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1. Titulo provisional de la tesis

Dynamic and equilibrium metal speciation in aquatic environmental systems elucidated
with emerging techniques.

2. Introduccion

Los contaminantes generados por el hombre en sus diversas actividades en el
transcurso del tiempo han dado lugar a repercusiones muy significativas. Hasta
hace algunos afios era imposible creer que estas actividades acarrearan
desestabilizacién en el ecosistema.

Los efectos en la biota no solo dependen de las concentraciones totales del
contaminante, sino también de su especiacion y de las innumerables interacciones
en los lugares receptores.

La distribucion de un elemento quimico en las diferentes formas en las que puede
existir en un medio determinado se denomina especiacidon e incluye tanto los
elementos en su forma libre (no complejada), ya sea en forma neutra o ionizada,
como también los complejos que pueden formarse con diferentes ligandos
(Castafié, Topalian, Cordero, & Saliaban, 2003). A partir de la especiacion se
espera predecir la disponibilidad del elemento en el medio de estudio.

La contaminacion del agua puede deberse tanto a fuentes naturales como
antropogénicas. Por ejemplo, se encuentran metales toxicos en el agua debido a
las actividades volcanicas o a la composicion geolégica de las rocas. Por otro lado,
los usos industriales, agricolas y urbanos son los responsables del vertido de
contaminantes como metales (Zn, Cr, Pb, Cd, etc.) y nutrientes (fosfato, nitrato) o
compuestos organicos al medio ambiente.

Sin embargo, para el caso del suelo, éste dltimo puede actuar como
compartimento receptor de metales y otros contaminantes procedentes de diversos
flujos que van desde los fertilizantes a los plaguicidas, desde la escorrentia urbana
a la deposicién atmosférica, etc. Estos flujos estan recibiendo nuevas regulaciones
debido a la creciente preocupacion por la acumulacion de metales en los suelos.
Por otro lado, los suelos pueden transferir sus contaminantes al medio ambiente
(aguas dulces, mar, aire), a las plantas y, finalmente, introducirlos en la cadena
alimentaria.

Los paradigmas hegemonicos de la ecotoxicologia postulan que alguna fraccién
disponible de un contaminante especifico estd mejor correlacionada con su
impacto que su cantidad total. Por lo tanto, es necesario tener en cuenta la
especiacion del contaminante, es decir, como se distribuye la cantidad total de
contaminante entre las formas quimicas que tienen diferentes propiedades



fisicoquimicas y bioquimicas. En el caso del Free lon Activity Model, FIAM
(Anderson, Morel, & Guillar, 1978) o el Biotic Ligand Model, BLM (Paquin, y otros,
2002), el papel clave recae en la concentracion libre del ion metal. Sin embargo,
existen investigaciones que correlacionan los efectos bioldgicos con alguna
fraccion biodisponible, por ejemplo, alguna fraccion labil. Por lo tanto, se necesitan
técnicas analiticas especiales para medir rutinariamente predictores fiables de
biodisponibilidad y captacion biolégica (Campbell, Errécalde, Fortin, Hirriat-Baer, &
Vigneault, 2002).

3. Descripcién de los objetivos

El objetivo general de la tesis se enmarca en la necesidad de aplicar y mejorar
técnicas que han sido desarrolladas como tecnologias innovadoras para su uso en
el estudio, monitorizacién, analisis y prevencion de los metales contaminantes en
los sistemas acuaticos. Para ello, los objetivos especificos que se abordan en la
tesis son:

v' Adaptar y afinar las técnicas analiticas y los modelos de interpretacion a la
cuantificacion de la especiacion y la disponibilidad de téxicos y nutrientes
en los diferentes medios acuéticos.

v' Aplicar las técnicas desarrolladas y mejoradas en esta tesis para medir
fracciones relevantes de los metales en el agua del rio y en el agua del
mar.

v Integrar los diversos datos proporcionados por las diferentes técnicas,
incluyendo la comparacion entre ellas y, cuando sea posible, con datos
fiables de los sistemas biolégicos.

Se ha elegido como caso de estudio el tramo final del rio Ebro y la costa frente al
delta del Ebro. Estas regiones han sido seleccionadas debido a los aportes
especificos al rio Ebro como los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas
residuales, el Hg de la antigua industria cloro alcalina de Flix (Tarragona), los
impactos de la navegacion fluvial, los altos niveles de materia organica disuelta, la
disponibilidad de datos de especiacién publicados para la ultima parte del rio Ebro,
etc. En conclusién, se espera que un conocimiento mas profundo de los ciclos de
los elementos puede conducir a previsiones mas precisas y a decisiones politicas
mejor informadas.

4. Material y métodos de estudio

Esta tesis desarrollara y aplicard fundamentalmente (pero no exclusivamente) dos
técnicas complementarias: Donnan Membrane Technique (DMT) y Absence of
Gradients and Nernstian Equilibrium Stripping (AGNES). También se aplicaran (en
menor medida) técnicas de flujo como Diffusion Gradients in Thin films (DGT) y
Linear Anodic Stripping Voltammetry (LASV). De hecho, ninguna técnica puede
pretender dar toda la informacién relevante en todas las matrices y para todos los
analitos. M&s bien, cada técnica proporciona una informaciéon complementaria que
debe integrarse juiciosamente en un marco interpretativo sélido para obtener una
imagen mas representativa del medio analizado.



La técnica de la membrana Donnan (DMT) es un muestreador pasivo que
proporciona (cuando se usa una membrana de intercambio catidnico)
concentraciones libres de cationes. Dado que la separacion por DMT se basa en la
carga del ion (y no en ninguna propiedad quimica del analito) se puede aplicar
simultdneamente a gran cantidad de iones, incluso de cargas distintas (Chito, y
otros, 2012). Esta técnica es adecuada para la determinacion de cationes
relevantes para el medio ambiente, como el Al (lll), el Fe (lll), los elementos de
tierras raras, el Co (Il) o el Ni (Il), cuyas concentraciones libres son dificiles o
imposibles de medir con otras técnicas analiticas.

La técnica DMT se disefid inicialmente para medir concentraciones de cationes
libres y, posteriormente, se amplié para medir concentraciones de aniones libres.
Su principio es el equilibrio entre el analito objetivo en la solucién de la muestra (o
donante) y en una solucioén sintética (aceptor), que estan separadas entre si por
una membrana de intercambio i6nico (Weng, Temminghoff, Lofts, Tipping, & Van
Riemsdijk, 2002). En el caso habitual de una membrana de intercambio catidnico,
se favorece la permeabilidad de los cationes, mientras que se dificulta
enormemente el paso de los aniones. El conocimiento de la concentracion total de
equilibrio del analito en el aceptor (mediante analisis elemental, normalmente ICP-
MS), junto con los célculos de especiacion teniendo en cuenta la composicién del
aceptor, conduce -mediante la aplicacion de la relacion de equilibrio de Donnan- a
la determinacién de la concentracion de iones libres en la muestra.

La técnica DMT puede ser ejecutada mediante dos tipos de celdas: “celdas de
laboratorio” y las “celdas de campo”. Las "celdas de laboratorio" permiten seguir
con precision la evolucion de las concentraciones con el tiempo (en el donante y
en el aceptor), mientras que, las "celdas de campo" permiten realizar
determinaciones in situ (por ejemplo, el despliegue en un rio) (Chito, y otros, 2012).
La DMT se ha utilizado en una gran variedad de sistemas, desde aguas dulces
hasta extractos del suelo. Otra gran caracteristica de la DMT es su capacidad de
medir las concentraciones libres de un gran nimero de analitos al mismo tiempo.

Sin embargo, el punto débil de la DMT es el largo tiempo necesario para alcanzar
el equilibrio, especialmente cuando la concentracion libre del analito en el donante
se encuentra en niveles sub-traza. De hecho, la solucion tipica en estos casos ha
sido afiadir un complejante fuerte (por ejemplo, acido etilendiaminotetraacético
EDTA) a la solucion aceptora, pero el tiempo de equilibrio resultante suele ser
prohibitivo, por lo que se requiere un método de extrapolacién. Por lo tanto, un reto
cientifico que se aborda en esta tesis es reducir drasticamente los tiempos de
equilibrio para sistemas con concentraciones muy bajas de iones metalicos libres.
Un segundo problema relevante en la DMT (también abordado en esta tesis) es
gque se han detectado contra-iones del analito (es decir, iones con la misma carga
qgue el polimero funcional de la membrana) en el aceptor en equilibrio
(especialmente durante tiempos suficientemente largos) debido, por ejemplo, al
lento transporte de pares iénicos.

Las técnicas electroanaliticas siempre han tenido un papel muy relevante en la
vigilancia del medio ambiente. Sus posibilidades de medicion in situ, su bajo coste,
los bajos limites de deteccién y la rapidez de los analisis son algunos de sus
puntos fuertes. Uno de los puntos débiles es la dificultad en la interpretacion de las



medidas (por ejemplo, derivada de espesores inciertos de la capa de difusion o de
parametros fisicoquimicos desconocidos en mezclas complejas). Este no es el
caso de la técnica AGNES (Absence of Gradients and Nernstian Equilibrium
Stripping), disefiada y desarrollada en Lleida, ya que asegura una proporcionalidad
directa entre la sefial medida (ya sea de carga o de intensidad de corriente) y la
concentracion libre de analito, por lo que la interpretacion es muy sencilla
(Galceran, Companys, Puy, Cecilia, & Garcés, 2004).

AGNES se ha aplicado al analisis de sistemas de interés ambiental como el agua
de rio, el agua de estuario, el agua marina, la solucion de suelo, los extractos de
raices, las arcillas, los acidos hamicos, etc. Recientemente, el grupo de Lleida ha
demostrado que AGNES es capaz de medir concentraciones de iones libres de
indio, un TCE (Technology Critical Element) cuya produccion ha aumentado
exponencialmente para satisfacer las demandas de los consumidores, como la
necesidad de una pelicula conductora transparente en las pantallas de los
teléfonos moviles (Wang, Chen, & Jiao, 2009). Parte de esta gran cantidad de indio
movilizada por la industria llegara, tarde o temprano, a los compartimentos
ambientales. Conocer mejor el comportamiento del indio y sus compuestos sera
atil para comprender el transporte y el destino del indio.

Dado que AGNES es especialmente adecuado para los estudios de solubilidad, en
esta tesis abordaremos la disolucion de nanoparticulas de In,O; en diversos
medios y de In (OH); en agua de mar. Concurrentemente, mejoraremos la
metodologia basada en el uso del electrodo de disco giratorio, RDE (ya que puede
reducir drasticamente el tiempo de deposicion requerido para AGNES), de modo
gue estara lista para ser aplicada también con otros analitos.

5. Plan de trabajo y calendario previsto

A continuacion se detallan las actividades previstas a lo largo de la duracién de la
tesis, en la seccién siguiente se incluye un cronograma o calendario donde se
muestra graficamente la planificacion temporal de las mismas con una resolucion
trimestral. Para cada actividad, en la medida de lo posible, se indica una
estimacion cuantitativa aproximada de su duracion y frecuencia, asi como una
justificacion de su planificacion temporal.

a. Recopilacién bibliografica sobre el estado del arte de las técnicas de
especiacion, con especial énfasis en el DMT y el AGNES, y su aplicacién
en diversas matrices (con enfoque en aguas naturales).

b. Aprendizaje practico, en el laboratorio de Lleida y con soluciones sintéticas,
de las variantes estandar de las técnicas AGNES y DMT.

c. Participacion en el curso de una semana "Speciation and Bioavailability" en
la Universidad de Antwerpen (Bélgica), impartido por cientificos europeos
de primer nivel.

d. Participacion y asistencia del investigador en formacion a diferentes
congresos cientificos internacionales.



e. Practicas (durante 2-3 meses) en un laboratorio extranjero relevante para
mejorar el conocimiento del estudiante de doctorado sobre una técnica de
especiacion. Por ejemplo, podria estar con la Dra. Liping Weng en
Wageningen (Paises Bajos) para aprender el estado del arte de la DMT. Se
consideraran otros laboratorios en el marco de los contactos de Lleida,
teniendo en cuenta el progreso de la tesis y la disponibilidad del grupo
invitado.

f. Desarrollo de una nueva estrategia de "convergencia" para la reduccion del
tiempo de equilibrio en DMT.

Dado el interés medioambiental de medir las concentraciones libres in situ,
trabajaremos casi exclusivamente con la "celda de campo" (una camara de
aceptor de 6 mL intercalada entre dos membranas de intercambio catiénico).
En este montaje, se puede asumir con seguridad que la composicién del
donante (por ejemplo, el agua del rio) no se ve afectada por el intercambio de
sustancias con el sensor. Para responder al principal reto de la DMT de reducir
su tiempo de equilibrio, explotaremos la conocida propiedad de que un mismo
equilibrio puede alcanzarse a través de estados iniciales y vias muy diferentes.
Esto significa que la concentracion final del analito en el aceptor en el equilibrio
es independiente de la concentracion inicial del analito en el aceptor. Por lo
tanto, podemos ir mas all4 del paradigma actual en la DMT de empezar sin
ningdn analito en la solucion del aceptor. Esta posibilidad abre el camino para
aprovechar la gran experiencia del grupo adquirida con la técnica AGNES al
utilizar la llamada estrategia de "dos pulsos". Asi, la propuesta de esta tesis es
introducir en el aceptor cantidades adecuadas de analito y dejar que la
concentracion se relaje hacia el equilibrio desde posiciones mucho mas
cercanas a él, de modo que el tiempo para alcanzarlo se reduzca
drasticamente.

g. Mejoras en la técnica AGNES.

Una de las limitaciones de AGNES es que, cuando se utilizan electrodos
HMDE estandar, los tiempos de deposicibn requeridos para bajas
concentraciones pueden ser prohibitivos. Este es el caso de una serie de
sistemas de relevancia medioambiental en los que hay que buscar
concentraciones de metal libre muy bajas. Esto sucede -por ejemplo- en
muchos sistemas de indio debido, tanto a la baja concentracion total como a la
gran extension de las reacciones de hidrdlisis (incluso a valores de pH muy
acidos). Una forma de abordar este problema (cuando no se esta limitado por
el volumen de la muestra) es con el uso del electrodo de disco giratorio, en el
gue se deposita una fina pelicula de mercurio en la punta de un eje giratorio.
Debido a la hidrodindmica mejorada, la acumulacién en la pelicula es mucho
més rapida y el tiempo de deposicion de AGNES puede reducirse
considerablemente. En esta tesis, implementaremos y desarrollaremos este



ventajoso electrodo para abordar la solubilidad de nanoparticulas de indio en
nuestro laboratorio.

h. Aplicacion de las técnicas mejoradas a las aguas dulces.

Las técnicas y estrategias desarrolladas anteriormente se aplicaran, como caso
de estudio, a diferentes puntos seleccionados en el tramo final del rio Ebro
(Tarragona). Dado que otros grupos han reportado datos de especiacion para
algunos puntos seleccionados, podremos realizar una comparacion y
evaluacion de tendencias. Para tener una base comun, todas las técnicas se
aplicardn simultaneamente al mismo medio acuético, bien mediante
despliegues in situ (DMT) o bien mediante recogida de muestras y posterior
analisis en el laboratorio (AGNES). También se comparard con resultados
obtenidos con técnicas de flujo (DGT y LASV).

i. Aplicacién de las técnicas mejoradas al agua de mar.

Inicialmente, se realizard una comparacion multitécnica en el laboratorio con
agua de mar sintética adicionada con los analitos relevantes, como Zn, Ni, etc.
De este modo, las diferentes técnicas se probaran simultaneamente en las
mismas muestras para combinar la informacién proporcionada por cada una de
ellas en una descripcién integrada. En particular, siempre que se disponga de
datos para el mismo analito, se comparardn las concentraciones de iones
metalicos libres halladas por AGNES y DMT y se analizara en profundidad
cualquier diferencia relevante.

Tras la validacion en agua sintética, se abordaran las aguas superficiales
naturales. Se realizardn muestreos en el Mar Mediterraneo, justo delante del
delta del Ebro, para poder comparar los resultados del agua de mar con los del
agua dulce del rio Ebro. Estas actuaciones, aunque centradas sobre todo en la
aplicacion y comparacion de técnicas, deberian aportar también informacién (til
sobre las condiciones fisicoquimicas especificas del Mediterraneo en la costa
préxima al delta del Ebro

j.  Tratamiento de los resultados, interpretacion.
k. Redaccién de articulos (para revistas de alto factor de impacto) y del

documento de tesis.

Calendario del cronograma detallado de actividades

Primer afio Segundo afio Tercer afo
Actividades T|T|T|T | T | T | T |T|T | T|T]|T
1123412 34|12 |3]| 4
a. Bibliografia XX | X | X | X[ X | X | X|X|X]X]|X
b. Aprendlzaje_tecnlco N N % | x
laboratorio
c. Cursos de formacion | X X X X
d. Congresos X X




e. Estancia X | X | X

f. Desarrollo de
estrategias en DMT

g. Mejoras técnica
AGNES

h. Aplicacion de
técnicas agua dulce

i. Aplicacion de técnicas
agua de mar

j- Interpretacién y
tratamiento de X X | X X X | X | X | X
resultados

k. Redaccion de tesis y
articulos
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