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Resum

La present Tesi se centra en I’estudi 1 modelatge de sistemes fisico-quimics de reaccio-
difusiéo en que una o més especies es difonen vers una superficie sobre la qual es
produeix una interaccid amb alguna/algunes de les especies que hi arriben. S’analitzen
els fenomens fisico-quimics implicats, es planteja la seva formulaci6 matematica,
s'aborda la resolucid numérica o analitica 1 s’estudien els comportaments del sistema i
les respostes experimentals que es mesuren.

Com a cassos particulars d’interés s’analitzen tres fenomens: 1) els corrents mesurats en
les técniques electroanalitiques afectades per adsorcid electrodica; ii) el flux de
bioassimilaci6 d’ions metal-lics o altres especies quimiques que arriben als
microorganismes; 1 iii) els fluxos i0nics a través de canals de gramicidina incorporats en
una monocapa lipidica (amb o sense altres additius) que recobreix un eléctrode de
mercuri.

La construccid de simuladors pels sistemes esmentats permet abordar el problema
invers (la determinacié de valors de constants fisico-quimiques implicades en aquests
processos a partir de 1’ajust a dades experimentals), la quantificacio de la influéncia de
I’adsorcié del metall o del complex sobre els resultats de técniques electroanalitiques,
I’estimacid de la bioacumulacid en cultius controlats de microorganismes o I’efecte dels
additius sobre la permeaci6 dels canals ionics, aspecte fonamental per entendre 1’accio
de diferents farmacs o toxics sobre les membranes biologiques.

Utilitzant un nombre reduit de parametres, la comparacid dels resultats experimentals i
de simulacid pels tres casos resulta for¢a acurada. L'obtencio dels perfils de
concentracio de totes les especies implicades en les técniques electroanalitiques ens
permet 1) entendre més profundament el procés, i1) concloure que I’adsorcid té poc
impacte en els corrents limit RPP i iii) proposar indicadors del grau d’assoliment de la
hipotesi d’excés de lligand. Pel que fa a la bioassimilacid, 1) es presenten expressions
analitiques pels fluxos de bioassimilacié en el cas d’adsorcid lineal, i numeriques en
adsorci6 langmuiriana; ii) es demostra que el régim transitori té influéncia en les
quantitats acumulades durant la bioassimilaci¢ i iii) es dissenyen estratégies per obtenir
els valors dels parametres del sistema fins 1 tot quan aquest son nombrosos. Pel que fa al
transport d’ions a través de membranes lipidiques, la metodologia desenvolupada
permet 1) obtenir valors de la permeabilitat en sistemes de canals i0nics a partir de
corrents experimentals, i calcular els corrents previsibles; ii) reproduir els corrents
observats experimentalment, i iii) analitzar ’impacte de diferents additius que poden
interactuar o interferir amb la dinamica dels canals de gramicidina amb un model que
conté Unicament quatre parametres.
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Resumen

Esta Tesis se centra en el estudio y modelizacion de sistemas fisico-quimicos de
reaccion-difusion en que una o mas especies se difunden hacia una superficie sobre la
cual se produce una interaccion con alguna o algunas de las especies que llegan. Se
analizan los fendmenos fisico-quimicos implicados, se plantea su formulacion
matematica, se aborda la resolucion numérica o analitica y se estudian los
comportamientos del sistema y las respuestas experimentales que se miden.

Como casos particulares de interés se analizan tres fendmenos: 1) las corrientes medidas
en las técnicas electroanaliticas afectadas por adsorcion electrodica; ii) el flujo de
bioasimilacion de iones metdlicos u otras especies quimicas que llegan a los
microorganismos; 1 1iii) los flujos i6nicos a través de canales de gramicidina
incorporados sobre una monocapa lipidica (con o sin otros aditivos) que recubre un
electrodo de mercurio.

La construccion de simuladores para los sistemas mencionados permite abordar el
problema inverso (la determinacion de valores de constantes fisico-quimicas implicadas
en dichos procesos a partir de su ajuste a los datos experimentales), la cuantificacion de
la influencia de la adsorcion de metal o de complejo sobre los resultados de las técnicas
electroanaliticas, la estimacién de la bioacumulacion en cultivos controlados de
microorganismos o el impacto de los aditivos sobre la permeacion de los canales
io6nicos, aspecto fundamental para entender la accion de diferentes farmacos o toxicos
sobre las membranas biologicas.

Utilizando un ntmero reducido de pardmetros, la comparacion de los resultados
experimentales y de simulacion en los tres casos resulta bastante satisfactoria. La
obtencion de los perfiles de concentracion de todas las especies implicadas en las
técnicas electroanaliticas nos permite i) entender el proceso mas profundamente; ii)
concluir que la adsorcion tienen poco impacto en las corrientes limite RPP y iii)
proponer indicadores del grado de cumplimiento de la hipotesis de exceso de ligando.
Por lo que respecta a la bioasimilacidn, i) se presentan expresiones analiticas para los
flujos de bioasimilacion en el caso de adsorcion lineal, y numéricas en adsorcion
langmuiriana; i1) se demuestra que el régimen transitorio influye en las cantidades
acumuladas durante la bioasimilacion; y iii) se disefian estrategias para obtener los
valores de los parametros del sistema, ain cuando éstos son numerosos. Respecto al
transporte de iones a través de membranas lipidicas, la metodologia desarrollada
permite 1) obtener valores de la permeabilidad en sistemas de canales i6nicos a partir de
corrientes experimentales, y calcular las corrientes previsibles; ii) reproducir las
corrientes observada experimentalmente y iii) analizar el impacto de diferentes aditivos
que pueden interactuar o interferir con la dinamica de los canales de gramicidina, con
un modelo que contiene Unicamente cuatro pardmetros.
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Summary

This work focuses on the study and modelling of some physicochemical reaction-
diffusion systems in which one or more species diffuses towards a surface that interacts
with one or several of the arriving species. The implied physicochemical processes are
analyzed, their mathematical formulation is stated, the analytical or numerical resolution
is tackled and the system behaviour and experimental responses are studied.

As some particular interesting systems, we analyze three phenomena: 1) the measured
currents in electroanalytical techniques affected by electrodic adsorption; ii) the
biouptake flux of metallic ions or other chemical species reaching a microorganism; and
ii1) the ionic flux across gramicidin channels in a lipid monolayer (with or without other
additives) covering a mercury electrode.

The building up of simulators for such systems allows to tackle the inverse problem (the
determination, by fitting of the experimental data, of the value of the physicochemical
constants implied in those processes), the quantification of the influence of metal or
complex adsorption on the results of the electoanalytical techniques, the
bioaccumulation estimation in controlled microorganisms cultures, or the additives'
effects on ionic channels permeability, which is a key aspect to understand the action of
drugs on the biological membranes.

Using a reduced set of parameters, experimental and simulated results for these three
systems are in good agreement. Obtaining the concentration profiles of all the species
involved in the electroanalytical techniques allows us 1) to reach a deeper understanding
of the process; ii) to conclude that adsorption has a low impact on the RPP limiting
current, and iii) to suggest indicators of the fulfilment of ligand excess conditions.
Concerning biouptake 1) we present analytical expressions for uptake fluxes in linear
adsorption, and numerical solutions for langmuirian adsorption; ii) we show that the
transient regime influences the accumulated biouptake amounts and iii) some strategies
are developed to obtain the system parameters values, even when they are numerous.
Concerning ionic transport across lipid membranes, the developed methodology allows
us 1) to obtain the permeability values in ionic channels systems from experimental
currents, and calculate the predicted currents ; ii) to reproduce the observed
experimental currents, and iii) analyze the impact of several additives that can interact
or interfere with the channels dynamics, with a four parameters model.
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Proleg 1

1. Objectius

Aquesta Tesi se centra en el modelatge (I’analisi dels fenomens quimico-fisics
implicats, la seva formulacié matematica, la resolucié numerica o analitica 1 I’estudi de
les respostes) de problemes que pertanyen a ambits d’aplicacio 1 entorns diferents, pero
que tots tenen en comu, i com a element clau, la difusio vers una superficie en la qual es
déna un procés de transformacio de l'especie activa. En particular, s’estudien: 1) els
processos d’adsorcid que es donen en la superficie dels electrodes i la seva influéncia en
les técniques electroanalitiques; 1i) els processos de bioassimilacid d’ions metal-lics o
altres especies quimiques en els organismes, ja tinguin efectes nutritius o efectes toxics,
1i1) processos en monocapes lipidiques sembrades de canals i0nics (gramicidina amb o
sense altres additius) sobre eleéctrodes de mercuri que mimetitzen els fenomens que
tenen lloc en les membranes cel-lulars . Es pretén fer la construccid dels models a partir
de la seleccid i combinaci6 adequada de processos fisics o quimics de descripcid
relativament senzilla, com ara el transport de 1’espécie metal-lica, 1’adsorcié de la
mateixa sobre la superficie en qiiestio, la complexacié amb altres especies del medi, la
internalitzacio a través de la membrana o el bescanvi electronic en la superficie, usant
un minim nombre de parametres.

El modelatge permet, amb un cost relativament baix, estimar constants fisico-quimiques
implicades en aquests processos, determinar rangs d’aplicabilitat de les hipotesis 1
interpretar de manera poc costosa els fenomens involucrats, com ara la influéncia de
I’adsorcié del metall o del complex sobre els resultats de técniques electroanalitiques,
I’efecte dels additius sobre la permeacid dels canals idnics, o I’estimacio de la

bioacumulacid en medis controlats.
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2. Estructura del present treball
Aquesta Tesi contempla 1’estudi i modelitzacid de tres sistemes fisico-quimics diferents.

Per cada un d’ells, s’organitza en tres parts diferenciades: la presentacid del sistema
estudiat, la descripcid teorica i la matematica en que es basa la seva modelitzacio, 1
I’aplicacio del model a sistemes experimentals. L’ organitzacio 1 estructura de la present
Tesi es troba recollida en la taula 1.
Després d’un capitol introductori, a la primera part es fa una descripcio dels sistemes
estudiats, intentant remarcar-hi les similituds i1 diferéncies, assenyalar els fenomens
fisics 1 quimics considerats, i1 fent menci6 de la ubicacid i la rellevancia de cada sistema
en els ambits de coneixement 1 estudi corresponents.
En la segona part s’analitza la metodologia matematica emprada en la modelitzacio de
cada sistema concret, aixi com la justificacié del seu us en aquell ambit. Per cada un
d’ells, a partir de les matematiques que ens permeten representar els fenomens fisics
considerats, s’ha desenvolupat un programa informatic en llenguatge FORTRAN, que
ens han permes simular numericament el comportament d’aquests sistemes 1 obtenir
valors de parametres rellevants dels mateixos. La seva aplicacid posterior a sistemes
experimentals reals ens han servit per contrastar la validesa dels models 1 per obtenir
dades rellevants dels mateixos.
En la tercera part, es presenta 1’aplicacié d’aquests models a sistemes experimentals
concrets, contrastant, amb els resultats obtinguts, la validesa i 1’eficacia del model que
s’ha utilitzat en cada cas.
La primera part consta de quatre capitols:
e El capitol 1 pretén ser una introduccid general del treball en la que es vol
ressaltar, malgrat les diferéncies entre els diversos sistemes, aquells aspectes
comuns que els donen unitat, els processos fisics considerats i les seves

caracteristiques generals.
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El capitol 2 presenta els fenomens associats als processos electrodics en
electroanalisi fent especial mencid de les técniques polarografiques d’impulsos.
En el capitol 3 es fa referéncia als fenomens associats amb la bioassimilacio per
part d’organismes aquatics.

En el quart capitol s’analitzen els fenomens associats a les interaccions

membrana medi en sistemes de canal i0nics.

La segona part descriu el tractament matematic desenvolupat en cada cas per simular el

comportament del sistema.

En el capitol 5 s’explica I’aplicacié del metode dels elements finits a la
simulacié del processos electrodics en electroanalisi.

En el 6, es duu a terme el desenvolupament matematic per modelar la
bioassimilacié per part de microorganismes i s’apliquen solucions analitiques i
aproximades fent servir el métode de Huber, en funcié del model d’adsorcio
considerat.

En el 7, s’aplica la transformacié de Laplace 1 el metode de la semiintegracio a

la modelitzacio dels corrents en canal iOnics.

En la tercera part es presenten els resultats obtinguts en les modelitzacions quan s’han

aplicat a I’estudi de sistemes experimentals reals o a alguns dels seus aspectes.

En el capitol 8 es presenta el model considerat per analitzar la influéncia de
I’adsorci6 en els corrents limits de les técniques de NPP i RPP per sistemes
labils metall-macromolécula.

En el capitol 9 s’utilitza el model corresponent per estudiar la bioassimilacid i la
bioacumulaci6 per part de organismes aquatics 1 analitzar la informaci6é que es
pot extreure del régim transitori, en contrast amb I’estacionari, a partir del flux

de metall en el cas d’adsorcido lineal del mateix sobre la superficie del
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microorganisme. En el capitol 10 es considera el mateix sistema anterior amb
adsorci6 langmuiriana.

e En el capitol 11 s’estudia i s’aplica el model al calcul de la permeabilitat en
sistemes de canals i0nics sobre monocapes lipidiques a partir de la mesura
experimental dels corrents mesurats amb técniques voltamperometriques. En el
capitol 12 s’introdueixen refinaments al model anterior per tenir en compte
I’efecte que determinats additius com el retinol o el benzopir¢ tenen sobre la

permeabilitat de les membranes de canals i0nics.

Cada capitol d’aquesta tercera part correspon, integrament o parcial, a una publicacio en

revistes cientifiques d’ambit internacional. Les referéncies son:

Pel capitol 8:

Influence of the adsorption phenomena on the NPP and RPP limiting currents for labile
metal-macromolecule systems.

Autors: J.Puy, M. Torrent, J.Monné¢, J.Cecilia, J.Galceran, J.Salvador, J.L.Garcés,
F.Mas, F.Berbel

Journal of Electroanalytical Chemistry 457 (1998) 229-246.

Pel capitol 9:

The impact of the transient uptake flux on bioaccumulation. Linear adsorption and first-
order internalisation coupled with spherical semi-infinite mass transport.

Autors: J.Galceran, J.Monné¢, J.Puy, H.P. van Leeuwen

Marine Chemistry 85 (2004) 89-102.
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Pel capitol 10:

Transient biouptake flux and accumulation by microorganisms: The case of two type of
sites with Langmuir adsorption.

Autors: J.Galceran, J.Monné, J.Puy, H.P. van Leeuwen

Marine Chemistry 99 (2006) 162-176.

Pel capitol 11:

lon Fluxes to Channel Arrays in Monolayers. Computing the Variable Permeability
from Currents.

Autors: J.Monné¢, J.Galceran, J.Puy, A.Nelson

Langmuir 19 (2003) 4694-4700.

Pel capitol 12:
Interpreting lon Fluxes to Channel Arrays in Monolayers.
Autors: J.Monn¢, Y.Diez, J.Puy, J.Galceran, A.Nelson

Langmuir 23(2007) 10581-10588.
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Sistemes Modelitzats

Apartats
INTRODUCCIO
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o -
CONCLUSIONS

Taula 1. Organitzacié i estructura de la Tesi
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Introduccid 11

1. Introduccio

Una gran quantitat de processos quimics, fisico-quimics, fisiologics, o mediambientals
impliquen I’existéncia de superficies de separacid entre dos medis diferents en les que
es donen una varietat de fenomens relacionats amb els materials que hi arriben, les
travessen o s’hi transformen. Un bon nombre de reaccions quimiques acostumen a tenir
lloc sobre una interficie on els reactius poden adsorbir-se i es facilita el contacte entre
ells (1); la toxicitat directa dels metalls sobre els éssers vius depen de la seva capacitat
per travessar membranes biologiques(2,3); les membranes cel-lulars son travessades per
ions o molecules petites, nutrients o no, a través de canals en les mateixes formant part
dels processos de la bioassimilacio i la bioacumulacid (3); els ions metal-lics travessen
els canals i0nics 1 son responsables dels mecanismes de transmissio d’estimuls electrics
a través de les neurones (4); els cations metal-lics es redueixen sobre la superficie d’un
eléctrode de mercuri per aplicacié d’un potencial eléctric. Aquests, 1 molts altres, son
exemples de situacions en les que una interficie de separacid participa activament en
fenomens fisics, quimics o fisico-quimics d’importancia acoblats a un procés de difusio.
El seu coneixement i la seva descripci6 acurada faciliten la interpretacié dels processos i
la planificaci6 i optimitzacidé de dissenys experimentals relacionats amb els mateixos.
La modelitzacié i1 simulacié matematica d’aquests processos permeten coneixer amb
més detall el funcionament dels mateixos per comparacio del resultats obtinguts en la
simulacié amb els resultats experimentals reals i, d’aqui, anar progressant amb el
refinament dels models.

En totes aquestes situacions, a més de la difusido pura, apareixen fendomens fisics
determinants del resultat global del procés. En son exemples la interaccié quimica amb
altres elements del medi (complexacidé) molt freqlient en medis naturals, I’adsorciod

sobre la superficie, la internalitzacid en 1’altre medi sense canvi d’estat d’oxidacid (per
9
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exemple en la bioassimilacid) o amb canvi d’estat (per exemple, en processos de
transferéncia electronica heterogénia), etc...

L'estudi d'aquestes fenomens i la seva correcta descripcié matematica resulten claus per
a poder interpretar el procés considerat des d'una perspectiva global i comparar els seus
resultats i previsions amb els resultats reals dels sistemes experimentals “modelitzats” i

avancar en el refinament dels models.

1.1  Els sistemes estudiats
En aquest treball hem desenvolupat diferents métodes amb la finalitat de modelar:

1) els senyals obtinguts en les técniques voltamperométriques de la polarografia
normal d’impulsos (NPP) i polarografia inversa d’impulsos (RPP) amb
I’objectiu d’analitzar els efectes de I’adsorcio en els corrents limits d’aquestes
tecniques,

i1) la bioassimilaci6, beneficiosa o perjudicial, de metalls per part de
microorganismes aquatics, considerant adsorcio lineal o langmuiriana sobre la
seva superficie 1 amb [’objectiu de determinar a partir de les dades de
bioacumulaci6 els valors dels parametres fisico-quimics involucrats, i

iii) I’electroreduccié d’un metall sobre un eléctrode de gota de mercuri recobert
d’una membrana de fosfolipids en la que s’ha fet una “sembra” de gramicidina,
per tal de reproduir-ne els corrents mesurats i determinar una forma especifica

per la cinetica de la permeacio dels canals ionics.
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1.2 Els fenomens fisics considerats

En el marc dels sistemes estudiats en la present tesi, es consideren una série de
fenomens fisics, la descripci6 matematica dels quals resulta fonamental per la
modelitzaci6 adequada del sistema. Alguns, com el transport difusiu, sén comuns a tots
els sistemes sota estudi. Altres apareixen i son considerats només en funcio del nivell de
complexitat sota el que es vulgui considerar el sistema (complexacié o I’adsorcio de
I’espécie metal-lica sobre la interficie de separaci6 entre el medi i el sistema) i de la
tipologia del fenomen especific considerat (procés redox, internalitzacidé a través d’un
porus o d’un canal i0nic, o assimilaci6 d’un metall traca cap a l’interior d’un
organisme). En el cas més general, el conjunt de processos que poden considerar-se és

el reflectit en I’esquema de la figura 1.1.

MLadQ’“J""” ML /\_/ -

M <—— Le

or
Mo ”\-/ MO e . M d M

Organism
or .
Electrode Solution

Figura 1.1: Representacié esquematica dels diferents processos considerats en el present treball.

Considerant la retolaci6 de les fletxes de la figura 1.1, en primer lloc, I’espécie activa ha
de desplacar-se des del si de la solucid cap a la interficie de separacio entre el medi 1
I’organisme, la cel-lula o I’eleéctrode (fletxes d). Aquesta es considera sempre com una

superficie homogeénia de contorns ben definits(5,6). En el cami, i en funcio de les
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condicions del medi, pot trobar-se amb altres espécies o lligands que poden manifestar
una certa afinitat pel metall i complexar-se amb ell (fletxes ¢). El transport de metall pot
fer-se aleshores en forma de metall lliure o de complex metal-lic, pel qual considerem

un coeficient de difusié similar al del lligand (D, =D,, ). Sobre la superficie de

separacio, el metall 1 el complex poden adsorbir-se (fletxes a) en uns llocs especifics
seguint una isoterma que pot considerar-se lineal o langmuiriana. El complex es
considera labil, aixo és, I’equilibri de complexacié és prou rapid al llarg de la capa de
difusi6. En darrer terme, se segueix o bé un procés de reduccié (fletxa e) del catid
metal-lic, pel qual es considera un procés redox d’equilibri, o bé un procés
d’internalitzacié (fletxa i) cap a l’interior de 1’organisme, pel que es considera una
cinctica heterogenia de primer ordre, ¢€s a dir, el flux d’internalitzacio €s proporcional a
la concentracio de I’espécie activa sobre la superficie.

Veiem amb més detall les expressions fonamentals que s’han tingut en compte per cada

un d’aquests fenomens.

1.2.1 Eltransport
En el cas més general, I’equacié de Nernst-Plank (7)

Z.
J.=-D.gradc,——-cu. grady  +cv (1.1)
—_— ) ——
termedifusiu | [ | termeconvectiu

terme conductiu

descriu el flux de I’espécie i com la suma de tres contribucions. Una és deguda a un
gradient de concentracio, Cj, i dona lloc a la difusié, amb coeficient D;. La segona es deu
a un gradient de potencial eléctric, # 1 correspon al procés de conduccié de I’especie
carregada amb carrega z; i mobilitat U;. La tercera correspon a un terme convectiu que

presenta una velocitat de la solucid v en el punt on el flux es mesurat.
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En abseéncia de camps eléctrics i en solucions no agitades, 1’equacié anterior es
resumeix en la coneguda primera llei de Fick:

J;=-D;gradc (1.2)
Aquestes dues condicions s’han considerat sempre en els sistemes estudiats. En tots els
sistemes s’ha considerat que els termes convectiu 1 migratori son negligibles per
abséncia d’agitacid i per la preséncia d’un electrolit de suport en si de la solucid. Aixi,
el transport en la mateixa es considera exclusivament difusiu.

L’aplicacio de ’equaci6 (1.2) a la superficie de I’eléctrode ens permetra determinar el
corrent faradaic:

I. =n.FAJ, (1.3)
on n; correspon al nombre d’electrons implicats en el procés redox de 1’espécie i, F és el

Faraday, A la superficie de I’eléctrode, i J; el flux d’aquesta espécie.

La segona llei de Fick
% = Divzci (1.4)
ot

ens dona la variacio de la concentracio de I’espécie i amb el temps en un punt qualsevol
de la solucio i es deriva de la condicié de conservacio de la massa de 1’espécie i en un
cert punt de la solucié quan no hi ha termes cinétics.

Les equacions (1.2) i (1.4) estan formulades en termes generals, perd adopten
expressions concretes en funcid de la geometria del sistema.

En els sistemes en que s’apliquen polsos de potencials (electrode de gota de mercuri
usat en NPP i RPP, i HMDE recobert de lipids en el sistema de canals ionics) la curta
durada del pols permet considerar un molt curt abast espacial del fenomen i que la

difusi6 és plana. Amb aquesta hipotesi, I’equacio (1.2) pot escriure’s com

0C,(X,t)

J;(x,t)=-D,
169 oy

(1.5)
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ila(1.4) com

oc(x,t) b 0° ¢, (X,1)

) 1.6
ot boox? (1.6)

En el cas dels sistemes corresponents a la bioassimilacid, on no hi ha polsos de
potencial involucrats, la forma dels microorganismes s’ha considerat esferica, amb
difusio segons la dimensié radial. La consideraci6 d’aquesta geometria fa que les

equacions (1.2) i (1.4) s’escriguin com(8)

L:_QﬂﬂﬂL (1.7)
or
1
2
aci(r,t):Di 8ci(2,t)+gaci(r,t) . (1.8)
ot or r or

1.2.2 L’adsorcio
En els sistemes en els que es considera aquest procés (técniques electrodiques i

bioassimilacio) la isoterma general que es fa servir és la isoterma de Langmuir. Aquesta
considera un equilibri entre la fraccidé de llocs ocupats i desocupats en la superficie
corresponent. Formalment, I’expressié matematica que descriu la isoterma considerada
és:

ki Ci (Oat)

r.t)y=>r__.
® WH+Zqum
j

(1.9)

on T representa la concentracid superficial de 1’espécie adsorbida i (real o formal),
Imaxi €l valor maxim o de saturacio de la mateixa, k; la constant d’adsorcié d’aquesta
especie en la superficie, Cj la seva concentracid volimica i la suma s’estén a totes les
especies | susceptibles d’adsorcid. Molt sovint s’utilitza un formalisme similar al de

Michaelis-Menten per ’expressio anterior. Aleshores (1.9) s’escriu com:
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¢ (0,1)
"M K 60,0+ Y KL, € (0,1)

j#i

I (t)=T (1.10)

. K.
on Ky, :kl (M en el subindex per Michaellis) 1 Ky, ; = k—’ .

i i
La isoterma lineal o de Henry es considera també, perque en aquest cas el formalisme
matematic és més senzill 1 les equacions admeten solucid analitica(9), cosa que permet
comprovar la bondat de les simulacions, ja que aquesta situacio €s a la que es tendeix en
el limit de recobriments baixos. En aquestes circumstancies, I’expressio de la isoterma
corresponent pot posar-se com:

I (1) =K, ¢(0,1), (1.11)

on Ky es refereix a la constant d’adsorcio lineal o de Henry.

1.2.3 Lacomplexacio.

Per la complexacid, en aquells sistemes estudiats en els que s’ha tingut en compte
(analisi voltamperométrica d’impulsos), hem considerat només I’existéncia d’una
especie complex formal, ML, la concentracié de la qual, Cvi(X,t), correspon a la de la
totalitat de llocs ocupats per I’especie metal-lica M sobre el lligand L, que disposa d’una
concentracio total de llocs lliures i susceptibles de complexacio, cp(x,t) (10) .
Similarment, es poden definir altres espécies formals de concentracid facilment
relacionable amb les anteriors, com la concentracié total de metall Crm(X,t)= Cmr(X, 1)+
cm(X,t), o la concentracié total de lligand, Crr(X,t)= cmr(X,H)+ cr(x,t). Per aquestes
especies formals, la condicio de labilitat estableix que en tot lloc i moment s’arriba a
I’equilibri:

Cy (X,1)
- CM(Xat) ’ CL(Xat) .

(1.12)
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Si considerem que tots els llocs son equivalents i independents, aquesta constant €s
igual a la de les constants d’estabilitat intrinseques de complexacié de cada lloc
particular(10).

1.2.4 Lainternalitzacio i/o la electroreduccio.

El desti final de I’espeécie metal-lica dipositada sobre la superficie en els sistemes
considerats passa per la reduccié nernstiana del cati6 M"™ per formar M’ que
s’amalgama amb el mercuri de 1’eleéctrode (primer sistema), o internalitzar-se a 1’interior
de l’organisme (sistema de la bioassimilacié) o les dues coses successivament:
translocacio a través dels canals i posterior reduccié en el mercuri (canals i0nics).

La internalitzaci6 es considera que es tracta d’un procés cinétic heterogeni de primer
ordre, és a dir, el flux d’internalitzaci6 és proporcional a la concentraci6 de metall
adsorbit, (quan es considera adsorcid) a la superficie de I’organisme o a la concentracid
de canals oberts o actius presents en el sistema (en el sistema de membrana lipidica).

El procés de reduccid es considera subjecte a la condici6 de reversibilitat electroquimica

(Nernst),

M (E()-E,)

Cy(0,t)=c,, (0,0)er , (1.13)

on els subindexs M i M fan referéncia a les espécies oxidada i reduida del metall,
respectivament, E 1 Ej el potencial aplicat i el potencial normal de reduccié de I’espécie
corresponent, N el nombre d’electrons posats en joc, F el valor de la constant de

Faraday, R, la constant dels gasos 1 T la temperatura absoluta del sistema.

1.2.5 Les condicions inicials i de contorn
A part de les equacions diferencials que es plantegen a partir dels fenomens anteriors,

normalment cal introduir condicions que completen les solucions particulars dels
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sistemes. Aquestes acostumen a donar-se en forma de condicions inicials i de
condicions frontera o de contorn.
Les condicions inicials tingudes en compte en els sistemes estudiats en aquest treball
son:
a) sino hi ha procés redox,
c(x,0)=c/, VX (1.14)
b) si hi ha reduccio cal afegir a la condicid anterior
cio(x,O) =0, VX. (1.15)
c i C, fan referéncia, respectivament, a la concentracio de I’especie i al si (“bulk™) de
la solucid i a la concentraci6 de la forma reduida de 1’espécie i.

Pel que fa a les condicions de contorn, aquestes corresponen a la difusio lineal o esférica

semi-infinita, que s’expressen com:

limc, (x,t)=c

e vt, (1.16)
lime, (x,t)=0

1 a les condicions sobre la superficie segons el sistema considerat: adsorcid, (1.9) o

(1.11) 1 la de I’equilibri redox, (1.13).
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2. Les técniques electroanalitiques d’impulsos
2.1 Introduccid

Les técniques polarografiques d’impulsos consisteixen en 1’enregistrament del corrent
obtingut com a resposta a 1’aplicacié d’un programa de potencials en esglad (és a dir,
impulsos de potencial) a un eléctrode de gota de mercuri.

La cella acostuma a constar de dos o tres eléctrodes (figura 2.1) submergits en una
dissolucié que conté 1’analit i també un excés d’un electrolit no reactiu que s’anomena
electrolit suport. Un dels eléctrodes és 1’eléctrode de treball, de gotes de mercuri, el
potencial del qual va variant en funcié del programa de polsos aplicat en la técnica
corresponent. El segon eléctrode és un eléctrode de referéncia (normalment de
calomelans saturat o de plata/clorur de plata) el potencial del qual es manté constant
durant I’experiment. El tercer eléctrode, si n’hi ha, és I’eléctrode auxiliar, que condueix
el corrent des de la font de senyal, a través de la dissolucio cap a ’eléctrode. La font de
senyal és un generador de polsos de potencial i el senyal de sortida, la intensitat de

corrent resultant s’enregistra en funci6 del temps.

Ao
=

Figura 2.1:Material i eléctrodes utilitzats habitualment en polarografia. A) Stand polarografic 663 VA
amb cel'la voltamperomeétrica, B) Eléctrode auxiliar de carboni vitrificat, C) Eléctrode de referéncia
Ag/AgCl (KCI1 3M), D) Eléctrode multimode de mercuri (SMDE i HMDE).
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La gota, considerada de mida constant, es forma en un temps negligible comparat amb
el temps de vida de la mateixa(l). La concentracié del metall electroactiu en la
dissolucié pot considerar-se practicament constant d’una gota a una altra (2).

El potencial aplicat segueix una programa lleugerament diferent segons la teécnica
impulsacional que es treballa.

2.1.1 LaPolarografia Normal d’Impulsos (NPP)

Aixi, en la NPP (Polarografia Normal d’Impulsos, Normal Pulse Polarography),
(Fig.2.2) la vida de cada gota es troba seccionada en dues etapes corresponents als dos
esglaons de potencial aplicats. En el primer, s’aplica un potencial base E;,, prou positiu
com per a no implicar reducci6 del metall, i comu a totes les gotes, durant un temps to.
En aquest instant s’aplica sobtadament un potencial E; ( el subindex i fa referéncia a la
gota en la seqiiéncia corresponent, i per tant, al potencial que li correspon) diferent en
cada gota fins al temps ty4, temps de vida de la gota, i que és constant i comu per a totes
elles. El valor de E;, en aquesta técnica és cada cop més negatiu (més reductor) i es
decrementa de manera constant d’una gota a la segiient. La representacié de la mesura
del corrent a ty davant del potencial aplicat en I’etapa reductora de cada gota ens dona
I’ona NPP (Fig. 2.3).

De les ones NPP se’n treuen, basicament, dues dades rellevants. La primera ¢és el valor
del corrent limit, lj,, corrent que s’obté quan ja no hi ha variacié en el mateix encara
que el potencial es faci més 1 més reductor. Correspon al limit de difusid, és a dir, a la
situacidé que es dona quan el potencial és molt reductor i la concentracidé de 1’especie
electroactiva cau a zero en la superficie de I’electrode. El corrent és regulat per

I’aportacid de metall per difusié des del si de la dissolucid.
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Figura 2.2: Esquema del programa de potencials aplicat en la técnica NPP.
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Figura 2.3 : Ona NPP. La linea continua correspon al cas amb excés de lligand 1abil i amb Dy=Dyy i la
discontinua a 1’ona quan no hi lligand. S’indica el desplagament del potencial de semiona i els valors

corresponents als corrents limit. De (3)

L’altra dada correspon al potencial de semiona, Ej/, potencial en el qual el corrent val

la meitat del corrent limit.
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2.1.2 LaPolarografia inversa d’impulsos (RPP)
En la técnica RPP (Polarografia inversa d’impulsos , Reverse Pulse Polarography) (Fig.

2.4) s’aplica un potencial base, comt a totes les gotes, molt reductor en el primer esglad
de manera que s’assoleixi el limit de difusio. El potencial del segon esglad va variant de
gota en gota 1 escombra des de potencials molt reductors a potencials molt oxidants, de
manera que es reoxidara part del producte generat en la primera etapa de la gota i
apareixera un corrent de signe contrari al de reduccié de I’especie electroactiva. La
grafica del corrent a ty en front del potencial de la segona etapa sera ara com el de la
figura 2.5, on s’ha considerat positiu el corrent de reduccio.

Es defineix el corrent limit RPP, Irpp im, com la diferéncia dels corrents corresponents a
potencials molt reductors (zona plana superior) i a potencials molt oxidants. Ambdos
corrents estan limitats pel transport del metall i del producte, respectivament. El

potencial de semiona es defineix de manera analoga a com s’havia fet en el cas NPP.
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Figura 2.4 : Esquema del programa de potencials aplicats en la técnica RPP.
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Figura 2.5 : Ona RPP. La linea continua correspon al cas amb excés de lligand i la discontinua a 1’ona
quan no hi ha excés de lligand que forma un complex 1abil amb M i Dy;=Dy.. De (3)

2.2 L’efecte de la complexacio sobre la funcié resposta

Com s’aprecia en les figures 2.3 1 2.5 la preséncia d’un complex en la dissoluci6 fa que
el potencial de semiona per a la reduccid sigui, en general, més negatiu que el
corresponent a la reduccié del 16 metal-lic quan aquest esta sol. La taula 2.1 mostra
aquest efecte(4). De fet, aquest desplacament negatiu en el potencial permet esbrinar
I’estequiometria del complex i determinar la seva constant de formaci6 si es compleixen
un seguit de condicions. La relacié6 de Lingane (2.1) (5) inclou condicions com
electrode pla, difusi6 semi-infinita, reaccid electrodica reversible, reaccido de

complexacio totalment labil, excés de lligand 1 prescriu

0,0592

0.0592x
(B —E=- n logK; ———

logc, (2.1
on (Ey). 1 Ey, sOn els potencials de semiona pels cations complexats i no complexats
respectivament, K és la constant de formacié del complex, n és el nombre d’electrons
bescanviats 1 X és la relacid estequiomeétrica entre el lligand i el metall, fa possible

avaluar la formula del complex. Mitjangant una representacié del potencial de semiona
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en front de log C;, per diverses concentracions de lligand s’obté una linea recta de
pendent -0,0592x/n. Si el valor de n es conegut, la relacié x es calcula facilment, i a

partir de 1’equaci6 anterior pot determinar-se K.

. Medis no 1M NH;,
1o complexants IMKCN IMKCI 1M NH4Cl
Ccd** -0.59 -1.18 -0.64 -0.81
Zn** -1.00 NR -1.00 -1.35
Pb** -0.40 -0.72 -0.44 -0.67
NiZ* -1.36 -1.20 -1.10
Co** -1.45 -1.20 -1.29
Cu®* +0.02 NR fg.'gg :8:?1‘

Taula 2.1: Efecte del complex sobre el potencial de semiona polarografic en I’eléctrode de gota de
mercuri. (NR: no hi ha reducci6 abans de la de 1’electrolit suport) (de (4))

La funci6 resposta, el corrent mesurat, suposant que és generat exclusivament per la
reduccié del 16 metal-lic per a formar el metall reduit, i suposant que aquest no
s’acumula sobre la superficie de I’eleéctrode, sind6 que es difon vers l’interior de
I’amalgama, pot escriure’s com(1):

I®)=n-F-A-J,(0,0) (2.2)
essent F el Faraday, A I’area de 1’eléctrode, i Jy° el flux de I’espécie metal-lica formada.
Com s’ha descrit en 1’apartat 1.2.1 del capitol 1, ’equacioé de Nernst-Planck preveu, pel

cas monodimensional,que el flux de qualsevol espécie pot escriure’s com:

aci(x,t)_ED c op(x,1)
"X RT ' ' ox

on els tres termes del segon membre de 1’equacid fan referéncia a les contribucions al

J.(x,t)=-D +¢, -V(X,1) (2.3)

flux de la difusio, la migraci6 i la conveccid de I’espécie indicada, respectivament.

Si negligim els efectes de la migracid i la conveccio, la combinacié de les expressions

(2.2) 1 (2.3) permet escriure (2)

(2.4)

I(t):n'F’A'DMo'(Mj

0 X
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La mesura del decreixement del corrent limit amb I’augment de la concentracio total de
lligand és un metode que s’ha vingut usant habitualment en 1’analisi voltamperomeétrica
de sistemes metall — macromolécula, per avaluar les constants d’estabilitat dels
complexos metal-lics labils en condicions d’excés de lligand(6,7).

Una manera de representar la funcio resposta en el cas en el que hi ha complexacié és
utilitzar el corrent limit normalitzat (8), @, definit com la relaci6 entre el corrent limit a

una determinada concentracio total de Iligand i el corrent limit, sense complexacio:

_ 1y, (amb lligand)

= ; (2.5)
I, (sense lligand)

En la grafica 2.6 pot observar-se la variacié de ¢ amb c;, en NPP

0.75 -
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Figura 2.6 : Variaci6 del corrent limit normalitzat, ¢, amb la concentraci6 total de lligand en el si de la

solucio.

Un inconvenient que sovint invalida o desvirtua parcialment els resultats experimentals
1 en dificulta la seva interpretacié es dona quan es produeix adsorcid del metall o del

complex (adsorcid induida) sobre la superficie de 1’eléctrode, ja que la variacid del
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corrent limit amb la concentracio6 total de lligand depén del fenomen de I’adsorcid (9-
11).

Una manera de reduir aquest impacte és usar la técnica de la polarografia inversa
d’impulsos (RPP, reverse pulse polarography) (12). S’ha demostrat (11,13,14) que en
condicions d’excés de lligand els corrents limits obtinguts amb aquesta técnica no es

veuen afectats per 1’adsorci6 del metall o dels seus complexos si aquests son labils.

2.3 Referéencies

1. Galceran, J. Electroanalisi de complexos labils metall-lligand amb adsorcié induida. Ph.D. Thesis.
UB, 1994.

2. Bard, A. J.; Faulkner, L. R.Electrochemical Methods, Fundamentals and Applications, Wiley: New
York, 1980.

3. Companys, E. Speciation of heavy metals in macromolecular systems by electroanalytical
techniques. Ph.D. Thesis. Universitat de Lleida (Spain), 2003.

4. Skoog, D. A.; Holler, F. A.; Nieman, T. A.Principios de analisis instrumental, Quinta ed.; 2001.

5. Lingane, James J. Interpretation of the Polarographic Waves of Complex Metal Tons. Chem.Rev.
1941, 29, 1-35.

6. Buffle, J.Complexation Reactions in Aquatic Systems. An Analytical Approach., Ellis Horwood
Limited: Chichester, 1988.

7. Mota, A. M.; Correia dos Santos, M. M. In Metal Speciation and Bioavailability in Aquatic
Systems; Tessier, A., Turner, D. R., Eds.; John Wiley & Sons: Chichester, 1995; pp 205-258.

8. DelJong, H. G.; Holub, K.; van Leeuwen, H. P. Voltammetry of Metal-Complex Systems with
Different Diffusion- Coefficients of the Species Involved .1. Analytical Approaches to the
Limiting Current for the General-Case Including Association Dissociation Kinetics.
J.Electroanal.Chem. 1987, 234, 1-16.

9. Mas, F.; Puy, J.; Diaz-Cruz, J. M.; Esteban, M.; Casassas, E. Induced reactant adsorption in
Normal Pulse Polarography of labile metal polyelectrolyte systems .1. Study of current potential
relationship assuming potential-independent adsorption parameters. J.Electroanal.Chem. 1992,
326, 299-316.

10. Puy, J.; Galceran, J.; Cecilia, J.; Salvador, J.; Mas, F.; Esteban, M. ESEAC'92., 1992 3-6-1992;
Book of Abstracts 55.

11. Galceran, J.; Rene, D.; Salvador, J.; Puy, J.; Esteban, M.; Mas, F. Reverse Pulse Polarography of
labile metal + macromolecule systems with induced reactant adsorption - Theoretical analysis and
determination of domplexation and adsorption parameters. J.Electroanal.Chem. 1994, 375, 307-
318.

12. van Leeuwen, H. P.; Buffle, J.; Lovric, M. Reactant Adsorption in Analytical Pulse Voltammetry -
Methodology and Recommendations - (Technical Report). Pure Appl.Chem. 1992, 64, 1015-1028.



Les Técniques Electroanalitiques d’Impulsos 31

13.

14.

Galceran, J.; Salvador, J.; Puy, J.; Mas, F.; Gimenez, D.; Esteban, M. Amalgamation effects in
reverse pulse polarography at spherical electrodes. Influence on speciation measurements.
J.Electroanal.Chem. 1998, 442, 151-167.

Puy, J.; Torrent, M.; Monné, J.; Cecilia, J.; Galceran, J.; Salvador, J.; Garcés, J. L.; Mas, F.;
Berbel, F. Influence of the adsorption phenomena on the NPP and RPP limiting currents for labile
metal-macromolecular systems. J.Electroanal.Chem. 1998, 457, 229-246.






Capitol 3

[.a Bioassimilacio 1

la Bioacumulacio






La Bioassimilacié i la Bioacumulacio 35

3. La bioassimilacié i la bioacumulacio

3.1 Introduccio
El creixement dels organismes que viuen en medis aquatics depén de 1’assimilacié de

les quantitats adequades de molts elements que es troben en el medi en forma de traces.
Alguns metalls traca, com el ferro, el zinc, el mangangés i el coure, s6n necessaris pel seu
creixement. Altres metalls, en canvi, o concentracions massa elevades dels metalls
anteriors, produeixen efectes toxics sobre els organismes. La concentracio dels
elements traga essencials presenta una clara davallada en la superficie de les zones
fotiques de llacs 1 oceans deguda a la assimilaci6 biologica dels mateixos, sobre tot per
part d’algues i organismes unicel-lulars com fitoplancton i bacteris. Com s’aprecia en la
figura 3.1, tant el N com el P o el Si, i els nutrients traga com el Fe, Zn, Ni, Cu i Cd sén
literalment eliminats de les aiglies superficials oceaniques per I’acci6 d’aquests
microorganismes aquatics.

Per altra banda, la contaminacié per elements traca dels ambients naturals solen ser
resultat de 1’activitat humana. Es necessari disposar de sistemes per avaluar els danys
potencials d’aquesta contaminaci6 per tal de poder dur a terme un gestié adequada dels
mateixos.

L’assimilaci6 i ’acumulaci6 de metalls traca per part dels organismes es ve utilitzant de
forma habitual com un indicador biologic per avaluar la contaminacié i I’impacte
biologic dels mateixos (1). L’us d’assajos biologics sobre medis controlats és
imprescindible per entendre i extrapolar conclusions als resultats dels assajos en medis
naturals, perd també es fa imprescindible un model tedric que, de forma senzilla,

permeti determinar els valors del parametres rellevants en els processos implicats.
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Figura 3.1 Perfils de concentraci6 en ocea obert d’alguns elements bioactius dissolts. De la referéncia

&)

Els mecanismes que intervenen en I’assimilacid d’elements metal-lics traces per part
d’organismes aquatics en medis naturals juguen un paper fonamental tant pel que fa a la
toxicitat com al subministrament de nutrients per part d’aquests elements respecte dels
organismes. Es un fet generalment acceptat(2) que els efectes biologics dels elements
traga estan fortament influenciats per la seva especiacié quimica en el medi extern, pero
no existeix un ple consens legal sobre el paper exacte d’aquesta especiacid, i sovint es
donen els valors limits acceptables d’un determinant contaminant en termes de la seva
concentracio total. (3). Per tal d’entendre I’especiaci6 i I’efectivitat de la bioassimilacid
¢s fonamental fer una analisi acurada dels processos fisicoquimics que hi intervenen i, a

partir d’aquesta, elaborar un model conceptual que descrigui la bioacumulacié dels
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metalls traga i refinar-lo a partir de la comparaci6 del model tedric amb les desviacions

aportades per les situacions experimentals reals.

3.2 Visio general de la bioassimilacio i I’acumulacio
3.2.1 Processos implicats

Algunes substancies, inclosos alguns complexos de metalls traca, poden difondre’s de
forma passiva a una velocitat forca elevada a través de la bicapa lipidica de la
membrana cel-lular del microorganismes, que és la barrera fonamental entre 1’interior
d’un organisme unicel-lular i el seu medi extern. En la majoria dels cassos, pero, els
ions metal-lics traga i els seus complexos presenten una solubilitat molt baixa en els
lipids 1, per tant, unes velocitats de difusié6 molt baixes a través de les membranes
cel-lulars(1). La bioassimilacié d’aquests elements traces es duu a terme, basicament, a
través d’un procés que, de manera general, pot considerar-se en tres etapes. Primer, la
difusié dels nutrients en el si del medi cap a la superficie de I’organisme. En aquesta
fase, i en funcié de les condicions mediambientals (canvis en el pH, existéncia de
lligands en el medi, etc) es poden produir canvis en la especiacié quimica de I’espécie
M (complexacio, dissociacio,...). A continuacio, 1’adsorcié de 1’espécie metal-lica en un
seti especific de la membrana bioldgica (adsorcio/desorcid). I tercer, -encara que no
sempre -, un procés d’internalitzaci6 a través de la mateixa que condueix I’especie a
I’interior de 1’organisme. La descripcié cinctica de I’estat estacionari d’aquest procés
d’assimilaci6 pot formalitzar-se a través de I’equaci6é de Michaelis-Menten.

Cada un d’aquests fluxos variara depenent de la naturalesa quimica dels compostos que
s’acumulen, la mida, la forma i el tipus de I’organisme, la naturalesa fisico-quimica del

medi, etc.
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Figura 3.2 . Model conceptual de les interaccions metall- organisme. M”'=i6 metél~lic lliure;
ML=complex metal-lic en solucid; M-X-membrana= complex metall superficie; ki, k;y =constants de
velocitat per la formacidé del complex superficial; kg, ks = constants de velocitat de dissociacio del
complex superficial; k= constant de velocitat per la internalitzacié o transport del metall a través de la
membrana biologica. Les carregues sobre els lligands no es mostren per simplicitat. De la referéncia (4)
L’ampla varietat de setis que pot trobar-se el metall en arribar a la superficie de
I’organisme, se sol classificar en dues categories(5): aquells que son fisiologicament
inactius o inerts, i en els que el metall es diposita sense pertorbar el funcionament
normal de la cél-lula, i aquells fisiologicament actius, en els que el metall afecta el
metabolisme cel-lular en quant es transferit cap a I’interior de I’organisme. Un cop dins
la cel-lula, el metall pot interactuar amb una gran varietat de setis intracel-lulars, amb
diverses conseqiiéncies metaboliques. Els primers tipus de setis, malgrat no afectar
directament al metabolisme cel-lular, si que tenen influéncia en la biodisponibilitat del
metall, en funci6 de la fortalesa de la uni6 i de la labilitat del procés d’adsorcio-desorcio
que s’estableix entre el metall i el seti corresponent.

La internalitzaci6 del metall cap a I’interior de 1’organisme afecta dos aspectes biologics
rellevants. Per una banda la bioacumulacié del metall en 1’organisme, i per 1’altra els

efectes del metall sobre processos biologics tals com la fotosintesi, respiraci6, motilitat,

creixement i reproduccio. Aquest segon aspecte esta fora de 1’abast del present treball, i
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ens hem centrat en el primer com a eina per preveure i modelar la bioassimilaci6 i els
processos associats en funcié de la disponibilitat de metall en el si (“bulk”) de Ila
dissoluciod en el que s’ha dut a terme el cultiu o en el medi natural extern.

Els avantatges d’utilitzar algues com a organismes d’assaig biologics son evidents
(mida petita, accés a grans poblacions, rapid creixement, facilitat de cultiu,...) 1 estan
ben documentats (6). Aixi, des dels inicis de I’experimentacié amb algues s’ha treballat
amb medis quimicament ben definits per analitzar la bioacumulacié de metalls, 1’efecte
de I’addici6 de metalls sobre el seu creixement (tant I’estimulacié com la inhibicid), i

usar aquests parametres com a indicadors de la biodisponibilitat del metall(7,8).

3.2.2 Model de I’activitat del i6 lliure (FIAM)

Treballar en medis com aquests ha permes, per exemple, posar de manifest que la
concentracio lliure de metall (o activitat) és el principal factor d’influéncia sobre la
bioassimilacié del metall dissolt, la seva toxicitat o les seves possibilitats com a
nutrient, més que la quantitat total de metall dissolt o la distribucié del mateix entre
diferents formes de complex. En la figura 3.3, per exemple, es mostren tres exemples de
la importancia de la concentracié de Zn*" lliure a I’hora de determinar la nutricié, la
toxicitat i la bioassimilaci6 de zinc per algues. Aquesta suposicio €s la hipotesi basica
del model conegut com FIAM (Free-lon Activity Model) o model de I’activitat del i6

lliure. Segons aquest model (1), per tal que un metall s’acumuli i provoqui una resposta
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Figura 3.3. Exemples de la importancia de [Zn*'] en la determinacié de la resposta de les algues: (A)
velocitat de creixement (p) en funcié de la concentracié total de Zn o de [Zn®'] pel cas de creixement
limitat pel Zn (concentracions molars). (B) Descens dele creixement de les algues en funci6 de [Zn?'] per
sobre del llindar toxic; (C) Assimilacié de Zn en funcié de [Zn®']. [Zn], i [Zn]. representen el Zn adsorbit
en la paret cel-lular (extret amb EDTA) i el Zn intracel-lular (resistent a 1’estraccida amb EDTA),
respectivament. [Zn]; es va mantenir constant (= 15.3 mM); [Zn®] es variava canviant el contingut de
EDTA en el medi de cultiu. De la referéncia (1)

biologica en 1’organisme ha d’interactuar o travessar una membrana cel-lular. Aquesta
interacci6 del metall amb la superficie de I’organisme, que pot tenir lloc tant mitjangant
el io lliure (M”") com el complex metall-lligand (ML), pot representar-se en termes de la
formaci6 d’un complex superficial M-X-c¢l-lula, on I’espécie —X-cel-lula és un lligand

cel-lular present a la superficie de I’organisme. (9-11).
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En el cas més simple, quan el i6 lliure interacciona amb els setis de la superficie
cellular, es poden considerar les segiients reaccions:
a) equilibri en la solucid

M*"+L=ML
[ML]

b) interaccio de M*" amb el seti de la superficie:

M* +-X —cél'lula=M -X-cel-lula
{M—X—céllula}
{-X —cellula}[ M* ]

K, =

Reordenant, tenim {M—X—Cél-lula}=Kz-{—X—CéI-Iula}[M”], on K; i Ky sbén

constants d’equilibri, L és un lligand en solucid, i s’han omes les carregues dels
complexos per simplicitat.

Se suposa que la resposta biologica és proporcional a la concentracié del complex a la
superficie de I’organisme, {M-X-cél-lula}. Si la concentraci6 dels setis -X-cél-lula
lliures es manté practicament constant, la darrera equaci6 indica que ’activitat biologica
varia directament com a funcié de [M*'].

c) Interaccid del complex amb els setis de la superficie:

ML + "X —cel-lulaz=M-X —cél-lula+L
~ {M-X —cél-lula}[L]
" {"X-célula}[ML]

Reordenant la  segona equaci6 1 substituint en la darrera, tenim:
{M-X —cél-lula} =K - K, {-X —cel-lula} [M”] , que manifesta la mateixa dependeéncia

de [M*"] que 1’equaci6 anterior.
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En qualsevol cas, sigui per la interacci6 del metall o per la del complex amb la
superficie de 1’organisme, la resposta biologica és proporcional a [M*'].

Diferents autors han suggerit possibles mecanismes que relacionen la formacié del
complex superficial M-X-cel-lula i I’inici de I’efecte biologic (11-14). Si el lloc X-
cel-lula representa un seti fisiologicament actiu en la superficie de 1’organisme, la unio6
del metall pot induir una resposta biologica directa (per exemple, en les branquies del
peixos). Alternativament, si el lloc correspon a un seti de transport que permet al metall
M travessar la membrana i entrar en el citosol, aleshores la uni6 només produeix
transport cap a I’interior de 1’organisme, aixo ¢€s, la resposta biologica correspondra a
processos intracel-lulars que segueixen al transport. Una variant d’aquest esquema pot
donar-se quan el lloc —X-c¢l-lula correspon a un seti de transport utilitzat habitualment
per un micronutrient essencial. La unié de M a aquest seti inhibira el subministrament
d’aquest element essencial i induira un déficit del mateix (e.g., fitoplancton: Mn/Cu,
Fe/Cd).(11,14)

Els suposits basic que fa aquest model son:

1. La membrana és el primer lloc d’interacci6 entre el metall i I’organisme;

2. aquesta interaccio es pot descriure en termes d’un equilibri de complexacio en el
que es forma I’especie M-X-cel-lula;

3. el transport del metall en la solucid cap a la membrana, i el subseqiient procés de
complexacio, son suficientment rapids per poder considerar que s’estableix un
pseudoequilibri entre 1’especie metal-lica en el si de la solucio i en la superficie
biologica (rapid en relacid a I’assimilacié del metall 1 a la resposta biologica de
I’organisme);

4. la resposta biologica de ['organisme és estrictament dependent de Ia

concentracio del complex M-X-c¢l-lula en la seva superficie;
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5. en el rang de concentracions de metall d’interés toxicologic, la concentracio de
setis lliures {X-cel-lula}, es manté practicament constant i les variacions de {M-
X-céllula} segueixen les de [M”] en la solucio; i

6. durant I’exposicid a 1’acci6 del metall d’interes la superficie de la membrana
biologica no experimenta canvis en la seva estructura ni conformacio.

Es donen situacions, pero, en les que el model sembla no funcionar correctament (4) ja
sigui en sistemes de definici6 i control dificil (medis naturals amb materia organica
dissolta), com en medis de laboratori ben definits.

En qualsevol cas, en les hipotesis del FIAM, a la difusid se li adjudica un paper poc

rellevant en els resultats del procés.

3.2.3 El model del lligand biotic (BLM)

El model FIAM planteja que la resposta bioldgica (toxicitat o nutricid) d’un organisme
depeén de la concentraci6 de catid metal-lic que hi ha lliure en el medi, no de la
concentracio total de metall. Aquest és un aspecte en el que ’especiacié del metall, i per
tant la interaccid del mateix amb les diverses substancies potencialment complexants
presents en el medi, tenen una importancia cabdal.

Tanmateix, hi ha moltes situacions en les quals la toxicitat d’un determinat metall no es
deguda només a la preséncia (o abséncia) d’agents complexants que modifiquen la
concentracio de metall lliure, sind per la preséncia d’altres metalls que interfereixen en
la capacitat de I’organisme per ingerir metalls traces que li son essencials, com el Ca2+
(per exemple el Cd, Zn) (15) o la capacitat per regular el balan¢ de Na+ (Al, Ag, Cu) o
altres cations fonamentals.

Els treballs de Playle (16) i col-laboradors demostren que 1’assimilacié d’un bon nombre
de metalls, Cd, Cu i Ag entre ells, en les branquies dels peixos poden provocar la seva

mort, 1 que I’assimilacié dels metalls es pot descriure amb un model d’equilibri quimic
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convencional en el qual la branquia es tractava com un lligand, caracteritzat per una
constant d’estabilitat i una concentraci6 de setis reactius. En aquest model , inicialment
anomenat “gill model”, es va demostrar que la toxicitat del metall dissolt era
proporcional a 1’acumulacié del metall en la branquia. Aquestes conclusions es van
estendre per analogia a altres organismes que eren massa petits per tenir organs en els
que concretar i analitzar I’acumulacid de metalls traga.

Aquests avengos es van concretar en el desenvolupament del model del lligand biotic
(Biotic Ligand Model, BLM) (17,18)que es una extensi6 del FIAM (aquest s’obté de
I’anterior si els factors que no afecten la concentracié de metall lliure, pero afecten la
seva toxicitat — per exemple, la duresa de 1’aigua del medi — es mantenen constants). El
BLM matematicament incorpora la interaccid dels metalls traca amb els lligands
dissolts per predir la seva especiacid i la seva conseqiient interaccid amb els setis
receptors de 1’organisme. Des d’un punt de vista quimic i matematic, 1’organisme
receptor es tracta com un lligand, “el lligand biotic”. Aquest model incorpora dos
aspectes, un quimic i Paltre biologic, que el permeten predir la toxicitat dels metalls
dissolts basant-se en I’acumulaci6 del metall en 1’organisme receptor(19-21).

La precisi6 de les prediccions del model per la toxicitat del Cu es representa a la figura
3.4, que mostra els resultats de la toxicitat per una ampla varietat de mostres d’aigua de
diferents ambients, amb composicions 1 quimiques diverses. La linea continua
representa la toxicitat prevista pel model, i les linies discontinues representen un factor
de dos per sobre 1 per sota d’aquell valor. Practicament tots els resultat es presenten en

aquest marge.
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LC50 Model Performance
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Figura 3.4. Mostra de la previsié de la toxicitat del coure feta amb el model BLM, respecte del valor
mesurat en diversos ambients aquatics. De (21)
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4. Els canals ionics
4.1 Introducci6

El transport d’ions a través de canals i0nics és un fenomen d’una importancia
fonamental en molts processos fisiologics i en el comportament normal de les cel-lules.
Un funcionament defectuds dels mateixos comporta una série de malalties anomenades
genéricament “canalpaties” i que poden arribar a tenir conseqiliéncies importants per la

salut humana o per la dels organismes i espécies afectades (1).

Els canals idnics son les vies més usuals que tenen les substancies per entrar i sortir de
les cel-lules i1 per aixo resulten fonamentals des del punt de vista medic o biologic: son
responsables de la transmissié d’impulsos en el sistema nervids; de la coordinacié en la
contraccid6 muscular, inclos el muscle cardiac i estan involucrats en el transport en
qualsevol cel'lula o organ, per exemple el ronyd, l'intesti o en les glandules
endocrines(2). Una gran quantitat dels farmacs i drogues usats en medicina actuen de
manera directa o indirecta sobre els canal i0nics de les membranes cel-lulars (3) alterant
la seva permeabilitat.

Els canals i0nics consisteixen en una extensa varietat de proteines que, inserides en la
bicapa lipidica de les membranes cel-lulars, presenten una configuracié que ofereix un
forat en el seu interior a través del qual poden circular diversos ions, depenent de la seva
mida i les seves caracteristiques, i controlen el flux a través seu en un i altre sentit.
Actualment hi ha classificats una gran quantitat de canals en funcid del paper especific
que desenvolupen en un sistema biologic(4). Alguns responen a estimuls mecanics
(contacte), altres a potencials eléctrics (transmissid d’impulsos nerviosos), altres
reaccionen davant de substancies quimiques especifiques, ... Son altament selectius en
la seva resposta 1 davant de que ho fan. S’obren i es tanquen en resposta als estimuls, en

un procé€s anomenat “gating” i, quan estan oberts, només permeten el pas de determinats
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tipus especifics de ions. Son, per tant, selectius al tipus d’16 que els travessen. Aixi, per
exemple, els canal de potassi permeten el pas d’aquest 16, pero discriminen els ions sodi
davant dels quals resulten impermeables. Naturalment, aquesta selectivitat ¢&s
fonamental pel normal funcionament fisiologic de la cél-lula, ja que la concentracio de
sodi és molt més alta a I’exterior de la cel-lula que a I’interior, a la inversa que la del
potassi. Sense aquesta selectivitat, aquest gradient de concentracions desapareixeria en
un periode de temps molt curt.

Des dels treballs de Hodgkin i Huxley (5) sobre la transmissié dels impulsos nerviosos,
s’han realitzat una gran quantitat d’esfor¢os per modelar la dinamica del transport dels
ions a través dels canals de les membranes biologiques (4,6). Els canals idnics en les
membranes cel-lulars tenen un gran nombre d’atoms, i si s’afegeix I’entorn lipidic i la
preséncia de 1’electrolit corresponent, el sistema esdevé forca complex per un estudi
acurat. L’estratégia habitual consisteix en construir un model més simple que funcioni i
que sigui capag¢ de reproduir de manera raonable i correcta les propietats observades en
el sistema. La importancia de disposar de sistemes experimentals capacos de reproduir
el comportament dels canals i0nics naturals és evident i fonamental pel seu estudi. Tals
sistemes permeten disposar de dades de forma immediata i controlada, permeten el
control sobre el sistema i els estimuls aplicats, la reproductibilitat de les condicions i la
possibilitat de variar els parametres experimentals, i també fan possible poder prescindir
d’organismes o animals vius en I’experimentacid corresponent. Aquests sistemes
permeten obtenir un marc senzill per entendre i interpretar les dades experimentals,
poden ser usats per fer prediccions sobre el comportament del sistema en condicions
diferents i poden servir per relacionar les observacions experimentals amb arguments

teorics més fonamentals. Si, a més, es pot derivar una relacié entre el model tedric
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utilitzat i els parametres que necessariament s’han de ajustar per obtenir una millor

descripcio de les dades disponibles, el model es fa més robust i adquireix categoria.

4.2  Canals ionics sobre monocapes lipidiques

Des dels treballs pioners de Miller i Bach (1969) (7) els eléctrodes de mercuri recoberts
de monocapes fosfolipidiques s’han vingut utilitzant ampliament com a mimetic de les
membranes biologiques 1 aixi estudiar I’efecte dels camps eléctrics externs sobre
I’estructura de les membranes lipidiques. S’han constatat comportaments i propietats
similars de les interfases de monocapes lipidiques sobre gotes de mercuri amb altres
models experimentals de membranes lipidiques dipositades sobre altres suports en
condicions similars (8).

Se’ls ha incorporat molécules d’interes biologic (9-14), ions lipofilics (15), péptids i
proteines(16,17) amb la intencid d’esbrinar el seu comportament com a mimetics
d’aquestes membranes biologiques. A potencials entre -0,2 1 -0,7 V (vs. Ag/AgCl )
aquestes monocapes lipidiques tenen les cues hidrocarbonades dirigides cap a la
superficie hidrofobica del mercuri i els caps, polars, dirigits cap a la soluci6(18).
Presenten una gran estabilitat mecanica, una alta resisténcia als camps eléctrics 1 una
notable reproductibilitat. A potencials més positius 0 més negatius, la membrana es va
desestabilitzant, es fa més prima i1 esdevé permeable a les reaccions faradaiques(18).
4.2.1 Canals ionics de gramicidina

La incorporacid de gramicidina com element permeant a aquest model de membrana ha
permes 1’estudi de 1’activitat i les propietats dels canals ionics (19-21). La gramicidina
¢és una barreja heterogeénia de tres tipus d’antibiotic: Gramicidina A, Gramicidina B i
Gramicidina C, que s’obtenen de I’espécie bacteriana Bacillus brevis i que s’anomenen
col-lectivament Gramicidina D. Es tracta d’un pentadecapéptid lineal de férmula

general:  formil-L-X-Gly-L-Ala-D-Leu-L-Ala-D-Val-L-Val-D-Val-L-Trp-D-Leu-L-Y-
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D-Leu-L-Trp-D-Leu-L-Trp, on X 1 Y depen del tipus de gramicidina. X pot ser valina o
isoleucina. En la Gramicidina A, Y ¢és triptofan, en la B fenilalanina i en la C tirosina.
Les configuracions estereoquimiques alternatives son de vital transcendeéncia en la
formacio de la seva forma d’helix [, 1 aquesta €s la responsable de formar canals i0nics
en membranes naturals 1 artificials. En el cas de membranes naturals, els canals de
gramicidina consisteixen en dues unitats helicoidals encarades del peptid (figura 4.1 ), la
longitud de les quals casa amb la de I’amplada de la doble capa lipidica d’aquest tipus
de membranes. En el model de monocapa utilitzat de membrana, la longitud del

monomer coincideix amb el gruix de la monocapa de lipid.

Figura 4.1: Vista lateral (esquerra) i frontal (dreta) del dimer de gramicidina A present en membranes
naturals. Es posen de manifest els canvis conformacionals implicats en el fenomen del “gating” amb les
dues configuracions: tancada o inactiva (part superior) i oberta o activa (inferior) per la permeacio de
petites molécules (en color blau).

L’activitat bactericida de la gramicidina ¢€s resultat de 1’augment de la permeabilitat de

la membrana de les cel-lules bacterianes que permet que els cations inorganics circulin



Els Canals Ionics 53

a través de la mateixa sense restriccions i1 es destrueixi el gradient ionic entre el
citoplasma i I’entorn extracel-lular.

El paper de la gramicidina D com a canal idnic va ser demostrat per Hladky i Haydon
(22), que investigaven les conductivitats dels canals individuals. En general, aquests
canals son selectius per la majoria de cations monovalents, perd son impermeables tant
als cations divalents, com el Ca®", que s’uneix a llocs en les proximitats de la boca del
canal i el bloquegen, com als anions. A I’interior dels canals, els cations monovalents
s’han de moure en fila i han de desplagar del seu interior les molécules d’aigua que
I’omplen.

Aquest tipus de canal, en aquest model de membrana, s’ha demostrat que és el
responsable del transport de TI" del si de la solucié cap a la gota de mercuri a través de

la monocapa, quan s’aplica una diferéncia de potencial a la mateixa.(21,23)

4.3  Marcs teorics per analitzar la permeacio

Fins i tot el model de monocapa lipidica i amb un polipéptid senzill com és el cas de la
gramicidina, resulta un sistema prou complex. De manera que la descripcid detallada de
les interaccions a les que es veuen sotmesos els ions que travessen els canal de
gramicidina i1 dels canvis conformacionals que es produeixen en els mateixos en el
procés del “gating”, esdevé complicada.

4.3.1 Model de la Dinamica Molecular

En la estratégia que adopta la Dinamica Molecular (Molecular Dynamics, MD) es fa
una descripcid microscopica completa del canal ionic (24,25) i es descriuen les
posicions, interaccions i trajectories de tots els atoms del sistema mitjangant les lleis de
Newton. Obviament, es fan necessaris sistemes computacionals i de calcul molt potents
per obtenir la descripci6 de 1’evolucio6 del sistema durant un periode molt breu i distant

de la duraci6 real dels experiments (de I’ordre de 40 ms en el nostre cas).
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4.3.2 Model del Continuum
En contraposici6 a les anteriors, tamb¢ sén habituals les teories que consideren

I’electrolit com un medi continu per descriure macroscopicament els processos fisics
que intervenen en la permeacio dels canals i0nics. Considerar el si de la dissolucié com
un medi continu va ser un plantejament que ha confirmat la seva validesa des de que es
va proposar(26). Tanmateix, les seves aplicacions més recents, quan inclouen sistemes
mesoscopics, fan dubtar que les suposicions fetes pel si de la dissolucid siguin
acceptables per solucions confinades en volums petits. La longitud de Debye resulta un
parametre adequat per caracteritzar el comportament del sistema. Si el sistema presenta
unes dimensions superiors al valor d’aquest parametre, com és el cas de les proteines
grans o les membranes superficials, I’aproximacio del camp promig inherent en les
teories del medi continu resulta acceptable. Pero els porus de les membranes cel-lulars ,
que transporten ions cap a l’interior de les cél-lules, solen tenir radis menors que la
llargada de Debye(4) i I’aplicabilitat de les teories del medi continu a aquests sistemes
¢s qiiestionable.

4.3.3 Model de la Dinamica Browniana

S’han desenvolupat, perd, métodes que estan a mig cami entre les dues visions. Sense
tant de cost computacional, el métode de la Dinamica Browniana (BD), en la que només
s’analitza el moviment dels ions, s’esta utilitzant ampliament i esta donant resultats
molts satisfactoris amb un cost computacional acceptable per un seguit de geometries
tridimensionals reals (27-30).

4.3.4 Model macroscopic

El nostre model per analitzar la permeaci6 dels canal ionics de gramicidina en
monocapes lipidiques sobre un eléctrode de gota de mercuri pot qualificar-se com un
model de continu. Es basa en I’aplicaci6 de les técniques corresponents a la

electrodifusid, en les que els corrents mesurat no corresponen als valors de canals
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individuals sin6 a través de multitud de canals sobre aquestes membranes, pero
incorporem la novetat de considerar col-lectivament tres processos claus: la difusio del
10 del si de la dissolucid cap a la superficie de la monocapa que conté la disposicio de
canals, la dinamica conformacional dels canals individuals, considerant el procés
d’activacio-desactivacid com un procés cinetic de primer ordre, i el pas dels ions a
través dels canals.

En el capitol 7 es presentaran les bases matematiques que donen suport al model. En el
capitol 11 es descriu I’aplicacio del model a la interpretacié dels corrents experimentals,
es comprova la seva validesa, es detecten les seves febleses i s’obtenen els parametres
que participen en la funcid que descriu la permeabilitat local de la membrana
modificada amb gramicidina. En el capitol 12 es presenta un refinament al model
anterior 1 es prova la seva aplicabilitat a sistemes que incorporen additius que
modifiquen la permeabilitat de la membrana. Tal sistema pot resultar de for¢a intercs
per analitzar 1’efecte que determinats additius poden tenir sobre ’activitat biologica o
fisiologica derivada del pas d’espeécies ioniques per les membranes cel-lulars. En el
proper apartat segiient es descriu el sistema experimental utilitzat per obtenir les dades
de corrents.

4.3.4.1 Sistema experimental

Les dades que hem utilitzat per construir i contrastar el nostre model s’han obtingut a
partir del dispositiu experimental segiient. La gota de mercuri d’un electrode SMDE es
recobreix d’una monocapa fosfolipidica de dioleoyl phosphatidylcholine (DOPC) que
conté canals ionics de gramicidina com a sistema permeant. Un i6 metal-lic (T1") en la
solucio es redueix en I’eléctrode de mercuri quan s’aplica un pols de potencial durant 40

ms, 1 es mesura el corrent obtingut com a funcid resposta.
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Els electrolits es desairegen completament amb argd de gran puresa i es manté una capa
d’argd gas sobre I’electrolit durant tot I’experiment. Les monocapes de DOPC es
dissolen en penta i s’escampen en la interfase gas-aigua de la cel-la electroquimica
(21,31). S’afegeix 3 uL de gramicidina 2.13x10* mol L™/(SIGMA Chemicals Ltd) a la
monocapa de la interfase gas-soluci6 i es deixava reposar 10 minuts.

La gota de mercuri, nova per cada experiment, es recobreix de monocapa de lipid fent
que la gota arrossegui la monocapa que es forma sobre la dissoluci6é aquosa quan la gota

es submergida lleugerament en la dissoluci6 (vegeu la figura 4.2 ).

Figura 4.2: Procés experimental de deposicié de la monocapa lipidica sobre I’eléctrode.

L’electrolit suport utilitzat és KCI1 0.1 mol L preparat a partir de la sal que s’ha
mantingut al forn a alta temperatura per evitar qualsevol resta de materia organica.

L’experiment consisteix en una serie de passos de potencial aplicats a I’eléctrode. Els
polsos, des de -0,2 V, van cap a potencials progressivament més negatius, de -0,3 V fins

-0,7 V en intervals de 0.025 V. Cada pols s’aplica durant 0,04 s, i entre polsos el
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potencial es torna a -0,2 V al menys durant 10 s per eliminar el Tl reduit sobre el
mercuri. Es fan dues o tres répliques de 1’escombrada de potencial endavant i endarrere
(de -0,3 a -0,7 V i a l’inrevés) 1 es fan servir els valors mitjans dels corrents dels
escombrats endavant per obtenir els valors mitjans dels parametres cinctics. En els
experiments, 1’i6 electroactiu és TI", introduit com una solucié de treball de TINO;
(SIGMA Chemicals Ltd). Les experiéncies es duen a terme amb un potenciostat
Metrohm (E506 Polarecord) i les dades s’enregistren amb un sistema d’adquisicié de
dades Maclab (A and D instruments Ltd). Tots els potencials es prenen respecte

I’electrode de referéncia Ag/AgCl:3.5 M KCl.

Aquest sistema experimental €s el que s’ha usat per obtenir les dades experimentals
utilitzades en el capitol 11 i, amb alguna petita modificacié per I’addicié dels additius,

enel 12.
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5. Modelitzacié de les tecniques electroanalitiques d’impulsos

En el capitol 2 s’han presentat les caracteristiques generals de les técniques
electroanalitiques d’impulsos que ens resulten d’interés. Aixi mateix, s’ha posat de
manifest quina és la informaci6 rellevant que aquestes técniques ens aporten dels
nostres sistemes, la metodologia d’us de les mateixes i quins son els fenomens fisics o
quimics que hi estan involucrats.

En particular, ens interessa modelar les ones que s’obtindrien amb les técniques NPP i
RPP, en excés de lligand i sense excés de lligand, i determinar els valors dels corrents
limits corresponents, per tal d’aplicar-ho, en un pas posterior (capitol 8), en la
determinacid de la influéncia que té 1’adsorci6 sobre els corrents limits d’aquestes dues

tecniques.

5.1 Descripcio fisica del problema

Els fenomens que concorren en el procés son la difusié de les especies electroactives
cap a l’eléctrode (d), la complexacié amb un lligand (c), I’adsorci6 del lligand 1 del
complex format en la superficie de 1’eléctrode (a) i I’electroreduccio (e), segons un
programa de potencials predefinit segon la técnica aplicada, que donen lloc a un

esquema general que, de forma grafica, pot representar-se per

MLadé‘“‘*": ..... - ML /\_/ ML

i

Mo /\/ Mo A - M d M (5 1 )

a

Lads B [—\_/ L

Electrode Solution
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on M és 1’16 metal-lic, ML el complex, L el lligand i M° el metall reduit. La forma de
tractar cada un d’aquestes fenomens s’ha descrit per separat en 1’apartat 1.2 del capitol

introductori.

5.2 Formulacié matematica

5.2.1 El cas general
Les equacions de les que parteix el nostre problema son les corresponents a la difusi6 de

I’espécie reduida (M?) (5.2), de I’io metal-lic (M) (5.3), del complex (ML) (5.4)i del

lligand (L) (5.5), respectivament:

% _p, a;y kG —k Gy -G, (5.3)
Cu 5, %k G Kt (5.4)
T (5.5)

En el cas de reaccions molt rapides, podem suposar que en tot lloc i moment s'assoleix

l'equilibri quimic

Cy (X,1) V(0.0
o (6D ()] V(%8 € (0,00)x(0,0) (5.6)

D'aquesta darrera expressid en diem condicid de labilitat. En aparc¢ixer una nova
equacid algebrica, ens portara a estalviar-nos una equacid diferencial. Comencem
definint les especies formals metall total i lligand total (1,2), de concentracions

respectives, C,, 1 C;,

Crm =Cu T 0w (5.7)

i



Modelitzacio de les técniques electroanalitiques d’impulsos 67

Cro =CL+Cy (5.8)

Podem reagrupar les equacions (5.3), (5.4) 1 (5.5) de manera que es cancel‘lin els termes

cinetics:

OCry 0OC, OCyy o’cy, 0°Cyy

ot ot ot oaxt hoox (>-9)
i
ac,, ac, ey, o’c o’c
==L =D, —=+D ML 5.10
ot ot ot Foxr M ax? (5.10)
Les condicions inicials son de perfil homogeni “bulk”:
Co(%0)=Cry, € (X,0)=Crp, €, (X0)=0 Vx>0 (5.11)
1 les de contorn:
a) a l’infinit:
Con (X, 1) =Cry,
Cr(Xt)=Cpp pVE>0, X >0 (5.12)

Co(X,1)=0
b) a la superficie de I’eléctrode, que agafem com origen, se suposa reversibilitat

@Y _ exp[ﬁ(E(t)_ EO)} (5.13)

€, (0,1) RT
corresponent a 1’equilibri nernstia d’oxidacid-reduccio. Cada tecnica
polarografica defineix un programa de potencial especific a través de la funcio
E(t).
Altres condicions corresponen als balangos de metall i de lligand a la superficie
de I’electrode:

dr,, (t) acy, j (GCML ) acC, o
—w _p | =M D D, 5.14
oo Be ) vou( ) voe [T 514

dFML(t)+ dFL(t) =D (acij +D (%J (515)
dt dt ML 8X x=0 - x=0
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on les concentracions superficialsI',;; 1 I', venen descrites per isotermes de

Langmuir
l_‘ML (t) = 1_‘max kMLCML (O, t) (5 . 1 6)
1+ Ky Cor (0,0) + Kk, C, (0,1)
i
r (=T k. (0. (5.17)

" 14Ky €y (0,0) +k ¢, (0,1)

Amb I’objectiu de facilitar la transformaci6 i resolucid del sistema anterior definim les

variables adimensionals segiients:

7, =M
CTM
c
Z,=—>
c
M (5.18)
c
7, =—=
CT,L
z,= C{YL
CML
i
- X
D, t,
(5.19)
t
T=—
1:d

on t4 representa al temps de vida de la gota i correspon al moment en que es mesura la
funci6 resposta (el corrent), tal com s’ha indicat en 1’apartat 2.1del capitol 2.

Amb aquestes noves variables, el sistema format per (5.2), (5.9), (5.10), es reescriu

com:

o o
or  0&*

(5.20)
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dz, D, ?z, . ¢y Dy —Dy 0z,

= ! : (5.21)
or D, o0& v Dy o0&’
% — DL 8223 C;/IL DML — DL 8224 (5-22)
or D, ol Crm Dy 0&*
per a tot valor de &.
Les condicions inicials (5.11):
z,=0, z,=1, z,=1, z,=1 r=0,V&>0, (5.23)
Les condicions de contorn :
a) difusi6 plana semi-infinita (5.12)
z,=0
z,=1
? Vr>0,&—> 0, (5.24)
z, =1
z,=1
b) al’origen (5.13)
Cuur
z,(0,7)— o 2,(0,7) .
M =ex [n—Ez’—E }, 5.25
2 (0.7) p RT( (7)-Ey) (5.25)
La relacio de labilitat (5.6) s’escriu ara com:
K = Cunr 24 V& (5.26)

(CT,M Z, —Cy 24 )(CT,L Z; —Cyp 24 )

on, per claredat de la notacid, s’han obviat les dependéncies amb les variables

adimensionals d’espai i de temps.

Per reescriure les equacions (5.14) i (5.15) en termes de les noves variables, definim

| kMLC:/IL 2,(0,7) (5.27)

G (T): * * * * 9
T CrunDypty 1Ky Gy 2,(0.7) + (5, 2,(0,7) — €1y, 2,(0,7))
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G (T)— .. kMLC:/lLZ (0, T)+k (C;LZ3(O>T)_C;/[LZ4(097))

: : (5.28)
Doty 1+ Ky G 2, (0.7) + K, (€1, 25(0,2) €1y, 2,(0,7) )

de manera que els balancos de metall (5.14) i de lligand (5.15) a la superficie de

I’eléctrode quedaran:

4G, (1) _ Dy, (82 ] +C"£M[%J {G_Z] (5.29)
dr 85 £=0 C”T‘,M DMo aé: £=0 a§ £=0

dG,(z) _ D, (z] ﬁ@M(%j (5.30)
dr af £=0 C;,L DM‘J 85 £=0 |

Per tal d’escriure de manera compacta el sistema format per les equacions anteriors

definim els parametres:

D D

D=1 , D,=— | D,=—L, (5.31)
DMO DMO
c.. D, —D c.. D D

A=0 . a=SuBuDup G Du oDy (5.32)
Crm DMn Cro DMn

1 les funcions

dG (z') dG ,(7)

B/(7)= (GZJ =G,(7), B,(1)=—"—"-G/(7), Bi(r)=—— (5.33)
£=0

0g

de manera que el sistema format per (5.2), (5.9) i (5.10) queda formulat de forma

compacta i indexada com:

2
%z Dia_zzi‘haﬁ
or o0&

0’z,
o0&’

i les condicions (5.29), (5.30) i la primera de les definicions (5.33) queden com:

V(&,7) € (0,0)x(0,1) ,i=1,2,3 (5.34)

0z, oz, ) _ .
D, (El_o + A( o l_o =B(r), i=1,2,3 (5.35)
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5.2.1.1 Formulacid¢ discreta del problema

Els metodes més habituals de resolucid numeérica de sistemes d’equacions diferencials
ordinaries o d’equacions diferencials en derivades parcials es basen en I’is d’esquemes
de diferéncies finites. Aquests meétodes, si bé senzills i directes, sovint resulten
inestables 1 poc precisos. Un altra manera d’encarar el problema es utilitzar el metode
general dels residus ponderats, consistent en aproximar la solucié mitjangant una funcio6
espacial definida per un conjunt de funcions de base. Aleshores, els coeficients
incognites s’han de trobar de manera que es minimitzin els residus.

Aqui s’ha utilitzat el Métode d’Elements Finits de Galerkin (3-8) ja que resulta molt
eficac en la minimitzacid de I’error en tot el domini del sistema. A més, com a funcions
de base en I’engraellat s’han usat bases Lagrangianes lineals.

Apliquem primer el Métode dels Residus Ponderats (3,9) a les parelles d’equacions de
(5.34) 1 (5.35) amb el mateix index per tal d’obtenir la formulacio feble de la part
diferencial del problema. Ens quedara de la segiient manera:

VYweV ,on V: espai de funcions de test,

azzi_Aazz“}df—a)(O) Di[%J +A1[624j —-Bi(7) =0 (5.36)
£=0 ¢=0

K oz az,
!w@[ﬁ Por A oe o¢ Py

Integrant per parts la segona integral de cada una de les equacions anteriors, 1 substituint

en les equacions respectives, aquestes es poden reescriure com:

jw(@%d&jw’(@{aﬁw @

o 6§}d§+a)(0)-8i(r):0. (5.37)

Discretitzem la part espacial i fixem una xarxa de punts. Com els fenomens considerats

tenen lloc a una distancia molt curta de 1’origen, restringim el calcul a un segment finit
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[0, L], on L és una distancia (adimensional) a partir de la qual les concentracions s6n

conegudes i iguals a les del bulk:

&=0 & &

& &

M:L
é;M-Z Z‘:;M-l é

&M»4 &MG

1 triem una base d’interpoladors lineals (també anomenades funcions de test) definits en

els M intervals per:

é: — §i—1
- giJrl B 5
“ (é) ‘§i+1 - é:l
0
51 — f
S
a’o(é:) =
0
5 _§M—l
é:M _(SZM—I
Wy (&)=
0

Desenvolupem els z; com (metode de Galerkin) (3)

sl G, <8<g
Si &<éELE, 1= ... ,M-1, (5.38)
altres punts
s & <¢<q
(5.39)
altres punts
SI é:M—l < é: < fM
(5.40)
altres punts
(5.41)

= 0,02+ 21 (0, (6)

on les ;" son les variables associades a les concentracions de 1’espécie (real o formal) i

en el punt k de I’engraellat. Substituim aquests desenvolupaments en les integrals (5.37)
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prenent i=1, 2, 3 (i=1:c , /c;, =2 Cp, /Cry 51231 ¢py /C;, . L’espécie corresponent
ai=4és c,, /c;,,). Ens queda:

M-

m;k(r)-wk(s)}d& o (r:)D{zI-wgﬂ(é)+z_mf<r)-w;(§)}d§+

o)

k=

L M-1 (5.42)
+Iw;<5)Ai[z:-w'M(§)+Zmi(r)-w;(g)}dgm,-w)-Bl<r)=o
jco,-(5)?2%%)-wk@)}d&jw;@m{z;~w'M(5)+MZlm§(r)-w;<f)}d§+
’ a o e (5.43)
+jw;(§>A{zz-wgﬂ(f)+Zm§(r)-w;(f>}d§+w,-(0)-Bz(r)=o
i
[o (f)vm;k(r)-wk((:)}dﬁf w;(s)D{zz-wgﬂ (§>+M24m§(r>-w;(5)}ds+
’ - ° e (5.44)

L .
+jw;(§)A{z:-co'M(5)+fzjmi(r)~w;(é>}d§+w,-(0)~Bs(r)=o
5 -
onj=0,.., M-1
L’avaluacio de les integrals corresponents als productes de les funcions de test i als
productes de les seves derivades porta al sistema d’equacions diferencials ordinaries que

es pot escriure en forma matricial com:

Cm/(z) +S[D,(z) + A, ]+ B (2) + §/(0) = T, . (5.45)

on els elements matricials corresponents son:

C:(cjk)

S=(sx)

I els vectors corresponents:

¢y = [@,(&) o (£)dé
X jk=0,,M-1 (5.46)
sy = | @) (&) @] (£)d&
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m;(z)
m(o)=| i=1,2,3,4 , (5.47)
m(7)
G,(7) —G,(7) 0
0 0 0
l_jl (T) = . 5 ﬁz (T) = . ’ ﬁs (T) = - ’ (548)
0 0 0
0 G,(7) G;(7)
0 0 0
g(@=|.| .6,@= . 0:(0=] . (5.49)
0 0 0
1
0
0
fi(r)= : L i=1,2,3 (5.50)
Dz +Az,
hM

L’avaluacié dels elements matricials de C i de S, a partir de la base d’interpoladors

escollida (5.39), (5.38) 1 (5.40) ens porta a les matrius tridiagonals

hon, ;
3 6
h h+h h .
6 3 6
c=|, h h+h . (5.51)
6 3
O hM—] hM—l+hM
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. 0
hl h]
St 0
h1 h1 h2 h2
S=lp L Lo (5:52)
hZ h2 h3
0 N U S
hM*l hM*l hM

Es discretitza ara la part temporal de les equacions (5.45) seguint un 0-esquema de

diferéncies finites (10),

F(t+At)-F(t)

e = OG(t+At)+(1-0)G(t) (5.53)

i reordenant I’equaci6 (5.45) com

Cm' ()= f - B(1)- §/()-S[D,M(x) + Am,] (5.54)
ens queda:
cMEXAD M) _ ¢ 5 (r+ A7)~ (1-0)B, ()~ SD,[0m, (7 + Ar) + (1-O)m, ()] -

AT

~SA [9m4(r+Ar>+(1—e)m4<r)]—(gi(“AAﬂ—@i(r)j
T

(5.55)

1, en definitiva:

AL(Cmi (r+A7)+6P,(r+A7)+SD.Om, (T+A2’)+SA0m4(r+A7)+AL(ji (t+A7)
T T

= ﬁ_(l_e)ﬁi(7)+ALQi(f)_SDi(l_e)mi(T)_SA(1_9)m4(7)+%cmi(7)
T T
(5.56)
peri=1,213.
Reagrupant termes i introduint les matrius:
ZML =LC+¢9DiS , ZN,=6DS ,

Alf i=1,2i3 (5.57)
QM =——C-(1-0)DS , QN =-(1-0)DS
g ,
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totes elles tridiagonals i simétriques, s’obté un conjunt d’equacions que queda com

ZM m. (z'+Az‘)+ZN_m4(r+Ar)+HD'i(r+AT)ALgi(r+Ar):
I 1 T
(5.58)

= ﬁ+QMimi(T)+QNim4(T)_(1_0)ﬁi(T)+ALgi(r)
T

Aquest esquema ens aporta 3M equacions a les que s’afegeixen les M relacions de

labilitat (5.26) exigides en cada un dels nodes de la malla escollida:

K (Cruml () = MI(D)) (M () = Gy M (7)) — Gy MY (7) = 0
j=0,...M-1

, (5.59)

1 les corresponents a les condicions de contorn a I’origen (5.25), (5.27) 1 (5.28)

() S0 mi(o)exp| T (E0)-E) |0 (5.60)

M

G, (2) 1+ Ky € M)+, (5, MY (7) — €l M) ) -2k, €5y (1) =0 (5.61)

M MmO d
1
Gy (1) (1+ Ky o M (2) + K, (5 MY (2) =y (7)) -
r . : ) (5.62)
- +(kMLCMLm2 (7)+k; (CTng (7)— CMng (T))) =0
Crp DMOtd

Tot plegat, disposem d’un sistema de 4M+3 equacions per trobar 4M+3 incognites: les
4M components dels vectors mi(t) , i=1, 2, 3, i 4 (corresponents, respectivament, a les
variables associades a les concentracions de M, les espécies formals metall total i
lligand total i complex ML) i les tres variables auxiliars G;(t), Ga(1) 1 G3(1).

El mapa de les equacions corresponents, separades per blocs, es pot veure a la figura 1,
1 resulta facilment programable per ser resolt, per a cada valor de t, de manera

automatitzada.
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Els tres primers blocs corresponen a les equacions de difusio (5.58). Fem un canvi de
nomenclatura de 7 a t per facilitar la comprensio. Per I’index m;(t), associat a 1’espécie

M, tenim les primeres M equacions:

ZM,m{ (t + At) + 6G, (t + At) = QM m’ (t) — (1- 6)G, (t) (5.63)
ZM m (t+ At) = QM ,m (t) i=1,M -2 (5.64)
ZM m" (t + At) :hz—l+Q|v|]mlMl (t) (5.65)

Per I’index m;(t), associat a I’espécie formal metall total, tenim M equacions més:

ZM,m] (t + At) + ZN,m; (t + At) — 6G, (t + At)+LGZ(t +Al) =
At
| (5.66)
= QMzmg(t)+QN2m2(t)_(1_0)Gl (U"'EGz(t)

ZM,m} (t+At)+ ZN,m; (t + At) =QM,m) (1) + QN,m;(t)  i=1,M -2 (5.67)

D,z, + Az,

ZM,m) ' (t + At) + ZN,m} ' (t + At) = +QM,m) (1) +QN,m (1)  (5.68)

M

El tercer bloc de M equacions corresponen a 1’index mj(t), associat a la concentraci6 de

I’espécie formal lligand total, ;. / Crp

ZM.,m{ (t + At) + ZN,m} (t +At)+§G3(t +At) = QM3m§(t)+QN3m2(t)+iGS (t)

(5.69)
ZM mi(t+At)+ ZN,m} (t + At) =QM,mi(t) + QN;m,(t)  i=1,M -2 (5.70)
Z|v|3m3M-l(t+At)+ZN3m§”-l(t+At):%+Qm3m;ﬂ-l(t)+QN3my-l(t) (5.71)
M

El quart bloc correspon a les condicions de labilitat (5.59) que ens aporten M equacions

més:
G (1) —(m; (t) - m;(t)}{ ST () - mi(t)j ~0 (5.72)
K . CTM CTM CTM CTM

El cinque bloc esta constituit per les tres equacions de contorn (5.60), (5.61) 1 (5.62):
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mS(t)—‘fﬂmﬁf(t)—m?(t)-exp{ﬁ(e(t)—eo)} =0
Cry RT

s * * F * .
Gz ) X(l + KMLCMLmA? O+ KL '(CTLm;) ® _CMng (t)))_+ KMLCMng =0 1
M mod
Gy (1) x (14 Ky G (1) + K - (7 mi () =y M (1) )) -
F * * *
_+( KMLCMLmA(l) )+ KL '(CTLm;) ) _CMng (t))) =0
CTM DMOtd

Un cop establert el sistema d’equacions, la estratégia de resoluci6 passa per la
discretitzacid temporal i la implementacié d’un programa Fortran que permet resoldre
numericament el sistema per obtenir les concentracions de totes les espécies
involucrades en el procés, en els diferents punts de I’engraellat espacial, en cada pas de
temps considerat. Aix0 permet, per exemple, obtenir els perfils de concentracio de les
diferents especies en un instant determinat, o obtenir la resposta a un determinat
programa de potencials aplicats al sistema segons la tecnica d’impulsos escollida o el
corrent mesurat en cada moment, aplicant la relacid (2.4) descrita en el capitol 2

d’aquesta tesi.
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ZM,m? (t + At) + 6G, (t + At) = QM,m{ (t) - (1- 6)G, (t) 0
ZM,mj (t + At) = QM,mi (1) i=LM-2
ZM " (t + At) :;—I+QM1m1M’1(t) M -1

N
ZMzmg(t+At)+Zszf(t+At)—HGl(t+At)+iGz(t+At) =QMzmg(t)+QN2mf(t)—(1—9)Gl(t)+§Gz(t)
ZM,mj (t + At) + ZN,m; (t + At) = QM,m; (t) + QN,m; (t) i=1M-2
ZM,MY £+ AL+ ZN,m!' (t+ At) :7Dzz;h+ AL, oM, (1) + QN ()

M

ZM m3 (t + At) + ZN,m? (t +At)+iG3 (t+At) =QM,m? (t) + QN,m] (t)+§G3(t)

ZM,mi (t + At) + ZN,m; (t + At) = QM mi(t) + QN,m; (t) i=LM-2
ZM, MY (t + At + ZN,mY (t + At) :%JrQMsmy’l(tHQMmf"l(t)
M
Cu M (1) —[m‘z(t) “w m;(t)Jx( S i (1) - mj,(t)] -0 i=0,M -1
K “Crm Crwm Crym Crm
c, nF
-2 ) mE)-exp| B () -5)| <0
. . . r .
G, (1) % (1+ Kyy Oy (1) + K (Eume @ —cumi ©)) - —— Ky i (0 =0
M MmO td
. . . r . . .
Ga(t)x(l+ KMLCMng(t) +K, '(CTng(t)_CMng(t)))_ﬁ(KMLCMLmS(t)+ Ki '(CTng(t) _CMng(t))) =0
M mO-d

Figura 5.1: Mapa del sistema de 4M+3 equacions corresponent al problema labil sense excés de

lligand. Els tres primers blocs corresponen al sistema (5.58), el quart bloc a les condicions de labilitat

(5.59), i el cinqueé a les equacions (5.60), (5.61) i (5.62) respectivament.

5.2.2 El cas amb excés de lligand

Si suposem un gran exceés de lligand, podem fer les aproximacions:
Cra K Crp =€ +Cyy % C (5.73)

C (X t)=c (xt)=c, VX, t (5.74)

L’anterior hipotesi aplicada a la relacio de labilitat ens permet establir les relacions:

Cc c
K=—M___"M.L_ ¢ =K'c¢ 5.75
CM'CL CM'CL ML M ( )
Crm =Cy +K'-C\y =1+ K")c,, (5.76)
C 1+K’
CT,M=CML+%:( K’ jCML (5-77)

que aplicades a I’anterior sistema (5.2), (5.9) i (5.10) el redueixen a
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ac, 0 (X,t) b 0% 0 (X,1)

ot M e
i
2
8cwé€[x,t) _D, 0 cg\;gx,t) (5.78)

on hem definit aquest coeficient de difusi6é mitja, Dr, com:

5 _Dy+K'-Dy

5.79
' 1+ K’ ( )
Per completar el sistema d’equacions (5.2) 1 (5.78) afegim les condicions inicials:
Crm(%,0)=Cry s € (X,0)=0 Vx>0 (5.80)

i les de contorn:
a) la difusi6 semi-infinita, que prescriu que prou lluny de la superficie de
I’eléctrode la concentracié de I’especie metall total es manté inalterada i la de
metall reduit sempre és nul-la:

CT’M(X,t) =Cry

Vvt >0, X —> o (5.81)
Co(X1)=0

b) al’origen, la hipotesi de reversibilitat implica
M:exp[E(E(t)—Eo)} (5.82)
€, (0,1) RT
corresponent a I’equilibri nernstia d’oxidacié-reduccid, i la que correspon a

I’adsorci6 de complex a la superficie de I’eléctrode:

ary® _p (aCTMj et 08
dt Lo e MUax ), |
K.C\ (0,1)
- Con 5.84
on ML( ) max gy KLC]t(O)t)+ KTCT,M (Oat) ( )
amb K.~ K. K’ (5.83)

1+ K’
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Aplicant la mateixa discretitzacié espacial i temporal del sistema i fent servir la mateixa
nomenclatura matricial que en el cas general, el sistema d’equacions que ara ens afecta
queda reduit, per cada valor de t, a 2M+2 equacions i 2M+2 incognites, les
corresponents a les concentracions de M’ la total de metall TM, i les variables auxiliars
G 1 G,. El mapa d’aquestes equacions, separades en blocs, €s el representat a la fig. 2.

El primer bloc de M equacions correspon a la difusid associada a I’index m(t),

relacionat amb 1’espécie M”:

ZM m/ (t + At) + 6G, (t + At) —QM,m (1) — (1- 9)G, (1) = 0 (5.86)
ZM m/ (t+At)—QM,m/(t) =0 i=1L,M -2 (5.87)
ZM m" ' (t+ At -QM m" (1) =0 (5.88)

El segon bloc de M equacions correspon a 1’index m;(7), associat a I’especie formal

metall total:

ZM,m)(t +At)—9G1(t+At)+éez(t+At)—QMzmg(t)—(1—49)Gl(t)—éez(t) =0

(5.89)
ZM,m} (t+ At)—QM,mi(t) = 0 i=1L,M-2 (5.90)
M-1 D,z, M -1
ZM,m) (t+At)—#—QM2m2 (t)=0 (5.91)
M

1 finalment les dues equacions corresponents a les condicions de contorn a 1’origen de

reversibilitat electroquimica i la d’adsorci6 a la superficie de 1’electrode:
0 0 ' nF
m, (t)—m, (t)(1+Kk")-exp E(E(t)_Eo) =0 (5.92)

G,(0)(1+ K& + Ky +Cry mI(®)- /Dty ) =T Kemi (1) = 0 (5.93)
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ZM,m! (t + At) + 6G, (t + At) —QM,m (t) — (1- 6)G, (t) =0 i=0
ZM,m/ (t + At) —QM,m/(t) =0 i=1L,M -2
ZM,m" 7 (t + At)-QM,m" *(t) =0 i=M -1

ZMzmg(t+At)—6?Gl(t+At)+§Gz(t+At)—QM2m§(t)—(1—49)Gl(t)—§62 =0 i=0

ZM,mM L (t + At) - [;222

M

ZM,m; (t + At) —QM,mj (t) =0 i=1L,M -2

—QM,m" () =0 i=M -1

mS(t)—mf(t)(1+k'>~exp[%(E(t)— Eo)} ~0

G, (t) (1"' KLC;: +K; 'C:M mg (t)'\/ DMOtd )_Fmax Ky mg (t)=0

Figura 5.2: Mapa del sistema de 2M+2 equacions corresponent al problema labil amb excés de lligand.

5.3  Aplicacio a les diferents tecniques electrodiques

L’ aplicacié de les equacions anteriors a les diferents tecniques, pel cas general, passa
per adaptar les equacions a les condicions particulars que cada tecnica imposa segons
I’instant de temps considerat de la vida de la gota. EI programa de potencials aplicats en
cada moment, per les tecniques que ens interessen, ja s’ha descrit al capitol 2. Per tant,
ara concretarem com s’han de particularitzar les equacions anteriors segons el moment
considerat. Descriurem aquesta concrecié a la generacié de I’ona corresponent i al
calcul del corrent limit en les tecniques de NPP i RPP, pel cas general de qualsevol

valor de la relacio metall-lligand.

5.3.1 Polarografia Normal d’impulsos (NPP)

5.3.1.1 Generacio de I’ona NPP

Per generar el polarograma NPP cal calcular, pel potencial aplicat en cada gota, el valor
del corrent corresponent per aplicacio de I’equacio (2.4). Per aix0 ens resulta necessari
la concentracio les diverses especies que intervenen en el proces i, en consequéncia, la

resolucio del sistema d’equacions anteriors per cada potencial del programa
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corresponent de la técnica. En aquest cas, el programa s’ha descrit en 1’apartat 1.1 del
capitol 2.
En cada gota, el primer esglad correspon a les condicions de potencial prou oxidant i no
s’ha format gens de producte (M"). Després de t, (moment d’aplicacié del pols de
potencial, el mateix per cada gota) s’aplica el potencial corresponent al de cada gota,
cada cop més reductor. Aixo és, per cada pols de potencial del programa:
e Primer esglad de cada gota. Abans de ty:
0 Per les condicions del potencial no hi ha gens de M. Fem, per tant,
m! (t) = 0 (de i=0 fins i=M-1) en les equacions (5.63), (5.65) i (5.64),
primer bloc de la fig. 1,
0 Les equacions de la (5.66) a la (5.72) no es modifiquen, ja que
corresponen a la difusi6 i les condicions de labilitat de les diverses
espécies presents

0 A I’equacié (5.60) hem de fer m;"=0 i queda

m?(r)— g:ﬂ ml(r)=0 (5.94)

M

0 Lesequacions (5.61) 1 (5.62) no es veuen alterades.
e Després de to:
0 Totes les equacions del sistema, de la (5.63) fins a la (5.72) i les
(5.60), (5.61) 1 (5.62) es queden tal com s’han definit.
En la figura 3 es mostra la ona NPP generada pel programa Fortran utilitzat en la
simulacio, fent servir dades sintétiques i les condicions temporals indicades en les linies
anteriors. Els diferents grafics corresponent a diferents valors de la concentracio total de

lligand, amb la resta de dades iguals.
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0.35

Figura 5.3: Ona NPP generada amb el programa numéric, en llenguatge FORTRAN, elaborat per
simular aquesta técnica, usant les condicions descrites en 5.3.1.1. Les diferents linies corresponen a valors
diferents de concentracié total de lligand.

5.3.1.2 Calcul del corrent limit en NPP
En les condicions del corrent limit, tal com s’ha comentat en el capitol 2, abans de tyel

potencial és oxidant i, per tant, no tenim gens de metall reduit (M°). Després de t, el
potencial és molt reductor (estariem en les condicions de les darreres gotes del
programa que genera I’ona anterior). Aix0 es tradueix en el seglient esquema
d’equacions:
e Abans de t, (es repeteixen les condicions comentades en 5.3.1.1, abans de
I’aplicacio del pols):
o Primer bloc de la figura 5.1: Fem mj(t) =0 en les equacions (5.63),
(5.64) 1 (5.65)
O Resten inalterades les equacions de la (5.66) a la (5.72) (blocs 2,31 4
de la figura 5.1).
o En I'equacid (5.60) hem de fer m?(t) =0 (equivalent a fer G;=0 en
I’equacid (5.33)),

0 Lesequacions (5.61) i (5.62) resten inalterades.
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e Després de to:

0 El primer, segon i tercer blocs de la figura 1, equacions de la (5.63)
fins a (5.71) queden tal com estan, sense modificacio,

0 les equacions (5.72) corresponents a la labilitat, quart bloc de la
figura 1 s’han de deixar com estan, perd en la primera d’elles (la
corresponent a ’index i=0) hem de fer m;(t)=0per tal d’evitar
incongruéncies matematiques, ja que com tenim un potencial molt
reductor, no hi ha metall lliure sobre la superficie de 1’eléctrode 1
tampoc pot haver-hi complex. Es a dir, com Cy(0)=0 per un potencial
molt reductor, Cyp(0)=K-cy(0)-cp(0)=0.

0 En el cinque bloc de 1 (condicions de contorn en la superficie de

I’electrode), com que mJ(t)=0, fem les transformacions segiients.
En (5.60) fem m](t)=0 (el metall total a la superficie és zero) ; en
(5.61) fem G,=0 (en realitat, G,(1+K c,mi(t))=0, perdo el
contingut del paréntesi no pot anul-lar-se); 1 finalment, (5.62) queda

com G,(1+k c;, m(t)) —iciMkng (t)=0.

MO

5.3.2 Polarografia Inversa d’Impulsos (RPP)

El programa de potencials corresponent a aquesta técnica s’ha descrit en I’apartat 1.2
del capitol 2. La definici6 del corrent limit també s’ha comentat en aquest apartat i €s
diferent de la de la técnica NPP, ja que aqui s’ha de calcular com la diferéncia dels

corrents corresponents a potencials molt reductors i potencials molt oxidants.
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Aquesta técnica resulta d’especial interés ja que, com es comenta en el capitol 8, el
valor del corrent limit no resulta afectat per la possible preséncia d’adsorcié de metall o
complex (11) en determinades condicions.
5.3.2.1 Generacio de I’ona RPP
En cada gota, el primer esglad t¢ un potencial comu i molt reductor (condicions de
corrent limit en NPP). El segon esglad, en canvi, depén del potencial aplicat a cada
gota. Aixi tindrem:
e Abans de ty es donen les condicions descrites en 1’apartat 5.3.2, en la seccio
“després de tp”, és a dir :
0 El primer, segon i tercer blocs de la figura 1, equacions de la (5.63)
fins a (5.70) queden tal com estan, sense modificacio,
0 les equacions (5.72) corresponents a la labilitat, quart bloc de la

figura 1 s’han de deixar com estan, perd en la primera d’elles (la

corresponent a ’index i=0) hem de fer m;(t)=0per tal d’evitar

incongruéncies matematiques, ja que com tenim un potencial molt
reductor, no hi ha metall lliure sobre la superficie de 1’eléctrode i
tampoc pot haver-hi complex. Es a dir, com Cy(0)=0 per un potencial
molt reductor, Cy(0)=K-cpm(0)-c(0)=0.

0 En el cinqué bloc de 1 (condicions de contorn en la superficie de

I’eléctrode), com que, m;(t) =0 fem les transformacions segiients. En
(5.60) fem mJ (t) = 0 (el metall total a la superficie és zero) ; en (5.61)
fem G,=0 (en realitat, G,(1+ K ¢, m{(t))=0, perd el contingut del

paréntesi no pot anul-lar-se); i1 finalment, (5.62) queda com

. r .
G, (1+k, cpmi(t)) ——=2—c, k m(t)=0.

M d
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Després de tp s’han de contemplar totes les condicions del sistema

d’equacions de la figura 5.1 sense restriccions, des de 1’equaci6 (5.63) fins a

la (5.62)

5.3.2.2 Calcul del corrent limit RPP
El corrent limit s’obt¢ com la diferéncia entre Irpppc 1 Irpprp. Aquests dos valors

s’obtenen quan els valors del potencial del segon esglad son, molt reductor en el primer

cas, 1 molt oxidant en el segon.

Primera gota (potencial molt reductor
en el segon esglad)

Segona gota (potencial molt oxidant
en el segon esglad)

<t t>1 1<t t>1
(5.63) (5.63) (5.63) m'(t)=0a
bloc (5.65) (5.65) (5.65) (5.64)
(5.65)
(5.66) (5.66) G =0 a (5.66)
Segon (5.67) (5.67) (5.66) (5.67)
bloc (5.68) (5.68) (5.67) (5.68)
(5.68)
5.69 5.69 5.69 5.69
T;’lrcer €5.70§ €5.70§ E5.7o§ €5.70§
o¢ (5.71) (5.71) (5.71) (5.71)
Quart mi(t)=0a m;(t)=0en mi(t)=0en (5.72)
Bloc (5.72) (5.72) (5.72)
Equaci6 my(t)=0a my(t)=0a m’'(t)=0a m'(t)=0a
4M+1 (5.60) (5.60) (5.60) (5.60)
Equacié Gy=0a Gy=0a G,=0a (5.61)
AM+2 (5.61) (5.61) (5.61)
G3 (1 + kLC,;ng(t)) - Gs (1 + kLC,;ng(t)) - G3 (1 + kLC'T‘Lrn;) (t)) - (562)
E uacio' rmax * 0 rmax * 0 Fmax * 0
N2 Toi kim0 | ek =0 | pE=cikm©=0

Taula 5.4: Adaptacions a fer en el mapa d’equacions de la fig.5.1 per les dues gotes a considerar per tal
de determinar el valor del corrent limit RPP sense excés de lligand.

Caldra considerar, per tant, dues gotes i per cada una d’elles, analitzar les equacions

abans 1 després de ty. En la taula 5.4 es descriuen les adaptacions i/o modificacions que
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s’hauran de posar en el programa per cada un dels intervals temporals, en cada bloc
d’equacions de la fig. 1.

L’aplicacié d’aquestes condicions en el programa numeéric elaborat a cada una de les
gotes en condicions extremes de potencial, ens permetra trobar el corrent en 1’electrode

per cada una d’elles, i de la seva diferéncia podrem trobar el corrent limit RPP.
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6. Modelitzaci6 de la bioassimilacio

En el capitol 3 s’han descrit els principis basics que hi ha darrere els models teorics
habituals, 1 hom ha fet resso de la manca de consideracio de la difusid en els mateixos.
També s’ha indicat la necessitat de disposar de models teorics senzills, que tinguin en
compte adequadament tots els processos basics implicats (difusio, adsorcid i
internalitzacid) en la bioassimilaci6 i [’acumulacié de metalls per part de
microorganismes, i que donin suport a les dades obtingudes en els assajos biologics en
medis controlats, com per exemple, els que utilitzen microorganismes com a indicadors
biologics de contaminaci6 per metalls en medis naturals.

En aquest capitol partim de la modelitzaci6 dels fenomens basics implicats,
corresponents a situacions ampliament esteses en medis experimentals controlats, pero
facilment generalitzables, per elaborar un programa numeric de simulacié que ens
permeti obtenir els parametres i dades rellevants en qualsevol instant del procés, fins i
tot, en etapes molt primerenques en les que no s’ha assolit encara el régim estacionari

dels fluxos involucrats.

6.1 El cas d’una ruta metabolica amb adsorcio lineal.

6.1.1 Descripci6 fisica del sistema

Pretenem simular la bioassimilacid per part d’un organisme aquatic (alga, fitoplancton
...) que considerem esferic, de radi ro, d’una especie quimica M que tant pot ser un
nutrient com un metall contaminant, considerant exclusivament els fenomens de
transport per difusid, d’adsorcié de M sobre la superficie de 1’organisme i el procés
cinetic de la internalitzacio. En esquema, la descripci6 fisica del procés pot observar-se

ala figura 1.
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Organisme Medi

Figura 6.1 Esquema del mecanisme de la bioassimilacié que es modela

6.1.2 Formulacié matematica
En coordenades polars I’equacio de difusio s’escriu

ocy(r,t) _ D (62 cy (r,1) +gacM(r,t)j

ot or? r or (6.1)
amb la condici6 inicial:
Cu (r,0)=cy, (6.2)
i de difusidé semi-infinita:
limc, (r,t)=c, Wt (6.3)

Fent el canvi de variables:

v(r,t)=r-c, (r,t) (6.4)
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les equacions (6.1), (6.2) 1 (6.3) es transformen en:
ov(r,t) . o’v(r,t)
BRI (6.5)
v(r,0)=r-c,, (6.6)
i
Lov(r,t) .
lim——==c¢ vt
U M (6.7)
Apliquem la transformacid de Laplace a I’equacid (6.5) 1 queda:
d’v(r,s) - \
DMT:SV(r,S)—rCM (6.8)
on \_/(l’, S) és la Transformada de Laplace de la variable v(r,t).
La solucio (en I’espai transformat) de 1’equacié diferencial (6.8) és:
v(r,s) = +A(s)e\/; +B(s)e \/; , (6.9)
S
on A(S) i B(S) son funcions a determinar a partir de les condicions del problema.
La condici6 de difusié semiinfinita exigeix un valor finit de \_/(l’, S)quan ' =% i per

tant A(S) = 0. Per trobar el valor de B(S) derivem 1’equaci6 (6.9) respecte de la variable r

dv(r s) c \/78(s)e_\/;

que per I = Iy queda:

dv(r,s) _Cu iB(s)e_ﬁ%
dr .S Dy,

Eliminant B(S) entre (6.9) i (6.11) obtenim

dv(r,s) _Cu vr S)_CL L[S
dr ) s o S D,, ’

(6.10)

(6.11)
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que dividint per S i destransformant ens porta a:

([ ov(r,7) U S A (N VR
S PRt I 612

aplicable a qualsevol espécie no complexada que es difon en geometria esférica amb
condicions de difusié semi-infinita, independentment de les condicions de contorn a

I'=ry.

6.1.2.1 Adsorci0 lineal
Suposem una rapida adsorcid lineal (regida per la isoterma de Henry i el parametre Ky )

rt)=K,-c,0) , (6.13)
seguida d’un procés d’internalitzacio irreversible que segueix una cinética de primer
ordre amb constant Ki,.. El balang de fluxos de M a la superficie de 1’organisme ens
forneix la condicid de contorn

dry . (ac,(r.b
oo rY) o (O

que es pot reescriure com:

oc,,(r,t oc,,(r,t
K. Ma(to )=DM( a(r )l_m_k”‘"KH'CM(rO’t) , (6.15)

En termes de la variable v(r,t) definida en (6.4), I’equacié anterior queda:

&av(ro,t):DM 1 ov(r,t) _V(l’z,t) ki Ky v(r, 1), (6.16)
r, ot ri. or r . r,

o bé,

ov(ry,t) _ Dy [ ov(r,t) [ Pw vr, t) - (6.17)
ot K, ar S A

Aquesta ¢s la condici6 de contorn a la superficie per a I’equacié diferencial general que

volem resoldre (6.5).
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6.1.2.1.1 Estat Estacionari
Per al cas particular d’estat estacionari, I’equaci6 (6.5) esdevé

o*v(r,1)
=0 (6.18)

que, considerant la difusié seminfinita, té per solucio:

V(r)=(r=1,)cy +1,Cy () =rcy +n,[cy(p)—cy | (6.19)
Aleshores

ov(r) _c

“or g =M (6.20)

1, per tant,

deu(n)” _ Cy —Cu(hy)
(Tj T (6.21)

r=r, 0
que indica un gradient equivalent a una variaci6 des del valor de la concentraci6 al si de
la solucio fins a Cy(rp) en tot just una distancia ry.
Combinant aquesta equacio (6.21) amb (6.15) queda:

0=D, (L(”j—k Ky -Gy (1) (6.22)

o

que ens dona una expressid per la concentracid de metall a 1’origen, en 1’estat

estacionari:
o
=S (6.23)
1+ int' “H'0

DM

1 substituint en (6.21), una altra pel gradient:

dcy ()" Cu Cu . (6.24)
ar
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6.1.2.1.2 L’estat transitori

Ressolucio Analitica
El sistema considerat (equaci6 (6.17)), amb condicions de difusié semi-infinita, t¢ una

solucid analitica (1,2). Efectivament, en (3), es descriu una expressio analitica per la
concentracié de M a la superficie de I’organisme la qual es pot escriure en funcid de dos

parametres auxiliars a i 3, definits com:

N +\/DMrO ~4(DyK,, +k, KT, )
K \/r_ (6.25)
H 0

o=

—

p :,/DMrO —\/DMrO —4(DyKy, +k, KT, )
- 2K 1y

Poden distingir-se dues situacions segons els valors que prenen o 1 . En el cas que

(6.26)

a# [ la concentracié de M a la superficie de I’organisme pot expressar-se com:

B(Dy - ar,\D, ) F(avt) +a(Br,\/D, - Dy |F(D)
af(a-PKyf, C o (6.27)
a+f

cy(r,t)=c +cy,

on Cw ve determinat pel valor donat per (6.23).

Quan o =3, tenim:

. 2t ot Dt . JDut [ Dyt D, t
Cy Dy -—F e, Ky | 1- + >—1|F
D,z K, | 2K, K,.J7 (2K, 2K,

CM(ro,t)=

(6.28)

on

F(X) = ¥ erfc(X) . (6.29)
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Aproximacié numérica
Posteriorment al cas que hem descrit en I’apartat previ, analitzarem sistemes en

condicions de major complexitat (diferents tipus de setis d’adsorcid i internalitzacio,
isoterma de Langmuir, .. ) pels quals hem hagut de desenvolupar estratégies numeériques
de resolucid. Aquestes metodologies les hem aplicat al sistema actual, del que ja
coneixem les solucions analitiques, per comprovar-ne 1’eficacia i contrastar els resultats.
Procedim com segueix.

Integrant 1’equaci6 (6.17):

ov(r,,t) D,, [ ov(r,t) (D, t
[ AT

1 fent servir la integral del flux (6.12), obtenim:

D,C, V(r)—cy,, Dy
v(r,,t)= M MOd +k,, [|v(r,t)dr
(1,-1) KH s rj = (KHO ljf . (6.31)
Reescrivim I’equacié anterior i reagrupem termes en funcié de les integrals que
apareixen:

D,,Cut ¢ v(7) D,,
v(r,t)=—24 dr—cyr o V(. dT

-0 B [0 o £ (e s 3

La segona de les integrals d’aquesta equacio es resol fent el canvi de variables =t- v,

— 2t . ., _
que comporta ! N , 1 ens deixa 1’equacio (6.32) com:

2c,,1, V(1)
v(r, ) =2 Mt Mt - dr N v(r,Hdz
(r-1) ,/ - fIJt_T [ t]I (6.33)
Les dues integrals restants les calculem aplicant el métode de Huber (4) que estableix
que una integral com la del membre de I’esquerra de 1’equacid (6.34) es pot substituir

per una suma com la del membre de la dreta, estesa als intervals de 1’engraellat en el

que es discretitza I’interval temporal de la integral.:
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tF(g(r),7) R
TII Jt-r d“g(;WkMF(qﬁ(tk),tk) ; (6.34)

F(¢(tk )atk ):F+ (¢(to ),'[0 ) ' Ng (to) + 2 [F (¢(tk )atk ) ’ N;(tk ) +F" (¢(tk )9tk ) ’ N; (tk )] +
k=1

+F (¢(tM)’tM ) ) N;/l (tM)

on F i F' corresponen al valor que pren la funcié per I’esquerra i la dreta,

(6.35)

respectivament, en cada punt de I’engraellat corresponent en que discretitzem 1’ interval
temporal de la integracid, Wxy, els pesos corresponents (amb una expressio diferent
segons la forma de la integral), i els valors de N i N corresponen als valors d’una base

d’interpoladors lineals que, en aquest métode, hem escollit com:

t—t )
) R S siteft,.t]
N (®) =1t -t (6.36)
0 en cas contrari
i
t,, —t )
X el siteft,t,]
N (1) =1t — L ) (6.37)
0 en cas contrari

Bategem els pesos corresponents de les integrals de (6.33) com NL (per no lineal) els de

la primera integral i com L (per lineal) els de la segona:

NL: i Ni (7)
Why ' = !} N dr (6.38)
i
i, = [N (o) dr | (6.39)

T,

Aquestes integracions en cada fragment considerat de la graella de punts, tenint en

compte les definicions (6.36) i (6.37), ens porten a :
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1[4 % iy 2
Wi Tt |:§(tM_tk+l)/_2(tM_tk+1)(tM_tk)/+§(tM_tk)%}
kT k-l
(6.40)
.1 [4 7 .
Wﬁi =1 t[E(tM_tkl)/_z(tM_tkl)(tM tk)/"’g(tM_tk)%}
kel — k
i
WL-—l(t -t.)
= e e
b (6.41)
kM _2 k+1 k

Evidentment si la discretitzaci6 temporal s’escull amb pas constant, aquestes
expressions son simplificables en funci6 del pas, perd preferim aqui mantenir aquestes
expressions per no perdre generalitat.

En substituir les integrals de (6.33) pels sumatoris (6.35), i engraellant 1’interval
d’integraci6 0-M, ens queda

* * D. [ M1
vM) = PuCur - 20Ty /[:;A Jo - KV JM;{ ho —Wﬁﬁ*)v(k)}—
H

Ky Ky k=1

Dy TP Dy ni-
_( +kint)|:Z(WkM — Wi )V(k)}_ l2/1{?;WMM V(M) - , (642)

Kyl =

D, Lo
- +K (W, V(M
{ KH ro 1ntj MM ( )

on hem suposat continuitat de la funci6 v(k) en cada node de 1’engraellat, i que v(0) =0.
M, en I’expressio anterior correspon al darrer punt de 1’engraellat temporal i, per tant,

V(M) correspon, fisicament al que haviem descrit com V(r, t4).

Reordenant I’expressio anterior i aillant obtenim:

V(M) =
D,C: 20:4"0 D - v Dy NL- NL+ D L - L+
&HM ty + K, 7M\/§_ k=1{KH\/;(WkM + Wim )+ KHMO +Kiy, (WkM + W ) v(k)

+/D
1+ M WNL+[ Dy +kmt}wL -

KH \/; MM K r MM

H0

(6.43)
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que ens permet determinar el valor de la funci6 v(M) en funcio dels parametres del
model i del seu valor en els instants previs. El calcul del valor d’aquesta magnitud s’ha
realitzat mitjangant un programa escrit en llenguatge FORTRAN, que té en compte
aquests valors en els instants previs a t4. L’aplicacidé de la relacid (6.4) ens permet
coneixer el valor de la concentraci6 de metall a la superficie de I’organisme.

Els resultats obtinguts de forma analitica i els obtinguts amb el programa FORTRAN
que usa I’aproximacié numerica, han demostrat un alt nivell de concordanca en una

gran diversitat de cassos i condicions que s’han comparat.

6.2 El cas de dues rutes metaboliques amb adsorcio langmuiriana

6.2.1 Descripcid fisica del sistema.
Suposem ara que I’especie M es difon cap a I’organisme, esféric de radi ry, des del si del

medi, on es troba amb una concentraci6 Cu. En la superficie del mateix existeixen dos
tipus de setis en els que M s’adsorbeix seguint una isoterma de Langmuir, de constants
Kwm1 1 Kumo, 1 des d’on s’internalitza seguint un procés cinetic de primer ordre en cada
cas, amb constants cinétiques k; i k; respectivament. Graficament, el procés es descriu

segons la figura 2.
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Organisme Medi

Figura 6.2 Esquema de la bioassimilacié amb dues vies metaboliques

En el cas de dues rutes metaboliques, és a dir, dos tipus diferents de setis d’adsorcio,
poden distingir-se dues situacions diferents: aquella en la que els dos tipus de setis
adsorbeixen i internalitzen (col-loquialment, dues boques) i aquella en la que només una
de les dues internalitza metall cap a I’interior de I’organisme (boca-orella). EI segon cas,
analitzat també en les aplicacions practiques de la modelitzacid, pot considerar-se un
cas particular del primer, més general, en el que el valor de k,, constant cinética
d’internalitzacio del segon tipus de seti, val zero.

6.2.2 Formulacié matematica

Matematicament el sistema es pot descriure mitjancant les equacions que descriuen la
difusio (equacié (6.1)), amb les mateixes condicions inicial (equacio (6.2)), i de difusio
semiinfinita (equacio (6.3)) que en el cas d’una ruta metabolica descrit en I’apartat 1.2.
La condicio de contorn corresponent al balan¢ de M a la superficie de I’organisme s’ha

d’escriure ara com:

ocy(r,t) _dI(t) dI,()
DM( or j_r— at + at +k,-T () +k, - T,(t) (6.44)
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S’ha considerat que la isoterma d’adsorcid6 que segueixen els dos tipus de setis
correspon al model de Langmuir, ja que preveu la possibilitat de saturacio dels llocs,
més d’acord amb les evidéncies experimentals, que 1’adsorci6 lineal o isoterma de
Henry que no preveu limit per la quantitat de metall adsorbida en cada seti especific.

Les quantitats de M adsorbides als setis de tipus 1 1 2 venen descrites per:

CM (rO’t)
KM,l + CM (roﬁt)
CM (rO’t)
Kz +Cy (155 1)

ro=r*™

(6.45)
Fz(t) = rgm

A efectes practics, ens interessa trobar com a funcio resposta, el valor de Cu (1), iels

valors dels fluxos de transport de massa, Ji,(t) 1 d’internalitzacid, J,(t), definits com:

J_(t)=D,, [Mj (6.46)
or -

i

3 )=k, ) +kI, ). (6.47)

La manca de linealitat en les equacions que deriven de la descripcio fisica del problema
fa que no es pugui trobar una soluci6 analitica 1 s’hagi de plantejar una resolucid
numerica, en la linia de la que s’ha plantejat en I’apartat 6.1.2.1.2 anterior.

6.2.2.1 Estat estacionari

En D’estat estacionari, els termes de 1’equacio (6.44) que presenten variacié amb el

temps s’anul-len, 1 aquesta situacid posa de manifest una igualtat dels fluxos difusius 1

els de internalitzacio: Jn(D)=J,(1) | Aixo es pot descriure com:

oc,,(r,t)
Dy [ij =k I/ (t)+k, - T, (1) (6.48)
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Cal resoldre I’equacio (6.18) considerant la difusié semiinfinita. Resulta d’aplicacio

I’equaci6 (6.21) que ens permet escriure 1’expressié anterior com:

* SS C

SS SS
C,, —C C
M M _ max M max M
=K ———+ kI

D K K ss
rO M,1 + CM M,2 + CM

M

(6.49)

SS. .. ., . . . ..
on Cy indica la concentracié de I’espécie M a la superficie de 1’organisme en un régim

estacionari.

En I’expressio anterior s’igualen una expressio lineal i amb la suma de dues hipérboles
. SS . . .
(respecte la variable Cy ). Aquest fet permet usar una metodologia grafica per obtenir el

S : . : . .
valor de Cy i analitzar la seva dependéncia respecte de diversos parametres del sistema.

Efectivament, si representem graficament el flux difusiu J_, i el flux d’internalitzaci6 o

d’assimilacid, J_, en front la variable c,,(I,), tal com es veu en la figura 3, els punts de

tall de la recta corresponent a J>° amb 5% (suma de les dues hipérboles de 35,

corresponen a les solucions del problema. Dos d’aquests punts de tall, tal com s’observa

en la figura 3 , han de correspondre a punts en els que C,,(r,)és menor que el valor
corresponent al de les asimptotes verticals Cy, () =-K,,, 1 Cy () =-K,,, negatius,

per tant. En el tercer punt de tall en canvi, I'inic amb significat fisic, el valor de

cy (r,) ha de ser necessariament positiu ja que quan, per exemple, el segon membre de

I’equaci6 (6.49), J,, val zero, (voldria dir que C,,(I,) =0), el primer membre és encara
positiu ( D, C—M). Donat el pendent negatiu de la recta del primer membre, el punt de tall
r

0

s’ha de produir cap a valors més a la dreta de 1’origen de coordenades, en 1’ interval

entre C,,(r,) =0 i quan Jm=0, és a dir, quan c,,(r,) =c,, .
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T
= =
N R

=
o

1S W [OW o 0T/ €

-0.0011 L -0.0008 -0.0005 -0.0002 \ 0.0po1
3 L
cwm(ro)/ mol m J 2

. SS
Figura 6.3 : Esquema grafic de determinaci de Cw

Aquest procediment grafic permet comprendre i avaluar de forma senzilla I’impacte que
els diferents parametres, com ara Dy, o 0 I'max, pOden tenir sobre la concentracio de M
a la superficie de I’organisme en I’estat estacionari. En les grafica 4, on per simplicitat
només s’ha representat el quadrant corresponent als semieixos positius de la

representacio anterior, pot observar-se aguesta metodologia (3), en I’efecte que té la

< .y SS
variacio de ro, per exemple, sobre el valor de Cy .
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5.0 1

4.0 1
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M =2.510"m s

J/ 10 mol m?s®

1.0 4

0.0

0 0.00002 0.00004 0.00006 0.00008 0.0001
¢ w(r o) mol m*

. SS
Figura 6.4 : Esquema grafic de la determinaci6 de I’impacte de r, sobre el valor de Cy

6.2.2.2 L’estat transitori
Integrant I’equacio (6.44) respecte del temps ens queda:

I, (t)+T,() = ! D,, (ac“ﬂa—(:ﬂ dr - ! [k (7) + kT (7)]dr (6.50)

que amb el canvi de variables indicat per I’equacio (6.4) porta a:

Fl(t)+F2(t):j{DMl(aV(raT)] _D, v(r,,7)
0 r or e

Aplicant la integral de flux (6.12) tenim:

}df Jlkr @) +kr,@)dr (6.51)

Dy V(ly,7)— C, ro _
() +T, () =™ { \/ET j N }
_j{klrl(7)+kzrz(f)‘*‘%v(ro’r)}dr

0

(6.52)

Quan substituim les expressions de I (t) i I,(t) pels seus valors (6.45) ens queda :
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t
I I * I
F;nax V( ()’T) +Fmax V( 077’-) — DM {CMt_ 1 .[V( 092.) C }_
I

2
rOKM1 +V(r,,7) rOKM,2 +V(r,,7) 0

t
_J.{klrinax V(rO’T) + kzrrznax V(rO’T) + Dl;/[ V(I’O, T)}df
r-0

7 rOKM1 +Vv(r,,7) rOKM’2+v(r0,r)

(6.53)

Les integrals de I’equacid anterior les ressolem numeéricament: la primera,
~dz , 1 la quarta, IV( ,0)dr aplicant el métode de Huber, tal com hem

j’ V(rO’T)
fet en el cas de I’equacio (6.31), i la segona i la tercera,
q (6.31) g 3 1K+,

’Z' \
e pel metode

numeric dels trapezis.

6.2.2.2.2.1  Resoluci6 de les integrals de I’equaci6 (6.53)
La primera de les integrals, tal com hem vist a partir de (6.34) pot escriure’s en funcio

de w™" i w" donades per les equacions (6.40) i (6.41) i dona:

G T4 (6.54)

essent la segona:

¢ " _
J‘V(roaz')_CMro dT:MZ‘j(WkM +Wk1‘ll\il~*)v(tk)+ W V(ty, ) —2¢, r\/7
0

M 1

jv( ,r)dr = 2 (kaM’+WkLM*)v(tk)+wa4M’v(tM)_ (6.55)

1

La tercera, aplicant el metode dels trapezis s’escriu:

j‘ v(ry,7) dr = MZI v(t,) + v(t,,) t -t n
oo KM,i +V(1,,7) e\ B KM,i +V(t) KM,i +V(t,) 2

{ V) L vlty) JtM | (650

— tM—l
fy KM,i + V(tM) fo KM,i + V(tM—l )

2

Substituint el valor d’aquestes integrals en (6.53), reordenant i agrupant termes ens
queda I’equaci6 cibica en la incognita V(ty) ( que també designem abreujadament per

V(M), tal com haviem dit abans):
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D, W~ D
4 I Il
I Dy . D, 1 .
| TS gl /—M—{SUMAl—sz ot + (@ + )Wy |+
r, T,

D t t, —t
+—2{SUMA2+H(at, + @, )Wy, |+ K IT™ S SUMA3+ ACTEDRRR L il VR N
r, a, +V(t, ) 2

+k, 5™ {SUMA4+( CTEY +1jtM _ZtM‘l Hvz(tMH

a, +V(ty_)

Dy, - D, 1 R
{F{““X% + %, ——cy (o, + ) +, /—M—{SUMAl(a1 +a,)-2c,hLJtyqa, + alazwﬁkd"} +
I VA ¢

0 0

D
+ L {SUMA2 (e, +a, ey, Wy |+
r0

+k, T {(al + az){SUMA%( V(ty,) n 1] b —tus } +a, LYl YR} }+

a, +V(t, ) 2 2
t t, —t t, —t

+k, 7™ 3 (e, + ¢, )| SUMA4+ LYY 41 | MM g, MM () +
0[2 + V(tM—l) 2 2

D, . D . D
ta,a, {—r—MthM + /7“4 i{SUMAl — 20y Tty |+ —2-SUMA2+

0 r-0 r0

+k rmax SUMA3+ V(tM—]) tM B tM—l + k rmax SUMA4+ V(tM—l) tM B tM—l — 0
Y o +V(ty) 2 v o +V(ty,) 2

(6.57)

on s’ha remarcat en vermell la variable incognita del nostre sistema, i s’han introduit les

definicions seglients:

a, =Ky, , (6.58)
M-1

SUMAL= Y (Wi~ + W " Jv(t,) (6.59)
k=1

SUMA2= Y (wh, +wh, Jv(t,) (6.60)

SUMA3 = I\f[ v(t) 4 v(t,_,) jtk —t , 6.61)

oo V() o +v( ) 2
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SUMA4 = [ v(t,) + v(t.,) ]tk_tk—l

o +V(t) o, +vt,)) 2 (6.62)

Aquestes sumes son facils de programar i calcular de forma automatitzada per cada pas

de temps de I’engraellat i trobar la funcio resposta en el temps que ens interessa.

6.2.2.3 El limit d’adsorcio lineal
En el cas d’un recobriment baix (Cy(I,,t)= K;), les isotermes (6.45) es poden

aproximar com :

() _ Cu(h)

R 6.63
OO ey (6.63)
M Ky

i ’equacid6 (6.44) es pot reescriure com:

l—‘i'nax + max d CM( t) 3
K KM,2 dt

max max max max (6'64)
~ aCM( t) KT Ky, KKy I I
- DM - max max ) + CM (ro ’ t)

or IRy 157Ky, Kt Kz

Aix0 ¢és, el nostre problema de “dues boques” s’ha reduit a un problema lineal “d’una

sola boca” amb uns valors efectius dels parametres:

KHe uiv = F1_+F2_ (665)
“ KM,] KM,Z

k™K, , +kIT*K
mtequw:( it By TR, M,l\] (6.66)

P Ky, + 157 Ky,
¢s a dir, de manera similar a ’equacio (6.15), :
dc oc
K — ( ) DM ( > ( ) ] - kint,equlv H,equiv ’ M( ) (667)

H,equiv d t 6 r

—l0
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Es pot demostrar que, en el cas de més de dos tipus de setis d’adsorci6 i internalitzacio
sobre la superficies de I’organisme, en el cas del limit lineal, el sistema es pot descriure
com si només hi hagués present un sol tipus de lloc amb isoterma d’adsorcio lineal i

parametres caracteristics donats per:

l—jnax
KH,equiv = z Kl (6.68)
1 M,i

i

krlnax
2K,
— 1 M,i (669)

int,equiv max
I

2

i

M,i
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7. Modelitzaci6 del canals ionics.
7.1 Introducci6

El plantejament que s’ha seguit en la interpretacio i modelitzaci6 dels corrents obtinguts
pel flux d’ions a través de canals i0nics sobre capes monolipidiques ha estat
substancialment diferent del que s’havia fet en els apartats descrits en els capitols
anteriors. En aquelles ocasions es partia d’una selecci6é de fenomens fisics que eren els
que es consideraven rellevants per a la descripcid i interpretacié del procés, es
reescrivien en termes matematics i s’obtenien un conjunt d’equacions que, resoltes de
forma analitica o numérica, permetien obtenir el valor de la funcié escollida com a
resposta.

En aquest cas, pretenem analitzar uns corrents obtinguts de manera experimental per
obtenir uns valors de parametres del sistema que ens permetin, a partir de la
metodologia emprada en la realitzaci6 de 1’experiment, obtenir dades indicatives de
quins son els mecanismes fisics que han intervingut en el procés. A partir d’ells,
intentarem modelitzar-los de forma similar a com ho fe¢iem en els apartats anteriors,
obtenint aixi, uns corrents simulats com a funci6 resposta. La comparacié d’aquesta
amb els valors experimentals ha de servir de test de la bondat del metode.

El nostre sistema experimental, descrit en 1’apartat 3.4.1 del capitol 4, ens permet
enregistrar el corrent en un eléctrode de mercuri recobert amb una monocapa de
fosfolipids modificada amb gramicidina, durant un periode de temps després de
I’aplicacié d’un pols de potencial al sistema. La interpretacié d’aquesta variacio del
corrent es fa en base a un model que incorpora com a fenomens fonamentals: la difusio
d’un 16 metal-lic en el si de la dissolucid, la dinamica conformacional dels canals en la

monocapa, i un procés cinetic heterogeni de primer ordre, de pas a través dels canals.
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Aqui es presenten ara les bases matematiques que ens permeten passar de les dades

experimentals al model tedric.

7.2 Lafuncié de convolucié. Semiintegracio
La convolucié d’un corrent faradaic amb una funci6 apropiada g(t), permet obtenir
dades de la concentracié d’una especie electroactiva que desapareix en la superficie

d’un electrode (1) en la forma:

_ = ®*g(®)
c(0,t)=c FADE (7.1)

L’eleccid de la funcié de convolucié g(t) depén de la geometria i les condicions de
contorn del sistema(1-4). En difusié semiinfinita i geometria plana (raonable per les

1724172 -
/t/

condicions experimentals del procés, descrites en 4.3.4.1), g(t) == i la convolucid

es redueix a la semiintegracio:

() * g (t) = mj '(’) dr (7.2)

Aleshores, I’equaci6 (7.1) es pot escriure com

)
vl ek 73

expressio que ens permet relacionar la concentracido de 1’espécie electroactiva a la

¢, (0,t)—cy, =

superficie de la membrana amb el corrent experimental mesurat.

La resolucid6 numeérica de la integral de (7.3) ens permet determinar els valors que
Cy(0,t) va adquirint amb el temps i1 determinar la seva dependéncia temporal. El calcul
numeric d’aquesta integral s ha fet utilitzant el métode de Huber(5), descrit en ’apartat

1.2.1.2 del capitol 6, atesa la similitud del “kernel” d’integracié amb I’estudiat en aquell

cas.
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7.3 Permeabilitat
Un concepte que es demostra especialment util ¢€s el de permeabilitat (local) de la
membrana, definit com la relacio entre el flux i la concentraci6 de [’espécie

electroactiva en la interficie dissoluci6 — monocapa lipidica:

OX
C\y (0,1

La permeabilitat, aixi definida, es pot relacionar amb el corrent experimental.

8CM(x,t)]

P(t)= D, ( (7.4)

Efectivament, suposem que I’espécie electroactiva es difon des del si de la dissolucid i
travessa la monocapa lipidica a través d’un conjunt de canals ionics. En geometria plana
el procés de difusio es descriu com :

dCy, (X,t) D 0’y (X,1)
- M 2
ot 0X

: (7.5)

on Dy correspon al coeficient de difusié de I’espécie M.

Les condicions inicial 1 de difusid semiinfinita s’escriuen:

cy(X,0)=c,, ,Vx, (perfil pla) (7.6)
Cy (o t)=c, ,Vt>0 (7.7)
La condici6 de contorn addicional correspon a la definicié de la permeabilitat (7.4).

L’aplicacio de transformades de Laplace a I’equacio de difusio (7.5) ens porta a:

dc,(x,s)

D
Moodx?

=sCy(X,8)—Cy (7.8)
que té per solucio, en I’espai transformat:

*

T, (%,9) = A(s)-e\/;X + B(s)-e_J;X +C?M (7.9)
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L’aplicacio de la condicié de difusié semiinfinita (7.7) que acota la solucid quan X

tendeix a infinit, obliga a prendre a la constant A(S) valor nul per mantenir el significat

fisica de la solucio. Aleshores,

¥

T, (X.5) = B(s)-e_J; 4o
S
que per X =0 porta a :

* *

EM(O,S)=B(S)+C?M - B(s)=€M(O,s)—C?M

Derivant I’expressio (7.10) per X = 0 tenim:

0C,,(X,S) _ s
=52 e

o el que és el mateix:

o= B [2559)

De (7.11)1(7.13) podem escriure que:

_ c D, (0T, (xs
0 (0,8) =2 = | 3 ( Ma(x )j
x=0

1 destransformant:

N

que coincideix plenament amb 1’equaci6 (7.3).

(acM(x,t)j

t

. / 0

CM(O,t)_CM = [:[MI X 0 ¢
0

De la definici6 (7.4) 1 de I’expressio del corrent en funcio del flux

I(t) = nFAD, (—aCM(X’t)]
ox )

podem escriure que:

(7.10)

(7.11)

(7.12)

(7.13)

(7.14)

(7.15)

(7.16)
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P(t)-c,, (0,1 =% (7.17)

1, per tant, usant (7.15)

I(t):P(t)-(nFAc;—\/ﬂlTM_:[\/lt(_%er (7.18)

que es pot calcular utilitzant el mateix procediment descrit en 1’apartat anterior.

Apart de poder-se calcular a partir dels corrents experimentals, P(t), es pot modelitzar a
partir de la combinacié d’un model cinétic per la permeacié de la capa lipidica i un
model per I’equilibri d’activacié i desactivacié dels canals idnics sobre la mateixa.
Aleshores, la mateixa equaci6 integral (7.18) pot utilitzar-se per calcular els corrents
que serien previsibles en cada instant.

Aixi, I’equacio (7.18) pot utilitzar-se en una doble vessant: a) suposat un model teoric
per la permeabilitat de la membrana, calcular els corrents esperats; i b) donats uns
corrents experimentals, obtenir una funcid per P(t). La reintroduccié de les dades
obtingudes per la via b) en el procés a) ens permet contrastar la bondat del metode o
disposar d’un metode iteratiu per refinar els valors dels parametres que intervenen en

I’expressio de P(t), tal com s’indica, de forma esquematica, en la figura 7.1
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- )

I

Figura 7.1: Descripcié esquematica del procés de modelitzacié indicat com a via (b) en el paragraf
anterior: dels corrents experimentals obtenim uns valors de permeabilitat en funcié del temps, ajustar
aquestos valors a una dependéncia funcional per obtenir els millors parametres i aplicar-los a 7.18 per
obtenir uns corrents sintétics (fletxes verdes) que es poden comparar (fletxa vermella) amb els originals.

(comparacio) (ajust)

(Resolucio
numerica de

(7.18))

<

7.4  Model per a la permeabilitat

En el dispositiu experimental descrit en D’apartat 3.4.1 del capitol 4 s’utilitza
gramicidina com a medi permeant que s’afegeix a la monocapa lipidica que recobreix
I’eléctrode de gota de mercuri. En diferents treballs (6,7)s’ha descrit I’estructura
d’aquest peptid 1 ’existéncia de dues formes: una conductora o activa (canal obert) que
indicarem com Gr*, que correspon a 1’espécie monomolecular 4™, i una altra forma
inactiva, o de canal tancat, que pot correspondre a un cimul d’agregats de gramicidina,
helixs en orientacions no adequades o cargolades i que indicarem com Gr.

Suposem un procés cinétic de primer ordre per la interconversié d’una forma en un altra

amb constants K+ per I’activacio i k- per la desactivacio:

Grt<—_—>*Gr* (7.19)

Per aquest procés podem escriure 1’equacio cinetica:
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d[Gr']

T k. [Gr]-k_[Gr] (7.20)

Definim la fraccié de gramicidina activa en un moment donat, g com:

g-—101 __ 6] (7.21)
[Gr']+[Gr] [Gr]

total

La variaci6é amb el temps d’aquesta fraccio la podem escriure com:

i—?=k+—(k++k)-q (7.22)

La integracio aquesta equaci6 diferencial ens porta a:

q t
J'k +(k +k g ! (7.23)

Dient ¢y a la fraccido inicial de gramicidina activa i1 efectuant unes senzilles

manipulacions tenim que:

+

— k _ k+ — (k+ + kf)qo e—(k++k,)»t
k, +k_ k, +k_

(7.24)

Si fem que t tendeixi a infinit en ’expressié anterior, podem donar significat fisic a la

relacid

K Efectivament, es tracta de la fraccié de gramicidina que es manté activa
+K

+

a temps molt llarg, o quan s’ha arribat a un equilibri en la interconversié de les dues

formes del peptid.
k, _16r], (7.25)
k+ + k— [Gr]total

Aleshores, desenvolupant i simplificant I’equaci6 (7.24) podem posar que:

[Gr']=[Gr'], +([Gr"], -[Gr"], Je ™™ (7.26)

on

k, =k, +k_, (7.27)
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1 que indica un decaiment exponencial de la concentracid de gramicidina activa des d’un
o e . * g . *
valor inicial [Gr ], fins un valor d’equilibri [Gr ], .

Abans de I’aplicaci6 del pols de potencial, a t = 0, existeix una fraccidé de gramicidina
activa en la monocapa lipidica i1 en equilibri amb la forma no conductora. L’aplicacio
del pols de potencial provoca una alteracid en aquest equilibri inicial i el conseqiient
restabliment d’un nou equilibri. Mentre es produeix el procés, el nombre de canals
actius canvia fins arribar a la nova fraccio en equilibri.

Ara suposem una cinética heterogénia de primer ordre, i de constant k,, pel pas de

I’espécie M a través del canal, que es correspon amb I’esquema:

—* 5 Gr'+M. (7.28)

internalitzat

Gr' +M_
on Msoneis fa referéncia a 1’espécie M en la superficie del lipid en contacte amb la
solucid, i Mintemalizar indica 1’espécie M° amalgamada en la gota de mercuri de
I’eléctrode.

La velocitat d’internalitzacid, mesurada com a corrent, és
It)=n-F-A-k,-[Gr']-c,(0,t) (7.29)

Combinant aquesta equacié amb la definici6 (7.4) de permeabilitat tenim:

~ 1(t) e
P(t)_n'F-A-cM(O,t)_kz [Gr'] (7.30)

1, si hi substituim (7.26), obtenim:

P(t) =k, -[Gr'], +( k,-[Gr"], —k, -[Gr'],)-e™" (7.31)
Definim
P, =k,-[Gr'], (7.32)

que indicaria la permeabilitat a temps infinit, 1

P, =(k,[Gr'], -k, -[Gr'],) (7.33)
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que pot interpretar-se com el canvi en P(t) des de I’instant inicial fins que s’arriba a
I’equilibri.

Aixi, amb aquestes hipotesis, la permeabilitat pot descriure’s com una funcid
exponencial decreixent

P(t)=P, +P, .e™" (7.34)

i la interpretacio dels parametres pot observar-se més clarament en la figura 7.2.

6.00E-04 4

P
cg(t=0)

5.00E-04 7
3

4.00E-04

k : P
» fa el paper d'una constant de temps per aguest
decaiment

3.00E-04
A

2.00E-04 - \

P,
1.00E-04 +
0.00E+00 T T T T T T T T l
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035 0.04 0.045

t/s
Figura 7.2: Interpretacio fisica del parametres que intervenen en P. Les dades s’han obtingut per
semiintegracio d’uns valors experimentals de corrents i ajustant els valors obtinguts a la funcio .
En el capitol 11 es presentara la discussid del model de Permeabilitat Decaient
Exponencialment amb el temps descrit per 1’equacio (7.34) i ’aplicacié d’aquest model
a la interpretaci6 de la permeabilitat de la membrana modificada amb gramicidina, a
partir dels corrents experimentals. En el capitol 12 es presentara I’analisi de I’impacte

de diversos additius sobre la monocapa lipidica modificada i un refinament al model
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EDP per poder-lo aplicar a altres rangs de potencials diferents als corresponents als de

la regi6 de reduccio del TI".
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8. Influéncia de I’adsorci6 en el corrent limit NPP i RPP en
sistemes labils metall-macromolécula

8.1 Introducci6

En I’analisi voltamperométrica de sistemes metall-macromolécula sovint s’ha utilitzat el
desplagament del potencial de semiona o la disminuci6 del corrent limit amb 1’augment
de la concentraci6 total de lligand, per caracteritzar les constants d’estabilitat de
complexos metal-lics labils en condicions d’excés de lligand (1,2). L’is d’aquests

metodes tenen avantatges, perd també limitacions, que han estat descrits ampliament (3)

(4).

Aquests tipus de sistemes sovint pateixen fenomens d’adsorci6. En aquestes
circumstancies, la concurréncia simultania d’efectes de complexaciéo 1 d’adsorcio
desdibuixen els resultats experimentals i dificulten la seva interpretacio, ja que tant el
desplagament del potencial de semiona com la disminucio del corrent limit es veuen

afectats per 1’adsorcié (5) (6)

Una manera de resoldre parcialment aquest problema ¢és usar la teécnica RPP (7). S’ha
demostrat (8) que sota condicions d’excés de lligand, els corrents limit RPP no es veuen
afectats pels efectes de 1’adsorci6 de les especies electroactives o els seus complexos
(adsorci6 induida) sempre 1 quan el complex sigui labil. La implementacié matematica
de la condicié d’excés de lligand es basa en un perfil pla de concentracié pel lligand
amb una pertorbacié negligible respecte la concentracid total de lligand. Aquestes
condicions, pero, semblen dificilment justificables quan el lligand desenvolupa un perfil

de concentracid en la capa de difusi6 degut a la seva adsorcid, fins i tot si la
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concentracio total de lligand en el si de la dissolucid €s molt més gran que la

concentracio6 total de metall.

Per una relaci6 de lligand a metall qualsevol, I’adsorcié de complex, per si mateixa, no
influencia els corrents limits RPP (4). Tanmateix 1’adsorcié induida de complex sense
una adsorci6 simultania de lligand sembla improbable i cal analitzar quin és 1’efecte de

I’adsorci¢ del lligand.

Des del punt de vista de la matematica, la consideracié de qualsevol relacio de lligand a
metall condueix a un sistema no lineal d’equacions que descriuen el transport de lligand
(complexat o no) i la difusié del metall (ja sigui lliure o enllagat). El métode de
Diferéncies Finites s’ha utilitzat en la determinacié numeérica de la solucié d’aquest
sistema(3,9), tot i que el Métode d’Elements Finits ofereix la mateixa precisié amb un
menor cost computacional (4,10). La manca de linealitat involucrada en aquest context
es posa de manifest en que la relacié metall complexat versus metall lliure ja no es
manté constant en la capa de difusio, - si que ho era en condicions d’excés de lligand,- i
fa que el corrent limit normalitzat ( ¢ = l;i,, (amb lligand) / l;i, (sense lligand) ) depengui
de la concentracio total de metall. Aquesta dependéncia pot arribar a ser no negligible

fins 1 tot en abséncia d’adsorcio(11).

A més d’aquestes dificultats matematiques, la interpretacio dels resultats experimentals
sota condicions de no excés de lligand esdevé encara més complicada a causa de la
dependencia del corrent limit del model concret de complexacio del sistema. En general,

les caracteristiques concretes del model de complexaci6 influeixen en la relacid de

S que depén de les coordenades espacial i temporal al llarg de la

Cy Co

concentracions
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capa de difusi6é. En condicions d’excés de lligand, qualsevol model de complexacid

esdevé homogeni i independent del model, i.c., la relacio —4=—

Cy Co

¢s independent de les

concentracions 1 es correspon amb la constant d’estabilitat K, una mena d’afinitat
intrinseca mitjana dels setis(11,12). Aixi, en excés de lligand, es pot suposar, sense
pérdua de generalitat, una complexaci®6 homogeénia 1 independent del model.
Reciprocament, 1’estudi de les caracteristiques particulars de complexacioé d’un sistema
(tal com la heterogeneitat dels setis lliures o la interaccid entre setis ocupats) requereix

condicions de qualsevol relaci6 de lligand a metall.

En aquest capitol s’analitzen, utilitzant la metodologia i els instruments desenvolupats i
descrits en el capitol 5, els efectes de I’adsorcio en els corrents limit NPP i RPP per
qualsevol relaci6 de metall a lligand. La secci6 2 repassa les condicions basiques i la
formulacié matematica del problema. En la seccid 3 s’analitzen els efectes de 1’adsorcio
del lligand i del complex en els corrents limit. En la seccid 4 es presenten expressions
analitiques aproximades pel corrent limit de cara a determinar el valor de K, i aquestes
expressions s’apliquen en la secci6 5 als resultats experimentals dels sistemes Zn 1 Cd /

acid polimetacrilic.

8.2 Model Fisic

Considerem el problema de 1’adsorci6 induida d’un reactiu, consistent en un i6 metal-lic
(M) que forma un complex (ML) amb un lligand (L) i que tots dos, L i ML,
s’adsorbeixen sobre 1’eléctrode. Suposem, també, que tant la reaccié homogénia, com
els processos heterogenis de transferéncia electronica i d’adsorci6 assoleixen condicions

d’equilibri. El problema es pot esquematitzar com
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MmO Lads MLads
tne

M, L . ML
- (8.1)

on la reaccido de complexacio se suposa suficientment rapida per poder considerar que

en tot moment les concentracions de les diferents espécies es relacionen per 1’equacio

d’equilibri
K =L (8.2)
CM CL

on K ¢és la constant d’estabilitat del complex. Les concentracions totals de les espécies

formals metall total i lligand total es defineixen com C;, =Cy +Cy 1 C; =C +Cy .

La reaccid de transferéncia electronica és electroquimicament reversible i el procés
d’adsorcid és també prou rapid per poder-lo descriure amb isotermes. Se suposa una
isoterma langmuiriana per 1’adsorcié del complex i del lligand. Els coeficients
respectius d’adsorcio son Ky i Ky . Dy, és el valor del coeficient de difusi6, considerat

comu per L i ML.

L’esquema (8.1) també pot considerar-se com la formulacié reduida (13,14) d’un
sistema macromolecular labil, en el que totes les espécies macromoleculars tenen el

mateix nombre fix de setis homogenis 1 independents i el mateix coeficient de

difusio(15,16).

La formulaci6 matematica de ’esquema s’ha presentat en el capitol 5 d’aquesta tesi
acompanyada d’alguns detalls de I’aplicacié del metode d’Elements Finits de Galerkin

(4,17), que ¢és el que s’ha emprat en la resolucié numerica del problema.
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8.3 Corrents limit RPP i NPP per qualsevol relacio de lligand a
metall.

8.3.1 El cas sense adsorcio

* .y ’ . . . . 7 7
Quan ¢, >>C;,,, ’expressio pel corrent limit normalitzat en condicions d’excés és la

ben coneguda (3)
- |1+eKcp,

XY= |[——— 8.3
$=9 1+Kcp, (83
D, : o s . 1 .
on ¢ ED— , essent Dy el coeficient de difusié del 16 metal-lic. & <<1 per a sistemes

M
macromoleculars.

Si bé no es coneixen expressions analitiques rigoroses pels corrent limit NPP i RPP per
qualsevol relacid lligand a metall, es poden deduir algunes propietats dels corrents a

partir de les caracteristiques de les equacions implicades. Es pot demostrar (18) que el

corrent normalitzat depén dels productes K ¢;,, i K ¢, en lloc dect,,, ¢}, i K per

separat.

Suposant difusio plana i per un temps de pols fix (t,), és ben sabut que el corrent limit
NPP ¢és igual al corrent limit RPP en excés de lligand. Aquesta igualtat es pot deduir
facilment usant el principi de superposicid per deduir una expressio per a lim, rp (8,19).
També es pot demostrar la propietat lj, (NPP) = lin (RPP) suposant difusié plana,
malgrat que la formulacié matematica corresponent a qualsevol relacié lligand a metall
no sigui lineal(20). Aixi, els marcadors 4 de la Fig. 8.1 també poden interpretar-se com

els corresponents al corrent limit RPP.
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Figura 8.1: Efecte de I’adsorci6 de complex en les grafiques l,(NPP) vs. C;’M / Cry >

quan no hi ha

adsorcié de lligand, per dos valors de la constant d’estabilitat: K= 10> mM ' ( grafic a) i K= 10* mM '
(grafic b). El marcador (#) correspon al cas sense cap mena d’adsorcid, i el marcador (m) correspon a una
adsorcié de complex forta ( I'y=5 10~ mol m? i Ky =10’ mM’l). La resta de parametres: n=2,

T=298.15K, A=0.52 10 m’, t; =1s, t, =50ms, D0 =2 10° m%s™, D=5 10" m*s ™", Dy=7.310 "m’s'i

P
erL= 1 mM.

Se’n dedueixen dues conclusions: i) la magnitud de les desviacions respecte 1’excés de

lligand, en cada técnica, és la mateixa, i ii) per un t, fixe, lim (RPP) és independent del
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temps de vida de la gota (t5) (com en NPP sense adsorcio que només depen de ty).

Per altra banda, la dependéncia lineal de l;in amb c;,,, que es donava sota condicions

d’excés de lligand, deixa de ser valida per qualsevol relacié de lligand a metall . A

mesura que K augmenta, es fa més palés el canvi en el pendent de la corba ljim vs. C;,,

(compareu les corbes superiors de la Fig 8.1a 1 8.1b) a un valor d’abscissa proper al

punt d’equivaléncia. Per aix0, les grafiques ljim vs. Cp,, permeten la determinacio de la

capacitat complexant per valoraciéo amb un metall unit fortament al lligand present en la

mostra (vegeu la Fig. 8.1) (1). Efectivament, per valors prou grans de K, quan

%

Cry < Crp»només hi ha complex i el corrent depén de c;,, i /D, . Llavors

lim g= |2 8.4)
Kcry—® DM

Per altra banda, quan cp,, >C7, , també hi ha metall lliure i el corrent depén de /D, .

T,L >

Aix0 comporta el canvi en el pendent dels grafics de ljiy, vs. C;,M 3).

8.3.2 Cas amb adsorcio

8.3.2.1 Nomeés s’adsorbeix el complex

La dependéncia de lim (NPP) respecte de 1’adsorcid de complex per una relacio
qualsevol de lligand a metall ha estat estudiada préviament (4,21). Pel que aqui ens
afecta, cal notar que 1’adsorcio de complex redueix el valor de Iy, (NPP) i augmenta el
canvi del pendent de la corba de calibraci6 (compareu les corbes superior i inferior en

els respectius grafics de la Fig. 8.1), pero I’abscissa d’aquest canvi es desplaga a valors

més baixos de Cp,, ja que la mobilitat del complex és més baixa que la del i6 metal-lic.

Per tant, quan tenim adsorci6 de complex poden donar-se inexactituds en la
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determinacid de la capacitat complexant a partir dels corrents limit NPP(13), tal com es
mostra en la corba inferior de la Fig. 8.1a. Els grafics dels perfils de concentracio

mostrats en la Fig. 8.4, i que corresponen als punts A i B en la Fig. 8.1a, mostren que,

malgrat que gairebé no hi ha metall lliure en el si de la solucié (Cy,, <Cp i K= 10° mM~

Y, el rapid transport de 16 metal‘lic (I’espécie de mobilitat més alta) cap a la superficie
de I’electrode durant 1’ interval (0, tp) per formar complex (que és fortament adsorbit)
redueix la concentracio de lligand en la capa de difusio (vegeu Figs. 8.2a i 8.2¢). La
concentracio de lligand a I’electrode cau a zero i el posterior transport de 1’16 metal-lic
fa que s’aplani el perfil de concentraci6 de M. Aixi, a t tot just abans de ty , la
concentracio de metall lliure a la superficie de 1’eleéctrode pot esdevenir més gran que la
concentracio de lligand, encara que aquesta desigualtat pugui tenir signe oposat en el si
de la solucio, (vegeu Fig. 8.2c, que correspon al punt B de la Fig. 8.1a). La preséncia de

metall lliure a la vora de 1’eléctrode porta a un augment del corrent, mesurat al temps de

caiguda de la gota, que depen de /D,, .

Si el valor de K ¢és prou gran, el perfil de concentraciéo de M encara es redueix més i en
resulta que no queda metall lliure disponible per desplagar-se ni, en conseqiiéncia per
complexar-se 1 adsorbir-se a la superficie de 1’eléctrode. Aixi, el perfil de concentracid
del lligand no es redueix pel transport del 16 metal-lic (compareu les Fig. 8.2a 1 8.2¢) 1
I’abscissa del punt que presenta el canvi de pendent més gran en la corba de calibracid

no es desplaca, tal com es veu en la Fig. 8.1b.

Les Fig. 8.2a 1 8.2c també mostren que, a t = ty, el perfil de concentracié del lligand
s’aparta de la forma tipica de la funci6 d’error (que es dona quan el transport d’una

substancia es troba limitat per la difusid) ja que apareix un maxim. L’existéncia del
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maxim pot entendre’s si es té en compte que el metall lliure és 1’espécie de mobilitat
més elevada. El rapid transport d’aquest (cap a I’eléctrode) obliga el complex a
dissociar-se, i a incrementar, aixi, la concentraci6 del lligand a una distancia intermedia
de D’eléctrode. Prop del mateix, pero, com ja s’ha dit, ’efecte predominant és la
complexacio del lligand pel metall lliure que arriba per formar el complex que sera
adsorbit (vegeu Fig. 8.2a). Mentre t) <t <1y, la reduccidé del material adsorbit pel pols
de potencial aplicat fa augmentar la concentraci6 del lligand prop de 1’eléctrode, mentre
que les concentracions del 16 metal-lic i del complex desapareixen a la superficie de

I’eleéctrode (vegeu Figs. 8.2b i 8.2d).

Pel que fa a la tecnica RPP | l;i,, (RPP) no esta influenciada per ’adsorci6 del complex
en sistemes labils(8,22). En efecte, per la manera d’operar en aquesta tecnica, el
complex no es pot adsorbir sobre 1’electrode durant la primera etapa RPP, ja que les
concentracions de metall lliure 1 de complex son nul-les a la superficie de 1’electrode ( el
metall lliure, per les condicions reductores, 1 el complex per la labilitat). Durant el pols
invers de potencial ( t>t ) , el transport de metall reduit a I’interior de I’amalgama cap a

la superficie electrodica és independent de qualsevol altre fenomen en la solucid, mentre

la condicié de contorn C, (O,t) =0 es mantingui. Aleshores, tal com es veu a la Fig.

8.3, on es considera adsorcio forta del complex, 1’abscissa corresponent al maxim canvi
en el pendent en la corba de calibraci6 no es desplaga (i el canvi en el pendent és fins i
tot més pronunciat) permetent la determinacio de la capacitat complexant si K és prou

gran.
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Figura 8.2: Perfils de concentracié de M (), ML (A) i L (M) en NPP amb adsorcié només de complex. (a) (t = ty) i (b) (t = ty) corresponen al punt A de la figura 8.la
(C;’M / C;L =0.5, Kyp=10°> mM ™). (c) (t = to) i (d) (t = ty) corresponen al punt B de la figura 8.1a (C;M / C;L =0.8, Ky =10° mM ). La resta de parametres com en la

figura 8.1a.
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La Figura 8.4 mostra el perfil de concentracions corresponents als punts assenyalats com A

i B en la Fig. 8.3 (la relaci6 c,,/C;; en el punt A de la Fig. 8.3 és igual a la del punt B en

la Fig. 8.1). Fins a t; el lligand s’acumula en la capa de difusi6 a causa de la reduccié de M

i de ML en condicions controlades per difusid. Donat que Dy, = Dy i no hi ha adsorci6 de

lligand, el perfil de concentracié de I’espécie lligand total és pla i igual a C;; ja que no hi

ha cap fenomen fisic

10.00 4
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200 | (b)
(©

(d)

7.00

6.00 -

Ilim /,uA

5.00 -

4.00
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0 05 : c,, /C?,L > 25

Figura 8.3: Efecte del valor de la constant d’estabilitat sobre L;,(RPP) vs C;,M / C;,L . Només hi ha adsorcid

del complex. Els marcadors indiquen el corrent sense adsorcié de complex. Els parametres utilitzats son K =
10 (a), K = 50 (b), K= 10% (c) i K= 10* (d) mM ', Ky;;=10° mM ' i la resta de parametres com en la figura
8.1a.

que distorsioni les condicions planes inicials. Per tant, mentre 0<t <t,, ¢, assoleix el valor

Cr. a la superficie de ’eléctrode, i els pendents de la concentracio del metall lliure i la del

complex son oposades en cada punt al llarg de la capa de difusid, com mostren les Figs.
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8.4a 1 8.4c. Aquest augment de la concentraci6 de lligand rellenteix la difusié del metall cap
a la superficie de I’eléctrode, ja que obliga el metall a ser transportat (més lentament) en

forma complexada.

Durant tp<t <ty (Fig 8.4b 1 8.4d), la formacié de metall reoxidat (que segueix a I’aplicacio

del pols de potencial) disminueix la concentracié de lligand al voltant de la superficie de

I’eléctrode. El perfil pla de I’espécie lligand total ¢, +¢,; =C;, jano és valid, donat que el

complex s’adsorbeix sobre ’electrode. Un cop la concentracid de lligand a la superficie de
I’electrode corresponent a t = t4 assoleix el valor zero, apareix un perfil de concentraci6 de
metall lliure 1 afavoreix el transport del metall lliure format en 1’aplicacio del pols cap al si
de la solucio (Fig. 8.4d). El transport d’aquest metall incrementa la concentracido de
complex com un “front” avangant cap al si de la solucid i1 produint el maxim observat en el

perfil de concentracié del complex.

8.3.2.2 El lligand i el complex sén adsorbits

El corrent limit en RPP, |y, (RPP), depén lleugerament de 1’adsorcié de lligand per un
valor baix de &, tal com es pot veure en la Fig. 8.6. Efectivament, mentre t < t; , [’adsorcio
de lligand amorteix I’increment de la concentraci6 de lligand en la capa de difusio
(previsible per la reduccié de la concentracié de complex en un régim limitat per difusio) i,
fins 1 tot, pot produir una disminucio6 de lligand. Aquesta disminuci6 - si més no relativa- de
lligand facilita el transport del metall cap a I’eléctrode (vegeu la Fig. 8.7 pels perfils de
concentraci6 corresponents al punt A de la Fig. 8.6). Aixi, 1’adsorcié de lligand augmenta

liim (RPP), pero I’increment és
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Figura 8.4: Perfils de concentraci6 de M (¢), ML (A) i L (m) en RPP amb adsorcié només de complex. (a) (t =t;) i (b) (t =t ) corresponen al punt A de la figura
8.3 (C;’M /C;’L =0.8, K=10> mM™). (c) (t = t) i (d) (t = tg) corresponen al punt B de la figura 8.3 (C;’M /C;L =1.2, K=10* mM™"). La resta de parametres com en
8.1a
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moderat per un valor baix de & tal com s’observa en la Fig. 8.6, 1 tendeix a decréixer a
mesura que disminueix la concentracio total de metall. Per tant, suggerim extrapolar el
corrent RPP cap a condicions d’excés de lligand, i determinar la constant d’estabilitat (amb

un minim impacte de I’efecte de 1’adsorcié de lligand) utilitzant les expressions estandards

de les condicions d’excés de lligand. Si el procediment d’extrapolacio per trobar ¢ quan

C;M —0 és prou acurat, el valor computat de K sera més baix que I’actual. En 1’apartat 4 es

presenten i discuteixen algunes expressions per facilitar aquest procediment d’extrapolacio.

60 -
50 -
40 1

30 4

% error

20 4

10 4

Fig 8.5.- Efecte de la relaci6 dels coeficients de difusi6 (&) en lerror en la determinacié de K , degut a

I’adsorci6 de lligand usant la técnica RPP 1 DP’expressio (8.3). La relacio usada en la grafica és

Crum / C;, =100 els errors deguts al no assoliment de les condicions d’excés ja s’han descomptat.

Per tal de quantificar I’impacte de I’adsorcié de lligand en la determinacié de K des de la
zona d’excés de lligand, cal tenir en compte:
1) En condicions d’excés i sense adsorcid, s’ha demostrat(23) que la regidé de més alta

sensibilitat per trobar K es pot obtenir per diferenciacio de ¢, donada per I’expressio (8.3),
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respecte de Ki ¢;, . S’obté

* 1 *
g(KcT,L)z+5KCT,L(1—3)—1:0 (8.5)
. . ., * . 1+2¢ ,
que, com una primera aproximacio (¢~0), porta a K¢, =2 1 ¢~ 3 0, més
exactament

Kt _e-1+ (l—g)2+165

T,L —
4g

(8.6)

i) En el limit c;,, =0, ¢ depén només de K¢, i & no pas de cada parametre (K, C;, i

) individualment. Aixo es veu facilment en I’expressio (8.3) pel cas sense adsorcid. En el
cas d’adsorcio forta, el problema del transport només depeén de les concentracions en el si
de la solucio (la concentracié volumica de les espécies que s’adsorbeixen a la superficie de

I’eléctrode és zero en condicions d’adsorcio forta i sense saturacid). Les concentracions en

el “bulk” depenen de Kc;, , Kcp, pero en el limit ¢;,, —0, ¢ només dependra de

*

Kep, ie

Aixi, I'impacte de 1’adsorcié de lligand, determinat a partir del valor limit de ¢, quan cp,
— 0, no depén del valor concret de K sind del de K C;,L , el qual per la sensibilitat maxima
de ¢ respecte de K ve donat per 1’equacio (8.6). Si = 0.0685, I’expressio (8.6) dona
K¢y, =1.715. Suposem que el valor més baix de concentracié de metall pel que disposem
de dades (directament o pel procediment d’extrapolacid) correspon a un excés de Cy, / C;M

= 10. Ressolem primer el cas sense adsorcio: els calculs usant el formalisme descrit en

I’apartat 5.2.1 per qualsevol relacié de lligand a metall porta a ¢ = 0.646. Introduint aquest
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valor en (8.3) , obtenim K c;; = 1.669, que significa un 2.65% d’error en la determinacid

de K. Aquest error es pot atribuir facilment al compliment incomplet de les condicions
d’excés de lligand (4,10). Ara ens fixem en el cas extrem d’adsorcid forta i procedim de

manera analoga: generem un corrent normalitzat (sense suposar excés de lligand i amb uns

valors de Ky =K =10° mM™") ¢ =0.672, usem I’expressi¢ (8.3) i obtenimK ¢}, = 1.434,

que significa un 16.36% d’error en la determinaci6 de K. Es pot considerar que aquest error
¢s degut a I’incompliment de les condicions d’excés de lligand i a I’impacte de 1’adsorcio
forta de lligand.

0.7 4
0.6 4
0.5
0.4 4
0.3 4

0.2 4

0.1+

Figura 8.6 Grafic de I’efecte de I’adsorci6 de lligand sobre el corrent limit normalitzat RPP vs. C;,M / C;,L :

Les linies discontinues indiquen K =0, mentre les continues indiquen adsorcié forta del lligand ( K =10’
mM ). La resta de parametres com en la figura 8.1a amb Dy =D;=10"" m’*s" i K = 10 (¢), K = 50 (m), K=
10° (A)mM .

Per tant, I’adsorcid de lligand no introdueix un error addicional més gran del 14% (1’error
més gran per 1’adsorcio forta de lligand) en la determinacié de la constant d’estabilitat a

partir dels valors extrapolats del corrent limit en el punt de maxima sensibilitat, quan &=
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0.0685, independentment de valor de K considerat. Aquest limit superior esta dins de

I’ordre dels errors experimentals usuals en sistemes macromoleculars.

La Fig 8.5 mostra com depen aquest error addicional respecte de ¢ (i. e. el que s’hauria
d’afegir a I’error corresponent a I’ incompliment de les condicions d’excés de lligand) en la
determinacié de K degut a I’adsorcié de lligand calculada com s’ha descrit abans. Pels
complexos immobils, no hi ha error addicional ja que no hi ha una adsorci6 efectiva sense
transport. Aquest error addicionals augmenta amb la mobilitat del lligand (Dy