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Resumen.

Se realizé un experimento con mediciones directas de pCu (electrodo de ion
selectivo) adicionados con cinco concentraciones de diferentes agentes quelantes (EDTA,
NTA, CDTA, etilendiamina y glicina) para probar que la concentracién de cobre total
(2x10-5M) no es la que influye en la toxicidad para los organismos. Se encontré que la
concentracién total se encuentra fuertemente influenciada por la actividad del ion libre de
Cobre?* debido a la complejacién quimico-orgdnica del metal con el ligando. La
concentracién del quelante también influye en los cambios de dicha actividad: a mayores
concentraciones del quelante corresponde una mayor actividad iénica que se refleja en un
mayor porcentaje de sobrevivencia. Se determiné que la capacidad de complejacién del
quelante actiia sobre la actividad i6nica, siendo el CDTA (1x104M), el que present6 la méas
alta capacidad de complejacién (pCu = 13.59, 100% de sobrevivencia) y la glicina, que a la
misma concentracién, presenté una capacidad menor (pCu =9, 0% de sobrevivencia). El
uso del Electrodo de lon Selectivo proporciona datos reales en la medicién de dicha

actividad sobre la concentracién de la forma iénica del metal en un medio determinado.



1.- Introduccion:

El efecto de los metales traza y de su quelacién por sustancias
orgénicas de origen natural o por sus homoélogos, ha sido objeto de
estudios, desde hace algunos afios, pero no ha sido acompafiado por un
estudio paralelo sobre la especiacién quimica de los metales y el estado en
que éstos se encuentran presentes en el medio. Este acercamiento, que es
importante en estudios analiticos y geoquimicos, puede tener aplicacién en

estudios relacionados con toxicidad.

La formacién de complejos es importante desde diferentes puntos de
vista, en la quimica de aguas naturales y residuales. Los complejos
modifican las especies metalicas en solucién, por lo general reduciendo la
concentracién de los iones metilicos libres de modo que se alteran los
efectos y propiedades que dependen de esta concentracién. Estos efectos
incluyen aspectos como la modificacion de la solubilidad, la toxicidad y
posiblemente las propiedades bioestimulatorias de los metales y la

adsorcién de los metales en solucion.

Varios estudios sobre la importancia de la complejacién producida
por ligandos biol6gicos y sus efectos en la especiacién del cobre y su
toxicidad para las algas en ambientes naturales, han demostrado efectos
benéficos concerniente a la productividad cuando se adicionan quelantes
artificiales a los medios de cultivo de fitoplancton (Barber, 1973; Bin Xue y
Sigg, 1990 ). Algunas estrategias biologicas para resistir a la toxicidad por
metales implican un mecanismo de complejacion de los metales
produciendo ligandos ya sea fuera de la célula o en la superficie de la

misma (Folsom et al., 1986). Por ejemplo, un quelante polipeptidico



extracelular producido por Anabaena cylindrica la protege de la toxicidad del
cobre (Fogg y Westlake, 1955) y se han demostrado efectos similares con

otros exudados de microlgas benténicas.

Los agentes complejantes son importantes para reducir la toxicidad
del cobre en los medios de cultivo (Manahan y Smith, 1973; Fitzgerald y
Faust, 1963) mediante el control de la actividad del ion de cobre.

Las observaciones con tres especies fitoplant6énicas en condiciones de
laboratorio llevadas a cabo por Sunda y Guillard (1976) y Anderson y
Morel (1978), demostraron que la toxicidad por cobre se encuentra
tnicamente determinada por la actividad del ion. Bin- Xue y Sigg (1990), al
utilizar NTA en los medios de cultivo de Chlamydomonas rheinhardii,
demostraron que la toxicidad de cobre no depende de la concentracion

total, sino de la actividad del ion libre.

La capacidad de complejacion del cobre y las constantes de
complejacién en los medios para el cultivo de fitoplancton pueden ser
medidas después de la adicién de altas concentraciones de cobre, usando
diferentes técnicas, tales como columnas de intercambio catiénico (Stolzberg
y Robin, 1977), titulacién potenciométrica con un electrodo de ion selectivo
(Swallow ef el., 1978; McKnight y Morel, 1978; Belli y Zirino, 1992) y un
intercambio i6nico con MnO, (Sueur et al., 1982), voltametria de pulso

diferencial de desnudamiento anédico (Fisher y Fabris, 1982; Seritti ef al.,
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1986), aislamiento por una columna de extraccion Sec Pak CI8 vy
determinacién por cobre organico (Zhou y Wangersky, 1985, 1989).

Concentraciones de cobre tan bajas como 1 ppb pueden ser téxicas para
varias especies fitoplant6nicas (Steemann Nielsen y Kamp-Nielsen, 1970;
Mandelli, 1969; Erickson, 1972; Martin y Olander, 1971). El cobre es téxico
para la diatomea Phaeodactylum tricornutum en concentraciones que exceden
de 2 mM en ausencia de quelantes, pero no es téxico para la misma
microalga en concentraciones de 5mM cuando es complejado con EDTA
(Spencer, 1957). La quelacién de cobre por nitriloacetato o citrato también
reduce la toxicidad para las algas (Erickson ef al., 1970; Steemann Nielsen y
Kamp-Nielsen, 1970). Gréficas de inhibici6n de crecimiento en Thalassiosira
pseudonana contra la concentracién del cobre en un medio que contiene
EDTA o histidina, nos muestran una tendencia parecida a las curvas de
titulacién potenciométrica, ya que la inflexién de la curva ocurre en el
punto donde la concentracién de cobre excede a la del quelante (Davey et

al., 1973).

Todos estos experimentos evidencian que la toxicidad del cobre para
las algas esta relacionada con los cambios en la actividad del ion libre de
este metal y no directamente con su concentraciéon total; por otra parte, en
ninguno de estos estudios la actividad del ion de cobre fue medida
directamente en el medio de cultivo, sino que fue calculada. En este trabajo
se medira. la actividad del ion utilizando un electrodo de ion selectivo, se
comparara con la calculada y con los resultados reportados en un trabajo

clasico (Sunda y Guillard, 1976) sobre la relacién entre la toxicidad del



cobre y su actividad, empleando el mismo organismo utilizado en ese

estudio.

Este tipo de experimento permite determinar el grado de toxicidad
presentado por la actividad del ion de cobre y como es transformada
debido a la complejacién quimico-organica, permitiendo reducir la
toxicidad para un organismo determinado; ademés el uso del electrodo de
ion selectivo nos permite realizar mediciones directas y rapidas durante la

experimentacién.



2,- Objetivo.

Demostrar que la toxicidad de cobre en Thalassiosira pseudonana es
una funcién de la actividad del ion libre medida directamente con un
electrodo de ion selectivo en el medio de cultivo. Para ello se utilizan: NTA,
EDTA, CDTA, glicina y etilendiamina como agentes quelantes a diferentes
concentraciones y se mantendran constantes el pH (8.4) y la concentracién

total de cobre (2x10-°M).

2.1.- Objetivos Particulares:

+ Evaluar la toxicidad para Thalassiosira pseudonana a diferentes
concentraciones de cinco agentes quelantes y demostrar que la adicién
de agentes quelantes reducen la concentracién del ion de Cu libre

modificando la toxicidad.

* Comparar la capacidad de quelacién de los diferentes agentes quelantes.

Modelar los efectos de quelacién y compararlos con los experimentales.



3.- Metodologia .

El experimento const6 de tres partes: En la primera etapa se llev6 a
cabo la axenizaci6én, tratamiento y aclimatacion a los medios de cultivo de
Thalassiosira pseudonana. La segunda etapa consisti6 en la limpieza y
calibracién del electrodo de ion selectivo y el calculo de las concentraciones
de los quelantes y el rango de pCu utilizados en el experimento por medio
del programa MICROQL. Durante la tercera etapa del experimento se
realizaron las prueba de toxicidad con los cultivos de Thalassiosira
pseudonana y las mediciones directas del pCu dentro de los mismos con el
electrodo de ion especifico. A continuacién se describen cada una de las

fases del experimento:

3.1.- Preparacién, axenizacion y aclimatacién de los medios de

cultivo para Thalassiosira pseudonana.

Para axenizar los cultivos, se realizaron bafios con antibi6ticos de la

cepa experimental, de la siguiente manera:

- A 10 ml de cultivo se aplicé ultrasonido durante medio minuto para
separar las bacterias de la pared celular, posteriormente se centrifugaron
por 5 min. a 3000 RPM, separandose el sobrenadante; las microalgas se
resuspendieron en medio f/2 con las siguientes concentraciones de

antibi6ticos: 10 mg/1 de estreptomicina durante 8 hrs. con una aplicacién



posterior de 50 mg/1 de penicilina por 12 hrs. alternadamente, con 24 hrs.
de descanso después de cada baiio. Para probar la efectividad de los bafios
se realizaron pruebas con bactopeptona preparada con 1 g/l de agua de
mar al 75% en tubos de ensaye con tapén de rosca de 20 ml, con nueve
mililitros de agua peptonada y un mililitro del cultivo que se incubaron a
30°C y se revisaron durante tres dias. Los baiios se suspendieron cuando las

pruebas resultaron negativas al crecimiento bacteriano.

Para el cultivo de la microalga se utiliz6 medio f/2 (Guillard y
Ryther, 1962) (tabla 1), preparado con agua de mar filtrada a través de
filtros de membrana con diametro de poro de 0.2 pm. Los cultivos se
prepararon en matraces Erlenmeyer de 250 ml, previamente enjuagados con
HNOsal 15% para minimizar la contaminacién por metales. Se esterilizaron
en autoclave por 15 min. a 15 psi. La iluminacién se proporcioné por medio
de luz fluorescente (Sylvania Co., Cool White). Los cultivos experimentales
fueron inoculados con cultivos axénicos en crecimiento exponencial en

medio f/2, preparado sin cobre y en recipientes libres del mismo.

Tabla I.- Composicién del agua de mar enriquecida con el medio f/2

COMPONENTE CONCENTRACION COMPONENTE CONCENTRACION

Nutrientes mayores Vitaminas
NaNO; 888y M Tiamina 0.1 g/
NaH;PO;, . Hy0 363 p M Biotina 0.5 mg/l
Na,8i0; . 9H,0 100 p M Bia 0.5 mg/l
Metales traza Metales traza
FeCl, 1.0pM CoCl . 6H,O 0.05 uM

CuSO, 0.04 p M MnCl .4H,0 0.9pM




La aclimatacion, de los cultivos de Thalassiosira pseudonana, consistié en
afiadir la minima y méaxima concentracién de cada uno de los quelantes en
los medios de cultivo. Esto se realizé para determinar si los quelantes eran
toxicos por si mismos. Ademas se utilizé6 un cultivo de referencia sin
quelante, para determinar la toxicidad del cobre en la concentracion

utilizada en el experimento.

3.2.- Limpieza y calibracién del electrodo de ion selectivo.

Para esta etapa se utilizé6 un potenciémetro Orion (92-13), equipado
con un electrodo de ion selectivo y uno de referencia. El electrodo de ion
selectivo se limpié con una mezcla de diamante y se lij6 hasta obtener una

superficie totalmente brillante.

Se procedi6 después a su calibracién utilizando para ello una
titulacién con gotas de hidréxido de sodio (NaOH) y écido clorhidrico
(HCI) a una solucién de agua de mar artificial con un amortiguador de
etielndiamina-Cu y glicina-Cu (Belli y Zirino, 1992) llevandola desde un
pH=5 hasta un pH=8 y viceversa para determinar la reversibilidad del
electrodo. Con los resultados de la titulacién y el pCu calculado, con el
programa MICROQL, se determin6 la pendiente de la recta, cuando los
resultados mostraron una pendiente de 27.5, se consideré la calibracién
como correcta (Belli y Zirino, 1992).

Las concentraciones adecuadas de los quelantes para los cultivos, al

igual que su grado de complejacién con el cobre se calcularon con el
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programa MICROQL (tabla 2) (Westall, 1986). La concentracién se
determinaba de acuerdo al resultado de pCu calculado por el programa,
que debia estar dentro del intervalo de pCu (9—13.5) determinado por

Sunda y Guillard (1976) para el crecimiento de Thalassiosira pseudonana.

Tabla II.- Concentracién de quelante a utilizar en los medios de cultivo y su pCu
calculado con el programa MICROQL.

QUELANTE [M] pCu QUELANTE [M] pCu
EDTA 2.00 x 107 9.31 GLICINA 1.10x 103 11.50
2.10x 107 10.68 3.80x 107 12.80

2.70x 107 11.54 7.00x 107 13.51

1.00 x 107 12.59 CDTA 2.00x 10° 9.80

0.70x 10* 13.55 2.01x10° 10.69

ETILENDIAMINA 4.00x 107 9.10 2.08x 107 11.53
4.40 x 107 10.47 3.40x 107 12.83

540 % 107 11.50 1.00 x 10" 13.59

1.00 x 107 12.80 NTA 24x10°% 9.09

1.80 x 107 13.55 1.00 x 10 10.39

GLICINA 1.00 x 10°* 9.11 1.00x 107 1151
3.50x 10° 10.47 7.10x 10 12.81

9.90 x 10° 13.51

El programa MICROQL (ver anexo) es un programa escrito en BASIC
para calcular las especies quimicas en solucién y su interacciéon con la fase

acuosa. En este trabajo se represent6 un modelo de agua de mar con




especies solubles en equilibrio con la atmésfera a 350 ppm de CO,, para
simular la especiacién del cobre con diferentes quelantes, Para definir el
problema en el programa se utilizaron 16 componentes y 66 especies,
solubles en agua de mar con sus concentraciones totales y el logaritmo de
la concentracién libre estimada, al igual que sus constantes de estabilidad,
que son consideradas como constantes termodinémicas corregidas a una
fuerza i6nica similar a la del agua de mar (I=0.7) utilizando la ecuacién de
DeBye-Hiickle corregida; se realizé una matriz con la estequiometria de las
especies en términos de los componentes. Como resultados, el programa
presenta una tabla con las especies mostrando el nombre, el logaritmo de la
concentracién libre, la concentraciéon libre, la concentracién total y el
remanente en el balance de ecuaciones. Las constantes fueron tomadas de
Martell y Smith (1974). Se consideran los complejos que forma el cobre con
cada uno de los quelantes y con el TRIS, ademas de los hidroxicomplejos

CuOHY, Cu(OH), y CuOH, (tabla 3).

TABLA IIL- Constantes de formacién utilizadas en el programa MICROQL.
*, = quelante.

Glicina EDTA Etilendiamina CDTA NTA

H HL 978 HL 1112 HL 993 HL 1328 HL 1033
HL 1213 HL 1680 HL 1678 HL 2000 HL 1327
Mg?* MgL 270 MgL 1060 MgL 040 MgL 1280 MgL 6.50
Cu?t Cul 860 CuL 2050 CuL 1050 CuL 2370 Cul 1420
CulL, 1560 CuHL 2390 Cul, 1960 CuHL 2730 Cul, 18.10
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3.3.- Pruebas de Toxicidad para los cultivos de Thalassiosira
pseudonana.

Las pruebas de toxicidad en los cultivos se realizaron por triplicado
con mediciones cada 24 hrs. durante 6 dias, que es el tiempo necesario para
que un cultivo de Thalassiosira pseudonana alcance la fase estacionaria de
crecimiento  (Trujillo-Valle, 1993). Se utiliz6 un cultivo normal de
Thalassiosira pseudonana como referencia y un cultivo sin quelantes con la

concentracién de cobre utilizada para el experimento (2x10-°M).

La concentraciéon total de cobre se mantuvo constante (2x10° M) en todos los
cultivos, se variaron las concentraciones de los quelantes, para registrar los cambios
en la actividad del ion (pCu) que fue el pardmetro de principal importancia al igual
que el porcentaje de sobrevivencia de la microalga. El intervalo necesario para el
experimento se encontrd entre 9-13.5, con base en lo reportado por Sunda y Guillard

(1976) como intervalo de pCu para la sobrevivencia de Thalassiosira pseudonana.

El. pH se control6 con 10 mM/l de TRIS
(trishidroximetilaminometano) para mantenerlo constante (8.4). El TRIS no
interfiri6 en el experimento, debido a que se contempl6é como parte del
medio en el programa utilizado para calcular el intervalo de pCu y la

concentracién de los quelantes utilizados.

Todos los compuestos quimicos utilizados en la preparacién de los

medios de cultivo para este experimento fueron de grado reactivo.
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La concentracién de células fue medida, por triplicado, cada 24 hrs.
por conteo en un hematocitémetro con rejilla de Neubauer de 0.1 mm de

profundidad.

Las tasas especificas de crecimiento de los cultivos, fueron
determinados por la ecuacién logistica (Guillard, 1973):
Nt; = Nt, e"t, donde:
Nt; = # de células al tiempo t1.
Nto = # de células al tiempo to.
p = Tasa de crecimiento.

t = Intervalo de tiempo entre observaciones = ti- to.

Ademds, al tiempo del muestreo, se tomaron mediciones de la
actividad de cobre libre (pCu) con el electrodo de ion selectivo, después de
un perfodo de estabilizacion de media hora. Para determinar la
confiabilidad de los datos obtenidos en el experimento se realizaron
calibraciones diarias antes de empezar con el experimento y en los periodos
entre mediciones el electrodo se dejaba en una solucién sobresaturada de
etilendiamina, para limpiarlo de cualquier impureza que hubiera quedado

durante el dia.

Las muestra que se tomaron para medir el potencial y realizar el
conteo se realizaron asépticamente, esterilizando el area de trabajo con
alcohol y toda la vidrieria con dos mecheros, para evitar la contaminacién

bacteriana y mantener los cultivos axénicos.



El pCu, que es el pardmetro de primordial importancia en los medios
de cultivo, se define como el logaritmo negativo de la actividad del ion de

cobre.

Para medir el potencial se utiliz6 un electrodo de ion selectivo (Orion
94-29) y un electrodo de referencia (Orion 90-02), calibrado con agua de mar
artificial conectado a flujo continuo. Se calculé el pCu teérico para este
medio. La relacién entre el potencial medido con el pCu calculado se realiz6
siguiendo la ecuacién de Nernst:
E= E%-0.0275(pCu) en el rango de pCu 9-13.

Para analizar los resultados obtenidos se tomé un cultivo normal de
Thalassiosira pseudonana como referencia para determinar el porcentaje de
sobrevivencia en los cultivos con los quelantes y el cobre y se realizé una
comparacién entre los resultados calculados y los medidos directamente
dentro del cultivo. El porcentaje de sobrevivencia medido fue obtenido
tomando como 100% el nimero de células/ml contadas al sexto dia de
iniciado un cultivo normal de Thalassiosita pseudonana. El porcentaje de
sobrevivencia calculado tomado como referencia para determinar el
porcentaje de sobrevivencia en el experimento, al igual que el rango de pCu
6ptimo para el crecimiento de Thalassiosira pseudonana, estan basados en los
resultados presentados por Sunda y Guillard (1976). El porcentaje de
sobrevivencia calculado se determiné a partir de la relacién presentada por
los mismos autores entre las divisiones de la célula por dia y el niimero de

células presentes en los cultivos .



Para identificar las diferencias significativas de los resultados, se

realizaron pruebas de anélisis de varianza por medio de ANOVAS.

16
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4.- RESULTADOS.

Durante la primera etapa del experimento, de una duracién
aproximada de una semana, se realizé la axenizacién de los cultivos. Con
esta cepa se inocularon los cultivos para la aclimataciéon de Thalassiosira
pseudonana a los quelantes y a la concentracién de cobre utilizada dentro del
experimento. En esta parte se determiné que la méaxima y la minima
concentraciéon de los quelantes no resultaban t6xicas para la microalga; esto
se puede observar en la figura 1, que muestra las curvas de crecimiento
para cada uno de los cultivos s6lo con la concentracién mayor del quelante,
debido a que el comportamiento en ambas concentraciones fue similar. En
esta figura se puede apreciar que el crecimiento de los cultivos con quelante
tuvo un comportamiento similar al cultivo control de Thalassiosira
pseudonana y que el periodo de aclimatacién tuvo la misma duracién en
todos los cultivos. También se puede apreciar que el cultivo que contenia
s6lo cobre, sin ningin quelante, present6 una inhibicién total de

crecimiento.

Durante la segunda etapa del experimento se calibr6 y se limpi6 el
electrodo de ion selectivo (ISE). Al realizar las titulaciones con NaOH y HCl
con los amortigiadores de etilendiamina-Cu y glicina-Cu se obtuvieron
regresiones lineales entre los milivolts registrados por el ISE y el pCu

calculado con el programa MICROQL.



Fig. 1.- Curvas de crecimiento control de Thalassiosira pseudonana para cada uno

de los quelantes (s6lo se muestra la concentracion mayor).



La pendiente resultante se tom6 como base para determinar la
confiabilidad de las mediciones, que se toman como correctas si se
encuentran dentro del orden de 24—30 (Belli-Zirino, 1992). Durante el
periodo de calibraciénén la pendiente mayor registrada fue de 27.5 (fig. 2).

A través de los experimentos se conservo esta pendiente, calibrando
el electrodo diariamente y dejandolo en una solucién sobresaturada de
etilendiamina, en los periodos que no se usaba, para minimizar las

impurezas que se pudieron adherir durante el dia.

En cuanto a la relacién existente entre los valores de pCu medidos y
calculados, se puede observar en la fig. 3, que casi no hubo diferencia entre
ellos, registrandose valores muy parecidos en ambos. Al realizar una
regresién lineal entre los resultados obtenidos y calculados, se puede
observar que existe una relacién directa entre ellos con poca dispersién de
los datos. Esto nos indica que las mediciones con el electrodo de ién

selectivo son confiables.

El pCu y las concentraciones de los quelantes se calcularon con el
programa MICROQL, en el cual se varian las concentraciones del quelante
especificado en los componentes (tabla 4), sin variar el pH; el programa
presenté un listado de las concentraciones de los componentes y las
constantes de formacién de las especies (tabla 5), calculando el pCu; se

cuid6 de que éste se conservara dentro del intervalo de 9—13.5.



Fig 2.- Curva tipica generada durante la calibracién del electrodo de ion selectivo.

Fig 3.- Comparacion entre los resultados de pCu medidos con electrodo de ion selectivo y los
de pCu calculados con MICROQL, en presencia de diferentes quelantes.
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TABLA IV.- Concentraciones totales de los componentes utilizadas en el
programa MICROQL para obtener el pCu calculado.

* Los quelantes se encuentran especificados en la tabla 3.

COMPONENTES CONCENTRACION [M] Log [M]
cl 0.5606 -0.251
Na 0.4809 0318
80; 0.0290 -1.534
Mg 0.0547 -1.262
Ca 0.0106 -1.974
K 0.0102 -1.991

TRIS 0.0024 2,619
Br 0.0008 -2.096

Quelante* * ®

B(OH)4 1x1072 -12.000
F 1x107? -12.000
PO, 0.003912 -2.4076
Si0 1x10"? -12.000
Cu 2.5x10° -4,6020
COs 1x10? -3.000
H 0175 -1.756

programa MICROQL para calcular el pCu.

** Las especies del cobre y de los quelantes se encuentran en la tabla 3.

ESPECIES Log K ESPECIES Log K
cl 0 HCO; 9.804
Na 0 HPO, 12.4
SO, 0 H,PO; 19.6
Mg 0 H;PO; 21.70
Ca 0 H,Si0y 9.61
K 0 CuCO; 591

TRIS 0 Cu(COs), 92
Br 0 CuHCO, 1.867
Quelante 0 CuOH -8.03
B(OH), 0 Cu(OH), -16.415
F 0 Cu(OH); -42.2
PO, 0 Cu(OH), -56.2
8i04 0 CuS04 1.67
Cu** *% cuct -0.431
CO, 0 Cucl -1.389
H+ 0 CuCls -3.0396
H;CO; 15.877 cucly -5.282
HSO, 1.62 CuB(OH) 7.29
NaOH -14,039 Cu(B(OH)), 12.12
NaSO, 0.3047 HTRIS 831
KCO;3 0.167 CaTRIS 025
KSO, 0.279 MgTRIS 030
CaCO;, 2.092 CuTRIS 400
CHCO, 10.73 NaCOy 0.623
CaS0, 1.534 NaHCO; 9.212
MgCO; 2.02 KOH -14,095
MgHCO, 10.58 KHCO; 0,923
MgOH -11.9 CaOH -13.09
MgSO; 1.52 HiBO3 9.00
I.]llttt &k
MgF 1.83
CaF 1.00
OH -13.897

TABLA V.- Constantes de equilibrio de las diferentes especies utilizadas en el
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Cuando se encontraron todas las concentraciones que presentaban un
pCu contenido dentro de este intervalo, se procedi6 con la tercera parte del
experimento (las pruebas de toxicidad para Thalassiosira pseudonana de los

cambios en la actividad del ion libre de cobre).

Los resultados obtenidos durante el experimento nos muestran
claramente que los niveles de toxicidad estan relacionados con la actividad
del ion libre, como se puede observar en la tabla 6 que presenta un resumen
de los resultados encontrados en los experimentos con los diferentes
agentes quelantes utilizados, indicando también la actividad del ion de
cobre (pCu) tanto medido como calculado, al igual que el porcentaje de
sobrevivencia obtenido con el experimento y el calculado a partir de los
resultados presentados por Sunda y Guillard y la tasa de crecimiento, para
cada caso. También muestra el tiempo maximo de duracién para cada
cultivo con las distintas concentraciones de quelantes. En estos resultados
se aprecia que la relacién entre la actividad del ion de cobre y la
sobrevivencia estd fuertemente influenciada por la concentracién de cada
uno de los agentes quelantes: a mayores cantidades del quelante,
corresponde una mayor complejacién que se refleja en un mayor porcentaje

de sobrevivencia.

Los porcentajes de sobrevivencia medidos y calculados se graficaron
contra los valores de pCu medidos con ISE y calculados con el programa
MICROQL para mostrar su comportamiento con cada una de las cinco

concentraciones de los diferentes quelantes.
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TABLA VI.- Parametros y resultados obtenidos durante los experimentos con

Thalassiosira pseudonana.
QUELANTE DiIAS  pCU pCU % DE % DE TASA DE
[M] CALCU MEDIDO SOBREVI- SOBREVI- CRECI-
LADO VENCIA VENCIA MIENTO (p)

CDTA Calculado Medido
2.00 x 10” 0.564 9.80 9.60 0 9.40 0.693
2.01x 10° 1.51 10.69 10.80 3 25.17 0.603
2.08x 10 3.44 11.53 11.61 50 57.30 1.512
3.40 x 10° 587 12.83 13.00 95 97.80 0.853
1.00 x 10™ 6.00 13.59 13.59 98 100.0 0.084

NTA
2.40x 10° 0.00 9.09 9.00 0 0.00 0.000
1.00 x 10™ 1.00 10.39 10.67 3 16.67 1.862
1.00 x 10° 3.20 11.51 11.30 50 53.34 1.334
7.10x 102 5.00 12.81 12.50 95 83.34 0.068
9.90 x 10° 5.04 13.51 13.33 98 84.00 0.083
ETILEN
4.00 x 10 0.00 9.10 9.00 0 0.00 0.000
4.40 x 10” 0.88 10.47 10.40 3 14.67 1.971
540 x 10° 2.00 11.50 11.00 50 33.34 1.088
1.00 x 10 5.02 12.80 12.50 95 83.67 0.243
1.80 x 10™ 5.18 13.55 13.33 98 86.40 0.238
GLICINA
1.00 x 10 0.00 9.01 9.00 0 0.00 0.000
3.50 x 10™ 0.78 10.47 10.80 3 13.00 0.711
1.10 x 107 3.00 11.50 11.53 50 50.00 1.052
3.80x 107 5.76 12.80 13.00 95 96.00 1.761
7.00 x 102 6.00 13.51 13.80 98 98.40 0.039
EDTA
2.00 x 107 1.00 9.31 9.00 0 16.67 0.909
2.10 x 107 1.74 10.68 10.80 3 29.00 0.693
2.70 x 107 3.42 11.54 11.70 50 57,00 1.101
1.00 x 10" 5,90 12.59 13.00 95 98.34 0.341
0.70 x 10° 6.00 13.55 14.00 98 100.00 0.046
[1X10™ M)

Glicina 0.00 9.01 9.00 0 0.00 0.000
NTA 1.00 10.39 10.67 3 16.67 1.862
Etilendiamina 3.42 11.54 11.70 50 57.00 0.243
EDTA 5.02 12.80 12.50 95 83.67 0.341

CDTA 6.00 13:59 13.59 98 100.0 0.084




Comparando las figuras 4 y 5 con las siguientes 6 a 9 y con los datos
reportados en la tabla 6, se puede observar claramente que los medios con
CDTA y EDTA son los que presentan el mas alto nivel de sobrevivencia
demostrando, que mientras mas alta sea la actividad i6nica registrada
menor sera la toxicidad para la microalga; estos quelantes son los que
permiten la mas alta tasa de crecimiento durante el tratamiento y también
se observa un comportamiento parecido en los puntos de inflexién dentro
de la gréfica presentando casi los mismos valores de pCu medidos y
calculados durante el experimento. Aunque aparentemente estos quelantes
son los que mejor resultado dieron en cuanto a lo que a sobrevivencia se
refiere, fueron los tinicos con los cuales se notaron dafios en la morfologia
de la célula, al hacer observaciones en el microscopio, sobre todo en la
pared celular que se encontr6 destruida casi en su totalidad cuando el pCu
fluctuaba alrededor de 9y 9.6; en ese intervalo alcanzaron un méximo de
16.67% de sobrevivencia. A un pCu medido de 13.9 y 14 lograron un 100%
de sobrevivencia durante los seis dias necesarios para que el cultivo

alcanzara su fase estacionaria.

El comportamiento que presentaron los cultivos tratados con glicina
(fig. 6) fue parecido al de los cultivos con EDTA Y CDTA pero, a diferencia
de éstos, el cultivo con un pCu medido de 9 no presenté sobrevivencia
alguna; mientras que el cultivo con un pCu medido de 13.8 logré sobrevivir
los 6 dias como el cultivo control, pero no registr6 una sobrevivencia del
100% como los que contenian EDTA y CDTA a un intervalo de pCu similar.
La tasa de crecimiento maxima se registré cuando el pCu medido fue de

13.0, con un 96% de sobrevivencia.



Fig 4.- Cultivo de Thalassiosira pseudonana tratado con CDTA a cinco concentraciones
distintas, mostrando el pCu calculado y medido, ademéas de sus porcentajes de
sobrevivencia respectivos.

Fig 5- Cultivo de Thalassiosira pseudonana tratado con EDTA a cinco concentraciones
distintas, mostrando el pCu calculado y medido, ademas de sus porcentajes de
sobrevivencia respectivos.



Los cultivos que contenian NTA y etilendiamina presentaron valores
de sobrevivencia final parecidos, y ademds no se encontré sobrevivencia
durante las primeras doce horas en que se administré el quelante. La
sobrevivencia maxima la alcanzaron los cultivos con un pCu medido de
13.33 al quinto dia de iniciado el cultivo, alcanzando hasta ahi la fase
estacionaria. La tasa mas alta de crecimiento la alcanzé el cultivo que
contenfa la segunda concentracién de etilendiamina que registré un pCu
medido de 10.40 (tabla 6). Ambos presentaron la méxima sobrevivencia en
el mismo valor de pCu medido (13.33), pero el que contenia etilendiamina

fue el que registr6 un porcentaje de sobrevivencia superior (fig. 7 y 8).

Ademaés de la concentracion del quelante, otro factor que influye en
los cambios de actividad del ion, es la capacidad de complejacién del
quelante mismo, como se puede observar en la figura 9, ya que comparando
la misma concentraciébn de los cinco quelantes y manteniendo la
concentracién de cobre que se manejé durante todo el experimento, se
puede observar que se obtuvieron diferentes valores de pCu medidos y por
consecuencia diferente % de sobrevivencia. En esta figura se puede
observar que el quelante que presenta menor efectividad a wuna
concentracion de 1x104M es la glicina que a un pCu medido de 9 no
present6 sobrevivencia alguna desde las primeras doce horas de iniciado el
cultivo. Sin embargo, el cultivo que contenfa CDTA a la misma
concentracién presenté una mayor efectividad representada por una mayor
sobrevivencia, ya que registr6 un pCu medido de 13.59 y un 100% de
sobrevivencia, alcanzando su fase estacionaria a los 6 dias al igual que el
cultivo control; una de las mas altas tasas de crecimiento (1.971), la

present6 el cultivo que contenia etilendiamina.



Fig 6.- Cultivo de Thalassiosira pseudonana tratado con glicina a cinco concentraciones
distintas, mostrando el pCu calculado y medido, ademés de sus porcentajes de
sobrevivencia respectivos.

Fig 7.- Cultivo de Thalassiosira pseudonana ftratado con NTA a cinco concentraciones
distintas, mostrando el pCu calculado y medido, ademés de sus porcentajes de
sobrevivencia respectivos.




Fig 8.- Cultivo de Thalassiosira pseudonana tratado con Etilendiamina a cinco concentraciones
distintas, mostrando el pCu calculado y medido, ademas de sus porceniajes de
sobrevivencia respectivos.

Edibon =

Fig 9.- Experimento que muestra los cinco quelantes a la misma concentracion (1x10-4M),
conservando estable la concentracién de Cu (2x10-5) M. Se presentan los porcentajes
de sobrevivencia y los pCu calculados y medidos.



En cuanto a los andlisis estadisticos requeridos para confirmar la
confiabilidad de los resultados, se realizaron pruebas de normalidad para
todos los experimentos al igual que anélisis de varianza por medio de
ANOVA de una via con efectos fijos, utilizando el programa STATISTICA
4.2 for Windows no encontrandose diferencias significativas entre los

resultados obtenidos y los calculados, con un 95% de confianza (ver anexo).
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5.- Discusiones:

El experimento realizado con cinco diferentes quelantes y un amplio
intervalo de valores de pCu medidos directamente con un electrodo de ion
selectivo, nos confirman que la toxicidad del cobre estd determinada por la

actividad del ion y no por su concentracion.

La razén principal para escoger un cultivo de microalgas como
monitor de toxicidad y de especiacién por metales pesados es la facilidad
con que se puede mantener el cultivo, observdndose en éste tres fases
principales: a) la fase letargica donde no existe un aumento en la
concentracién celular, s6lo un acondicionamiento al nuevo medio al que son
expuestas, b) la fase de crecimiento logaritmico y c) la fase limite de
crecimiento; el total de las 3 fases no dura mas de 6 dias (Fogg, 1955). En la
segunda fase es donde se pueden determinar mejor los efectos de la
toxicidad y el efecto de la concentracién del metal en la velocidad de

crecimiento.

Las microalgas excretan agentes quelantes como el acido glicélico y
el acido pirtvico, entre otros, que tienen el efecto de modificar la
especiacién de los metales en el agua de mar, pero cuando esta es tratada
con radiacién ultravioleta para su esterilizacién, los quelantes son
destruidos causando aumento en la toxicidad y una disminucién de la

complejacién.




Tanto en el experimento como en el modelo se cuidé de que no
hubiera variacién alguna en el pH manteniéndolo a 8.4, debido a que esta
variable influye en las especies formadas con los quelantes y en las
concentraciones de otros ligandos tanto orgédnicos como inorgénicos como el
COs?y OH;, entre otros, logrando con esto que la formacién de complejos se

asemeje a la que se encuentra en el agua de mar.

En todos los experimentos anteriores a éste se ha tenido que utilizar
modelos de especiacion quimica para determinar el pCu y las
concentraciones a utilizar. En algunos experimentos se utilizé agua de mar
artificial para minimizar los excedentes de metales presentes en el agua de
mar natural. En este trabajo no se utilizé este recurso, debido a que se
pretendia que el experimento fuera lo mas parecido a las condiciones
naturales. En los experimentos reportados en literatura tampoco se ha
realizado una medicién directa de la actividad del ion dentro del medio de
cultivo, mientras que en este experimento se realizé6 una medicién directa
dentro de los medios de cultivo para demostrar que no existe una diferencia

significativa entre los pCu calculados y los medidos.

El electrodo de ion selectivo s6lo responde al ion metélico libre al
cual es especifico. De acuerdo al manual de Orion (Orion, 1968) el limite de
deteccién para el electrodo de ion de cobre libre (I) modelo 94-29 es de 1x
108 M, pero otros trabajos con este electrodo de ion selectivo, han reportado
limites de detecciones inferiores. Blaedel y Dinwiddle (1974) en estudios de
conductividad con este electrodo en el rango de 1x10¢ a 1x10° M de cobre
i6nico concluyen que el limite de deteccién, debe estar cerca de 1x104 M de
cobre basado en la solubilidad de CuS (sélido) en el electrodo. Stella y



Ganzerli-Valentini (1979) reportaron limites de deteccién de 1x10° M de

Cu 2+,

Una férmula basada en las propiedades del electrodo exhibe un
cambio en el potencial de aproximadamente 30 mV por un cambio en la
concentracién de cobre i6nico (= pendiente) y es usada para convertir los
mYV leidos en concentracién de ion libre. En este experimento se trabaj6 con
una pendiente de 27.5 considerada como dentro del limite de detecciéon y
con ella se producen mediciones correctas (Belli y Zirino, 1993), por lo que
es posible determinar que los resultados obtenidos de pCu son confiables.

Las grificas obtenidas con el experimento confirman la hipétesis de
que la toxicidad se encuentra firmemente influenciada por la actividad del
ion de cobre y no por la concentracién total del metal. Al mantener el pH
constante se minimiza la influencia que este factor presenta sobre la
complejacién y se evita la competencia con los ligandos organicos

administrados al cultivo.

Davey et al. (1973) al experimentar con Thalassiosira pseudonana,
enconftraron que las graficas de crecimiento contra concentracién de metal
son similares a las curvas de titulaciéon que se obtienen midiendo la
actividad del ion libre con un electrodo de ion selectivo. Guy y Kean (1980)
expresaron en su trabajo que existen problemas al realizar comparaciones
entre mediciones directas con el electrodo de ion selectivo (ISE) y con la
especiacién calculada, ya que existe la posibilidad de que la microalga
modifique la especiacién durante el experimento; sin embargo, con los
resultados obtenidos en este trabajo se pudo demostrar que el adicionar
quelantes en los medios de cultivo disminuye esta modificacién, debido a

que cuando se agrega un ligando que forma un complejo muy estable con




un ion metélico a una solucién de este ion, aunque éste esté complejado con
otro ligando menos estable, el ligando més fuerte tiende a descomponer el
complejo existente y extraer el metal forméandose un nuevo complejo con
dicho ligando (Snoeynk y Jenkins, 1990). También como se puede observar
en otros experimentos, los cambios en la especiacién por los exudados de la
microalga dependen también de la especie del organismo como lo

demostraron Anderson y Morel (1978).

Sunda y Guillard (1976) encontraron que el pCu éptimo para
Thalassiosira pseudonana es entre 10.6 y 13.3; en este experimento se encontré
que el pCu éptimo para el crecimiento del cultivo esta en el intervalo de 11-
14 con todos los quelantes; los autores mencionados indican que a un pCu
de 14.6 existe deficiencia nutricional y que a un pCu de 8.3-8.6, causan
dafios en la morfologia celular. Sin embargo, en el presente trabajo no se
observé deficiencia nutricional alguna a un pCu de 14, sino que present6
una sobrevivencia del 100% y el cultivo crecié normalmente, sin ningtin
cambio en la morfologia celular, utilizando como quelante EDTA; los dafios
morfolégicos se encontraron a un pCu de 9-9.6 s6lo en los cultivos donde

se utiliz6 CDTA y EDTA.

Se conoce que el NTA a pH=8 al igual que cualquier otro agente
formador de complejos, produce complejos con los metales en el orden de
las constantes de estabilidad del complejo NTA-metal. A una concentracién
de NTA de 107 M, sélo hay suficiente agente quelante para producir una
baja concentracién de complejos encontrdndose complejado, sélo el 4% de
Cu(Il) total. A medida que la concentracién de NTA aumenta a 3x10¢ M se
produce un apreciable aumento en los complejos hasta del 84% de Cu(Il)

(Snoeynk y Jenkins, 1990); esto explica el por que al aumentar las




concentraciones del quelante la toxicidad disminuye como se pudo
observar en el experimento. También se conoce que el NTA es mas débil
que el EDTA y por lo tanto su utilizacién causa una menor sobrevivencia
como se presenté en el experimento donde el cultivo que contenia NTA
como agente quelante nunca alcanzé el 100% de sobrevivencia, como en el
caso del EDTA. Bin-Xue y Sigg (1990) en un experimento sobre los
exudados de Chlamydomonas rheinhardii encontraron, utilizando NTA y un
pH de 6.5, que la sobrevivencia de dicha microalga se encuentra en el
intervalo de pCu 9-11; comparando estos resultados con los obtenidos
durante el presente experimento se nota una diferencia ya que en el cultivo
en el que se us6 NTA se determiné un intervalo vital de pCu 9-13.33.
Aunque el pCu determinado como limite para el crecimiento coincide, no es
asi para el superior en que existe una marcada diferencia, que puede ser
debido a las diferencias presentadas en el manejo de ambos experimentos
como son el pH y la concentracién manejada de quelante, que fue menor en

el experimento de los autores mencionados.

En sus experimentos con Selenastrum capricornutum Guy y Kean
(1980), utilizando EDTA, NTA vy etilendiamina en sus cultivos,
determinaron un pCu alguicida en un intervalo de 8-9.11. Estos resultados
coinciden con los obtenidos en el experimento en los cultivos que contenian
NTA, etilendiamina y glicina, pero no para los tratados con EDTA vy
CDTA, esto se explica debido a que ambos quelantes son los que presentan

una mayor fuerza de quelacién, aunque sean mas lentos en su accién.

Davey ef al. (1973), en sus experimentos examinaron la toxicidad del
cobre en Thalassiosira pseudonana cultivada en un medio formulado con agua

de mar artificial y determinaron que al adicionar quelantes disminuye la



actividad del ion de cobre por lo que se produce un cambio en la toxicidad.
Sus resultados indican una relacién lineal entre la velocidad de crecimiento
y el logaritmo negativo de las concentraciones computadas de cobre libre
(pCu). En los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede observar
que la tasa de crecimiento es mayor a medida que aumenta el pCu, tanto

medido como calculado.
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6.- Conclusiones:

La concentracién de cobre total no es la que influye directamente en
la toxicidad para los organismos, sino que ésta se encuentra fuertemente
influenciada por la actividad del ion libre debido a la complejacién

quimico-organica del metal con el ligando.

La concentracién del quelante también influye en los cambios de
actividad del ion: a mayores concentraciones de agente quelante
corresponde una mayor actividad iénica, que se refleja en un mayor

porcentaje de sobrevivencia.

La capacidad de complejacién del quelante influye en los cambios de
actividad presentes en el ion, siendo mayor la presentada por el CDTA, que
a una concentracién de 1x10*M, present6 la mas alta actividad i6nica (pCu
= 13.59), con un 100% de sobrevivencia. No asi la glicina que a la misma
concentracién present6 la mas baja actividad iénica (pCu = 9), sin ninguna

sobrevivencia.

Es ademés importante subrayar que el uso del electrodo de ion
selectivo en la medicién de dicha actividad proporciona datos reales sobre
la concentracién de la forma i6nica del metal en un medio determinado.
Con esta técnica se obtienen, por lo tanto, resultados confiables, practicos y
en poco tiempo, que permiten una interpretacion mds realista de los
modelajes sobre los efectos en la toxicidad, que presenta la quelacién en los

organismos
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Canva de sotnevivencia genenada for Sunda y Guillard
(1976) wtilizada como bace para calewlar el ponceniage de
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Fig A.- Curva de sobrevivencia para Thalassiosira pseudonana generada por Sunda y Guillard
(1976), utilizada como base para obtener el porcentaje de sobrevivencia tedrico y el
intervalo de pCu calculado.
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Programa MICROQL wtilizado pana caleular & plu ¢ lao
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1  REM This program represents a multi-species seawaier model
2 REM running in the open in the "open" mode; e.g., in equi-
3 REM librium with 350 ppm of CO2 in the atmosphere. It runs
4 REM as a pH titration, and the total H+ increments are chan-
5 REM ged by the function DELTA.
6 CLS
8 OPEN "JUNK.DAT" FOR OUTPUT AS #1
20 D$ = DATES$: T$ = TIME$
30 PRINT "NEW RUN: ";D$;" "; T$: PRINT
40 START = TIMER
100  LIMIT = .01;: DELTA = .0001: MM% =0
101 REM STORAGE e e o s sl ofe o o e sl s s el s ke e s s s e s sesfesfesie s e ofe s s sl sfe st s s e sieskeakafoofoslole stk o okl dolokokok sk
102  DIM T(20), X(20), GX(20), Y(20), W(20), Z(20, 20), X$(20)
104  DIM A(80, 20), GK(80), C(80), GC(80), C$(80)
105 DIM Q(20, 21), P(21)
107 REM afesfeafe e o ol s s ofe e ofe s ol ol e e o s s sfe e ke she ke s s o s ofe e o e s s s ol e e e s s sfesfe sl ol o s sl e ol ol s o sfe e s she e ok ok sk ke skl sk
108  T(16) = 0!: START = TIMER
112 TMN1%) = T(N1%) +MM% * DELTA
IF T(IN1%) > LIMIT THEN GOTO 950 ELSE GOTO 200
200  GOSUB 2000: REM input
250  GOSUB 10000: REM transform for solids :REM MIC4
300 GOSUB 3000: REM mass action
400  GOSUB 4000: REM material balance
500  GOSUB 5000: REM jacobian
600  GOSUB 6000: REM convergence check
610  IF F%= 1 THEN GOTO 800: REM branch to output if converged
700  GOSUB 7000: REM solve n x n, improve X
720  GOTO 300: REM go to next iteration
800 GOSUB 8000: REM output
810  FINISH = TIMER: PRINT : PRINT "RUN TIME = "; FINISH - START: BEEP
820  PRINT USING "## #HHHEHE .1, T(IN1% - 1); GX(N1% - 1)
830  PRINT #1, USING "## #HHHH tHESHHAF", TN1% - 1); GX(N1% - 1)
900 :T(N1%)=TN1% - 1): MM% = MM% + 1: RESTORE
901  SLEEP 10;
902  PRINT C$(15); C(15)
PRINT C$(17); C(17)
PRINT C$(21); C(21)
PRINT C$(23); C(23)
PRINT C$(24); C(24)
PRINT C$(26); C(26)
PRINT C$(27);, C(27)
PRINT C$(36); C(36)
PRINT C$(41); C(41)
PRINT C$(42); C(42)
PRINT C$(43); C(43)
903 GOTO 108
950 CLS:END
2000 REM INPUT s s e e s ol ol ofeofe ofe ol afesfe e s o afeofe e e e ok sk ok s s skl o sl sfe sfe e e e sl s ol ok sk sl sl okl sk sl o ok sl st sl ok sk sk sleok
2010 READ M1%, N1%, K1%
2020 FOR J% =1 TO N1%: READ X$(J%): NEXT
2030 FOR 1% = 1 TO M1%: READ C$(1%): NEXT
2040 FOR 1% =1 TO M1%: FOR J% = 1 TO N1%: READ A(1%, J%): NEXT: NEXT
2050 FOR 1% =1 TO M1%: READ GK(1%): NEXT
2060 FOR J%=1TO N1% - 1: READ T(J%): NEXT
2070 FOR J% = 1 TO N1%: READ GX(J%): X(1%) = 10! » GX(J%): NEXT
2071 FOR 1% =1 TO M1%: PRINT 1%,; C$(1%); GK(1%): NEXT
2100 E9=.000005
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2200
2300
2900
3000
3010
3020
3030
3040
3050
3900
4000
4010
4020
4030
4040
4050
4900
5000
5010
5020
5030
5040
5050
5900
6000
6010
6020
6030
6040
6900
7000
7100
7200
7300
7400
7420
7430
7440
7900
8000
8010
8090
8100
8110
8120
8130
8140
8150
8190
8200
8210
8220
8290
9000
9010
9020

19% = 20

18%=0

RETURN

REM MASS ACTION *****************************************#**************
FOR 1% = 1 TO M1%

V = GK(1%)

FOR 1% = 1 TO N1%: V = V + GX(1%) * A(1%, 1%): NEXT

GCa%) = V: C0%) = 101 A V

NEXT

RETURN

REM MASS BALANCE s s ke s 3 ook o o s s o ok e o sk e ke s s skl st ol e ol ool sl o sk e o s sl ok sl sl sl sk sk e sl sk sk e sfolojedok ok
FOR J% = 1 TON1%

V = “T(J%): U = ABS(V)

FOR 1% = 1 TO M1%: V = V + A(1%, %) * C(1%): U = U + ABS(A(1%, 1%) * C(1%)): NEXT
Y(1%) = V: W(I%) = U

NEXT

RETURN

REM JACOBIAN #oksoksiok skt sk sk ok stk el iR ok kol o ok fokok
FOR J% =1 TOK1%: FOR K% =1 TOK1%

V=0

FOR 1% = 1 TO M1%: V = V + A(1%, K%) * A(I%, %) * C(1%): NEXT

Z(1%, K%)=V

NEXT: NEXT

RETURN

REM CONVERGENCE CHECK e sl seofe s e sfesfeok e s s ofe ke o o sl e oo seofe e ¥ e ke e steoeofealeae e s s ok ok
Fl%=1

FOR 1% =1TOKI1%

IF ABS(Y(1%)) / W(1%) > E9 THEN F% =0

NEXT

RETURN

REM SOLVE N x N’ IMPROVE X ol s sfesfe e sfesfole s s ook sk sl e ok o s o s e e ol e e sfe o sk
18% = 18% + 1. IF 18% > 19% THEN STOP

REM newton-raphson

N% = K1%: GOSUB 40000

FOR %=1 TOK1%

IF P(J%) < 1 THEN X(J%) = X(J%) * (1 - P(J%)) ELSE X(1%) = X(J%) / 10

GX(1%) = LOG(X(J%)) / LOG(10!)

NEXT

RETURN

REM QUTPUT s s ok o o o ol e e e e e e she e e ofe e e e s o e e e e sfe e she ok b o sl s o ool e e e e e e ofe e e sfe s sfesfeofe e e e ke sl o
GOSUB 8100: PRINT : GOSUB 8200

RETURN

REM AK,B

PRINT "i, id, A, GK, GC, C"
FOR I%=1TOM1%

PRINT 1%; C$(1%); C(1%)

FOR J% = 1 TO N1%: PRINT A(1%, J%); : NEXT: PRINT GK(1%), GC(1%), C(1%)
NEXT

RETURN

REM gx,x,ty

PRINT "j, id, GX, X, T, Y"

FOR J% = 1 TO N1%: PRINT 1%; X$(J%); GX(1%), X(J%), T(J%), Y(J%): NEXT

gM INPUT DATA e sfe s s e s o e e e sfe s o o ok e ofe sl o b ofe s o sk o ofe sl e s s s ole e s s e e sl s st s skl okl sfelokok okok
DATA 66,16,15

DATA rlCl u’u Na ll,ll SO4 lr’n Mg n,n Ca "

DATA hK II, 'I'RIS "’" Br I!,|l en II’II B(OH)4 Il,ll F #




DATA
DATA
DATA

DATA
DATA
DATA

DATA
DATA

DATA

DATA
DATA
DATA
DATA

9030

9040 DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA

9041

DATA
DATA
DATA
DATA
DATA

9050 DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA
DATA

IIH]4 ﬂ’ll 5104 Il,“ Cu II," 003 II,ll H+ "

IlCl "," Na |l’" Sm II’II Mg H’II Ca "

IIK ", 'I'RIS ll,“ Br Il," en ll,“ B(OH)4 Il, " F "

IIPO4 Il,ll Si04 |I’N Cu Il’ll C03 ll’ll H+ L

IIH2C03 ||’|| Hsm H,ll NaOH "’ll NaSO4 II,II KC03 ||’H KSO4 1L}
"CaCO3 " CaHCO3 "CaSO4 ")'MgCO3 *,"MgHCO3"," MgOH "
flMgSO4 ",ll I_]]’_‘ "," H2L |l,l| Mgl-l + II,IIMgF II,II CaF L
|IOH Il’" HCO3 H’Il‘ m ﬂ’" H2P04 II,|IH3P04 !I’" H4Si04 "
"CuCO3 " Cu(CO3)2 "," CuHCO3 ","CuOH  ","Cu(OH)2"," Cu(OH)3 "
IlCU(OI_I)4 II’H Cusm "," CuCl "’ll CuC12 ","C“C13 “," Cucl4 "
"Cul’ Il’" Culdz |l’“ CUB(OI'I) |I,H C‘.l(-B(OH)4 ll,"HTRIS II,II CaTRIS 1]
"MgIRIS " CuTRIS ","NaCO3 ","NaHCO3 "KOH "

"KHCO3 ","CaOH  ""H3BO3 "

1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,  0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0

0,0,1,0,0,0,0,0.0,0,0,0,0,0,0,0,
0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,
0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,
0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,2,
0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,-1,
0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,
0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,
0,0,1,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,
0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,1,
0,0,1,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,
0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,2,
0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0.-1,
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,1,
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,3,
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,1,0,
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,1,1,
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,-2,
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,-4,
1,0, 0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,
3,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,
0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,1,0,0,
0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,1,0,0,

0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,1,
0,0,0,1,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,
0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,
0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,-1,
0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,-1,

0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0

0,0,0,1,0,0,0.0,0,0,0,0,0,0,0,0
0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0
0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0
0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0.0,1,0,0
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1
0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1
0,1,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0
0,0,1,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0
0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,1
0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0
0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,-1
0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,1
0,0,0,0,1,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0
0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,1
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,2
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,1
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,2,0
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,-1
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,-3
0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0
2,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0
4,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0
0,0,0,0,0,0,0,0,2,0,0,0,0,1,0,0
0,0,0,0,0,0,0,0,0,2,0,0,0,1,0,0

0,0,0,0,1,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0
0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,1,0,0
0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,1
0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,1,1
0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,1

15.877, 1.62, -14.039, 0.3047, 0.167, 0.279, 2.092, 10,73
1.534, 2.02, 10.58, -11.9, 1.52, 9.93, 16.78

0.40, 1.83, 1.00, -13.897, 9.804, 12.4, 19.6, 21.70, 9.61
5.91, 9.2, 1.867, -8.03, -16.415, -42.2, -56.2, 1.67

-0.431, -1.389, -3.0396, -5.282, 10.6, 19.6, 7.29, 12.12, 8.31
0.25, 0.30, 4.00, 0.623, 9.212, -14,095, -.923, -13.09, 9.0

46
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9060 DATA 0.5606, 0.4809, 0.029, 0.0547, 0.0106, 0.0102, 1E-12, 0.0008
DATA 1E-5, 1E-12, 1E-12, 0.003912, 1E-12, 2E-5
DATA 0.00

9070 DATA -.251, -.325,-2.10, -1.37, -2.08, -2.00, -12.4, -3.10
DATA -4, -12.4, -12.6, -4.7, -13.4, -15, -9, -11

9100 DATA " Cl II’" Na ll’ll SO4 ",ll Mg |1’" Ca "
DATA " K "’ TRIS If,ll Br "’Il en ll," B(OH)4 II,II F "
DATA "PO4 "'"Si04 ""Cu ""H “"CO2 " REMMIC4

9110 DATA 1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0, 0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0
DATA 0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,  0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0
DATA  0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0, 0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0
DATA  0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,  0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0
DATA  0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,  0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0
DATA  0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,  0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0
DATA  0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,  0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0
DATA  0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,-2,1,  0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0

9120 DATA -251, -.325,-2.10, -1.37, -2.08, -2.00, -12.4, -3.10
DATA  -4.11, -12.4,-12.6, -4.7, -13.4, -15.0, -9.00, -20.95 : REM MIC4

10000 REM TRANSFORM FOR SOLIDS *#* Rk R REM
MIC4

10010 DIM A0(80, 20), T0(20), L(80, 20), GX0(20), X0$(20): REM MIC4

10020 PRINT "BEFORE TRANSFORM"; PRINT : GOSUB 8000: PRINT : REM MIC4

10100 FOR J% = 1 TO N1%: READ X0$(J%): NEXT: REM MIC4

10120 FOR J% = 1 TO N1%: FOR K% = 1 TO N1%: READ L(J%, K%): NEXT: NEXT: REM MIC4

10130 FOR J% = 1 TO N1%: READ GX0(J%): NEXT: REM MIC4

10300 FOR 1% = 1 TO M1%; FOR J% = 1 TO N1%: REM MIC4

10310 V=0: FORK%=1TONI1%: V=V + A(I%, K%) * L(K%, 1%): NEXT: A0(I%, 1%) = V: REM
MIC4

10320 NEXT: NEXT: REM MIC4

10330 FOR J% = 1 TO N1%: REM MIC4

10340V =0: FOR K% = 1 TO N1%: V = V + L(K%, 1%) * T(K%): NEXT: T0O(J%) = V: REM MIC4

10350 NEXT: REM MIC4

10400 FOR J% = 1 TO N1%: REM MIC4

10410 FOR 1% = 1 TO M1%: A(1%, J%) = AO(1%, J%): NEXT: REM MIC4

10420 GX(%) = GX0(1%): X(1%) = 10 A GX(1%): T(1%) = TO(%): X$(1%) = X0$(J%): REM MIC4

10430 NEXT: REM MIC4

10500 PRINT "AFTER TRANSFORM": PRINT : GOSUB 8000: PRINT : REM MIC4

10600 PRINT "AT EQUILIBRIUM"; PRINT ;: REM MIC4

10900 RETURN: REM MIC4

40000 REM Matrlx Operaﬁons*************f ek ok sk ok skeok ok e sl e she e e sjtof s ok ek ok okoke

40100 REM GAUSSIAN ELIMINATION FOR pd SYMMETRIC MATRICES (NO SWAPING,
SCALING)

40200 FOR J% = 1TO N%: FOR K% = 1 TO N%: Q(1%, K%) = Z(1%, K%): NEXT: Q(%, N% + 1)
Y(1%):NEXT

40300 FOR 1% =1 TO N% - 1: QI = Q(1%, 1%)

40400 FOR 1% = 1% + 1 TO N%: QJI = Q(%, 1%) / QIl

40500 FOR K% =1% TO N% + 1: Q(I1%, K%) = Q(%, K%) - Q(1%, K%) * QI

40600 NEXT: NEXT: NEXT

40700 REM BACK SUBSTITUTION

40800 FOR 1% = N% TO 1 STEP -1

40900 PI=Q(1%, N% + 1): FOR % = 1% + 1 TO N%: PI = PI - Q(1%, J%) * P(1%): NEXT

41000 P(1%) = P1/ Q(1%, 1%)

41005 NEXT

41010 RETURN




Anexo 111,

Zesultades de lao fruebas edtadisticas.
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Tabla A.- Resultados del Test Levene de homogeneidad de varlanzas.

0 1 2 3 4 5 6 ==7 8
CASE  SS-EFFEC  DF-EFFEC MS.EFFEC SS-ERROR DF-ERROR  MS-ERROR F P
Muestras 2111347 5 4222706 1315588 36 365439¢6 1.155516 .349761

Tabla B.- Resultados del Analisis de varianza.

= 1 2 3 4 5 6 75 8
CASE  SS-EFFEC DF-EFFEC MS-EFFEC SS-ERROR  DF-ERROR  MS-ERROR : F P
Muestras 422743¢7 -] 852488e6 4923498 36 136763¢7 603588 697495

Tabla C.- Sumario de medias.

0 ==t = 3 4 5

CASE MUEST-ME MUEST-N MUEST-SU MUEST-ST MUEST-VA
SOLA:SOLA 970706 7 6794942 944308 89171726e4
ETILEN:ETILEN 985371 7 6897599 961446 92437893e4
GLIC:GLIC 969749 7 6788241 940380 88431421e4
NTA:NTA 924073 7 6468510 894209 79961048e4
CDTA:CDTA 1715753 7 1210273 1996797 39871980e5
EDTA:EDTA 712774 7 4989416 847695 71858640e4

Todos los grupos 1046404 42 43948981 1140841 13015188e5




Anexo IV.

Cwnvas de cnecimiento generadas fara Thalassiosira
_pseudonana generadas durante la fase de aclimatacion.
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Fig A.- Curva de crecimiento de Thalassiosira pseudonana cultivada en medio /2, libre de Cu
y de quelanies.

Fig B.- Curva de crecimiento de Thalassiosira pseudonana cultivada en medio /2, en
g presencia de dos concentraciones de CDTA.




L

Fig C- Curva de crecimiento de Thalassiosira pseudonana cultivada en medio /2, en presencia
de dos concentraciones de EDTA.

Fig D- Curva de crecimiento de Thalassiosira pseudonana cultivada en medio f/2, en presencia
de dos concentraciones de Etilendiamina.



Fig E.- Curva de crecimiento de Thalassiosira pseudonana cultivada en medio /2, en
i presencia de dos concentraciones de Glicina.

Fig F.- Curva de crecimiento de Thalassiosira pseudonana cultivada en medio /2, en
presencia de dos concentraciones de NTA.



