene una buena reproducibilidad en los resultados obtenidos

siguiendo el protocolo NANoREG-ECOTOX.

Para todos los nanomateriales se obtuvieron valores medios de la distribucion de
tamafos por encima del tamafio nominal de las particulas primarias a excepcion
de la plata, por lo que se concluye que hay un cierto grado de
agregacion/aglomeracion en los materiales s6lidos de partida, que no es posible
revertir por completo mediante el tratamiento de dispersion mediante

ultrasonidos.

5. Futuras propuestas de trabajo
5.1 DGT

v

Se quiere profundizar en el estudio de los procesos que tienen lugar en la
acumulacion de metales con limitaciones cinéticas en DGT. Este estudio debe
incluir el efecto electrostatico de acumulacion territorial al disminuir la fuerza
16nica y el efecto cinético de incremento de la contante de enlace. El objetivo es
el reconocimiento experimental de la presencia de estos factores y el disponer de

un marco tedrico que permita interpretar cuantitativamente las acumulaciones.

Para evitar los procesos de ajuste simultaneo de un alto nimero de parametros,
se pretenden disefiar experimentos que permitan determinar de forma individual
pardmetros del sistema. Por ejemplo, se plantea si los factores electrostaticos de
preacumulacion pueden medirse analizando las acumulaciones de cationes que
no se enlacen especificamente a la resina o que este enlace sea despreciable. Se

ensaya con Na' y con Rb".

Se pretende estudiar si el mecanismo de disociacion asistida es de aplicacion

general a todos lo complejos o si se restringe solo a algunos de ellos.
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v

Es de interés también determinar la influencia de la fuerza idnica en las
constantes cinéticas de reacciones en las que participen los sitios de resina. En
estas reacciones debe tenerse en cuenta el tamafio coloidal de las particulas de

chelex.

El desarrollo de nuevos modelos tedricos para estudiar la influencia de los dos
principales efectos que tienen lugar en esta técnica: el efecto electroestatico y el

efecto cinético.

Una vez se tengan los conceptos basicos, la siguiente etapa serd el estudio de
complejos con mayor interés que son los que se dan con la materia organica
natural. El estudio de los efectos electroestaticos y cinéticos que puedan darse
entre los complejos negativamente cargados entre metales y Acidos Hamicos o

Fulvicos y la resina a la baja fuerza i6nica de las aguas naturales.

5.2 Nanomateriales

v

Se desea estudiar la disponibilidad de nanoparticulas metélicas y las especies
metalicas disueltas asociadas a las mismas en medios naturales. Para ello se
llevara a cabo el estudio del efecto de los procesos de solubilidad (para
nanoparticulas de ZnO[13] y Ag), transporte, agregacion, sedimentacion y

estabilidad en experimentos DGT.
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