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Resumen

El agua es una molécula que juega un rol crucial en mdltiples procesos quimicos y
biolégicos fundamentales. Si bien su estructura en el estado liquido ha sido estudiada por
varias décadas, no se ha encontrado aun un modelo Unico capaz de explicar todas las

anomalias y propiedades excepcionales de este solvente.

El presente trabajo se enfoca en el estudio del agua liquida mediante espectroscopia de
infrarrojo cercano en un experimento dependiente de la temperatura. Los observables o datos
espectrales obtenidos son luego analizados desde la perspectiva de un problema inverso lineal
utilizando andlisis espectroscoépico, analisis del factor y resolucién de curvas como método de
descomposicién bilineal para entender el comportamiento dinamico de las bandas presentes en

esta region espectral.

Los resultados hallados sugieren que dos bandas mayoritarias a 7087 cm (1420 nm) y
6840 cm (1460 nm) correspondientes a dos estados del agua a diferente temperatura pueden
explicar en un 99% los cambios espectrales observados. Asimismo, sus correspondientes
perfiles de concentracion y perfiles espectrales son calculados. Los resultados son discutidos
considerando diferentes estudios espectroscépicos y tedricos previos. A continuacién, se
describe un modelo simplificado del agua descripto por dos tipos de estructuras moleculares en
equilibrio: con puente hidrégeno, mayoritarias a bajas temperaturas, y sin puente hidrégeno,

mayoritarias a altas temperaturas.

Finalmente, se extrae parametros termodinamicos del equilibrio propuesto, y el resultado es

comparado con trabajos publicados anteriormente.

Abstract

The water molecule plays a crucial role in multiples fundamental chemical and biological
processes. Although its structure in the pure liquid state has been studied for several decades,
a single model capable of explaining all the anomalies and exceptional properties of this solvent

has yet to be found.

In the present study, near infrared spectra of water has been analyzed in the region 1000-
1850 nm in a temperature range of 4 to 92°C. The obtained spectral data can be seen from the
point of view of a linear inverse problem using spectroscopic analysis, factor analysis and curve
resolution as a bilinear decomposition method to have a better comprehension of the dynamic

behavior of the bands emerging at the mentioned spectral region.

The results obtained suggest that two bands at 7087 cm! (1420 nm) and 6840 cm- (1460
nm) corresponding to two states of water at different temperature can explain 99% of the
observed spectral variations. Additionally, their corresponding concentration profiles and

spectral components are calculated. Furthermore, a simplified model of water has been

11



described, characterized by an equilibrium between two types of molecular water structures:
hydrogen-bonded (HB), prevalent at low temperatures, and non-hydrogen-bonded (NHB), which
prevails at high temperatures.

Finally, the identification of a thermodynamic parameter such as an enthalpy has been
carried out and the result is compared with those reported in the last decades.
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Capitulo 1

Introduccion y objetivos
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1. Introduccion y objetivos
1.1 Introduccién

A pesar de la universalidad y versatilidad del agua como solvente y medio biolégico, muchos
de sus comportamientos siguen siendo esquivos. Dentro de los interrogantes que quedan audn
por resolver se encuentran preguntas sobre los cambios termodinamicos y/o inducidos por
solutos en la estructura del agua y su influencia en las interacciones mediadas por puente de
hidrégeno, asi como su papel en la formacion de ensambles dinamicos a gran escala de

compuestos de moléculas oleosas, polares e ionicas.

Fisicamente, el agua se diferencia de manera importante de los liquidos mas simples y de
otras moléculas comunes como el N2 y COz. En particular, las fuerzas de cohesion en el agua
son altamente direccionales, por lo que su estructura intermolecular no esta dominada por los

efectos bien conocidos del empaquetamiento (Rahman & Stillinger, 1971).

Por esta razon, el enlace de hidrégeno en agua es importante en muchos campos ya que
afecta directamente procesos bioldgicos y fisicoquimicos, asi como en el campo de los

materiales donde afectan las propiedades finales de estos ultimos.

Una comprensién profunda de la naturaleza y la fuerza del enlace de hidrégeno en un
sistema puede proporcionar informacion sobre sus procesos quimicos y bioquimicos
fundamentales (p. ej., estructura del ADN, plegamiento de proteinas e interacciones

enzimaticas) (Jeffrey & Saenger, 2012).

Los avances significativos en el estudio de los sistemas de reaccién y equilibrios quimicos
dependen en gran medida de la extraccidon significativa del conocimiento quimico de grandes
cantidades de datos experimentales. Tales datos experimentales para sistemas quimicos
pueden obtenerse usando una variedad de técnicas; entre ellas, las espectroscopias
vibracionales [Raman, infrarrojo medio (IR) e infrarrojo cercano (NIR)] son herramientas

eficaces y especificas para este propésito (Perakis et al., 2016; Siesler et al., 2002).

Las espectroscopias Raman, IR y NIR se han utilizado recientemente debido a su
sensibilidad a la estructura y conformacion molecular y a su utilidad en el estudio de los
mecanismos de reaccion (Brewster et al., 2011; Quaroni et al., 2011; Sasié et al., 2003). Por
ejemplo, para obtener informacion en tiempo real sobre la composicibn quimica, la
espectroscopia IR ha demostrado ser muy versétil. En el caso de la molécula del agua, la
espectroscopia vibracional tiene una gran oportunidad para investigar la evolucion de su
estructura por perturbaciones externas. Esto surge de la extraordinaria sensibilidad de la banda
asignada a la vibracion de estiramiento del O-H sobre los cambios en la geometria de los

enlaces de hidroégeno.

Como es sabido, en muchos sistemas con enlaces de hidrogeno en el rango fundamental en

Raman e IR [4000-2500 cm] la vibracion de estiramiento del O-H relacionada con enlaces de
14



hidrégeno mas fuertes es mas activa en el infrarrojo medio que la vibracién relacionada con
enlaces de hidrégeno mas débiles (Czarnik-Matusewicz et al., 2005).

Por el contrario, el rango de NIR es mas selectivo para las especies de agua caracterizadas
por enlaces de hidrogeno més débiles; esto es debido a la anarmonicidad mecanica y eléctrica,
gue provoca que esta relacion con los sobretonos (armoénicos) y bandas de combinacion se
invierta, haciendo este rango muy (til para el estudio del puente de hidrégeno en agua
(Czarnecki et al., 2015).

Sin embargo, la informacion sobre la contribucidn relativa de las diferentes estructuras con
enlaces de hidrégeno al seno de la masa de agua no puede obtenerse directamente de los
espectros. Por lo tanto, para la identificacién de parametros de un modelo (concentraciones,
pardmetros termodinamicos) debe recurrirse a la inferencia indirecta de la observacion
experimental del sistema. Tal problema de identificacion de parametros pertenece a la clase de
problema inverso, donde en términos generales uno busca las causas de los efectos
observados. Un problema del modelo de reaccién/equilibrio quimico puede verse como un

problema inverso.

En este trabajo se realizard un analisis temperatura dependiente del agua liquida por
espectroscopia de infrarrojo cercano, considerando a la misma como un sistema compuesto
por estructuras moleculares con distinto grado de formacion de puente hidrégeno en equilibrio.

Dicho sistema se esquematiza en la figura 1.

i e~
K A : H \f /A ‘ | u\?\‘
- Y 5% i » H Q
\?, 4 f/ \\ 4 H q‘“ ’/G\t ¢/H // ‘ B
n\?/ -t ?’ Q\ . A H\\ng 1 T/K‘f
P~ W . = . aoe 3 A N
‘Va: HP" ,, 4-592°C W
/ H =

Figura 1. Esquema del equilibrio del agua dependiente de la temperatura a 4 y 92°C, donde se observan
las diferentes estructuras con y sin puente hidrégeno.

1.2. Objetivos

El objetivo principal de este estudio es la identificacion de un sistema quimico y la
determinacion de parametros termodinamicos de un modelo en agua liquida, como una primera
aproximacién de tener un mejor entendimiento de la interaccion de puente hidrégeno en
sistemas de compuestos polares y no polares, macromoleculares, y biolégicos. A través de
informacion espectroscopica u observaciones finitas pueden inferirse indirectamente variables
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0 parametros desconocidos; esto es equivalente a una reduccion de un problema de
identificacién, y es posible descomponer este problema en una secuencia de subproblemas

que puede ser visto como un problema inverso, permitiendo abordar problemas globales.

No obstante el objetivo principal anteriormente expuesto, se plantean los siguientes sub-

objetivos:

e Identificacién de parametros termodinamicos en agua liquida sin imposicién de

un modelo.
e Determinacion de la entalpia de ruptura del puente hidrégeno.

e Desarrollo de un método de modelado flexible con restricciones para la

identificacién de parametros.

e Desarrollo de un método extrapolable, método general que puede ser aplicado a

otros sistemas quimicos en equilibrio dependientes de la temperatura.

16



Capitulo 2

Fundamentos teoricos
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2. Fundamentos teodricos

En el presente capitulo se introduciran los principales conceptos tedricos en los que se basa
este trabajo, saber: enlace de hidrogeno en la molécula de agua, equilibrio quimico,
fundamentos de la espectroscopia vibracional y aspectos de la espectroscopia de infrarrojo

cercano, enfocandose en los modelos empiricos desarrollados en los Ultimos afios.

2.1 Enlace de hidrégeno en la molécula de agua

La estructura del agua liquida ha sido ampliamente investigada utilizando multiples métodos
tedricos y experimentales. Si bien no se ha llegado aun a dilucidar un modelo Gnico y uniforme,
numerosos trabajos recientes postulan modelos del agua que pueden ser divididos en dos
amplias categorias: a) modelo de mezclas o mixture model y b) modelo continuo de enlaces de
hidrégeno distorsionados o continuum model. EI modelo continuo establece que el agua
comprende una red aleatoria tridimensional de enlaces de hidrégeno con una amplia
distribuciéon de angulos y distancias de enlace O-H- - -O, donde las redes de agua no pueden
romperse 0 separarse en especies moleculares distinguibles. Por el contrario, el modelo de
mezclas postula la existencia simultdnea de dos o més estructuras discretas con puentes de

hidrogeno en distinto grado de enlazamiento (Czarnecki et al., 2015).

La interaccion de los grupos hidroxilo (OH) con la luz es una forma muy util de analizar la
estructura y dinamica en sistemas con enlaces de hidrégeno presentes. Aunque es
considerablemente mas débil que un enlace O-H covalente, el puente de hidrégeno en agua
liquida es igualmente fuerte, requiriendo alrededor de 10 kgT para distorsionarlo o romperlo.
Desde el punto de vista espectroscépico, este efecto se manifiesta por una pérdida apreciable
del correspondiente enlace covalente O-H, cuya frecuencia de estiramiento decrece hasta un

10% cuando se involucra en un enlace de hidrégeno tipico (Geissler, 2013).

Andlisis realizados previamente en la region de infrarrojo cercano (NIR) e infrarrojo medio
(IR) para mezclas de agua y alcoholes (Luck, 1998) establecieron que existen tres categorias
principales de estructuras con puentes de hidrégeno: fuertemente enlazados, débilmente
enlazados y no enlazados (también llamados grupos OH libres o “free OH”). El equilibrio entre
estas tres especies es el responsable de las propiedades anémalas observadas en el agua. Es
importante resaltar que la presencia de grupos OH libre en agua liquida es detectable
claramente en espectroscopia Raman y NIR (Czarnik-Matusewicz & Pilorz, 2006). Por el
contrario, en la regién de IR la banda asociada a esta estructura no esta presente o es muy
débil (Czarnecki et al.,, 2015). Esto se debe a que los OH libre y los OH débilmente
enlazados poseen sobretonos mas fuertes en contraste con las especies mas asociadas que

prevalecen en los espectros de IR.

Como se introdujo anteriormente, en este estudio se analizard el comportamiento del agua

dependiente de la temperatura siguiendo el modelo de mezclas, tomando la misma como un
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sistema conformado por dos o mas estados compuestos por estructuras moleculares en

equilibrio.

2.2 Equilibrio quimico

En general, todos los componentes reactivos (R) y productos (P) de un sistema de reaccién
con m elementos pueden ser expresados por una combinacién lineal de e elementos, como un
balance de masas. La b denota el nUmero de moles de reactivos o productos que participan en

la reaccién. Esta combinacién lineal queda expresada en la ecuacion (1) como:

(S €
M= by Re= D by Py (i=1.2,....m) @
k=1 k=1

donde M es la matriz de reaccion quimica.

La ecuacion estequiométrica del sistema de reaccion puede ser expresada como:

m

0=Zvimi=v.M (2)

i
con m siendo el vector de reaccion quimica, y vi (coeficiente estequiométrico) > 0 para los

productos y < 0 para los reactivos.

La descripcion de la evolucion de las especies quimicas puede ser vista como un cambio de
moles de las especies observables en un intervalo de tiempo t, — t,, dn; = v; d§, definido en
términos de la extension de la reaccion € y de la estequiometria de la reaccién v. La ecuacion
(3) en forma matricial provee la representacién de la ecuacion de Jouguet-de Donder para el

caso de experimentos de semibatch (sistema invariante):

La energia de reaccion de Gibbs, A,G, se define como la pendiente del grafico de la energia

de Gibbs en funcion del avance de la reaccion (Atkins & de Paula, 2008):

26 = (%) @

p.T

donde A representa la derivada de G con respecto a & El cambio de energia de Gibbs

correspondiente es:
dG=p, dng + pgdng=—p, d&+py d&= (u, — p,) d€ (5)
Esta ecuacién se puede reorganizar en:
0G
<6_§) = Hg T My (6)

p,T
es decir,
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AG = Hg = Hu (7)

Cabe destacar que A.G también puede ser interpretado como la diferencia entre los
potenciales quimicos (energia de Gibbs molar parcial) de los reactivos y los productos en la

composicién de la mezcla de reaccién.

El potencial quimico varia con la composicién, y es por esta razén que la pendiente de la
curva de la energia de Gibbs en funcion del avance de la reaccion cambia a medida que
avanza la reaccion. Dado que la reaccidon avanza en direccion en la cual G disminuye, se
concluye de la ecuacion (7) que para p, > p, la reaccion A - B es espontanea, mientras que
para p, >p, €s espontanea la reaccion inversa. Para A,G =0, la pendiente es cero, y la

reaccibn no es espontanea en ninguna direccion; esto sucede cuando se igualan los
potenciales quimicos. Por lo tanto, si se conoce la composicién de la mezcla de reaccién para
la cual u, = p,, se puede identificar la composicion de la mezcla de reaccion en condiciones de

equilibrio.
Finalmente, considerando el potencial quimico en funcién de la actividad de la especie:
ui=u?+RTlnai i=12,..,n) (8)
puede deducirse una expresion general de la energia de Gibbs de reaccién como la siguiente:

a;
A,G = RTIn <—
8

) (i=12,..,n), (=1,.2,...m) 9)
con ai y aj siendo las actividades de los productos y reactivos, respectivamente.

2.3 Fundamentos de la espectroscopia vibracional

La espectroscopia utiliza la radiacion electromagnética para estudiar materiales basandose
en el andlisis de la transferencia de energia entre la luz y la materia. La energia de un solo

foton se define como:
E=hv=—=hc¥V (20)

107
A[nm]’

~ 1.~
con¥ = V[em™] =

El espectro electromagnético se divide en varias regiones; cada regién representa un tipo
especifico de transiciébn atdbmica o molecular y, por lo tanto, un tipo especifico de técnica

espectroscopica (Atkins & Jones, 2010).

La radiacion denominada infrarroja cercana se ubica en el rango de 800 a 2500 nm. Las
moléculas pueden absorber luz infrarroja sin posterior reemision mediante la excitacion de

ciertas frecuencias vibracionales. La muestra absorbe las frecuencias de luz policromatica que
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corresponden a sus transiciones vibracionales, y esa absorcion es detectada por el instrumento

para su analisis.

2.3.1. Oscilador arménico

Las vibraciones moleculares pueden ser descriptas utilizando el modelo de fisica clasica del
oscilador arménico diatémico (Atkins & de Paula, 2008). De acuerdo a este modelo, dos masas
vibrando conectadas con un resorte con una dada constante de fuerza dan lugar a cambios en
la distancia nuclear. Combinando la ley de Hook con las leyes de Newton, se llega a que la

frecuencia de vibracion del sistema se corresponde con:

1 |k

Vyib = 5 | (11)
2n ||

siendo v la frecuencia de enlace de la banda de absorcion, k la constante de fuerza del enlace

y U la masa reducida de los atomos enlazados.

La frecuencia de la vibracién y por tanto la energia son, entre otros, una funcion de la fuerza
del enlace. Las frecuencias vibracionales son, por lo tanto, la clave que contiene la informacién
acerca de la estructura del compuesto en estudio. Esta es la base para la aplicacién de la

espectroscopia vibracional.

De acuerdo a la ley de Hook, la energia potencial V del oscilador arménico es una funcién
cuadratica del desplazamiento de los atomos en vibracion. La funcién parabdlica es simétrica

alrededor de la elongacion del enlace en el equilibrio re:
% Ly 2o (12)
- 2 (I‘ re) - 2 X
donde r es la distancia internuclear, re es la distancia internuclear en el equilibrio y x es el

desplazamiento de los &tomos enlazados.

Las consideraciones de la mecéanica cuantica utlizando la ecuacion de Schrédinger
muestran que la energia vibracional para el oscilador arménico no es un continuo, sino que
posee valores so6lo para ciertos niveles energéticos discretos, de acuerdo a la ecuacion (13):

1
Evib =hv (V + 5) (13)

donde v simboliza los nimeros cuanticos vibracionales. El numero cuantico vibracional solo
puede tomar valores enteros (0,1, 2, 3, ...,). Combinando las ecuaciones (11) y (13) se llega a

la siguiente expresion de energia vibracional:

Iy h |k
Y (SR YL it 14
Evio (V 2) 2n | u (14)
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De acuerdo a la ecuacion (14), solo las transiciones entre niveles energéticos vecinos y

equidistantes son permitidas en el oscilador armonico.

La distribucion de las moléculas entre los niveles vibracionales permitidos sigue la
distribucion de Boltzmann. A temperatura ambiente, la mayor parte de las moléculas se
encuentran en el nivel basal vibracional v = 0. De aqui que la primera transicion permitida al
nivel energético v = 1, también llamada transicion fundamental, domine el espectro de
absorcién. Las siguientes transiciones permitidas derivan de estados energéticos excitados y
sus bandas asociadas son mas débiles.

Una precondicion para la absorcién de un fotén de luz es que la frecuencia del fotén iguale
la diferencia de energia entre los dos estados vibracionales del enlace. Sin embargo, esta no

es la Unica condicion requerida para la absorcién de energia.

2.3.2. Absorcion de energia de acuerdo a la teoria de resonancia

De acuerdo a la teoria de resonancia, la transferencia de energia desde el fotén hacia la
molécula ocurre mediante la polaridad molecular, esto es, que la interaccion de la radiacion
infrarroja con una molécula que esta vibrando solo ocurre cuando la vibracién es acompafiada

por un cambio en el momento dipolar p:

0
ox

La magnitud del cambio en el momento dipolar dentro de la transicién vibracional determina
en gran parte la intensidad de la absorcién de luz. De acuerdo a la ecuacién (15), solo las
moléculas diatdbmicas heteronucleares muestran transiciones entre los fotones de la luz y las
vibraciones moleculares. ElI atomo de hidrogeno es el &omo méas pequefio; por tanto, los

enlaces con hidrogeno exhiben las vibraciones més altas (C-H, N-H, O-H, S-H).

La mayor parte de las moléculas poseen mas de dos atomos que pueden presentar mas de
un tipo de vibracion por enlace (estiramiento, flexion). Ademas, no todos los enlaces vibran de

forma independiente; muchas vibracionales reales se dan de forma acoplada.

2.3.3 Oscilador anarménico

La curva de energia potencial para el oscilador arménico es parabdlica y solo las
transiciones entre niveles energéticos consecutivos que causan un cambio en el momento
dipolar son posibles. De acuerdo a este modelo, infinitas energias pueden ser almacenadas en
la molécula sin romper enlaces. Sim embargo, experimentalmente se observa que todas las
moléculas pueden disociarse cuando la suficiente energia es aplicada y la vibracion del enlace
se extiende. Es mas, se observan fuerzas de repulsion que aparecen cuando la distancia entre

los atomos se minimiza. Debido a esta anarmonicidad mecéanica (disociacion del enlace y
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repulsién Coulémbica), el modelo clasico del resorte debe ser modificado (Atkins & de Paula,
2008).

La ecuacion (12) que describe la energia potencial como una funcién cuadratica del
desplazamiento puede ser extendida adicionando términos de desplazamiento de mayor orden:

1 1
V=3 kx> + 3 kx> + kx> + ... conk,, ky <k (16)

Con las correcciones en la ecuacion (16, la ecuacion de Schrodinger provee el siguiente
término para la energia vibracional de la molécula:

e ()oY
vib = 1V |V B yi{v B

donde y es la constante de anarmonicidad.

La anarmonicidad entonces permite transiciones entre estados energéticos no consecutivos
donde Av=+23, ...

Adicionalmente, los niveles energéticos vibracionales ya no son equidistantes y las
diferencias de energia decrecen con el incremento del niumero cuantico. En lugar de una
parabola, la curva de energia potencial es ahora representada por una funcién de Morse
asimétrica, esquematizada en la figura 2. Ademas de la anarmonicidad mecénica, la
anarmonicidad electronica deberia ser mencionada. Esta es generalmente mucho menor que la
anarmonicidad mecanica y surge de la relacion no lineal entre el momento dipolar y el

desplazamiento atémico.

A
A

©
| R (S ——
g 4 Third Overtone
> T . A
D1 3 Second Overtone
- A /
LE 2 \ 7 / First Overtone

1 7% Fundamental

0

\-/ P

Bond Length (A)

Figura 2. Energia potencial en funcion de la longitud de enlace (NIR Spectroscopy A Guide to Near-
Infrared Spectroscopic Analysis of Industrial Manufacturing Processes, 2014).

En resumen, la ocurrencia y las propiedades espectrales de las bandas de absorcion de NIR
son -ademas del cambio en el momento dipolar- debidas a la anarmonicidad mecanica de los

atomos que estan vibrando. Esto se ve reflejado en:
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e los sobretonos que corresponden a nimeros cuanticos mayores a 1 y que aparecen
como miltiplos de las frecuencias vibracionales fundamentales; estos aparecen
entre 780 y 2000 nm. Los sobretonos de primer orden y de orden superior son
mucho menos probables que los modos fundamentales. Por esta razon, las bandas

correspondientes a estas transiciones son mas débiles (Ozaki et al., 2021).

e los modos de combinacion que aparecen en moléculas poliatbmicas, donde
interactian multiples modos vibracionales; estos son la suma de mudltiplos de cada
frecuencia que esté interactuando. Las bandas de absorciéon de dichas transiciones

emergen entre 1900 y 2500 nm.

e los estados energéticos no equidistantes de una vibracién; esto significa que las
transiciones permitidas se vuelven menores en energia con el aumento del nimero

cuantico.

2.4 Region espectral de infrarrojo cercano (NIR)

La regidon de NIR del espectro electromagnético se extiende desde el final de la regién
visible hasta el comienzo de la regién de infrarrojo medio o fundamental (700-2500 nm o
14285-4000 cm1). Las bandas de absorcién mas prominentes que se observan en la region de
NIR (ver figura 3) estan relacionadas con los sobretonos y las bandas de combinacion de las
vibraciones moleculares fundamentales de los grupos funcionales C-H, N-H, O-H y S-H
observados en la regién de IR medio. Por tanto, la mayor parte de las especies quimicas y
bioguimicas exhiben bandas de absorcion Unicas en la regiéon de NIR que pueden ser utilizadas

para fines tanto cuantitativos como cualitativos.

Second Overtone Region Combination Band Region
Third Overtone Reiion First Overtone Region
| [ i
[ H0 D | | [H0
i 1 U lalm m
RCH ROH ROH | | |RGOH RCOR' | RGH
1N i g -
ArOH RNH, ArOH | RNH; AfOH CONH; RNH, POH RNH,
1 an | o [ ]
ArCH [RNHR'| ArCH Ar(H CONKR AH ! sH QONH; | [CONHyH)
| 3 - ! -
CH CH CH | CH | CHO | | CH|
LY |, | ccl | oy |
1 . | -
CHy CHs CHs [ CHy | 1 Lol CHh
700 200 1,100 1,300 1,700 1,900 2,100 2,300 2,500

Wavelength (nm)

Figura 3. Esquema de frecuencias de las bandas de absorcion mas importantes en NIR (NIR
Spectroscopy A Guide to Near-Infrared Spectroscopic Analysis of Industrial Manufacturing Processes,
2014)
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Las bandas de absorcion de NIR son tipicamente 10-100 veces mas débiles que las
correspondientes bandas de absorcion fundamentales en IR medio. Esta naturaleza resulta de
hecho una ventaja analitica, ya que permite el andlisis directo de matrices que presentan
elevada absorcion o scattering, tales como suspensiones, pastas y polvos. Las bandas de
absorcion de NIR son ademas muy anchas (50-100 nm) y altamente solapadas. Las bandas de
absorcién de NIR que ocurren a longitudes de onda mas altas son mas fuertes, agudas y mejor
resueltas que sus correspondientes bandas de sobretonos de mayor orden, las cuales emergen

a longitudes de onda mas cortas.

En adicién a la informacién contenida acerca de la composiciéon quimica de una matriz, los
espectros de NIR también contienen informacion fisica relacionada con la muestra. Por
ejemplo, las diferencias en el tamafio de particula producen un offset en la linea de base;
cuanto mas gruesas son las particulas, mayor es la penetracién de la luz y mayor es la

absorbancia.

En la regién espectral de NIR, la eficiencia de la dispersion de la luz y la absortividad
aumentan con la longitud de onda, mientras que el solapamiento de las bandas y la
penetracién disminuyen con la longitud de onda. Por tanto, la regiéon optima espectral para ser
usada en un analisis particular es determinada combinando las propiedades espectrales de
NIR con la performance analitica requerida, los requerimientos de muestreo y las propiedades
fisicas de la muestra. Por ejemplo, la medicion de un componente cuyas bandas no estan bien
separadas de las bandas de otros componentes en la matriz o que estad presente a bajas
concentraciones es mas facil de lograr en la region de longitud de onda mas larga, la cual

requiere el uso de un paso 6ptico mas corto o de una profundidad de penetracién menor.
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Capitulo 3

Métodos
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3. Métodos

En este capitulo se describiran los modelos matematicos y los métodos computacionales en
los que se basa el presente estudio, haciendo hincapié en el uso del problema inverso lineal

como filosofia de trabajo.

3.1 Problemainverso

La aplicacion de teorias fisicas y quimicas permite hacer predicciones: dada una descripcion
completa de un sistema quimico, es posible predecir los resultados de nuevas mediciones
experimentales aplicando la teoria adecuada. Este problema se conoce como el problema de
modelizacién, problema directo o forward problem.

Pero hay ciertos problemas en ciencia como es la extraccién de parametros (modelo) que
no pueden ser observados directamente. Por ejemplo, obtener informaciéon de un modelo de
reaccién quimica a partir de un numero finito de observaciones (por ejemplo, datos
espectroscépicos). Es aqui donde aparece un camino que nos permite obtener conocimiento
de parametros (niUmero de especies y reacciones, concentraciones y constantes cinéticas) de
un componente desconocido que pueden ser inferidos a partir de la observacién experimental
del sistema. Este tipo de situaciones pertenecen a la clase de problema conocido como

problema inverso. Es decir, un problema inverso es la “inversa” de un problema directo.

En términos generales, lo que se busca son las causas de los efectos observados
experimentalmente. Un modelo de reaccién quimica puede ser considerado como un problema
inverso. Basado en la postulacién de Hadamard acerca de los problemas bien planteados, un
modelo de reaccién quimica es a menudo llamado un problema mal planteado o ill-posed
problem, en el sentido de que pueden existir multiples soluciones que sean consistentes con

los datos experimentales (Hadamard, 1902).

Los problemas inversos son tipicamente inestables (altamente sensibles a errores en los
datos). Por esta razon, es necesario recabar a priori la mayor cantidad de informacién posible
sobre los parametros del modelo para poder resolver el problema; este proceso se conoce

como regularizacion.

Al aplicar el concepto de problema inverso para un modelo de reaccién o equilibrio quimico,
los parametros son derivados de los datos espectroscépicos. De esta forma, la aproximacion
de un problema inverso a un problema de autovalores se aplica para identificar los parametros
termodindmicos para el sistema en equilibrio. El procedimiento puede ser resumido en los

siguientes pasos.
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3.2 Expresién matricial de la ley de Lambert-Beer

La matriz Y (me x n) representa los datos espectroscopicos consolidados, donde m denota
el numero de espectros tomados en una etapa del experimento en lote o batch (cada etapa
tiene una condicion inicial), e indica el nUmero de etapas y n representa el nimero de canales
de datos asociados con el rango espectroscopico o espectral. Basandose en la ley de Lambert-
Beer, Y puede considerarse como resultante de una combinacion lineal de la matriz de
concentracién C (me x s) y de la matriz de espectros puros A (s x n), donde s denota el nimero

de especies o componentes observables en la mezcla (Spegazzini et al., 2011).

Dado que el paso optico es dificil de estimar en volimenes pequefios por espectroscopia
(modalidad ATR o no), el producto de las absortividades molares E (s x n) son normalizadas a
unidades de concentracion y de paso optico (L-molt-cm?). El paso 6ptico L (s x s) es
reemplazado por las componentes de espectros puros recogidos en la matriz A (s x n), la cual
define las absortividades normalizadas solo a la unidad de concentracion (L-mol?) (Billeter,
20009).

Por consiguiente, para mediciones espectroscopicas multivariantes y en funcién de una
variable (tiempo, temperatura, concentracion etc.), la ley de Lambert-Beer puede ser escrita de

acuerdo a la siguiente ecuacion:
Y=CLE=CA (18)

donde A=LE.

3.3 Espectroscopia de derivadas

La espectroscopia de derivadas utiliza las derivadas de primer o mayor orden de la
absorbancia con respecto a la frecuencia para el realce de las sefiales en el andlisis

cuantificativo.

Dado un espectro en el que se representa la absorbancia, A, como una funcién del canal de

rango espectral, A, el espectro de derivada se calcula como:
Derivada de orden n-ésimo:

d"A
= f(\ 19
=7 = f) (19)

En este trabajo se utiliza la segunda derivada como método de separacion de bandas que
se encuentran solapadas. La segunda derivada presenta una banda negativa con un minimo
que coincide con la frecuencia del maximo de la banda original. Ademas, presenta dos bandas

adicionales positivas satélites o “side-loops” a cada lado de la banda principal.
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Si se asume que la funcién espectral obedece la ley de Lambert-Beer, entonces existe una
relacion lineal similar entre la concentracion y la amplitud de la banda para todos los 6rdenes
de derivadas:

d"A  d"
- - T lc (20)
d\ d\

En la actualidad los espectros de derivadas son obtenidos principalmente aplicando
métodos matematicos. La ventaja de utilizar estos métodos es que el espectro derivado puede
ser calculado y recalculado aplicando diferentes parametros, y existen diferentes técnicas de

suavizado de espectros que permiten la mejora de la relacion sefal a ruido.

Uno de los métodos mas aplicados es el propuesto por Savitzky y Golay. Para calcular el
espectro de derivadas a una longitud de onda fija, se selecciona una ventana de n puntos de
datos y se ajusta un polinomio por minimos cuadrados (Savitzky & Golay, 1964):

Ax = a0+alk+K+an7\.n (21)

Una ventaja de este método es que puede ser utilizado para suavizar los datos, dado que el
ajuste por minimos cuadrados da una aproximacion suavizada a los puntos de datos originales.
Esta herramienta puede es utilizada para contrarrestar la degradacion de la relacion sefial /

ruido que es inherente al proceso de derivatizacion.

En el caso de las derivadas pares, el ancho de banda de la banda central derivada
disminuye con el aumento del orden. Comparando las bandas derivadas con aquellas sin
derivar, se observa un decrecimiento del ancho de la banda. Esta caracteristica puede ser
utilizada en el andlisis cualitativo para identificar la presencia de dos analitos con valores de
Amax muy similares que no pueden ser resueltos en el espectro de absorbancia original. Esta
situacién se muestra en la figura 4:
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Figura 4. Representacion de la sequnda derivada.
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3.4 Analisis espectroscépico en 2-dimensiones (2D correlation spectroscopy analysis)

La técnica de espectroscopia de correlacion bidimensional o 2DCOS fue introducida por
primera vez por Isao Noda en 1986. En su trabajo, postulé que la mejora de la resolucion
espectral puede ser lograda extendiendo los datos sobre una segunda dimension, y las
interacciones inter- e intramoleculares pueden ser estudiadas de forma detallada aplicando
2DCOS (Noda, 1989). Una matriz de datos Y centrada compuesta de espectros puede ser

descripta por la ecuacién (22):

Y=CA (22)

donde Y representa los espectros en filas, C es una matriz centrada que posee los perfiles de
concentracion en columnas y A consiste en los componentes espectrales puros centrados
dispuestos en filas. Por tanto, el mapa de correlacion sincronico puede ser calculado por la

ecuacion (23):
=YY (23)

donde Y es la matriz espectral dindmica o centrada, que es igual a Y — 1,y, donde 1,es el
vector p-dimensional de unos e yrepresenta el vector del espectro promedio de la matriz

espectral.

El mapa sincrénico es multiplicado por un factor de ajuste de 1/m-1, por razones de

simplificacién no aparece en la ecuacion. (T denota transposicién).

3.5 Determinacién de observables, analisis dinamicos de autovalores

La ecuacién de Lambert-Beer (ecuacién (18)) como se describié anteriormente puede ser

modelada como una combinacioén lineal:
Y=CA=ca; + ca; +... + ¢c,a, (24)

donde ¢ y a representan los vectores de concentracién y espectros puros de cada
componente. A continuacion, la estimacion del nimero de observables puede obtenerse a
partir del lado izquierdo de la ecuacién (25) (U-X). La descomposicién en valores singulares
(singular value decomposition o SVD) da como resultados tres matrices, de las cuales las dos
primeras (U-X) contienen informacion relacionada con procesos en el espacio o dominio de
concentracién; esta expresién es una representacién muy precisa de la relacién de la Lambert-

Beer para sistemas quimicos en solucion.

Y=UxXVT
C-A=UXV'T
C=UZX
A=VT

(25)
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La informacion contenida en X esta directamente asociada con el nimero de auto (eigen)
procesos 0 auto reacciones, los cuales son analizados por analisis de autovalores (valores
singulares al cuadrado); este método puede ser visto como un analisis exploratorio repetitivo de
una serie de matrices o subventanas de datos obtenidas a partir de un proceso en evolucion
para determinar el nimero significante de factores (Jiang et al., 2003). Esto es proporcional al
rango de la matriz y a la informacién quimica contenida, y puede ser asociado con el nimero
de observables (Amrhein et al., 1996; Bernard & Bastin, 2005; Hulhoven et al., 2005; Jiang et
al., 2003). De acuerdo a la formulacién de Amrhein (Amrhein et al., 1996; Bhatt et al., 2010), el

rango minimo para una matriz espectral se determina segun la ecuacion (26):

Rango (Y) = min (ntimero reacciones + 1, nimero de especies absorbentes) (26)

Si el sistema contiene s especies 0 componentes quimicos, habra s ecuaciones que
describan estos procesos, en donde s — 1 son independientes. Uno de los autovalores es cero
(corresponde a que una de las ecuaciones es dependiente), mientras que los restantes (s — 1)

autovalores son funciones de sus respectivas ecuaciones.

3.6 Resolucion de curvas por minimos cuadrados alternantes

Los métodos de resolucién de curvas por minimos cuadrados (auto modelado) comprenden
una familia de técnicas que intentan resolver un problema inverso lineal. Estas técnicas
resultan muy Utiles para la elucidacién de fendmenos de multicomponentes en sistemas
quimicos complejos. Los métodos suelen encontrarse en literatura como self-modeling curve
resolution (SMCR) o multivariate curve resolution (MCR) (de Leeuw et al., 1976; Lawton &
Sylvestre, 1971; Tauler et al., 1993).

MCR tiene como finalidad extraer, a partir de datos espectroscépicos, los perfiles de
concentracién y los componentes espectrales puros para un numero dado de especies o

procesos. Para llegar a estos resultados, se debe resolver la siguiente ecuacion:
Y=CA+R 27)

La ecuacion de arriba representa la Ley de Lambert-Beer extendida a mdltiples canales de
rango espectral en notacion matricial, donde C es la matriz de los perfiles de concentracion, A
es la matriz de los espectros puros en el rango espectral y R es la matriz de residuales. La
matriz R contiene las variaciones de absorbancia que no estan relacionadas con componentes
de importancia fisica o del modelo planteado. La descomposicién bilineal de la matriz de datos
original Y, proceso que no es trivial debido a la ambigtiedad rotacional, da como resultado
perfiles de concentracién y componentes espectrales puros con significado quimico-fisico. Los
perfiles de concentracion son invariantes en el rango espectral analizado y solo los espectros
puros dependen del rango de frecuencias seleccionado para el analisis (Czarnik-Matusewicz
et al., 2005; Spegazzini et al., 2008).
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MCR tiene por objeto obtener una matriz C y una matriz A que contengan un significado
quimico-fisico real, calculadas utilizando la matriz experimental Y multivariante y la

transformacion de la solucion tedrica obtenida por la descomposicion Y = U-Z-VT.

En particular, MCR basado en minimos cuadrados alternantes (singlas en inglés ALS) es un
método iterativo que calcula en cada ciclo nuevas matrices C y A, y que incorpora un set de
restricciones basadas en la informacién quimica disponible, no-negatividad (C y A > 0) y
balance de masas (3ci = 1), de tal forma que el valor de R resulte minimizado (norma 2) (Tauler
et al., 1993):

min [|[Y — CA] (28)
El proceso iterativo involucra las siguientes etapas:
1) Determinacién del nimero de especies o componentes, s, en la matriz de datos Y;
2) Estimainicial de A;

3) Dados Y y la estima inicial de A, se obtiene por minimos cuadrados C =

va* [ar=A(aTA) 7]
4) Dados Yy C, se obtiene por minimos cuadrados A = C*Y; [C* = (CTC)_1 CT] y

5) Se calcula Ycac utilizando las matrices C y A obtenidas. Si el criterio de
convergencia (R = 0.1) es alcanzado, el proceso finaliza. En caso contrario, se
reanuda en el paso 3 hasta alcanzar la convergencia. Cabe aclarar que C*y A* son
las pseudoinversas de las matrices C y A respectivamente. La pseudoinversa es

aproximada por SVD, dada una matriz H* = v §~* U™,

Una vez finalizado el proceso de minimizacion, es bien conocido que la descomposicion
bilineal de la ecuacion (27) presenta multiples soluciones, ademas de la regularizacién de un
problema inverso. Este problema, denominado ambigtiedad rotacional (Gemperline, 1999;

Tauler, 2001), puede ser facilmente demostrado a partir de la siguiente ecuacion:
Y = Coid Ao = (Cold T) (T71 Aold) = Chew Anew (29)

Existen un infinito nimero de soluciones posibles para cualquier matriz T de rotacion de

dimensiones (s X S).

Cuando se imponen restricciones en el proceso de resolucién este problema de
ambiguedad disminuye, pero las restricciones mas importantes que ayudan a encontrar una
solucion dnica son aquellas relacionadas con las regiones de selectividad en los datos, algo

que raramente se encuentra en matrices experimentales de datos cinéticos o equilibrio.

Para cada especie o componente quimico en particular, el set de posibles soluciones bajo

un nimero especifico de restricciones se define en un rango con un maximo y un minimo que
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fueron definidos por Gemperline y reformulados por Tauler (Gemperline, 1999; Tauler, 2001)

utilizando la siguiente ecuacién:
Y = Ci Ai = Ci Tmin Tr_mln Ai = Cmin,k Amin.k = Ci Tmax,k T‘r_n}tx,k Ai = Cmax,kAmax,k (30)

El objetivo es encontrar el T,,qx Y €l T, que define los valores minimos y maximos de las
posibles soluciones. Estos son calculados en el marco de un problema de optimizacion no-
lineal restringido. Este problema de optimizacion se describe matematicamente mediante la

siguiente ecuacion:

Ci
min — fi (T) = ||||(;(Ak|| conk=1,...,N (31)

donde, g (T)=0y g (T)<0y g, (T) = 0 es un vector de restricciones de igualdad y g; (T) es

un vector de restricciones de desigualdad.

Finalmente, el rendimiento del proceso de minimizacién (ecuacion (28)) puede ser evaluado
mediante dos parametros: R?, el cual representa la varianza explicada por el modelo en la

ecuacion (27), y el parametro llamado falta de ajuste o “lack of fit” (lof) (Tauler, 2007).
R2= 2i2¢5 (32)

donde di%j representan los valores calculados por el modelo en la ecuacién (32); y

~ 2
513 (-3 (39)

lof = 5
2i2id;
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4. Procedimientos experimentales

En este capitulo se describiran los procesos experimentales llevados a cabo para obtener
los datos a analizar, asi como la metodologia aplicada en el tratamiento de los datos

espectroscopicos obtenidos para su posterior analisis.

4.1 Preparacién de la muestra

La muestra fue preparada haciendo pasar agua corriente a través de carbon activado y
filtros de 6smosis inversa. Luego, la muestra fue destilada y purificada por un sistema Ultrapure
Water System (modelo GSR-200, Advantec, Japdn). La resistividad del agua purificada fue

mayor a 18.1 MQ cm=2,

4.2 Adquisicion de datos

A continuacién, se tomaron los espectros de NIR del agua, medidos en el rango de 10000 a
5400 cm? con una resolucion de 4 cm? con un espectrémetro FTIR/NIR Perkin Elmer
(Waltham, MA) utilizando una celda de cuarzo de 1 mm de paso Optico. El receptaculo de la
celda fue conectado a un bafio de agua, y la temperatura de la muestra fue controlada
mediante circulaciéon de agua termostatizada y medida utilizando un termémetro digital (CHINO
Japan Co. Ltd., Osaka, Japén) sumergido en la celda. Este arreglo del sistema permitié el
control y estabilizacion de la temperatura en +0.1 °C a 25 °C y #0.2 °C a 90 °C. Se co-
adicionaron un total de 512 mediciones para cada espectro. La muestra fue calentada de 4 a

92°C aintervalos de 2°C, produciéndose un total de 45 espectros.

4.3 Pretratamiento de espectros de NIR

Los espectros adquiridos fueron exportados y convertidos en archivos binarios de MATLAB.
Los datos experimentales correspondientes al equilibrio en estudio fueron dispuestos en una
matriz Y de (45 x 4600), cuyas filas contienen el nUmero de espectros obtenidos (a diferentes
temperaturas °C) y cuyas columnas contienen los valores de intensidad a diferentes longitudes
de onda (expresado en nimero de onda cm). Todos los espectros originales fueron
pretratados con correccion de offset (Kelly et al., 1989) para eliminar cualquier corrimiento

vertical en el espectro causado por utilizar un espectrémetro NIR con un Unico haz de luz.
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5. Resultados y discusién

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesina y
se discuten los mismos siguiendo como eje los resultados publicados en articulos publicados

en los Ultimos afos.

5.1 Andlisis unidimensional

El andlisis unidimensional realizado consiste, por una parte, en el analisis de las bandas que
emergen en todo el rango espectral considerado y, por otra parte, en el andlisis de la segunda
derivada aplicada a dichas bandas. Los resultados obtenidos para ambos casos seran
presentados a continuacion.

5.1.1 Analisis espectral

La figura 5 muestra el espectro de infrarrojo cercano (NIR) del agua en la regién de 10000-
5400 cm® (1000-1850 nm), tomado en un rango creciente de temperatura de 4 a 92°C a
intervalos de 2°C.
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Figura 5. Espectro de NIR del agua tomado en el intervalo de 4-92°C.

La banda dominante centrada alrededor de 7000 cm (1430 nm) se atribuye a la

combinacion de los modos de estiramiento o stretching del enlace O-H simétricos (vi) y
37



antisimétricos (vs), correspondientes al primer sobretono (ver figura 6). En el espectro se
observa un corrimiento del maximo de la banda de 6854 a 7040 cm-* (1459 a 1420 nm) cuando
la temperatura se incrementa gradualmente de 4 a 92°C. Este aparente desplazamiento del
maximo se atribuye al hecho de que los enlaces de hidrégeno intermoleculares generalmente
se debilitan con el aumento de la temperatura dando lugar a un fortalecimiento de los enlaces
covalentes O-H, lo que provoca la vibracién de los mismos a mayores frecuencias (Segtnan et
al., 2001).

Asimismo, se observa en el rango de 6940 cm (1440 nm) una zona en la cual la banda

permanece invariante, atribuida al punto isosbéstico.

! T

O O -
7 \H H/ \“H H" \H
4 N N ¥ y

A% A%

2 3

Figura 6. Modos vibracionales del agua: vi modo de estiramiento simétrico, V2 modo de flexion y vs
modo de estiramiento antisimétrico.

Por otra parte, se puede observar que la banda dominante estd conformada por dos bandas
correspondientes a las frecuencias de vibracion de dos grupos de especies moléculas de agua.
Por un lado, se encuentra una banda centrada a 6854 cm (1459 nm) que disminuye con el
aumento de la temperatura, perteneciente a las especies con enlaces de hidrégeno (HB).
Asimismo, se puede ver una segunda banda centrada a 7040 cm! (1420 nm) que aumenta con
el incremento de la temperatura, perteneciente a las especies con enlaces O-H debilitados o
rotos (NHB).

La “cola” a 5400 cm- (2000 nm) corresponde a los modos fundamentales de estiramiento
del enlace O-H (vi, vs) (Siesler et al., 2002).

La figura 7A muestra el primer espectro a 4°C (banda azul) y el Gltimo espectro tomado a
92°C (banda roja). La banda azul corresponde a las frecuencias en las que se encuentran
mayoritariamente las moléculas de agua con puentes de hidrégeno, mientras que la banda roja
se corresponde con las frecuencias en las que absorben mayoritariamente las especies con
grupos OH libres. Por otra parte, la zona interlineada corresponde a las frecuencias
compartidas entre ambos grupos de especies. Asimismo, se puede observar una zona estéatica

o invariante alrededor de 6900 cm™, correspondiente al punto isosbéstico.

La figura 7B y la figura 7C muestran las variaciones del espectro del agua obtenidas
aplicando espectroscopia de diferencia. En el caso de la figura 7B, la banda roja representa los

cambios producidos mayoritariamente a altas temperaturas, mientras que en la figura 7C se
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observan la banda azul representa los cambios producidos a bajas temperaturas. En ambas
figuras se puede observar la region del espectro (representada por la banda verde) que

permanece invariante, lo cual se encuentra en concordancia con lo observado anteriormente.
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Figura 7. Espectro de NIR del agua a 4 y 92°C (a), espectros de NIR obtenidos por espectroscopia de
diferencia (b y c).
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A partir de estas observaciones se genera un nuevo espectro en el que se observan las
variaciones en todo el rango de temperaturas medido.

La figura 8 muestra el espectro completo de NIR del agua luego de aplicar la técnica de
espectroscopia de diferencia. Esta técnica permite analizar los cambios espectrales inducidos
por determinadas perturbaciones y realzar aquellos rangos de frecuencia que son mas
sensibles a la perturbacion aplicada.
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Figura 8. Espectro de NIR del agua obtenido aplicando espectroscopia de diferencia.

En esta figura se pueden observar las perturbaciones del espectro en funcién de la
temperatura y a qué componentes o especies se deben mayoritariamente esos cambios. Se
observan zonas azules o “frias”, pertenecientes a cambios observados a baja temperatura, y
zonas rojas o “calientes”, debidas a cambios producidos a alta temperatura. Siguiendo este
procedimiento se puede observar una diferenciacion entre aquellas frecuencias que
corresponden a las especies con puentes de hidrégeno, que disminuyen con el aumento de la
temperatura, y aquellas que corresponden a los grupos O-H libres, que aumentan con el
incremento de la temperatura. De esta manera se puede ‘romper’ parcialmente la ambigliedad
o incertidumbre de la procedencia de cada variacién, y observar en qué frecuencias se

encuentra distribuido cada componente.
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5.1.2 Analisis de derivadas

La figura 9A muestra la segunda derivada con respecto a la frecuencia aplicada al espectro
de NIR a temperaturas entre 4 y 92°C. El propésito de analizar la segunda derivada es realzar
las diferencias en los espectros y ver o separar bandas que se encuentran solapadas en los

mismos.

Se puede observar que la banda ubicada entre 6000 y 7500 cm! consiste de al menos
cinco componentes. Las bandas de mayor intensidad (ubicadas a 7087 y 6840 cm)
corresponden a las especies con grupos O-H libres y a las especies con puentes de hidrégeno,
respectivamente. Ademas, se puede observar un “hombro” de baja intensidad cercano a 7440

cmt que se atribuye a un modo vi+vz+v (v: modo rotacional) (Siesler et al., 2002).

Cabe resaltar que la segunda derivada indica principalmente la variacion de intensidad de
las bandas en el dominio de frecuencias y la velocidad del cambio. Se observa en la misma
que las bandas con intensidades elevadas se corresponden con cambios producidos en rangos
de frecuencia cortos, mientras que multiples cambios producidos en rangos de frecuencia mas
grandes dan lugar a bandas de menor intensidad y mayor ancho, efecto conocido como

ensanchamiento inhomogéneo (‘inhomogeneous broadening’) del puente O-H.

La figura 9B muestra la segunda derivada a 4°C (linea azul) y a 92°C (linea roja). En la
misma se puede observar la separacion o pseudo deconvolucion de las bandas observadas en
el espectro crudo. La intensidad de cada pico esta relacionada con la velocidad de cambio con
respecto a la frecuencia de cada banda obtenida en el espectro crudo. En este espectro se
pueden observar las principales bandas que se encuentran presentes a temperaturas bajas y

aquellas que aparecen y prevalecen cuando aumenta la temperatura.
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Figura 9. Segunda derivada aplicada al espectro completo de NIR del agua (a) y sequndas derivadas a 4 'y
92°C (b).
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La figura 10 muestra la segunda derivada con respecto a la frecuencia del espectro de NIR
del agua, diferenciada entre zonas frias y calientes. Este andlisis permite ver la aparicion o
desaparicién de las bandas a medida que se incrementa la temperatura. En el caso de las
zonas azules, se puede observar la banda a 6840 cm-, previamente asignada a las distintas
moléculas de agua con enlaces de hidrogeno. En el caso de las zonas rojas, se puede
observar la banda a 7087 cm! asignada a los grupos O-H libre. Por otro lado, se observa una
banda a 6950 cm? compartida entre las zonas azules y rojas, correspondiente al punto

isosbéstico.
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Figura 10. Segunda derivada diferenciada entre zonas frias y calientes

La figura 11 muestra la segunda derivada aplicada al espectro de diferencias en la figura
7A. En estas dos figuras se pueden observar los cambios producidos en las bandas al moverse
de la zona de bajas temperaturas a la zona de altas temperaturas, y aquellas bandas que
permanecen invariantes. En el caso de la zona de baja temperatura, se observa la aparicion de
la banda correspondiente a las especies con puentes de hidrégeno. Al desplazarle a mayores
temperaturas se produce la maximizacion de la banda correspondiente a los OH libres,

localizada a 7087 cm™.
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Figura 11. Variaciones de la segunda derivada y maximizacion de las bandas a temperaturas altas (a) y
bajas (b).
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Como se menciond anteriormente, la segunda derivada maximiza los cambios ocurridos en
rangos cortos de frecuencia; si la sefial es de baja frecuencia (se dan mdltiples cambios en
rangos grandes de frecuencia), se obtienen bandas de baja intensidad y se observa un
ensanchamiento inhomogéneo. Por otro lado, si la sefial es de alta frecuencia se obtienen
bandas mas estrechas y de mayor intensidad, como se observa en el caso de la banda
correspondiente a los OH libres.

5.2 Espectroscopia de correlacidon bidimensional (2DCOS) — mapa sincrénico

En el mapa sincronico se puede observar la informacion relacionada con las bandas
estudiadas y la correlacion que existe entre las mismas. Sobre la diagonal del mapa se
encuentran los autopicos (autopeaks) que muestran la correlacion de la banda consigo misma.
Por otro lado, fuera de la diagonal se encuentran los picos cruzados (cross-peaks) que

muestran la correlacién entre la banda considerada y otra banda situada a diferente frecuencia.

En la figura 12 se muestra el mapa sincrénico (®) de 2DCOS para el agua. En la diagonal
se pueden observar dos autopicos que contienen informacion relacionada con las especies con
puente H y con OH libre. El primer autopico se encuentra a 6721 cm relacionado con las
especies con puente H (se corresponde con la banda asignada a 6854 cm en el analisis
unidimensional). Por otro lado, se observa un segundo autopico a 7089 cm-1, relacionado con el
OH libre (banda asignada a 7087 cm-1).
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Figura 12. Mapa sincrdnico (®) de 2DCOS para el agua.
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La finalidad de 2DCOS es poder extender en una segunda dimensién los cambios
dinamicos o simultaneos en fase (in-phase) que ocurren en el dominio frecuencia. Se puede
observar fuera de la diagonal una correlacién cruzada (cross-correlation) entre ambas bandas
(6723 cm-?, 7089 cm-?). El signo de esta correlacion es negativo, lo cual indica que los cambios
observados se producen en la misma direccion, pero con sentidos opuestos. La region a 6723
cm relacionada con el puente H esta en detrimento (|) en funcién de la temperatura, mientras

gue la region a 7090 cm-?, relacionada con el OH libre, esta en aumento (1).

Cabe destacar que los mapas de 2DCOS estan enfocados en el analisis de la dinamica de
la banda y a la asignaciéon de las mismas. Se puede observar también el fenémeno de
ensanchamiento inhomogéneo de la banda de puente OH donde hay un solapamiento de
multiples lineas o bandas de absorcion, razén por la cual se observa una mayor dindmica de
cambio en la region de 6723 cm. Este ensanchamiento se produce porque existen multiples

familias de especies con puente H.

Para un analisis mas exhaustivo se puede extraer la diagonal (autopico) de la matriz ®, que
se muestra en la Figura 13. Lo que se observa en esta figura es la varianza de la dindmica de
la matriz de agua, y puede verse que existen dos bandas dindmicas con sus respectivos
maximos. Por un lado, se encuentra una banda a 7090 cm-! la cual resulta ser mas estrecha y
en forma de aguja. Esto podria indicar que existe un ensanchamiento homogéneo en ese rango
de frecuencia y que el comportamiento de la banda de absorciéon del OH libre puede ser

descripto en pocas frecuencias o line-shapes.
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Figura 13. Representacion de los autopicos presentes en la diagonal del mapa sincrénico del agua.
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A partir del analisis realizado se corrobora la informacion relevante extraida del analisis

unidimensional, agregando la informacién de la dinamica de las bandas en simultaneo.

5.3 Determinacion de nimero minimo de reacciones o procesos

El nimero de especies fue determinado por el analisis dinamico de autovalores realizando

SVD sobre la matriz espectral dependiente de la temperatura.

La figura 14 muestra los autovalores (en unidades logaritmicas) como una funcién de la
posicion de las filas consideradas en la matriz de datos que corresponden a la direccion de

incremento de la temperatura.
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Figura 14. Representacion de los autovalores de la matriz de datos en funcion de la temperatura.

En un andlisis preliminar se tiene en cuenta un umbral en -2 (escala logaritmica) que separa
los contribuyentes mayoritarios de los minoritarios; por lo tanto, 3 factores son considerados.
En un analisis mas exhaustivo, se obtiene para el primer factor (PC1) tiene una varianza
capturada del 99,72% y para el segundo factor (PC2) una varianza capturada de 0,27% con
una varianza acumulada total de 99,99%. Por otro lado, para el tercer factor (PC3) se obtiene

una varianza capturada de 0,01%; por lo tanto, éste se considera despreciable.
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En base a estos resultados, en el presente analisis se tomaran dos factores significativos en
lugar de 3, aunque un tercer factor podria ser considerado para estudios a futuro en los que se

requiera un analisis y modelado mas exhaustivo.

Continuando con el andlisis de la figura 14, se observa que ambos factores o contribuciones
emergen al mismo tiempo al principio del experimento, mostrando alta variabilidad a
temperaturas iniciales (4 a 30°C). Este nUmero es consistente con la formulacién de Amrhein
para predecir el nimero de especies y procesos (Amrhein et al., 1996). Se puede inferir que
esta contribucién esta relacionada con dos especies correlacionadas con la formacion de un
estado en equilibrio entre especies de agua con y sin puente hidrégeno. Como se establecié

anteriormente (ver ecuacion (26)), para una matriz espectral Y se cumple lo siguiente:

Rango (YY) = min (nimero reacciones + 1, nimero de especies absorbentes)

Por lo tanto, para el sistema en estudio se obtiene:
Rango (Y) = min (1 +1, 2)
Rango (Y) =2

Por un lado, un factor puede ser interpretado como la contribucién a las especies de agua
que forman puente hidrégeno (HB) que estan en detrimento en funcién de la temperatura,
mientras que el otro factor puede ser atribuido a especies de agua en su forma semi o

totalmente libre (NHB) que se incrementan con la temperatura.

5.4 MCR basado en ALS

Como se ha mencionado anteriormente MCR-ALS extrae, a partir de espectros de absorcién
medidos del agua, los perfiles de concentracion y los componentes espectrales puros para un
numero dado de especies. Para llegar a estos resultados, se resolvio la ecuacion (27) descripta

anteriormente.

A partir de la informacion provista por el analisis dinamico de autovalores se deduce dos
especies 0 componentes mayoritarios en el agua. Cabe aclarar que no hay forma directa de
saber exactamente el nUmero real de componentes estructurales para el agua de 4 a 92°C. Por
tanto, la Unica posible via de resolver el problema inverso, en un modelo de especies en agua,
es a través de un método de resolucion de curvas basado en ALS, a partir de las
observaciones espectrales. Finalmente, los calculos de MCR basado en ALS fueron llevados a

cabo para este estudio.

En el proceso de optimizacion, en el cual se aplica ALS a la matriz Y (45x4600)
[Temperatura (°C) x Numero de onda (cm1)], se impusieron dos restricciones: no-negatividad y
balance de masa para los perfiles de concentracion, los espectros puros a resolver, y también
normalizacién del area. Los resultados de la optimizacion dieron lugar a la matriz C (45x2), la
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cual contiene los perfiles de concentracion para los dos componentes y la matriz A (2x4600),

que contiene los respectivos espectros puros.

La figura 15 muestra los perfiles de concentracion de las especies quimicas. En la misma se
pueden observar dos componentes, uno que incrementa su concentracion con el aumento de
temperatura y otro que disminuye su concentracion conforme aumenta la temperatura. Estos
dos componentes fueron atribuidos anteriormente (Libnau, Toft, et al., 1994; Sasié et al., 2002)
a las especies con enlaces de hidrégeno predominantes a baja temperatura, y a los grupos OH

libres o “free OH” que se forman con el aumento de temperatura, respectivamente.

Adicionalmente, se puede observar las consecuencias de usar la restriccion de balance de
masa en ambas especies, dejando en evidencia que esta restriccion mejora los resultados de
la resoluciéon de curvas. Desde un punto de vista quimico-fisico, mejora resoluciéon en la
linealidad de los perfiles de concentracion para [HB] + [NHB] = 1, y desde el punto de vista de
un proceso de optimizacion disminuye el numero de iteraciones para alcanzar el minimo. Cabe
destacar que en este caso no se necesita informacién externa, donde usualmente se utiliza un
factor de correccién basado en la intensidad del punto isosbhéstico, para calibrar los espectros
puros resueltos y obtener los perfiles reescalados de concentracién por minimos cuadrados
(Libnau et al., 1994; Sasi¢ et al., 2002; Walrafen & Monosmith, 1984).
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Figura 15. Perfiles de concentracion de los componentes puros en el rango de 4-92°C obtenidos por MCR-
ALS.
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La figura 16 muestra los espectros puros resueltos; en la misma se observan dos bandas,
una mas ancha y con un maximo a 6800 cm, atribuida a las especies con puentes de
hidrégeno, y una segunda mas aguda y cuyo méaximo se encuentra a 7068 cm-, atribuida a las
especies con grupos OH libre. Se puede observar que la separacion de las bandas fue
satisfactoria y que los resultados se encuentran en concordancia con lo discutido en secciones

anteriores.

Por otro lado, se utilizaron el R2 y el lof para determinar la bondad del ajuste. En este caso,
se obtuvieron un valor de R2de 0,9984 y un valor de lof de 0,034%. Por tanto, se puede afirmar

que el ajuste es satisfactorio.
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Figura 16. Espectros puros de las especies recuperados por MCR-ALS.

Como se menciond en secciones anteriores, la solucion hallada es solo una de un namero
posible de soluciones para la ecuacion (27), afectada por ambigiiedad rotacional. Por esta
razoén, se calcularon adicionalmente las zonas de fiabilidad para el sistema estudiado, teniendo
en cuenta las restricciones introducidas en el algoritmo de ALS. Los resultados hallados se

muestran a continuacion.

En la figura 17 se presentan las zonas de fiabilidad para los perfiles de concentracion y los
espectros puros calculados. Como se puede observar en ambos casos, los perfiles de
concentraciéon y espectros puros de cada especie se encuentran dentro del area de fiabilidad
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obtenida. Esto significa que el modelo de dos componentes es fiable basado en nuestras
observaciones espectrales. Cabe aclarar la introduccion de restricciones de no-negatividad y
balance de masa reduce el area de fiabilidad considerablemente. Todo resultado fuera del area
de fiabilidad no es correcto y se deben seguir refinando los componentes (dominio
concentracién y espectral) en el proceso de optimizacion por ALS.
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Figura 17. Areas de fiabilidad en ambigiiedad rotacional para los perfiles de concentracion (a) y los
espectros puros (b) obtenidos por ALS.
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5.5 Célculo de entalpia de puente hidréogeno

Con el fin de calcular la entalpia de puente hidrégeno se planted el equilibrio entre la forma

libre (OHF) y enlazada (OHg) de forma tal que

OHj = OHy

Este equilibrio de dos estados con distinto grado de formacion de puente hidrogeno se

esquematiza en la figura 18, basandose en los resultados obtenidos en secciones anteriores.

Puente hidrégeno mayoritario (HB) OH libre mayoritario (NHB)

4 — 92°C

Figura 18. Modelo de dos estados para el agua.

Para calcular los pardmetros termodinamicos se realiz6 un grafico de van’'t Hoff, del cual se
obtuvo el valor de entalpia de 2,3 kcal'-mol* y un valor de entropia de 6,7 cal-mol*-K* para el
intervalo de temperatura de 4-92°C. La figura 19 muestra el gréafico de In K vs 1/T; se puede
observar que los datos del modelo analizado se ajustan perfectamente a una funcion lineal, lo
cual permite calcular la entalpia de puente hidrégeno a partir de la pendiente de la recta y la

entropia a partir de la ordenada al origen, siguiendo la ecuacién:

K= ——x—+— (34)

[0H]F

donde K = .
[0H]B
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Figura 19. Grdfico de van't Hoff del equilibrio (OHs = OHr) por ruptura de puente hidrégeno en agua
liquida.

El gréfico de los residuales, el cual se puede observar en la figura 20, muestra que los

mismos son al menos tres érdenes de magnitud menores que los datos analizados.
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Figura 20. Grdfico de residuales obtenidos para el ajuste llevado a cabo.

Los parametros del ajuste lineal fueron obtenidos utilizando la herramienta de curve fitting

de MATLAB, y son resumidos a continuacion:
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Tabla 1. Parametros estadisticos del ajuste aplicado.

Parametros del ajuste

Pendiente Ordenada al origen Suma de R? Error cuadrético
cuadrados de medio (RMSE)
los residuos
(SSE)
Valor | 1168 (1166,1169) | 3,352 (3,346, 3,357) 9,871x10° 0,99 0,001515

Finalmente, el valor de entalpia de puente hidrégeno obtenido se encuentra dentro del

rango reportado en publicaciones anteriores (Hare & Sorensen, 1990; Libnau, Toft, et al., 1994;

Sasi¢ et al., 2002; Walrafen & Monosmith, 1984). Al resolver los espectros de agua sin

predeterminar las formas de las bandas subyacentes, se puede concluir que el equilibrio

planteado da una descripciéon valida del proceso temperatura dependiente de ruptura del

puente de hidrégeno en agua liquida.
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6. Conclusiones y perspectivas a futuro

En esta tesina se presentd una metodologia para resolver un problema quimico planteado
desde el punto de vista de un problema inverso lineal, utilizando analisis espectroscopico en 1-
dimension y 2-dimensiones, analisis del factor para recabar informacion y, a posteriori, un
método de descomposicion bilineal basado en minimos cuadrados para la identificacion de

parametros termodinamicos.

En particular, se obtuvo el valor de un pardmetro como la entalpia a partir del analisis
espectroscépico y la aplicacion de una aproximacion libre de calibracion. Los resultados
obtenidos se encuentran dentro de los resultados publicados anteriormente, lo cual confirma la
utiidad de la espectroscopia como herramienta analisis, asi como para la extraccién de

parametros en modelos quimicos de diversa complejidad.

Como se estableci6 a lo largo de este trabajo, entender la dinamica del enlace de hidrégeno
representa un aspecto crucial para lograr una mejor comprension del rol del agua en procesos
fundamentales como la solvatacién de moléculas orgénicas, el plegamiento de proteinas y la
formacion de membranas en sistemas biol6gicos y, por otro lado, en procesos quimicos que

son relevantes para la industria como las reacciones de polimerizacion.

Los resultados obtenidos son prometedores, si bien es importante continuar con el estudio
para lograr un mayor entendimiento de las especies involucradas y su interaccién, ademas de
estudiar los cambios que podrian observarse en un ambiente quimico con distintos solutos

presentes (por ejemplo, alcoholes y proteinas).

En el futuro se espera continuar con el estudio del comportamiento del enlace de hidrégeno
en sistemas acuosos, combinando la metodologia aplicada en el presente trabajo con calculos

tedricos de mecanica cuantica.
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