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RESUMEN

Los microagregados de tamafo arcilla (< 2um) y limo (2-50 uym), que se generan
por la interaccion de la fraccion mineral y el material organico, son la unidad
basica de estructura en el suelo, y constituyentes de sedimentos y aguas. Las
caracteristicas de los microagregados son de gran importancia desde el punto de
vista medioambiental en lo que respecta a procesos tales como erosion,
transporte de particulas, formacion de sedimentos, movilizacién de nutrientes y
pesticidas y estabilizaciéon quimica de la materia organica. En esta tesis se estudia
la interaccion de los acidos humicos (AH), que forman parte importante de la
materia organica, con la fraccion mineral de tamafo arcilla (<2 um), ambos
extraidos de un mismo suelo de la Region Semiarida Pampeana Argentina.

Luego del capitulo 1 a modo introductorio, los capitulos 2 y 3 describen los
procedimientos de extraccion y caracterizacion del AH y de la fraccion arcilla del
suelo. Se aplican diversos métodos de caracterizacion para determinar la
composicion elemental, los grupos funcionales, las propiedades de carga y el
tamano de ambas fracciones.

En el capitulo 4 se realiza un estudio cinético de agregacién del AH evaluando el
efecto del calcio a diferentes pH. Se utiliza espectroscopia UV-visible para
determinar la fraccion de AH agregado en funcién del tiempo y medidas de
potencial zeta para determinar las propiedades de carga de las moléculas. Se
propone un mecanismo de agregacion de dos etapas, una union rapida del calcio
al AH y una formacién lenta de agregados de moléculas AH-calcio. Se determina
la concentraciéon de coagulacion critica (CCC) de calcio para el AH en un valor
1+0,2 mM.

En el capitulo 5 se estudia la adsorcion/agregacion del AH a la fraccién arcilla del
suelo, en presencia de calcio. Se cuantifica el AH y el calcio en solucion luego de
la adsorcion por UV-visible y electrodo selectivo de iones calcio respectivamente.
Se determina que bajas concentraciones de iones calcio favorecen la adsorcion,
mientras que altas concentraciones inducen la agregacion del AH. Se propone el
uso de graficos novedosos para detectar el proceso de agregacion. Se determina
la CCC de iones calcio para el AH en presencia de la fraccioén arcilla en un valor
0,7 mM. EIl valor levemente inferior a la CCC del AH en ausencia de particulas
solidas, ocurre porque la superficie sélida actia como centro de nucleacion,
favoreciendo la agregacion.

Finalmente en el capitulo 6 se analiza la cinética de sedimentacion de la fraccion
arcilla del suelo, en presencia de iones sodio y calcio y AH. La sedimentacion se
monitorea empleando espectroscopia visible, una técnica facilmente accesible en
laboratorios de la especialidad. También se evalua el tamafio de los agregados
formados mediante Dispersion de luz dinamica. A partir de los datos cinéticos se
construyen curvas de estabilidad de la fraccion arcilla y se determina la CCC de
sodio y calcio. No se observa efecto de la presencia de AH sobre la CCC de iones
calcio.



ABSTRACT

Microaggregates of clay (<2um) and silt (2-50 ym) size are generated by the
interaction of the mineral fraction and the organic material and they are the basic
unit of the soil structure, and sediment and water constituents. Microaggregates
are of great importance from an environmental point of view with regard to
processes such as erosion, particle transport, sediment formation, mobilization of
nutrients and pesticides and chemical stabilization of organic matter. In this thesis
the interaction of humic acids (HA), which are an important part of organic matter
with the mineral clay size fraction (<2 ym), both taken from the same soil in the
Semiarid Pampa Argentina Region is studied.

Chapter 1 is introductory and background information is given. Chapters 2 and 3
describe the extraction and characterization of AH and clay soil fraction. Some
characterization methods are applied to determine the elemental composition, the
functional groups, the zeta potential and the size of both fractions.

Chapter 4 shows a kinetic study of aggregation of AH by evaluating the effect of
calcium at different pH. UV-visible spectroscopy is used to determine the fraction
of HA aggregated as a function of time and zeta potential measurements are used
for determining charge properties of the molecules. A mechanism for aggregation
of two steps is proposed, fast attachment of calcium to AH and a slow formation of
aggregates of molecules AH-calcium. The critical coagulation concentration (CCC)
for calcium is 1 + 0.2 mM.

Chapter 5 presents the adsorption and aggregation of AH to clay soil fraction
studied in the presence of calcium by adsorption isotherms. HA and calcium in
solution after aggregation are quantified by UV-visible and calcium-selective
electrode respectively. It is determined that low calcium concentrations favor
adsorption, while high concentrations induce aggregation of HA. The use of novel
graphics intends to detect the aggregation process. Calcium CCC for AH is
determined in the presence of the clay fraction at 0.7 mM. The CCC slightly lower
than the CCC obtained in chapter 4 for AH in the absence of solid particles, takes
place because the solid surface acts as a nucleation center, favoring aggregation.

Chapter 6 shows deposition kinetics of clay soil fraction analyzed in the presence
of sodium and calcium ions and AH. Sedimentation is monitored using visible
spectroscopy, an easily accessible technique in laboratories. The size of the
aggregates is also evaluated by Dynamic light scattering. From the kinetic data are
constructed stability curves for clay fraction and CCC for sodium and calcium are
determined. No effect of the presence of HA on CCC calcium was observed.
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Capitulo 1. Introduccion
General



1.1. Antecedentes

Segun un informe de la ONU (1), en el aino 2030 1.400 millones de
personas se sumaran a la poblacién actual, y el 60% del total residira en zonas
urbanas, donde la mayor demanda de alimentos y fibras no solo se debera al
aumento del numero de habitantes, sino también a las pautas de consumo
urbanas. A ello se suma la produccion destinada a la obtencion de
biocombustibles y la presion originada por la desregulacién de los mercados
por especulacion financiera (2)

Hasta el momento, los modelos productivistas, que direccionaron los
avances en ciencia y tecnologia, permitieron cubrir la creciente demanda de
productos agropecuarios, pero estos han sido poco efectivos para atender los
impactos ambientales y sociales no deseados. En nuestro pais, la aplicacion de
este tipo de modelos en las ultimas décadas tuvo como consecuencia que la
superficie dedicada a agricultura se expandiera en alrededor del 30%, llegando
practicamente al limite de las tierras aptas disponibles, mientras que la
superficie dedicada a monocultivo, en igual periodo, se triplicd, cubriendo en la
actualidad cerca del 75% de la superficie cultivada. Asi, muchas producciones
regionales, al igual que la produccién ganadera, fueron reemplazadas por
monocultivos o desplazadas a regiones marginales con las consecuencias
l6gicas de desplazamiento de la poblacion rural, degradacion de ecosistemas
fragiles (montes naturales degradados, desaparicion de humedales, etc.) e
incremento del riesgo de la produccion (3)

Para aprovechar la creciente demanda de alimentos y fibras, bajo un
modelo de produccion sustentable que garantice mayores saldos exportables y
la seguridad alimentaria interna, pero con fuertes limitaciones en Ila
disponibilidad de tierra y agua y con problemas ambientales no resueltos, es
necesario fijar una adecuada estrategia de produccion agropecuaria (4). En
este contexto, el modelo agroecolégico se presenta como una interesante
alternativa de gestion de la produccién. Este modelo permite que la actividad
agricola sea mas sostenible al trabajar con los ecosistemas de forma integrada,
utilizando recursos renovables y locales, conservando la fertilidad del suelo,
manteniendo una mayor biodiversidad, disminuyendo la aplicacion de

agroquimicos y haciendo un mejor uso del agua. (5)




Aun existen muchas vacancias en el desarrollo de conocimientos sobre
el manejo del suelo y el agua, si se pretende resolver los problemas
productivos y ambientales, especialmente dentro del modelo agroecoldgico, en
los procesos de reciclado de residuos agropecuarios, urbanos e industriales,
degradacion de pesticidas y otros servicios ecosistémicos del suelo. El manejo
de esos procesos requiere de un conocimiento profundo de los mecanismos
que los gobiernan, a fin de detectar a tiempo variaciones en su evolucion y

poder predecir potenciales deterioros de los recursos naturales involucrados.

1.2. El suelo

El suelo es considerado la lamina mas activa de la superficie de la tierra.
Para el afio 2050, los suelos de todo el mundo deberan proveer servicios de
variado tipo a una poblacion estimada de 9600 millones de habitantes (6). Entre
ellos se destacan:

1. Servicios de soporte para el ciclado de nutrientes, retencion y
liberacion de agua, formacion de suelo, intercambio de gases con la
atmosfera, entre otros.

2. Servicios de a) regulador de clima, a través del secuestro de carbono
desde la atmosfera y control de emisiones de gases con efecto
invernadero, b) regulador de flujos de agua, incluyendo filtracion y
purificacion, c¢) regulador de calidad de aire, por atenuacién de
contaminantes de erosion edlica, entre otros.

3. Servicios de provision de alimentos, combustibles, fibras, agua,
fuentes minerales, entre otros.

4. Servicios culturales, como preservacion de la arqueologia,
recreacion, intereses religiosos.

Por lo tanto asegurar una buena calidad de suelo se considera de vital
importancia para el sostenimiento global de la biosfera.

La estructura del suelo es un factor clave de calidad, y le permite llevar a
cabo sus funciones ecosistémicas de regulaciéon de agua y flujo de gases,
reserva de agua y nutrientes, penetracion y crecimiento de raices entre otras.
La estructura del suelo puede definirse como el arreglo de minerales primarios

y particulas organicas del suelo en unidades secundarias llamadas agregados.




En el espacio interagregado se generan poros que almacenan agua y aire. La
proporcion aproximada de poros ocupados por agua y aire respecto de las

particulas minerales y organicas puede observarse en la Figura 1.1.

Materia organica
5%

Agua 20-30 %

Fracchon mineral

45% Alre 20-30 %

Figura 1.1. Fases del sistema suelo.

Por lo tanto, el suelo puede verse como una mezcla heterogénea de
particulas primarias (arena, limo, arcilla y materia organica) las cuales se
organizan en niveles jerarquicos de diferente complejidad por medio de
procesos interfaciales que unen estas particulas, tales como la agregacion o
floculacion (7) (8) (9). La importancia fundamental de la materia organica en la
formacion de la estructura y fertilidad del suelo es bien reconocida (10).

La agregacion de las particulas del suelo depende fundamentalmente de
su composicion. Las particulas primarias del suelo difieren no solo en su
tamarno, sino también en su composicion. Los minerales menos estables, como
carbonatos y feldespatos tienden a acumularse en las fracciones de tamafo
arena y limo (2 — 2000 um). Estas son relativamente inactivas desde el punto
de vista fisicoquimico, debido a su baja carga eléctrica y area superficial. En
contraste, la fraccion arcilla (< 2 ym) concentra los materiales de suelo mas
activos, tales como filosilicatos y oxo-hidréxidos metalicos. Debido al pequefio
tamano de sus particulas y su gran area superficial, la fraccién arcilla se
considera la fraccién coloidal del suelo (11) (12) (9). Esta ultima es una fraccién
critica en el desarrollo de estructura del suelo, dado que favorece la formacién

de complejos érgano-minerales y de poros de menor tamano.




Uno de los principales procesos de degradacion de la calidad del suelo
es la pérdida de estructura que ocurre en los suelos agricolas (11) (13). En
muchos casos, esta pérdida de estructura se atribuye a la ruptura de los
agregados y a la dispersion coloidal de las particulas. La ruptura de los
agregados produce una exposicion del carbono organico protegido a los
procesos de mineralizacion microbiana lo cual puede incrementar Ila
mineralizacion y emisién de diéxido de carbono (14). Ademas, la dispersion de
particulas coloidales de tamafio < 2 ym modifica la estructura y contribuye a la
erosion hidrica del suelo. Un transporte rapido de coloides dispersos en agua a
través de vias preferenciales en la estructura porosa del suelo ha sido
considerado como un mecanismo potencial para la contaminacion con
sustancias quimicas unidas a la materia organica asociada a coloides (15).

La liberacion y el transporte de coloides en los suelos agricolas estan
condicionados por el flujo hidrodinamico del agua y por las condiciones
quimicas de la solucion del suelo. La presencia de materia organica, el pH, la
concentracion vy tipo de electrolitos son factores cruciales que determinan la

concentracion de coloides dispersos en agua (7) (16).

1.3. La materia organica

La materia organica del suelo se define como la fraccion organica del
suelo, excluidos los residuos animales y vegetales aun no descompuestos.
Representa un sistema complejo de sustancias cuya dinamica es gobernada
por el aporte de residuos organicos de diversa naturaleza y por la
transformacién continua a través de factores biolodgicos, quimicos y fisicos. Es
por eso que incluye una variedad importante de compuestos de complejidad
variable (10).

El principal constituyente de la materia organica es el carbono, que llega
a representar entre el 40 y el 60 % de su masa dependiendo del grado de
transformacion. Un esquema simplificado del ciclo del carbono se muestra en la
Figura 1.2. Las plantas en presencia de agua, nutrientes y energia toman el
diéxido de carbono del aire para transformarlo en compuestos organicos. Una
vez concluido el ciclo de la planta o alguna de sus partes, ingresa al suelo

donde es activamente transformado por los microorganismos. En este proceso




los microorganismos obtienen nutrientes y energia, una gran parte del carbono
vuelve a la atmdsfera como didxido de carbono, y otra sufre transformaciones

de resintesis y polimerizacién dando lugar a las sustancias humicas (SH).

CO,; \\V-q‘.
"

Sustancias
Hdmicas

Residuos

Biomasa
microbiana

Nutrientes

Figura 1.2. Principales flujos de carbono en el sistema suelo-planta-atmaésfera.

El proceso de transformacion biolégica de los residuos organicos es
caracteristico de cada sistema y es un factor determinante en la liberacién de
nutrientes. Es decir, la materia organica es un elemento clave en relacion con
la fertiidad de los suelos y la productividad de los cultivos. Esto es
particularmente importante en ambientes semiaridos y subhumedos, donde
influye favorablemente sobre la dinamica del agua y de los nutrientes (17).

La materia organica de suelo, agua y sedimentos incluye sustancias no
hamicas y SH. Las primeras comprenden al material organico menos
transformado, responsable de la disminucion de materia organica al cultivar
suelos virgenes y es facilmente alterable por las practicas de manejo
agrondmico. Las segundas corresponden al material mas estable, mas
resistente a la degradacion, encontrandose en mayor proporcion en los suelos
comparado con las fracciones mas labiles (18) (9).

Para la fertilidad del suelo son tan importantes las SH como los residuos
menos transformados o la biomasa microbiana. Un enfoque integral de la

materia organica del suelo deberia considerar la calidad y las transformaciones




de las fracciones organicas, asi como el ambiente donde interaccionan el
sustrato y los microorganismos. En este sentido, los diferentes mecanismos de
proteccion de la materia organica en el suelo tienen un importante rol en la
velocidad de las transformaciones.

Se conoce que la materia organica del suelo puede alojarse en
diferentes sitios: adsorbida a particulas minerales, dentro de microagregados,
dentro de macroagregados pero por fuera de los microagregados y puede
encontrarse como materia organica libre. Estas diferentes localizaciones
implican diferente estabilidad, propiedades e interacciones en el suelo (9).

Se han realizado estudios a nivel local respecto de los contenidos de
carbono y velocidad de respiracién en fracciones de agregados para evaluar el
efecto de diferentes sistemas de labranza (14). Sin embargo hay poca
informacion respecto de los mecanismos involucrados en el almacenamiento y

conservacion de carbono en fracciones mas estables, tal como las SH (19).

1.4. Estudios de adsorcion / agregacion de SH en suelos

Las SH pueden unirse a la fraccion mineral del suelo a través de una
variedad de mecanismos que dependen de las propiedades del material
organico, de la superficie mineral y de las condiciones quimicas de la solucién
del suelo, tales como pH, fuerza idnica y presencia de cationes (20) (21).

Las isotermas de adsorcion son utilizadas para describir la adsorcion en
la interface sélido/liquido cuantitativamente. Estas representan la distribucion
de los solutos entre el solvente liquido y el adsorbente sélido a temperatura
constante bajo condiciones de equilibrio. La cantidad de soluto adsorbida en
funcion de la concentracion de equilibrio cuantifica el proceso de adsorcion,
mientras que la forma de las isotermas puede proveer informacién cualitativa
de la naturaleza de las interacciones del soluto con la superficie (8) (9).

La adsorcion de SH por minerales ha sido investigada en numerosas
publicaciones empleando isotermas de adsorcién, donde los aspectos
cualitativos de pares de compuestos mineral — SH han sido el punto de estudio
(22) (23) (24) (25) (26). Se han observado isotermas de diferente forma en
funcion de los pares de compuestos estudiados. La afinidad de las SH por las

superficies minerales varia con la composicién quimica de la superficie del




mineral debido a los diferentes mecanismos de interaccion involucrados. Por
ejemplo los 6xidos de hierro y aluminio adsorben SH principalmente a través
del intercambio de ligando al igual que la kaolinita. Mientras que la
montmorrillonita adsorbe SH principalmente por puentes catidnicos y efectos
hidrofébicos (8).

En los estudios de adsorcidén se ha observado numerosas veces el
fraccionamiento de las SH luego de la adsorcion (22) (23) (27) (28), siendo en
general los compuestos organicos hidrofébicos con alto peso molecular los que
se adsorben preferentemente a las superficies minerales. Por otra parte, los
componentes organicos que permanecen en solucion son menos aromaticos, o
cual sugiere una adsorcidén selectiva que podria influir en la distribucion de
componentes organicos en suelos y aguas. Otros estudios han demostrado que
diferentes arcillas u 6xidos exhiben una adsorcion selectiva hacia diferentes
componentes organicos de las SH (28) (29).

Ademas del fraccionamiento de SH mencionado, la conformacién del
material organico adsorbido a la superficie mineral es un detalle importante a
tener en cuenta cuando se analiza la estructura de los complejos dérgano-
minerales formados. Varios autores han reportado la existencia de una
cobertura organica como bilamina sobre la superficie mineral. Ghabbour et al.
(30) sugirieron que la adsorcion de AH sobre minerales ocurre en dos pasos
consecutivos, el primer paso es la formacion de una monolamina y el segundo
paso es la asociacion de moléculas de AH “libres” con el AH adsorbido.
Vermeer et al. (31) midieron el espesor de la lamina de AH adsorbido sobre
particulas minerales y concluyeron que el humico adsorbido puede describirse
como una lamina dinamica que se extiende hacia la solucion. Usando
microscopia de fuerza atdmica, Namjesnik-Dejanovic y Maurice (32)
observaron esferas de materia organica y bilaminas sobre las particulas
minerales y concluyeron que la conformacion de los humicos sorbidos
representa agregados y estructuras complejas.

Es importante considerar que la adsorcion, el fraccionamiento y la
conformacioén (u arreglo estérico) de las SH en la superficie de los minerales
ocurre de manera diferente dependiendo de las propiedades de la solucién.
Factores tales como la concentracion de mineral, el pH, la fuerza ibnica, la

concentracion relativa de cationes mono y polivalentes, y la temperatura tienen




un impacto sobre la adsorcion de SH (22) (33) (25). La saturacién de arcillas
con cationes polivalentes puede mejorar la adsorcion de SH sobre las
superficies minerales. Majzik y Tombacz (25) concluyeron que los cationes
multivalentes como el calcio tienen una influencia importante en el proceso de
adsorcion de AH sobre la superficie de arcillas, particularmente bajo

condiciones medioambientales.

1.5. Estudios cinéticos de agregacion / sedimentacion de SHy
minerales

La movilidad de las particulas en la solucion del suelo y en aguas
depende de su tendencia a permanecer en suspension, por lo que una
evaluacion de su tendencia a la agregacion permite predecir cual sera su
velocidad de sedimentacion y por lo tanto su remocion desde la fase acuosa
(34). Buena informacion acerca de los mecanismos de interaccion entre
particulas coloidales puede obtenerse a partir de estudios cinéticos. Se conoce
que las SH influyen la velocidad de agregacion de coloides por adsorberse a la
superficie de las particulas, inducir fuerzas electrostaticas repulsivas y generar
impedimentos estéricos que alteran la cinética de agregacion (35) (36) (37).

Es importante considerar los factores que influyen la cinética del proceso
de agregaciéon de SH. Se ha observado que la disminucién del pH promueve la
formacion de agregados debido a la protonacion de grupos funcionales de las
SH (carboxilatos y fenolatos), lo cual disminuye la repulsién electrostatica entre
las moléculas y favorece la formacibn de puentes de hidrogeno
intermoleculares. La agregacion también ocurre por la presencia de cationes,
via neutralizacién de cargas y formacion de puentes cationicos (38) (39). Sin
embargo no existen datos concretos acerca de la cinética de estos procesos ni
del mecanismo por el cual la agregacion o precipitacion de AH y minerales

tienen lugar en medios acuosos.

1.6. Objetivo y Diagramacion de la tesis
El objetivo general de esta tesis es estudiar la interacciéon de las SH,
particularmente la fraccién de acidos humicos (AH), con la solucién del suelo y

con la fraccion arcilla del suelo. Para esto se realizaron tres tipos de estudios.




En primer lugar se evalu6 el comportamiento de agregacion de las moléculas
de AH en solucion en presencia de iones calcio y pH variables, que
representan las condiciones de la solucién del suelo. Luego se estudio la
adsorcién/agregacion de AH a la fraccion arcilla extraida del suelo, analizando
el efecto de concentraciones variables de iones calcio. Finalmente se estudi6 el
comportamiento de sedimentacion de la fraccién arcilla, analizando el efecto de
iones sodio y calcio y la presencia de AH. Se hace énfasis en la cinética de los
procesos de adsorcion y agregacion y en el efecto del calcio en estos procesos.

La tesis se ha estructurado en capitulos de la siguiente manera:

Capitulo 2. Extraccion y caracterizacion del AH del suelo. Se describe el
meétodo de extraccion del AH y los resultados obtenidos de caracterizacion
fisico-quimica que ayudan a dilucidar su reactividad en presencia de cationes
metalicos y minerales del suelo.

Capitulo 3. Extraccién y caracterizacién de la fraccion arcilla del suelo.
Se describe el método de separacién de la fraccién arcilla y los resultados
obtenidos de caracterizacion fisico-quimica que ayudan a dilucidar su
reactividad en presencia de AH y cationes metalicos.

Capitulo 4. Cinética de agregacion del AH: efecto del pH y de iones
calcio. Los efectos del pH y la concentracion de calcio son investigados a fin de
desarrollar un mecanismo de agregacion simple y obtener informacién respecto
de la dinamica de los AH en el medioambiente. Este capitulo dio lugar a un
articulo publicado en Colloids Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects. 427:76-
82, 2013.

Capitulo 5. Interacciéon del AH y la fraccién arcilla: adsorcion y
agregacion superficial. Los efectos del calcio sobre el comportamiento de
adsorciéon/agregacion del AH son evaluados a partir de medidas de potencial
zeta, microscopia e isotermas de adsorcion de AH y de calcio. La posibilidad de
agregacion superficial es especialmente abordada e investigada. Este capitulo
dio lugar a un articulo publicado en Environmental Chemistry,
http://www.publish.csiro.au/paper/EN14157.htm, 2015.

Capitulo 6. Estudio de Agregacién / Sedimentacion de la fraccion arcilla
del suelo. Se presenta una evaluacién de la cinética del proceso en presencia
de AH y cationes sodio y calcio.

Capitulo 7. Conclusiones finales.
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Capitulo 2. Extraccion
y Caracterizacion del
Acido Humico del Suelo



2.1 Introduccioén

Como se menciona en el Capitulo 1, la materia organica o componentes
organicos de suelos, aguas y sedimentos incluyen sustancias no humicas y SH.
Las sustancias no humicas corresponden a materiales organicos cuyas
caracteristicas quimicas son identificables, tales como glucidos, proteinas,
acidos organicos, etc., la mayoria de ellos son biodegradables y tienen una
corta vida en los suelos. Las SH, por el contrario, son moléculas organicas
complejas, formadas a partir de la descomposicion de residuos vegetales,
animales y microbianos, que se caracterizan por no presentar caracteristicas
fisicas y quimicas especificas, tales como composicion elemental definida y
punto de fusidn concreto, entre otros aspectos (1).

Las SH son abundantes y persistentes en la biosfera y se presentan
tanto en forma particulada como disuelta en suelos, agua y sedimentos (2).
Participan en la estabilizacion de agregados de suelos, en la movilizacion de
sustancias quimicas organicas e inorganicas y en el secuestro de carbono
desde el diéxido de carbono atmosférico (3), por lo que cumplen un rol
fundamental en el area agronémica y medioambiental. Sin embargo, a pesar
de las numerosas investigaciones que se han llevado a cabo con SH, no se
sabe todavia con certeza como las SH cumplen estos roles, y se requiere mas
informacion sobre su interaccién con otras moléculas organicas, con iones
metalicos y con los coloides inorganicos del suelo.

Hay dos opiniones diferentes respecto de la estructura molecular de las
SH (4). Desde el punto de vista tradicional, se propone que las SH son una
mezcla de moléculas poliméricas relativamente grandes que varian en tamafo
desde 2000 Da para las fracciones mas pequefias a 1.300.000 Da para las
moléculas mas grandes (5). En cambio, de acuerdo a conceptos modernos, las
SH son consideradas como ensamblados supramoleculares de moléculas mas
pequenas, de tamafo aun no definido, las cuales forman asociaciones
dinamicas estabilizadas por interacciones hidrofobicas y puentes de hidrogeno
(6) (7). Este ultimo concepto ha ganado muchos adeptos en las ultimas
décadas (8) (9).

La persistencia de las SH en suelos y otros medios naturales se atribuye
a las asociaciones que estas experimentan en el ambiente. Entre las

interacciones mas importantes deben destacarse las que involucran cationes,
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tales como iones metalicos del tipo calcio, cobre, plomo, aluminio, hierro, entre
otros. La interaccion de las SH con cationes ocurre tanto en su forma inmdvil,
en la fase solida de suelos y sedimentos, como en su forma disuelta, la cual
puede ser movil y transportar estos iones. La union de cationes a las SH ejerce
un control sobre la reactividad del catidn, incluyendo su biodisponibilidad, e
influye sobre el estado fisicoquimico del humus, modificando por ejemplo su
estado de adsorcidn o agregaciéon (2). De particular importancia son las
asociaciones con coloides inorganicos del suelo. La afinidad de las SH por las
superficies de minerales varia con la composicion quimica del mineral, debido a
que estan involucrados diferentes mecanismos de interaccion. El intercambio
de ligando se propone como mecanismo a la adsorcion de SH sobre éxidos de
hierro y aluminio, mientras que puentes catidnicos e interacciones hidrofobicas
son utilizados para explicar la adsorcion de SH sobre minerales de arcilla que
poseen cargas estructurales negativas, como la montmorillonita (10).

Las SH son definidas operacionalmente en términos del método usado
para extraerlas del suelo, sedimentos o agua. El procedimiento de extraccion
clasico aisla tres fracciones principales: acidos humicos (AH), acidos fulvicos
(AF) y huminas. Estas fracciones son definidas en términos de su solubilidad
en medio acuoso como funcion del pH. El AH es la fraccion de sustancia
humica que no es soluble en agua bajo condiciones de pH menor a 2. El AF es
la fraccion soluble en medio acuoso a todos los valores de pH. Mientras que la
humina es la fraccién insoluble en medio acuoso en todo el rango de pH (11).
Dentro de la comunidad cientifica hay una discusidn respecto de cuan
representativas son las fracciones de SH aisladas del material organico en su
estado natural (2). Sin embargo, es inevitable aislar las fracciones para poder
caracterizarlas, y el aislamiento de SH es hoy la aproximacion mas empleada
para el estudio de sus interacciones y funciones en el ambiente (3).

Se han publicado en la literatura varios métodos para aislar SH de
suelos, sedimentos y aguas. En gran medida estos dependen del control de la
carga eléctrica de las diferentes moléculas: si éstas estan altamente cargadas
(a pH elevado) son mas solubles, cuando la carga disminuye (pH bajo), ocurre
la precipitacion de las moléculas (2). La Sociedad Internacional de Sustancias

Humicas ha propuesto un método de aislamiento y fraccionamiento de SH (12),
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que recomienda aplicar a diferentes estudios para lograr resultados
comparables.

Hay mucha informacién disponible en la literatura sobre las SH,
considerando su rol en el medioambiente, pero dicha informacién no es bien
comprendida. A pesar de las diferencias existentes entre las SH de distinto
origen, la uniformidad en muchas de sus propiedades es evidente,
independientemente de la diversidad en la localizacién geografica, origen y
condiciones climaticas en las que se han generado (9). A nivel quimico se
conoce el contenido elemental promedio y en cierto grado el contenido de
grupos funcionales que puede tener una muestra de humico, pero la
informacion sobre la estructura de las SH es mucho mas incierta (13). Se sabe
que son mezclas de muchos componentes, por lo que mas que esperar obtener
una férmula molecular definida, las técnicas de caracterizacién constituyen la
base para la justificacion de su reactividad quimica.

El objetivo de este capitulo es aislar y fraccionar un AH proveniente de
un suelo de la Region Semiarida Pampeana Argentina, y realizar una
caracterizacion fisico-quimica del mismo que ayude a dilucidar su reactividad

en presencia de cationes metalicos y minerales del suelo.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Muestreo y analisis de suelo

Una muestra compuesta de tres sub-muestras de suelo se extrajo a 20
cm de profundidad desde un suelo agricola (labranza convencional) de la
Region Semiarida Pampeana Argentina clasificado como Haplustol Entico (14)
(36°10’S- 64°19°0). En la Figura 2.1 se indica la ubicacién del punto de
muestreo. La muestra de suelo se seco al aire y se tamizd con un tamiz de 2
mm de malla. Se analizaron los siguientes parametros fisicos y quimicos sobre
la muestra de suelo: la composicidn granulométrica empleando el método del
hidrometro de Bouyoucos (15), el pH en pasta, el contenido de carbono y
nitrogeno total por combustion seca (16) y la capacidad de intercambio

cationico con acetato de amonio a pH 7 (17).
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Figura 2.1. Croquis de ubicacion del sitio de muestreo de suelo. Se muestra una imagen
satelital (izg.), un mapa de la provincia de La Pampa con el punto que indica el sitio de

muestreo (der. inf.) y un mapa de la Republica Argentina donde se ubica la provincia (der.

sup.).

A continuacion se describe el método utilizado en este trabajo para la
extraccion del AH del suelo, y posteriormente las técnicas de caracterizacion

aplicadas al AH en estudio.

2.2.2. Extraccion de AH

El AH se extrajo, purifico y liofilizd a partir de la muestra de suelo de
acuerdo al procedimiento recomendado por la Sociedad Internacional de
Sustancias Humicas (12). EI mismo consta de varias etapas, que se culminan
en un minimo de 6-7 dias de trabajo de laboratorio. A continuacién se
describen las etapas del procedimiento, separadas de acuerdo a sucesivos
dias de trabajo:
Dia 1. La muestra de suelo se seco al aire, se removieron las raices y se
tamizé empleando un tamiz de 2 mm.
Dia 2. Se adicion6 a la muestra un volumen de HCI 0,1 M a fin de tener una

relacion acido a muestra de 10:1, ajustando el pH de la suspension a un valor
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entre 1 y 2. Se agitd la suspension durante 1 h, se dejo la suspension en
reposo y luego se separo el sobrenadante (con AF fraccion 1) del residuo (con
AH) por decantacién. El residuo de suelo se llevé a pH 11 con NaOH 1 M,
luego se adicion6 NaOH 0,1 M bajo atmdsfera de nitrdgeno hasta obtener una
relacion solucion a suelo de 10:1. Se agitd la suspension durante 4 h bajo
atmosfera de nitrogeno. Se dejé la suspension en reposo toda la noche.
Dia 3. Se recolect6 el sobrenadante (con AH) por decantacion, separandolo de
la fase precipitada (con huminas). El sobrenadante se acidific6 con HCI 6 M
bajo agitacion constante hasta pH 1, y luego se dejo la suspension en reposo
por 12 h.
Dia 4. Se centrifug6 para separar el residuo de AH del sobrenadante (con AF
fraccion 2). Se redisolvié la fraccion de AH adicionando, bajo atmdsfera de
nitrégeno, un volumen de KOH 0,1 M hasta lograr pH 11. Se adicion6 KCI hasta
obtener una concentracién 0,3 M y luego se centrifugdé a alta velocidad para
remover los soélidos suspendidos. Se reprecipitd el AH por adicion de HCI 6 M
hasta pH 1 bajo agitacion continua y se dejdé la suspension en reposo
nuevamente durante 12 h.
Dia 5. Se centrifugd y se descarté el sobrenadante. Se suspendié el AH
precipitado con soluciéon de HF 0,3 M / HCI 0,1 M, para reducir la presencia de
solidos inorganicos, y se agitod toda la noche a temperatura ambiente.
Dia 6. Se transfirid el precipitado a una bolsa de dialisis, y se dializ6 contra
agua destilada hasta que el agua de didlisis dio valores negativos al test de
cloruros con AgNOQOs.
Dia 7. Se liofilizé la muestra y se guardoé en un tubo plastico con tapa.

En la Figura 2.2 se observa un esquema que resume las etapas de

extraccion y purificacidn mencionadas previamente.
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Muestra de suelo

Tamizado 2 mm
Fraccion de suelo <2 mm
HCl pH<2
v
Sobrenadante: AF Residuo: AH
fraccion 1
NaOH pH>10
Sobrenadante: AH Residuo: huminas
HCl pH<2
y
Sobrenadante: AF Residuo: AH
fraccion 2
HF / HCl (eliminacion de sdlidos inorgdnicos)
AH

Didlisis y liofilizacion

Figura 2.2. Esquema general de las etapas del procedimiento de extraccion y purificacion del
AH.

2.2.3. Analisis elemental

La composicion elemental del AH obtenido a partir de la muestra de
suelo fue determinada por combustion seca (16) empleando un autoanalizador
EXETER CE 440. El contenido de carbono y nitrogeno fue paralelamente
determinado en el laboratorio de suelos de INTA Anguil empleando un
autoanalizador LECO Truspec CN. En el autoanalizador la muestra es oxidada
de forma rapida (950-1000 °C) de modo tal que todo el material organico e
inorganico es transformado en productos de combustion. Estos ultimos son
cuantificados segun su contenido de carbono empleando un detector IR, y

segun su contenido de nitrégeno y oxigeno empleando una celda de
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conductividad térmica. El contenido de hidrogeno se determina comunmente
por diferencia con los demas elementos. Ademas se cuantifico el contenido de

cenizas calcinando la muestra a 750 °C durante 4 h.

2.2.4. Microscopia Electronica de Barrido

La microscopia electrénica de barrido (Scanning Electron Microscopy,
SEM) fue utilizada para investigar el tamafio y forma de las particulas soélidas
de AH. Se utiliz6 un microscopio JEOL 35 CF equipado con un detector de
electrones secundarios. La muestra se preparé en una matriz de grafito
recubierta con una lamina de oro de aproximadamente 300 A. Debido a que el
equipo utilizado tiene acoplado también un analizador de rayos X dispersivo en
energia (Energy Dispesive X- Ray, EDAX), el mismo fue utilizado para un

analisis semicuantitativo de la composicion elemental del AH.

2.2.5. Espectroscopia UV-visible

Los espectros UV-visible y las mediciones de absorbancia de soluciones
de AH permiten obtener informacién respecto de su grado de humificacién. Las
medidas se realizaron sobre una solucion del AH 25 mg L' en NaHCOz3 0,05 M,
empleando un espectrofotometro UV-visible Agilent 8453 con arreglo de diodos
y una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico. El equipo utilizado tiene la

ventaja de registrar el espectro de absorcidn en pocos segundos.

2.2.6. Espectroscopia Infrarroja

Los espectros IR del AH fueron determinados con un equipo NICOLET
NEXUS FT-IR. Para ello se preparé la muestra liofilizada en pastilla de KBr al 1
%. Los espectros se registraron en el intervalo de numeros de onda 400-4000

cm™'y son el promedio de 32 barridos.

2.2.7. Medidas de potencial zeta ()

El potencial zeta de las moléculas de AH se midié en funcion del pH a
fuerza iénica constante, con NaCl o CaClz como electrolito, utilizando un equipo
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern). Para ello 50 mL de una solucién de AH 50 mg
L' se colocaron en un vaso de precipitado con NaCl o CaClz (fuerza idnica =

0,01), el pH de la solucién se ajustd a 10 con NaOH y se equilibré bajo
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agitacion continua (450 rpm). Una vez equilibrado, se realiz6 la medida del
potencial zeta, el pH se disminuyd adicionando un pequeno volumen de HCI, y
se tom6é una nueva medida de potencial zeta luego de 10 min. Este

procedimiento se repitié hasta alcanzar un pH igual a 2.

2.2.8. Isotermas de adsorcion de calcio

Se realizaron isotermas de adsorcion de iones calcio empleando
medidas potenciométricas con un electrodo de ion selectivo (EIS). Esta
metodologia no requiere separacion de fases, permite monitorear
continuamente la actividad del ion en la fase acuosa y medir directamente
concentraciones que difieren en 6rdenes de magnitud debido a la naturaleza
logaritmica de la respuesta del electrodo. Se utilizé un electrodo selectivo de
ion calcio de membrana liquida con intercambiador iénico organico (HANNA
HI4004) y un electrodo de referencia de Ag/AgCI (HANNA HI5315) conectados
a un equipo Altronix TPXIII. El rango nominal de concentraciones medibles con
el electrodo es de 1,0 a 3,0 x 10®€ M, en un rango de pH de 4 a 10. Se realizd
una calibracion del electrodo en el rango 0,1 a 1,0 x 10 M. Las soluciones de
calibracion se obtuvieron por dilucion de una solucion de CaCl2 0,1 M.

Las isotermas de adsorcion de Ca al AH se realizaron bajo agitacion
continua (300 rpm) a pH 5, 7 y 9 en NaCl 0,01 M. En todos los experimentos se
adicion6 35 mL de una solucion de AH 1 g L' a un tubo de 50 mL, y se reguld
el pH al valor deseado. Luego se adicion6é una solucién de calcio 0,05 M en
pequefias alicuotas sucesivas, a fin de cubrir un rango desde 0 a 2,4 mM, y se
registré la variaciéon en la respuesta del electrodo selectivo, previo a cada
nueva adicion del ion. La cantidad de metal adsorbido al AH se calculd por
diferencia entre la cantidad total adicionada y la concentracién de metal medido

en solucion.

2.3. Resultados y discusion

2.3.1. Caracterizacion fisico-quimica del suelo
Las propiedades fisico quimicas del suelo utilizado para la extraccion de

AH se muestran en la Tabla 2.1. De acuerdo al contenido de cada fracciéon




textural, se define como suelo de textura franca, lo cual se corresponde con los
resultados hallados por Hevia et al (18) y Hepper et al (19) en otros trabajos
realizados en la region de muestreo. Hepper et al (19) analizé ademas la
mineralogia de la fraccion arcilla en este tipo de suelos, e indica que esta
mayormente representada por minerales amorfos, principalmente 6xido de
hierro y aluminio (20) (21), illitas y montmorrillonitas poco cristalizadas. El
contenido de carbono se corresponde con los bajos contenidos de materia
organica de regiones aridas y semiaridas, debido a la descomposicion rapida
de residuos (22).

Tabla 2.1. Propiedades fisico quimicas del suelo utilizado para la extracciéon del AH.

Fracciones texturales (%) Arcilla 13, Limo 39, Arena 48

Carbono (%) 1,04
Nitrégeno (%) 0,09
pH 7,00

CIC (cmol. Kg™) 19,40

2.3.2. Analisis elemental del AH

El analisis elemental proporciona informacion sobre la distribucion de los
elementos mayoritarios, carbono, hidrogeno, nitrdogeno y oxigeno, y es la
herramienta mas comunmente usada para la caracterizacion de los AH. Dada
la complejidad de las moléculas, no es posible asignar una formula molecular a
las mismas. Sin embargo, el analisis elemental permite establecer la eficiencia
del proceso de extraccion y purificacion. Ademas es usualmente util para
distinguir SH de diferentes origenes (23).

En la Tabla 2.2 se indica la proporcién de cada elemento obtenida
mediante los dos autoanalizadores, el porcentaje de cada elemento
comunmente encontrado para AH extraidos de suelo (2), asi como también el

contenido de cenizas del AH.
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Tabla 2.2. Composicién elemental de la muestra de AH determinada mediante el uso de dos

autoanalizadores y valor promedio indicado en la literatura.

Valor promedio

Exeter LECO
para AH (2)
(%)
Carbono 53,2 51,6 52,8 — 58,7
Hidrégeno 3,8 2,2-6,2
Oxigeno 39,1 32,8 —38,3
Nitrégeno 3,9 3,3 0,8-4,3
Cenizas 2

A partir de la composicidn elemental se derivan relaciones de elementos
tales como hidrogeno/carbono (H/C), oxigeno/carbono (O/C),
nitrogeno/carbono (N/C), utilizadas en los mas variados estudios, tal como la
evaluacion de la dinamica de AH en compost (24) (25), determinacion de la
capacidad de formacién de complejos metalicos (26), evaluacion de practicas
de manejo de suelos (27) entre otras. La relacién O/C es un indicador utilizado
para identificar material humico procedente de diferentes fuentes, ya sea,
suelos, sedimentos o aguas. Mientras que la relacion H/C esta inversamente
relacionada con el grado de condensacion o aromaticidad de las moléculas
(28). En la Tabla 2.3 se indican las relaciones atdmicas obtenidas para el AH
extraido de suelo, como asi también los rangos de valores propuestos en
bibliografia. Se observa que los valores obtenidos estan en acuerdo con los

valores de referencia mencionados para AH (2).

Tabla 2.3. Relaciones atémicas derivadas para el AH y valores de referencia obtenidos de la

literatura.
AH Relaciones atémicas
extraido de referencia (2)
H/C 0,07 0,04 - 0,12
o/IC 0,74 0,56 - 0,73
C/N 14,5 12,3-73,4
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2.3.3. Microscopia Electronica de Barrido

Es muy poco probable que el tamafio y la forma de los AH observados
por microscopia electronica representen el tamafio y forma de estos materiales
en el suelo, porque han sido disueltas y depositadas bajo condiciones
diferentes a las de la formacion de suelos (7). De todos modos, un
conocimiento de la forma y tamano de las particulas de AH luego de su
extraccion y un analisis por EDAX de la composicion quimica de las mismas a
nivel micrométrico, permite tener una idea mas clara de las caracteristicas del
material estudiado y de su homogeneidad/heterogeneidad (4).

La Figura 2.3 muestra las micrografias SEM de la muestra solida de AH
tomadas a diferentes magnificaciones. Se observa que la misma esta formada
por particulas poliédricas relativamente grandes, con diversa cantidad de

quiebres.
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Figura 2.3. Micrografia SEM de las particulas de AH. Magnificacién aproximada: (a) 20x, (b)
100x y (c) 200x.

La Figura 2.4 muestra un espectro EDAX tipico de las particulas de AH
mostradas en la Figura 2.3c. Se observa claramente la aparicion de bandas
asignadas a carbono y oxigeno, elementos caracteristicos de los materiales
humicos. También se observan bandas asignables a elementos inorganicos
(principalmente potasio y sodio), que son impurezas que corresponden a
reactivos utilizados en la extraccion del AH o pueden provenir de los minerales

del suelo. Es importante mencionar que el analisis por EDAX es soélo
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semicuantitativo, por lo que se lo utiliza aqui para una identificacion de los
elementos presentes en la muestra y para tener informacién aproximada de la
concentracion de los mismos y de la homogeneidad/heterogeneidad de la
muestra. En este sentido, varios espectros realizados a diferentes particulas de
la muestra arrojaron los mismos resultados, demostrando homogeneidad en la

composicién quimica de las particulas.

Maka
C kKa
Ka
K Ka

P W

1.002.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.0(11.0(12.0(13.0114.0(
FS: 2863 CPS - 783 Cnts: 16 KeV: 14.04

Figura 2.4. Espectro EDAX de particulas de AH, observadas en la Figura 2.3c.

2.3.3 Espectroscopia UV-visible

Los AH absorben radiacién electromagnética en el rango UV y visible.
Los espectros obtenidos no tienen picos de absorbancia caracteristicos, sino
que la misma disminuye de forma aproximadamente exponencial con el
incremento de la longitud de onda. El espectro resulta de una mezcla de
cromoforos, dentro de los cuales se encuentran grupos aromaticos, quinonas y
estructuras conjugadas (2). El espectro de absorcion del AH extraido del suelo

se muestra en la Figura 2.5.
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Figura 2.5. Espectro UV-visible de la muestra de AH.

Dada la complejidad de las moléculas de AH, la aplicaciéon de la
espectroscopia UV-visible no permite determinar los grupos funcionales de las
moléculas. Sin embargo se utiliza ampliamente para obtener valiosa
informacion a partir del empleo de relaciones de absorbancia,
fundamentalmente en estudios de dinamica y caracterizacion de procesos de
compostaje para determinar el grado de humificacion (25) (29) (30), en la
evaluacion de diferentes practicas de manejo de suelos (18) (31), monitoreo de
calidad de aguas (32) e incluso en el desarrollo de nano particulas con
adsorbentes biocompatibles para aplicaciones farmacéuticas (33). Ademas la
espectroscopia UV-visible permite determinar la concentracion de AH disueltos
a partir del empleo de la ley de Beer (13).

Chin et al (34) determinaron la absortividad molar a 280 nm de varias
muestras de humicos. Esta longitud de onda se eligi6 debido a que las
transiciones electronicas -1 ocurren en esa region del UV para sustancias
fendlicas, derivados de anilina, acidos benzoicos, polienos e hidrocarburos
aromaticos policiclicos, los cuales son precursores 0 componentes de SH.
Observaron tendencias entre las propiedades espectroscépicas y las
caracteristicas estructurales de las SH, las cuales han sido ampliamente
citadas en la literatura (31) (32) (35). Tal es el caso de la relacion entre la
aromaticidad de las moléculas de AF y la absortividad molar a 280 nm, €280nm,

que se indica en la Ecuacién 2.1:
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Aromaticidad = 0,05 €,59ym + 6,74 Ecuacion 2.1

Ademas, Chin et al (34) observaron una relaciéon semi-predictiva entre la
absortividad molar a 280 nm y el peso molecular promedio de SH determinado
por HPSEC (High Pressure Size Exclusion Chromatography), representada por

la Ecuacion 2.2:
M= 3,99 828011111 + 490 EcuaC|én 22

Dado que tanto el peso molecular como la aromaticidad son propiedades
importantes para determinar la reactividad del carbono organico en procesos
como el transporte de compuestos organicos hidrofobicos, estas relaciones
pueden proveer un estimador util para la reactividad de las SH en tales
procesos.

Es de notable difusién el uso de relaciones de absorbancias para la
caracterizacion de SH. La relacion de absorbancias a 465 nm y a 665 nm
(E4/Es) y la relacion de absorbancias a 250 y a 365 nm (E2/E3) se usan como
indicadores del grado de humificacion cuya magnitud es inversamente
proporcional al grado de condensacion y al peso molecular (36). Sin embargo
el uso de estas relaciones es controversial (37) (9). La correlacién de E4/Es y
E2/Es con el contenido de carbono aromatico condensado en una muestra de
SH es bastante pobre, y estas relaciones no siempre se corresponden con el
peso molecular (38). Se ha demostrado que los valores de E4/Es varian
considerablemente con la concentracion de AH (39), con el pH, con la fuerza
idnica y con la presencia y cantidad de metales (40). Peuravuori y Pihlaja (41)
encontraron una correlacién lineal entre la relacion E2/Ez y €2s0nm y E2/E3 y la
aromaticidad de las SH, donde €2s0nm y la aromaticidad disminuyen con el
incremento de los valores E2/Es. Dicha correlacion esta representada por la

Ecuacion 2.3:

£200nm = 3689 — 1232 Ecuacion 2.3

3
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En la Tabla 2.4 se muestran los parametros espectroscopicos obtenidos

y las relaciones calculadas para la muestra de AH empleada en este trabajo.

Tabla 2.4. Parametros espectroscoépicos y relaciones calculadas para la muestra de AH.

€280 nm 990,92
E2/E3 2,19
E4/Ee 3,87

Aromaticidad % 56

Masa Molecular 4,4x103

2.3.4 Espectroscopia Infrarroja

La absorcion de radiacion infrarroja (IR) por la materia corresponde a
transiciones vibracionales y rotacionales en el material. La espectroscopia IR
brinda informacion sobre la presencia de grupos funcionales especificos dentro
de las moléculas. Los espectros IR tipicos de SH son relativamente simples,
con pocas bandas muy amplias. Esta simpleza es so6lo aparente, dado que las
bandas amplias resultan de la superposicion de una mezcla compleja de
bandas correspondientes a grupos funcionales que se encuentran en diferentes
ambientes quimicos, con diferentes intensidades de enlace (13).

En la Figura 2.6 se muestra el espectro IR obtenido para la muestra de
AH. Se observan bandas de absorcion caracteristicas de grupos funcionales de
AH (9): 3414 cm™ (tension OH debida a puente hidrégeno), 2922-2844 cm-"
(vibracion del enlace C-H alifaticas en unidades CH2 o CHas), 1716 cm™
(vibracion C=0 de grupos COOH), 1616 cm™' (doble enlace C=C de grupos
conjugados con C=0 o COO"), 1404 cm-" (flexién de grupos C-H alifaticos, y O-
H alcohdlicos y carboxilicos), 1244 cm™ (flexion C-O y O-H debido a grupos
carboxilo). No se observan bandas caracteristicas de la vibracién Si-O a 1050 y
850 cm™' lo que permite corroborar, junto a la determinacién de cenizas (2%), el

bajo porcentaje de impurezas en la muestra de AH.
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Figura 2.6. Espectro IR obtenido para la muestra de AH.

2.3.5 Medidas de potencial zeta (Q)

La Figura 2.7 muestra el efecto del pH sobre el potencial zeta de la
muestra de AH en soluciones de NaCl y CaClz. El potencial zeta es negativo a
cualquier valor de pH en ambos electrolitos. En NaCl, el potencial zeta es -20
mV a pH 2, disminuye hasta -37 mV a pH 5 y luego permanece casi constante
hasta pH 10. Este comportamiento es casi coincidente con el reportado por
Hosse y Wilkinson (42) para dos muestras de AH. La disminucidén en el
potencial zeta desde pH 2 a 5 resulta de la deprotonacion de grupos
carboxilicos principalmente (36) (43), lo cual genera cargas negativas en las
moléculas de AH. Aunque las moléculas experimentan una posterior
deprotonacion a valores de pH mas altos debido a la presencia de otros grupos
ionizables, tales como grupos fendlicos, el potencial zeta no cambia
significativamente a pH alto, es decir que es poco sensible al incremento de
carga a densidad de carga alta (44). En CaClz, el potencial zeta es siempre
menos negativo que en NaCl y permanece en alrededor de -15 mV a todos los
valores de pH estudiados. Las diferencias observadas en los valores de
potencial zeta entre CaClz y en NaCl resultan del enlace de iones calcio a las

moléculas de AH, lo cual se ha demostrado en muchas publicaciones (45) (46).
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Figura 2.7. Efecto del pH sobre el potencial zeta del AH en NaCl (®) y en CaCl. (®) (FI=0,01).

2.3.6. Isotermas de adsorcion de calcio al AH

Los AH presentes en aguas, suelos y sedimentos pueden enlazar iones
metalicos e iones H*. Una descripcion del enlace de iones metalicos y H* a los
AH permite analizar las fuentes de acidez y alcalinidad en aguas, y analizar la
capacidad buffer de metales de suelos y sedimentos (47).

Se consideran tres aspectos importantes en el enlace de iones a los AH:
1) carga y potencial variable de las moléculas de AH, 2) heterogeneidad
quimica de los sitios de enlace y 3) competencia de los distintos iones por los
mismos sitios reactivos en las moléculas de AH.

En la Figura 2.8 se indica la respuesta del electrodo selectivo de calcio
(mV) en funcion del log de la concentracion de calcio utilizando el valor
promedio obtenido de los diferentes pH. Se obtuvo una respuesta lineal en el
rango de concentraciones estudiado (r? 0,9995). Se calculd la pendiente del
electrodo, arrojando un valor apropiado igual a 26 mV, siendo que el valor

recomendado por el fabricante es de 26 + 4 mV.
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Figura 2.8. Curva de calibracion del electrodo de ion selectivo para calcio. Los puntos son

valores promedio de las lecturas obtenidas apH 5, 7 y 9.

La Figura 2.9a muestra las isotermas de adsorcion de calcio al AH a los
tres valores de pH estudiados. La Figura 2.9b muestra las mismas isotermas de
adsorciéon graficadas de forma logaritmica, tal como suelen presentarse para
adsorcion de cationes a SH. La forma de las isotermas estd en acuerdo con
otros trabajos publicados en la literatura (2) (44) (45). Ninguna de las isotermas
alcanza un valor maximo o una meseta. Ademas, la pendiente poco
pronunciada que se observa en las isotermas graficadas de forma logaritmica
provee evidencia de que los sitios de enlace en los AH son heterogéneos (2).
Milne et al (47) sugieren que los grupos carboxilicos (-COOH) dominan el
enlace de iones calcio y cadmio a los AH, y que dichos cationes no son
capaces de competir con los H* por el enlace a los grupos fendlicos (-OH).
Dada la naturaleza de los sitios de enlace, es de esperar que la cantidad de
iones calcio enlazado varie con el pH de la solucion. En la Figura 2.9b se
observa que la cantidad de calcio enlazado aumenta con el aumento del pH
desde 5 a 9, lo cual fue observado por varios autores para el enlace de metales
a humicos (47) (45) (9). La dependencia del enlace es consistente con la
competencia entre los cationes metalicos y los protones por los sitios de

enlace. A pH bajo una mayor concentracion de protones estan disponibles en
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soluciéon para competir con los cationes calcio y se produce una menor
adsorcion del metal. A pH elevado, los grupos carboxilicos y fendlicos estan
disociados y una menor concentracion de protones en solucion favorece la

adsorcion del metal.
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Figura 2.9. a) Isotermas de adsorcion de calcioa AHa pH 5 (¢), 7 (¢) y 9 (e). b)
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2.4. Conclusiones

A partir del empleo de varias técnicas de caracterizacion se corroboré
que la muestra de AH utilizada en este estudio presenta propiedades quimicas
similares a otros AH reportados en la bibliografia. EI conocimiento de su
composicion elemental, grupos funcionales y desarrollo de carga es de suma
importancia para interpretar el estado de agregacion que presentan los mismos
en el ambiente como también su interaccion frente a cationes metalicos,
contaminantes y a otros componentes del suelo. Tales propiedades seran

evaluadas en los capitulos 4 y 5.
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Capitulo 3. Extraccion y
Caracterizacion de la
Fraccion Arcilla del
Suelo
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3.1. Introduccién

El término arcilla lleva varias connotaciones, que no son mutuamente
consistentes (1). En el lenguaje diario, se refiere a un suelo que tiende a
retener agua y se vuelve suave y maleable luego de humedecerse. En el
contexto de la textura del suelo, se designa arcilla a un rango de tamano de
particulas, < 2 ym, por lo que muchas de las arcillas del suelo se consideran
coloides, es decir, material finamente dividido que tiende a dispersarse dentro
de un liquido y exhibe una gran superficie especifica (2). Finalmente, en un
sentido mineraldgico, las arcillas son un grupo particular de minerales,
pertenecientes a la clase de los filosilicatos, muchos de los cuales estan
presentes en la fraccién arcilla del suelo (3).

En este trabajo se plantea como objetivo de los capitulos 5 y 6 el estudio
de la interaccién de los AH con la fraccion arcilla de un suelo. Por lo tanto, al
mencionar la fraccion arcilla, estamos refiriendo a la segunda definicion, es
decir, en el contexto de la textura del suelo la fracciéon < 2 um.

Los componentes inorganicos mas abundantes en la fraccién arcilla de
suelos de regiones semiaridas, tal como la Regién Semiarida Pampeana, son
los minerales de la clase de los filosilicatos, que pueden ser laminares o
amorfos, y en menor proporcion los 6xidos e hidroxidos de hierro, aluminio,
titanio y manganeso (4) (5) (6). Se ha publicado recientemente la presencia de
cuarzo en la fraccién de limos gruesos (>20 uym) de estos suelos, pero no en la

fraccion arcilla (7)

3.1.1. Filosilicatos

Los minerales de arcilla formados por laminas se denominan silicatos
laminares o filosilicatos. Los filosilicatos son minerales que tienen una gran
influencia en las propiedades quimicas y fisicas de los suelos y sedimentos
debido a que generalmente presentan un pequefio tamano de particula,
elevada area superficial y propiedades de intercambio catidnicas (8) (9).

Las unidades principales en la formacion de los filosilicatos en la fraccion
arcilla son disposiciones de tetraedros de silicio-oxigeno (SiO4)* vy
disposiciones de octaedros de aluminio o magnesio con oxhidrilos, Al2(OH)s o
Mgs(OH)s. En la Figura 3.1 se observan estas unidades basicas, tetraedro y

octaedro. Las uniones de tetraedros, todos en un mismo plano, generan lo que
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se denomina una capa de tetraedros o capa tetraédrica (T). Las uniones de los
octaedros en un plano, por otra parte, dan origen a lo que se conoce como

capa de octaedros o capa octaédrica (O).

QO Y {i=Oxigenos 0 Y @ = Silicio

O Y 3 =Hidroxilos @ Aluminio, Magnesio

Figura 3.1. A: a) tetraedro de silicio simple, b) tetraedros unidos formando la capa

tetraédrica. B: a) octaedro de aluminio simple, b) octaedros unidos formando la capa octaédrica

(6).

Las diferentes maneras de union entre las capas tetraédricas y
octaédricas dan lugar a los diferentes filosilicatos. Una capa tetraédrica unida a
una octaédrica caracteriza a los filosilicatos tipo 1:1 o T-O, mientras que una
capa octaédrica unida a uno y otro lado a una capa tetraédrica da por resultado
una estructura 2:1 o T-O-T, tal como se indica en la Figura 3.2. Estas uniones
de dos o tres capas constituyen lo que se denomina lamina. El término lamina
deriva del aspecto que poseen estas estructuras. El espesor (a lo largo del eje
de coordenadas z, por ejemplo) de una lamina del tipo 1:1 es de alrededor de
7,2 A, mientras que el de una lamina del tipo 2:1 es de alrededor de 10 A (1)
(6). Estas dimensiones son mucho menores que las que una lamina de mineral
de arcilla posee en los otros dos ejes de coordenadas (x e y, por ejemplo), que
pueden llegar a ser del orden de los micrometros, lo que le da un aspecto

laminar a estas estructuras.
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Las laminas generalmente se asocian entre ellas apilandose cara a cara,
dejando entre lamina y lamina un espacio interlaminar o, directamente,
interlamina. Este espacio interlaminar es variable en espesor y aloja
generalmente moléculas de agua e iones provenientes del medio en que las

arcillas estan inmersas (6).

a
QO Oxigeno
@ Hidroxilo
@ Aluminio
® O Silicio
b

O Oxigeno @ Hidroxilos @ Aluminio, Hierro, Magnesio
O Y @ Silicio

Figura 3.2. a) estructura de una lamina 1:1, b) estructura de una lamina 2:1 (6)

La estructura descripta es una estructura ideal. Tipicamente ocurren
sustituciones isomorficas tanto en la capa tetraédrica como en la octaédrica.
Estas sustituciones isomorficas ocurren cuando algunos cationes de la red

cristalina (por ejemplo Si(IV) o Al(lll)) estan reemplazados por cationes de
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menor valencia. Los casos mas frecuentes de sustitucién isomorfica son el de
AIl(IIT) por Si(IV) en la capa tetraédrica, y el de Mg(ll) o Fe(ll) en lugar de Al(lII)
en la capa octaédrica. La sustitucién resulta en un ion de menor valencia que
entra en lugar de otro de mayor valencia, dando lugar a una carga eléctrica
negativa y permanente en la estructura cristalina (4) (6).

La carga neta negativa que se genera dentro de la estructura cristalina
de las laminas debe ser contrabalanceada por cargas eléctricas positivas para
mantener la electroneutralidad del sistema. De hecho, en los minerales
arcillosos la carga estructural negativa es compensada externamente por la
adsorcion de cationes desde la solucién que esta en contacto con la arcilla.
Estos iones tienden a concentrarse cerca de la superficie externa de las
particulas y penetran también en el espacio interlaminar. Los cationes
adsorbidos, tipicamente Na(l), K(I), H(I), Mg(ll), Ca(ll) y Al(lll), no son una parte
integral de la estructura laminar, sino que pueden ser reemplazados o
intercambiados por otros cationes de la solucién. El proceso de intercambio
catidnico es de gran importancia en los suelos y sedimentos porque afecta la
retencidon y liberacion de nutrientes asi como los procesos de floculacion y
dispersion de coloides (1) (10). Una medida de la carga neta negativa de la red
cristalina de los minerales y los sistemas que los contienen es la capacidad de
intercambio cationico (CIC), que justamente cuantifica los cationes que pueden
ser intercambiados (11).

Ademas de cargas estructurales negativas, los bordes de la laminas
poseen grupos superficiales que pueden protonarse o desprotonarse para
generar cargas positivas o negativas superficiales (12) (13). Esta carga es
variable y dependiente del pH.

Los silicatos laminares comunmente encontrados en la fraccion arcilla de
los suelos de la Region Semiarida Pampeana, tal como el utilizado en este
trabajo de tesis, son esmectitas pobremente cristalinas e illitas con trazas de
caolinitas (7). Por lo se detallan en particular algunas propiedades de estos
silicatos laminares a continuacion.

Las esmectitas son minerales de tipo 2:1 que presentan sustituciones
isomorficas en su estructura, dando origen a diferentes especies minerales. La
montmorillonita es la arcilla mas importante dentro del grupo de las esmectitas.

La formula estructural ideal de la montmorillonita es
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Cao,36(Si7,5Al0,5)(Al2,37Fe0,75Mg1,21)O20(OH)4 (14). Lo cual indica que existen
sustituciones isomoérficas de Si(I1V) por Al(lll) en la capa tetraédrica y de Al(lll)
por Mg(ll) y Fe(lll) en la capa octaédrica. Por lo tanto existe un exceso de carga
negativa en la estructura que se calcula en -0,72 por celda unidad. Esta carga
negativa se encuentra balanceada por la presencia de cationes intercambiables
como el Na(l), Mg(ll) y Ca(ll) que se ubican en el espacio interlaminar formando
complejos de esfera externa. La propiedad destacable de este grupo es su
capacidad de expansion y contraccion en procesos de humedecimiento y
secado. Esto se debe a que su estructura posibilita la hidrataciéon de cationes
interlaminares provocando la separacién de las laminas. La CIC de las
esmectitas es alta, su valor se halla en el intervalo de 0,8 a 1,5 meq g y tienen

una elevada superficie especifica (4).

O Oxigeno @ Hidroxilos @ Aluminio, Hierro, Magnesio
O Y @ Silicio

Figura 3.3. Esquema de la estructura de la montmorillonita.

Las illitas son también minerales del tipo 2:1, pertenecientes al grupo de
las arcillas micaceas. La féormula estructural se representa como
Ko.7(Si3.5,Al0.5)(Al1.6,Fe0.2,Mgo.2)O10(OH)2 (14). La sustitucion isomorfica ocurre

en la capa tetraédrica principalmente, a diferencia de la sustitucién en la capa

45



octaédrica que ocurre en las esmectitas, originando una alta densidad de
cargas negativas en estas laminas. lones potasio son atraidos y fijados entre
laminas adyacentes, y como consecuencia las propiedades de expansion
contraccion se encuentran disminuidas. Ademas, el potasio adsorbido bloquea
los puntos de intercambio cationico, y la CIC es del orden de 0,1 a 0,4 meq g™,
bastante menor de lo que se esperaria considerando las sustituciones
isomorficas (6). Un esquema de la estructura de las illitas se muestra en la
Figura 3.4.

O Oxigeno @ Hidroxilos @ Aluminio, Hierro, Magnesio
O Y @ Silicio y Aluminio

[ ) Potasio interlaminar

Figura 3.4. Esquema de la estructura de la illita.

La caolinita es el mineral mas comun dentro del tipo de minerales 1:1. Es
un aluminosilicato, con una capa tetraédrica unida a una capa octaédrica, en la
que dos de cada tres octaedros estan ocupados por aluminio. Su férmula
estructural ideal es Al2Si205(OH)4 (14). No presenta sustituciones isomoérficas
significativas, por lo que la CIC ideal deberia ser cercana a cero, aunque
muestras reales poseen CIC bajas pero cuantificables de 0,01 a 0,1 meq g™.
En general, una buena parte de las cargas eléctricas que portan las particulas

de caolinita corresponden a cargas variables en funcion del pH del medio
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debido a protonacion-desprotonacion de grupos superficiales. Un esquema de

la estructura de la caolinita se indica en la Figura 3.5.

Silicio

®
. Aluminio
O
L\

Oxigeno

Oxhidrilos

Figura 3.5. Esquema de la estructura de la caolinita.

3.1.2. Oxidos.

La liberacion de aluminio, hierro, manganeso, titanio y silicio como
resultado de los procesos de meteorizacidn conduce a la neoformacion de
oxidos, hidréxidos y oxihidroxidos en el suelo. Estos actuan como elementos
cromoégenos en suelos, a los que confieren distintos colores segun su estado
de oxidaciéon y grado de hidratacion. Pueden presentarse asociados a las
arcillas, o actuando como cementantes de agregados de suelo (6).

Los oxidos e hidroxidos mas abundantes en los suelos de regiones
semiaridas son aquellos derivados de hierro, aluminio, titanio y manganeso. La
gibbsita (Al2(OH)s) es el hidroxido de aluminio mas abundante en los suelos. Es
la forma de hidréxido de aluminio estable a baja temperatura. Los 6xidos de
hierro mas comunes en los suelos son la hematita (Fe2O3) y la goetita
(FeOOH), también es frecuente la presencia de magnetita (Fe3zO4), un 6xido de
hierro derivado de la roca madre (15). Por ultimo, entre los 6xidos de titanio que
se encuentran en suelos y sedimentos, estan el rutilo y la anatasa, ambos de
férmula (TiO2). Los 6xidos mencionados no poseen carga permanente. En

cambio, sus capacidades de intercambio de aniones o cationes dependen del
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pH del sistema (16), debido a las cargas eléctricas dependientes del pH que

resultan de la protonacion-desprotonacion de sus grupos superficiales.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Extraccion de la fraccion arcilla

La extraccion de la fraccion arcilla, al igual que del AH, se realizé a partir
de un suelo agricola de la Region Semiarida Pampeana Argentina clasificado
como Haplustol Entico. La localizacién y propiedades fisico quimicas del mismo
se describieron en el capitulo 2. Para la extraccién de la fraccion arcilla se
utilizaron 50 g de muestra de suelo sobre la cual se eliminaron los carbonatos
inorganicos y la materia organica. Los carbonatos se eliminaron por adicion de
50 mL de acido acético al 5 %, mientras que la materia organica se removio por
adicion de peroxido de hidrogeno al 50 % y calentamiento suave, hasta que no
se observo burbujeo en superficie debido a la eliminacién de didéxido de
carbono (17). A partir del suelo remanente, se preparé una suspension y se
obtuvo la fraccidn arcilla, constituida por particulas de tamafio < 2 um, por
sedimentacidon de la suspension durante 24 hs y posterior recuperacion de la
fraccion arcilla por decantacion. La fraccidon arcilla se tratd con NaCl 1 M, se
agité durante 1 h, se centrifugd, y se reemplaz6 el sobrenadante por nueva
solucion de NaCl 1 M. Este tratamiento se repitio tres veces para obtener una
fraccion arcilla intercambiada con cationes sodio. Luego la fuerza idnica de la
suspension se disminuyo progresivamente lavando tres veces con solucion de
NaCl 0,01 M (18). Finalmente la fraccién arcilla se sec6 a 105 °C durante 24 h y
se mortereo.

Se determind la CIC de la fraccién arcilla extraida del suelo y se realizé
una caracterizacion mediante difracciéon de rayos X y espectroscopia IR. La
composicion elemental se determiné mediante fluorescencia de raxos X y se
compararon los resultados obtenidos con la sonda EDAX acoplada a un
microscopio electronico de barrido. Ademas se determiné el tamafo y forma de
las particulas en estado sélido a partir de microscopia electronica de barrido
(SEM) y el tamaino en suspension mediante Dispersion de luz dinamica

(Dynamic Light Scattering). Finalmente se observaron sus propiedades de
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carga a partir de medidas de potencial zeta de suspensiones en diferentes

electrolitos.

3.2.2. Capacidad de intercambio catiénico

Se determind la CIC de la fraccidén arcilla empleando el método de
extraccion con acetato de amonio a pH 7 (11). El amonio adsorbido a los sitios
de intercambio se desplaz6 con solucion de NaCl al 10 %, y se cuantifico el

amonio en el extracto por destilacion y titulacion con acido bérico 2% (19).

3.2.3. Difraccion de rayos X

El difractograma de la fraccion arcilla extraida del suelo se realiz6 en el
Departamento de geologia de la UNS. La medicion fue realizada sobre una
muestra de la fraccion seca utilizando un difractémetro de rayos X Rigaku

Geigerflex entre 20° y 80° 26 utilizando la radiacion CuKa.

3.2.4. Espectroscopia Infrarroja

Los espectros IR de la fraccion arcilla se realizaron con un equipo
Nicolet Nexus FT-IR. La muestra se preparé en pastilla de KBr (grado
espectroscopico) al 1 %. Los espectros se registraron en el intervalo de

numeros de onda 400-4000 cm™' y son el promedio de 32 barridos.

3.2.5. Composicion elemental. Espectroscopia por fluorescencia de rayos X

Se utilizd6 un espectréometro por fluorescencia de rayos X, MagiX con
anodo de Rhodio, atmésfera de vacio, cristales de FLi 200, PX1, PX4, PE y
detector de flujo. Una masa conocida de la fraccion arcilla se mezclé con una
sustancia ligante para formar una pastilla prensada apta para el analisis

mediante espectrometria por fluorescencia de rayos X.

3.2.6. Tamano de las particulas en estado solido. Microscopia electronica
de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (Scanning Electron Microscopy,
SEM) fue utilizada para investigar el tamafio y forma de las particulas soélidas
de la fraccion arcilla. Tal como se menciond para el AH en el capitulo 2, el

estudio de la fraccion arcilla se realizé con un microscopio JEOL 35 CF
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equipado con un detector de electrones secundarios. La muestra se preparo en
una matriz de grafito recubierta con una lamina de oro de aproximadamente
300 A. Debido a que el equipo utilizado tiene acoplado también un analizador
de rayos X dispersivo en energia (Energy Dispesive X- Ray, EDAX), el mismo
fue utilizado para un analisis semicuantitativo de la composicion elemental de la

fraccioén arcilla.

3.2.7. Tamano de las particulas en suspension. Dispersiéon de luz dinamica
Las medidas de Dispersion de luz dinamica para determinar la
distribucion de tamafio de las particulas de la fraccion arcilla se realizaron con
un equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern), que opera con un laser de A = 633
nm y un angulo de dispersiéon a 90°. Una suspension stock de la fraccion arcilla
de 1 g L se diluyé para obtener suspensiones de 0,025, 0,05y 0,1 g L'. Se
adiciond un volumen medido de solucién de NaCl 1 M o CaClz 0,05 M a cada
suspension para obtener una concentracion final de 0,5 M y 0,01 M
respectivamente. Se ajusté el pH de las suspensiones a un valor de 7 mediante
la adicion de soluciones de NaOH y HCI. Se colocé 1 mL de la suspension
preparada en la cubeta de medicion y se registrd la distribucion de tamafio de
particulas para las tres concentraciones de fraccion arcilla luego de 5 min de

adicion del electrolito.

3.2.8. Medidas de potencial zeta ()

El potencial zeta de la suspension de fraccidn arcilla se midié en funcion
del pH a fuerza idnica constante, con NaCl o CaClz2 como electrolito, utilizando
el mismo equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern). Para ello 50 mL de una
suspension de fraccion arcilla 0,1 g L', se colocé en un vaso de reaccion con el
electrolito (FI=0,01). El pH se ajusté a 10 con NaOH y se equilibro el sistema
bajo agitacion continua (450 rpm). Una vez equilibrado, se realizé la medida de
potencial zeta, el pH se disminuyd adicionando un pequeno volumen de HCI, y
el potencial zeta se midié nuevamente después de 10 min. Este procedimiento

se repitié hasta llegar a un valor de pH 3.

50



3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Capacidad de intercambio catidnico

La CIC sobre las superficies de arcillas es el criterio primario para su
identificacion (10). La CIC de la fraccién arcilla extraida del suelo fue de 0,57
meq g’ & 57 cmolc Kg-'. El valor obtenido se corresponde con la CIC de los
minerales que predominan en las zonas semiaridas, esmectitas pobremente

cristalinas e illitas con trazas de caolinitas (7) (15) (20).

3.3.2. Difraccion de rayos X

La difraccién de rayos X es una herramienta utilizada extensivamente
para identificar minerales cristalinos en suelos. Ademas permite determinar las
caracteristicas de expansion-contraccion de arcillas y la presencia de material
ocluido (8) (9). El difractograma de la fraccién arcilla se muestra en la Figura
3.6, comparado con los difractogramas de minerales puros: halloisita, illita,
cuarzo y montmorillonita. Este analisis se ha hecho aqui solo a modo de control
y no se pretendid hacer un estudio mineralégico completo, ya que hay estudios
previos al respecto (7) (20). Dado que la fraccion arcilla estudiada fue extraida
de un suelo, es probable que en la misma coexistan arcillas de diferente
mineralogia. De acuerdo a Hepper et al (20) e lturri y Buschiazzo (7) la
mineralogia de la fraccion arcilla de los suelos de la Region Semiarida
Pampeana es dominada por minerales amorfos, illitas y esmectitas pobremente
cristalizadas, las cuales son mayormente illitas-esmectitas integradas. Dichos
resultados se corresponden con los maximos de difracciéon observados en la

muestra analizada.
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Figura 3.6. Difractograma de la fraccion arcilla extraida de suelo. A modo comparativo se

muestras los difractogramas de algunos minerales puros.

3.3.3. Espectroscopia Infrarroja
La espectroscopia IR provee informacion sobre la estructura, enlace y

reactividad de los coloides del suelo. Ha sido utilizada para identificar
constituyentes del suelo, y para elucidar caracteristicas estructurales de
componentes organicos e inorganicos. Ademas, ha sido de importancia en el
entendimiento de procesos quimicos superficiales que involucran suelo y
componentes del suelo (21). En la Figura 3.7 se muestra el espectro IR de la

fraccion arcilla y se indican las bandas tipicas asignadas a componentes

inorganicos del suelo.
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Figura 3.7. Espectro IR de la fraccién arcilla estudiada.

La asignacion de bandas IR observadas en la Figura 3.7 se presenta en
la Tabla 3.1. El espectro IR presenta un conjunto de bandas caracteristicas de
compuestos inorganicos, tales como minerales de arcilla y 6xidos. Una banda
de absorcién amplia, en el rango de 3300-3750 cm, se asocia a la tension O-
H de OH estructural y proveniente de agua sorbida a la superficie. Una banda
intensa entre 970 y 1200 cm™' es caracteristica de tension Si-O-Si cm™, y otras
bandas mas débiles se asocian a vibracién de enlaces Si-O en silicatos, 770,
520 y 468 cm™'. La banda a 1636 cm™' seguramente corresponde a la flexién O-
H-O de agua sorbida, y puede contener alguna sefal correspondiente a
impurezas de AH, ya que también se observan las bandas en el entorno 2916 y

2846, asociadas a tension de enlaces C-H alifaticos (21) (22).
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Tabla 3.1. Asignacion de bandas IR de la fraccién arcilla estudiada.

Vibracion Numero de onda (cm™)
Tension O-H de OH estructural 3300-3750
Tension anti simétrica Si-O-Si en silicatos 970-1200
Tension simétrica Si-O-Si 770
Otras vibraciones Si-O 520
Flexién O-H-O de agua sorbida 1636
Tension de C-H alifatico 2846y 2916

3.3.4. Composicion elemental. Espectroscopia por fluorescencia de rayos X

La espectroscopia por fluorescencia de rayos X es un método de analisis
elemental, el cual evalua la presencia y concentracion de varios elementos en
suelo, midiendo las caracteristicas de la radiacién secundaria emitida desde
una muestra que ha sido excitada con una fuente de rayos X (14). La
composicion elemental de la fraccion arcilla expresada como oxido (%) vy

elemento (%) se muestra en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Composicién elemental de la fraccién arcilla determinada por fluorescencia de rayos

X.
Oxido % Elemento %
SiO; 65,80 Si 30,80
Al2O3 15,60 Al 8,30
Fe203 7,00 Fe 4,90
K20 2,80 K 2,30
CaO 2,80 Ca 2,00
Na.O 2,20 Na 1,60
MgO 1,90 Mg 1,14
TiO; 0,98 Ti 0,59
MnO 0,13 Mn 0,10
BaO 0,10 Ba 0,09
SrO 0,04 Sr 0,03
ZrO; 0,03 Zr 0,02
ZnO 0,02 Zn 0,02
Cr203 0,02 Cr 0,01
Rb,O 0,01 Rb 0,00
CuO 0,01 Cu 0,01
Cl 0,34
P 0,05
S 0,03

La Tabla 3.3 indica la composicién elemental de 6xidos de la fraccion
arcilla analizada comparada con la composicion elemental de los minerales de
arcilla predominantes (3) (7) (15). Dado que la fraccion arcilla es una mezcla de
minerales, la composicién de 6xidos obtenida mediante fluorescencia de rayos

X se relaciona bastante bien con las arcillas predominantes.
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Tabla 3.3. Comparacion de la composicion elemental de 6xidos en la fraccion arcilla y

en los minerales de arcilla predominantes.

Oxido Mineral
(%) Fraccion arcilla kaolinita illita montmorillonita

SiO2 65,8 46,5 53,7 59,4
Al,O3 15,6 39,5 27,0 19,3
Fe203 7,0 3,2 7,9

MgO 1,9 2,3 6,4

K20 2,8 8,0

CaO 2,8 2,7

3.3.5. Tamano de las particulas en estado solido. Microscopia electronica
de barrido (SEM)

La Figura 3.8.a muestra la micrografia SEM de la muestra de fraccion
arcilla. Se observa que la misma esta formada por particulas o agregados de
particulas de tamano variable. La Figura 3.8.b muestra el espectro EDAX
correspondiente a las particulas de fraccion arcilla mostradas en la Figura
3.8.a. Se observa claramente la aparicion de bandas asignadas a elementos
inorganicos caracteristicos de la fraccion mineral en suelos, tales como silicio,

aluminio, magnesio, sodio, potasio, hierro y oxigeno.
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Figura 3.8. a) Micrografia SEM de la muestra de fraccion arcilla. b) Espectro EDAX

correspondiente a las particulas de fraccion arcilla de la Figura 3.8a.

Con propésitos comparativos, los resultados de composicién elemental

de elementos mayoritarios obtenidos con la sonda EDAX se muestran junto a
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los de fluorescencia de rayos X en la tabla 3.4. Se observa que la proporcién
de elementos se corresponde adecuadamente entre las dos técnicas, a
excepcion de los elementos hierro y sodio, para los cuales la sonda EDAX
arroj0 una proporcion igual al doble de la determinada empleando
fluorescencia. Esto ultimo refuerza el concepto de que el analisis por EDAX no
permite realizar un estudio cuantitativo, sino que deberia emplearse para
identificar de modo semicuantitativo los elementos presentes en la superficie de
una porcion de muestra (23). Las variaciones entre las dos técnicas también
podrian deberse a la heterogeneidad quimica de la fraccion arcilla, algo que es
muy esperable en suelos. El analisis por EDAX corresponde a una porciéon
microscopica de la muestra y los resultados pueden ser variables debido a
heterogeneidad. La fluorescencia de rayos X, por otra parte, analiza una
cantidad de muestra mucho mas grande, y los resultados representan valores

mas cercanos a los valores promedios.

Tabla 3.4. Composicion elemental de la fraccién arcilla determinada por fluorescencia y EDAX.

Composicion elemental (%)

Elemento
Fluorescencia EDAX (4000X)
Si 30,8 33,0
Al 8,3 10,2
Fe 4,9 8,8
K 23 2,8
Na 0,8 1,9
Mg 1,1 1,3

3.3.6. Tamano de las particulas en suspension. Dispersiéon de luz dinamica
La metodologia de Dispersion de luz dinamica (Dinamic light scattering)
mide el movimiento Browniano de las particulas y lo relaciona al tamaio de las
mismas. Para ello ilumina las particulas con un laser y analiza las fluctuaciones
de intensidad en la luz dispersada. Si el sistema esta totalmente desagregado,
la medicién arroja datos sobre el tamafo individual de las particulas. Si el
sistema esta agregado, se detectan principalmente tamafos que corresponden

a los agregados de particulas.
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En la Figura 3.9 se muestran las distribuciones de tamafno de particulas
para muestras conteniendo diferentes concentraciones de sélido preparadas en
NaCl 0,5 M. Se observa que el diametro medio de particula en NaCl 0,5 M
oscila entre 700 nm para la suspension 0,025 g L' y 900 nm para las
suspensiones de concentracion de arcilla de 0,05 y 0,10 g L-". Este pequefio
incremento sugiere que hay un pequefio aumento en la agregacion de las
particulas cuando se aumenta la concentracion de sélido. Ademas, los
resultados muestran que todas las particulas o agregados tienen tamano < 2
pMm, lo que corrobora la eficiencia del método de obtencién de la fraccidn arcilla

por sedimentacion durante 24 hs.
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Figura 3.9. Distribuciéon de tamario de particulas determinada por Dispersion de luz dinamica en
NaCl 0,5 M para 3 concentraciones de suspension arcilla: 0,025 (-), 0,05 (-) y 0,10 (-) g L.

3.3.7. Medidas de potencial zeta

La Figura 3.10 muestra el efecto del pH sobre el potencial zeta de la
fraccion arcilla en presencia de NaCl y CaClz. El potencial zeta es negativo en
los dos casos. En presencia de NaCl es de alrededor de -20 mV a pH 3 y se

vuelve monotonamente mas negativo hasta un valor de -30 mV a pH 10. Este
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comportamiento es predecible para la fraccién inorganica de suelo donde
silicoaluminatos Yy filosilicatos dominan la composicion (24) (25), y resulta de la
presencia de cargas estructurales negativas sobre los minerales de arcilla y de
la disociacion de grupos superficiales Al-OH y Si-OH (26). En CaCl:z el potencial
zeta de la fraccion arcilla es siempre menos negativo que en NaCl. Es de
alrededor de -7 mV a pH 3 y pasa a ser de alrededor de -12 mV a pH alto. La
adsorcion de los cationes divalentes a la superficie del mineral, causa
seguramente la disminucion en el potencial zeta negativo cuando el calcio esta

presente (27).
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Figura 3.10. Potencial zeta de la fraccion arcilla en presencia de NaCl (series de color

rojo) y CaCl: (series de color azul). (FI=0,01)

3.4. Conclusiones

La determinacion de la composicién elemental de la fraccion arcilla
mediante fluorescencia y sonda EDAX, sumada a los datos aportados por
difraccion de rayos X, espectroscopia IR y la CIC de esta fraccién, estan de
acuerdo con la presencia de una mezcla de minerales de arcilla de tipo
esmectitas pobremente cristalinas e illitas con trazas de caolinitas, tal como se
menciona en varios trabajos publicados en suelos de la Region Semiarida
Pampeana. Ademas, se pudo determinar el tamafo de las particulas de la
fraccidn, tanto en estado sélido como en suspension, y sus propiedades de

carga, lo cual ayudara a predecir su comportamiento de agregacion en
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sistemas compuestos. La informacion obtenida es la base para la interpretacion

de los resultados en los capitulos 5 y 6 de esta tesis.
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Capitulo 4. Cineética de
Agregacion del Acido
Humico: Efecto del pH y
de lones Calcio



4.1. Introduccioén

Las SH, tales como AH y AF, juegan un rol importante en el
medioambiente. Son moléculas con gran capacidad para enlazarse a iones
metalicos, a moléculas organicas y a la superficie de sélidos y minerales, por
lo que afectan de forma significativa la estructura del suelo, la movilidad
ambiental de contaminantes organicos y la biodisponibilidad de iones
metalicos.

Tal como se indico en el Capitulo 2, hay dos corrientes de opinion
diferentes respecto de la estructura de las SH. El punto de vista tradicional
sugiere que las SH estan formadas por moléculas poliméricas relativamente
grandes, con pesos moleculares elevados que varian desde 2000 Da para las
fracciones mas pequefias a 1.300.000 Da para las moléculas mas grandes (1).
La corriente mas moderna, por el contrario, considera que las SH son
ensamblados supramoleculares de moléculas de tamano relativamente
pequefio (2) (3), las cuales forman asociaciones dinamicas estabilizadas por
interacciones hidrofébicas y puentes de hidrégeno (4). Tal como indicaron
Avena y Wilkinson (5), aunque estos dos modelos conceptuales estan aun en
discusién, tanto los defensores del modelo polimérico como los del modelo
supramolecular concuerdan en que las SH son capaces de formar agregados
en medio acuoso o en estado solido. Estos agregados son estabilizados por
interacciones hidrofébicas, puentes de hidrogeno, y por la presencia de iones
metalicos de elementos tales como calcio, hierro y aluminio (6) (7) (8). Es por
ello que las caracterizacion de SH se focaliza frecuentemente en las
interacciones intermoleculares (9) (10) (11), en los factores que promueven la
agregacion o desagregacion (12) (13) (14) y en los mecanismos de los
procesos de agregacion-desagregacion (15) (16).

La agregacion de AH, como ocurre con todas las SH, es el resultado de
interacciones moleculares que dependen de las condiciones medioambientales,
tales como pH, fuerza idnica, presencia de iones metalicos multivalentes,
compuestos organicos y particulas soélidas (9) (17). La agregacién en ausencia
de cationes es usualmente favorecida por la disminucion del pH de la solucion
debido a la protonacion de grupos funcionales, principalmente carboxilatos y
fenolatos. Esto conduce a una disminucién de la repulsion electrostatica entre

las moléculas y a la formacion de puentes de hidrégeno intermoleculares y
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otras interacciones no electrostaticas (18). En presencia de cationes
multivalentes la agregacion es promovida por neutralizacion de cargas y
formacién de puentes cationicos entre diferentes moléculas de AH (19).
Simulaciones recientes de dinamica molecular sugieren que el calcio esta
principalmente asociado a grupos carboxilicos de las moléculas de materia
organica natural, formando complejos bidentados (20). Esto muestra que el
calcio puede afectar directamente la agregacion formando puentes entre
grupos carboxilicos de diferentes moléculas, enlazandolas y manteniéndolas
unidas. Ademas los iones calcio pueden afectar la agregacién coordinando
simultaneamente dos grupos carboxilicos de la misma molécula, lo cual
produce un complejo calcio-AH con menor carga neta negativa, permitiendo
que dos o mas complejos se aproximen entre si e interactuen via puente de
hidrogeno (20).

El efecto de los cationes en la agregacion de AH es usualmente
dependiente del pH. En el caso del calcio, por ejemplo, Baloousha et al. (6)
mostraron que a pH 4,5, donde los grupos funcionales estan débilmente
disociados y la carga negativa de los AH es baja, hay un pequefo efecto de la
concentracion de iones calcio en la agregacion de AH. En contraste, a pH 9,4,
donde la mayoria de los grupos funcionales estan disociados y la carga
negativa es alta, hay un efecto importante de la concentracién de calcio sobre
la agregacion, debido al enlace a través de iones calcio.

La mayor parte de los estudios referidos a las propiedades reactivas de
las SH se han realizado en condiciones de equilibrio. Ultimamente, sin
embargo, son cada vez mas frecuentes los estudios cinéticos, ya que hay una
concientizaciéon en aumento respecto a que la cinética de reaccion de las SH
con otras sustancias es importante para determinar su reactividad en la
naturaleza. Town et al. (21), por ejemplo, hallaron que el tamafio de las
unidades de AH puede afectar significativamente su cinética de enlace a
metales, mientras que Yamashita et al. (22) investigaron recientemente la
cinética de deposicion de AH en medio poroso, evaluando la reactividad de los
AH con la superficie de minerales. Igualmente importante a la cinética de
reaccion con otras sustancias, es la dinamica de la agregacion, donde
moléculas de SH reaccionan entre ellas. La agregacion de SH es muy

probablemente un proceso medioambiental de relevancia y su estudio ayudara
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a comprender el mecanismo de agregacion y los procesos que controlan el
transporte de contaminantes organicos e inorganicos en la naturaleza.

En el caso de los AH, aunque se han publicado varios estudios de
agregacion, todos ellos se refieren principalmente a la agregacion bajo
condiciones de equilibrio o cuasi equilibrio. Ningun estudio hasta ahora ha sido
focalizado sobre la cinética de agregacion de AH. Por lo tanto, el objetivo de
este capitulo es estudiar la cinética de agregacion de una muestra de AH bajo
diferentes condiciones. Los efectos del pH y la concentracién de calcio son
investigados a fin de desarrollar un mecanismo de agregacion simple y obtener

informacion respecto de la dinamica de los AH en el medioambiente.

4.2. Materiales y Métodos
El AH estudiado es la muestra extraida de suelo ya descripta en el

capitulo 2.

4.2.1. Medidas de potencial zeta (¢)

Para obtener informacion de la interaccion electrostatica entre las
moléculas de AH, se midid6 su potencial zeta bajo diferentes condiciones
experimentales, utilizando un equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern). Se
realizaron tres tipos de experimentos: (a) medidas de potencial zeta vs. pH a
fuerza ionica constante, con NaCl o CaClz2 como electrolito soporte; (b) medidas
de potencial zeta vs. concentracién de CaClz a pH constante; y (c) medidas de
potencial zeta vs. tiempo, a diferentes pH y concentraciones de CaCl.. Las
medidas de potencial zeta vs. pH, ya fueron descriptas y los resultados
mostrados en el capitulo 2. Para las medidas de potencial zeta vs.
concentracion de CaClz, alicuotas de 10 mL de una solucién de 50 mg L' de
AH en NaCl 0,01 M se colocaron en tubos con tapa y se regulé el pH al valor
deseado. Se adicionaron a los tubos diferentes volumenes de una solucién de
CaCl2 0,6 M a fin de cubrir un rango de concentraciones de calcio desde 0 a 3
mM. Luego de 12 h, el pH se midi6 nuevamente para asegurar que su valor
fuese igual en todos los tubos antes de la medicion. Para las medidas de
potencial zeta vs. tiempo, una solucion de 50 mg L' de AH en NaCl 0,01 M se

preparo al valor de pH deseado. Un dado volumen de solucion de CaCl2 0,6 M
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se adicion6 al sistema para lograr la concentracion de calcio deseada y el

potencial zeta se midi6 a diferentes tiempos durante 1 h.

4.2.2. Experimentos de cinética de agregacion

Los experimentos de cinética de agregacion se realizaron en un sistema
en batch utilizando una celda de reaccion a temperatura controlada (25 + 0,2
°C) cubierto con una tapa de vidrio. Antes de comenzar el experimento, se
preparo una solucion stock de AH de 1000 mg L disolviendo el AH sdlido a pH
10, lo cual permite obtener una muestra bien disuelta (6) y bien desagregada
(5). Una solucion de 50 mg L' de AH se prepard en el vaso de reaccion
adicionando un volumen de medido de la solucidon stock de AH a 50 mL de
NaCl 0,01 M, el cual se usé como electrolito soporte, y el pH se ajusto al valor
deseado por adicidon de pequenas alicuotas de NaOH o HCI.

El experimento cinético para evaluar agregacion comenzo con la adicion
de un volumen adecuado de una solucion de CaClz 0,6 M al vaso de reaccion a
fin de obtener concentraciones de calcio de 0,3; 0,8; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8; 2,4y 3,2
mM. Estas concentraciones estan dentro del rango de concentraciones
encontradas en soluciones de suelo en todo el mundo (23). Se mantuvo una
agitacion constante (450 rpm) utilizando un agitador magnético IKA RH KT/C. A
diferentes tiempos de reaccion (cada 1 o 2 min durante los primeros 15 min de
reaccion y cada 10 min durante el tiempo restante), se extrajo una alicuota de
la solucién, se filtré con una membrana de 0,45 ym de tamafo de poro para
separar los agregados del sobrenadante, y se cuantifico el AH en soluciéon
registrando el espectro con un espectrofotdmetro UV visible de arreglo de
diodos Agilent 8453 equipado con celda de cuarzo Hellma de 1 cm, en un
rango de longitud de onda de 200 a 900 nm. Se construyeron curvas de
calibracion a los valores de pH de trabajo, con soluciones de AH preparadas en
un rango de 2 a 60 mg L' a partir de la solucién stock.

La cinética de agregacion se evaluo graficando el grado de progreso de

la reaccién de agregacion (a), en funciéon del tiempo (t). a se definié como:

Co—-C
Co

Ecuacion 4.1.
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Donde Co es la concentracion inicial de AH (es decir la concentracion de
AH en el experimento) y C es la concentracion de AH que permanece en
solucion a un cierto tiempo de reaccion. Un valor de a = 0 significa que la
agregacion es de 0%, mientras que un valor de a = 1 significa que hay 100%
de agregacion. A las curvas a vs. t se las llamara de aqui en adelante curvas

cinéticas de agregacion.

4.2.3. Microscopia oOptica

La microscopia Optica fue utilizada para observar los agregados
formados en los experimentos. Para ello, una solucion de AH de 50 mg L', con
calcio 4 mM a pH 7, se observé con un microscopio 6ptico HOKENN equipado

con un software para analisis de micro imagenes.

4.3. Resultados y Discusién

La Figura 4.1 muestra el potencial zeta de la muestra de AH bajo
diferentes condiciones experimentales. El efecto del pH en soluciones de NaCl
y CaClz se observa en la Figura 4.1a, y dicho comportamiento fue descripto en
el Capitulo 2. A modo recordatorio se menciona que el potencial zeta es
negativo a cualquier valor de pH en ambos electrolitos y en CaClz, el potencial
zeta es siempre menos negativo que en NaCl. Estas diferencias resultan de la
union de iones calcio a las moléculas de AH.

El efecto de la concentracion de calcio a pH 5, 7 y 9 se observa en la
Figura 4.1b. El comportamiento es independiente del pH, y en todos los casos
el potencial zeta es de alrededor de -37 mV en ausencia de calcio, y se vuelve
menos negativo con el incremento de la concentracion del catidon. El efecto del
calcio es significativo hasta una concentracién de calcio 1 mM, donde el
potencial zeta es de -19 mV. Por encima de esta concentracion los cambios
son mas pequefos y el potencial zeta alcanza un valor de -15 mV a 3 mM de
calcio. Aunque la union de iones calcio disminuye la carga neta negativa de las
moléculas, haciendo el valor de potencial zeta menos negativo, es claro que
esta unién no es capaz de revertir la carga a ningun valor de pH. Los
resultados obtenidos son similares a los observados por Majzik y Tombacz (24)

para el potencial zeta de un AH a pH 6,5 y concentraciones de calcio variables.
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Los resultados también concuerdan con las medidas potenciométricas de union
de calcio a SH combinado con calculos realizados con el modelo NICA-
Donnan, que indican que la unién de iones calcio a los grupos funcionales de
las moléculas sumado la unién no especifica debida a atraccion electrostatica
del cation por las moléculas de AH, no produce reversion de carga (25) (26)
(27).

La Figura 4.1c. muestra la evolucion del potencial zeta en funcion del
tiempo luego de la adicidn de calcio. El potencial zeta ya esta estabilizado en
un valor de equilibrio luego de 2 min de reaccion, el cual es el tiempo mas corto
que puede ser explorado en este tipo de experimentos. El valor constante de
potencial zeta indica que la unidon de iones calcio al AH se produce en menos
de 2 min, por lo cual sera considerado un proceso rapido en comparacion con
el proceso de agregacion que ocurre mas lentamente (ver abajo). Este
comportamiento esta en acuerdo con los resultados de Town et al. (21),
quienes demostraron que para el caso de iones metalicos que se deshidratan
rapidamente como el Cu(OHz)e?*, cuyo caso es similar a los iones calcio en

soluciéon acuosa, el enlace es muy rapido.
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Figura 4.1. (a) Potencial zeta del AH en NaCl (®) y en CaCl. (®) (FI=0,01); (b)
influencia de la concentracion de calcio sobre el potencial zeta a pHs 5 (®), 7 (®) y 9 (®); (c)
efecto del tiempo sobre el potencial zeta luego de variar la concentracion de calcio desde 0 a
0,8 mM (®) 0 a 2 mM (®). Los datos a t=0 corresponden al valor de potencial zeta en NaCl 10

mM, antes de la adicién de calcio. Las lineas se dibujaron como una guia visual.




La Figura 4.2a. muestra los cambios en el espectro UV visible de la
solucién sobrenadante durante un experimento cinético de agregacion, donde
cada espectro se corresponde con un tiempo de muestreo diferente. La Figura
4.2b. muestra la curva cinética de agregacion resultante de esos espectros. La
absorbancia a cualquier longitud de onda disminuye con el tiempo, indicando
una disminucion en la concentracion de AH disuelto y por lo tanto un
incremento en la agregacion. La curva cinética de agregacion muestra que la
agregacion tiene lugar principalmente en los primeros 15-20 min de reaccion y
alcanza un valor constante para tiempos mas largos. No todas las moléculas de
AH forman agregados durante el tiempo de reaccion de 60 min, dado que a < 1

a ese tiempo.
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Figura 4.2. (a) Espectro UV visible del sobrenadante de una solucién de AH durante un
experimento cinético a pH 5y 1,6 mM de calcio. Cada espectro se corresponde con un tiempo
de muestreo diferente. La flecha con el simbolo t indica aumento en el tiempo de muestreo
desde 0 a 60 min; (b) Curvas cinéticas de agregacion resultantes de los espectros
mencionados arriba. La linea es el mejor ajuste calculado a partir de la Ecuacion 4.4 y los

parametros de ajuste de la Tabla 4.1.

Las curvas cinéticas de agregacion obtenidas a pH 5 a diferentes
concentraciones de calcio se muestran en la Figura 4.3. Se observa un
importante efecto de la concentracién de calcio. La agregacion es insignificante
con 0,8 mM de calcio, pero con concentraciones mas altas del cation la
agregacion se produce rapidamente y aumenta con el incremento de la

concentracion de calcio. Datos cinéticos similares a los indicados en la Figura
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4.3 se analizaron en términos de la siguiente ecuacion de velocidad de primer
orden (28):

V= —% = k(C = Cf) Ecuacion 4.2.

Donde V es la velocidad de agregacion, k es la constante de velocidad y
Cf es la concentracion final de AH disuelto a tiempos largos de reaccion, tal
como la concentracion de AH que permanece disuelto luego de llegar a la
meseta en la curva cinética de agregacion. Integrando la Ecuacion 4.2 se

obtiene:
C=Cf+(Co—Cf)e*t Ecuacion 4.3.
O en términos de a:
a= a;— are Ecuacion 4.4.

Donde ar = (Co - Cf)/Co, es el valor de a a tiempos largos de reaccion
(luego de alcanzar la meseta de la curva). La constante de velocidad k puede
ser calculada facilmente por ajuste de las curvas con la ecuacion 4.4, y por lo
tanto la velocidad inicial de agregacion, Vo, puede ser calculada a partir de la

ecuacion:
Vo =k (Co—Cf)=kCoay Ecuacion 4.5.

La cual se obtiene directamente de la Ecuacion 4.2 bajo la condicion C =
Co a t = 0. El uso de estas ecuaciones no tiene el propodsito de obtener un
mecanismo de agregacion. Sin embargo, este procedimiento permite calcular la
velocidad de agregacion inicial con parametros obtenidos por ajuste de todos
los puntos de una curva cinética de agregacion, evitando los problemas de
estimar una velocidad a partir de la pendiente inicial de una curva utilizando

solo los primeros puntos experimentales.
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Figura 4.3. Curvas cinéticas de agregacion del AH a pH 5 y a diferentes
concentraciones de calcio: 0,8 (#), 1,2 (¢), 1,4 (m), 1,6 (m), 1,8 (@), 2,4 (®) y 3,2 (*) mM. Las
lineas representan el mejor ajuste calculado por la Ecuacién 4.4 y los parametros de la Tabla
4.1.

Los calculos realizados a partir de la Ecuacion 4.4 se muestran como
lineas en las Figuras 4.2 y 4.3, y los parametros correspondientes, k, ar y Vo,

se muestran en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Parametros cinéticos.

Calcio PH 5 pH7 pH 9
(mM) o K Vo of k Vo of k Vo
0,3 - 0 0 0
0,8 0 0 0 001 005 0,03 006 003 0110
1,0 - 0,17 0,05 0,40
1,2 016 004 030 020 009 090 058 0112 3,40
1,3 - 050 009 220 066 020 590
1,4 043 009 19 063 009 260  --
1,6 070 011 330 068 013 380 074 028 9,60
1,8 078 018 7,00 074 035 11,20 0,85 0,90 35,70
2,4 084 080 3120 084 080 289 089 1,60 66,30
3,2 0,86 1,20 4660 087 1,10 4550 0,92 2,10 94,00

2 unidades de k: min™"; unidades de Vy: mg L™ min™

b (_--) no medido.

Los efectos de la concentracién de calcio sobre la velocidad inicial de
agregacion se grafican en la Figura 4.4 para los tres valores de pH estudiados.
La concentracion minima necesaria para producir agregacion esta entre 0,8 y
1,2 mM (tal como se observa en la Tabla 4.1). Por lo tanto, un valor de 1,0 +
0,2 mM puede reconocerse como un valor de concentracién de agregacion
critica o concentracion de coagulacion critica (CCC) para el AH estudiado. Wall
y Chopin (29) hallaron una concentracion critica similar para la coagulacién de
un AH Aldrich, con cationes calcio a pH 8,3, aunque no a partir de estudios
cinéticos. Mientras que Hong y Elimelech (30) encontraron que la materia
organica natural coagul6 a alrededor de 1 mM de calcio a pH entre 4 y 8. La
Figura 4.4 también muestra que por encima de la CCC la velocidad de
agregacion aumenta con el incremento de la concentraciéon del catiéon. El efecto
de la concentracion de calcio sobre la velocidad de agregacion es bastante

similar a pH 5y 7, mientras que es mas notable el efecto a pH 9.
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Figura 4.4. Influencia de la concentracién de Calcio sobre la velocidad inicial de la

reaccion de agregacion a pH 5 (¢), 7 (¢) y 9 (e).

La Figura 4.5 muestra una microfotografia optica de los agregados de
AH producidos a pH 7 y a una concentracién 4 mM de calcio, luego de un largo
tiempo de reaccion (aproximadamente 60 min). Se observan agregados de
estructuras abiertas. La Figura muestra, por ejemplo, un gran agregado en
forma de Y de alrededor de 100 um, compuesto de subunidades mas pequefias
de 20-30 pym. Dos de estas subunidades estan marcadas en la Figura, una de
ellas (a) formando parte del agregado en forma de Y, y otra (b) sin formar parte
del mismo. Ademas, estas subunidades parecen estar compuestas de
agregados aun mas pequenos (dos de ellos se indican con flechas en la figura)
de 1-5 ym. La observacion del sistema con el microscopio reveld que las
subunidades y los agregados mas pequefos son bastante moviles, sujetos a
movimiento de tipo browniano, y que las estructuras grandes, como el
agregado en forma de Y, son continuamente formadas y destruidas, con
subunidades entrando o dejando los agregados continuamente. La arquitectura
jerarquica de los agregados observada en la Figura 4.5 parece ser bastante
usual para AH (31), y los resultados obtenidos con el microscopio 6ptico
complementan los hallazgos obtenidos por otros autores que utilizaron
magnificaciones mayores. Baalousha et al. (6), por ejemplo, reportaron la
presencia de agregados de 1-5 nm de un AH del rio Suwannee (SRHA) en

soluciones de CaCl2 observadas por microscopia electrénica de transmision.
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Estos autores hicieron una revision y analisis de los datos publicados, y
concluyeron que los agregados de AH se forman por pequefas unidades
basicas de menos de 10 nm, y que el tamafio de los agregados es dependiente
del pH y de la concentraciéon de cationes divalentes. Ellos indicaron que
cationes como el calcio incrementan la agregacion a través de la formacion de
puentes intra- e intermoleculares entre las moléculas de AH cargadas

negativamente.

N,

50 um

Figura 4.5. Microfotografia optica de agregados de AH formados luego de 60 min (AH
50 mg L*'; calcio 4 mM; pH 7). El circulo (a) muestra una subunidad que forma parte de un
agregado mas grande en forma de Y. El circulo (b) muestra una subunidad similar que se
encuentra libre. Estas subunidades estan formadas de agregados mas pequefios (1-5 um). Dos

de estos pequenos agregados se indican con flechas.

Los datos presentados indican que la formacion de agregados de AH a
partir de moléculas de AH disueltas, en presencia de iones calcio, es bastante
compleja. Procesos como la unién de calcio a moléculas de AH disueltas,
nucleacion y crecimiento de pequefos agregados, y uniones agregado-
agregado para formar estructuras mas grandes deberian estar involucrados. Un

esquema simplificado del proceso descripto se indica en la Figura 4.6. El paso
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inicial y desencadenante deberia ser la unidn de calcio a las moléculas
disueltas de AH. Esta es una etapa rapida, que ocurre en un tiempo < 2 min,
por lo que no es el paso determinante de la velocidad del proceso de
agregacion. Las moléculas formadas, AHCax, donde x representa un numero
promedio de iones calcio enlazados por molécula de AH, tienen una carga
negativa menor y pueden formar nucleos o pequefios agregados, con iones
calcio que actuan como puentes intermoleculares. Asimismo, estos nucleos o
pequefios agregados pueden experimentar una posterior agregacion y formar
agregados mas grandes.

Dado que el segundo o tercer paso representados en la Figura 4.6 son
mas lentos que la unidn de calcio, parecen ser determinantes de la velocidad,
por lo que la velocidad de agregacion dependera de la eficiencia de las
colisiones entre las moléculas AHCax o pequefios agregados. Esta eficiencia
puede entenderse como una combinacién de fuerzas repulsivas de largo
alcance debido al potencial zeta negativo de las moléculas y a fuerzas de
enlace de corto alcance debido a la presencia de iones calcio en las moléculas.
Si el potencial zeta es altamente negativo, habra una barrera electrostatica
importante entre las moléculas o pequefios agregados que se aproximan entre
si, y por lo tanto las colisiones seran bastante ineficientes. Esto ocurre cuando
la concentracion de calcio esta por debajo de 1 mM (CCC), donde la
agregacion es insignificante. A concentraciones de calcio iguales o por encima
de este valor, el potencial zeta se vuelve menos negativo y por lo tanto dos
entidades que se aproximen tienen mayor probabilidad de entrar en contacto
permitiendo que el calcio enlazado actue como puente entre ellas. Bajo estas
condiciones, las colisiones son mas eficientes y la agregacién ocurre en mayor
medida. Es interesante notar que por encima de la CCC la velocidad de
agregacion aumenta linealmente con la concentracién de calcio, aunque el
potencial zeta permanezca casi constante. Bajo estas condiciones, el
incremento en la eficiencia de las colisiones es debido principalmente a un
incremento en la cantidad de calcio enlazado al AH, mas que a una
disminuciéon en la repulsion electrostatica entre las entidades que se
aproximan. A mayor numero de iones calcio enlazado por molécula, mayor es
la probabilidad de formaciéon de puentes catidnicos intermoleculares. Una

explicacion similar podria darse para la mayor velocidad de agregacion a pH 9
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comparada con la velocidad a pH 5 o 7. El potencial zeta es independiente del
pH a todas las concentraciones de calcio estudiadas, por lo que la mayor
velocidad de agregacién a pH 9 deberia ser consecuencia de una mayor unién
de calcio a los AH a este valor de pH. El hecho que la cantidad de calcio unido
a los AH aumente a pH 9 ya fue mostrado en el Capitulo 2 a partir de las

isotermas de adsorcion de calcio a AH.

A o
43 K : Qa - ? ﬁ) Agregacion é)

e & Ca” L. . Agregacion posterior
Ty —_— LAY — —_—
(A A
p v ) « Etapa 2 »© Etapa E@
q rapida q lenta i;’

N P [} @ &
Moléculas de Moléculas AHCa, Nucleos o pequefios Agregados
AH en solucion en solucién agregados mas grandes
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Figura 4.6. Representacion esquematica de los pasos involucrados en el proceso de
agregacion de AH en presencia de iones calcio (representados como esferas azules). El

diagrama no es a escala.

Es aceptado en la actualidad que los AH son una mezcla compleja de
moléculas con propiedades espectroscépicas diferentes (17). Tal como se
indico en el capitulo 2, la relacion E2/E3 (relacion entre la absorbancia de una
solucion de AH a 250 nm y a 365 nm) da informacioén sobre la aromaticidad de
los AH, siendo inversamente proporcional a la misma (32) (33); por ejemplo,
muestras con baja relacion E2/E3 tienen mayores componentes aromaticos y
viceversa. Es util evaluar el valor de E2/E3 a medida que procede la
agregacion, dado que puede obtenerse informacion sobre el fraccionamiento
del AH. La Figura 4.7 muestra la curva E2/E3 vs. a para todas las experiencias

cinéticas realizadas. Notablemente, todos los datos describen una Unica curva,
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indicando que el comportamiento es el mismo bajo todas las condiciones
experimentales exploradas. E2/E3 permanece casi constante e igual a la
relacion E2/E3 de la muestra de AH original hasta un valor de a = 0,6 y luego
aumenta con el aumento de a. Esto indica que no hay fraccionamiento (es decir
no hay agregacion preferencial de algunos componentes de AH) hasta que un
60 % de las moléculas iniciales forman agregados, pero por encima de este

valor los agregados se vuelven mas ricos en componentes aromaticos.
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Figura 4.7. Relacion E2/E3 vs. a para todas las condiciones experimentales estudiadas.

No hay datos en la literatura que consideren la evolucion de E2/E3
durante un proceso de agregacion de AH. Sin embargo, hay datos sobre
fraccionamiento en la adsorcion de AH sobre particulas de o6xido en
condiciones de equilibrio. Janot et al. (32), por ejemplo, encontraron una
adsorcion preferencial de componentes aromaticos sobre a-Alz03 a pH 6,8, lo
cual, de acuerdo a los autores esta en acuerdo con otros datos de la literatura.
Kang y Xing (34), por lo contrario, encontraron un efecto opuesto para la
adsorcion de un AH sobre goethita. Nuestros resultados sobre cinética de
agregacion de AH son diferentes a ambos resultados sobre adsorcién. En vez
de ello, observamos que no ocurre agregacion preferencial, al menos hasta un
valor de a = 0,6, por lo cual no podemos dar explicaciones concluyentes. Quiza

la presencia de iones calcio en nuestro sistema de agregacion es un factor

80



clave para explicar el comportamiento observado. Aunque el AH es una mezcla
compleja de moléculas, todas tienen una cierta cantidad de grupos ionizables
capaces de enlazar calcio, y por lo tanto todas tienen una habilidad similar de
formar puentes calcio intermoleculares y agregados sin preferencia. Se
requiere mas investigacion al respecto para ampliar el conocimiento sobre esta

tematica.

4.4. Conclusiones

La velocidad de agregacion del AH aumenta significativamente con el
aumento de la concentracién de calcio en el rango de pH 5-9. El estudio
cinético permite postular un mecanismo de reaccidon, donde la union de iones
calcio ocurre rapidamente, seguida por una formacion lenta de nucleos o
pequefios agregados de moléculas AHCax. También ocurre una agregacion
posterior que lleva a la formacion de agregados grandes que pueden ser
observados con un microscopio optico y aun a simple vista. La union de iones
calcio al AH juega dos roles clave en el proceso de agregacion: disminuye las
fuerzas repulsivas entre las moléculas de AH por su potencial zeta menos
negativo, y origina la formacién de puentes calcio entre dos moléculas que se
aproximan.

A partir de los datos cinéticos se hallé una concentracion de coagulacion
critica de 1,0 + 0,2 mM de calcio, la cual es similar a los valores de CCC
obtenidos por otros autores en estudios de coagulacion en el equilibrio. Por lo
tanto, la presencia de calcio y quiza otros cationes di- o trivalentes en medios
naturales, es fundamental para mantener la estabilidad de los agregados de
AH. Los resultados presentados en este capitulo son importantes para los
sistemas medioambientales, implican que a una alta concentracion de calcio el
AH puede agregarse rapidamente y entrampar temporariamente, proteger y
transportar moléculas organicas, iones metalicos, pesticidas u otros
contaminantes. La dinamica del proceso de agregacién-desagregacion de AH
deberia jugar un rol importante en el transporte y proteccidn de contaminantes
en el medioambiente. Ademas, es sabido que la unién de iones polivalentes

como el calcio produce la estabilizacion de la materia organica del suelo, por lo
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que los resultados pueden ser importantes para entender el secuestro y stock

de carbono en suelos calcareos.
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Capitulo 5. Interaccidn
del Acido Hamico y la
Fraccion Arcilla:
Adsorcion y Agregacion
Superficial



5.1. Introduccioén

Las moléculas de AH pueden interactuar con la superficie de las
particulas de minerales modificando la humectabilidad, la carga superficial y la
agregacion de las particulas (1), afectando de esta forma la erosién y la
fertilidad del suelo, y el transporte de nutrientes y contaminantes en suelos y
aguas naturales. La formacion de complejos AH-arcilla, por asociacion de los
AH a la fraccion mineral del suelo es, ademas, reconocida como un proceso
con un impacto significativo sobre la conservacion de materia organica y el
secuestro de carbono (2) (3). Estos complejos AH-arcilla tienen el potencial de
contribuir a la reduccidon de emisiones de gases con efecto invernadero por
acumulacién de materia organica en la fase soélida (3) (4).

La adsorciéon de AH a las particulas minerales del suelo depende de las
propiedades de la materia organica y de la superficie de los minerales (5).
Sobre o6xidos de hierro y aluminio, por ejemplo, la adsorcidon ocurre
principalmente por intercambio de ligando, donde los grupos carboxilatos y
otros grupos funcionales del AH actuan como ligandos que sustituyen los
grupos hidroxilo o acuo inicialmente enlazados a cationes hierro o aluminio en
la superficie (3) (6). En medio neutro o acido la adsorcién es usualmente
favorecida por atraccion electrostatica entre las moléculas de AH cargadas
negativamente y la superficie de los oxidos de hierro o aluminio cargados
positivamente. En contraste, las moléculas de AH son repelidas
electrostaticamente por las particulas de minerales de arcilla, tales como
montmorillonita, kaolinita e illita, las cuales usualmente tienen cargas
estructurales negativas debido a sustituciones isomérficas. Aunque alguna
reaccion de intercambio de ligando puede ocurrir en los bordes de los
minerales de arcilla, la interaccion con las superficies basales es usualmente
obstaculizada a menos que las cargas negativas sean reducidas por electrolitos
como NaCl a altas concentraciones (7). Sin embargo, en presencia de cationes
di- o trivalentes hay una adsorcion muy alta de AH sobre los minerales de
arcilla, basada principalmente en la formacion de puentes catiénicos (5) (8) (9)
(10) (11). En presencia de iones calcio, por ejemplo, la adsorciéon de AH sobre
particulas de arcilla aumenta enormemente en comparacion con sodio (10).

Tal como se mostrd en el capitulo anterior, las moléculas de AH también

pueden interaccionar entre ellas originando agregados moleculares. La
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agregacion puede ser muy importante para el secuestro de carbono en el suelo
porque la acumulacion de materia organica no esta limitada a la disponibilidad
de superficies minerales libres, como ocurre con la adsorcion. Aunque desde
un punto de vista tradicional se considera que los AH estan formados por
moléculas poliméricas relativamente grandes, hay un consenso creciente en
que los AH son ensamblados supramoleculares de moléculas de tamano
pequefio a grande, las cuales forman asociaciones dinamicas estabilizadas por
interacciones hidrofdbicas, puentes de hidrogeno y presencia de iones
metalicos, especialmente iones di o trivalentes (12) (13). Tal agregacion de AH
es el resultado de interacciones moleculares que dependen de condiciones
medioambientales como pH, fuerza idnica, presencia de iones metalicos
multivalentes, compuestos organicos y particulas solidas. La agregacion en
presencia de cationes se ve usualmente favorecida por una disminucion del pH
de la solucion, dado que la protonacion de grupos funcionales conlleva una
disminucion de la repulsion electrostatica entre las moléculas (14) (15). En
presencia de cationes multivalentes, la agregacion es promovida por
neutralizacion de carga y formacion de puentes catidnicos entre diferentes
moléculas de AH (16). Como se demostro en el Capitulo 4 de esta tesis, la
unién de calcio al AH parece jugar dos roles importantes en el proceso de
agregacion: por un lado disminuye las fuerzas repulsivas entre las moléculas,
por disminucion del potencial zeta negativo, mientras que por otro lado induce
la formacién de puentes calcio entre dos moléculas de AH que se aproximan
(17). Este acercamiento facilitado de moléculas de AH permite también que
ocurran interacciones por puente hidrogeno que ayudan a mantener la unidn
entre las moléculas (18).

Aunque la adsorcion de AH sobre la superficie de minerales y la
agregacion de AH son procesos frecuentemente estudiados y reportados en la
literatura, es escasa la informacién que se posee sobre la agregacion
superficial de AH, es decir, el proceso en el cual la agregacién de AH ocurre en
la superficie de un sélido, tal como la superficie de un mineral. Como sucede
usualmente en los procesos naturales, la superficie del mineral actua como
centro de nucleacion para la formacion de una nueva fase (19), y por lo tanto
es posible que la agregacién de AH se vea favorecida por la presencia de esta

superficie. En un estudio de adsorcion de AH sobre montmorillonita, Majzik y
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Tombacz (7) sugieren que la precipitacion de AH podria ocurrir a altas
concentraciones de calcio. Los autores proponen que el calcio induce la
adsorcion de AH por formacién de puentes calcio entre la montmorillonita y las
moléculas de AH, induciendo también la formacion de una segunda capa de
AH unido, con puentes calcio entre las moléculas de AH de la primera y la
segunda capa. Tampoco se excluye en este proceso la precipitacion superficial
de AH, donde las moléculas se agregan o precipitan masivamente sobre la
superficie del solido. Si bien las propuestas de Majzik y Tombacz (7) son muy
coherentes y fisicamente posibles, se requieren todavia muchos mas estudios
para obtener informacion esclarecedora de estos procesos y para conocer sus
mecanismos.

El objetivo de este capitulo es estudiar la interaccion entre un AH y la
fraccion arcilla obtenida de un suelo agricola. Los efectos del calcio sobre el
comportamiento de adsorcion/agregacion del AH son evaluados a partir de
medidas de potencial zeta, microscopia e isotermas de adsorcion de AH y de
calcio. La posibilidad de agregacion superficial es especialmente abordada e

investigada.

5.2. Materiales y Métodos
La fraccion arcilla y el AH utilizados en esta seccion fueron extraidos de
un mismo suelo agricola. Los procedimientos de extraccion y purificacion ya

fueron descriptos en los capitulos 2 y 3.

5.2.1. Medidas de potencial zeta ({)

Para obtener informacion de la interaccion electrostatica entre las
moléculas de AH y las particulas de la fraccion arcilla, se midié el potencial zeta
bajo diferentes condiciones experimentales, con un equipo Zetasizer Nano
ZS90 (Malvern). Se realizaron dos tipos de experimentos: (a) medidas de
potencial zeta vs. pH, a fuerza iénica constante, con NaCl o CaCl2 como
electrolito soporte, y (b) medidas de potencial zeta vs. concentracién de CaCl
a pH 7. Estos dos tipos de experimentos se realizaron con la fraccion arcilla,
con el AH y con el sistema mezcla fraccion arcilla mas AH. Para las medidas de

potencial zeta vs. pH se utilizaron, 50 mL de una suspensiéon de fraccion arcilla
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de 1 g L', 50 mL de una solucién de AH 50 mg L', o0 50 mL de una suspension
conteniendo 1 g L' de fraccion arcilla y 50 mg L' de AH. Se coloco la
suspension/solucion correspondiente en una celda de reaccion con el electrolito
soporte (FI=0,01). El pH se ajusté a 10 con NaOH y se equilibré el sistema bajo
agitacion continua (450 rpm). Luego de la medida de potencial zeta, el pH se
disminuy6 adicionando un pequefio volumen de HCI, y el potencial zeta se
midié nuevamente después de 10 min. Este procedimiento se repitié hasta
llegar a un valor de pH 3. Para las medidas de potencial zeta vs. concentracion
de CaClz, alicuotas de 10 mL de los tres sistemas mencionados previamente
se colocaron en sendos tubos y el pH se regulé a 7. Diferentes volumenes de
una solucion de CaClz se adicionaron a los tubos para lograr un rango de
concentraciones desde 0 a 3 mM. Después de 12 h de equilibrio, se reguld
nuevamente el pH a 7 y se midié el potencial zeta. La desviacion estandar
tipica del potencial zeta fue de +1,5 mV, obtenida a partir de 10 medidas

repetidas de la misma muestra.

5.2.2. Isotermas de adsorcion

Las isotermas de adsorcion del AH sobre la fraccidn arcilla se realizaron
a pH 7, en NaCl 0,01 M, a diferentes concentraciones de calcio. Se prepard
una serie de tubos de centrifuga conteniendo 15 mL de una suspension 2 g L
de fraccion arcilla en NaCl 0,01 M, y diferentes volumenes de una solucién de
AH 0,5 g L' (también en NaCl 0,01 M), de modo tal que la concentracion inicial
de AH vario entre 0 y 160 mg L. La concentracion de calcio se ajustod
adicionando un volumen conocido de una solucién stock de CaClz2 0,05 M, y el
pH se reguld con soluciones de NaOH y HCI. Se realizaron en total 9 isotermas
a diferentes concentraciones de calcio: 0; 0,5; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8y 2,4
mM. Los tubos se agitaron durante 24 h, se centrifugaron por 5 min a 5000
rom, y el sobrenadante se filtr6 con una membrana de 0,45 ym de tamafio de
poro, para asegurar una completa separacion de la fase sdlida. Finalmente se
cuantificaron las concentraciones de AH y de calcio remanentes en el
sobrenadante.

El AH se cuantifico por espectrofotometria UV-visible, a 500 nm, con un
espectrofotometro Metrolab 1600 o un espectrofotometro de arreglo de diodos

Agilent 8453. Se realizaron curvas de calibracién a pH 7 y a 500 nm, con
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soluciones de AH en un rango de 0 a 60 mg L. Para asegurar una
cuantificacion espectrofotométrica aceptable, es importante verificar que la
forma de los espectros de AH no cambia al variar la concentracién de AH o
después de un proceso de adsorcidon/agregacion. EI comportamiento
espectrofotométrico del AH en los experimentos fue verificado comparando: i)
el espectro de la muestra de AH disuelto a diferentes concentraciones, ii) el
espectro del AH en solucion luego de agregacion inducida por calcio (en
ausencia de la fraccion arcilla), y iii) el espectro del AH en solucion luego de
adsorcién/agregacion sobre la fraccidn arcilla en presencia de iones calcio. Los
resultados (5.6. Anexo) muestran que en todos los casos el espectro
normalizado fue el mismo, indicando que la cuantificacién espectrofotométrica
es factible y aceptable. En algunos casos, también se chequearon errores en la
cuantificacion debido a posibles cambios en la forma del espectro, comparando
la cuantificacion a 350 y a 500 nm.

El calcio se cuantificd por titulacion con EDTA (acido etilen-di-amino-
tetra-acético) utilizando calcon (CAS 2538-85-4) como indicador. EI método
cuantifica la concentracion de calcio total en el sobrenadante, esto es, iones
calcio libres en la solucidn mas iones calcio enlazados a las moléculas de AH
que permanecen en solucién. Esto ultimo se evalué por titulacion de una
solucion de calcio de concentracion conocida (1,4 mM) con concentraciones
variables de AH, desde 5 a 220 mg L. La concentracion evaluada mediante
titulacion resulté ser 1,4 + 0,03 mM (n=12) independientemente de la
concentracion de AH.

El AH y el calcio adsorbidos se calcularon a partir de la ecuacion 5.1:

(c;i—o)yv
m

= Ecuacioén 5.1.

Donde T es TI'an (AH adsorbido) o TI'ca (calcio adsorbido), ci es la
concentracion inicial de AH o calcio, c es la concentracion de AH (can) o calcio
(cca) que permanecen el sobrenadante luego del equilibrio, m es la masa de
fraccién arcilla y V el volumen final de la mezcla.

Los experimentos de adsorcion mencionados permitieron graficar

isotermas de adsorcion de AH (Tan vs. can) a diferentes concentraciones de
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calcio, y ademas construir curvas I'an VS. cca ¥ I'ca VS. cca para las diferentes

concentraciones de AH.

5.2.3. Microscopia optica

Se tomaron microfotografias para obtener mayor informacién de las
interacciones entre las moléculas de AH, las particulas de la fraccion arcilla y
los iones calcio. Se utiliz6 un microscopio 6ptico (Hokenn), equipado con un
software para analisis de micro imagenes, para examinar muestras bajo
diferentes condiciones experimentales. Los sistemas a observar se prepararon
de manera similar a los empleados en el experimento de adsorcion. Se
utilizaron tres tubos de centrifuga con 15 mL de una suspensién de la fraccidn
arcilla 2 g L' y 100 mg L' de AH en NaCl. En cada tubo se ajusto la
concentracion de calcio adicionando un volumen conocido de solucion stock
0,05 M, para lograr concentraciones de 0, 0,5y 1,6 mM. El pH se regulé a 7
con NaOH o HCI. Luego de agitar los tubos durante 24 h, una gota de cada
suspension se coloco sobre un portaobjetos y se observo con el microscopio

optico.

5.3. Resultados y Discusion

La Figura 5.1 muestra el efecto del pH sobre el potencial zeta de la
fraccion arcilla, del AH y de la fraccidn arcilla mas el AH. El potencial zeta es
negativo en todos los casos. Para la fraccion arcilla en NaCl, el potencial zeta
es de alrededor de -20 mV a pH 3 y se vuelve monotonamente mas negativo
hasta un valor de -30 mV a pH 10. Este comportamiento es predecible para la
fraccion inorganica de suelo donde silicoaluminatos vy filosilicatos dominan la
composicion (20) (21), y resulta de la presencia de cargas estructurales
negativas sobre los minerales de arcilla y de la creciente deprotonacion de
grupos superficiales a medida que aumenta el pH (22). En CaClz el potencial
zeta de la fraccion arcilla es siempre menos negativo que en NaCl. Es
aproximadamente -7 mV a pH 3 y llega a ser de alrededor de -12 mV a pH alto.
Esta disminucion en el valor negativo del potencial zeta cuando el calcio esta
presente es muy probablemente causada por la adsorcion de los cationes

divalentes en la superficie de los minerales (7). En el caso del AH, el potencial
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zeta en NaCl es de alrededor de -22 a pH 3, cambia hasta -37 mVapH 5y
luego permanece casi constante hasta pH 10. Este es un comportamiento
conocido para los AH, y resulta principalmente de la deprotonacion de grupos
carboxilicos y fendlicos (5) (13) (23) con el aumento del pH, dado que son los
grupos ionizables mas abundantes en los AH. Aunque alguna deprotonacién
extra podria ocurrir a pH>9 debido a la presencia de grupos fendlicos menos
abundantes, esto no se evidencio en las curvas de potencial zeta vs. pH. En
presencia de CaClz el potencial zeta del AH es siempre menos negativo que en
NaCl, permaneciendo en alrededor de -15 mV en todo el rango de pH
estudiado, como consecuencia de la union de calcio a las moléculas de AH,
unién que se demostré en muchas publicaciones (24). El sistema fraccién
arcilla mas AH se comporta como los dos anteriores, el potencial zeta es
menos negativo a todos los valores de pH en presencia de calcio, lo cual puede
ser atribuido a la unidén de iones calcio tanto a las particulas de los minerales

como a las moléculas de AH (7) (19).
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Figura 5.1. Potencial zeta de la fraccion arcilla (a), del AH (a), y de la fraccion arcilla

mas AH (c), en presencia de NaCl (series de color rojo) y CaClz (series de color azul). (FI=0,01)




La Figura 5.2 muestra los efectos de la concentracién de calcio a pH 7
sobre el potencial zeta de la fraccion arcilla, del AH y del sistema fraccion
arcilla mas AH. El comportamiento es bastante similar en todos los casos: el
potencial zeta tiene un valor negativo relativamente alto en ausencia de calcio y
se vuelve menos negativo con el incremento de la concentracion de dicho
elemento. Los efectos del calcio son bastante significativos hasta una
concentracion 1,5 mM, donde el potencial zeta es de alrededor de -18 mV. Por
encima de esta concentracion el efecto es menos importante y el potencial zeta
alcanza un valor de -15 mV con 3 mM. Aunque la unién de iones calcio
disminuye la carga negativa de las particulas minerales y de las moléculas de
AH, haciendo que el potencial zeta sea menos negativo en los tres sistemas, es
claro que el calcio no es capaz de revertir la carga negativa. Los resultados
obtenidos son similares a los reportados por Majzik y Tombacz (7) para el
potencial zeta de un AH a varias concentraciones de calcio y pH 6,5, y son
similares a nuestros resultados previos para un AH en presencia de calcio a

tres pH diferentes (16).

0 1 2 3
0 T '
-10 -
*
_ o * ¢
E <
= -20 - *
2
? 2
-30 -
40
Ca (mM)

Figura 5.2. Influencia de la concentracion de calcio sobre el potencial zeta de la

fraccion arcilla (@), del AH () y de la fraccion arcilla mas AH ().

La Figura 5.3 muestra las isotermas de adsorciéon del AH sobre la

fraccion arcilla a diferentes concentraciones de calcio. La adsorcidon del AH es
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muy baja en ausencia de calcio, alcanzando un valor de 15 mg g a altas
concentraciones de AH. Tanto las moléculas de AH como las particulas de la
fraccidon arcilla estan cargadas de forma negativa, tal como se observé en las
medidas de potencial zeta, por lo que las interacciones electrostaticas
repulsivas impiden una buena adsorcion. La adsorcion medida podria ocurrir en
los bordes de las particulas de los minerales de arcilla, como observaron
diferentes autores para la adsorcién de AH sobre montmorillonita y kaolinita (7)
(25) (26), y/o en la superficie de algunos 6xidos de hierro y aluminio, los cuales
son buenos adsorbentes de AH (15) (24) (27) (28) (29) (30) (31). Sin embargo
estos Oxidos estan presentes en pequefias proporciones en la fraccion arcilla
del suelo, por lo que no puede esperarse que la adsorcién de AH sea elevada.
La Figura 5.3 muestra que el calcio afecta significativamente la
adsorcion del AH, la cual aumenta con el aumento de la concentracion del
catiéon. Un efecto importante del calcio en la adsorcion del AH fue observado
por varios autores para la adsorcion sobre sélidos puros (9) (19) (32) (33) (34).
Majzik y Tombacz (7) por ejemplo, observaron un incremento en la adsorcion
de AH sobre una montmorillonita por aumento de la concentracién de calcio.
Ellos atribuyeron este comportamiento a la adsorcion de iones calcio sobre el
mineral por intercambio i6nico y a la subsecuente formacién de puentes
catiodnicos entre la superficie de la montmorillonita y las moléculas de AH. Estos
autores también propusieron la formacion de una segunda capa de AH sobre la
superficie cubierta, como resultado de la formacion de puentes calcio entre
moléculas de AH de la primera y segunda capas, sugiriendo ademas que el AH
podia precipitar sobre la superficie del solido formando complejos humico-
calcio. Martinez et al. (20), por otra parte, propusieron que el incremento en la
concentracion de calcio resultaba en una estructura mas compacta de las
moléculas de AH, llevando a una mayor adsorcion de sustancias humicas en
minerales tales como kaolinita e illita. Ademas, Akbour et al. (10), quienes
trabajaron con arenas de cuarzo y kaolinita, indicaron que la adsorcion de
cationes divalentes reduce la carga negativa de los humicos y la carga
superficial negativa de los solidos, aumentando, en consecuencia, la adsorcion
de AH. Por su parte, Molina (5) muestra ejemplos de experimentos de
adsorcion donde la presencia de cationes multivalentes como cobre y plomo

forman puentes entre SH y minerales, favoreciendo la interaccion. Los
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resultados presentados en la Figura 5.3 estan en concordancia con todas estas
explicaciones, por lo que pueden ser entendidos en términos de una
combinacién de los siguientes procesos: (a) la presencia de calcio reduce la
repulsion electrostatica (reduccion del potencial zeta, tal como se observa en
las Figuras 5.1 y 5.2) entre el AH y la superficie de los minerales, favoreciendo
la interaccién; (b) la adsorcién de iones calcio sobre la superficie de las
particulas promueve la formacién de puentes calcio entre las particulas de los
minerales y el AH; (c) la compactacion de las moléculas de AH conlleva a una
alta densidad de adsorcion de AH; y (d) la precipitacion superficial o agregacion
superficial de AH puede ser posible a altas concentraciones de calcio.
Considerando este ultimo proceso, es conocido que el calcio tiene la habilidad
de producir la agregacion de las moléculas de AH por encima de una cierta
concentracion critica del cation. De hecho, en el Capitulo 4 se demostré que el
AH aqui utilizado comienza a agregarse significativamente a una concentracién
de calcio 1,0 + 0,2 mM, en NaCl 0,01 M y ausencia de particulas sélidas. Esta
concentracion es la concentracién critica de coagulacién (CCC) de calcio para
el AH en solucién. Por lo tanto, es posible que a altas concentraciones de
calcio ocurra agregacion de AH ademas de adsorcion. Las isotermas
presentadas en la Figura 5.3, si bien brindan valiosa informacion acerca de la
remocion de AH por la fraccidon mineral, no permiten identificar en qué
condiciones ocurre agregacion y en qué condiciones ocurre adsorcion de AH.

Estas condiciones trataran de establecerse mediante los siguientes analisis.
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Figura 5.3. Isotermas de adsorcion del AH sobre la fraccion arcilla a diez
concentraciones diferentes de calcio total: 0 (@), 0,5 (@), 0,8 (), 1,0 (¥), 1,2 (&), 1,4 ("),
1,6 (&), 1,8 @)y 2,4 (®)mM.

La Figura 5.4 muestra curvas T'an VS. cca para cinco concentraciones
diferentes de AH. Al parecer, esta forma de graficar los datos no ha sido
reportada hasta el momento. Una inspeccion general de las curvas indica que
la adsorcién aumenta linealmente (linea 1) hasta una cc2=0,7 mM, y por encima
de esta concentracion las curvas de adsorcién adquieren una pendiente mas
pronunciada (linea 2). Para la concentraciones de AH mas bajas que se
investigaron (25 y 50 mg L), las curvas de adsorcién nunca alcanzan la
pendiente mas pronunciada porque todo el AH en el sistema esta ya adsorbido
(marcado con lineas punteadas horizontales en la Figura 5.4) antes de que
esta condicion se alcance. En los demas casos, la presencia de una pendiente
pronunciada en las curvas es evidente a cca por encima de 0,7 mM, hasta que
las curvas alcanzan una meseta debido a la remocion completa del AH desde
la solucién. Las dos pendientes diferentes sugieren que dos procesos
diferentes estan operando y controlando la remocion de humico. Uno de estos
procesos es la adsorcion de AH asistida por iones calcio, la cual ocurre a cca
por debajo de 0,7 mM. Esta adsorcion de AH probablemente es impulsada por
la reduccidn en la repulsion electrostatica entre la superficie del sdlido y las
moléculas de AH, y por la formacion de puentes calcio entre la superficie y el

AH. La agregacion de moléculas de AH que permanecen en solucion no tendria
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que ser significativa bajo estas condiciones porque la concentracion de calcio
es considerablemente mas baja que la necesaria para la agregacion del AH
(CCC), especialmente en la parte inicial de las curvas. El segundo proceso
podria ser la agregacion del AH, la cual probablemente ocurre junto con la
adsorcion de AH a cca por encima de 0,7 mM, originando curvas con una
pendiente mas pronunciada. Aunque un valor de ccas 0,7 mM esta levemente
por debajo de la CCC del AH en ausencia de particulas sélidas, la agregacion
comienza en este valor de cca en presencia de la fraccion arcilla. Este
fendbmeno es bastante comun, la superficie sdélida actia como centro de
nucleacion, favoreciendo la agregacion, precipitacién o formacion de una nueva
fase en la superficie (18). Aunque es bastante dificil discriminar entre
agregacion inducida por iones calcio en solucion previo a la adsorcion de los
agregados, y agregacion directa sobre la superficie (agregacion superficial), es
posible inferir que la agregacion encima de la adsorcidn seria el proceso que
prevalece, siguiendo el analisis realizado por Schneider et al. (35). De acuerdo
a estos autores, la agregacion luego de la adsorcién es posible si hay una
acumulacién de iones calcio dentro de la parte difusa de la doble capa
eléctrica. La acumulacion de iones calcio ocurrira porque hay una carga neta
negativa sobre la superficie solida. Entonces, aun aunque la concentracion de
calcio en solucion podria ser menor que la CCC para la agregacion del AH,
esta concentracién critica se excede cerca de la superficie solida por lo que

ocurre agregacion directa sobre la superficie.
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Figura 5.4. Adsorcion de AH (I'an) en funcion de la concentracién de calcio (cca) a cinco
concentraciones diferentes de AH: 25 @), 50 (@), 100 (©), 140 (@) y 160 (¢) mg L. Las lineas
punteadas horizontales indican la condicion de adsorcién completa de AH para cada una de

estas concentraciones.

La formacion de agregados puede ser confirmada facilmente con un
microscopio optico. La Figura 5.5 muestra las imagenes de la fraccion arcilla
sin AH en el sistema, con AH y calcio bajo las condiciones de la linea 1 en la
Figura 5.4, y con AH y calcio bajo las condiciones de la linea 2. Sin AH en el
sistema, se observan particulas simples que corresponden a la fraccién arcilla.
El mismo tipo de imagen se obtiene bajo las condiciones de la linea 1, en
acuerdo con el hecho de que la remocién de AH es solo debido a adsorcién,
una monocapa o sub- monocapa de AH adsorbido no puede ser detectada por
microscopia Optica, o aun con magnificaciones mas altas. Sin embargo, bajo
las condiciones de la linea 2, la presencia de agregados de AH puede ser
detectada claramente en forma de pequenos puntos (flechas en la Figura 5.5).
Muchos de estos agregados se agrupan juntos en la superficie de las particulas
de los minerales, y son producto de la agregacion superficial. Otros agregados
se observan separados de la superficie de las particulas. Se conoce que los
agregados son bastante moviles en agua y estan sujetos a movimiento
Browniano (16), por lo que ellos podrian haberse formado como agregados
superficiales y luego por movimientos térmicos haberse desprendido de la

superficie. También podrian ser producto de una agregacién masiva de AH en
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solucion a altas concentraciones de AH, por encima de la CCC, sin la

necesidad de una superficie sélida para la nucleacion.

Figura 5.5. Microfotografias dpticas de la fraccion arcilla: (A) sin AH en el sistema, (B)
con AH vy calcio bajo las condiciones de la linea 1 en la Figura 5.4, y (C) con AH y calcio bajo

las condiciones de la linea 2. Las flechas indican la presencia de agregados de AH.

La Figura 5.6 muestra curvas Tca VS. cca para la serie de experimentos
indicados en la Figura 5.4. Dado que el calcio se enlaza tanto a la superficie de
los minerales como a las moléculas de AH, I'ca representa el calcio unido a la

superficie mas el calcio unido al AH adsorbido/agregado. Primero se analizaran
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dos casos extremos para describir la Figura 5.6: (a) la adsorcion de calcio en
ausencia de AH y (b) la adsorcién de calcio en presencia de la maxima
concentracion de AH estudiada, 160 mg L. En ausencia de AH una curva I'ca
vs. cca €s directamente la isoterma de adsorcion de iones calcio sobre la
fraccién arcilla. El calcio se adsorbe con el incremento de su concentracion en
solucion, alcanzando un valor de adsorcién de 0,29 mmol g, 0 0,58 meq g, lo
cual se corresponde casi exactamente con el valor de CIC de la fraccién arcilla
(57 cmolc Kg' 6 0,57 meq g'). En presencia de 160 mg L' de AH, Tc
comienza siendo mas bajo que en ausencia de AH, pero luego aumenta
bastante abruptamente originando una curva con forma de S, con un punto de
inflexion a cca = 0,70 mM, y llegando a un valor de I'ca mucho mas alto que en
ausencia de AH. El incremento abrupto en la T'ca ocurre a la misma
concentracion de calcio que desencadena la agregaciéon (Figura 5.4), lo que
sugiere que es consecuencia del consumo de iones calcio por agregacion
superficial del AH. Por otra parte, la disminucién en la I'ca @ baja cca cuando el
AH esta presente en el sistema puede ser entendida faciimente como una
competencia por los iones calcio entre la superficie de las particulas de los
minerales y las moléculas de AH disueltas. En estas condiciones, una fraccion
importante del AH permanece disuelta en solucion y por lo tanto el calcio
adsorbido disminuye, debido a que parte del mismo se encuentra enlazado a
las moléculas de AH disueltas. Un proceso de competencia similar ocurre a
altas cca. Sin embargo, bajo esta condicion, la mayor parte del AH esta
adsorbido o agregado, por lo que retiene una gran cantidad de iones calcio y
origina un incremento en I'ca. Las mismas explicaciones son validas para
entender las otras curvas en la Figura 5.6, las que corresponden a situaciones
intermedias entre los dos casos extremos analizados, debido a que la

concentracion de AH esta entre las concentraciones de estos dos casos.
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Figura 5.6. I'ca VS. cca a diferentes concentraciones de AH total: 0 (@), 25 @), 50 (),
100 (©), 140 (©), y 160 (@) mg L. La barra gris indica el valor de cc« donde el AH empieza a

agregarse en solucion.

Es interesante destacar que todas las curvas en la Figura 5.6 parecen
definir un punto de entrecruzamiento a cca = 0,70 mM, lo cual se corresponde
con I'ca ~0.19 mmol g'. Este es un punto de inflexion que se vuelve evidente
para las curvas obtenidas con concentraciones de AH mayor a 50 mg L. La
presencia de este punto de cruce significa que una concentracién variable de
AH no produce ningun cambio en cca ni en I'ca en esas condiciones. Este punto
se corresponde con un balance entre el calcio en solucion, representado por cca
(calcio disuelto en agua mas calcio enlazado al AH disuelto, es decir todas las
formas de calcio que permanecen en el sobrenadante luego de centrifugar y
filtrar) y el calcio en fase solida, representado por I'ca (calcio adsorbido a la
superficie de los minerales, enlazado al AH adsorbido y enlazado al AH
agregado, ya sea en la superficie o liberado de la superficie, es decir todas las
formas de calcio que podrian separarse por centrifugacion y filtrado). Por lo
tanto, para el sistema estudiado, la adicion de AH a la suspension de la
fraccion arcilla no cambiara la particion de iones calcio entre la solucion y la
fase “solida” si cca # 0,70 mM. Sin embargo, si cca < 0,70 mM, la adicion de AH

favorece la presencia de iones calcio en solucion, y si cca > 0,70 mM la adicion
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de AH favorecera la presencia de iones calcio en la fase “sdlida”. Esto ayuda a
entender la forma de las curvas en la Figura 5.6.

Como se menciono en la seccion 5.1. Introduccion, hay un creciente
consenso en que el AH es un ensamblado supramolecular de moléculas
pequenas a grandes, lo cual contradice la visidon mas tradicional que considera
al AH como un polielectrolito. Es entonces interesante analizar si los
experimentos de agregacién y adsorcién en presencia de calcio, tal como se
realizaron en este capitulo, dan alguna informacién sobre esta estructura. La
principal respuesta puede obtenerse del analisis de los espectros UV-visible del
AH, que indican que ni la agregacion con calcio ni la adsorcidon/agregacion a la
superficie de las particulas de los minerales en presencia de calcio cambia la
forma de los espectros. En ausencia de una cantidad importante de calcio u
otro cation multivalente, Andrew et al. (36) por ejemplo, demostraron que la
materia organica oceanica disuelta se adsorbe preferentemente a longitud de
onda larga (visible) adsorbiendo y emitiendo (fluorescencia) material sobre un
cartucho extractor C18, sugiriendo el fraccionamiento del material en diferentes
componentes, y apuntando a la estructura supramolecular de la materia
organica disuelta. Considerando nuestros resultados, parece que el calcio no
discrimina entre fracciones relativamente grandes y relativamente pequefas de
AH, probablemente debido a la habilidad de formar puentes entre ellas.
Entonces, la agregacion, la agregacion superficial y la adsorcion mediada por
iones calcio ocurren de forma bastante homogénea. Por lo tanto, cualquier
intento de fraccionar los constituyentes de AH deberia realizarse en completa

ausencia de calcio y probablemente otros cationes polivalentes.

5.4. Conclusiones

Se investigd el efecto de la concentracidon de calcio sobre la interaccion
entre el AH y la fraccién arcilla de una misma muestra de suelo. El calcio juega
un rol clave en la interaccion ya que es capaz de enlazar tanto sitios
superficiales de la superficie de los minerales como grupos funcionales en las
moléculas del AH, disminuyendo el potencial zeta negativo en ambos casos y
favoreciendo la interaccion. En ausencia de iones calcio, la adsorcion de AH

sobre la fraccion arcilla es muy baja como resultado de la repulsion
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electrostatica entre la superficie y las moléculas de AH. En presencia de iones
calcio, hay un consumo significativo de AH por el mineral. La concentracion de
calcio determina si ocurre principalmente adsorcion o agregacion de AH. Bajas
concentraciones de calcio favorecen la adsorcién de AH, la cual ocurre por
formacion de puentes calcio entre la superficie de los minerales y las moléculas
de AH. Altas concentraciones de calcio inducen la agregacion de AH, la cual
lleva a una remocién importante del AH disuelto. La agregacion de AH puede
ser detectada de manera consistente con curvas del tipo I'an vs. ccq, a partir del
cambio en la pendiente de las curvas y con graficos I'ca vS. can a partir del punto
de entrecruzamiento de las curvas. Este tipo de curvas nunca han sido
empleadas para detectar la agregacion de AH hasta el momento. La
agregacion, por ultimo, puede ser facilmente observada por microscopia éptica.
Esta agregacion se favorece por la presencia de una superficie mineral que
actua como centro de nucleacion.

Los resultados obtenidos son potencialmente utiles para el
entendimiento de la retencion de materia organica por las particulas de suelo y
la formacién de agregados, procesos relacionados con la estructura del suelo y

su resistencia a la erosion.
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5.6. Anexo
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Figura 5A.1. Espectros del AH (a) y espectros normalizados del AH (b) obtenidos para una
curva de calibracion con AH a pH 7. Concentracién de AH entre 0 y 80 mg L-". La normalizacién

fue realizada tal que la Abs sea igual a 1 a 400 nm.
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Espectros (agregacion)
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Figura 5A.2. Espectros del AH (a) y espectros normalizados del AH (b) obtenidos en un
experimento donde el AH fue agregado parcialmente por la adicion de calcio. Los espectros
corresponden a los sobrenadantes obtenidos luego de filtracion. La agregacion en este

experimento varié desde 0 a 70 %. pH 7.

109



3,0 - Espectros de adsorcion/agregacion

Abs
N
[=)

1,5
1,0

0,0 . T
300 400 500 600 700 800

A (nm)

»w
o

N
[¢)]
|

\ Espectros normalizados

Abs normalizada
— — N
f=) o o

1 1 1

o
[@)]
I

/

<P

o
o

300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 5A.3. Espectros del AH (a) y espectros normalizados del AH (b) obtenidos en un
experimento donde el AH se adsorbié (agrego) sobre la superficie de la fraccion arcilla del
suelo. Las condiciones experimentales son las indicadas en la Figura 5.3, con una
concentracién de calcio total 0,5 mM. La remocién de AH desde la solucion varié desde 0 a 90
%. Cuatro de los espectros de AH indicados en (a) y sus correspondientes espectros
normalizados en (b) muestran ruido en la sefial para Absorbancias mayores a ~ 3 (Tramitancia

menor al 0,1 %) debido a limitaciones instrumentales.
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Figura 5A.4. Todos los espectros normalizados indicados en las Figuras 5A.1, 5A.2 y 5A.3. Los
puntos por debajo de A 390 nm correspondientes a los cuatro espectros normalizados que
presentan ruido en la sefal de la Figura 5A.3 no se muestran en esta figura para mayor

claridad.
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Capitulo 6. Estudio de
Agregacion /
Sedimentacion de la
Fraccién Arcilla del
Suelo



6.1. Introduccioén

El comportamiento de dispersibn — coagulacion de suspensiones
coloidales de arcillas y 6xidos es de gran importancia en las ciencias del suelo
y del medioambiente (1). La dispersion de particulas coloidales modifica la
estructura de los agregados del suelo y contribuye a la erosién (2). Los coloides
moviles en suelos y aguas sub-superficiales pueden facilitar el transporte de
contaminantes adsorbidos ante un cambio en la composicion quimica del suelo
o el agua (3). Un gran numero de estudios se han realizado para evaluar el
comportamiento coloidal de arcillas puras, mezclas de arcillas, éxidos y arcillas
naturales del suelo (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12). Se observa comunmente
que los coloides de arcillas naturales del suelo presentan una estabilidad
coloidal mas alta comparada con las arcillas puras. Esta estabilidad mejorada
se atribuy6 a la presencia de SH sobre la superficie de las arcillas naturales (1).

Como se mencioné en capitulos previos, las SH presentes en la
superficie del suelo y en el ambiente acuatico, son polielectrolitos amorfos de
estructura quimica compleja. Si bien el tamafio y la estructura real de las
moléculas estan todavia en discusién (13) (14) (15) (16), es por todos aceptado
que cada molécula posee varios grupos funcionales reactivos. Los grupos
funcionales carboxilico y fendlico en su estructura le otorgan carga negativa y
favorecen la formacién de complejos con cationes metédlicos. Cuando la
concentracion de cationes metalicos es superior a la concentracion de
coagulacion critica (CCC) las moléculas de AH forman agregados (17) (18).
Ademas, se conoce que los complejos de SH con cationes metalicos pueden
adsorberse a la superficie de las particulas minerales induciendo su agregacion
y sedimentacidon en medios naturales (18) (4) (19) (20) (21) (22). Esta
adsorciéon de SH a las superficies de minerales en presencia de cationes
produce modificacion de la carga superficial de los coloides alterando la
cinética del proceso de agregacion — sedimentacion (8) (23) (24).

La movilidad de las particulas en la solucion del suelo y en aguas
depende de su tendencia a permanecer en suspension, por lo que una
evaluacion de su tendencia a la agregacion permite predecir cual sera su
velocidad de sedimentacion y por lo tanto su remocion desde la fase acuosa.
Se han publicado varios estudios sobre la tendencia a la agregacion de

particulas inorganicas coloidales en presencia de SH (1) (7) (23). Sin embargo,
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a la fecha solo se ha reportado un estudio de cinética de agregacion de
particulas minerales de tamafo arcilla (< 2 ym) extraidas de suelos agricolas
de Alemania, en presencia de iones calcio y sodio y AH (24). En éste estudio
se demostrd que hay un incremento en la agregacion de las particulas con el
incremento de la concentracion de calcio desde 0,5 a 3 mM. Ademas, la
presencia de una lamina delgada de carbono organico sobre la superficie de
las particulas coloidales de suelo puede contribuir a la estabilizacion de las
mismas a baja concentracion de calcio. Se menciona un mecanismo de
estabilizacion estérico debido a la interaccion relativamente débil del carbono
organico con la superficie de las particulas coloidales. Dado que este estudio
se realiz6 sobre muestras de suelos de origen muy diferentes (Luvisol Ortico,
Chernozem Aplico, Cambisol Districo) al suelo estudiado en esta tesis
(Haplustol Entico), resulta interesante evaluar si la agregacion de los coloides
sigue un comportamiento similar en este suelo.

La cinética de agregacion de particulas se estudia en los ultimos afos
principalmente por técnicas de dispersion de luz (light scattering) (12) (8) (25)
(24) (26) (23). Con esa metodologia, en general, se evalua como varia el
tamano de los agregados que se van formando a medida que transcurre el
tiempo y de alli se deduce en qué condiciones se produce o no agregacion (8)
(12) (26) (23). Sin embargo, las técnicas de dispersion de luz no estan
disponibles en todos los laboratorios, por lo que es deseable también contar
con medios menos sofisticados para realizar este tipo de mediciones y que
puedan ser aplicados en todos los laboratorios como analisis de rutina. En tal
sentido, en varios trabajos se muestra que la agregacion y sedimentacion de
particulas puede ser seguida por medidas relativamente simples de turbidez (7)
(6) (11) (27), por lo que se explorara la eficacia de estas mediciones con la
fraccién arcilla del suelo estudiado en esta tesis.

El objetivo de este capitulo es profundizar el conocimiento del
comportamiento de agregacion / sedimentacion de particulas de suelos
realizando un estudio sobre la fraccidn arcilla del suelo de la Regién Semiarida
Pampeana Argentina que se ha estudiado en esta tesis. Se presenta una
evaluacion de la cinética del proceso en presencia de AH y cationes sodio y
calcio. Para ello se midio la variacion en la absorcion de luz o turbidez durante

estudios cinéticos de agregacion / sedimentacion, y se monitored la evolucién
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del tamano de los agregados formados bajo diferentes condiciones

experimentales.

6.2. Teoria

La agregacion de particulas es normalmente analizada en términos de la
colision entre particulas primarias que quedan unidas luego de la colisidén para
formar un doblete de particulas (28) (29) (30). Subsecuentemente, los dobletes
colisionan con particulas primarias o con otros dobletes para generar tripletes y
cuadrupletes, los que a su vez, encuentran otras particulas para continuar
creciendo. Finalmente, terminan generandose agregados macroscopicos que
sedimentan y quedan segregados del medio.

En soluciones relativamente diluidas que estan formando agregados las
colisiones son esencialmente de naturaleza binaria. Por lo tanto la velocidad de
agregacion puede ser aproximada por una cinética de segundo orden (28) (26),

descripta por:

dn

——= kn? Ecuacion 6.1

Donde n es la concentracidn particulas (en unidades de volumen) y k
es la constante de velocidad (unidades de volumen tiempo™).
La integracion de la Ecuacién 2 resulta ser:

1okt Ecuacion 6.2
n Nng

Donde no es la concentracion inicial de particulas. A partir del grafico 1/n
vs t se obtiene una recta de pendiente k y ordenada al origen 1/no.

El valor de k, y por lo tanto la velocidad de agregacion, esta fuertemente
determinada por la interaccion entre las particulas. Si todas las colisiones son
efectivas y resultan en la unién entre particulas se obtiene un valor maximo de
constante de velocidad, k™, y una velocidad de agregacion maxima. En este
caso, la velocidad de agregacién estd gobernada por la difusion de las

particulas y su capacidad de encontrarse y colisionar unas con otras, por lo que
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esta velocidad maxima de agregacion tiene un control difusional. Por el
contrario, cuando las particulas sienten una barrera de energia repulsiva entre
ellas, solo una fraccidén de las colisiones es efectiva, y esto se refleja en un
menor valor de k y una menor velocidad de agregacion.

Las velocidades de agregacion son frecuentemente expresadas en
términos relativos analizando lo que se conoce como relacion de estabilidad,

W, que se define como (1):

kmax

Ecuacioén 6.3

Un valor de W=1 indica que el sistema esta controlado difusionalmente
mientras que valores de W mayores a 1 indican que hay alguna barrera
energética o alguna reaccién que retardan la agregacion (control por reaccion).
Otra manera de analizar las velocidades de agregacién y la estabilidad de
suspensiones coloidales es a través de la reciproca de W (1/W), conocido
como la eficiencia de union. Cuando 1/W=1 todas las colisiones son efectivas y
se tiene una velocidad maxima de agregacion (control difusional); cuando
1/W<1 no todas las colisiones son efectivas y la velocidad es menor.

En suspensiones coloidales, la “absorbancia” medida por un
espectrofotometro no resulta en realidad de la absorcion de radiacién por la
muestra, como ocurre con cualquier solucién coloreada, sino que es el
resultado de la turbidez que se genera por la dispersién de luz. De todos
modos, es posible trabajar con los datos de “absorbancia” ya que ésta esta

directamente relacionada con la turbidez de la misma segun (31):

T = 2.3034/1 Ecuacion 6.4

Donde 7 es la turbidez, A la absorbancia y / es el paso optico de la
cubeta. A partir de medidas de A (o 7) de una suspension que esta formando
agregados, la velocidad de agregacion podria estimarse de dos maneras
diferentes: a) empleando relaciones de concentracion vs. tiempo; b) empleando

relaciones de radio vs. tiempo.
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En el caso a) se supone que la concentracion de sodlido en una
suspension es directamente proporcional a la turbidez. Esto es bien conocido,
pero es estrictamente valido cuando la distribucion de tamafos de particulas no
varia durante las mediciones, ya que particulas o agregados de diferentes
tamanos dispersan la radiacion de manera diferente (31). En el caso de una
suspension cuyas particulas vayan cambiando de tamafio debido a colisiones
que resultan en agregacion, para que haya una dependencia lineal entre A (0 7)
y la concentracion de solido es necesario suponer que los agregados que se
forman sedimentan rapidamente y que no causan turbidez. Aunque esta
suposicién es grosera y puede que no se cumpla, se va tratar al sistema de
esta manera a modo de comparacién. Con esta suposicion la velocidad de

agregacion puede redefinirse como:
—— = akC? Ecuacién 6.5

Donde C es la concentracion de soélido (unidades de masa/volumen) y a
es un factor de conversion entre n y C. La velocidad inicial de agregacion viene

entonces dada por:

-(%)  =akc Ecuacion 6.6
at/t—o

Donde Co es la concentracion inicial de sdlido.

A partir de la definicion de 1/W, este parametro puede entonces
conocerse calculando la relacién entre la velocidad de agregacion en cualquier
condiciéon experimental y la velocidad maxima de agregaciéon (control

difusional), siempre y cuando (p sea la misma en todos los casos.

1 k (%) t—0

= Tmax = Tacymax Ecuacion 6.7
(@):-0

En el caso b) se supone que la agregaciéon no resulta en sedimentacion,

al menos en las etapas iniciales del proceso. Los cambios en la turbidez son
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por lo tanto asumidos como debidos a cambios en el tamafo de las particulas
durante la agregacion. Para una suspension de particulas esféricas uniformes,

con radio a y concentracion n, la turbidez esta dada por (30):
T = Ecuacion 6.8

Donde ¢ es la fraccidon en volumen de las particulas (41na®3) y Q es el
coeficiente de dispersion (scattering coefficient). El valor de Q depende del
radio de las particulas y puede ser calculado a partir de la teoria de Mie (30).
Para particulas grandes Q adquiere un valor constante igual a 2 (30). Por lo
tanto, debido a que en una suspension que esta formando agregados ¢ es
constante, un cambio en la turbidez es inversamente proporcional al radio de
las particulas/agregados, el que se puede calcular a partir de:
_ 30¢

a= Ecuacion 6.9
4T

La obtencion del radio de las particulas a través de esta ecuacion es
también muy aproximada, ya que se suponen particulas (individuales y
agregados) esféricas y que son suficientemente grandes como para que Q=2.
Sin embargo, se va a usar esta aproximacion para comparar con el caso a).

La velocidad de agregacion de las particulas es en muchos casos
seguida por dispersion de luz dinamica (dynamic light scattering). Se ha
demostrado que la variacién del radio de las particulas con el tiempo (a t=0)
esta dada por (1):

da

(E)HO = Bkno Ecuacion 6.10

Donde B es una constante 6ptica que depende de no, de la longitud de
onda de la radiacién, y de parametros 6pticos del sistema. El valor de 1/W, por
lo tanto puede calcularse a partir de la siguiente ecuacion, siempre y cuando no

sea igual en todos los casos:
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1 k (%) t—0

= mar = (da)max Ecuacion 6.11
t—-0

dt

6.3. Materiales y Métodos

6.3.1. Fraccién arcilla y AH

Las muestras de fraccion arcilla y AH son las mismas que se han
estudiado durante todo este trabajo de tesis. Se prepardé 100 mL de suspension
de fraccion arcilla 1 g L™ transfiriendo un volumen medido de la suspension
extraida del suelo y llevando a volumen con NaCl 0,01 M. Se preparé también
una solucion madre de AH 1 g L' a partir del AH liofilizado, para lo cual se
peso la masa necesaria de AH, se disolvid en solucion acuosa a pH 12 bajo

agitacion constante, y finalmente se llevo a volumen de 100 mL.

6.3.2. Estudios de agregacion y sedimentacion empleando
espectrofotometria UV-visible

El proceso de agregacion/sedimentacion de la fraccién arcilla en
presencia de NaCl y CaClz, y/o AH, se monitoreé utilizando dos
espectrofotometros UV-visible (Metrolab 1600 plus y Perkin EImer Lamba35),
midiendo la absorbancia de la suspensién en funcion del tiempo a 700 nm. La
absorbancia se midid cada 3 min durante 1 h. Una primera serie de
experimentos se realizd para determinar la influencia de la concentracién de
soélido y el pH de la suspension en esta cinética. Para determinar la influencia
de la concentracion, se monitore6 la evolucion de la absorbancia en
suspensiones de 200, 400 y 600 mg L', en NaCl 0,4 M a pH 7. El efecto del pH
se determind a partir de la evolucidén de la absorbancia de una suspension de
fraccion arcilla 600 mg L' a pH 5, 6 y 7. En todos los casos se uso una cubeta
de vidrio de 1 cm de paso optico.

En una segunda serie de experimentos se evalu6 el efecto del NaCl y
CaCl2 en el proceso de agregacién/sedimentacién. Para ello se midié la

evolucién de la absorbancia de suspensiones de fraccion arcilla de 600 mg L,
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en presencia de concentraciones variables de sodio (0,1 a 1 M) y calcio (2 a 24
mM). El pH de las suspensiones se ajustd a 7 con soluciones de NaOH y HCI.
Finalmente, para investigar la influencia del AH en el proceso de
agregacion/sedimentacion de la fraccidon arcilla en presencia de CaClz, se
prepararon suspensiones de fraccion arcilla de 600 mg L', AH 50 mg L'y

concentraciones variables de calcio (2a 18 mM), apH 7.

6.3.3. Evaluacion del tamafo de particulas por dispersion de luz dinamica.

En unos pocos experimentos, el tamano de las particulas se midid
también en funcion del tiempo via dispersién de luz dinamica, utilizando un
equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern). Después de la preparacion de la
suspension una alicuota fue colocada inmediatamente en la cubeta de
medicion y ubicada en la camara del equipo. La distribucion por numero de
particulas se utiliz6 para monitorear el diametro de las particulas cada 5 min
durante 1 h.

Se realizaron tres tipos de experimentos: 1. Influencia del AH en la
agregacion de la fraccién arcilla, 2. Contribucion del sodio a la agregacion de
fraccién arcilla en presencia de AH, y 3. Contribucion del calcio a la agregacién
de fraccion arcilla en presencia de AH. Para determinar la influencia del AH en
la agregacion de fraccion arcilla se prepard una suspension de arcilla 25 mg L-
1. a partir de la suspensioén stock de 1 g L™, se adicioné una cantidad conocida
de solucién stock de AH 1 g L, a fin de obtener una concentracion final de 10
mg L' y el pH se regulé a 7 con NaOH o HCI previo a la determinacion de
tamano. Para evaluar la contribucion del sodio a la agregacion, se preparo una
suspension de igual modo que la descripta para el experimento 1, pero
adicionando también NaCl 0,5 M (régimen de agregacién controlada por
difusién). Finalmente, un tercer experimento se realizd para evaluar la
influencia de CaCl2 10 mM, para lo cual el procedimiento fue similar al

mencionado previamente.

6.4. Resultados y Discusion
La Figura 6.1 muestra las curvas de calibracion Absorbancia vs.

concentracion de fraccion arcilla, desde 0 a 600 mg L', obtenidas con los dos
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espectrofotometros utilizados para el estudio. Se obtuvieron dos curvas de

calibracion con R? = 0,99, apropiadas para la cuantificacion de la fraccion arcilla
en los estudios de agregacion/sedimentacion.
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Figura 6.1. Curvas de calibracion Absorbancia vs. concentracion de fraccion arcilla obtenidas

con un espectrofotometro Metrolab 1600 (®) y Perkin EImer Lamba35 (¢).

La Figura 6.2 muestra las curvas de sedimentaciéon de una suspension
de fraccion arcilla 400 mg L' en NaCl 0,4 M, representando la evolucion de la
absorbancia vs. tiempo (6.2a) y la evolucion de la absorbancia normalizada a
tiempo cero (A/Ao) vs. tiempo (6.2b). Graficos como el indicado en la Figura
6.2b fueron utilizados para el estudio del comportamiento de
agregacion/sedimentacion de la fraccion arcilla bajo diferentes condiciones
experimentales. En la figura se observan al menos dos pendientes diferentes:
una pendiente pequefa hasta los 30 min aproximadamente y una pendiente
mayor luego de los 30 min. Phenrat et al. (7), en un estudio combinado de
cinética de agregacion seguido espectrofotométricamente y mediciones de
tamafno de particulas y agregados por dispersion de luz encuentran un
comportamiento similar para nanoparticulas de hierro metalico en medios
acuosos. La parte de la curva con pendiente pequefa fue debida al proceso de
agregacion, mientras que a tiempos mas largos (la region de la curva con
mayor pendiente) fue debida principalmente al proceso de sedimentacion de
los agregados formados en la etapa previa. En ciertos casos experimentales,

estos autores encontraron a tiempos aun mayores una nueva pendiente
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pequefia que fue atribuida a una sedimentacién lenta de agregados. En
concordancia con los resultados obtenidos por Phenrat et al. (7), en nuestro
caso, la Figura 6.2 muestra una pendiente inicial pequefia, que se atribuye a
agregacion, y una region con pendiente mas grande, que se atribuye a la
rapida sedimentacién de grandes agregados. Solo la parte inicial de la regién
con pendiente mas pequefa (indicada como agregacion en la Figura 6.2) sera

utilizada para los calculos de 1/W.
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Figura 6.2. a) Absorbancia vs. tiempo de una suspensién de fraccion arcilla 400 mg L' en NaCl
0,4 M a pH 7, b) absorbancia normalizada de fraccién arcilla (A/Ao) vs. tiempo para las
condiciones experimentales indicadas en a). Las dos rectas que se dibujan representan las
pendientes que corresponden a la fase de agregacion y a la de sedimentacion. El punto de
cruce de las curvas, alrededor de 30 min, puede tomarse como el tiempo necesario para que
los agregados que se forman sean lo suficientemente grandes como para comenzar a

sedimentar.
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La Figura 6.3 muestra curvas A/Ao vs. tiempo para experimentos
realizados con diferentes concentraciones de arcilla y a diferentes pH. En la
Figura 6.3a se muestra la evolucion de A/Ao vs. tiempo para tres
concentraciones iniciales de fraccién arcilla, 200, 400 y 600 mg L' a pH 6. Para
la concentraciéon de 200 mg L' casi todos los puntos experimentales
corresponden al proceso de agregacion; sélo a tiempos mayores que 50 min se
observa un leve cambio en la pendiente que posiblemente sea debido a
sedimentacion. Para 400 y 600 mg L' de fraccion arcilla tanto la etapa de
agregacion como la de sedimentacion son bien evidentes. Una comparacion de
las tres curvas indica que las pendientes en las zonas de agregacion y
sedimentacién aumentan a medida que aumenta la concentracion de arcilla, y
que el tiempo necesario para que comience la sedimentacidn disminuye a
medida que aumenta esa concentracion.

La Figura 6.3b muestra las curvas de A/Ao vs. tiempo para tres valores
de pH diferentes: 5, 6 y 7, a una concentracién de 600 mg L. Para el estudio a
pH 7 se observa un comportamiento en dos etapas, primero una etapa de
agregacion de particulas de ~ 35 min, y luego de este tiempo una etapa de
sedimentacidon de agregados. Para pH 5 se visualizan tres etapas, primero una
etapa de agregacion que transcurre durante aproximadamente 20 min de
reaccion. En segundo lugar hay una etapa de sedimentacion rapida de grandes
agregados durante los siguientes 20 min. Por ultimo hay una tercera etapa de
sedimentaciéon lenta que probablemente estd asociada a la sedimentacion de
agregados mas pequefos. El experimento a pH 6 presenta una situacion
intermedia entre las de pH 5 y 7. El comportamiento de agregacion/
sedimentaciéon de dos o tres etapas coincide con los resultados obtenidos por
Phenrat et al (7) en el estudio de particulas de hierro, y con los obtenidos por
Keller et al (6) para la sedimentacion de nanoparticulas de 6xidos metalicos en

matrices acuosas.
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Figura 6.3. a) Influencia de la concentracion de particulas e b) Influencia del pH, en las curvas

de agregacion/sedimentacion de la fraccién arcilla.

En la Figura 6.4 se indican las curvas de agregacion/sedimentacién de
suspensiones de arcilla 600 mg L' a pH 7 bajo diferentes condiciones
experimentales. En la Figura 6.4a se muestra el efecto de la concentracion de
NaCl, desde 0,1 a 1,0 M. Para concentraciones bajas, < 0,17 M, las curvas
consisten de una unica region donde las particulas no llegan a formar
agregados de tamanio critico; sélo se observa la etapa de agregaciéon. Mientras
que para concentracion de NaCl mas alta, > 0,20 M, se observan las dos fases

mencionadas previamente al describir la Figura 6.3, primero las particulas se
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agregan durante un tiempo de ~ 30 min, y luego en una segunda etapa los
agregados son tan grandes que sedimentan.

La Figura 6.4b muestra el efecto de la concentracion de CaClz, desde 2
a 24 mM, sobre las curvas de agregaciéon/sedimentacion de la suspension. A
concentraciones bajas de calcio, < 3 mM, las curvas estan formadas por una
unica etapa, mientras que a concentraciones mas altas, desde 4 a 24 mM, se
encuentran las dos etapas. Es evidente que el calcio es mas efectivo que el
sodio en producir la agregacion. En capitulos anteriores se mostro que el
potencial zeta de las particulas de la fraccion arcilla se hace menos negativo en
presencia de iones calcio. Esta reduccidén en el potencial zeta seguramente
resulta en una disminucion en las interacciones repulsivas entre las particulas,
favoreciendo la agregacion.

La Figura 6.4c muestra el efecto de la concentracion de CaClz sobre las
curvas de agregacion/sedimentacion de la suspension de arcilla con 50 mg L'
de AH. Se observa que la velocidad de agregacion aumenta con el aumento de
la concentracion de calcio, al igual que en la Figura 6.4b. Sin embargo, a
diferencia de las Figuras 6.4a y 6.4b, en presencia de AH todas las curvas
presentan tres etapas, una primera etapa donde ocurre la agregacién de
particulas, una segunda etapa donde ocurre la sedimentacién y una tercer
etapa de sedimentacién mas lenta. Ademas se observa también que el periodo
en el cual ocurre la agregacion es mas corto en presencia de AH, y luego de ~
20 min los agregados de particulas comienzan a sedimentar. Estos resultados
de agregacion acelerada de particulas en presencia de iones calcio fueron
reportados por Chen y Elimelech (23) en un estudio de agregaciéon de
nanoparticulas de Ceo con AH y en otro estudio de Chen et al (32) de
agregacion de hematita cubierta con alginato. Ademas, los resultados de tres

etapas coinciden con los obtenidos por Phenrat et al (7).
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Los valores de 1/W fueron calculados usando los dos métodos
mencionados en la seccion 6.2. Teoria. En el primer caso, a partir de la
pendiente inicial de curvas C vs t, que tienen la misma forma que las curvas de
la Figura 6.4, se calcul6 el producto akCs? (Ecuacion 6.6) para cada una de las
diferentes concentraciones de NaCl o CaClz. En el segundo caso, usando las
absorbancias a diferentes tiempos se calcularon los valores de turbidez
(Ecuacion 6.4), luego se calcularon los valores de radio (Ecuacién 6.9) usando
$=2,98x10*y Q=2, y por ultimo se construyeron curvas a vs. t. De la pendiente
inicial de estas curvas se calculé el producto Bkno (Ecuacion 6.10) para cada
una de las diferentes concentraciones de NaCl o CaClz. Los resultados se

muestran en las Tablas 6.1y 6.2.

Tabla 6.1. Parametros cinéticos de agregacién de la fraccion arcilla en NaCl.

NaCl Fraccion arcilla

akC? /W Bkno 1/W
(M) x 10 x 103
0,10 0,25 0,03 0,10 0,03
0,115 0,59 0,06 0,17 0,04
0,12 2,30 0,13 0,64 0,16
0,15 8,37 0,44 2,55 0,60
0,17 11,30 0,63 3,22 0,73
0,20 14,70 0,81 3,94 0,94
0,40 16,90 1,00 4,27 0,96
0,80 17,40 1,00 4,53 1,00
1,00 17,40 0,94 4,05 0,94
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Tabla 6.2. Parametros cinéticos de agregacién de la fraccion arcilla en CaClz con y sin
agregado de AH (50 mg L").

CaClz Fraccion arcilla Fraccion arcilla mas AH
akC? 1MW Bkno 1MW akC? 1MW Bkno 1MW
(mM) x 104 x 103 x 104 x 103
2,0 2,90 0,18 0,68 0,16 - - - -
2,5 5,49 0,30 1,13 0,25 4,40 0,24 0,59 0,16
2,8 6,63 0,42 1,63 0,37 5,73 0,36 0,82 0,22
3,0 11,0 0,66 3,11 0,65 9,86 0,60 1,89 0,53
4,0 16,50 0,95 4,38 0,94 12,30 0,71 2,38 0,64
4,5 - - - - 15,50 0,89 2,89 0,74
5,0 16,30 0,95 3,93 0,83 16,70 1,01 3,34 0,88
8,0 - - - - 15,70 0,95 - -
12,0 15,70 0,95 - - 15,70 0,95 3,76 1,00
18,0 18,50 1,07 4,96 1,06 - - - -
24,0 18,20 1,07 4,68 1,00 - - - -

La Figura 6.5 representa la eficiencia de unién (1/W) de las particulas de
fraccion arcilla en funcidn de la concentracion de NaCl y en funcion de la
concentracion de CaClz2 en presencia y ausencia de AH. La Figura 6.5 para
sodio revela dos comportamientos tipicos de sistemas coloidales en los cuales
la cinética de agregacion puede ser explicada por la teoria DLVO (23). A bajas
concentraciones de sodio, 1/W aumenta con el aumento de la concentracion de
sodio debido a la compactacion de la doble capa eléctrica, lo cual reduce la
barrera energética repulsiva para la agregacion. Este comportamiento ocurre
en el régimen limitado por reaccion y es la etapa mas lenta del proceso. A
concentraciones suficientemente altas de sodio, la barrera electrostatica
repulsiva es minima y se alcanza el limite difusional para la agregacion, por lo
que 1/W adquiere valores cercanos a la unidad. La interseccidon de las lineas
en la Figura 6.5 indica la concentracioén critica de coagulaciéon (CCC), que para
el caso del NaCl es de 0,22 M. Este valor esta en el rango de CCC obtenido
para agregacion de minerales arcillosos en suspension, tal como fue reportado
por Garcia-Garcia et al. (26) para montmorillonita.

La eficiencia de union de las particulas de fraccion arcilla es también

presentada en funcion de la concentracion de CaClz en ausencia y presencia
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de 50 mg L' AH. Al igual que para el caso de NaCl, se observan dos
regimenes, uno limitado por reaccion, a concentraciones mas bajas de calcio y
otro limitado por difusion, a las concentraciones mas altas, por lo que el
comportamiento de agregacion es también tipo DLVO. Extrapolando entre los
dos regimenes se obtiene un valor de CCC de ~ 4,0 mM tanto en ausencia
como en presencia de AH. En presencia de AH se observa una curva de
estabilidad bastante similar a la obtenida en ausencia de AH, una pequefa
variacion observada en la CCC puede asociarse a error experimental, mas que

a un efecto del AH.
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0,0 .I T T T T LI B B | T T T T LN B B I | T T T T T rrrj
0,001 0,01
NaCl o CaCl, (M)

Figura 6.5. Curvas de estabilidad de particulas de fraccion arcilla a pH 7, en NaCl (¢) y en
CaClz en ausencia (O) y en presencia () de AH. Los simbolos de color verde representan los
calculos a partir de la Ecuacién 7 y los de color rojo los calculos a partir de la Ecuacion 11. La

CCC es de 0,22 M para NaCl. La CCC en CaCl: es de alrededor de 4,0 mM. No se observa

efecto considerable del agregado de AH en la CCC para CaClz.

La Figura 6.6 muestra los resultados obtenidos por dispersion de luz
dindamica para la evolucion de la distribucion de tamafo de particulas de
fraccion arcilla en suspension (25 mg L) en funcion del tiempo para tres
experimentos: a) en presencia de 10 mg L' de AH, b) en presencia de 10 mg L-
"de AH y NaCl 0,5 M y c) en presencia de 10 mg L' de AH y CaCl2 10 mM.

Notese que la concentracion de arcilla (25 mg L") es mucho menor en estos
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casos que en los estudios de turbidez mostrados anteriormente (600 mg L' en
la mayoria de los casos).

Las Figuras 6.6a y 6.6b muestran una distribucidn monomodal del
tamano de particulas de fraccion arcilla en presencia de AH y en presencia de
AH mas NaCl. El diametro medio de las particulas es de ~ 530 nm y ~ 720 nm
respectivamente y no se modifica o se modifica muy poco durante el intervalo
de tiempo estudiado. El diametro ligeramente superior de las particulas en
presencia de sodio esta asociado probablemente a que las altas fuerzas
idnicas cuando hay NaCl producen una compactacion de la doble capa
eléctrica favoreciendo la agregacién de las particulas.

La Figura 6.6c muestra dos tipos de distribuciones de tamafo de
particulas de fraccion arcilla en presencia de AH mas CaClz2: una distribucién
monomodal para los primeros 5 y 10 min de reaccion, donde el tamafo de
particulas aumenta desde ~ 1100 a ~ 1480 nm, lo cual podria asociarse a la
formacion de agregados de particulas de fraccion arcilla, moléculas de AH y
calcio. A los 20 min de reaccion se observa un aumento del ancho de la
distribucion y pueden visualizarse dos picos poco definidos, los cuales se
redefinen a los 30 min de reaccién, donde la distribucion de particulas es
claramente bimodal. En este ultimo caso se observan dos picos bien definidos,
uno a ~ 400 nm y otro a ~ 1480 nm. La aparicion de estos dos picos indica que
el proceso de agregacion es un proceso complejo y no se conoce a ciencia
cierta a qué se debe este comportamiento. Es posible suponer que el pico a ~
400 nm es debido a agregados de AH inducidos por la presencia de iones
calcio y que el pico a ~ 1480 nm es debido a agregados de arcilla y AH con
iones calcio como sustancia cementante. En el primer caso, estudios cinéticos
de agregacion de AH en presencia de iones calcio indicaron que el tamafo de
los agregados formados oscila entre 91 y 700 nm luego de 30 min de reaccion.
En el segundo caso, los resultados coinciden con los obtenidos por Séquaris
(24) en el estudio de coloides de suelo. Sin embargo, seria necesario realizar

mas estudios para corroborar esta hipotesis.
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Figura 6.6. Distribucion de tamafio de las particulas de fraccion arcilla en suspension (25 mg L
1) en funcién del tiempo en un experimento cinético de agregaciéon/sedimentacion: a) en
presencia de AH 10 mg L', b) en presencia de AH 10 mg L' y NaCl 0,5 M y ¢) en presencia de
AH 10 mg L'y CaCl2 10 mM.
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6.5. Conclusiones

El estudio de la cinética de agregaciéon / sedimentacién de la fraccion
arcilla del suelo en presencia de AH y cationes sodio y calcio mediante
mediciones de turbidez, indicd un comportamiento de una, dos o tres etapas.
Una primera etapa de agregacion que coincide con una pequefia disminucion
de la turbidez de la suspension, una segunda etapa de sedimentacion rapida
donde se observa mayor disminucién de turbidez y en algunos casos una
tercera etapa de sedimentacién lenta. Las medidas de turbidez mediante
espectroscopia visible resultaron aptas para los estudios realizados vy
facilmente ejecutables en cualquier laboratorio que posee este tipo de
equipamiento basico.

Se utilizé la primera etapa para calcular la velocidad de agregacion y la
eficiencia de union. La velocidad de agregacién se estimé de dos maneras
diferentes: empleando relaciones de concentracién vs. tiempo y empleando
relaciones de radio vs. tiempo. Las curvas de estabilidad graficadas a partir de
ambos datos de velocidad arrojan resultados similares, lo cual indica que los
dos métodos de calculo propuestos son aptos para el estudio realizado. A partir
de las curvas de estabilidad de la fracciéon arcilla se obtuvo la CCC para NaCl
(0,22 M) y para CaCl2 (4,0 mM). No se observé efecto considerable del
agregado de AH en la CCC para CaClz.

Los estudios de evolucion de tamafio de la fraccion arcilla por dispersion
de luz, indicaron una distribucion monomodal en presencia de NaCl, mientras
que hubo una distribucién bimodal ante la presencia de CaClz luego de 30 min
de reaccion. La aparicion de estos dos picos en presencia de iones calcio
indica que el proceso de agregacioén es un proceso complejo y no se conoce a
ciencia cierta a qué se debe este comportamiento. Estudios como este
requieren mayor profundizacion para corroborar el efecto de diferentes iones en

el tamafo de los agregados de la fraccién arcilla del suelo.
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Capitulo 7.
Conclusiones Finales
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El objetivo de este trabajo de tesis fue estudiar la interaccion de los AH
con la solucion del suelo y con la fraccion arcilla del suelo. Es reconocido que
la formacion de complejos AH-arcilla, por asociacién de los AH a la fraccién
mineral del suelo es un proceso con un impacto significativo sobre la
conservacion de materia organica y el secuestro de carbono. Ademas tienen el
potencial de contribuir a la reduccion de emisiones de gases con efecto
invernadero por acumulaciéon de materia organica en la fase solida.

Para obtener informacién sobre la interaccion de estos componentes en
suelo, se abordd el estudio principalmente a partir de experimentos de
adsorcidon y agregacion de los componentes solidos, AH y fraccion arcilla del
suelo, bajo diferentes condiciones de la solucién. Se utilizaron estudios en
condiciones de equilibrio, como asi también evaluaciones cinéticas de los
procesos de agregacion y sedimentacion.

Durante este trabajo de tesis:

v' Se extrajo el AH y la fraccién arcilla a partir de un mismo suelo de la
Region Semiarida Pampeana Argentina. Ambas fracciones, organica y
mineral, fueron caracterizadas empleando diversas metodologias
(analisis de composicion elemental por combustidn seca, espectroscopia
infrarroja, espectroscopia UV-visible, dispersion de luz dinamica,
microscopia electronica de barrido y microscopia optica, espectroscopia
por fluorescencia de rayos X, difraccion de rayos X). La informacién
obtenida fue la base para la interpretacion de los resultados en los
estudios de adsorcion y agregacion. Se destaca que los resultados de
esta tesis contribuyen a los pocos que existen en bibliografia, utilizando
los componentes originales de un mismo suelo.

v' Se estudio la cinética de agregacion de AH en el rango de pH de 5a 9
en presencia de concentraciones variables de calcio. Se observé que la
velocidad de agregaciéon del AH aumenta significativamente con el
aumento de la concentracion de calcio. Se propuso un mecanismo de
reaccion, donde la unién de iones calcio ocurre rapidamente, seguida
por una formacion lenta de nucleos o pequefos agregados de moléculas
AHCax. También ocurre una agregacion posterior que lleva a la
formacion de agregados grandes que pueden ser observados con un

microscopio optico.
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A partir de los datos cinéticos se halld la CCC de calcio para el AH (1,0 +
0,2 mM). Se destaca que la presencia de iones calcio es fundamental
para mantener la estabilidad de los agregados de AH. Estos resultados
son importantes para los sistemas medioambientales, dado que la
dinamica del proceso de agregacion-desagregacion de AH juega un rol
importante en el transporte y proteccion de contaminantes en el
medioambiente, como asi también en la estabilizacién de la materia
organica del suelo.

Se corroboro que el calcio juega un rol clave en la interaccion de los AH
con la fraccién mineral en suelos, aguas y sedimentos, ya que es capaz
de enlazar tanto sitios superficiales de la superficie de los minerales
como grupos funcionales en las moléculas del AH, disminuyendo el
potencial zeta negativo en ambos casos y favoreciendo la interaccion.
Bajas concentraciones de calcio favorecen la adsorcion de AH, mientras
que altas concentraciones de calcio inducen la agregacion superficial de
AH, la cual lleva a una remocién importante del AH disuelto.

Se utilizaron curvas del tipo T'an vs. ccq, y graficos I'ca Vs. cca para detectar
la agregacion superficial del AH. Este tipo de curvas fueron empleadas
por primera vez para este tipo de estudios. Los resultados obtenidos son
potencialmente utiles para el entendimiento de la retencion de materia
organica por las particulas de suelo.

La cinética de agregacion / sedimentacion de la fraccion arcilla del suelo
en presencia de AH y cationes sodio y calcio, se estudié mediante
mediciones de turbidez. Se utilizaron dos métodos para estimar la
velocidad de agregacion y las relaciones de estabilidad: relaciones de
concentracion vs. tiempo y relaciones de radio vs. tiempo. Las curvas de
estabilidad graficadas a partir de ambos datos de velocidad arrojan
resultados similares, lo cual indica que los dos métodos de calculo
propuestos son aptos para el estudio realizado.

Se calculd la CCC de la fraccion arcilla para NaCl (0,22 M) y para CaClz
4,0 mM). No se observo efecto considerable del agregado de AH en la
CCC para CaClz.
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