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Introduccion

1.1  DESCRIPCION DE LA INTERACCION ENTRE EL PLANCTON Y LA
ESPECIACION METALICA EN EL OCEANO.

El estudio de los metales traza en sistemas acuaticos es de especial importancia
debido a su influencia en la concentracion, productividad y metabolismo de los
organismos, y especialmente del fitoplancton, que constituye el inicio de la cadena
trofica. Esto viene dado por su doble papel como micronutrientes esenciales por un
lado, y como inhibidores del crecimiento por otro (Brand er al., 1983; Sunda 1990),
llegando algunos (Cu, Zn, Ni) a generar los dos efectos en funcion de la magnitud de su
presencia en el medio, y de las especies planctonicas presentes. La baja concentracion
en que se hallan presentes en las aguas superficiales oceanicas (del orden de picomolar
[10"2 M] a nanomolar [10® M]) hace especular incluso con la posibilidad de que
resulten limitantes en el crecimiento de ciertas especies planctonicas, como sucede en el
caso de los nutrientes mayoritarios: nitrogeno, fosforo y silicio (Brand et al., 1983).

El estudio de estas interacciones solo ha sido posible desde el desarrollo en los

ultimos  afios de  técnicas
METAL | TIPOS DE AGUAS | CONC. (M)
ultralimpias y nuevos métodos - -
Fe Océano Pacifico 0.05-05
analiticos mucho mas sensibles, Aguas costeras 4-23
.. ' Estuarios 60 — 250
que han permitido conocer las
) Mn Océano Pacifico 03-4
verdaderas concentraciones de Océano Antartico 0.08
. Mar de los Sargazos 2-5
estos elementos en el medio A
guas costeras 21
marino, varios Ordenes de Estuarios 16 - 400
) i Cu Océano Pacifico 04-14
magnitud por debajo de lo antes Mar de los Sargazos 12
ensado (ver tabla I). Aguas costeras 4.1
P ( ) Bahia Narragansett 3-260
Como resultado de este Zn Océano Pacifico 0.06 - 0.24
avance  analitico se  ha Mar de los Sargazos 0.06
Aguas costeras 2.4
profundizado sensiblemente en Estuarios 60 — 600
.. : Pacifi
el conocimiento de las Mo Oceanos, acthico’y 107
Atlantico
distribuciones, especiacién y Co Oc. Pacifico 0.004 - 0.05
) . o Bahia S. Francisco 025-15
ciclo biogeoquimico de los
Tabla | Se muestran las concentraciones totales

metales traza en el océano. De

este modo se conoce en la

tipicas de varios metales en diversos tipos de aguas
marinas (Sunda, 1990).
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Capitulo 1

actualidad el importante papel que juega la especiacién quimica de metales traza en la
quimica marina de estos elementos, mucho mayor de lo pensado en principio (Whitfield
y Turner, 1987).

Las concentraciones de los metales traza sufren por otra parte, gradientes
horizontales y verticales en el medio marino. Las concentraciones en aguas costeras
suelen ser alrededor de un orden de magnitud mayor para cada elemento que en aguas
oceanicas, y en bahias y estuarios estos valores se incrementan varios Ordenes de
magnitud. Esto sugiere una importante influencia tanto del aporte de aguas continentales
como de la contaminacion antropogénica.

En cuanto a los perfiles verticales de distribucion de estas especies varian
fuertemente en funciéon del metal objeto de estudio, tanto en su concentracidn como en
su especiacion. Las concentraciones totales disueltas de cinc, hierro y cadmio son en
profundidad entre 10 y 1000 veces mayores con un incremento constante y se hallan
muy bien relacionadas con las variaciones en profundidad de las concentraciones de
silicio en el caso del cinc, fosfato para el cadmio, y del nitrato en el caso del hierro. Este
hecho implica un fuerte control de tipo biolégico de las concentraciones de metales
traza en el mar.

En cambio, los casos del plomo, molibdeno y manganeso son totalmente
diferentes. El molibdeno no presenta cambios de concentracién con la profundidad, y el

Cu total (nM) manganeso y plomo, en cambio, ofrecen un

0°-° 05 10 15 20 25 maximo superficial (debido a un gran aporte de

2 origen terrestre), con un maximo secundario en
0 -

ocasiones para el caso del manganeso, situado
400.
en la profundidad de minima concentraciéon de

600 - , . .
oxigeno, lo que sugiere una dependencia de su

800 1 concentracion con procesos quimicos.

Profundidad (m)

1000 + Para el caso del cobre, uno de los
1200 - metales objeto de estudio en este trabajo, su
1400 4 ' distribucién es intermedia entre un nutriente y

. un elemento de fuerte presencia superficial
Gréfica 1. Ejemplo de perfil de cobre en P P ’

?g;gs oceanicas {Coale y Bruland, mostrando  un  ligero  incremento  en
).

concentracion con la profundidad que debe implicar alguna relacién con los organismos

del medio, como se muestra en la grafica 1.
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ESPECIACION METALICA EN EL OCEANO.

El estudio de los metales traza en sistemas acuaticos es de especial importancia
debido a su influencia en la concentracién, productividad y metabolismo de los
organismos, y especialmente del fitoplancton, que constituye el inicio de la cadena
trofica. Esto viene dado por su doble papel como micronutrientes esenciales por un
lado, y como inhibidores del crecimiento por otro (Brand ef al., 1983; Sunda 1990),
llegando algunos (Cu, Zn, Ni) a generar los dos efectos en funcion de la magnitud de su
presencia en el medio, y de las especies planctonicas presentes. La baja concentracion
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resulten limitantes en el crecimiento de ciertas especies planctonicas, como sucede en el
caso de los nutrientes mayoritarios: nitrogeno, fosforo y silicio (Brand ef al., 1983).

El estudio de estas interacciones solo ha sido posible desde el desarrollo en los

ultimos afios de técnicas

METAL | TIPOS DE AGUAS | CONC. (nM
ultralimpias y nuevos meétodos. - -
: Fe Océano Pacifico 0.05-05
analiticos mucho mas sensibles, Aguas costeras 4-23
. Estuani 60 - 250
que han permitido conocer las s
) Mn Océano Pacifico 03-4
verdaderas concentraciones de Océano Antartico 0.08
. Mar de los Sargazos 2-5
estos elementos en el medio
Aguas costeras 2]
marino, varios Ordenes de Estuarios 16 - 400
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Apuas costeras 24
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.. Mo Océanos Pacifico y
el conocimiento de las Atlantico 107
distribuciones, especiacion y Co Oc. Pacifico 0.004 - 0.05
Bahia S. Francisco 025-15

ciclo biogeoquimico de los

, Tabla |. Se muestran las concentraciones totales
metales traza en el océano. De tipicas de varios metales en diversos tipos de aguas

marinas (Sunda, 1990).
este modo se conoce en la
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Capitulo 1

actualidad el importante papel que juega la especiacion quimica de metales traza en la
quimica marina de estos elementos, mucho mayor de lo pensado en principio (Whitfield
y Turner, 1987).

Las concentraciones de los metales traza sufren por otra parte, gradientes
horizontales y verticales en el medio marino. Las concentraciones en aguas costeras
suelen ser alrededor de un orden de magnitud mayor para cada elemento que en aguas
oceanicas, y en bahias y estuarios estos valores se incrementan varios 6rdenes de
magnitud. Esto sugiere una importante influencia tanto del aporte de aguas continentales
como de la contaminacién antropogénica. '

En cuanto a los perfiles verticales de distribucion de estas especies varian
fuertemente en funcion del metal objeto de estudio, tanto en su concentracion como en
su especiacion. Las concentraciones totales disueltas de cinc, hierro y cadmio son en
profundidad entre 10 y 1000 veces mayores con un incremento constante y se hallan
muy bien relacionadas con las variaciones en profundidad de las concentraciones de
silicio en el caso del cinc, fosfato para el cadmio, y del nitrato en el caso del hierro. Este
hecho implica un fuerte control de tipo bioldgico de las concentraciones de metales
traza en el mar. _

En cambio, los casos del plomo, moﬁbdeno y manganeso son totalmente
diferentes. El molibdeno no presenta cambios de concentracién con la profundidad, y el

Cu total (nM) manganeso y plomo, en cambio, ofrecen un
0.0 0;5 1.0 15 20 25

0 0 15 2 maximo superficial (debido a un gran aporte de

200 origen terrestre), con un maximo secundario en

ocasiones para el caso del manganeso, situado
400 A
en la profundidad de minima concentracién de
600 - B . .
oxigeno, lo que sugiere una dependencia de su

800 1 concentracion con procesos quimicos.

Profundidad (m)

1000 Para el caso del cobre, uno de los
1200 - metales objeto de estudio en este trabajo, su

1400 4 distribucion es intermedia entre un nutriente y

un elemento de fuerte presencia superficial
Grafica 1. Ejemplo de perfil de cobre en P P ?

aguas oceanicas (Coale y Bruland, mostrando
1890).

concentracion con la profundidad que debe implicar alguna relacién con los organismos

un ligero incremento en

del medio, como se muestra en la grafica 1.
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Introduccion

El efecto que un metal puede causar sobre el fitoplancton en general puede
estudiarse a varios niveles: la especiacion del propio metal en el medio (que afectara a
los pasos siguientes), interaccién superficial e interna con moléculas de origen o
pertenencia fitoplanctonica (procesos de adsorcion e inclusidn celular), efecto del metal
en procesos metabolicos y de crecimiento celular, y la repercusion sobre la poblacion
fitoplanctonica en general, produccion primaria y composicion de especies.

Asi mismo el Gltimo paso de estudio de esta interaccion es evaluar el efecto del
fitoplancton sobre la concentracién y especiacion del metal en un claro ejemplo de
retroalimentacion. El fitoplancton es el principal regulador en aguas superficiales de la
cantidad y formas en que se presentan los metales traza, tanto por generar la
complejacion orgénica de especies metalicas inorganicas con moléculas exudadas por la
propia alga, como por facilitar el hundimiento de especies metalicas adsorbidas sobre
material celular particulado (Whitfield vy Turner, 1987) o hacer disminuir la

concentracion por ingestion ( Bruland ef al., 1991).

Especiacion de metales en agua de mar

Los metales traza disueltos en el agua de mar pueden hallarse tanto libres en
forma i6nica, como complejados con moléculas inorganicas y organicas. La interacciéon
que presente ese metal con los grupos funcionales del alga y exudados es funcion de su
especiacion, y por lo tanto también lo seran fenémenos como la biodisponibilidad o
toxicidad del elemento traza. Los complejos que dominan la especiacidon de cada
elemento traza varian tanto segun la afinidad al metal del grupo funcional que posean,
como de su estructura.

El cobre, presenta una complejacion organica que segun algunos autores alcanza
de un 90 a mas del 99 %, obtenidos estos datos por diversas técnicas (van den Berg

1984; Sunda y Hanson 1987, Moffett y Zika 1987). La complejacion inorganica del

cobre se ve dominada por las especies CO;” y OH . Como la concentracion de estas

dos especies depende del pH vy de la temperatura del agua, la especiacion inorganica del
cobre se vera afectada de igual forma, variando por tanto sobre todo con la profundidad.
Coale y Bruland (1990) calculan una relacion entre cobre complejado inorganicamente
y cobre i6nico libre en disolucién de entre 19 a 25 para aguas superficiales y de

alrededor de 2 a 2.5 para aguas profundas. El cobre también forma complejos
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Capitulo 1

inorganicos en menor medida con Cl’, B(OH); vy SOZ . En cualquier caso tanto en

aguas oceanicas superficiales o profundas, como en aguas costeras O en estuarios, la
fraccién mayoritaria del cobre disuelto es cobre complejado organicamente. Sin
embargo, a pesar de esta importancia, no se sabe nada sobre la estructura molecular de
estos compuestos y solo existen hipotesis sobre el origen biologico de una parte de los
mismos (Coale y Bruland, 1990; Xue y Sigg, 1993; Moffett, 1995).

El plomo es un elemento objeto de muchos estudios por su gran toxicidad y por
los importantes aportes antropogénicos al medio que constituyen la fuente predominante
de su incorporacion a los océanos (Schaule y Patterson, 1981; Flegal y Patterson, 1983;
Boyle et al., 1986). Los estudios de Cadopaglio ef al. (1990) indican que la fraccion de
plomo que se compleja organicamente es del orden del 50% del total en disolucion,
siendo la cinética de complejacion del plomo con los ligandos organicos no tan rapida
como la observada para el cobre (Plavsic ef al., 1982; Coale y Bruland, 1988). El
proceso de complejacion del plomo con ligandos organicos va a afectar a la entrada de
este metal toxico en la cadena trofica marina y a su ciclo de sedimentacion marina, por
lo que resulta de gran importancia el desarrollo de nuevos estudios que combinen la
descripcion de su especiacion, con la determinacion del efecto de esta especiacion sobre
los individuos (adsorcion e incorporacién) y comunidades algales (crecimiento). La
concentracion de plomo iénico libre permanece en niveles subpicomolares en aguas
oceanicas y representa aproximadamente el 1.4 % de la concentracion total de plomo,
cerca de la mitad del valor esperado si sélo se consideran las interacciones con los
ligandos inorgéanicos del medio (Turner ef al., 1981). La complejacion inorganica del

plomo se ve dominada por las especies Cl CO} y OH ', alcanzandose un valor para el

coeficiente de reaccidén inorganica del plomo con estas moléculas de 35.5 para un
pH=8.1 (Millero y Hawke, 1992).

La especiacion del hierro resulta muy importante debido a que es el principal
micronutriente, y es mucho més compleja, ya que ademéas de complejos organicos e
inorganicos, puede encontrarse en agua de mar en dos estados de oxidacion diferentes:
Fe(III) y Fe(II). Su solubilidad es muy baja, y la concentracion total disuelta suele ser
del orden de subnanomolar. La forma termodindmicamente estable es el Fe(Ill) en
aguas oceanicas, pero existen varios procesos capaces de reducir el Fe(IlI), que
mantienen una pequefia presencia de formas inorganicas de Fe(II), las cuales en

condiciones del agua de mar tienen una vida media de varios minutos y vuelven a
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Introduccion

oxidarse a Fe(Ill) (Rue y Bruland, 1995; Millero et al, 1995). La especiacion
inorganica de ambas formas del hierro también difiere mucho. El Fe(IIl) aparece
principalmente como producto de reacciones de hidrélisis

(Fe(OH)},Fe(OH ), Fe(OH); ), y el ion férrico libre (Fe3+) €S una especie muy poco

abundante y de escasa reactividad por su poca tendencia a deshidratarse. En cambio el
Fe(Il) existe principalmente como ion ferroso libre (Fe*), el cual resulta mucho mas
soluble y reactivo que el férrico (Millero ez al., 1995).

En cuanto a la complejacion organica del hierro se conoce muy poco y soélo
recientemente han aparecido trabajos relacionados con ella. Segun las publicaciones de
Wu v Luther (1995) y de Rue y Bruland (1995), entre un 99% y un 99.9% del hierro
disuelto presente en aguas superficiales marinas se encuentra complejado por moléculas
organicas de naturaleza desconocida, altisima constante de estabilidad y en
concentracion que sobrepasa al total de hierro disuelto. Esto hace que la fraccion en
forma de hidroxidos férricos sea menor del 1% y que el ion férrico libre practicamente
no exista.

Para el resto de los elementos traza hay una gran variedad de comportamientos,
desde el del manganeso que apenas presenta complejacion y aparece casi en su totalidad
como Mn inorganico en disolucion, hasta los referidos de cobre e hierro, totalmente
complejados organicamente. El Zn aparece en torno a un 98% complejado
organicamente en disolucion.

El estudio de la complejacion orgénica de los metales traza resulta por lo tanto
fundamental para describir su especiacion en medios acuaticos, pero hasta la fecha no
existen datos definitivos sobre el alcance exacto de esta complejacion, de la naturaleza
de estos compuestos y de su origen, por lo que son necesarios nuevos estudios sobre la
interaccion de metales traza con moléculas presentes en disolucién o en las membranas

celulares para comprender su efecto sobre las poblaciones algales.

Papel de la especiacion en la ingestion de metales traza por el fitoplancton

La disponibilidad que experimenta un determinado metal en disolucién para el
fitoplancton viene fuertemente influida por su especiacion. Las células vivas adsorben
iones metalicos en sus superficies y pueden ademas incorporarlos internamente
enlazandolos y bombeandolos a través de las membranas celulares. Se ha demostrado

que por norma general la velocidad de incorporacion al interior celular de un metal traza
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concreto viene dada por la actividad del ion libre en el medio y no como podria
suponerse por la concentracion total (Sunda y Guillard 1976, Anderson y Morel 1978,
1982, Stauber y Florence, 1987). Es decir, que la fraccion complejada orgéanicamente,
que para muchos metales traza es mayoritaria, no resulta disponible para el fitoplancton.
Esto ha sido confirmado para varios metales (Cu, Zn, Fe, Mn, Cd), ligandos
complejantes, organismos y a través de varias respuestas fisiologicas: ingestion,
toxicidad y limitacion del crecimiento por falta de micronutrientes. Aunque
ultimamente se cree que existe un nimero muy limitado de compuestos organicos que
también pueden atravesar las membranas celulares del fitoplancton, como es el caso de
los complejos entre el hierro y sideroforos descrito por Nielands (1981).

Para explicar la importancia de la especie ionica libre hay que tener en cuenta
que el fenoémeno de la incorporacion de metales traza es un proceso cin€tico que se
puede dividir en dos fases (Khummongkol ef al., 1982; Gadd, 1988; Xue ef al., 1988,
Harris y Ramelow, 1990 entre otros). Una primera fase de rapida adsorcion del metal
i6nico a ligandos situados en la superficie celular, también conocida como adsorcion, y
una segunda fase mas lenta de incorporacion intracelular por difusion pasiva a través de
la membrana celular.

La naturaleza de la unién de metales sobre superficies celulares es doble: por un
lado se produce un fendmeno de intercambio i6bnico basado en la interaccion
electrostatica que ocurre con otros cationes como elementos alcalino, alcalino-térreos y
otros metales de transicion (Crist et al. 1990, 1992, 1994); por otro lado, la liberacion de
protones cuando otros metales son adsorbidos demuestra la existencia de enlaces del
tipo covalente para metales traza (Van Cutsem y Gillet, 1981; Crist et al. 1988), y por lo
tanto el fenémeno de la adsorcion sobre superficies biologicas va a depender
fuertemente del pH. Para el estudio de la asociacion de los metales traza a la superficie
celular resulta muy importante determinar la constante superficial de la reaccion entre
los grupos funcionales y los metales pesados.

En el proceso de inclusion celular sucede que al ser la membrana impermeable a
especies cargadas o polares en general, los iones metalicos deben asociarse a ligandos
transportadores especializados y luego disociarse al alcanzar el interior celular. Existen
excepciones a esta regla con complejos organicos, apolares en las condiciones del agua
de mar, capaces de atravesar la membrana celular (HgCl,, CH3HgCl, vitamina B y

algunos quelatos de hierro).
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Metales traza como micronutrientes

Muchos metales actian como cofactores en gran numero de enzimas,

constituyendo éste su papel mas importante en la fisiologia de las algas.

Fe Citocromo f Transporte de electrones en la fotosintesis
Citocromos by ¢ Transporte de electrones en la respiracion y la fotosintesis
Ferredoxina Transporte de electrones en la fotosintesis y la fijacion de
nitrdgeno
Proteinas ferro-sulfurosas Transporte de electrones en la respiracién y la fotosintesis
Catalasa Degradacion de H,O, a H,O y O,
Peroxidasa Reduccién de H,0, a H,0
Quelatasa Sintesis de porfirina y ficobiliproteinas
Fe y Mo Nitrogenasa Fijacion de nitrégeno

Nitrato v nitrito reductasas | Reduccion de nitrato a amonio

Mn o Fe Dismutasa Desprotonacion de radicales O, a O, vy H,O;
Mn Enzima envolvente del O, | Oxidacidn del agua a O, en la fotosintesis
Zn Polimerasas del ADN y ARN | Replicacion y transcripcion de dcidos nucleicos
Anhidrasa carbdnica Hidratacién y deshidratacion de CO,
Fosfatasa alcalina Hidrolisis de ésteres de fosfato

Cu Plastocianina Transporte de electrones en la fotosintesis

Citocromo c oxidasa Transporte de electrones mitocondrial

Oxidasa del ascorbato Reduccion y oxidacion del acido ascorbico
Co Vitamina B;, Reaccioén de transferencia de carbén e hidrogeno
Ni Ureasa Hidrolisis de la urea

Tabla Il. Descripcién de la funcién que desempefian algunas enzimas y proteinas con propiedades oxido-
reductivas en la fisiologia celular y que poseen a metales traza en el papel de cofactores (Sunda, 1990)

En la tabla Il puede apreciarse la enorme importancia del hierro en el conjunto
de la fisiologia celular de las algas, apareciendo tanto en las cadenas de transporte de
electrones de la fotosintesis y la respiracion, como en la sintesis de clorofila y
ficobiliproteinas, en la degradacion quimica de moléculas con el grupo funcional
perdxido, potenéialmente toxicas y en la fijacion celular del nitrogeno. También
aparecen el resto de los metales traza de funcion fisiologica conocida y estudiada y las
enzimas de las que forman parte.

El que un determinado metal traza resulte limitante para el crecimiento
fitoplanctonico dependeré de las especies presentes en el medio, ya que cada una tendra

unos requerimientos enzimaticos propios.
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Como en el caso de los nutrientes mayoritarios, el crecimiento de la poblacién
plancténica en condiciones limitantes para un metal traza, es proporcional a la
concentracion del metal en el interior celular. Y tal y como se ha resefiado
anteriormente la incorporacion del elemento traza es proporcional a la concentracion
exterior del metal idnico libre, con lo que puede hallarse una relacion matematica para
cada especie entre la concentracion en el medio de un micronutriente concreto y el
crecimiento celular. La incorporacion se produce por ligandos especificos
transportadores de la membrana que pueden llegar a saturarse y limitar de este modo el
crecimiento a pesar de haber una gran cantidad de metal exteriormente. Por lo tanto los
parametros que se interrelacionan en el estudio de la limitacion del crecimiento del

fitoplancton son muchos y algunos de dificil estimacion.
Metales traza como inhibidores del crecimiento

La mayor parte de los metales resultan toxicos en el medio marino a
concentraciones elevadas. Incluso de algunos
(Hg, Ag, Pb) no se conoce un requerimiento 1

fisiologico y solo son capaces de perjudicar el

Crecimiento

crecimiento celular. Otros como por ejemplo

cobre y zinc pueden ser limitantes a bajas tog [metal]

concentraciones de su especie ionica libre y  Grafica 2. Ejemplo de relacién entre
. . crecimiento y concentracién para el

toxicos a mayores. Es decrr, presentan un caso de un metal con comportamiento

. . tanto de micronutriente como de efecto

intervalo de concentraciones en que no afectan  toxico.

al crecimiento para una determinada especie planctonica, como es el caso expuesto en la
grafica 2.

Los metales traza resultan toxicos a los organismos debido a que pueden
complejarse en puntos de coordinacion esenciales de importantes moléculas biologicas,
como es el caso de enzimas, sustituyendo a otro metal que si posee los atributos
quimicos necesarios para conferirle actividad (radio iénico, geometria de coordinacion,
carga, cinética de asociacién-disociaciéon o potencial de oxidacion-reduccion). Esto
provoca la alteracion del normal funcionamiento metabolico celular. Por lo tanto, para

estos puntos de coordinacién de biomoléculas se producira una competicion entre

metales nutrientes y metales inhibidores, siendo multiples las combinaciones posibles.
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Existen estudios del efecto del cobre sobre la enzima zinc-dependiente que
regula la ingestion de acido silicico en Thalassiosira pseudonana (Rueter y Morel,
1981), asi como la reduccidén en el crecimiento celular que crea la baja presencia
intracelular de Mn originada por una gran presencia de cobre en el medio (Sunda ef al.,
1981; Sunda y Huntsmann, 1983), el cadmio origina el mismo efecto sobre el Mn y las
enzimas que de éste dependen (Hart ef al, 1979), el Cd interfiere también en la
actividad de enzimas que contienen Fe (Harrison y Morel, 1983). Otros ejemplos
descritos son las interacciones entre Cu y Fe (Murphy ef al., 1984) y Cu y Zn (Price y
Quigley, 1966; Rueter y Morel, 1981).

Por otro lado existen casos excepcionales en que dos metales que compiten por
una misma posicion en una determinada enzima poseen los requerimientos quimicos y
espaciales para conferir actividad a la enzima. Generalmente la reaccion que regula la
enzima pierde rendimiento con el 4tomo intruso pero no se detiene la accion de la
misma. Es el caso estudiado por Price y Morel (1990) para el reemplazamiento del Zn
por parte del Cd o el del Co como sustituto del Zn.

Debido a todas estas interacciones competitivas entre los metales traza, los
estudios sobre limitacién de crecimiento o toxicidad de los mismos en poblaciones
fitoplanctonicas se complican debido a que el resultado va a ser funcién no sélo de la
concentracion del ion libre objeto de estudio, sino que ademas afecta la concentracion
16nica libre de todos los elementos capaces de competir con €ste, tanto favorable como
negativamente. De ahi la importancia de emplear técnicas limpias que minimicen la
contaminacién de medios de crecimiento en estudios en cultivos, y tampones metalicos

que limiten la concentracion de la especie 16nica libre de ciertos elementos.
Efecto de los metales traza sobre comunidades plancténicas

Cada especie algal posee una determinada sensibilidad a la toxicidad y
limitacién nutricional de cada elemento traza. Por lo tanto el espectro de
concentraciones de los distintos metales traza, y la suma de los efectos de estos sobre las
especies presentes en el medio pueden determinar no soélo la cantidad de organismos
planctonicos presentes, sino ademas la composicion de especies de la comunidad algal.
En general, las especies oceanicas son capaces de crecer mas rapidamente a bajas
concentraciones de elementos micronutrientes (Fe, Mn, Zn, Co) que las neriticas (Brand

et al., 1983), pero una alta cantidad en el medio de un elemento traza toxico (Cu, Pb)
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limita mucho mas el crecimiento de las especies oceanicas que de las neriticas (Murphy
et al., 1984), en consonancia con las concentraciones presentes en el mar. Esto hace
suponer que el papel de los elementos traza en regular la composicién de especies
planctonicas es efectivo. El mecanismo que explica este hecho es la habilidad de las
especies oceanicas para alcanzar un Optimo crecimiento con una concentraciéon interna
mucho menor de metal micronutriente que para el caso de las especies neriticas. Esto se
supone que se consigue sustituyendo en parte a las metaloenzimas que requieren el
metal presente a muy baja concentracion, por enzimas cuyo centro funcional no requiere
un 4tomo metalico, u otras que presentan en su centro activo un elemento metalico
distinto y que cumplen una funcién equivalente aunque se pierda en algunos casos algo
de capacidad catalitica (sustitucion de ferredoxina por flavodoxina en cianobacterias,
citocromo c-533 por plastocianina en cianobacterias también, etc.).

Ademas del efecto sobre la composicion de especies, resulta evidente también la
interaccién de los metales traza sobre la productividad del global de una comunidad
fitoplanctonica, tanto por falta de un elemento micronutriente, COmMo por presencia en
exceso de uno téxico que interfiera con uno esencial. Estd documentado el pobre
crecimiento planctonico en algunas zonas de afloramiento debido a la mayor proporcion
Cu / Mn del agua que alcanza la superficie (Sunda y Huntsman, 1983) y sobre todo la
baja productividad originada por falta de hierro en aguas del Pacifico ecuatorial que
presentan una baja concentracion de clorofila a pesar de su alto contenido en
macronutrientes. En estas ultimas se han desarrollado experimentos de incubacion y de
enriquecimiento a gran escala espacial a nivel nanomolar (Martin y Fitzwater, 1988;
Coale, 1991; Martin et al., 1994). El resultado ha sido un incremento inmediato de la
biomasa fitoplanctonica, la concentracion de clorofila, la productividad e incluso en los

experimentos de incubacién un desplazamiento de las especies predominantes.
Efecto biolégico sobre la especiacion y concentracién de metales traza

Hasta este punto se ha descrito la influencia de los elementos traza sobre el
fitoplancton, pero también existe un efecto de este ultimo sobre la cuantia y forma en
que se presentan los metales traza en el medio marino en un claro ejemplo de
retroalimentacion. La manifestacion mas evidente es el perfil en profundidad que
presentan muchos de ellos similar al de los macronutrientes, lo cual implica un control

biologico de su concentracion. Es decir, los metales traza disueltos son ingeridos en la
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zona eufotica y transportados hacia el fondo con el hundimiento de particulas biologicas
(fragmentos celulares o “fecal pellets”), pudiendo ser por otro lado remineralizados en
profundidad por organismos microbianos. [Este proceso permite mantener
concentraciones suficientes en aguas superficiales para sostener las poblaciones
fitoplanctonicas.

Otro efecto de las algas sobre la especiacidon de metales en el mar y que va a ser
objeto de estudio en este trabajo es la complejacion de metales por parte de ligandos
organicos naturales disueltos y por grupos funcionales de la superficie celular. La
liberacidén de material organico al medio marino por parte del fitoplancton parece ser la
mayor fuente de materia organica disuelta en el océano abierto (Zhou y Wangersky,
1989). Estos compuestos, que presentan la propiedad de complejar a los metales
presentes en el medio, son el principal factor de especiacion para la mayoria de ellos
(Cu, Zn, Pb, Fe, etc.).

Por ejemplo para el caso del cobre el principal efecto es que reducen fuertemente
la presencia de la especie toxica del mismo, el ion libre (Cu®"). La concentracion de
cobre en agua de mar oscila entre 10° M y 10® M, la complejacion inorgénica a un
pHygs de 8.2 reduciria la concentracién de ion caprico a un valor aproximado entre 10

0% M, cantidades que son toxicas para varias especies planctonicas (Brand ef al.,

y 1
1986). Pero en el medio marino la complejacion por parte del material organico disuelto
hace descender la concentracion de ion cuprico libre a valores entre 10? y 107 M
(Coale y Bruland, 1990), favoreciendo ampliamente la productividad de la comunidad
fitoplancténica. Experimentos con cultivos monoalgales (Syrnechococcus sp. por Moffet
et al., 1990) han demostrado la capacidad de ciertas especies para liberar exudados de
enorme afinidad por el cobre. Por lo tanto la toxicidad del cobre para el fitoplancton
viene determinada por la presencia de exudados liberados por este mismo en el medio,
mncluso se especula con que esta secrecion de exudados tenga por principal objeto la
disminucion de la toxicidad de ciertos elementos traza. La complejacion orgénica del
cobre descrita por Coale y Bruland (1990) también varia con la profundidad ya que las
concentraciones de complejos organicos de mayor afinidad hallados se correlacionan
bien con los perfiles de productividad primaria, es decir, una alta presencia superficial
con desaparicion en profundidad. Este fenomeno hace suponer que los ligandos de
mayor afinidad por el cobre, que aparecen cerca de la superficie, son en realidad
exudados algales, y llegan a complejar mas del 99% del cobre superficial. Con la

profundidad los complejos hallados son mas débiles y no se puede asegurar su origen
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biologico, situandose en profundidad el alcance de la complejacion orgénica segin estos
autores en un 90 - 95%.

En el caso del otro metal que sera objeto de estudio, el plomo, también resulta de
gran impdrtancia la especiacién organica. Sus concentraciones en aguas oceanicas son
menores: 10'-10"° M (Capodaglio ef al., 1990), pero es un elemento de gran toxicidad
sin funcion biolégica conocida. Y al igual que sucede con el cobre, la complejacion por
parte de los ligandos orgénicos en disolucion reduce la presencia del plomo iénico, la
especie que es asimilada por las membranas biolégicas, a concentraciones del orden de
10" M. En este caso el porcentaje de plomo complejado organicamente en disolucion
en aguas oceanicas lo sitian Capodaglio ez al., 1990 entre un 50.y un 80%.

Para el metal traza més importante como micronutriente para el plancton y
objeto de estudios previos por parte de este grupo de investigacion, el hierro, la
presencia de material organico en disolucion, también es critica para su especiacion e
interaccion con el fitoplancton. Una gran parte del hierro presente se halla complejado
de forma organica. Seglin Wu y Luther (1995) y Rue y Bruland (1995) el hierro disuelto
se halla complejado en mas de un 99% en el agua de mar. De estos compuestos se ha
demostrado que son quimicamente reversibles, y por lo tanto asimilable el hierro
complejado a ellos, a largo plazo, si la especiacion es alterada. De todas formas se
cumple la paradoja de que la concentracién de hierro inorganico que permanece en el
medio no es suficiente para mantener la productividad que se manifiesta en el medio
marino, y segun la creencia generalizada anterior la fraccién complejada organicamente
no es disponible para el fitoplancton. Las explicaciones posibles sugeridas y que estan
por comprobar a este hecho son que por un lado si existen ciertos compuestos organicos
férricos directamente involucrados en el transporte a través de la membrana celular del
hierro como parece ser el caso de los siderdforos liberados por las cianobacterias en
condiciones limitantes de hierro en el medio. Estos, son compuestos con una enorme
afinidad para complejar al Fe(IIl) (constante de estabilidad en torno a 10%%), y que
podrian penetrar con el Fe(III) complejado en las células por la accién de permeasas de
la membrana, liberando el metal en el interior celular. Se desconoce si este caso existe
con otras moléculas organicas o incluso si es posible que otros metales aparte del hierro
sean asimilados en pequefias cantidades por esta via.

La otra posible explicacion al efecto positivo de la materia organica disuelta en
la asimilacion de hierro es la complejacion de dxido férrico sobre materia organica que

debe favorecer una posible reaccion de transferencia de electrones fotoinducida con el
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resultado de la formacion de Fe(Il) (especie biodisponible), y por tanto aumentando la
presencia de la fraccion de hierro asimilable por las algas.

En la descripcion del fenomeno de la complejacion hay que tener en cuenta
ademas las interacciones de los ligandos organicos estudiados con otros metales traza
presentes. Por ejemplo en el caso de siderdforos se ha descrito la capacidad complejante
que poseen sobre el cobre (McKnight y Morel, 1980), que sin ser este complejo tan
estable como el formado con el hierro si que puede ser relevante en ciertas
circunstancias, adquiriendo estos compuestos por lo tanto la ‘doble funcién tanto de
facilitar el mantenimiento en disolucion e ingestion del hierro, como la reduccion de la
toxicidad del cobre.

Es evidente por lo tanto el profundo desconocimiento actual sobre la
complejacion organica de metales traza en el medio marino, tanto de la naturaleza de
estas moléculas como de delimitar con precision la fraccién asimilable de la

concentracion total en disolucion de un elemento concreto.
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1.2

OBJETIVOS DE LA TESIS

El objetivo fundamental de la presente tesis doctoral ha sido el estudio del efecto

de la presencia de células fitoplanctonicas sobre la especiacion de los metales traza (Cu,

Pb) en el medio marino a través de la interaccién de estos con los grupos funcionales de

sus superficies (adsorcién) y de los compuestos organicos que exudan (complejacion).

Para alcanzar este objetivo general indicado, fue necesario alcanzar una serie de

objetivos especificos que se resumen en:

10

20

30

4°

50

Definicion, debido a la heterogeneidad de los grupos funcionales
susceptibles de adsorber o complejar a los cationes en disolucién, de dos
tipos distintos de dichos grupos, y la realizacion de estudios que, por
primera vez, siguieran la evolucién de los mismos a lo largo de un cultivo

en diferentes condiciones de trabajo.

Optimizacion de un modelo de ajuste iterativo de los datos procedentes de
las valoraciones metalicas tanto del medio como de las superficies de las
algas, con el fin de obtener los valores de los parametros que describen las
caracteristicas de los diversos grupos funcionales presentes de forma

independiente entre si.

Analisis comparativo del alcance de las reacciones de complejacion por
parte de la materia organica disuelta y de los exudados algales, y de

adsorcién por parte de las superficies biologicas en el medio marino.

Determinacion del efecto de las variables fisico-quimicas sobre la reaccion
de adsorcién de los distintos tipos de grupos funcionales de la superficie de

diatomeas.

Estudio de la liberacion de exudados por parte de diatomeas en funcion de la
naturaleza del medio. Efecto sobre la reaccion de complejacion global de los

diversos medios.
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Técnicas Instrumentales

2.1  DESCRIPCION DE LA VOLTAMETRIA DE REDISOLUCION

En estudios de complejacion y adsorcion de metales en medios naturales es
preciso utilizar una técnica sensible que estime la cantidad de metal disuelto en el
medio. En este caso se ha utilizado la voltametria para conocer la concentracién en sus
distintas especies de cobre o plomo disuelto en el agua de mar. La técnica se
fundamenta en aplicar un barrido de potencial a la disolucion que altere el estado de
oxidacion del compuesto a cuantifica, y detectar la variacién de corriente que se
verifica. El cambio de potencial respecto al tiempo maés intuitivo utilizable es el lineal,
pero para incrementar la sensibilidad del método se emplean variaciones a partir de
pulsos que posibilitan una continua oxidacion y reduccion de los compuestos a detectar,
y por tanto un incremento en la sefial obtenida. En este trabajo se han utilizado los dos

meétodos mostrados en las graficas 3 y 4, pulso diferencial y barrido en onda cuadrada.

Retraso

= en la lectura
- -t

[} S > 4\

§ i | Altura de pulso
o . ?
-9 1; LV

--I ‘Incremento de potencial

Ai=i1-i2

tiempo

Gréfica 3. Evolucién del potencial frente al tiempo, en un barrido de potencial en forma de onda
cuadrada. E! dato de intensidad de corriente que se utiliza finalmente corresponde a la resta de
los valores medidos en los puntos i; e i>. Asimismo, aparecen los parametros que caracterizan
este barrido de potencial.

En ambas graficas se aprecian cuales son los momentos en que se toma una
medida de la sefal de corriente (ij, iz). El retraso respecto al momento en que se verifica
el pulso se debe a que de esta forma se eliminan posibles interferencias de corrientes no
faradaicas que aparecen en la superficie del electrodo como consecuencia del cambio de
potencial, y que se reducen con el tiempo mucho mas rapidamente que las faradaicas.

La resta de los valores durante y después del pulso elimina el efecto del incremento de
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Altura de pulso_

==~ _| Incremento de potencial

Potencial

Ai=1h-1p

tiempo

Grafica 4. Esquema de la forma que tiene la variacion del potencial frente al tiempo en un
barrido de pulso diferencial con los parametros que caracterizan al mismo.

potencial sobre la intensidad de corriente de la celda y da como resultado una grafica

con forma de un pico sobre una linea base, el cual es directamente proporcional a la

concentracion de la especie que experimenta la reaccion redox sobre la superficie del

electrodo.

Para las medidas voltamétricas se ha dispuesto de un sistema de electrodos PAR

303A (EG&G) situado en el interior de una camara de flujo laminar, al cual se acopla la

muestra situada en recipientes de teflon de 15 ml. El sistema consta de:

22

e Un electrodo de trabajo o microelectrodo que es este caso es un electrodo de
gota colgante de mercurio, constituido por una gota de este metal que pende de la
punta de un capilar unido a un depésito de mercurio. En su superficie se produce la
reaccion redox de interés. Su pequefio tamafio es debido a la necesidad de disponer
de un electrodo fuertemente polarizable.

e Un electrodo de referencia, que en este caso es uno de Ag / AgCl (saturado en
KCI). Mantiene su potencial estable y conocido durante todo el proceso, sea cual sea
la composicion de la muestra.

e Un contraelectrodo o electrodo auxiliar. Constituido por un alambre de
platino. Su funcién es permitir la conduccion eléctrica de la fuente de alimentacion al
electrodo. |

e Un tubo unido exteriormente a una botella de nitrogeno C-55 que sirve para
purgar la muestra desplazando al O, con N saturado en agua, previamente a la
medicion.

e Un agitador magnético que se sitia en el fondo de la célula de teflon.
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El agitador se mueve por la accién de un agitador magnético electrénico PAR
315. La celda polarografica se halla a su vez conectada a un analizador PAR 384B
(EG&G) que se encarga de controlar los parametros del barrido de potencial y el
analisis de la sefial eléctrica generada y permite la representacion de los voltagramas al
estar conectado a una impresora directamente. Pero para aumentar la resolucion en la
obtencién de altura de pico a través de restas de blancos y aumento de la escala de la
representacion, los voltagramas fueron recogidos en un ordenador a través de una
conexion RS232 en ficheros de datos, para ser trabajados con programas de

representacion grafica y aumentar la resolucion (ver graficas 5 y 6).
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Grafica 5. Polarogramas obtenldos mediante voltametria catddica en muestras de agua de mar
(pHnes=7.8; [catecol]= =2*10° M; [Cu}=5. 2 nM) Corresponden a la muestra sin cobre afiadido, y
adiciones de 2, 4,6, 10y 15 nM de Cu®'. Se observa el cambio de pendiente producido por la
reduccidn sobre {a superficie del electrodo del cobre presente. La muestra no se halla irradiada
y los valores de cobre corresponden a adiciones al medio y no a concentraciones totales.

Existen dos variantes de esta técnica voltamétrica, ambas han sido utilizadas en

el desarrollo experimental:
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Grafica 6. Representacion de los polarogramas de la misma serie de muestra que los
representados en la grafica 5 correspondientes a las adiciones sobre el medio original
marcadas en la grafica, tras haberies sido sustraidos los valores de un polarograma obtenido
sin ninguna adicién de catecol. La cifra entre paréntesis y en negrita corresponde a la
concentracion de cobre |1abil de la muestra (no complejado organicamente) que genera el pico.

2.1.1 Barrido anddico

En este caso se aplica un potencial a la muestra mas negativo que el potencial en
el que se produce la oxidacion de la especie a determinar. Mientras la disolucion
permanece a este potencial se agita la misma para favorecer que la especie se acumule
sobre el electrodo de trabajo (en este caso, supone que el cobre forme una amalgama
con el mercurio del electrodo de gota colgante). Naturalmente este método resulta muy
practico para metales capaces de amalgamarse con el mercurio facilmente en estado
reducido como Cu, Pb, Cd, etc. En el caso de otros metales incapaces de amalgamarse,
este método no resulta eficaz.

Después se procede a desplazar el potencial a valores mas positivos hasta

producirse la oxidacion completa de la especie a cuantificar, midiéndose la corriente
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generada segun la siguiente reaccion de reduccion descrita para el caso particular del

cobre:

Cu(Hg) ——— Cu® + 2e 6y

La corriente que se detecte debida a esta reaccion sera por tanto proporcional a la
concentracion de especie metalica presente.

En este método, se considera que la fraccién de metal que alcanza el electrodo y
que verifica el cambio de estado de oxidacién o fraccion labil, es aquella compuesta por
el metal 16nico en disolucion y el complejado por moléculas inorganicas. El uso de esta
técnica ha sido criticado por la posible sobreestimacion de la fraccién inorganica del
metal, debido a la posibilidad de que algunos complejos organicos se reduzcan en el
electrodo o que alguno de los complejos metalicos se disocie en la capa de difusion
durante la etapa de preconcentracion. La disociacion de complejos interviene cuando la
vida media de un enlace entre un ligando y un metal sea comparable o menor que su
tiempo de residencia en la capa de difusion. Capodaglio ef al. (1995) determinan en su
trabajo estas dos variables y obtienen tiempos de residencia en la capa de difusion del
electrodo varios ordenes de magnitud menores que las vidas medias de las reacciones de
complejacion metalica de los ligandos incluidos dentro de la ventana espectral de la
técnica anodica, para el caso del cobre y del plomo. Asimismo tampoco encontraron
evidencia de compuestos organicos reducibles mediante esta técnica.

Hay que considerar que el empleo de un potencial de deposicion mas negativo
aumentara el grosor de la capa de difusion del electrodo, y la tendencia a reducir al
material organico en disolucion. Existe un método denominado DeFord-Hume, que
calcula en funcién del desplazamiento del pico de la oxidacion del metal, a medida que
se afiaden cantidades del mismo, la fraccion de metal complejado organicamente que se
disocia y que es por tanto detectado en el voltagrama. De acuerdo con los experimentos
realizados por otros autores en que se ha calculado esta fraccion con un potencial de
deposicion similar al que se va a utilizar en este trabajo (Gonzalez Davila ef al., 1995,
Gongalves et al., 1987), resulta ser una parte minima del total del cobre complejado
organicamente. Por ello no ha sido tenida en cuenta en el desarrollo experimental de
este trabajo y se ha considerado como fraccidn estimable, al metal presente en el medio

en sus distintas formas inorganicas.
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Si la muestra es llevada a un pH acido (<3) el metal se disocia totalmente de estos
compuestos organicos y es posible dar concentraciones totales de metal disuelto en el

medio.
2.1.2 Barrido catodico

La técnica se fundamenta en introducir una especie organica en el medio con gran
afinidad por el metal objeto de estudio para formar un complejo estable. El complejo
organometalico resultante debe tener gran tendencia a adsorberse sobre una gota de
mercurio, bien por un proceso fisico de adsorcion, bien por una atraccion electrostatica
de la gota de mercurio. La disolucién es agitada durante un periodo a un potencial
propicio para conseguir este proceso. A la gota de Hg se le aplica un barrido de
potencial partiendo de valores mas positivos que el potencial de reduccion del
compuesto hasta mas negativos, obteniéndose una corriente catddica que presentara un
pico proporcional a la concentracion del complejo presente en el medio.

El paso de esta técnica en que se procede a la concentracion de los complejos
sobre la superficie de la gota, hace que esta técnica sea mucho mas sensible que la
técnica de barrido anddico (se obtienen sensibilidades unos dos ordenes de magnitud
mayores).

Segun el metal del que se desee obtener su concentracion se debe escoger uno u
otro complejante, teniendo en cuenta que debe ser muy especifico para el metal
requerido y que tendra que adsorberse el complejo resultante con facilidad sobre el
electrodo de Hg. Para el caso de determinacion de cobre disuelto, se han desarrollado
técnicas de medida con diversos complejantes como la oxina (van den Berg, 1986),
catecol (van den Berg, 1984), tropoleno (Donat y van den Berg, 1992), benzoiloacetona
(Moffett, 1995) y salicilaldoxima (Campos y van den Berg, 1994). El utilizado para
estudios de complejacion suele ser el catecol debido a que su afinidad por el cobre es tal
que una fraccién importante del cobre permanece complejado a ligandos existentes de
forma natural en el medio y mediante el proceso que se describira en el apartado de
obtencion de capacidades complejantes, se puede determinar las caracteristicas de estos
complejos naturales. Ademas de esto ofrece una gran sensibilidad. Otros complejantes
como la oxina presentan una enorme afinidad por el cobre y no son tan practicos debido
a que desplazan a practicamente todos los complejos naturales del medio. Pueden

resultar validos si lo que se quiere obtener es informacion de los complejos de muy alta
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constante de estabilidad condicional, pero que se hallan presentes a muy baja
concentracidn, o simplemente dar concentraciones totales mediante esta técnica.

Para el caso especifico del analisis de cobre mediante la adicion de catecol y

posterior analisis por voltametria de redisolucion catéddica, al afiadir el complejante a un

o medio, los complejos érgano-metalicos resultantes se adsorben

sobre la gota de mercurio formando una pelicula sobre la misma

or  a potenciales que permiten la presencia del cobre en el medio en

forma idnica. Cuando el potencial es llevado a valores mas

positivos, aparece un pico en la sefial de corriente a valores muy
Catecol

proximos al potencial de reduccion del cobre en ese medio. No

aparece ninguna sefial de reduccién del catecol (van den Berg, 1984). Por lo tanto el
pico que presenta el polarograma es proporcional a la concentracion del complejo
cobre-catecol.

Sucede al igual que en el caso anddico, que la proporcion de metal que el
complejante afiadido no ha logrado desplazar de sus complejos con los ligandos
naturales del medio, no se reduce en la superficie del electrodo y constituye una
fraccion indetectable. La medida de la concentracion total de metal disuelto requiere
desplazar o eliminar todos estos complejos. La técnica que se suele utilizar es irradiar
previamente a la adicion del complejante artificial la muestra con radiacion ultravioleta
en un medio muy oxidante para lograr la degradaciéon de toda la materia organica
disuelta, y eliminar la competencia que el complejante artificial pudiera encontrarse. De

este modo se calcula la concentracion total por voltametria catédica.

2.2 FUNDAMENTOS DE LA VOLTAMETRIA ADSORTIVA DE
REDISOLUCION CATODICA CON CATECOL

La determinacion de los parametros de complejacion para los ligandos organicos
naturales disueltos esta basada en la competicion entre estos ligandos y el complejante
catecol afiadido al medio en exceso (van den Berg 1984). La concentracién de los
complejos Cu-catecol en el equilibrio va a ser funcion entre otros parametros de la
concentracion y constantes de estabilidad de los ligandos naturales de la muestra. Tras
equilibrar los complejos naturales de la muestra con el catecol durante el tiempo

necesario, la concentracién de sus complejos con el cobre se mide por voltametria
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catodica de redisolucién. A continuacién se resefian los fundamentos tedricos que
justifican el empleo de esta técnica.

En la muestra original de agua de mar la concentracion y especiacion del cobre
vienen dadas por la expresion:

[Cultor = [Cu’]+ Z[CuLy] @)

siendo [Culzr la concentracion total de cobre presente en la disolucion, [Cu’] la
concentracién de cobre en todas sus formas inorgénicas y X [CuLy] la concentracion de
cobre complejada por los ligandos organicos presentes en el medio original (Ly).

Ademas la concentracidén de metal en las diversas formas inorganicas presentes
en el medio y el metal libre en forma i6nica, se puede expresar por la siguiente relacion:

o]zl ) e ©

donde ocy es el coeficiente o (Ringbom y Still, 1972) o fraccion de Cu®" libre para el
cobre, que corrige las reacciones inorgéanicas laterales de complejacién del Cu®** en el
agua de mar.

Su valor viene dado por la expresion:

o resl LDk D)

siendo K, la constante de estabilidad del complejo de Cu** con los ligandos inorganicos
del medio (4): CI",CO;”,B(OH); y SO . K., es la constante de acidez del Cu®,

estas constantes son validas a una fuerza ionica determinada y estin definidas para la
escala libre de protones.
En presencia de catecol, el cobre existente en el medio se distribuye en las
siguientes especies:
[Culpr = [Cu']+Z[Cucati]+Z[CuLx] 5)

2 [Cucat;] es la concentracion de cobre complejado por el catecol

La relacion entre la concentracion de cobre i6nico libre y las concentraciones de
iones de catecol libres (cat’) y los complejos cobre-catecol (Z [Cﬁcati]), viene dada por
las ecuaciones 6 y 7:

Z [Cucati ] = [Cu 2+ ] X cycat (6)

para el caso del cobre con el catecol, i puede valer 1y 2. clcucar €5 €l coeficiente o del

cobre con el catecol.
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s = K v 001 14 B, -lea | 2
donde K’ y B¢ son las constantes de estabilidad condicionales para la formacién de
complejos con catecol, en la forma que especifican los subindices, y [cat’] es la
concentraciéon de catecol no complejada por el cobre. Las constantes de estabilidad
condicionales han de ser calculadas para las condiciones experimentales presentes
(fuerza ionica, salinidad y pH) a partir de las constantes de estabilidad que pueden ser
obtenidas en la literatura existente (van den Berg ,1984) y que se ven reflejadas en la

tabla II1.

Complejo | Log K* | Tipo de constante Tabla ll. Constantes de estabilidad
i « estequiométricas (K*) del catecol, las
Hcat -13.0 K., _ .
’ cuales se obtuvieron interpolando sus
H,cat ’ -9.23 K :12 valores vélidos a fuerzas idnicas de
o B 0.1y 1.0 M (Martell y Smith, 1977) a
Cucat 13.71 K, o
0.7, ya que la variacibn de estas
Cucat;? 24 93 B, constantes con la fuerza idnica no
- sigue la ecuacion de Davies.
Mgcat ° 5.7 K,

El coeficiente-ot (0ler) 0 proporcion de catecol libre en el medio que corrige las

reacciones colaterales del catecol con otros cationes del medio, es calculado a partir de:

+ +
Fou =1 [H %:1 'K:,z )+ [H)I/<21 i Wg2+ ] K;/fgca! | ®

A pH alrededor de 8 o menos, la reaccion colateral del Mg es despreciable
comparada con la que sucede con los H+, por lo que o, depende practicamente por
completo de la competicioén de los protones. Valores para las constantes de estabilidad

condicionales se obtienen de la siguiente forma:

_ [Cucar] |

K e = W ©)
ademas, por definicion:
[cat']z a,, [catz”] (10)
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por lo tanto

' * ' _ * 2
KCucaz = KCucat /acat (1) ﬂCu(:az2 - ﬁCucatz /acat (12)
La concentracion de Cu®* libre en presencia de ligandos inorganicos y catecol puede
ser calculada directamente de la concentracién total de cobre disuelto, y de los

coeficientes-ol.

| [Cu 2+]= ([Cu' ]+ > [Cucat, ])/a' (13)

stendo

o ’ =0lcy T UCucat. (14)

El valor de acuwa depende la concentracion de catecol, y tanto éste, como el
valor de ey, dependen asimismo del pH y de la composicion del agua de mar. La fuerte
dependencia del coeficiente—o respecto del pH a valores proximos a los encontrados en

aguas marinas puede observarse en la figura 7.

14

12

10 -

*40"

Cu-catecol
[¢)]
1

2*10° M

0 i |
—_—————————} . —
7.0 75 8.0 85
pH
Figura 7. Evolucién del valor del coeficiente-o. del catecol respecto del cobre ionico libre
disuelto, segin el pH del medio (escala NBS). Los casos reﬂejados corresponden al de un

medio de salinidad 35%. y concentraciones de catecol de 210° M y 10 M. El segmento indica
el intervalo de pH que suele enconirarse en medios naturales.

De igual forma, en la figura 8 queda reflejado el efecto de la concentracion del

compuesto complejante.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Técnicas Instrumentales

4
1800
1600
—. 1400
§ 1200
34 w1000
@ 5o
2 g 40
* 200
B 0 i —f
o 24 0 1e-5 285 3e-5 de-5 Se5
i) [catecol]
©
bt
3
©
3
1 -
O 1 T T T T
0.0 5.0e-4 1.0e-3 1.5e-3 2.0e-3 2.5e-3 3.0e-3

[Catecol] (M)

Figura 8. Evoluciéon del valor del coeficiente-o. segun la concentracion de catecol afiadido al
medio. El caso reflejado corresponde al de un medio de salinidad 35%. y pH 7.8 (NBS). El
segmento corresponde a las concentraciones de catecol utilizadas en los estudios de
complejacién en este trabajo.

Como se ha descrito previamente, la concentracion de cobre complejado, tanto por
el catecol, como por moléculas inorgéanicas, y ademas, el cobre ionico libre en
disolucion, resultan reducibles en la superficie del electrodo al aplicarse un barrido
catddico de potencial. A esto se le conoce como fraccion labil:

[Cu']+Z[Cucati]=ip/S (15)

En esta expresion i, (Amperios) es la altura de pico y S (Amperios mol™) es la
sensibilidad, que se determina a grandes concentraciones de Cu®" en las cuales todos los
ligandos organicos Ly se hallan saturados. De todo esto se deduce que la concentracion
de complejos del tipo CuLy puede ser calculada a partir del balance de masas y de la

altura de pico medida.

S[cuL,)=[Culyor -1,/ (16)

Dada la fuerte dependencia de la concentracion de ion cuprico libre con el valor
que pueda tomar el coeficiente-a. del cobre con el catecol, un aumento del pH o de la
concentracion de catecol provocara una disminucion de esta especie. Esto se traduce en
un incremento de la competencia con los ligandos organicos naturales en equilibrio con
el ion cuprico. Por lo tanto, para un mismo medio, la cantidad de cobre unido a los

ligandos naturales, que se estima como la resta respecto del total del unmido al
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complejante artificial, se vera reducida si se aumenta la concentracion de catecol, o se
aumenta el pH del medio.

Resulta de gran importancia obtener la concentracion de cobre 16nico libre en
disolucion en el medio original, ya que como se ha resefiado en la introduccion es la
especie cuprica que resulta toxica a los organismos. Esto se consigue a partir del
balance de masas del medio original

[Culor = lcu* | @, + TlcuL,] a7
Una vez obtenida la capacidad complejante del medio, como se vera
posteriormente, la concentracion de cobre unida a los ligandos naturales del medio
puede expresarse como una funcion exclusivamente de la concentracion de ion ciprico
libre y de los parametros de complejacion del medio calculados, y por un proceso
iterativo de calculo numérico se consigue obtener [Cu®*] en el medio original (ver la

subrutina que comienza en la linea 7000 del anexo 1).

23 FUNDAMENTOS DE LA VOLTAMETRIA ANODICA DE
REDISOLUCION

En esta técnica no se realizan adiciones de ningin complejante al medio (sélo de
una disolucién tamponadora sin capacidad complejante alguna por el metal de estudio).
Por lo tanto el balance de masas del metal en disolucién corresponde al descrito para €l
caso anterior en el medio original.

M- = [M ]+ ML ] as)
donde la concentracién total de metal en disolucion es igual a la suma de la
concentracion de metal complejado inorganicamente ([M’]), y de la concentracion del
complejado por los ligandos organicos naturales del medio (Z[MLy]).

Para cualquier metal queda definido un coeficiente alfa que describe la
proporcion entre las concentraciones de las especies complejadas inorganicamente y la
del ion libre, como en el caso visto del cobre.

M]=[M*] a, (19)
dado que ouy es el coeficiente que corrige las reacciones de complejacion con los

ligandos inorganicos del medio, su calculo vendra dado por la expresion 20.

TN T D
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donde K 'es la constante de estabilidad del complejo de M?** con los ligandos

inorganicos del medio (L;): CI,CCE™ B(OH); y SOF . K., es la constante de acidez

ai
del M™, estas constantes son validas a una fuerza iénica determinada y estan definidas
para la escala libre de protones.

Recordar que para una determinada técnica analitica se considera como fraccion
labil a aquella que la técnica es capaz de estimar. En el caso de la voltametria anddica
de redisolucion, esta fraccion la compone la cantidad de metal que se encuentre en
forma inorganica, teniendo en cuenta que, como se ha citado previamente, se han
despreciado posibles aportes del metal complejado organicamente a la definicién de
1abil. Los compuestos organicos no permiten el cambio de estado de oxidacion del metal
que complejan. Por lo tanto, la fraccion 1abil toma la expresion:

[M’]=1,/8 21)
donde i, es la altura de pico obtenida en el voltagrama (Amperios) y S es la sensibilidad
del método (Amperios mol™)

" Durante la valoracion metélica se estimara la cantidad de metal complejado
organicamente mediante el balance de masas expresado previamente en la ecuacion 18 y
que queda en funcion de la fraccion complejada de la forma:

sML,_ ]=[M],, -i /S (22)

La concentracion de metal i6nico libre en disolucioén puede estimarse a partir del
valor de [M’] del medio antes de realizar adiciones, y del valor del coeficiente alfa. Si
no se dispone de este primer valor o no se desea utilizar por el alto error que lleva
asociado, al igual que para el caso catddico puede generarse una expresion en que esta
concentracion solo es funcion de la concentracion de metal disuelto total y de los
parametros de complejacion del medio. Mediante un proceso iterativo de calculo
numeérico similar al mostrado en la subrutina referida en el caso anterior del anexo 1

(linea 7000) se puede obtener la concentracion de [M™].
2.4 OBTENCION DE CAPACIDADES COMPLEJANTES:
2.4.1 Valoraciones metalicas

Para la determinacion de las capacidades complejantes de la materia organica

disuelta de un medio en un principio se recurria a separar las distintas fracciones del

(U3
W)
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medio por métodos tales como la ultrafiltracion, dialisis o cromatografia, midiendo
posteriormente la cantidad presente de metal en cada fraccion y en el medio original. A
la fraccion no complejada (la parte de metal no retenida por los sistemas citados, es
decir, el que se considera libre en disolucion) se la consideraba una aproximacién de la
cantidad de 1on libre metalico.

El método mas utilizado en la actualidad es una valoracion del medio con el
metal respecto del cual se va a calcular la capacidad complejante. Esto permite estimar
no sélo la capacidad complejante, sino dar ademas una constante condicional de
estabilidad de los complejos metal-ligando organico natural del medio. Mediante el uso
de una técnica suficientemente sensible y selectiva se determina la especiacion del metal
en el medio a cada concentracion afiadida, a partir de la estimacién de alguna de las
fracciones presentes: metal libre, metal unido a los complejos organicos e inorganicos
del medio o ligando organico libre. Ejemplos de estas técnicas son las voltametrias
anodica y catodica de redisolucion, equilibracion con MnO,, dialisis, equilibrio con
resinas de intercambio i6nico y métodos basados en indicadores biologicos. La técnica
escogida y que ya ha sido ampliamente utilizada para este propdsito es la voltametria
catodica de redisolucion (van den Berg, 1984; Donat y van den Berg, 1992; Xue y Sigg,
1990, 1993, 1995; etc) que estima la concentracion de metal libre en el medio a partir
del equilibrio de esta especie con un complejo organico artificial de caracteristicas y
concentracion perfectamente conocidas. -

Para el estudio de la adsorcion sobre la superficie celular, el recurso globalmente
empleado es considerar a esta superficie como una gran molécula polifuncional con
multiples tipos de puntos de enlace. Por lo tanto el estudio tanto de la complejacion de

metales por parte moléculas organicas disueltas, como la adsorcién de los mismos

sobre la superficie celular resulta equivalente en todo su desarrollo, y sélo variaran las .

unidades en que se presentaran los resultados, moles por litro de disolucion para la
complejacion, y moles por gramo seco de alga o moles por célula para la adsorcion.
Estas ultimas unidades mencionadas resultan muy utiles para poder comparar los
resultados obtenidos en diferentes trabajos.

A continuacién se detalla el proceso de obtencion de capacidades complejantes
para el cobre de un medio de cultivo por voltametria de redisolucion catodica. Se debe
tener en cuenta que todas las ecuaciones son validas para el caso de otros metales o
complejantes distintos, asi como para el caso de la voltametria de redisolucion anodica,

si se cambia la definicion de fraccidn labil.
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Conociendo la concentracion total disuelta del metal presente en el medio
previamente a la valoracion, las cantidades anadidas, y, a partir de la técnica
polarofigura descrita, la especiaciéon del medio a las diversas adiciones de metal, se
determinan las caracteristicas complejantes del medio natural. La figura que resulta si se
representa la altura de pico obtenida (que para el caso de la voltametria de redisolucion
catodica de adsorcidn es proporcional a la cantidad de metal que se halla en el medio en
forma i6nica libre, mas el complejado inorganicamente, mas el unido al complejante
organico de trabajo, en este caso el catecol y para la voltametria anodica a la
concentracion de metal libre y complejado inorganicamente en el medio; ecuaciones 15
y 21), frente a la concentracion de metal afiadido al medio es para ambos casos del tipo

mostrado en la figura 9.
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Figura 9. Muestra la altura del pico de reduccion del cobre obtenido por voltametria catédica en
presencia de catecol en agua de mar para sucesivas adiciones de cobre al medio.

La curvatura inicial es debida a que gran parte del cobre que se aporta al medio
inicialmente se compleja con ligandos naturales del medio y no puede ser detectado por
la técnica polarofigura (estos compuestos naturales no son capaces de adsorberse sobre
la gota de mercurio y no cambian de estado en el barrido de potencial). Pero a
cantidades mayores de metal disuelto, los ligandos naturales del medio con mayor
afinidad que el catecol por el metal de estudio se hallan ya complejados y los de menor

afinidad desplazados por el complejante artificial y por lo tanto todo el metal que se

w)
W
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aporta al medio se compleja con el catecol presente (el cual ha sido afiadido en gran
exceso respecto de la concentracion de ligandos naturales del medio, unos dos ordenes
de magnitud). En esta situacion la altura de pico que se obtiene es proporcional a la
concentracion de metal afiadido.

La misma representacion, en el caso de agua de mar irradiada con UV (en la que
toda la materia organica ha resultado oxidada y por lo tanto el medio no es capaz de
complejar organicamente a los metales), debe dar una linea recta paralela a la regresion
lineal que aparece en la figura, y que equivale a la sensibilidad del método.

Una simple extrapolacifén de la zona lineal de la funcion obtenida hasta el eje de
abscisas da una aproximacion a la concentraciéon de metal que es capaz de complejar el
medio, pero este procedimiento da lugar a errores muy significativos en la
determinacion de capacidades complejantes, como describe Ruzic (Ruzic, 1996) para el
caso de formacion de complejos de no muy alta afinidad, ya que en esta situacion la
curva converge a su zona asintotica a medida que avanza la valoracién de forma muy
suave.

La solucion adoptada en este tipo de estudios es considerar un modelo que so6lo
contempla la formaciéon de complejos simples entre el metal disuelto y los complejos
naturales del medio, con una estequiometria del tipo 1:1.

L-H + MY o L,-M? + jH” 23)

La ecuacion refleja la complejacion de un ion metalico sobre un ligando (Ly) que
sufre para ello una desprotonacion, pero también puede suceder que segin el pH del
medio ese grupo se encuentre mas o menos protonado, o que lo que se verifique sea una
reaccion de intercambio idnico si el metal, al atomo que sustituye, es un cation
mayoritario del medio (como Na”, Ca®* o Mg*" para el agua de mar) u otro metal traza
diferente. La naturaleza de estos ligandos no es bien conocida. Se sabe que los acidos
fulvicos y hiimicos procedentes de la degradacién de la materia organica complejan
fuertemente al cobre (Tipping y Hurley, 1992) y que ligandos organicos de origen
planctéonico y de muy distinto peso molecular como polisacaridos, polifenoles,
aminoacidos, polipéptidos y proteinas también juegan un papel (Langston y Bryan,
1984). Deben desarrollarse técnicas analiticas como HPLC acoplada con FTIR y
espectroscopia de masas para determinar individualmente los compuestos

extracelulares.
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La constante de estabilidad de la anterior ecuacion es igual a:

L M)

= o8 (24)
- [Lx —Hj]'[M+]

K,

Para hacer posible un tratamiento de los datos de la valoracion metalica se define
a partir de la ecuacion antes resefiada una constante de estabilidad condicional para la
reaccion de unién del metal libre en forma i6nica con los ligandos naturales, que para el

caso del cobre toma la forma:
K'CuLx = [CuL,]/ ([Cu2+][L’X]) (25)
[L'4] es la concentracién del ligando natural (Ly) no complejada por el Cu*".

El valor de K;IuLx depende de la composicion de la disolucion (pH, concentracion

de otros cationes, etc.) y es por tanto denominada constante de estabilidad condicional.
En una primera aproximacion al calculo de capacidades complejantes se considera
al conjunto de los ligandos del medio (o a los de la superficie celular), como un
conjunto de puntos de enlace homogéneo. Esto‘permite el calculo de una capacidad
complejante y una constante condicional de estabilidad. Naturalmente el caso dista de la
realidad, ya que la naturaleza de las moléculas organicas presentes en medios acuaticos
con afinidad por unirse a metales traza es muy diversa, desde acidos fulvicos y hiimicos
a exudados algales con varios grupos funcionales muy distintos. Pero esta enorme
simplificacion en algin caso se ajusta al comportamiento observado en la valoracion del
medio. De este modo el valor de la constante de estabilidad condicional sera un valor
ponderado de las constantes de los ligandos presentes, y permitira en igualdad de

condiciones experimentales la comparacion entre medios.
2.4.2 Isoterma de Langmuir

A partir de la definicion de K’ y de la ley de masas aplicada al ligando:

[z Lor =L }+lCuL,] 26)

sustituyendo en la definicién de la constante de estabilidad del cobre con los ligandos

naturales (ecuacion 25), se obtiene:

. [CuLx] ' .
k= ([Lx]YOT - CuLx])' lCu2+J

@7
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KLl lcur]-& Jcur,} [ow¥ |=[cuL.] o8)

[cuL, | = KoL for] (29)

1+K'-lCu2’J

A esta ultima expresion se la conoce como isoterma de Langmuir.
Matematicamente es equivalente a la ecuacion de Michaelis-Menten usada para
cinéticas enzimaticas. En la figura 10 se presenta un ejemplo de representacion de esta

ecuacion para una muestra de agua de mar:

2.5e-7
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[Cu™]

Figura 10.Isoterma de Langmuir para los datos presentados en la figura 9.

Como se puede contemplar corresponde a una curva de saturacion. El valor al que
tiende equivale a la concentracion en la que por hallarse todos los ligandos naturales del
medio complejados, ya no retienen las adiciones de metal y es el complejante afiadido
(y labil para el caso de voltametria catodica de redisolucion) el que se une al metal
disuelto.

Mediante un ajuste no lineal por minimos cuadrados pueden hallarse la capacidad
complejante de los ligandos del medio ([Lx]Jror), y la constante de estabilidad
condicional de los mismos (K’). Aunque para facilitar esta tarea varias linealizaciones

de los datos han sido propuestas por algunos autores:
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2421 LINEALIZACION DE SCATCHARD

Propuesta inicialmente por G. Scatchard en el estudio de complejacion de iones y
proteinas (Scatchard, 1949, Scatchard ef al, 1957). Partiendo de la isoterma de

Langmuir, puede obtenerse la siguiente linealizacion:

(30)

[cur, )+ K |cu) [cuL, )= k{1, ] [ow™] G1)
[CuL ]/[Cu2+] K'(~[cuL_]+[L.]) (32)
Una representacion de la proporcion entre metal complejado y metal i6nico libre
frente a la concentracién del metal complejado va a dar una recta cuya pendiente es -K’

y que ademds cumple que el valor de esta recta en su corte con el eje de abscisas es

igual a la concentracién de ligandos del medio multiplicado por el valor de K.
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Figura 11. Linealizacién de Scatchard de una valoracion metahca ideal. Datos generados para
una capacidad complejante de concentracion de llgando—10 My log K'=10
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2422 LINEALIZACION DE VAN DEN BERG-RUZIC

Método propuesto primeramente por van den Berg y Ruzic para experimentos de
determinacion de capacidades complejantes por equilibracion con MnO, (van den Berg
1979, van den Berg y Kramer 1979; Ruzic 1982, 1984). A partir de la ya descrita
isoterma de Langmuir para una valoracién metalica (con cobre por ejemplo) de un

medio complejante:

K] feu] .
[CULx] = 1+K . lCu2°J (33)

Se puede para su mas facil resolucion, linealizar de la siguiente forma:
kL] lev]
[CuL ]

[Cu:”] [Cu“] 1

'

AN ARAEA

1+X - Jou]= (34)

(3%

Los dos parametros que definen la complejacion del medio se determinan
construyendo un grafico de [Cu**)/[CuL] como funcion de [Cu®).

Sustituyendo en la uGltima ecuacion las concentraciones por los parametros
obtenidos en los voltagramas segin la voltametria catddica de redisolucion, ésta queda
de la forma

i » a

Gy 1) G LD K ]

(36)

Valores para [Ly] vy K('ZuLx pueden ser obtenidos a partir de esta ecuacion, mediante la

representacion de 1 p/(S-Ceu- 1) frente a los valores de 1, /S, como puede observarse en

la figura 12. La inversa de la pendiente es [L.] y la ordenada en el origen permite
conocer K,

El coeficiente alfa que aparece en la ltima expresion corresponde al coeficiente

alfa general (o’ = 0lcy + Oleatecol) €D €l caso de estar trabajando con voltametria catodica
o

de redisolucion. Si la técnica utilizada es la voltametria anodica de redisolucion, el valor

de este coeficiente alfa es el del cobre inorganico (ocy).
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Figura 12. Linealizacion de van den Berg-Ruzic de una valoracion metdlica ideal. Datos
generados para una capacidad complejante de concentracién de ligando=10" M y log K'=10.

2.4.3 Ventanas espectrales

Ambas figuras utilizan la concentracion de metal unido a los ligandos naturales.
Hay que recordar que esta cantidad para un mismo medio depende de la concentracion
de catecol utilizada en el proceso de obtencion del polarograma. Una mayor cantidad
desplazara a aquellos complejantes naturales que complejan al cobre de manera més
débil, permaneciendo inalterables los de constante de estabilidad condicional mayor.
Por lo tanto un aumento en el valor del coeficiente-o del catecol provoca que el valor de
la constante de estabilidad promediada estimada aumente.

También resulta importante la concentracion inicial de metal disuelto en el medio,
ya que si la concentracion de ligando es mucho menor que la de metal se hallara
completamente saturado y no participara en el equilibrio ante las adiciones de metal. A
este concepto se le conoce como ventana espectral, y se refiere a las caracteristicas de
los ligandos que una determinada técnica puede estudiar en unas condiciones fijadas.

De igual forma que para el resto de las especies complejantes, se puede definir un

coeficiente-o para la relacion entre la concentracion libre de metal en el medio (el cobre

4]
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en el caso que refleja la ecuacion 37) y los distintos tipos de ligandos naturales (Lj)

presentes en el medio y complejados por el metal.

[CuL] _ 3 [Cul.]

Oey = [Cuz*J = 1Cu2*J =2 K, '[Li] G7

Este coeficiente es funcion de la concentracion del ligando natural, de su
constante de estabilidad por el metal, y del cobre total disuelto en el medio. En el caso
de trabajar en voltametria catodica de redisolucion, es funcion ademas de la
concentracion de ligando artificial aftadida al medio

Para las técnicas utilizadas en este trabajo para determinar capacidades
complejantes se definen de la siguiente manera sus ventanas espectrales:

e Voltametria anddica: esta técnica no es capaz de ofrecer estimaciones de aquellos
complejos de menor oy que la que presenta el cobre con los ligandos inorganicos del
medio. Como estos van a estar siempre presentes en exceso una adicién de cobre se
complejara preferentemente con estos ligandos inorganicos. Por otro lado el limite de
sensibilidad marca el limite de los ligandos de mayor constante de estabilidad. Si no se
puede estimar la cantidad de metal libre en el medio a una determinada concentracion
total de metal, los tipos de ligandos que ya se hallen saturados no entraran en equilibrio
con las sucesivas adiciones de metal, y si bien su concentracion si es tenida en cuenta,
no su afinidad por el metal, y el valor de K’ es subestimado. Debido a la poca
sensibilidad del método, la concentracion limite estimable es mas grande que en otros
métodos, y la constante de complejacion condicional es mucho menor de la obtenida por
el resto de los métodos.

e Voltametria catodica: también el limite de sensibilidad supone el limite de los
compuestos de mayor oicy. que pueden medirse, éste sera funcion de la concentracion
de ligando artificial afiadido (catecol). Por el otro extremo, aquellos compuestos de otcur
menor que la que presenta el ligando artificial afiadido, como éste es afiadido siempre en
exceso respecto a la concentracion de los ligandos naturales, son desplazados durante la
fase de equilibrio de la valoracidn y no se tienen en cuenta en el calculo de CuL durante
la valoracion.

En general se considera que la fraccion de ligandos que cualquiera de las dos
técnicas puede estimar es aquella cuyo valor de oicur s€ encuentra un orden de magnitud

por encima y por debajo del valor de Olcucatecol, Siendo este valor siempre el centro de la

ventana espectral (Olcuinorginico Para €l caso de voltametria anddica) (van den Berg ef al.,-

42

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Técnicas Instrumentales

1990). Esto implica que sea cual sea el coeficiente-o seleccionado en funcién de la
concentracion de catecol y pH prefijados, habra fracciones de moléculas disueltas con
capacidad para complejar al metal de estudio, y que no intervendran en la determinacién
de la capacidad complejante del medio.

De igual modo se conoce que dado que aquellos complejos de mayor acy se
encuentran en medios naturales en menores concentraciones, el desplazar a mayores
valores la ventana espectral (subiendo Olcucatecol), SUpoOne el obtener valores menores de
la capacidad complejante y mayores de la constante de estabilidad asociada a los
mismos (van den Berg ef al, 1990). Por lo tanto, si como es nuestro caso se desean
comparar capacidades complejantes entre distintos medios, se debe trabajar dentro de la
misma ventana espectral, o ser consciente de que no se esta estimando la misma
fraccion.

De hecho, van den Berg y Donat (1992) encuentran una relacion lineal entre log
OlCy complejame anifioiat Y 108 OlcuL  para estudios realizados con medios de diversa, diferentes
complejantes artificiales y con distintos metales. Esto debe significar que la variedad de
complejantes naturales en disolucién es muy grande y que se hallan formando casi un
espectro continuo de valores de la constante de estabilidad. El que funcione para
diversos metales en la misma relacion puede hacer suponer que una buena parte de la
materia complejante organica no sea especifica y pueda complejar cualquiera de los
metales traza presentes.

En general en los trabajos pioneros de determinacion de capacidades complejantes
en medios naturales con catecol (van den Berg, 84; Xue y Sigg, 1990) se aconseja tomar
una concentraciébn de complejante tal que ésta genere la mitad de la méaxima sefial
posible. Pero un valor muy alto de clcucatecot hace que una importante fraccion de materia
complejante de no muy alto valor de constante de estabilidad sea ignorada. Quizas esto
en agua oceanica de una concentracién total de cobre subnanomolar, en que la
especiacion se ve dominada por completo, por complejantes naturales de muy alta
constante de estabilidad y escasa concentracion (>99% segin Coale y Bruland, 1990),
sea deseable. Pero las medidas en cultivos parten de concentraciones algo mayores de
cobre y como se vera reflejado la existencia de complejantes de baja constante de
estabilidad adquieren un papel importante (20-50% de la especiacion del cobre en este
trabajo). Miller y Bruland (1997) apuntan que es deseable utilizar valores bajos de

Olcucatecol, Y@ qUE mientras a estos valores se tiene una buena descripcion de los ligandos
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presentes de baja constante de estabilidad condicional, la concentracion de los ligandos
de mayor K’ es estimada aceptablemente si se desarrolla un método con un buen limite
de sensibilidad, a pesar de que K’ queda ligeramente subestimada. En cambio, a altos
valores de Glcucaecol 1a presencia de ligandos de baja K’ queda totalmente oculta para el
método. Es necesario por lo tanto en los experimentos de complejacion llegar a un
compromiso entre sensibilidad y toma de una ventana espectral adecuada y desplazada a
valores bajos a ser posible. Por otro lado, y para una mejor caracterizacion, es
recomendable llevar a cabo la determinacion de la capacidad complejante de un mismo
medio con distintas ventanas espectrales para tener un esbozo de la complejacion total
del medio.

A pesar de resultar algebraicamente equivalentes las linealizaciones presentadas
previamente, se puede observar en las figuras 11 y 12 que para el caso propuesto por
Scatchard, los valores hallados a menor concentracion de metal poseen mas peso
estadistico comparado con el resto de valores de la valoracion. La linealizacion de van
den Berg/Ruzic otorga mas peso estadistico a los valores obtenidos a mayor
concentracion de metal. Esto se debe a que la representacion de Scatchard se basa en
representar el valor de la concentracion de metal complejado en el eje de abscisas. Esta
cantidad al comienzo de la wvaloracion aumenta considerablemente, ya que
practicamente todo el metal afiadido al medio va a resultar complejado por los ligandos
naturales de la muestra, mientras que al final de la valoracion, los ligandos naturales del
medio se hallan completamente valorados por el metal afadido, y sucesivas adiciones
de metal suponen un incremento minimo de la concentraciéon de metal complejado
(incluso por debajo del error asociado al método analitico). La representacion de van
den Berg-Ruzic, en cambio, se basa en la representacion en el eje de abscisas de la
concentracion de ion metalico libre en disolucion (directamente proporcional al cobre
1abil estimado). Al comienzo de la valoracion, el metal afiadido se une a los ligandos
naturales del medio y la concentracién de ion libre en disolucion apenas varia, por el
contrario, en la zona final de la valoracion, cuando los ligandos naturales del medio se
encuentran saturados, practicamente la totalidad del metal afiadido se incorpora a la
fraccion 1abil al método voltamétrico.

No existe un criterio definido en el caso de valores reales (con desviaciones del
caso ideal por los errores analiticos que se presentan), de qué representacion es la mas
util para este proceso. Segun S.C. Apte los resultados que se obtienen por la

linealizacion de Scatchard son menos consistentes, ya que se concede mayor
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importancia a los puntos sujetos a mayores errores relativos (Apte ef al., 1988). Pero un
trabajo mas reciente de Miller y Bruland (1997) trabajando con datos artificiales con
errores prefijados, muestra que el error que se produce en el caso de considerar un solo
tipo de ligando depende de la relacion entre los coeficientes-a del complejante artificial
escogido y de los ligandos naturales.

Se considera un medio con un ligando en disolucion con un valor de o, fijado. Si
se toma un valor de oy Mucho mayor que éste, el error analitico se acumula en los
Gltimos puntos de la valoracion ([Culw=[Cucat]) y por lo tanto la representacion de van
den Berg se vera mas perjudicada en su fiabilidad. En el caso contrario sucede que la
representacion de Scatchard es la mas perjudicada por la distribucion de errores debido
al distinto pesé estadistico de los datos de la valoracion (el bajo valor de oyt provoca
un bajo limite de sensibilidad que afecta a las estimaciones de las pequefias adiciones
iniciales de cobre). Por lo tanto no parece ser una linealizacion mas precisa que la otra

en el calculo de los parametros de complejacion de un sistema considerado homogéneo.
2.4.4 Medios naturales

Pero para el caso de medidas de complejacion de metales en medios naturales
(agua de mar de cualquier procedencia, agua dulce de lagos o rios) no se obtiene un
grafico lineal como los antes mostrados, sino que lo que se presenta es una evidente
curvatura en la distribucion de los puntos de la valoracion metélica del medio. El caso
del cobre es muy evidente y es el mas trabajado (van den Berg, 1984; Coale y Bruland,
1988, 1990). Para el hierro han aparecido recientemente estudios mostrando esa misma
curvatura en la distribucion (Rue y Bruland, 1995). Este fenomeno es debido a la
presencia de varias clases de ligandos para el metal con muy distinta afinidad para el
mismo, y de forma ldgica el metal se unira en primer lugar al comenzar la valoracién a
aquellas moléculas complejantes por las que siente una mayor afinidad, cuando estos
ligandos de mayor constante de estabilidad condicional se hallan saturados, el cobre que
continua afiadiéndose al medio se compleja a otro tipo de ligandos de menor afinidad
por éste. Esto provoca un cambio de pendiente en las linealizaciones, ya que la
proporcion entre metal complejado y metal i6nico libre ([CuLY[Cu**]), no crecera del
mismo modo ante incrementos en la concentraciéon de metal 16nico libre originadas por

la mayor concentracion total de metal.
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El resultado en ambos graficos de linealizacién es una curva con dos zonas
aproximadamente lineales, de las que la mas cercana al origen pertenece a la zona de
predominio del grupo de ligandos de mayor constante de estabilidad condicional, y la
otra a la de ligandos de menor afinidad por el metal. Para el tratamiento de los datos se
suele considerar al conjunto de los ligandos naturales del medio (o de la pared celular)
como un sistema heterogéneo de un nimero finito de tipos de ligandos distintos.
Tomando soélo dos tipos de ligandos, el comportamiento que describe la 1soterma de
Langmuir calculada y el que presenta la mayoria de los medios naturales se asemejan
enormemente, por lo que de forma géneralizada se emplea para el estudio de la
capacidad complejante del cobre por parte de medios acuaticos un modelo de
complejacion de estequiometria 1:1 heterogéneo, considerando dos especies de ligandos
presentes. Respecto al razonamiento hecho anteriormente sobre la heterogeneidad de los
ligandos del medio, es valido de la misma forma y hay que tener en cuenta que las dos
constantes que se consigan seran valores ponderados de las afinidades de los distintos
ligandos presentes.

El estudio mediante linealizaciones de la complejacion queda de la siguiente

manera:
2441 REPRESENTACION DE SCATCHARD

Sposito se fundamenta en el teorema de la interpolacion para exponer que
cualquier reaccion de adsorcion en la cual el coeficiente de distribucién (concentracion
adsorbida respecto a la libre) es una funcion finita y decreciente de la cantidad
adsorbida y se extrapola a cero a un valor finito de esta cantidad, puede ser representada
matematicamente por una ecuacion de Langmuir de “dos superficies” (o dos tipos de

ligandos en nuestro caso) (Sposito, 1982).

q(c): b] 'K] 'C+bz 'K2 - C

(38)
1+K,-¢ 1+K,-c

siendo q(c) la cantidad de un ion reactivo adsorbida cuando la cantidad del ion en la fase

acuosa es ¢. by, bz, K; y K, son parametros constantes.
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Figura 13. Ejemplo de representacion de Scatchard tomado de datos procedentes de este
trabajo. Las dos rectas son regresiones lineales de los puntos donde actitan
predominantemente una u otra clase de ligandos. Estudio por voltametria catodlca de
redisolucién. Adiciones de cobre a la muestra en el intervalo: 1-350 nM. [catecol}= 210° M.
pH=7.8

Para el caso que nos ocupa, la ecuacion queda de la forma:

c, -k -lcu*] c. -k, -lcu”]

[Cu |= 1+K1~[Cu2+J T 1+K2-lCu2+]

(39

esta ecuacidn se resuelve figuramente mediante una representacion equivalente a la
descrita para un solo tipo de ligando. Es decir, q frente al llamado coeficiente de
distribucion Kg=¢/c. En el caso de la complejacion de Cu en el agua de mar e] resultado
es representar [Cul] frente a [CuL)/[Cu®"]. '

La determinacién de los cuatro parametros que definen la complejacion del
medio se realiza a partir de las ecuaciones de las rectas obtenidas, de tal forma que la
recta de mayor pendiente ofrece las caracteristicas del ligando de mayor constante de
estabilidad condicional y la otra del total de la complejacién del medio. Los cuatro

parametros se obtienen de la siguiente forma (en la figura 13 aparece el significado de I
y S):

Cpi = L C=L-1

Ki=[5]] K=[5]

/_ 21oTEcA 5
A Z,i
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~ La transformada de Scatchard de los datos presenta el inconveniente de que si se
ha llegado a una saturacién efectiva de los ligandos del medio, como el eje de abscisas
es precisamente la concentracion de cobre complejado, los valores tienden a formar una
linea vertical en el final del grafico que dificulta una buena obtencic’)h de los parametros
de L;. Esto se debe al escaso peso estadistico que toman estos datos finales de la
valoracién en comparacion con los demas, y al tipo de representacion. La figura 13

resulta un buen ejemplo de lo referido.

2442 REPRESENTACION DE VAN DEN BERG/RUZIC

El aspecto de esta linealizacion es el mostrado en la figura:

5

ip/(SCiyorip)

0 4+ T T T T T

00 5.0e-8 1.0e-7 1.5e-7 2.0e-7 2.5e-7 3.0e-7

i/S

Figura 14. Ejemplo tomado de los experimentos que forman parte de este trabajo, de grafico
que muestra una linealizaciéon de van den Berg-Ruzic de una valoracién de un medio por
adicién de cobre. Adiciones de cobre a la muestra en el intervalo: 1-350 nM. [catecol]= 2410° M.
pH=7.8

Al igual que en la otra linealizacion pueden obtenerse los cuatro parametros de
complejacion de las dos rectas presentadas, siendo las constantes de estabilidad
condicional obtenidas a partir de los cortes de las dos rectas con el eje OY, y las
capacidades complejantes las inversas de las dos pendientes, restando en el caso de Cpa,

el valor obtenido para Cy,.
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La distribucion de errores durante la valoracion es la misma que la referida para el
caso homogéneo. Un alto valor de Olcucatecol ; provocara un aumento del error asociado a
los wltimos puntos de la valoracion, es decir, los valores de Ki, y [L2] se hallaran
sometidos a una mayor incertidumbre. Para el caso de elegir un valor de Gicucatecol
pequefio la estimacion de Ky; y [L;] sera la que se vea afectada (en Miller y Bruland,

1995).
2.4.5 Obtencion de los parametros de complejacion de forma independiente

Las soluciones figuras presentadas son aproximaciones a la verdadera
determinacion de las capacidades complejantes de un medio. Las dos rectas obtenidas a
partir de los datos no describen el comportamiento del medio durante toda la valoracion.

Para tener una idea de lo valida que resulta esta resolucién, se construye una
serie de datos artificiales de una valoracion metalica de un medio y se intenta obtener su
capacidad complejante con los métodos descritos.

Se generan estos valores artificiales de la siguiente forma. Se supone un medio en
el que existen dos clases de ligandos todos 1guales entre si para una misma clase y por
lo tanto en disolucién sélo habrd ligandos en concentraciones conocidas y con
constantes de estabilidad condicional iguales para todas las moléculas de un mismo
grupo y de valor predeterminado. Las caracteristicas seleccionadas para estos ligandos
se muestran en la tabla IV.

Las variables escogidas son

L, L, similares a valores reflejados en la
Capacidadades Complejantes bibliografia. A continuacién se
8 2 10

(*10° M) . .

describe el proceso de generacion
log K’ 12 10 .

de estos valores ideales para el
Tabla IV. caso de trabajar con voltametria

catodica de redisolucion:
e Se supone que en el medio existe una concentracion total de Cu de forma que el

valor de cobre idnico libre que queda en disoluciéon es de Se-14 (pCu=13.3), valor

muy proximo al de la literatura.
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e Se calcula a partir de la isoterma de Langmuir para dos tipos de ligandos la
concentracion de cobre complejado a los ligandos naturales del medio que existira si
en el medio se halla la concentracién de [Cu®"] tomada, sustituyendo los valores de

capacidad complejante y constante de estabilidad condicional fijados.

R Ca RS o
1+K,-lcu™ ] 1+K, -|cu™]

(40)

el valor resultante es de 1.0024 nM.

e Si se considera que se ha estado trabajando en un medio a pH de 7.8 y con una
concentracién de catecol de 57107 (valores aproximados a los utilizados por
diversos autores), el valor del coeficiente . del cobre con el catecol es de 1677. De
la misma forma se considera que los parametros de frecuencia y altura de pulso del
barrido de potencial en onda cuadrada efectuado en la obtencion del polarograma ha
permitido obtener una sensibilidad de 10 nA/nM. De esta forma y partiendo del
hecho de que [Cu®']= 1, / So , se calcula el valor de altura de pico (i) que se
obtendria en un supuesto analisis de esta muestra ideal. El resultado es de 0.8385
nA. Y a partir de esto, se calcula el dato de cobre labil (que corresponde a la suma
de las concentraciones de cobre-catecol y cobre inorganico) como Cupbi = 1p / S,

(8.385*10"" M).

e Por ultimo, al disponer de los valores de cobre labil y cobre complejado, se calcula
el cobre total disuelto presente en la muestra como la suma de ambos. El resultado

es 1.0862 nM.

A partir de este proceso se genera una serie de valores de [Cu**] y se construye
una valoracion de este medio ideal y sus correspondientes linealizaciones para
comprobar la validez de los ajustes sugeridos. Los resultados se muestran en la figura

15.
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Figura 15. Valoracion cuprica tedrica de un medio de caracteristicas complejantes como las
referidas en la tabla V. Sensibilidad del método = 10 nA nM™".

Las linealizaciones resultantes son las expuestas en las figuras 16 y 17:

2.5

[CuL] / [Cu®] (*10%

0.0 T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14

[CuL] ( *10” M)

Figura 16. Representacion de Scatchard de la valoracion metalica presentada en la figura 15.
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[Cu']/ [CuL]

0 T T T T
0 2 4 6 8 10

[Cu'] (107 M)

Figura 17. Representacién de van den Berg-Ruzic de la valoracién metalica presentada en la
figura 15.

Los valores que resultan de ambas linealizaciones (son algebraicamente
equivalentes y por tanto arrojan el mismo resultado en ausencia de errores analiticos) en
el caso de tomar los seis primeros y los seis ultimos datos, son los que aparecen en la
tabla V.

En cualquier punto de la valoracién alguna cantidad de metal va a hallarse

complejado con cada uno de los dos ligandos (incluso a muy bajas concentraciones de

metal, alguna pequeia fraccion se L L
_ . 1
hallara complejada con el ligando Capacidadades s o ol
de tipo 2). Esto hace que cuando Complejantes ' ‘
3 (+14%) (-3.6%)
. (*10° M)
se considera que en una zona
predomina un solo tipo de ligando log K’ (1_81.;3%/06) ({,2'9.14%

y se considera la concentracion de
Tabla V. Valores de los parametros de complejacion
metal complejado por ese tipo de obtenidos figuramente de la serie de datos artificiales
referida. Entre paréntesis la variacion porcentual respecto
ligando igual a la concentracién de los valores a partir de los que se ha generado la serie de
datos de la valoracién metélica
calculada  total de  metal

complejado, no se tenga en cuenta la cantidad unida al otro tipo y se sobrestimen las

concentraciones empleadas en las transformadas. Otra consecuencia es que las
soluciones de los parametros de complejacion de ambos ligandos no son independientes

de entre si, y el valor de uno afecta al otro haciendo que los valores de constante de
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estabilidad condicional sean intermedios a los verdaderos. Lo mismo sucede para las
capacidades complejantes de ambos ligandos.
Van den Berg ya apunta que la ecuacidn a resolver para hallar la solucion de este

problema es la siguiente (van den Berg 1982,1983):

o] o] ([Cu%@ JCuL%aJ |

(AN A N (AT A (C7A S A X AR

(41)

Esta ecuacion no puede ser resuelta de forma inmediata ya que las
concentraciones de CuL; y CuL, no se pueden conocer por separado. Sin embargo, van
den Berg (1984) propone basandose en el hecho de que esta figura curva de la
linealizacion de la isoterma de Langmuir ofrece dos zonas aproximadamente rectas en
las cuales los complejos formados por el cobre y uno de los tipos de ligandos del medio
son completamente predominantes frente al otro tipo, el trabajar s6lo con estos puntos
de predominancia de un solo tipo de ligando y eliminar en esos puntos mediante un
proceso iterativo y estimaciones sucesivamente refinadas, la concentracion del otro
ligando. Los pasos a seguir son:

Con los datos correspondientes a bajas concentraciones de cobre, donde la
complejacion por parte del ligando de mayor afinidad por el cobre es mayoritaria, en
una representacion de van den Berg/Ruzic, se obtiene la recta a la que se aproximan
estos primeros puntos. Esta resulta ser una estimacion inicial de la capacidad
complejante de este ligando ([Li]ror), v de su constante de estabilidad condicional
(K’)). Para calcular la contribucion de este ligando a la complejacion total, se opera de

la siguiente forma:
[L1 ]TOT = [CuLl ]+ [Ll] (42)

Cul]
K =[—n—][ 43
Culy [1 . C 2[2+ ( )
sustituyendo en esta ultima ecuacién

K 'CuLl ) [Cu ” ] [Ll ]TOT
1+ K'a@ . [Cu2~ ]

[CuL,]= (44)

A partir de esta expresion se puede eliminar el efecto del primer ligando sobre la

complejacion del medio. De este modo se procede a calcular la cantidad de cobre que se
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haya complejado al segundo ligando tomando los valores de la zona final de la
valoracién donde éste compleja de forma mayoritaria:
[CuLz] = [Cu]m, —[Cul,l]-ip/S (45)

Para obtener estimaciones ahora de los parametros de complejacion de este
ligando se procede a representar [Cu®**)/[CuL,] como funcién de [Cu**] con estos
ultimos puntos. La recta que mejor ajusta a estos valores da una estimacion de [Ly}tor ¥
K’;. A partir de una ecuacién similar a la ultima resefiada, se calcula la cantidad de
[CuL,] presente en los primeros valores, se procede a eliminar la concentracion de
cobre unida a L, del total de cobre complejado, y se traza una nueva recta
representando [Cu**)/[CuL,] frente a [Cu®"] con los primeros valores de la valoracion.
De esta forma comienza un proceso iterativo que converge en soluciones depuradas de
los parametros de complejacion de ambos ligandos. En el anexo 1 se ofrece el algoritmo
que resuelve de forma rapida este caso. Este resulta ser el (inico método descrito en la
bibliografia para el calculo independiente de los parametros de complejacion.

El resultado converge tras cinco iteraciones si se toman los doce primeros y

ultimos elementos de la supuesta valoracion y es el mostrado en la tabla VI:

Ly L,
Capacidadades Complejantes
(* 1065 M) 2.00 10.00
log K’ 12.000 10.000

Tabla VI. Parametros de complejacién de la valoracién modelo referida obtenidos a partir del algoritmo
mostrado en el anexo 1.

El tomar mas puntos no afecta al resultado, simplemente se necesitan mas
iteraciones para conseguir el mismo valor.

Por lo tanto este método iterativo logra eliminar la interdependencia que existe
entre los parametros de complejacion a la hora de ser calculados, y da valores de
capacidad complejante y constante de estabilidad condicional validos para ambos tipos
de ligandos. La importancia de este proceso queda puesta de manifiesto en las figuras
18 y 19. Estas muestran para una valoracion metalica de un medio real las dos

representaciones linealizadas referidas.
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Figura 18. Linealizacién de Scatchard de una valoracnon metalica de un medio de agua de mar.
Solucion sin iterar: Ly= 1 35110 M (11.6); L= 1. 534107 M (10.04). Solucion iterada L= 3.810"
°M (11.83); L,=1.5* 107 M (10.16).

3
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Figura 19. Linealizacién de van den Berg de una valoracién metallca de un medio de agua de
mar. Solucnon sin iterar: L= 1 3510° M (11.6); L= 1. 534107 M (10.04). Solucion iterada: L=
3.8410° M (11.83); L= 1. 5107 M (10.16).
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Los puntos corresponden a los valores obtenidos mediante voltametria de
redisolucion catodica y transformados segin las relaciones descritas en los ejes entre la
concentracion de metal iénico libre medido (o propuesto en el caso teérico) y la de
metal complejado (calculado restando del total, la mediciéon de libre y complejado
artificialmente por el catecol). Las lineas corresponden a los valores de CuL calculados
a partir de los valores de cobre iénico libre obtenidos por voltametria y de los
parametros de complejacion resultantes de los procesos iterativos aplicando la ecuacion
(40).

Se observa como, si la obtencion de los pardmetros no es independiente entre si, en
cada punto se sobrestima la concentracion de metal complejado con la clase de ligando
predominante en ese tramo de la figura debido a la presencia de una pequefia cantidad
de metal que en realidad se encuentra complejado por el tipo de complejante minoritario
en ese tramo. Esto hace que el calculo de los parametros de complejacion sea erroneo.
Cuando se pretende calcular la concentracion de metal complejado a partir del cobre
ionico existente en el medio segun la siguiente expresion, se estd ofreciendo un valor de
la concentracion de metal complejado mucho mayor de la que existe en el medio.
¢, -k -lcu] ¢, K, -[cu*]
14K, Jcu®]  1+K, [Cu* ]

[CuL]= 46)

Este hecho se manifiesta en la desviacion de la recta calculada a partir de los
valores de Cu®" obtenidos en la valoracion metalica (como iy S o) y de los de CuL
obtenidos con la expresion anterior, respecto de los puntos de la figura, en que CuL se
ha obtenido restando al valor de cobre total, el del cobre lébil.

Es evidente, aunque no aparezca en la bibliografia, la posibilidad de construir un
método similar a partir de la linealizacion de Scatchard. Al ser procesos
algebraicamente equivalentes el resultado para el ejemplo tedrico expuesto es el mismo.
En el anexo 2 se encuentra el algoritmo que resuelve la obtencion de los parametros de

complejacion de un medio a partir de la linealizacion resefiada.

2.4.6 Desarrolio de un modelo iterativo mixto de determinacion de capacidades

complejantes

Pero para el caso de medios reales en los que la estimacion del metal 1abil se

encuentra sujeta a errores, suele resultar muy dificil obtener una serie de datos que tras
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las sucesivas iteraciones converja a una solucién légica. Esto es debido a la forma que
toma la linealizacién de van den Berg-Ruzic a bajas concentraciones de metal. Estos
primeros datos de la valoracién metélica poseen menor peso que los que determinan la
capacidad complejante de los ligandos de menor constante de estabilidad condicional, y
se sitian muy préximos al origen de la figura. Con frecuencia se obtienen rectas a través
del ajuste que cortan el eje de abscisas en un valor negativo, de lo que resulta un valor
de la constante de estabilidad condicional negativo, con lo que la iteracién queda

interrumpida.

Otra dificultad, pero para el caso de la transformada de Scatchard, como se -

describié previamente, es el encontrar frecuentemente cimulos de puntos en la parte
final de la valoracién, donde los ligandos se encuentran saturados por las adiciones de
metal, y se forman estructuras que dificultan el cédlculo de rectas por minimos
cuadrados. La razén es que en esta zona es mayor la imprecision del método analitico
que el incremento en la concentracién de complejo metal-ligando que produce la

adicién de metal ante un complejo practicamente saturado.

4500
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4000 4 |- 4500 A
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3500 4 \
7 3500 -
S
3000 A Q) 3000 A
: =
=1 2500
¥ 2500 4 3
N Sl
= 2000
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po——
S
1500 A
(&)
[}
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0 I 3 t T I
o] 2e-8 4e-8 6e-8 8e-8 1e-7

[CuL] (M)

Figura 20. Representacion de Scatchard de una de las valoraciones metdlicas presentadas en
este trabajo. La figura insertada es una ampliacion de la zona de la figura incluida en el cuadro
presente en la misma. Método mixto =~~~ Método de Scatchard
- Método de van den Berg/Ruzic

57

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Capitulo 2

Por otro lado, como se puede observar en las figuras 20 y 21, cada uno de los
métodos expuestos, tiende a ajustar con mayor eficacia los parametros del tipo de
ligando para el cual los datos obtenidos en la valoracién, tienen mas peso estadistico. L;
en el caso de la linealizacién de Scatchard y L, para el caso de la de van den Berg-
Ruzic. En las figuras 20 y 21 aparece el ajuste correspondiente a un tercer método, que

es el propuesto en este trabajo y que resulta mixto de los dos anteriores.

[Cu]/[Cul]

0 . : . —
0 1e-7 2e-7 3e-7 4e-7
[Cu] (M)
Figura 21. Representacion de van den Berg-Ruzic de una de las valoraciones metalicas
presentadas en este trabajo. Método mixto ————- Método de van den
Bel’g-RUZIC. .............................. Método de Scatchard.

En el anexo 3 se expone el algoritmo que calcula la capacidad complejante de un
medio en el que se hallan presentes dos tipos de ligandos de forma independiente
tomando para el cilculo del denominado tipo L; datos segin la representacién de
Scatchard, y para el célculo de I, datos linealizados segin la expresién de van den
Berg-Ruzic. De este modo no se otorga un peso estadistico mayor a una variable
respecto de la otra en el proceso de iteracidn, y se evita la posibilidad de obtener un

valor negativo para K.
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Transformada lineal en
que se basa la iteracion

Van den Berg-Ruzic | 2.6 +024 [12.83 105 [9.78 022 10.013 2005
Scatchard 45 +027 |12.08 +008 |12.36 07| 9.742 +0.04
Mixta 3.5 +035 [12.19 +0.15 |9.78 2024 | 9.976 +0.05

[L*10°M | logKis | [L2]*10°M |  log Ki4

Tabla VII. Muestra los valores de los parametros de complejacion de un mismo medio
obtenidos utilizando en el proceso iterativo de interdependencia de las variables, las
transformadas lineales resefiadas de la ecuacién de Langmuir. En todos los casos se
tomaron del fichero de la valoracion cuprica, 10 datos para el caiculo de L, y 28 para el
calculo de L,.

La tabla VII muestra los pardmetros de complejacion obtenidos para la valoracion
metalica mostrada en las figuras 20 y 21 seglin los tres métodos referidos anteriormente.
El fichero de partida, correspondiente a datos obtenidos en este trabajo, es exactamente
el mismo en los tres casos, todas las variables empleadas tales como sensibilidad del
método, coeficiente alfa de cobre con el catecol o con los ligandos inorgéanicos del
medio, etc, son exactamente las mismas. A su vez se han cogido el mismo nimero de
datos del comienzo y del final de la valoracion para el céalculo de los parametros de
complejacion de cada uno de los tipos de ligando.

De esta forma, la tnica diferencia en el proceso de obtencion de los datos que
muestra la tabla VII es el distinto peso estadistico que otorga cada una de las
transformadas lineales a los datos iniciales y finales respectivamente.

La tabla muestra la gran divergencia existente en los valores obtenidos segin el
método empleado. Las diferencias suelen oscilar entre un 20 y un 40% para los distintos
parametros. Los valores de concentracion total de los ligandos son mayores para el caso
del método basado en la representacion de Scatchard, y las constantes de estabilidad
condicional asociadas menores que para el caso propuesto por van den Berg. Los
valores del proceso mixto se hallan intermedios.

El método de van den Berg-Ruzic es el unico resefiado en la bibliografia y ajusta
los valores de [L,] y K, muy eficazmente como puede verse en la figura 20 y que
corresponde a la representacion que otorga a los mismos un mayor peso estadistico.
Pero si se observa en la representacion de Scatchard el ajuste que realiza sobre los
valores iniciales de la valoracion, éste resulta muy pobre. Esto es imposible de apreciar
sobre la figura 21, por el escaso peso estadistico de estos primeros valores. De igual

forma, una representacion de los parametros obtenidos segun la linealizacion propuesta
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por Scatchard ofrece un buen ajuste de los valores iniciales de la valoracion, pero la
representacion de estos valores segin la figura de van den Berg-Ruzic ofrece un ajuste
nulo de los seis puntos finales de la valoracion, que por el escaso peso que toman en la
transformada resefiada apenas son tenidos en cuenta en el proceso matematico. La
representacion de los parametros obtenidos segun el método mixto propuesto es
intermedia, y aunque el ajuste de los primeros valores resulta no ser o6ptimo, la curva
solucién acaba convergiendo con la que se obtiene por el método de Scatchard, siendo
el tramo final de las curvas practicamente coincidente. Asimismo, en la otra
representacion (figura 21), resultan indistinguibles los tramos finales de las curvas
obtenidas por este método mixto y por el de van den Berg. Dado que ambas
transformaciones son matematicamente equivalentes, éste parece un buen método de
compromiso para dar valores fiables en ambos extremos de la valoracion metalica.

La fiabilidad de los ajustes puede estudiarse sobre una representacion de la 1soterma

de Langmuir de esta valoracion metalica (figura 22).
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Figura 22. Isoterma de Langmuir de la valoracion metalica presentada en las figuras 20 y 21.
Método  mixto ——— . Método de van den Berg-Ruzic-------- .Método de
Scatchard - . La figura insertada corresponde a una ampliacién de la zona del

recuadro situada en el origen.
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En la figura 22 se aprecia el enorme error que la linealizacién de Scatchard provoca
en el célculo de la capacidad complejante total del medio debido al minimo peso
estadistico que otorga a los valores de la valoracidn metélica donde se ha conseguido la
saturacion, mientras que los otros dos métodos convergen al mismo valor que la serie de
valores puntuales. Se distingue como, sin embargo, el ajuste que realiza sobre los
valores iniciales es mucho mejor. También se puede observar como la solucion mixta
acaba por converger cerca del origen con el resultado que ofrece la linealizacién de
Scatchard.

Un ejemplo mas evidente puede ser el expuesto en las figuras 23 y 24. Los datos
corresponden a la valoracién metdlica mostrada por van den Berg en el trabajo en que
presentaba el método iterativo referido (1984). El ajuste de los valores calculados por su
método en la representacién propuesta previamente por €] mismo y Ruzic parece bueno,
pero una representacién de Scatchard de los mismos, otorgando mayor peso especifico a
los valores de menor concentracién total de cobre, muestra el pobre ajuste al valor
inicial de la valoracién, dado que el peso estadistico otorgado al mismo es muy pobre

seguin el método propuesto en el trabajo.

6000 X -
5000 - ° | L&
R =
o,
an
;"_' 4000 - =
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O
o
§ 3000 - | _
8 \ 0 1e-8 2e-8 3e-8 4e-8 5e-8
=" 2000 - \ [CuL] (M)
1000
0 T
0] 1e-8 2e-8 3e-8 4e-8 5e-8
[CuL] (M)
Figura 23. Linealizacion de Scaichard de la valoracién metdlica de van den Berg (1984). La
figura pequena insertada muestra la valoracion completa. — Método mixto
————— Método de van den Berg-Ruzic. -~ Método de Scatchard.
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Las figuras 23 y 24 muestran ademas los ajustes calculados a partir de los otros
algoritmos, y que corresponden a los valores presentados en la tabla VIII. De igual
forma al caso anterior se ha respetado el proceso de tal manera que la unica diferencia
en la obtencion de los valores es el diferente peso estadistico otorgado a los tramos

iniciales y finales por los distintos métodos.
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Figura 24. Linealizacién de van den Berg-Ruzic de [a valoracion metalica de van den Berg
(1984). ——— Método mixto —————- Método de van den Berg-RUziC. i
Método de Scatchard.

Transformada lineal en
que se basa la iteracion

Van den Berg-Ruzic 10.8 +04 {1221 %016 |3.24 +0.17| 10.27 0.1
Scatchard 10.1 +05 [12.74 2011 | 4.29 05 | 10.08 +0.09
Mixta 96 +03 | 12.86 +01 | 3.4 +0.16 | 10.36 +o0.1

[L*10°M | Jog Ky | [L2]*10°M |  log Ky,

Tabla VIIl. Muestra los valores de los parametros de complejacion obtenidos de la
valoracion clprica presentada por van den Berg (1984). En todos los casos se tomaron del
fichero de la valoracion ciprica, 5 datos para el célculo de L y 16 para el calculo de L.
o'=310.
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Por lo tanto el método propuesto parece mas adecuado que el tradicionalmente
empleado en la obtencién de las capacidades complejantes de un medio, debido a la
mejor resolucién que se obtiene de los parametros del tipo de ligando de mayor
constante de estabilidad condicional, sin perder precision en el calculo de los de menor
constante.

Cualquiera de los procesos descritos de iteracion poseen el inconveniente de que
mientras es posible hacer las variables que describen cada uno de los dos tipos de
ligandos independientes entre si, no resulta posible realizar un calculo independiente
para cada uno de los tipos de ligandos de la concentracion total respecto de su constante
de estabilidad condicional. Es frecuente no encontrar una tendencia en valores
calculados de cualquiera de estos dos parametros dado que en muchos casos se obtienen
sobrestimaciones de uno que hace que el otro de un valor mas bajo del que podria
esperarse en esa situacion del experimento y viceversa. De ahi que en los resultados de
los estudios de capacidades complejantes hayamos incluido ademas de una
representacion de la evolucion en cultivos de los parametros de la complejacion
organica del medio, una representacion del valor del producto de la concentracion de
ligando por su constante de estabilidad (CL¢KLy). Este producto, que serd denominado
fuerza complejante, resulta proporcional a la concentracion de metal complejado con
esa clase de ligando, y da una idea de su eficacia y capacidad para retirar al metal en
disolucién y complejarlo al incluir no sélo su concentracion total. Otros autores (Miller
y Bruland, 1997), refieren como fuerza complejante el valor del coeficiente-o. del

complejo cobre-ligandos naturales y que se define como:

QuL, Cuz+

Pero este valor no es adecuado para el experimento presente, ya que el valor de
[Cu®"] depende para un mismo medio de la concentracion total de cobre disuelto
existente en éste, y en estudios de complejacion en presencia de algas los procesos de
inclusion celular o adsorcién sobre las paredes del recipiente de cultivo van a hacer
variar esta concentracion. Por lo tanto este parametro no resulta Util para observar la
evolucion de las caracteristicas de los tipos de ligandos calculados y comparar valores
de medios con distinta concentracion total de cobre disuelto.

La tabla IX ofrece los valores de este producto para las capacidades
complejantes calculadas segn los métodos referidos previamente en el primer caso

expuesto. Se observa la coincidencia entre los valores ofrecidos por el método mixto y
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el de Scatchard para L;, y como el valor del método de van den Berg-Ruzic y el del

propuesto se hallan bastante proximos para el otro tipo de ligando.

ol | |
Van den Berg-Ruzic 17578 1007
Scatchard 5410 682
Mixta 5410 925

Tabla IX. Muestra los valores de los productos de los parémetros de complejacion de
un mismo medio obtenidos utilizando las transformadas lineales resefiadas de la
ecuacion de Langmuir en el proceso iterativo de interdependencia de las variables.

2.5 OBTENCION DE CAPACIDADES ADSORTIVAS

Ya se ha definido previamente a este proceso como un equilibrio de formacion de
complejos superficiales con la interaccion, mediante una reaccion de complejacion, de
un ion con grupos superficiales. En este caso se estudia el enlace de metales traza sobre
la superficie de algas. Sobre esta base, el desarrollo es practicamente idéntico al de la
complejacion, ya que la naturaleza quimica de las reacciones que se verifican es la
misma, y los grupos funcionales de la superficie celular, deben hallarse relacionados
con los de la materia organica disuelta. Al igual que en el caso referido, la naturaleza del
enlace puede ser doble: el enlace con un punto de la superficie libre, o una reaccion de
intercambio i0nico con protones u otros cationes del medio.

Por lo tanto, si los grupos estudiados son susceptibles de complejarse con los
protones disueltos, el alcance de la adsorcion dependera de los equilibrios acido-base de

estos grupos funcionales superficiales:

)=S,-H, & )=S -H + H 'K,
’ 48

)=S.-H & )=S° + H° K,

En esta ecuacion, )=S; representa a un grupo funcional cualquiera de la superficie
celular con capacidad para complejar a un ion metalico libre en disolucién. Los mas
importantes son: amino, fosfato, sulfhidrilo, hidroxilo y cadenas laterales funcionales de
residuos de aminoacidos tales como la histidina, cisteina, acido aspartico y 4cido

glutamico (Sigg, 1987; Mohl et al., 1988; Huang e? al., 1990). Al igual que en el caso de

la complejacion, no es bien conocida la naturaleza y sobre todo la proporcion de estos
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grupos, pero su estudio se dificulta por la gran variedad de las caracteristicas
superficiales del plancton en funcién de la especie, y del estado fisiologico de la misma.
De tal forma que en un medio natural la adsorcion celular que se verifique dependera no
solo de parametros fisico-quimicos, sino ademas de la distribucion de especies.

Previamente a los estudios de adsorcién y complejacion se muestran los resultados
de la valoracion acido-base de suspensiones de algas para determinar las constantes de
acidez de sus grupos funcionales superficiales y obtener hipotesis sobre la naturaleza de
los mismos.

Para el caso del estudio de la adsorcion de un metal sobre la superficie celular se
considera la formacion de complejos superficiales sobre los sitios activos que sufren una
reaccion de desprotonacion, del mismo tipo de la de complejacion descrita, expresada
de forma que la carga superficial no es considerada.

)=$-H, + M” o )=S-MY" + jH’ (49)

i representa el tipo de sitio superficial. Se considera en general a la superficie del
alga como a una superficie lisa dotada de macromoléculas polifuncionales. El equilibrio
de la reaccion de adsorcion viene regido por la constante:

=[ )=S-MHH] (50)
*[)=s-H]br]

Esta constante resulta independiente del pH, pero no asi de la carga superficial, la

cual depende del alcance de la complejacion de metales, iones mayoritarios y protones.
Sin embargo, es posible considerar a la superficie como si no presentara carga neta
superficial y no existieran interacciones electrostaticas por parte de otros grupos
funcionales de la superficie y utilizar constantes de equilibrio intrinsecas. Los valores de
K;; obtenidos por este procedimiento son una expresion semiempirica del efecto medio
del enlace de iones metalicos en una superficie polifuncional, validos para un intervalo
de ocupacion superficial relativa.

De igual forma que para la complejacion, se considera que la estequiometria de la
relacidon de enlace entre el metal y los grupos funcionales de la superficie del alga es
1:1. Y también se define una constante de estabilidad condicional (es funcién del pH) de

la reaccién descrita para simplificar el trabajo.
[)=s -M

KH‘,' :[ )ESI _].I.qu, (51)
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donde [ )=S;— ] representa a aquellos grupos funcionales de la superficie del alga que
no se encuentran complejados por el metal de estudio (libres, protonados, o unidos a
otros cationes del medio). La relacion entre ambas constantes de estabilidad es la
siguiente:

K

K =——t (52)
"O1+K - [H]

El valor de K,; para el pH en que se ha realizado el experimento de adsorcion,
puede ser obtenido de la valoracion acido-base de los grupos superficiales del alga.

Para el caso de la adsorcidn se define la concentraciéon celular maxima adsorbible
(I'max). Corresponde al nimero promedio por célula de grupos funcionales superficiales
susceptibles de adsorber al metal de estudio. El balance de masas de esta variable es la

siguiente.
Imax=[)=S] + Z[)=S-H] + [)=S-M] (53)

Los sumandos de la ecuacion representan sucesivamente a los grupos funcionales
libres mas los que se hallan complejando a otros cationes presentes en el medio (Ca®*,
Mg*", Na®, otros elementos traza, etc), los protonados en diverso grado y los unidos al
metal de estudio.

La isoterma de Langmuir que describe el alcance de la complejacion en el
sistema, se expresa en este caso como la cantidad de grupos funcionales de cada célula
que se encuentran complejados por el metal de la valoracion.
K, M“]T,

r=[)=s-m]- 14K, M"]

G4

I se expresa en moles de metal complejado célula™.

La obtencion de los parametros de adsorcion de esta ecuacion se realiza a través
de la aplicacion de las dos linealizaciones presentadas previamente para resolver la
complejacion. La isoterma de Langmuir para el caso de la adsorcién queda de la

siguiente forma:

Linealizacion de van den Berg-Ruzic

[hf]: [1;42*]+K. ! 9
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Linealizacion de Scatchard

(36)

m_ F+F)

La resolucion figura de ambas ecuaciones es idéntica al caso de la complejacion.
Pero las superficies algales no constituyen un medio homogéneo. Los grupos
funcionales de su superficie son muy variados en composicion y estructura. De tal
forma que al igual que en el caso de la complejacion se obtiene una distribucién de
grupos funcionales de diversa afinidad por el metal objeto de estudio. Esto repercute
logicamente en el mismo aspecto curvo de la distribucion de puntos de las
representaciones de ambas linealizaciones que en el caso de la complejacion, siempre
que la técnica utilizada sea lo suficientemente sensible. Esto es consecuencia de que el
metal del medio tendera a unirse primero a los grupos funcionales que presenten una
mayor afinidad por €, e ira sucesivamente, a medida que aumente su concentracion en
el medio y estos grupos se saturen, adsorbiéndose sobre aquellos grupos con menor
afinidad. De esta forma la capacidad méaxima adsortiva celular queda definida como la
suma de las capacidades adsortivas de todos los grupos funcionales presentes en la

superficie algal capaces de enlazar al metal estudiado.

: LT K, M ]

=5l =5 1+K M ]

Se han desarrollado modelos con mﬁltiples puntos de enlace (Wilkinson, 1988),

7

pero resultan de dificil solucién. En la mayor parte de los casos, y al igual que sucede
con la resolucion de la complejacion, si se considera la presencia tedrica de solamente
dos tipos de ligandos, la solucién se ajusta bien a los datos obtenidos. Es necesario
reseflar que estas dos clases de ligandos solucion seran medias ponderadas de los
diversos grupos funcionales que haya sobre la superficie del alga. La ecuaciéon a

resolver es la siguiente:

r [Mﬂ r -x, -m¥]

max .1 max 2 H,2

1+K, [M“J 1+K,, - [M™]

(58)

Esta ecuacién no es posible resolverla directamente y al igual que para el caso

anterior se definen las dos linealizaciones ya descritas para el caso de la adsorcion en
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una superficie heterogénea con dos tipos de grupos funcionales. Todo el proceso
descrito para la complejacion es valido para el caso de la adsorcion. Se debe proceder a
la resolucion figura de los dos tramos de la curva para cada linealizacion y con estos
datos obtener una solucidn iterativa que ofrezca una solucién de los parametros de un
tipo de grupos funcionales independiente respecto de la solucion del otro tipo. En las
figuras 25 y 26 aparecen datos correspondientes a valoraciones metalicas (cpricas en
este caso) de la superficie de diatomeas y como el considerar un modelo heterogéneo
con la existencia de dos tipos de grupos superficiales capaces de adsorber al cobre se

ajusta de forma mas que aceptable a la distribucion de puntos.
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Figura 25. Ejemplo de transformada de van den Berg-Ruzic para datos de metal adsorbido
sobre una suspensién algal. La linea corresponde a la obtencion de la fraccion adsorbida a
partir de los valores de metal ionico libre de la valoracion y los parametros de adsorcion
obtenidos mediante el método mixto.

En este caso tampoco sera posible que el valor calculado de la capacidad
maxima de adsorcién para un determinado grupo de ligandos superficiales sea

independiente del valor asociado de constante de estabilidad condicional a ese grupo.
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30 ~

[Cuadsorbido] / [Culabn] ( *108 | ceM)
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Figura 26. Ejemplo de transformada de Scatchard para datos de metal adsorbido sobre una
suspension algal. La linea corresponde a la obtencién de la fraccion adsorbida a partir de los
valores de metal iénico libre de la valoracion y los parametros de adsorcion obtenidos
mediante el método mixto.
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Desarrollo Experimental

3.1 PUESTA A PUNTO DE LA VOLTAMETRIA ANODICA

Esta técnica fue utilizada para la determinacion de concentraciones tanto de cobre,
como de plomo inorgéanico en disolucion. También se empled para la determinacion de
concentraciones totales de cobre en disolucién previa adicion de 20 ul de HCI
concentrado (con el fin de deshacer todos los complejos del medio entre el cobre y los
ligandos organicos naturales). El tipo de barrido de potencial empleado fue el de pulso
diferencial (ver figura 5).

Los pasos seguidos para el analisis de las muestras fueron los siguientes:

e Purga con N; saturado en agua con agitacion durante 6 minutos para conseguir

retirar todo el oxigeno de la muestra.

¢ Comienza la obtencion del polarograma

— Periodo de agitacion de la muestra con el potencial de la misma fijado a
—0.6V para el caso del cobre y 0.8 V para el caso del plomo. Un
desplazamiento a menores valores de potencial no aumenta el pico
obtenido.

— Diez segundos de quiescencia para evitar la conveccion en la muestra
durante el siguiente paso.

- Barrido de potencial de la muestra en pulso diferencial.

Se realizaron experimentos para optimizar los parametros de los que depende la

técnica y a continuacion se detallan los resultados.

3.1.1 Efecto del tiempo de deposicion

Sobre una muestra de 10 ml de agua de mar acidificada (20 pl HCI conc.) se
realizaron varias medidas de concentracion total de cobre variando el parametro de
estudio, observandose una larga dependencia lineal de la sensibilidad con la duracién
del proceso de acumulacion de analito en la gota de mercurio. El estudio se repitid para
el caso del plomo.

Se aprecia en la figura 27 una linealidad duradera de la sensibilidad en funcién del
tiempo de deposicion. Por razones de disponibilidad temporal, finalmente los analisis se

realizaron con diez minutos de deposicién como maximo.
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Figura 27. Muestra la evolucién de la altura de pico de reduccion del cobre y del plomo, en el
caso de aumentar el tiempo de deposicion del cation sobre el electrodo de mercurio. Muestras:
agua de mar de [Cu}= 45 nM; [Pb]= 15 nM. Potencial de deposicion= -0.65V. Altura de pulso=
50 mV. Incremento de potencial= 2 mV.

3.1.2 Efecto de la altura de pulso
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Figura 28. Muestra la evolucion de la aitura de pico de reduccion del cobre y del plomo, en el
caso de aumentar la altura de pulso del barrido de potencial en forma de pulso diferencial.
Muestras: agua de mar de [Cu}= 35 nM; [Pb]= 12 nM. Tiempo de deposicion= 10 min. Potencial
de deposicion= -0.65V. Incremento de potencial= 2 mV.
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A una muestra acidificada (20 pl HCl conc.) de agua de mar se le realizaron
varios andlisis variando el salto de potencial que experimenta cada pulso durante el
barrido para ver su efecto sobre la determinacion de la concentracion de cobre. El
experimento fue repetido para el caso del plomo. Ambas series de experimentos se
presentan en la figura 28.

Se aprecia un incremento en la altura de pico a medida que se incrementa la altura
de pulso hasta un valor en torno a 50mV, que es el seleccionado para llevar a cabo los

experimentos de este trabajo.

3.1.3 Aplicacion a la determinacion de concentraciones totales en disolucion

La figura 29 muestra un ejemplo de la aplicacién de la voltametria de
redisolucion anddica para la determinacion de concentraciones totales de cobre y plomo
en disolucion. Para ello el medio fue acidificado y permitido su equilibrio durante 45

minutos para lograr la total disociacion de todos los complejos organicos en disolucion.

140 y
g 120 A PP
& 100 4 oo
I
S 80 - //\ \
1> .
3 TN
T 60 - [— \\
2 / (Pb} 752 10"°M
] /o
E 40 -
fisibilidad = 1.7 nA / nM
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. ] , I Conc. aﬁaldida {*10°M)

0.7 0.6 05 -0.4 -03 -0.2 -0.1
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Figura 29. Ejemplo de determinacién simultdnea de concentracion de plomo y cobre en agua
de mar por voltametria de redisolucién anddica. La linea continua corresponde a la muestra a
pH entorno a 8. (—————————- ) Muestra acidificada con HCI concentrado (pH=2). El resto
de las curvas corresponden a adiciones de 5, 10 y 15 nM de plomo y de 10, 20, 30 nM de cobre
respectivamente. Tiempo de deposicidn= 10 min. Ailtura de pulso= 50 mV. Potencial de
deposicion=-0.8 V. Incremento de potencial= 2 mV. La figura insertada muestra el calculo de la
sensibilidad y la concentracién total a partir de las alturas de pico.
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3.2 PUESTA A PUNTO DE LA VOLTAMETRIA CATODICA

Este método analitico para determinar concentraciones de cobre en agua de mar
fue disefiado en primer lugar por van den Berg en 1984. En este trabajo establece como
condiciones ideales el trabajar a un pH de 7.7 conseguido con una adicion del tampén
HEPES 710° M (obtenido a partir de una disolucion 1M en NaOH 0.5M), una
concentracion de catecol de 2*10” M, depositar tres minutos a un potencial de —0.05 V
y un posterior barrido de potencial en pulso diferencial. Los pasos seguidos para la
obtencion de los polarogramas en las distintas muestras se basan en los estudios previos
de van den Berg (van den Berg, 1984, van den Berg ef al,, 1990) y Sigg (Xue y Sigg,
1993) para el estudio también de capacidades complejantes en medios naturales por
voltametria de adsorcién catddica. La diferencia en este caso es la utilizacion para el
barrido de potencial de la muestra de la onda cuadrada ante la imposibilidad del
analizador EG&G PAR 384B de trabajar con incrementos de potencial del tipo pulso
diferencial en un barrido catodico.

Los pasos seguidos para el analisis de las muestras fueron los siguientes:

e Purga con N; saturado en agua con agitacion durante 5 minutos para conseguir
retirar todo el oxigeno de la muestra.

e Adicién de 50-100 pl. de una disolucién de catecol para obtener una
concentracion en la muestra de 2 a 5 10 M de catecol (complejante artificial). EI que

la purga se halle previamente a la adicion de catecol se debe al hecho de que éste
resulta muy facilmente degradable y de esta forma se le preserva durante largo tiempo
de una posible oxidacion.

e Cinco minutos de purga con agitacion para favorecer la reaccién y equilibrio
del catecol con el cobre y los ligandos presentes en el medio. El valor de pico
permanece estable durante horas si la muestra es preservada durante este periodo de la
presencia de O, mediante la purga continua con Na.

o Comienza la obtencion del polarograma

— Periodo de agitacion de la muestra con el potencial de la misma fijado a
~0.05V para conseguir la adsorcion de los complejos cobre-catecol

sobre la gota de mercurio. Este valor de potencial es el aconsejado por
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van den Berg y Sigg, vy segin se comprobd, cambios entre —0.1 y +0.1
no afectan a la altura del pico.
— Diez segundos de quiescencia para evitar la conveccion en la muestra
durante el siguiente paso.
- Barrido de potencial de la muestra en onda cuadrada.
A continuacién aparecen los experimentos realizados para optimizar los

parametros de las diversas fases descritas.

3.2.1 Efecto de la concentracion de catecol

Para determinar como afecta este parametro a la sefial de la reduccion del cobre
sobre el electrodo se realizaron sucesivas adiciones de catecol a una misma muestra,
permitiendo que antes de cada medida se equilibrara perfectamente el catecol con las
especies del medio, dejando transcurrir un minimo de siete minutos de equilibrio en
condiciones de purga con N; saturado en agua. El resultado se presenta en la figura 30 y
concuerda con los resultados de van den Berg (1984) y de Xue y Sigg (1993). Se
aprecia un aumento progresivo en la sefial hasta un maximo que se consigue en el

intervalo 810 M - 10°M.
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Figura 30. Evolucién de la altura de pico de la oxidacion del cobre de una muestra de agua de
mar en funcion de la concentracion afiadida al medio de catecol.
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El experimento se realizo en una muestra de 10 ml de agua de mar con 5 nM de
cobre presentes, a un pH de 7.8 (NBS) conseguido con una concentracion 107 M de
tampon HEPES y con dos minutos de deposicién a —0.05 V. Los voltagramas fueron
obtenidos con una velocidad de barrido de 240 mV/s y una altura de pulso de 45 mV.
Las disoluciones de catecol de partida fueron de 0.2 M y 5 10° M que permitieron
obtener todo el rango de concentraciones reflejado en la figura sin adiciones mayores de
200 ul.

La concentracion escogida de catecol debe ser lo suficientemente alta para que los
polarogramas presenten un pico definible con el que trabajar, pero a su vez hay que
tener en cuenta que dependiendo de la fraccion de complejantes organicos de la que se
desee obtener su capacidad complejante, hay que escoger la concentracion de catecol. El
coeficiente alfa (Clcu-catecor =2[Cucat] / [Cu®]) de la reaccion de unién del cobre y el
catecol determina la fraccién de complejos naturales que es posible estudiar en esas
condiciones, es decir la ventana espectral aludida con anterioridad, y su evolucion en
funcién de la concentracion de catecol aparece en la figura 8. A menor Oicycatecol €8
posible detectar complejantes organicos naturales de menor constante de estabilidad con
el cobre. Por ello la eleccién de la concentracion de catecol ha sido arbitraria con el fin

de obtener una ventana espectral amplia, en el intervalo 2-410° M.

3.2.2 Efecto del tiempo de deposicion del complejo

Las condiciones utilizadas fueron: 10 ml de agua de mar con una concentracion de
cobre 4.510® M con un pH 7.8 (NBS) y una concentracion de catecol de 210° M,
condiciones muy simiiares a las utilizadas posteriormente en la obtencion de
voltagramas durante el desarrollo experimental.

Como se observa en la figura 31 la linealidad durante el proceso de adsorcion del
complejo cobre-catecol se mantiene hasta los dos minutos, después de los cuales un
efecto de saturaciéon de la superficie de la gota de mercurio por parte del catecol

adsorbido debe desarrollarse y aumentar la duracion del proceso no conlleva un

incremento proporcional de la deposicion. Por lo tanto son esos dos minutos el tiempo

escogido para la deposicién a lo largo de todo el proceso experimental.
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Figura 31. Evolucién de la altura de pico de oxidacién del cobre en una muestra en presencia
de 210°° M de catecol en funcién del tiempo de deposicion del complejo cobre-catecol sobre el
electrodo de mercurio. Velocidad de barrido de 240 mV/s, altura de pulso de 45 mV. Tiempo de
deposicion= 120 s. Potenciai de deposicion a -0.05 V.

3.2.3 Efecto de la velocidad de barrido

Este parametro puede ser modificado tanto variando el numero de pulsos de
potencial que genera el analizador por segundo (frecuencia), como alterando el
incremento de potencial que tiene lugar entre dos pulsos consecutivos.

El intervalo de frecuencias que permite el equipo utilizado es restringido y por
tanto también el de velocidades de barrido que se pueden emplear, llegando a un valor
tope de frecuencia de 120Hz. A una muestra de agua de mar a pH 7.8 (NBS) por la
adicion de HEPES y a la que se le ha afiadido cobre para dar una concentracion final de
4.5%10® M, se le realizan una serie de medidas variando la frecuencia de pulsos del
polarograma.

El resultado es una respuesta lineal de la altura de pico respecto de la frecuencia
en todo el intervalo que permite el equipo, por lo que el valor maximo posible de

frecuencia (120 Hz) fue el seleccionado para este trabajo.
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Figura 32. Evolucion de la altura del pico de oxidacion del cobre en funcion de la frecuencia de
pulsos en una muestra de agua de mar en presencia de 210" M de catecol. 90 s de deposicion a
-0.05 V, con 45 mV de altura de pulso y 2 mV de incremento de potencial.

Otro método de alterar la velocidad de barrido de potenciales es aumentar el
salto de potencial que ocurre entre pulso y pulso. El analizador 384B solo permite

otorgar valores pares a esta variable.
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Figura 33. La figura muestra los polarogramas obtenidos a partir de una misma muestra de
agua de mar a diferentes incrementos de potencial entre pulsos. La figura insertada muestra la
altura de pico obtenida en los tres polarogramas presentados. 90 s de deposicién a —0.05 V,
con 45 mV de altura de pulso. Frecuencia= 120 Hz.
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El aumentar la velocidad de barrido elevando el incremento de potencial entre
pulsos parece llevar consigo un incremento minimo de la sensibilidad, pero en cambio
el pico sufre un importante ensanchamiento nada deseable a la hora de definirlo
correctamente para trazar la tangente y cuantificarlo, por lo que el valor escogido de
incremento de potencial entre pulsos es el minimo, 2 mV, que con una frecuencia de

120 Hz supone una velocidad de barrido seleccionada de 240 mV/s.

3.2.4 Efecto de la altura de pulso

Al igual que en los casos anteriores a una muestra de agua de mar se le
realizaron sucesivas medidas en presencia de 210° M de catecol variando este

parametro para optimizar el valor escogido.
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Figura 34. Muestra la evolucion de la altura de pico de oxidaciéon del cobre en presencia de
catecol en funcién de la altura de potencial de los pulsos aplicados durante la obtencion de los
polarogramas. Muestra: [Cu]= 55 nM. pH=7.8 (NBS). Velocidad de barrido= 240 mV s, Tiempo
de deposicion= 90 s.

La figura 34 muestra un aumento en la sensibilidad a medida que se incrementa
la altura de potencial que se experimenta en cada pulso hasta un valor de 100 mV. A
180 mV la sefial se pierde. El origen del incremento en la altura de pico es debido a un
ascenso tanto en la intensidad catodica registrada debida a la mayor magnitud del pulso
como en la intensidad anddica que origina la oxidacion del Cu provocada por el
descenso de potencial de la parte final del pulso. Por otro lado se verifica un
desplazamiento de la altura de pico hacia potenciales mas positivos con este incremento

(ver figura 35).
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Figura 35. Polarogramas correspondientes a las alturas de pico presentadas en la figura 34.
Los numeros indican la altura de pulso a que han sido obtenidos. La figura insertada
corresponde a la zona de la figura incluida en el recuadro.

Este desplazamiento del potencial de pico origina que el pico se vaya solapando
progresivamente con el del mercurio, pasando de ser un pequelo pico en la base del
pico del mercurio a valores de 20-30 mV, a ser un hombro de gran tamafio sobre el pico
del Hg a valores de 150 mV, e incluso a una altura de pulso de 180 mV, el pico del
cobre ya no existe englobado por el del mercurio. Como durante el proceso de
obtencién de alturas de pico en los polarogramas se va a producir una resta de blanco
resulta imprescindible hallar un valor de altura de pulso que permita una alta
sensibilidad con un minimo solapamiento entre los picos descritos, es decir, que reduzca
la linea base del polarograma para permitir una resta de sefiales efectiva. Hay que tener
en cuenta que los picos mostrados corresponden a una alta concentracion de cobre (55
nM), y que sera necesario resolver picos de mucha menor magnitud. Para seleccionar un
valor adecuado se ha representado la proporcion entre la altura de pico obtenida a los
distintos valores de altura de pulso y el minimo que alcanza el polarograma a
potenciales méas positivos que el pico del cobre y que es a partir de donde se traza la

tangente para cuantificar un pico (considerando a esto como un valor de la linea base).
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El resultado es una parabola cuyo minimo se halla en torno a 0.045 V, que es el valor

finalmente escogido como altura de pulso en los polarogramas.
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Figura 36. Representacion de la relacion linea base/altura de pico frente a la altura de pulso de
los polarogramas antes presentados.
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Descripcion y Propiedades Acido-Base de las Algas

4.1 MORFOLOGIA
Las dos algas seleccionadas, Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira
weissflogii son diatomeas, por tanto pertenecen a la division Crisofita, clase
Bacilaroficea. Las diatomeas son las responsables de la mayor parte de la produccidon
primaria oceanica y son mayoritarias en regiones tan importantes como las zonas de
afloramiento y las plataformas continentales. Su principal caracteristica viene dada por
la estructura y composicion de su pared celular. Durante la formacion de la misma se
deposita silice que llega a ser su principal constituyente en muchos casos (10-85%
segan especies). La fraccidbn organica de esta pared la constituyen proteinas
FRUSTULA (enriquecidas en glicina, serina y

Epivalva tiomina) y polisacaridos, y en

mucha menor medida lipidos y
hexosaminas. A medida que la

célula madura se incrementa la

I

g
. N——
SR B
s W

\ > Epicingulo

- 1{ presencia de carbohidratos en la

o 9' \{ superficie de la pared celular. La
Hpoios 4 [\ Hipooinglo

‘:/b f estructura de esta pared es muy

l\_ 5] peculiar, y consta de una frustula

Hipovalva formada por dos tecas situadas
de forma opuesta de modo que la célula queda incluida entre ellas. A la superficie
mayor y plana de estas tecas se le llama valva y a sus laterales cingulo. A continuacion

se presenta un esquema de la zona externa de la pared celular de diatomeas.
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En cuanto a la liberacion de materia organica al medio, no se conoce de forma
detallada. En general, los productos mas frecuentes son polisacaridos y acido glicolico
(Darley, 1979), pero varian su concentraciones y naturalezas en funcion de multiples
factores: luminosidad, condicion fisioldgica, composicion celular, densidad de
poblacién, etc. Entre los componentes de los polisacaridos exudados se han detectado
gran variedad de moléculas (ramosa, manosa, galactosa y fructosa segin Darley, 1979).

Con el fin de poder extrapolar los resultados al conjunto de las diatomeas se han
escogido dos de caracteristicas opuestas. Phaeodactylum tricornutum pertenece al tipo
pennales (caracterizadas por una forma alargada vistas desde su plano valvar), vive en
zonas intermareales preferentemente (por lo tanto soporta salinidades elevadas), carece
de silice en su pared celular y es solitaria (aunque a concentraciones muy elevédas las
células suelen agruparse uniéndose por su plano valvar). Thalassiosira weissflogii es por
el contrario una diatomea central (simetria circular desde su plano valvar), que habita en
zonas de estuario (por lo que prefiere bajas salinidades) y posee una pared celular
altamente silificada, colonial con estructuras filamentosas quitinosas que unen las

distintas células.

4.2 PROPIEDADES ACIDO-BASE

En el estudio de la interaccién de los metales traza con el material particulado
resulta de especial importancia el comportamiento anfotérico de las superficies
biologicas, dado que la adsorcién de un cation debe venir precedida en muchas
ocasiones de una desprotonacion del grupo funcional superficial. Por todo ello se llevo a
cabo una caracterizacion de las propiedades acido-base de las superficies de las dos
diatomeas objeto de estudio.

Las constantes de equilibrio que rigen las reacciones de las sucesivas

protonaciones de un grupo funcional de la pared celular del alga son:

K= {E{SEHS}H; (59)
o= Ui+
2 = {= ?E iHh}[ (60)

A estas constantes de equilibrio se les conoce con el nombre de constantes

microscopicas. Esto es debido a que son propias de un grupo funcional concreto, para
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una carga de la superficie del alga concreta. Esto se explica por el hecho de que la
pérdida de un proton de este grupo origina una reduccion local de la carga superficial
del alga, afectando a las constantes microscopicas de los grupos adyacentes. Por lo tanto
esta constante de acidez microscopica (proporcional a la energia libre de protonacion,

AGprotonacion=-RT'In K®), consta de dos términos.

A(}protonaci(’)nzACT]'_ntrjnseca"'Ac}electrostzéﬁ.icat (61)

El primero viene dado por la energia del proceso de disociacion exclusivamente,
y resulta proporcional a la constante de acidez intrinseca de la reaccion de
desprotonacion de ese grupo funcional superficial. El otro término corresponde a la
energia necesaria para exportar a ese proton desde la superficie del alga hasta el seno de
la disolucion. Es por lo tanto funcion de la carga que posea la superficie bioldgica y se

expresa a través del factor de Boltzman :

FY¥Y
a = Zl(mmem)'exp( %{T) (©2)

Y es el potencial interno de superficie, o sea, la diferencia de potencial

existente entre el punto superficial donde se encuentra el grupo funcional y el seno de la
disolucion.

:l(intrinseca) equivale a la constante de acidez del grupo funcional en el
supuesto de que todos los demas grupos de la superficie del alga no poseyeran carga.

El valor de '¥; no es posible calcularlo experimentalmente. Pero sin embargo es
posible determinar las constantes microscopicas integradas de la superficie del alga
experimentalmente a varias cargas superficiales y extrapolar su célculo para una carga
superficial cero y obtener de este modo las constantes de acidez intrinsecas de la
superficie del alga.

Para ello es necesario definir previamente el pH de cero carga superficial
(pHzpo): es el pH del medio donde se encuentra el alga en el que la carga del total de la
superficie del alga es nula. Corresponde por tanto al pH en el que la concentracion de
grupos funcionales biprotonados (de carga positiva) iguala a la de desprotonados

(dotados de carga negativa).

pHppe ——> {=SH,"} ={=S"} (63)
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Figura 37. Valoracion acidimétrica de una suspension de 4 g I de Phaeodactylum
tricornutum en NaCl 0.7 M. La linea corresponde a una valoracién de una disolucion 0.7 M
en NaCl.

Para el calculo de lo antes referido es preciso realizar una valoracion acido-
base de la superficie del alga. Esto se consigue a través de valoraciones con acido y con
base de suspensiones altamente concentradas de las diatomeas de trabajo con el fin de
poder detectar las diferencias de pH entre una valoracion del medio por separado y del
medio con las algas. En las figuras 37 y 38 aparecen las valoraciones acido-base de las
superficies tanto de Phaeodactylum tricornutum como de Thalassiosira weissflogii.

El siguiente paso consiste en el calculo de la carga superficial celular durante las
valoraciones. Esta variable se obtiene a partir de la expresion:

Q=FsHij-Es|= cae =ep+fo | ] (64)

a

donde cac y Cpas son las concentraciones de acido y base afiadidas al medio de
valoracion y a es el numero de células por litro, o el nimero de gramos de alga en peso

seco por litro, dependiendo de las unidades de trabajo.
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Figura 38. Valoracién acidimétrica de una suspension de 4 g I de Thalassiosira weissflogii en
NaCl 0.7 M. La linea corresponde a una valoracion de una disolucién 0.7 M en NaCl.

Es necesario también determinar la maxima capacidad de intercambio de
protones de la superficie, obtenido a través del calculo de los protones consumidos por
el alga durante la valoracion (concentracion de acido afiadido menos pH).

Los valores de las constantes de acidez intrinsecas se obtienen mediante una
representacion de las constantes de acidez condicionales obtenidas a cada pH, frente a la
carga superficial que corresponde a las células a ese pH. El resultado es una distribucidén
lineal cuyo corte en el eje de ordenadas da una estimacion del valor de las constantes
intrinsecas de las dos reacciones de protonacion de la superficie de la diatomea. Los
valores de las constantes de acidez condicionales se calculan a cada pH considerando
que la carga superficial (Q) es igual a la concentracion de grupos completamente
protonados ({ =SH;"}) a valores de pH menores que el pH de carga superficial nula, e
igual a la concentracion de grupos funcionales superficiales completamente
desprotonados ({ =S " }), a pH mayores que el pH,,.. De tal forma que la aproximacion

al valor de la especie unida a un solo proton y de carga nula es la resta al valor de la
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capacidad maxima de protonacion, de Q en cada punto. La figura 39 es el resultado del
proceso descrito para Phaeodactylum tricornutum. El resultado para Thalassiosira
weissflogii aparece en la figura 40.

El valor preciso del pH de carga superficial cero se obtiene promediando el

resultado anterior (ecuacion 65).

1T s
szpc = 5 [pKal(int rinseco) + pKZZ(int rinseco) ] (65)

En el caso de las dos diatomeas estudiadas la gran heterogeneidad de los grupos
funcionales presentes en su superficie (grupos amino, hidroxilo, 4cido, etc.) permite el
calculo de al menos tres pK a través de las valoraciones acidimétricas de sus superficies.

Los resultados de las constantes de acidez aparecen en la tabla X.

pKai 9.12 0.02 0.14 £0.02
Phaeodactylum Thalassiosira

pKa tricornutum 6.68 £0.03 weissflogii 6.72 +0.03

pKas 3.77 +0.02 3.96 £0.02

Tabla X. Valores de las constantes de acidez intrinsecas determinadas de las
superficies de Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira weissflogi mediante
valoraciones acidimétricas.

10 4 / pKa;’
pKa, intr

8 - /pKaZs
pKa,'intr

]
2. 6
4] pKa *intr
..‘""'..i
pKa’
3 2 1 0 -1 2 -3
Q (10° mol g™)

Figura 39. Calculo de las constantes de acidez intrinsecas de la superficie de Phaeodactylum
tricornutum.
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Figura 40. Célculo de las constantes de acidez intrinsecas de la superficie de Thalassiosira
weissflogii.

Resulta posible estimar la naturaleza de parte de los grupos superficiales de la
superficie de ambas diatomeas en funcion de los valores de sus constantes de acidez.
Los pKa justo por debajo de 4 deben estar relacionados con la presencia grupos
terminales carboxilicos de proteinas que presentan una desprotonacién a pH en torno a
4. Los valores de pK.; de 9.1 de ambas diatomeas estan relacionados con la existencia
de grupos a-amino de asparagina, alanina o leucina en la parte proteica de la pared
celular (pK entre 8 y 9.5), o con el grupo oxidrilo fendlico de la cadena lateral de
tirosina. Valores muy proximos de estas dos constantes de acidez referidas fueron
encontrados en la superficie de la diatomea Cyclotella cryptica por Kiefer et al. (1997).
En cuanto al valor de pK.; en torno a 6.7 se halla relacionado con la presencia de
aminas primarias, probablemente debidas a la presencia de quitina (pK,,=6.8; Gonzalez-

Davila y Millero, 1990).
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En el medio marino resulta importante para determinar la especiacion de metales
considerar la fraccion de los mismos que es enlazada por las membranas y paredes
celulares del plancton. Al ser la adsorcion el paso previo a la inclusion intracelular de
elementos traza (Khummongkol ef al., 1982; Gadd, 1988; Xue y Sigg, 1990; Gonzilez,
1995 y otros) es importante estimar la magnitud y fuerza de este enlace superficial. Para
determinar el alcance de la adsorcion por parte de la superficie de diatomeas se procedio
a valorar distintas suspensiones de dos especies seleccionadas (Phaeodactylum
tricornutum y Thalassiosira weissflogii) con un metal (plomo y cobre para cada caso)
utilizando la técnica de voltametria anddica de redisolucion.

Las algas fueron conservadas hasta el momento de ser utilizadas en los
experimentos, en crecimiento en una camara de cultivo en un medio 2 (Guillard y
Ryther, 1962).

Las adiciones de Cu(II) y Pb(II) se realizaron a partir de diluciones de disolucion
standard para espectroscopia de absorcion atoémica (Aldrich) en agua bidestilada con un
sistema Milli-Q

Los analisis fueron realizados utilizando los parametros descritos en el apartado
de optimizacion de la técnica de voltametria anddica de redisoluciéon: 50 mV de altura
de pulso, 2 mV s de velocidad de barrido, -0.6 V (Cu**) 0 —0.8 V (Pb*") de potencial
de deposicion y con un tiempo de deposicion de 2 minutos. Para esto se dispuso del
equipo electroquimico mencionado en el apartado de descripcion de la técnica
voltamétrica.

Para poder disefiar un experimento que permita evaluar el alcance de la reaccion
de adsorcion de los elementos traza en disolucion con las superficies biologicas es
necesario realizar un estudio previo de la cinética de adsorcion y de inclusion celular del
cobre y plomo con las algas referidas. Este proceso ya ha sido definido por varios
autores como un modelo en dos pasos (Khummongkol ef al., 1982; Xue y Sigg, 1990;
Gonzalez, 1995), uno primero de adsorcidn que transcurre en el orden de unos pocos
minutos, y uno posterior de difusion a través de membrana, que supone la inclusién
intracelular del metal.

Las figuras 41, 42 y 66, 67 muestran esta cinética y parecen fijar en un tiempo de
hasta quince minutos el intervalo que emplean las superficies biologicas para
equilibrarse con el metal presente en disolucion para el caso del cobre, y dar paso a la

difusion a través de la membrana del metal. En los estudios cinéticos con plomo este
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tiempo parece ser mas corto y son unos diez minutos los que invierte el primer paso de
adsorcion en completarse. De ahi el siguiente disefio experimental:

Cada muestra del cultivo creciendo en un medio de cultivo £/2 (Guillard y Ryther,
1962) era retirada en fase de crecimiento exponencial y centrifugada a 4000 rpm
durante 15 minutos. El extracto celular era lavado cuatro veces con agua filtrada por
0.45 pm con filtros lavados en medio acido para evitar contaminaciones y se estimaba la
concentracion celular final mediante el empleo de un hemocitometro. De la suspension
resultante se tomaba un volumen tal que un litro de agua de mar (de origen 1 milla al

noroeste de la isla de Gran Canaria, a profundidad de 10 metros, y filtrada por 0.45 pm)
tomara una concentracion celular en la diatomea de estudio de entre 1y 3107 cél I

Esta suspension fue guardada en el refrigerador un maximo de 24 horas para permitir el
equilibrio entre el alga y el medio, pero impedir por otra parte la division celular durante
este periodo y minimizar su metabolismo.

La suspension fue dividida en submuestras a las que se dejaba alcanzar la
temperatura de estudio en un bafio termostatico con agitacién e inmediatamente se
afiadia la disolucion de cobre o plomo de tal forma que la suspension alcanzaba una
concentraciéon entre 1-10010° M. El pH era regulado mediante la adiciéon de HCI o
NaCl (0.1 M). Tras 10 6 15 minutos de equilibrio, segun el metal estudiado, la muestra
era filtrada por 0.45 pm. De este modo se permitia que la suspension de diatomeas
experimentara la adsorcién sobre la superficie celular del metal en disolucion, pero sin
permitir que comenzara el proceso de inclusion intracelular.

Para poder estimar las distintas especies presentes del metal se dividia la muestra
filtrada en dos. La primera era analizada directamente por voltametria de redisolucion
anodica, por lo que quedaba medida la fraccién de cobre o plomo libre y complejado
inorganicamente que es labil para la técnica descrita. La segunda muestra era
acidificada y tratada con microondas (630 vatios, 30 minutos) para lograr la destruccién
de la materia organica presente en disolucion. Por lo tanto una vez descompuestos los
ligandos disueltos del medio la muestra era analizada por voltametria anddica de
redisolucion obteniéndose la concentracién total disuelta de metal (complejado tanto
inorganica como organicamente). La cantidad de metal adsorbido se estima por
diferencia entre la cantidad resefiada y el metal total presente en la muestra (metal
presente en el agua utilizada de partida mas la cantidad aﬁadida- antes de los diez

minutos de equilibrio).
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La precision de la estimacion de la fraccion asimilada fue comprobada tras
disgregar una suspension de células de Phaeodactylum tricornutum en una mezcla
concentrada de HNO3:HCIO,4 (1:1). De tal forma que el cobre detectado en esta muestra
acida era similar dentro del error experimental a la resta respecto del cobre afiadido del

cobre total disuelto del medio.
5.1 ADSORCION DE COBRE
5.1.1 Cinética

En las figuras 41 y 42 se muestran las cinéticas de asimilacion de Cobre(II) en
presencia de 2.03'107 células I'' de P. tricornutum y 2.0810 células 1" de 7. weissflogii,
respectivamente. Se ha representado en ambos casos, la variacion en la concentracion
tanto de cobre labil, como de complejado por los ligandos en disolﬁcién, asi como en la

concentracion asimilada (adsorbida mas la incluida intracelularmente).

4.0
35qgyygv v v ¥ v v v Z Z z
P ®
o ® d

3.0 A )
—~ °
= 25- e ,
o ° s
v: S 30
— 2.0 - ® asimilado T
= 3 v labil =10
5 15 - v complejado 305 \'LN\,_,\_\N\

v 0.0
1.0 1 4 6 8 10 12 14 16 18
v "2 (minutos™?)
) v
0.5 v v Y .
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Figura 41. Cinética de asimilacion del Cu(ll) por parte de Phaeodactylum tricornutum (2.03‘107

cél. 1) [Cu(lD]anacica=7.0210° M. La figura insertada ofrece la variacion de las fracciones
asimilada y labil con ia raiz del tiempo una vez que comienza la inclusion.
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Figura 42. Cinética de asimilacion del Cu(ll) por parte de Thalassiosira weissflogii (2.0810" cél.
. [Cu(lI)]a,-wac.ida=6.8'10'8 M. La figura insertada ofrece la variacion de las fracciones asimilada y
labil con la raiz del tiempo una vez que comienza la inclusion.

La concentracion de cobre inorganico disuelto (labil), decrece rapidamente en
ambos casos durante los primeros minutos, hasta que su concentracion alcanza valores
inferiores a 2.5 nanomoles en el caso de P. tricornutum y menores de 5 nanomoles para
T. weissflogii. A partir de este instante, su concentracion disminuye mas lentamente.
Después de este periodo de rapida desaparicion, tanto la concentracion de cobre
asimilado como la de 1abil varian con la raiz cuadrada de] tiempo, indicando que esta
segunda etapa de inclusion de cobre es un proceso controlado por difusién. De acuerdo
con el modelo difusional parabdlico de Crank (1976), la concentracion de cobre
asimilado después de los primeros 15 minutos de contacto de la disolucion con las
algas, viene descrita por las siguientes ecuaciones:

Phaeodactylum tricornutum.

[Cu(ID)]asimitado=2-82 (+0.03) ‘10" + 0,037 (20.003) 10™(t)"? (66)
Thalassiosira weissflogii:

[Cu(ID) asimitado=2.66'(0.02) 10" + 0.051'(20.002) '10™ (1) 67)

La concentracién de Cu(Il) asimilada por ambas algas es similar, con un valor de
1.6610"° moles Cu(Il)/célula asimilado al cabo de 4 horas de contacto, lo que se
corresponde con un 50% de la concentracion inicial. Por otra parte, la concentracion de

cobre disuelto y complejado organicamente se corresponde con el 50% y 45% de la
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concentraciéon inicial para la suspension de P. tricornutum y 1. weissflogii,
respectivamente. De esta manera, entre el 95 y el 99 % del cobre inicial afiadido, esta
presente complejado organicamente con los ligandos del medio, tanto disueltos como en
la superficie e interior de las células. Solo un 1% para el caso de P. tricornutum y un 5%
para la suspension de 7. weissflogii esta presente como cobre inorganicamente disuelto,
del que considerando un coeficiente oo de 25.7 (Santana Casiano ef al., 1995) da como
resultado después de 4 horas de equilibrio, un pCu de 10.2 y de 9.84, respectivamente.
También puede ser observado de las figuras 41 y 42, que la incorporacion de cobre por
parte de ambas células procede del cobre presente en forma inorgéanica, que también
sigue una cinética en dos pasos, con el segundo paso caracterizado por una cinética
lenta descrita por una dependencia lineal con la raiz cuadrada del tiempo. En todo
momento, la concentracion de cobre disuelto y complejado organicamente se reduce
ligeramente con el tiempo, lo cual es consistente con lo indicado anteriormente y con
una competicion entre los ligandos organicos producidos o excretados por las células de
fitoplancton en la suspension celular y sus grupos funcionales, por el ion cuprico en
disolucion.

De acuerdo con los resultados de la cinética de incorporacion, y dado que en este
apartado estamos interesados en el estudio del proceso de adsorcion de los metales traza
sobre los grupos superficiales de las células de fitoplancton, el tiempo requerido para el
equilibrio de adsorcion se ha determinado como la interseccién de las dos lineas de

comportamiento cinético descrito, y mantenido en todos los estudios en 15 minutos.
5.1.2 Determinacion de capacidades complejantes

Dado que el cobre evidencia tener una gran afinidad por los ligandos presentes en
disolucién en medios naturales, y que esto supone una competencia con el cobre
adsorbido sobre la superficie celular, previamente al estudio de las capacidades de
enlace de las superficies algales, se determin¢ la capacidad complejante de las muestras
de agua de mar a utilizar con los ligandos presentes de forma natural. Las figuras 43 y
44 muestran claramente como la adicion de algas al medio cambia la capacidad
complejante del agua de mar.

La obtencion de los parametros de complejacion se hizo asumiendo un modelo de

complejacion basado en una estequiometria 1:1 de la reaccion de enlace del cobre y los
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ligandos. El grafico de linealizacién basado en el método de van den Berg-Ruzic
presenta un aspecto lineal, y por lo tanto se calcularon los parametros de complejacion
(concentracién total de ligando y constante de estabilidad condicional asociada),
correspondiexites a la supuesta presencia en el medio de un solo tipo de ligando. Se debe
tener en cuenta que los parametros de complejacion que se obtengan son medias
ponderadas de los compuestos de diversa naturaleza y caracteristicas complejantes que
estén presentes en el agua de mar. Asimismo existe la limitacion de utilizar la
voltametria de redisolucién anodica, cuya ventana espectral asociada impide estimar el
aporte al valor de la constante de estabilidad condicional de ligandos de muy alta

constante de estabilidad.

12
O  agua de mar pH=2.0 (1)
10 - sensibidad del método
® agua de mar pH=8.02
v agua de mar pH=8.02
S g - + Phaeodactylum tricornutum
>
by
I 6
: . .2
o .
2
(3)
0 T
10 12
[Cu(D)],. g ( *10° M)

Figura 43. Valoracién cuprica del agua de mar en ausenma de algas y tras 36 horas en
equilibrio con Phaeodactylum tricornutum (2.06 10" cél. I'.

Las figuras 43 y 44 muestran claramente como la adicion de algas (curva 3)

cambia la capacidad complejante natural del agua de mar (relacion entre las curvas 1y

2) después de un tiempo de equilibrio. Para ello se dejaba a una muestra de agua de mar
equilibrar durante 36 horas con una suspension de la diatomea. Tras este periodo de

equilibrio eran retiradas las células de fitoplancton por filtracion por gravedad (sin el
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empleo de presion para evitar la lisis celular) y se afiadia el metal a la concentracion
deseada. Después de 12 horas de equilibrio se procedia a determinar la especiacion de la
muestra. El incremento en la presencia de ligandos orgénicos en disolucién debidd ala
exudacion de los mismos por parte de las diatomeas, es el responsable del descenso de
la cantidad de cobre labil estimada (correspondiente a la fraccién de metal que
permanece complejada por ligandos inorganicos, o como ion libre, en el seno de la
disolucion).

La curva 1 representa en ambos casos la determinacién de la concentracion de
cobre total en el agua de mar natural después de la adicién de diversas concentraciones
de cobre, eliminado el efecto complejante de la materia organica disuelta, acidificando a

pH=2 con HCI 1.0 M y realizando sobre la muestra un tratamiento de microondas.

12

O aguademarpH=2.1
® agua de mar pH =8.02 (1)

17 & agua de mar pH=8.02

g + Thalassiosira weissflogii
—
X
-’ (2)
= 6
g ®
—
— °
~— 4
- e
=)
X 3)
=
= = ‘
0 T T
10 12 14

[Cu(ID)], ;. 4q, ( ¥10° M)

Figura 44. Valoracién cuprica del agua de mar7en ausencia de aigas y tras 36 horas de
equilibrio con Thalassiosira weissflogii (2.21 10" cél. ™.

Haciendo uso del método de las adiciones estandares se comprueba que la
determinacion de cobre por este método se encuentra dentro del error experimental del

mismo.
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Figura 45. Representacion de van den Berg-Ruzic de los valores de obtenidos en la valoracion
cuprica del agua de mar utilizada en el experimento, tanto sola, como con la incorporacién de
Phaeodactylum tricomutum (2.0610" cél. I') y Thalassiosira weissflogii (2.21 10" cél. I').

La figura 45 muestra la determinacion de la capacidad complejante del agua de.

mar tanto en la ausencia como después de la presencia de 2.06107 células I" de
Phaeodactylum tricornutum 'y 221107 células 1! de Thalassiosira weissflogii

representada de acuerdo con la expresion de van den Berg-Ruzic

] o] !
-cd ¢, ¥ c

cond(Cu**

(68)

donde C; es la concentracion total de ligandos y K conacu’”) la constante de estabilidad
condicional con respecto a la concentracién de metal libre. De acuerdo con Millero y
Hawke (1992) y Santana Casiano ef al. (1995) para un pH = 8.02 se ha utilizado un
valor, para normalizar la constante de estabilidad condicional con respecto a la
concentracion libre de cobre, del coeficiente o de 25.7.

La tabla XI, muestra un resumen de los datos obtenidos para cada una de las dos
algas analizadas en presencia de agua de mar superficial tomada a 1 milla de la costa de

Gran Canania.
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CL (nM) | log *Kcv |log *Kcu®” alga CL (nM) | log *Kcv | log *Kcu™*
trizﬁfﬁﬁf.;m 146 +6 |7.97004| 9.38 +0.04
107 +2 |7.48 +£0.02| 8.89 £0.02 Thal
parass. | 1e2+2 |8.16+001] 9.57£001
weissflogii

Tabla XI. Parametros de complejacién del agua de mar previamente a la adicion de las
algas (columnsa 1 a 3) y después de la adicién de las diatomeas (columnas 4 a 6),

transcurridas 36 horas de contacto. Valores a pHi,=8.02. ac,=25.7. Concentraciones de
algas utilizadas: 2.06 10" células I'' de Phaeodactylum tricornutum y 2.2 10" células I'' de
Thalassiosira weissflogii.

La concentracion total de ligandos para el agua de mar original es de 107 £2 nM,
con un valor medio para la constante de estabilidad condicional de 8.89. Estos valores
son consistentes con valores publicados por otros autores para aguas oceénicas, ain
considerando que se utilizan diferentes ventanas de deteccion (Gonzalez Davila, 1995,
Seritti et al., 1986; Buckley y van den Berg, 1986). La Tabla XI también muestra como
la adicion de las células de fitoplancton incrementa los valores de la concentracion de
ligandos hasta 146 + 6 nM para el caso de la adicion de 2.06 107 células 1" de P.
Tricornutum, y hasta 162 + 2 nM para la adicion de 2.2'107 células I'' de T weissflogii,
incrementandose de manera importante también la fuerza media de los ligandos
presentes después de la adicion de las algas, pasando a 9.38 y 9.57, respectivamente,
para las células estudiadas.

Considerando que este método de tratamiento de las interacciones metal-ligando
organico sélo determina constantes medias ponderadas, si que se puede concluir a partir
de estos resultados que estas algas exudan al medio ligandos con una constante de
estabilidad superior a la media ponderada de los existentes en el medio original y que
van a contribuir a incrementar el valor de la constante de estabilidad condicional de la
complejacion, y la concentracion de cobre ligado organicamente, alterando de esta
manera la especiacion del cobre.

Si consideramos que la adicion de estas concentraciones de algas al medio
incrementa el valor de la concentracion de ligandos en 40 nM para la P. tricornutum y
la constante en 0.5 unidades, se puede realizar una determinacion aproximada de las
caracteristicas del conjunto de los ligandos exudados por estas células al medio,
considerando un balance de masas para los mismos. A través de este calculo, se obtiene

que para el caso de células de Phaeodactylum tricornutum, los ligandos de esta
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diatomea deben poseer un valor de la constante de estabilidad condicional del orden de
9 8. Para el caso de Thalassiosira weissflogii, los ligandos deben poseer una constante
de complejacion de aproximadamente 10. Este cobre disuelto ligado organicamente esta
compitiendo en todo momento con el cobre que puede ser adsorbido por los grupos
superficiales, por lo que es importante caracterizar el proceso de adsorcion al objeto de

realizar modelos de especiacion del cobre en el medio marino.

5.1.3 Determinacion de capacidades adsortivas

Las figuras 46 y 47 presentan las isotermas de adsorcion superficial de las curvas
de valoracion cuprica obtenidas a partir de suspensiones de Phaeodactylum tricornutum
y Thalassiosira weissflogii a dos concentraciones distintas de ambas diatomeas,
manteniendo las muestras a pHiot= 8.02. El método de trabajo aparece descrito al inicio

de este capitulo de adsorcion.

18

14 A O ¢
12 - ‘ Oe
10’ u.

® 14210 celL’
g - ° O 25310 celL’

16 1

Icuadsm‘bido] ( *10 mOl cel )
(=]
o

[Cu,, ] (*10° M)

Figura 46. Isoterma de Langmuir de la adsorcion de cobre sobre la sUperficie de
Phaeodactylum tricornutum a dos concentraciones celulares diferentes.
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Figura 47. Isoterma de Langmuir de la adsorcién de cobre sobre la superficie Thalassiosira
weissflogii a dos concentraciones celulares diferentes.

A partir de esos datos experimentales, es posible determinar las constantes
condicionales y capacidades méximas de adsorcion para las algas objeto de estudio bajo
las condiciones experimentales aqui mantenidas. Para ello se empleo tanto un ajuste no
lineal por minimos cuadrados de la isoterma de Langmuir aplicando un modelo
homogéneo de la superficie celular, como el método mixto iterativo descrito en el
apartado de calculo de capacidades complejantes de este trabajo, que ofrece soluciones
para la existencia de dos tipos de grupos funcionales superficiales. Esto es posible
debido a que la naturaleza de las reacciones de complejacion y adsorcion son iguales y a
que es posible realizar las mismas consideraciones de partida, como son la
estequiometria 1:1 de la reaccion, y la imposibilidad de que la fraccion de metal
enlazada por los ligandos organicos resulte 1abil para la técnica de voltametria de
redisolucion anodica. |

Por lo tanto se realizé un calculo de los parametros de adsorcion de los ligandos
de mayor constante de estabilidad condicional, a partir de los primeros puntos de la
valoracion, mediante la transformada de Scatchard, y se utilizaron los ultimos puntos,
para obtener los mismos parametros, pero de aquellos ligandos superficiales de menor
afinidad por el cobre, con el uso de la transformada de van den Berg-Ruzic. El proceso

se repitiod hasta converger en una solucion, que son las que muestra la tabla XII.
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Figura 48. Representacion de la linealizacion de van den Berg-Ruzic de las isotermas de

adsorcion presentadas en la figura 47. Corresponden a una valoracion cuprica de dos
suspensiones de Thalassiosira weissflogii con distinta concentracion celular. Las lineas
corresponden a la representacion de las concentraciones de cobre calculadas a partir de los

parametros de adsorcion obtenidos por el procedimiento iterativo propuesto en este trabajo.
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Figura 49. Representacion de la linealizacion de Scatchard de las isotermas de adsorcion
presentadas en la figura 47. Corresponden a una valoracion cuprica de dos suspensiones de
Thalassiosira weissflogii con distinta concentracion celular. Las lineas corresponden a la
representacion de las cantidades de cobre calculadas a partir de los parametros de adsorcion
obtenidos por el procedimiento iterativo propuesto en este trabajo.
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Figura 50. Representacion de la linealizacion de van den Berg-Ruzic de las isotermas de
adsorcién presentadas en la figura 46. Corresponden a una valoracion cuprica de dos
suspensiones de Phaeodactylum tricornutum con distinta concentracién celular. Las lineas
corresponden a la representacion de las cantidades de cobre caiculadas a partir de los
parametros de adsorcion obtenidos por el procedimiento iterativo propuesto en este trabajo.
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Figura 51. Representacion de la linealizacién de Scatchard de las isotermas de adsorcion
presentadas en la figura 46. Corresponden a una valoracion cuprica de dos suspensiones de
Phaeodactylum tricornutum con distinta concentracion celular. Las lineas corresponden a la
representacion de las cantidades de cobre caiculadas a partir de los parametros de adsorcion
obtenidos por el procedimiento iterativo propuesto en este trabajo.
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Todas las figuras presentan una evidente curvatura que ha hecho necesario

considerar a la superficie de ambas algas de una naturaleza heterogénea y de este modo

calcular los parametros de adsorcién considerando la existencia de dos grupos

| mayoritarios de ligandos superficiales. La tabla XII ofrece el resultado de los

parametros de adsorcion para ambas algas. Se debe tener presente que los datos son

medias ponderadas de los distintos grupos presentes en la superficie del alga, que
tendran un intervalo de afinidades distintas por el cobre en disolucion.

Las constantes de adsorcion que se determinan haciendo uso de las ecuaciones
(51), (55) y (56) son constantes condicionales, y por tanto dependen de las variables
fisico-quimicas del medio, y del pH del mismo especialmente. Sin embargo, si
consideramos la competicion del protén por los mismos sitios en los que tiene lugar la
adsorcion del cobre a través de la expresién de la constante de acidez de estos grupos
funcionales, podremos determinar las constantes de adsorcion intrinsecas, validas a
cualquier valor de pH, mediante el empleo de la ecuacion 50. Para ello se hace uso de
las constantes de acidez microscopicas calculadas a cada adicion de acido o base en el
apartado de determinacion de las propiedades acido base de las diatomeas objeto de
estudio. Los valores obtenidos son de log K°,3= 9.11 para Phaeodactylum tricornutum y
log K’:s= 9.30 para Thalassiosira weissflogii, ambos a pHxgs 8.02 en NaCl 0.7 M. A
partir de estos se pueden determinar las constantes intrinsecas de adsorcion del cobre
que se presentan en las tablas XII y XIII. Estas constantes intrinsecas son
independientes del pH y por lo tanto pueden ser utilizadas para extrapolar los resultados
a cualquier otro pH.

Al igual que para lo antes indicado para el caso ‘de la determinacién de la
capacidad complejante, en las superficies biologicas existen varias clases de sitios
superficiales de adsorcion, constituidos probablemente por ligandos tanto
monodentados como bidentados. Como estos ligandos poseen diferentes afinidades por
Jos metales, los iones metalicos se adsorberan al principio con los ligandos de alta
afinidad y posteriormente con los de menor afinidad. En este sentido, la aplicacion de
un modelo que considere al menos la existencia de dos tipos de sitios es razonable
fisicamente. Como se puede observar, los valores obtenidos para las diferentes
constantes expresadas en las unidades correspondientes por célula, son coincidentes

dentro de los errores experimentales.
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cll* | T S I S
Alga (10) *'1"3’5’& log *Kn;"| log Kp,° *’1“3{% log *Ku," | log Kp,°
1.2 10.82 11.94 214 8.98 10.10
Phaeod. | 142 1 7 +0.05 +0.15 +05 +0.02 +0.12
tricornutum| , . 1.2 10.67 11.79 | 222 9.01 10.13
: +02 +0.08 +0.16 +03 | +002 +0.12
27 10.74 12.04 | 268 937 10.67
Thalass. | 1.23 +0.1 +0.04 +0.16 +0.2 +0.01 +0.11
weis.sﬂogii 212 2.7 10.75 12.05 26.7 9.37 10.67
' +03 +0.06 +0.13 +023 +0.01 +0.12

Tabla XIl. Parametros de capacidad adsortiva de cobre correspondientes a las superficies
celulares de Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira weissflogii. Las columnas 5y 8
muestran los parametros de adsorcién intrinsecos (validos para cualquier pH). La
obtencién de los parametros ha sido independiente entre los dos distintos tipos de ligandos
superficiales considerados utilizando el método iterativo descrito en este trabajo.
Constantes condicionales a pH=8.02. pKphasooactyium tricomutum(PH=8.02)=9.11. pKrpajassiosira
weissﬂog//(pH:S-02)=9-30-

Los valores obtenidos por el modelo heterogéneo (tabla XII) muestran que la
constante de adsorcién de los grupos superficiales de menor constante de estabilidad
condicional para el caso de la 7. weissflogii (9.37) es mayor que los de la P. ricornutum
(9.0), con lo que los sitios de interaccion para la Thalassiosira weissflogii son mas
afines por el cobre que los de la Phaeodactylum tricornutum, poseyendo ademas una
mayor capacidad maxima de adsorcién por célula. La gran diferencia en la constante de
estabilidad condicional del segundo tipo de ligandos superficiales definido sugiere que
la naturaleza y composicion de los mismos debe diferir en gran medida de una diatomea
respecto de la otra.

En cuanto a los sitios superficiales de mayor constante de estabilidad condicional,
los grupos funcionales de ambas diatomeas tienen una afinidad similar por el ion
cuprico en disolucion (en torno a 10.75), pero la concentracién de estos grupos es del
45% por célula en Phaeodactylum tricornutum respecto de la otra diatomea.

La tabla XIII resume las constantes condicionales determinadas utilizando el
modelo homogéneo (un tunico tipo de ligandos superficiales) para las dos algas. Los
datos correspondientes a considerar la existencia de un solo tipo de ligando superficial
del alga se han presentado para poder comparar la naturaleza de estos ligandos con la de
los exudados liberados por las diatomeas y de los que solo se ha podido obtenef una

unica constante de estabilidad condicional
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¢ I | Doy 10 '8 s |log Keca | log Kcu
alga (10") | (mol cél'™) log K u log Kg (medio) | (exudados)

Phaeod. 142 | 20.5+05 |9.13£0.02|10.25£0.11

9.38 £0.04 ~08

IrICOrRUBUI | 5 53 1 222+08 |9.11+003|10.25+0.12

Thalass. 1.23 | 28.1+04 |[9.52+0.03]10.82£0.12

o 9.57£001| ~10.0
weissflogit | 5 15 | 278407 19.524002{10.83 011

Tabla XIll. Muestra para las dos algas los parametros de adsorcion para un supuesto caso
de superficie homogénea. La sexta columna muestra la capacidadc complejante del medlo
tras experimentar un equilibrio de 36 horas con una concentracion celular de 2.0610" cél I”
de Phaeodactylum tricornutum y de 2.21 10" cél I' de Thalassiosira weissflogii. La ultima
columna muestra los valores estimados durante la determinacion de capacidades
complejantes de la constante de complejacion condicional que deben tener los exudados de
las dos algas referenciadas. Las constantes condicionales son a pHia=8.02.

Cuando se comparan los valores obtenidos a través del modelo homogéneo para la
adsorcién sobre los ligandos superficiales con las correspondientes constantes de
complejacion por parte de los ligandos disueltos del medio (Tabla XIII), para el caso
descrito de dejar estabilizarse una suspension de diatomeas durante 36 horas, se observa
que la fuerza de ambos ligandos son similares (9.53 y 9.57) para el caso de la T.
weissflogii y ligeramente mas altas para los ligandos del medio (9.38 y 9.12) en el caso
de suspensiones de P. fricornutum. De esta manera, la adicién de cobre al medio llevara
consigo la competitividad de los ligandos presentes en el agua de mar y de los exudados
excretados por el alga con los grupos superficiales de las mismas, manteniendo en todo
momento los valores de cobre libre por debajo de los valores nocivos para las células
del fitoplancton a concentraciones totales de metal como las del océano. Pero hay que
tener en cuenta que la capacidad complejante del medio sera también funcion del
alcance de la liberacion de exudados por parte de las algas del medio, que como ya se ha
descrito excretan compuestos de mayor afinidad por los metales en disoluciéon que la
media ponderada de los preexistentes, y que los presentes en la pared celular de las
diatomeas.

El hecho de que las afinidades de los exudados que excretan las dos diatomeas
sean bastante mayores que las de los grupos funcionales de la superficie del alga (4
veces mayor para el caso de Phaeodactylum tricornutum y 3 veces para Thalassiosira
weissflogii) hace que sea muy importante para el estudio de la especiacion de metales en

el medio el estudio de la liberacion de exudados por parte de las algas. A mayor
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liberacién de exudados al medio en presencia de una concentracion relativamente
constante de algas, resultara mas dificil que una parte del metal en disolucién quede

adsorbido sobre superficies algales.

5.1.3 Especiacion en un agua proxima a costa
le-6
Phaeodactylum tricornutum
25310 cel I v
le-7
——————————— v
E le-8 -
= \"4
= MY, ® ®
9’_‘ le-9 + / o o © e © ® °
Z Vfl o * °
e le-10] ¢
S ° ® [Cu’'] en presencia de algas
o® v Cu(Il) complejado con los ligandos disueltos
le-114 @ v Cu(Il) adsorbido en la superficie celular
- [Cu]TOTAL
18-12 r T T T T

0.0 5.0e-8 1.0e-7 1.5e-7 2.0e-7 2.5¢7

[Cu(D]yora, M)

Figura 52. Especiacion del cobre en el agua de mar de procedencia proxnma a costa con la
adicion de Phaeodactylum tricornutum. Concentracion celular 2.53 107 cél I . PHota=8.02. La
linea discontinua representa la concentracién de cobre complejado organlcamente que habria
con los valores de cobre i6nico existentes en el medio en el agua de mar estudiada en el
apartado de complejacién ([L]=107nM; log K'=8.89).

En las Figuras 52 y 53 se encuentra representada la especiacion del cobre en la
presencia de ambas algas a pHiw = 8.02 para un agua de mar distinta a la anterior y
tomada al norte de Gran Canaria, muy proxima a la costa, junto con la concentracion de
cobre complejado que habria en idénticas condiciones, en el agua antes utilizada en la
obtencion de capacidades complejantes, para poder comparar la especiacion en ambas
aguas. Este agua es de origen mas costero que la anterior, por lo que posee una mayor
concentracién de cobre inicial (2.75 nM frente a 1.2 nM que tenia la utilizada en los
experimentos previos), asi como una mayor capacidad complejante de menor constante

de estabilidad promediada, caracteristica de este tipo de aguas (Seritti ef al., 1986).
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Figura 53. Especiacién del cobre en agua de mar de origen costero con Ia adicién de
Thalassiosira weissflogii. Concentracién celular en las muestras de 2.12 10" cél 1. pH;a=8.02.
La linea discontinua representa la concentracion de cobre complejado organicamente que
habria con los valores de cobre i6nico existentes en el medio en el agua de mar estudiada en el
apartado de complejacion ([L]=107nM; log K'=8.89).

Es posible calcular a través del nimero de células presentes, la capacidad
adsortiva de la suspension celular en moles por unidad de volumen: 5.710° M (log
K’pu=38.02=9.1) en el caso de Phaeodactylum tricornutum y 59108 M (log K’pr=8.02=9.5)
para Thalassiosira weissflogii segin el modelo homogéneo. Esto supone que en el caso
de realizar este experimento en el agua de mar de los casos anteriores la adsorcion debe
prevalecer sobre la complejacion a concentraciones bajas de cobre en disolucién debido
a su menor constante de estabilidad condicional, como puede verse en las figuras 52 y
53. En el caso de T. weissflogii al ser mayor su afinidad superficial por el cobre, este
predominio de la adsorciéon sobre la complejacion se manifestard en casi todo el
intervalo de concentraciones afiadidas de cobre utilizado.

Se puede observar que después de 15 minutos de contacto entre las células de
fitoplancton con la disolucion de cobre en esta agua de origen mas costero, va a ser
complejada en disolucion una mayor concentracion de cobre por los ligandos disueltos
en el medio procedente del agua costera que por la superficie de las diatomeas, siendo
esta diferencia mayor para el caso de la P. tricornutum, como consecuencia de la menor
afinidad de sus grupos funcionales superficiales por el cobre disuelto que para el caso de

T. weissflogii. Esto significa que este agua de mar debe poseer una mayor capacidad
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complejante que el agua de origen mas oceanico, y que su constante de estabilidad
condicional es mayor incluso que la constante de estabilidad de los ligandos
superficiales de las dos diatomeas. Este hecho queda de manifiesto en la especiacion
obtenida en el medio sin adiciones de cobre (primer valor de las figuras 52 y 53). En el
medio en presencia'de P. tricornutum, de una concentracion de cobre de 2.5 nM,
aparecen 1.9 nM complejados en disolucion y 0.48 nM adsorbidos sobre la superficie
del alga (la concentracion complejada por el agua mas oceénica a ese valor de pCu seria
de 0.23 nM). La especiacién en presencia de 7. weissflogii es la siguiente: de 2.96 nM
totales aparecen 1.9 nM como complejados y 1.0 nM como adsorbidos (en el otra agua
de mar la cantidad complejada a ese valor de pCu seria de 0.2 nM). Por lo tanto en esta
agua mas proxima a costa debe existir un conjunto de ligandos en disolucion con una
constante de complejacién condicional mayor que la constante de estabilidad
condicional de los grupos funcionales de la superficie de las diatomeas mas afines por el
cobre.

Estos estudios ponen de manifiesto la importancia de los ligandos organicos que
existen en disolucion en el medio marino y que reducen los valores de las
concentraciones de metal libre a niveles no toxicos, controlando de esta manera la
especiacion y la biodisponibilidad de los mismos.

Por lo tanto, el agua de mar utilizada en este estudio, posee una mayor
capacidad complejante (del orden de 2-3'10”7 M) de una mayor constante de estabilidad
condicional con relacion al agua de origen oceanico empleada antes. Esto no apoya la
hipotesis de Seritti et al. (1986) mencionada para el caso de la comparacién de la
capacidad complejante cuprica de aguas oceédnicas y costeras. Pero como se puede
desprender del calculo de las caracteristicas complejantes de los exudados de algas, la
actividad biologica en la zona de muestreo, va a resultar tan determinarte para las
caracteristicas complejantes de la muestra de agua de mar como su cercania a la costa,
haciendo posible este tipo de aguas de gran capacidad complejante de una alta afimidad

por el cobre.
5.1.5 PRESENCIA DE OTROS METALES EN EL MEDIO

En un medio tan complejo como lo es el agua de mar, se encuentran en todo

momento una serie de metales que pueden interaccionar con sitios de adsorcion de la
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superficie de las algas y con los ligandos disueltos en el medio. Al objeto de estudiar la
especificidad de estos ligandos por el cobre, se realizaron estudios en los que se
adicionaba un exceso de Plomo (II) (100 nM) respecto al cobre afiadido en cada muestra

de la valoracion metalica.

51.5.1 COMPLEJACION

Para comprobar el efecto sobre los ligandos disueltos originalmente en el agua de
mar utilizada, se afiadié el plomo a las muestras que previamente habian permanecido
36 horas en equilibrio con las dos diatomeas objeto de estudio (2.06'107 células 17
Phaeodactylum tricornutum y 221107 células I'! Thalassiosira weissflogii). El resultado
se ofrece en la tabla XIV, y en las figuras 54 y 55, y muestra la gran especificidad por el
cobre frente al plomo que deben poseer los ligandos capaces de complejar al cobre de
los medios estudiados (suma de los ligandos presentes en el medio original y de los
ligandos exudados por las diatomeas). La constante de estabilidad condicional obtenida
es la misma, por lo que se estd estudiando la misma fraccion de materia orgénica
disuelta. En cambio, la capacidad complejante, lejos de disminuir, como deberia suceder
si el plomo fuera capaz de desplazar a iones cupricos complejados, incluso parece
experimentar un ligero incremento, pero que se halla dentro del error experimental.

Por lo tanto, dado que el conjunto de los ligandos que hay en el medio y que son
capaces de complejar al cobre, son altamente especificos, se puede concluir que los
ligandos exudados por las dos diatomeas tras 36 horas de equilibrio con el agua de mar,
y que son una parte importante del total de ligandos en disolucion, también poseen una

alta especificidad por el cobre frente al plomo.

CL (M) | log *Kc,™" alga CL (M) | log *Ko,™
146 +6 938 +004 | FPhaeod. 15246 | 9.35+0.06
tricornutum
162 +2 9.57 £0.01 Thalass. 172 +6 | 9.50 +0.06
weissflogii

Tabla XIV . Comparacion entre los parametros de complejacion para el cobre
del agua de mar utilizada en este trabajo tras 36 horas de equilibrio con 2.06
10’ células I P. tricornutum y 2.21 10" células I T. weissflogii. Los datos
corresponden al medio tras la retirada de las células (columnas 2 y .3) y al
medio tras ia retirada de las células y adicién posterior de 100 nM de Pb
(columnas 4 y 5). :
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Figura 54. Valoraciones metdlicas del agua de mar tras 36 horas de equilibrio con una
suspensién de 2.0610" cel I de Phaeodactylum tricornutum, en presencia y en ausencia de
una adicion de 100 nM de Pb(ll).
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Figura 55. Valoracion7es me1télicas del agua de mar tras 36 horas de equilibrio con una
suspension de 2.32'10" cel I de Thalassiosira weissflogii, en presencia y en ausencia de una

adicion de 100 nM d

e Pb(ll).
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5152 ADSORCION

De igual modo se determind el efecto de una adicién de plomo sobre los grupos
funcionales de la superficie de las diatomeas que se encuentren adsorbiendo al cobre.
Para ello se afiadid plomo en una concentracion de 100 nM a cada muestra en equilibrio
con la adicién de cobre previamente a la inclusion de la suspension celular del alga,
permitiéndose posteriormente equilibrar durante quince minutos la superficie del alga
con la disolucion para alcanzar el maximo de adsorcion. Una adicion de 100 nM de
plomo al medio de estudio supone afiadir una concentracién entre 2 y 3 veces la
concentracion de grupos funcionales capaces de adsorber al cobre, ya que la capacidad
adsortiva de una suspension de 1.42107 cel 1" de Phaeodactylum tricornutum en
unidades de concentracion por unidad de volumen es aproximadamente de 33 nM, y de
60 nM para una suspension de 212107 cel I'' de Thalassiosira weissflogii. Los
resultados obtenidos considerando tanto un modelo homogéneo, como uno heterogéneo

se ofrecen en la tabla XV

Alga Tmaxt 10%] 10g "Kyis | Tmax2 10'| 1og ‘Kz | Trmax 10™ | log ‘Ka
1.2 10.75 21.8 9.00 214 912
Phaeod. |-Pbf +0.24 +0.5 +0.02 +07 | +005
fricornutum +Pb 08 10.52 18.7 9.08 18.1 9.18
+0.2 +02 +0.6 +0.03 +06 | +003
27 10.75 26.8 937 279 9.52
Thalass. |-Pb| . +0.06 +0.3 +0.01 +0.14 | +001
weissflogii |, o[ 1.6 1089 | 263 9.43 253 | 9.59
+20 +0.6 +0.6 +0.03 +08 | +003

Tabla XV. Pardmetros de capacidad adsortiva de cobre de las superficies celulares de
Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira weissflogii en ausencia y en presencia de 100
nM de Pb en el medio. Las columnas 3 a 6 presentan los resultados de considerar un
modelo heterogéneo de dos tipos de grupos funcionales. Las columnas 7 y 8 presentan los
resultados segun el modelo homogéneo. Constantes condicionales a pH=8.02.

En el caso de Phaeodactylum tricornutum el resultado considerando la
existencia de un unico tipo de ligando es de una pequefia disminucion de la capacidad
adsortiva total (de un 15%). La aplicaciéon de un modelo heterogéneo a los resultados
para obtener parametros de adsorcion para dos tipos de ligandos superficiales deja ver
como la sustitucién del cobre por parte del plomo afecta a todos los ligandos
superficiales en general. Los ligandos del tipo de mayor constante de estabilidad

condicional reducen su concentracién al 65% de forma general, por lo que se puede

deducir que estos ligandos superficiales de Phaeodactylum tricornutum muestran una
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baja especificidad por el cobre en presencia de plomo en el medio. En cuanto a los
grupos funcionales de la superficie de la diatomea de menor afinidad por el cobre ven
reducida su concentraciéon en un 15% aproximadamente, lo que los hace bastante mas
selectivos a pesar de su menor afinidad para enlazarse con el cobre. El desplazamiento
de la linea discontinua mostrada en la figura 56 (calculada con los parametros de
adsorcion obtenidos en ausencia de un aporte al medio de plomo) respecto del ajuste
realizado de los datos en la zona donde predomina la adsorcidén sobre los grupos
funcionales minoritarios de mayor constante de estabilidad condicional, es bastante
grande indicando el desplazamiento del cobre adsorbido sobre este tipo de ligandos de
menor constante de estabilidad condicional. Asimismo, tanto en la isoterma de
Langmuir, como en la zona de predominio de los ligandos de menor constante de
estabilidad condicional de la representacion de Scatchard, se observa como el ajuste en

presencia de plomo en el medio tiende a un valor menor de capacidad adsortiva.
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Figura 56. Representacion de la linealizacién de Scatchard de la valoracion de la superficie de
Phaeodactylum tricornutum con cobre en presencia de 100 nM de Pb. La figura incluida en el
recuadro muestra la isoterma de Langmuir de los mismos datos. La linea discontinua
representa los valores que se obtienen calculando la fraccién adsorbida con los parametros de
adsorcion obtenidos en ausencia de un exceso de cobre en el medio.

En cuanto al caso de la diatomea Thalassiosira weissflogii, la reduccion de la
capacidad adsortiva que muestra el modelo homogéneo es menor (10%). En el modelo

homogéneo hay que destacar que la dispersion de los puntos obtenidos al comienzo de
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la valoracién origina que el error en el calculo de los parametros de adsorcion sea muy
grande, y los resultados deben tomarse teniendo en cuenta esta limitaciéon. Es posible
que el incremento en €] valor de la constante de estabilidad se origine simplemente en
una subestimacién del valor de la capacidad adsortiva, ya que como se ha resefiado el
método iterativo permite obtener los parametros de complejacién o adsorcién de manera
independiente entre los dos grupos definidos, pero no son independientes los dos
parametros de un mismo grupo de ligandos. En todo caso se observa en la figura 57
como la curva discontinua, obtenida con los parametros de adsorciéon en ausencia de
adiciones de plomo al medio, queda por encima de los valores obtenidos en la
valoracion. Esto apoya el resultado reflejado en la tabla XV que muestra una
disminucion de la capacidad adsortiva de los grupos superficiales de mayor constante de
estabilidad condicional (40%). También viene avalado por la reduccion del producto
Imax1*Ki° en un 20% (que en el apartado de complejacion es llamado fuerza
complejante), el cual da idea de la afinidad de un grupo funcional para enlazar a un

determinado metal total, ya que no depende sélo de su afinidad, sino también de su

concentracion.
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Figura 57. Representacion de la linealizacion de Scatchard de la valoracion de la superficie de
Thalassiosira weissflogii con cobre en presencia de 100 nM de Pb. La figura incluida en el
recuadro muestra la isoterma de Langmuir de los mismos datos. La linea discontinua
representa a los valores que se obtienen calculando la fraccion adsorbida a partir de los
parametros de adsorcion obtenidos en ausencia de un exceso de cobre en el medio.
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La determinacién de los parametros de adsorcién de los ligandos de menor
afinidad por el cobre no esta sujeta a grandes errores, y de la misma se desprende la
minima influencia de la adicién de plomo sobre la capacidad de enlazar al cobre de este
tipo de ligandos superficiales, y por lo tanto su alta especificidad (el descenso en el
valor de I'pax 2 se halla dentro del error experimental).

En la figura 57 se observa como el ajuste iterativo de los parametros de
adsorcion obtenidos en presencia de 100 oM de plomo y el ajuste obtenido en su
ausencia son muy similares en la regiéon donde predominan aquellos ligandos por menor
afinidad por el cobre. Asimismo la isoterma de Langmuir muestra lineas muy proximas
que indican la alta especificidad en general de los grupos mayoritarios de la superficie
de Thalassiosira weissflogii.

Por lo tanto se puede deducir de los experimentos resefiados la gran
especificidad de los grupos superficiales de menor constante de estabilidad de ambas
diatomeas, ya que una adicién muy grande de plomo al medio reduce su capacidad de
adsorcion del cobre entre un 10 y un 15%. Resultan bastante mas selectivos por el cobre
frente al plomo los grupos superficiales de Thalassiosira weissflogii que los de la otra
diatomea. En cambio los grupos funcionales que adsorben al cobre con mayor afinidad,
debido a su mayor constante de estabilidad condicional, son desplazados en mayor
medida (del 20 al 45%) por una adicién de plomo, mostrando una baja especificidad. Al
igual que para el otro grupo de grupos funcionales, los pertenecientes a Thalassiosira
weissflogii son sustituidos en menor medida. Por lo que se puede concluir que la
superficie de Phaeodactylum tricornutum, ademas de poseer una menor densidad de
grupos funcionales susceptibles de adsorber al cobre por célula, resulta menos

especifica ante una presencia de plomo en el medio que la de Thalassiosira weissflogii.

5.1.6 Efecto del pH

El concepto de complejacion superficial utilizado en esta memoria para describir
el equilibrio de adsorcién nos ha permitido considerar dicho equilibrio como s1 se
tratara de un equilibrio en disolucion representado por las ecuaciones (48) y (49). De
esta manera, se justifica el uso del valor del pH como una variable clave que gobierna la
extension de la adsorcion. Mediante el uso de una curva de valoracion acidimétrica de la
suspension de algas a una concentracion constante de metales se puede obtener

directamente la dependencia de la interaccion del metal con el pH.
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Figura 58. Efecto del pH sobre la especiacion del cobre en presencia de 2.110" cél ' de
Phaeodactylum tricornutum. [Culrora=6.210° M.
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Figura 59. Efecto del pH sobre la especiacién del cobre en presencia de 1.1910" cél I de
Thalassiosira weissflogii. [Culrorac=6.271 08 M.
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Las figuras 58 y 59 muestran el efecto del pH en los procesos de adsorcion para
la adicién de 62 nM de Cu(Il) a una suspension celular, previamente acondicionada al
pH de estudio, de 2.1 107 células 1" de P. tricornutum y 1.2 107 células I de T.
weissflogii en el intervalo de pH de 3 a 8.4, respectivamente. En dichas figuras se
muestran también los cambios en la especiacion del cobre en disolucion (tanto labil
como complejado organicamente), asi como la distribucién de Cu(Il) labil en ausencia
de algas.

Como se observa para otros sistemas de adsorcion, existe un rango de 1-2
unidades de pH donde la extension de la adsorcion aumenta desde practicamente un 0%
hasta casi el 100%. El pH de la disolucién afecta a los procesos que tengan lugar a
traves de su efecto sobre la especiacidon quimica, ya que la protonacion y
desprotonacion, tanto de las especies disueltas como de los sitios superficiales van a
influir en cualquiera de las reacciones quimicas que tengan lugar. Estos procesos de
protonacion-desprotonacion crearan en cada caso distribuciones de sitios superficiales
positivos, negativos y neutros, relacionados con los valores del pHzpc de la superficie
del adsorbente (pH en que la carga neta de la superficie es nula). El proceso de
formacion de complejos (tanto con la superficie como con los ligandos disueltos) es una
reaccion de intercambio, por lo que va a depender tanto del estado del grupo que lo
abandona, como principalmente del grupo que se inéorpora, con lo que la distribucion
relativa de sitios en la superficie de las células (lo mismo para el caso de los ligandos
presentes en disolucion) con respecto a la forma quimica de los iones en la disolucion
va a afectar al proceso de adsorcién. En las figuras 58 y 59 se observa el efecto del pH
sobre la especiacion del Cu(ll) inorganico en ausencia de algas, mostrando la
disminucion de la concentracion labil por encima de pH= 5 como consecuencia de la
formacion de complejos orgénicos estables con los ligandos presentes naturalmente en
el agua de mar y posible adsorcion sobre las paredes del recipiente. Cuando se
adicionan las algas, a valores de pH bajos, los protones y los iones metalicos compiten
por los mismos sitios no observandose adsorcion de Cobre (II). A pH superiores a 4
para P. tricornutum y de 4.5 para 1. weissflogii tanto la adsorcion sobre los grupos
superficiales como la complejacién sobre los ligandos del medio son observadas,
mostrando que a partir de pH 7, la especiacion del cobre es practicamente constante. Sin
embargo, si se puede observar, principalmente en el caso de 7. weissflogii, que los

ligandos presentes en la disolucion deben poseer una naturaleza distinta a la de los
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grupos superficiales ya que el pH al que se alcanza el maximo de adsorcion esta
desplazado respecto al del maximo de complejacion.

De acuerdo con la ecuacion (50), y tras aplicar logaritmos y cambiar el signo se
obtiene la expresion:
{S - Cu

B =Z+npH (68)

log

donde Z = log Ky + log {SH,}. Si Z se considera constante, la pendiente de dicha
ecuacion deberia ser 2 6 1 para la adsorcion de metales a un ligando que llevara consigo
la pérdida de 2 6 1 protones, respectivamente. Sin embargo, como se ha indicado a lo
largo de esta memoria, el proceso de complejacion superficial puede tener lugar sobre
sitios desprotonados o también sobre sitios ocupados por metales alcalino-térreos, que
de esta manera no llevaria consigo el desplazamiento de protones. Cuando se determina
la pendiente de los tramos en los que se produce el cambio de caracteristicas de
adsorcion para ambas algas, se encuentra que vale 0.9 £ 0.1 y 0.63 + 0.02 para T.
weissflogii 'y P. tricornutum, respectivamente. Estos valores se podrian explicar
considerando que para el caso de la 7. weissflogii, el nimero de sitios en los que se
produce un intercambio de dos protones es igual al de sitios con cero protones
intercambiados, independientemente del numero de sitios con intercambio de un solo
proton. Para el caso de la P. tricornutum, se podria considerar que el numero de sitios
con cero protones intercambiados supera al de sitios con 2 protones intercambiados. Sin
embargo, todo este razonamiento implicaria que el valor de Z permanece constante en el
rango de pH de 4.5 a 7, lo cual no es asi, ya que el cambio de pH afectara a la

distribucién de cargas sobre la superficie del alga.
5.1.7 EFECTO DE LA SALINIDAD

El efecto de la salinidad sobre las reacciones de adsorcion y complejacion fue
estimado permitiendo el equilibrio de muestras de distinta salinidad (entre 11 para 7.
weissflogii y 14 para P. tricornutum y un valor maximo de 37.2%o) con una suspension
de diatomeas, manteniendo fijo el pH. Posteriormente se afiadia la concentracion
seleccionada de Cu(ll) y se procedia a los quince minutos a determinar la especiacion
del medio. Los resultados obtenidos para ambas diatomeas figuran en las figuras 60 y

61.
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Figura 60. Efecto de la salinidad sobre la especiacion de una concentracion de 6.210° M de
Cu(ll) en presencia de 2.41 0’ cel I de Phaeodactylum tricornutum.
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Figura 61. Efecto de |a salinidad sobre la especiacion de una concentracién de 6.2710° M de
Cu(ll) en presencia de 1.26'10" cel I"' de Thalassiosira weissflogii.
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La presencia de los cationes mayoritarios marinos en el medio (Na~, Ca®", K7,
Mg”", etc.) supone una competencia para los metales traza en disolucién por los grupos
funcionales tanto superficiales como de la materia organica disuelta capaces de
complejar iones de carga positiva en disolucion. Este intercambio 16nico que tiene lugar
ha sido documentado para la materia organica disuelta por varios autores previamente
(Crist et al., 1990; Tipping, 1993; Huang et al., 1991; Schiewer y Volesky, 1997). Este
efecto competitivo queda reflejado en las figuras 60 y 61, donde una mayor salinidad
del medio hace que la fraccion de cobre que se adsorbe sea menor.

La fraccion que se compleja con la materia disuelta del medio es practicamente
constante en todo el experimento, pero al obtenerse el medio de trabajo a partir de
sucesivas diluciones del medio original, ademas de la fuerza iomica se habra visto
diluida la concentracién de materia organica disuelta susceptible de complejar al ion
ctprico. El estudio por tanto de la complejacién no puede ser exhaustivo debido a que la
materia organica en disolucién no es la misma en las distintas muestras y que el tiempo
de equilibrio concedido después de la adicion del metal (15 minutos), si bien es
suficiente para alcanzar un pseudoequilibrio con los grupos superficiales de las
diatomeas (figuras 41 y 42), puede que no lo sea para alcanzarlo con los ligandos en
disolucién (resulta imposible obtener capacidades complejantes de la. cantidad
complejada estimada, debido a que a altas concentraciones de metal afiadido se
requieren mas de quince minutos para alcanzar un equilibrio). Al ser el tiempo de
equilibrio de la reaccion de complejacion o adsorcion proporcional también a la fuerza
i6nica del medio debido a la competencia de los cationes en disolucién (Hering y Morel,
1988), es posible que los valores correspondientes a las mayores salinidades no
correspondan a la situacion de pseudoequilibrio y que una fraccion del cobre labil en
disolucion pase con el tiempo a complejarse en disoluciéon. Otro fenomeno que puede
explicar la concentracion constante de cobre complejado es el hecho de que una
fraccion de la materia organica disuelta no sea accesible al cobre a altas salinidades
debido a que se encuentre saturada por los cationes mayoritarios del medio, cuya
concentracion es alrededor de tres ordenes de magnitud mayor que la concentracion
maxima alcanzada en las valoraciones metalicas (~10"° M). En este caso, un descenso
de la concentracién en disolucion de los cationes mayoritarios hace que una parte de
esta materia organica que no podia complejar al cobre inorganico, sea accesible para el

mismo.
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La adsorcion si que permite un estudio mas detallado al ser suficiente el tiempo
de pseudoequilibrio alcanzado y ser siempre igual la concentracion de grupos
funcionales en el medio. La adsorcion es menor a mayor fuerza i6nica del medio como
podia suponerse debido al intercambio i6nico que se verifica. Si dado que se conoce a
pH=8.02 y salinidad 37.2 la capacidad adsortiva de las células de las dos diatomeas, es
posible haciendo uso de la isoterma de Langmuir (ecuacion 54), y las concentraciones
estimadas en este experimento de cobre labil y cobre adsorbido, calcular la constante de
estabilidad condicional de los grupos superficiales en funcién de la salinidad del medio

a pH=8.02. El resultado para ambas diatomeas aparece en la figura 62.
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Figura 62. Efecto de la salinidad del medio sobre la constante de estabilidad condicional de la
adsorcion del cobre sobre la superficie de Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira
weissflogii. Datos obtenidos a pH=8.02 y suponiendo constante el nimero de grupos
funcionales capaces de adsorber al ion ciprico.

Si el resultado se hubiera desplazado de la linealidad supondria que a bajas
salinidades, la cantidad de grupos funcionales capaces de adsorber al cobre es distinta.
Pero la linealidad alcanzada a salinidades un 30% menores del original implica que el
nimero de grupos funcionales capaces de adsorber al cobre es el mismo en todo el
rango. Asimismo se observa como la variacion de la constante de estabilidad

condicional de la adsorcion con la salinidad para ambas diatomeas es similar.
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5.1.8 EFECTO DE LA TEMPERATURA

Para determinar la influencia de la temperatura sobre la reaccion de adsorcion
superficial de las algas, se emplazaron varias suspensiones de diatomeas de igual
concentracion celular, durante quince minutos de equilibrio, con una concentracion
conocida de cobre, previamente acondicionadas en un bafio termostitico a una
temperatura fijada y se procedié a estimar la especiacion resultante. Los valores

obtenidos aparecen en las figuras 63 y 64.
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Figura 63, Efecto de la temperatura sobre la especiacion del cobre en disolucion en presencia
de 1.4 10" cél I de Phaeodactylum tricomutum. [Cultora,=6.98 10° M

En la figura 63 se observa como una variacion de temperatura de 45°C a 6°C no
afecta en grandes proporciones a la especiacion en el caso de Phaeodactylum
tricornutum. Las fracciones que quedan rhés afectadas son la labil y la adsorbida. A
mayores temperaturas el proceso de adsorcion se ve favorecido y aumenta la proporcién
de cobre que se une a los ligandos de la superficie del alga, originando una disminucioén
del cobre presente en disolucion de forma inorgénica, ya que este aumento no es a costa

del cobre complejado con los ligandos disueltos, cuya concentracion apenas cambia.
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Figura 64. Efecto de la temperatura sobre la especiacién del cobre en disolucion en presencia
de 1.27 10" cél I"' de Thalassiosira weissflogii. [Culrora=6.95 10° M.

En cambio el caso de la diatomea Thalassiosira weissflogii es diferente (figura
64). La concentracion de cobre 1abil en disolucién también disminuye con el incremento
de la temperatura, pero la concentracion de cobre adsorbido sobre la superficie celular
experimenta un pequefio descenso y la de cobre complejado sufre un significativo
incremento. En este caso el incremento de la temperatura del medio hace que la
reaccion de complejacion se vea favorecida frente a la de adsorcion y los ligandos del
medio no sélo muestran mayor afinidad por el cobre labil del medio, sino que ademas
secuestran parte del cobre adsorbido.

Para explicar esta diferente tendencia y estudiar la naturaleza de la reaccion de
adsorcion se define el coeficiente de distribuciéon del metal objeto de estudio como la
proporcién entre la concentracion adsorbida y la total en disolucion (susceptible de ser
adsorbida):

K4 = [Cu]agsorbido / [Cu]disuelto total (69)

Y por tanto la energia de activacion de esta reaccion de adsorcion (E,) o energia
especifica de adsorcion, en el caso de ser independiente de la temperatura, vendra dada
por la expresion de Arrhenius (basada en la ecuacion de van’t Hoff que ofrece la

relacion entre la constante de equilibrio de una reaccion y la temperatura). La cual
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ofrece una linea recta al representar en funcion de la inversa de la temperatura, el
logaritmo de este coeficiente de particion:
Ks= A exp(-E./RT) (70)
En esta expresion A es el factor de frecuencia de la reaccién, el cual es
independiente de la temperatura. En la figura 65 aparece el resultado para ambas
diatomeas de la energia de activacion de la reaccion de adsorcion.
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Figura 65. Relaciéon entre la inversa de la temperatura y el logaritmo del coeficiente de
distribucién del cobre entre la superficie de la célula y el seno de la disolucién para la
reaccion de adsorcion de Phaeodactylumn tricornutum y Thalassiosira weissflogi.

Hay que destacar el distinto signo obtenido para la adsorcién del cobre en funcion
de la especie de diatomea estudiada. Phaeodactylum tricornutum requiere el aporte de
energia para extraer un ion cuprico de la disolucion de estudio y adsorberlo sobre su
superficie. En cambio, cuando Thalassiosira weissflogii adsorbe el cobre sobre su
superficie, se libera una cantidad de energia igual a 4.25 kJ mol”. De ahi el que el
aporte de energia al medio favorezca la reaccion de adsorcion frente al resto de
reacciones que experimenta el ion ciprico en el medio en el caso de la primera
diatomea. Y para el caso de Thalassiosira weissflogii sucede todo lo contrario, el aporte
de energia al medio compensa la desventaja que le supone al resto de reacciones (sin
considerar la adsorcion) el que al verificarse la adsorcion ocurra una liberacion de

energia.
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5.2  ADSORCION DE PLOMO

Para el caso del estudio de la adsorcion del plomo sobre la superficie de diatomeas
y de la complejacion por parte de sus exudados, se realizd la misma serie de

experimentos que para el caso del cobre. A continuacion se detallan los resultados.
5.2.1 Cinética

La figura 66 muestra los cambios de concentracion de las fracciones labil,
complejada y asimilada del plomo (calculada como la concentracion total menos la que
se encuentra labil y complejada en disolucion), a partir de una concentracion inicial de
510® M, en funcién del tiempo, en presencia de una concentracién celular de

Phaeodactylum tricornutum de 1.64107 cél. I'".
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Figura 66. Cinética de asimilacion del Pb(ll) por parte de Phaeodactylum tricornutum
(1.64107 cél. I'"). [Cu(ll)]arasic==5.010° M. En el recuadro aparecen representadas las
concentraciones de plomo labil y absorbido entre los 25 y 200 minutos para comprobar la
evolucion lineal de ambas variables con la raiz cuadrada del tiempo.

La figura 67 ofrece los resultados obtenidos para el mismo experimento,
realizado sobre una suspension de Thalassiosira weissflogii de una concentracion de

1.46'107 cél I'' (concentracion inicial de plomo de 6.8'10° M).
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Figura 67. Cinética de asimilacién del Pb(ll) por parie de Thalassiosira weissflogii (1 4610’
cél. I‘1), [Cu(ll)]mdida=6.8’10'8 M. En el recuadro aparecen representadas las concentraciones
de plomo labil y absorbido entre los 25 y 200 minutos para comprobar la evolucion lineal de
ambas variables con la raiz cuadrada del tiempo.

El Pb(II) complejado inorganicamente (labil) decrece rapidamente al comienzo,
alcanzandose un pseudoequilibrio con la superficie algal en unos pocos minutos.
Después de este intervalo, su concentracion decrece lentamente. Tras este primer paso,
donde el metal es enlazado por los grupos de la superficie del alga en poco tiempo, tanto
la concentracion de Pb(II) 1abil, como de adsorbido, varian con la raiz cuadrada del
tiempo. Esto indica que esta segunda fase mas lenta cormresponde a un proceso
controlado por la difusion. Tras los diez primeros minutos, la inclusién de plomo sigue
el modelo de difusidon parabolico de Crank (Crank, 1976), en el caso de ambas
diatomeas (ver figuras insertadas en las figuras 66 y 67):

Phaeodactylum tricornutum:

[PO(ID) asimilado=1.43"(£0.04) 10" + 0.06 1'(x0.003) 10 (1) 1)
Thalassiosira weissflogii:

[PO(ID)]asimitago=1.55(£0.02) 10 + 0.052 (+0.003) ‘10 ()" (72)

Tras seis horas de tiempo de equilibrio, un 47% del plomo ha sido retirado de la
disolucion por parte de Phaeodactylum tricornutum, bien siendo adsorbido sobre su

superficie, como siendo incluido intracelularmente. En el caso de Thalassiosira
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weissflogii esta fraccion final asimilada es del 30%. Las figuras 66 y 67 muestran
ademas que la inclusion intracelular de plomo proviene de la fraccion inorganica labil,
la cual también sigue una dependencia parabolica respecto de la raiz cuadrada del
tiempo, ya que la concentracion de especie complejada permanece aproximadamente
constante durante todo el desarrollo del experimento. La fraccion complejada con los
ligandos orgénicos disueltos del agua de mar es mucho mayor en los experimentos con
Thalassiosira weissflogii que en los realizados con la otra diatomea (11 nM frente a 8
nM al final del experimento), pero porcentualmente resultan equivalentes (un 18-19%
del total en ambos experimentos).

A diferencia de los resultados obtenidos con el cobre, donde la fraccion labil al
final del experimento mostrado en las figuras no era en ningun caso mayor del 5% de la
cantidad de metal afiadido al comienzo del experimento, en el caso del plomo, en el
equilibrio que se alcanza entre las diversas concentraciones de las especies de plomo,
finalmente entre un 30% (7Thalassiosira weissflogii) y un 35% (Phaeodactylum
tricornutum) del plomo permanece como labil en disolucion. Esto supone que el pPb al
final del experimento es de 9.35 y 9.32 respectivamente (tomando un dpy de 35.5;
Santana Casiano ef al., 1995)

El tiempo requerido para alcanzar el equilibrio de adsorcién del plomo entre la
disolucion y la superficie algal, ha sido determinado como Ia interseccion de las dos
lineas presentes en los graficos, y se mantiene por debajo de los 15 minutos en todos los
estudios. Por ello ha sido escogido para el caso de estudios de adsorcién con plomo un

tiempo de equilibrio entre las algas y el medio de 10 minutos.
5.2.2 Determinacién de capacidades complejantes

Dado que el plomo evidencia tener una gran afinidad por los ligandos presentes
en medios naturales (Capodaglio ez al., 1990), y que esto supone una competencia con
el plomo adsorbido sobre la superficie celular, previamente al estudio de las
capacidades de enlace de las superficies algales, se determino la capacidad complejante
de las muestras de agua de mar a utilizar con los ligandos presentes. Las figuras 68 y 69
muestran claramente como la adicion de algas al medio durante un tiempo de 36 horas
cambia la capacidad complejante del agua de mar. Para realizar estas medidas las algas

eran retiradas de la suspension por filtracion sin el empleo de presion para evitar la lisis
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celular. La capacidad complejante se manifiesta en el desplazamiento de las rectas 2 y 3
respecto de la recta obtenida en el medio acido (1) y que por lo tanto no complejaba

ninguna cantidad de metal.

12
—&— agua de mar pH=2
10 4 —#4&— agua de mar pH=8.02 1
--®-- agua de mar pH=8.02
+ Phaeodactylum tricornutum A 2)

oo
1
\

Pb(11),,,, ( *10° M)

Pb(IL),. .0, ( *10° M)

Figura 68. Concentraciones de plomo [abil y d|suelto total en agua de mar en ausencia y en
presencia de Phaeodactylum ftricornutum (1. 3410" cél. I ) Los valores en medio acido
sirven para conocer la concentracion total inicial en el agua de mar y la sensibilidad del
método.

12
10 4 v agua de mar pH=2 1
—w— agua de mar pH=8.02
®-- agua de mar pH=8.02 ~ 2
8 - + Thalassiosira weisflogii 7

[Pb(ID)],,,,, (*10° M)

O T T T T T
0 2 4 6 8 ' 10 12

[Pb]aﬁadido (*108 M)

Figura 69. Capacidad complejante del plomo en agua de mar en ausencia y en presencia de

Thalassiosira weissflogii (1.32 10" cél. I ) Los valores en medio acido sirven para conocer la

concentracion total inicial en el agua de mar y la sensibilidad el método.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Estudios de Adsorcion

La obtencion de los parametros de complejacion se realizd asumiendo un
modelo de complejacion basado en una estequiometria 1:1 de la reaccion de enlace del
plomo y los ligandos. El grafico de linealizacion obtenido empleando el método de van
den Berg-Ruzic (descrito previamente durante el estudio de la complejacion del cobre;,
ecuacion 68), presenta un aspecto lineal (figura 70), y por lo tanto se calcularon los
parametros de complejacion (concentracion total de ligando y constante de estabilidad
condicional asociada), correspondientes a considerar la presencia en el medio de un solo

tipo de ligandos.

6
agua de mar
51 C, =22.66 +0.06 nM
log *K,,. = 8.89 +0.03

4 ///
= -
A -
= -

3 - =
.: /9/ agua de mar + exudados
f e - (Phaeodactylum tricornutum)
— L, ® ~O C, =32.17 £0.7 nM

O
o log *Kp,» = 9.05 £0.02
agua de mar + exudados
1 (Thalassiosira weisflogii)
C,=30.12 +1.07 nM
log *K,»=9.32 £0.04
O T T ¥ T T
0 2 4 6 8 10

[Pb] ( *10° M)

Figura 70. Representacion de van den Berg-Ruzic de los valores de obtenidos en la
valoracién cuprica del agua de mar utilizada en el experimento, tanto sola, como con la
incorporacion de Phaeodactylum ftricornutum (1.34'107 cél. I') y Thalassiosira weissflogii
(1.3210" cél. 1').

La tabla XVI muestra los parametros de complejacion calculados en la muestra
de agua de mar tomada a una milla de la costa de Gran Canaria utilizada en este trabajo
(22.7-10'9 M; K’=8 89). Cuando las células son afiadidas, se observa un incremento tanto
de la concentracién de compuestos organicos presentes originalmente, como de su
constante de estabilidad condicional. Se debe a un aporte activo al medio por parte de la
diatomea de exudados celulares, o a un desprendimiento de moléculas asociadas a la

pared celular, con una mayor afinidad por el plomo de la que experimentaban en su
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conjunto las presentes en el agua de mar. De ahi el incremento en la constante de

estabilidad condicional, que es una media ponderada de los ligandos existentes en

disolucion.
CL (llM) lOg *Kpb(n) log *I(p[,z+ alga CL (nM) lOg *Kpb(n) lOg *Kpb2+
tricl; hr‘:l‘:ldt'u 1327207] 7502002 | 9.05£002
22.7+£0.0617.34 +0.038.89 +0.03 Thal
natass. 1301+07| 7.77 004 | 9.32 +0.04
weissflogii

Tabla XVI. Parametros de complejacic’m del agua de mar previamente a la adicién de las
aigas (columnas 1 a 3) y después de la adicion de las diatomeas (columnas 4 a 6),

transcurridas 36 horas de contacto. Valores a pH;y.=8.02. ap,=35.5.

Si se tiene en cuenta que el resultado de los parametros de complejacion es una
media ponderada de los distintos ligandos presentes en el seno de la disolucion, es
posible calcular los valores de los parametros de complejacion de los exudados que
libera el alga para conseguir que la constante de estabilidad condicional se incremente
hasta el valor reflejado en la tabla XVI. Segun esto, los exudados liberados al medio por
parte de Phaeodactylum tricornutum deben tener una constante media ponderada de
estabilidad condicional en el intervalo 9.2-9.3, mientras que los exudados de
Thalassiosira weissflogii deben tener una constante ponderada en torno al intervalo 9.7-
9.8. Es necesario tener en cuenta que los ligandos tanto presentes previamente como
exudados posteriormente y que no se encuentren incluidos en la ventana espectral
propia del método no van a tener influencia en el resultado final conseguido.

Al igual que para el caso del cobre, los ligandos que libera 7halassiosira
weissflogii parecen tener una afinidad bastante mayor por el metal afiadido que los de la
otra diatomea. De hecho, la linealizacion de los datos pertenecientes a esta alga muestra
una ligera forma curva al comienzo de la valoracion. Esto permite el calculo de
parametros de complejacion para dos tipos de ligandos disueltos. El resultado es de
[L;]=0.9 +0.9 nM (K,;’=10.90 +0.3); [L2]=33.6 +1.3 nM (K,'=9.17 +0.03). Este resultado
no debe interpretarse exclusivamente como un aporte por parte del alga de ligandos de
alta afinidad por el plomo (que sin duda ha sucedido, ademas del aporte de los de menor
constante condicional), que no existian previamente en el agua de mar. El aporte de
exudados de distinta afinidad por los metales en disolucion por parte de diatomeas
quedara probado en el apartado de complejacion de este trabajo, pero lo que ha sucedido

probablemente es que el alto limite de deteccion de la voltametria de redisolucion
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anoddica ha impedido la obtencion de las caracteristicas complejantes de ligandos de alta
afinidad por el plomo en el medio marino original y en el agua de mar en equilibrio con
la otra diatomea (Phaeodactylum tricornutum), y sOlo un mayor aporte por parte del

alga, que ha hecho aumentar su importancia, los ha hecho detectables.
5.2.4 Determinacion de capacidades adsortivas

A continuacién se procedid a estimar los parametros de complejacion de plomo
de las superficies de ambas diatomeas. Las figuras 71 y 72 corresponden a las isotermas
de Langmuir obtenidas a partir de las valoraciones con plomo de dos suspensiones de

distinta concentracion celular de las dos diatomeas obtenidas a pHioa=8.02.

25
u]
oge
20 o
o [
=~ o
E o &
= i on
s 15 .«
; o®C Phaeodactylum tricornutum
;‘; 10 - O
% ¢« .
o ® 1.55*10" cel "
5“05 o 267*107 celI"
0; I T T T
0 2 4 6 .8 10

[Pb(AD)],,,., ( *10° M)

Figura 71. lIsoterma de Langmuir de la adsorcion de plomo sobre la superficie de
Phaeodactylum tricornutum a 1.55 y 2.67 cél I '

Como era de esperar para cultivos de células de igual tamafio y distribucion
superficial de grupos funcionales, las isotermas de adsorcion obtenidas para una misma
diatomea coinciden. Aunque en el caso de Phaeodactylum tricornutum debe tomarse
con cuidado este hecho ya que se ha descrito en cultivos de elevada concentracién

celular la unién de las células por su cara valvar (la de mayor superficie), reduciendo el
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numero por célula de grupos funcionales accesibles a los cationes en disolucion. El
hecho de que todas las isotermas de adsorcion estudiadas y puestas en unidades por
célula coincidan indica que la concentracion celular seleccionada es valida, y no se

produce el efecto descrito.

25
oe
. (a 4
20 o
ne
e o
315 - 1
eE Thalassiosira weissflogii
=
T o
=10 - o 7 1
2 ® 13610 cell”
A 0 O 27510 cel L
.EI
S1M
0 1 T 1 T 1 T 1 T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

[Pb(ID)],,,; ( *10° M)

Figura 72. Isoterma de Langmuir de la adsorcién de plomo sobre la superficie de Thalassiosira
weissflogii a 1.36 y 2.75 cél |-1.

Las figuras 73 y 74 muestran linealizaciones segun los métodos de van den
Berg-Ruzic y Scatchard (definidos por las ecuaciones 55 y 56) correspondientes a
valoraciones con Pb(I) de dos suspensiones celulares con distinta concentracién de
Phaeodactylum tricornutum (pHit=8.02), con el objeto de apreciar con nitidez las
distribuciones de valores tanto en la zona donde la adsorcidon es mayoritaria con los
grupos funcionales de mayor constante de estabilidad condicional, como en la zona
donde lo es por parte de los grupos de menor afinidad por el plomo.

Las figuras 75 y 76 son equivalentes para el caso de Thalassiosira weissflogii.
Todas las figuras presentan los valores de la concentracion de plomo adsorbido,
calculados a partir del balance de masas del metal en disolucién y de los valores de
plomo 1abil obtenidos en las valoraciones, y los calculados a partir de los parametros de
adsorcion obtenidos siguiendo el modelo mixto propuesto en este trabajo, con el fin de

comprobar la validez del ajuste.
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Figura 73. Representacion de la linealizacion de van den Berg-Ruzic de las isotermas de
adsorcion presentadas en la figura 71. Corresponden a una valoracion con plomo de dos
suspensiones de Phaeodactylum tricornutum con distinta concentracion celular. Las lineas

corresponden a la representacion de las concentraciones de plomo adsorbido calculadas a
partir de los parametros de adsorcion obtenidos por el procedimiento iterativo propuesto en
este trabajo.

40
—_ 35 4
T ® 1.55(*107) cél I
° 30 4 O 267 (*10)céll’
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-
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O,
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s
s
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S
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5 -
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0 1 | l T
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[Cu]adsorbido ( *1018 mol ce|-1)

Figura 74. Representacion de la linealizacién de Scatchard de las isotermas de adsorcion
presentadas en la figura 71. Corresponden a una valoracién con plomo de dos suspensiones
de Phaeodactylum tricornutum con distinta concentracion celular. Las lineas corresponden a la
representacion de las cantidades de plomo adsorbido calculadas a partir de los parametros de
adsorcién obtenidos por el procedimiento iterativo propuesto en este trabajo.
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Figura 75. Representacion de la linealizacion de van den Berg-Ruzic de las isotermas de
adsorcion presentadas en la figura 72. Corresponden a una valoracién con piomo de dos
suspensiones de Thalassiosira weissflogii con distinta concentraciéon celular. Las lineas
corresponden a la representacion de las cantidades de plomo adsorbido calculadas a partir de
los parametros de adsorcion obtenidos por el procedimiento iterativo propuesto en este trabajo.
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Figura 76. Representaciéon de la linealizacion de Scatchard de las isotermas de adsorcion

presentadas en la figura 72. Corresponden a una valoracién con plomo de dos suspensiones
de Thalassiosira weissflogii con distinta concentracién celular. Las lineas corresponden a la
representacion de las cantidades de plomo adsorbido calculadas a partir de los parametros de
adsorcion obtenidos por el procedimiento iterativo propuesto en este trabajo.
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En todas las figuras referidas pueden apreciarse dos segmentos lineales. Esto
implica la existencia de mas de un tipo de grupos funcionales, y la posibilidad de
calcular parametros de complejacion para dos tipos de puntos de adsorcion. Por lo tanto
los iones que primero se adsorban lo haran con una constante de estabilidad condicional
mayor que los que lo hagan posteriormente durante la valoracion. La tabla XVII y
XVIII contienen las constantes de estabilidad condicional de los grupos superficiales de
las diatomeas respecto del plomo tanto para el caso de considerar un modelo
heterogéneo con dos tipos de puntos de enlace superficiales, como para el de asumir un

modelo homogéneo con un unico tipo de ligandos.

,I l-l
Alga 2‘1‘07) Trnaxs 10%|log *Kxis |log Kp 1° | Timaxz 10*¢|log *Ka 2| log Kp.®

3.1 10.52 11.64 229 9.19 1031
Phaeod. | 1.55 +02 +005 | +0.15 +0.5 +001 | +0.15
tricornutum 267 48 10.37 11.49 247 8.94 10.06
: +023 +005 | +017 +0.4 +001 | +0.11
473 10.76 12.06 274 9.04 10.34
Thalass. | 1.36 +0.8 +011 | +025 +3.0 +£002 | +013
weissflogii 275 3.8 10.88 12.18 274 9.08 1038
: +1.0 +007 | +0.19 +27 +003 | %015

Tabla XVII. Parametros de capacidad adsortiva de plomo correspondientes a las superficies
celulares de Phaeodactylum ftricornutum y Thalassiosira weissflogii. Las columnas 5 y 8
muestran las constantes de adsorcion intrinsecas (validas para cualquier pH). La obtencion
de los parametros ha sido independiente entre los dos distintos tipos de ligandos superficiales
considerados utilizando el método iterativo descrito en este trabajo. Constantes condicionales

a pH=8-02- pKPhaeodactylum tr[cornutum(pH=8-02)=9-1 1. pKTha/assiosira weissflogil(pH=8-02)=g-30‘

Los grupos funcionales de gran constante de estabilidad condicional de la
superficie de Thalassiosira weissflogii muestran una mayor afinidad por el plomo que
los de Phaeodactylum tricornutum. Para los grupos superficiales de menor afinidad por
el plomo no existe una diferencia significativa entre las constantes de estabilidad de
ambas algas, aunque los grupos funcionales por célula de Thalassiosira weissflogii son
algo mas numerosos. Esto supone que a bajas concentraciones de plomo disuelto en un
medio en presencia de ambas diatomeas, Thalassiosira weissflogii presentara una mayor
afinidad por la adsorcion con el plomo del medio.

Las constantes de estabilidad condicional de los ligandos disueltos en el medio
tras 36 horas de equilibrio son menores que las resultantes de la adsorcion celular
considerando un modelo homogéneo, y bastante similares a las de menor constante de

estabilidad condicional de adsorcién del modelo heterogéneo. Por lo tanto en el medio
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que se presenta 36 horas tras la adicién de las diatomeas, la tendencia del plomo va a ser
a adsorberse preferentemente sobre la de complejarse en disolucion.

Pero si se comparan las constantes de estabilidad de los grupos funcionales tanto
de la superficie de la diatomea, como de los exudados del alga, resulta que, para el caso
de Phaeodactylum tricornutum, los dos grupos de puntos de enlace presentan constantes
de estabilidad muy similares (9.3 frente a 9.3-9.4). Esto parece sugerir la posibilidad de

que las distribuciones de grupos funcionales que representan estas cifras sean de

cél " | Tyl 10
(10" | (mol cél?)

Phaeod. 1.55 241405 | 9.40+0.02 {10.52 +0.11

IOg K,pr log K’pr

alga (medio) |(exudados)

logKn® | log Kg®

. 9.05 +0.04 ~
tricornutum 0.0 9.3

2.67 250+08 | 9324003 | 1044 +0.12

Thalass. 136 | 257104 | 947 +003 [10.77 £0.12

weissflogii 9321001 ~938
S0 275 | 2590+07 | 9.44 +002 | 10.74 011

Tabla XVIII. Muestra para las dos algas los parametros de adsorcion para un supuesto caso
de superficie homogénea. La sexta columna muestra la capacidad complejante del medio
tras experimentar un equilibrio de 36 horas con una concentracién celular de 1.3410° cél I
de Phaeodactylum tricomutum y de 1.3210" cél I de Thalassiosira weissflogii. La ultima
columna muestra los valores estimados durante la determinacion de capacidades
complejantes de la constante de complejacion condicional que deben tener los exudados de
las dos algas referenciadas. Las constantes condicionales son a pHie.=8.02.

naturaleza parecida. En cambio la constante de estabilidad de los exudados liberados
por Thalassiosira weissflogii es bastante mayor que la de los grupos funcionales de la
diatomea (alrededor de 9.8 sobre 9.4-9.5) considerando un modelo homogéneo. Sin
embargo, si lo que se comparan son las constantes de estabilidad condicional segiin un
modelo heterogéneo tanto de la superficie del alga como de los ligandos del agua de

mar (Gnico caso en el que es

Thalassiosira weissflogii | log Ky’ log K>’
Grupos superficiales 10.7-10.8 | 9.0-9.1
Ligandos disueltos ~ 10.9 9.1-9.2

posible la comparacién), la

similitud de las afinidades

encontradas entre los grupos

Tabla XIX. Comparacién de las constantes de estabilidad
condicionales (pHi=8.02) de los ligandos superficiales y
los exudados pertenecientes a Thalassiosira weissflogii

funcionales de la superficie
celular y de los ligandos
disueltos es muy grande.

La tabla XIX muestra los valores de las constantes de estabilidad condicional

obtenidas para los dos tipos de ligandos considerados en el modelo tanto de la superficie
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como de los exudados. De estos resultados se puede interpretar que la distribucién de
grupos funcionales de los exudados de estas dos diatomeas es muy similar a la de los
grupos funcionales superficiales responsables de la adsorcion del plomo. Es posible que
los grupos funcionales que poseen los exudados de estas dos diatomeas susceptibles de
complejar al plomo, sean los mismos, y en una proporcioén similar a los que aparecen en
la superficie de las diatomeas. Sin embargo es necesario recordar que esta técnica no

permite precisar la naturaleza de los compuestos valorados por el metal.

5.2.4 Especiacion en un agua proxima a costa

En las figuras 77 y 78 aparece la especiacion del plomo para el caso de un agua
de mar de origen més cercano a costa que la previamente utilizada en presencia de
ambas diatomeas, asi como la concentraciéon de cobre complejado que habria en el
medio en el caso de que este fuera el agua de mar tomada a una milla de la costa, para

comparar la diferente especiacion en funcion del medio utilizado.
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®
Z 1e8 -
=
&
4@
- le-9 -
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2
= 1e10{ o |
° ) ®  [Pb2+] en presencia de Phaeodactylum tricornutum
A ® O  Pb complejado orgianicamente
& 1e-111 v Pb adsorbido por Phaeodactylum tricornutum

—— [Cy]
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0 5 10 185 20 25
[PD] 0, (*10° M)

Figura 77. Especiacion del plomo en las muestras utilizadas para la valoracion metélica de la
superficie de Phaeodactylum tricornutum. Concentracion celular en las muestras de 2.67'107 cél
" pHa=8.02. La linea discontinua representa la concentracién de plomo complejado
organicamente que habria con los valores de plomo i6nico existentes en el medio en el agua de
mar estudiada en el apartado de complejacion ([L]=22.7nM; log K'=8.89).
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Figura 78. Especiacion del plomo en las muestras utilizadas para la valoracion metalica de la
superficie de Thalassiosira weissflogii. Concentracidn celular en las muestras de 2.7510" cél .
pHia=8.02. La linea discontinua representa la concentracién de plomo complejado
organicamente que habria con los valores de plomo idnico existentes en el medio en el agua de
mar estudiada en el apartado de complejacion ([L}=22.7nM,; log K'=8.89).

Este agua se diferencia de una de origen mas externo a la costa en que posee una
mayor concentracion total disuelta de metales traza (6 nM frente a los 1.5 nM de la
anteriormente empleada). La capacidad adsortiva en ambos experimentos es posible
calcularla conociendo el nimero de células presente y las concentraciones de grupos
funcionales afines por el plomo que aparecen en la tabla XVIIL 6.610% M para
Phaeodactylum tricornutum (log K’pu=502=9.36) y 7.1'10° M para Thalassiosira
weissflogii (log K pu-s02=9.45). Las caracteristicas complejantes del agua de mar
previamente utilizada (22.710° M; log K’pu-502=8.9) hacen que en un experimento
similar con este medio, el resultado hubiera sido una pequefia concentracion de plomo
complejado comparado con la fraccion adsorbida, que permaneceria casi un orden de
magnitud por debajo en todo el rango de concentraciéon de plomo total utilizado en la
valoracion. Pero en este agua de mar de origen mas costero se aprecia como la
concentracién de plomo complejado a bajas concentraciones totales de plomo no varia
(linea discontinua y primer dato de metal complejado de las figuras 77 y 78), lo cual es
distinto de lo acontecido en el caso del cobre en el que el agua de mar mas proxima a

costa, poseia ligandos de gran constante de estabilidad que aumentaban en gran medida
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la fraccion complejada a baja concentracion de cobre total disuelto. En el rango final de
la valoracion si que divergen la fraccion complejada estimada y la calculada para el
agua de mar utilizada previamente, por lo que este agua de mar debe tener una
capacidad complejante mucho mayor, en torno a 2-3'107 M. La constante de estabilidad
promediada de estos ligandos es bastante menor que la de los grupos superficiales de
ambas diatomeas, ya que a pesar de ser su capacidad complejante mayor, la
concentracion complejada no iguala a la adsorbida hasta que esta se encuentra muy

cerca del limite de saturacion.
5.2.5 Presencia de otros metales en el medio

Al 1gual que para el caso del cobre se estudié la especificidad de los grupos
funcionales de la superficie de las algas y de los ligandos del medio por el plomo frente

a la presencia en el medio de cobre.
5251 COMPLEJACION

Para el caso de los ligandos disueltos en el medio se procedio6 al igual que en el
caso anterior a, tras permitir el equilibrio de las algas con una muestra de agua de mar
durante 36 horas, afiadir a este medio que iba a ser valorado con plomo la cantidad de
100 nM de Cu(lIl), tras la retirada por filtracion de las algas. De este modo se
comprobaba el efecto de la presencia de este metal sobre los grupos funcionales que en
su ausencia complejan al plomo. El resultado considerando un modelo homogéneo

aparece en la tabla XX. Al igual que para el caso anterior no se ha encontrado un

CL(nM) | log *Kp>" alga CL(nM) | log *Kpy**
327407 | 9.03+002 Phaeod. 33.1+1 8.98 + .02
tricornutum
321+11 | 9324004 Thalass. | 25 ¢.07 | 9172005
weissflogii

Tabla XX. Comparacion entre los parametros de complejacion para el plomo del agua de
mar utilizada en este trabajo tras 36 horas de equilibrio con 1.3410° cél. I’ de
Phaeodactylum tricornutum y 1.32 10’ cél. I'" de Thalassiosira weissflogii. Los datos
corresponden al medio tras la retirada de las células (columnas 2 y 3) y al medio fras la
retirada de las células y adicién posterior de 100 nM de Cu (columnas 4 y 5).
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descenso significativo en la capacidad complejante del medio, por lo que la fraccion de
la materia organica disuelta que es capaz de complejar al plomo presente en el medio,
resulta muy especifica para dicho metal, y un aporte de cobre al medio no origina que
parte alguna de estos ligandos disueltos resulte disponible para los iones Pb>" en

disolucion.

10

O

agua de mar pH=8.02
® aguade mar pH=8.02
8 - + Phaeodactylum tricornutum

8 aguade mar pH=8.02
+ Phaeodactylum tricornutum

+100 nM Cu

[Pb(ID)],,., (*10° M)

0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

[Pb(D]_ 4, ( #108 M)

Figura 79. Valoraciones metélicas del agua de mar tras 36 horas de equilibrio con 1.341 0’ cel
I'* de Phaeodactylum tricornutum, en presencia y en ausencia de una adicion de 100 nM de
Cu(lh).

Al igual que sucedi6 con el calculo de la capacidad complejante para el caso de
Thalassiosira weissflogii previamente, también se observa una pequefia curvatura en la
distribucion de puntos en las linealizaciones de la isoterma de Langmuir (figura 81). Por
lo tanto es posible utilizar un modelo heterogéneo considerando la existencia de dos
tipos de ligandos en el medio. En la tabla XXI aparecen los valores de los parametros de
complejacion obtenidos, comparandolos con los obtenidos para el mismo alga en

ausencia de una adicion de cobre al medio.
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Flgura 80. Valoraciones metalicas del agua de mar tras 36 horas de equilibrio con 1.3210 cel
" de Thalassiosira weissflogii, en presencia y en ausencia de una adicion de 100 nM de Cu(li).

Como se puede observar en la tabla XXI y en la figura 81 la complejacion del
medio apenas se ha visto afectada por la presencia de plomo en el medio. Esto indica
que el espectro de ligandos en disolucion de variada afinidad por el cobre son en general

muy especificos por el plomo en comparacion con el cobre.

CLl (nM) lOg *KLI CLz (nM) lOg *KLZ
-Cu 09+09 | 1090+03}336+13 9.17 £.003
+Cu 10+04 1090 +04 | 344 +2.1 9.07 £0.05

Tabla XXI. Comparacién entre los parametros de complejacién para el plomo
del agua de mar para Thalassiosira weissflogii, obtenidos segan un modelo
heterogéneo de la capacidad complejante, en presencia y en ausencia de un
aporte de 100 nM de Cu(ll)

Dado que los exudados de la diatomea son una parte significativa de estos

ligandos, especialmente de los de mas alta constante de estabilidad condicional, es

posible suponer por tanto que estos ligandos exudados por Thalassiosira weissflogii con

afinidad por el plomo, resultan muy especificos por este metal en comparacion con lo

que lo son por el cobre.
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@ Thalassiosira weisflogii 36 horas

O Thalassiosira weisflogii 36 horas (+100 nM Cu )
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Figura 81. Transformada de Scatchard de las isoterma de Langmuir de las valoraciones con
plomo(ll) de agua de mar tras permanecer en equilibrio con 1.32 cel I-1 de Thalassiosira
weissflogii, tanto en presencia como en ausencia de una adicién al medio de 100 nM de Cu(ll).

5252 ADSORCION

Para estu(iiar como afecta la presencia de cobre en el medio a la adsorcion del
plomo se afiadieron a las distintas muestras en equilibrio con el plomo, previamente a la
adicion por diez minutos de las algas, 100 nM de Cu. La concentracion de grupos
funcionales en moles por unidad de volumen utilizada en estos estudios es
aproximadamente de 40 nM para la suspension de 1.55107 cél I'' de Phaeodactylum
tricornutum y de 35 nM para la suspension de 136107 cél I'' de Thalassiosira
weissflogii. Por lo tanto la concentracién de cobre afiadida supone entre 2 y 3 veces la
concentracion de grupos superficiales de las diatomeas. Los resultados tanto para
considerar un modelo homogéneo, como uno heterogéneo de la adsorcion se encuentran
reflejados en la tabla XXII.

Para el caso de la diatomea Phaeodactylum tricornutum se observa un minimo

descenso de la capacidad adsortiva segiin el modelo homogéneo, como indica el que la

148

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Estudios de Adsorcion

diferencia entre dicha capacidad con y sin adicién de Cu, esté dentro del error
experimental (24.5 y 23.4107° M).

El modelo heterogéneo muestra como la cantidad de ligandos superficiales de
menor constante de estabilidad no cambia apenas, pero deja en evidencia que los
ligandos de mayor constante de estabilidad condicional por el plomo de la superficie del
alga, si se ven fuertemente afectados por la presencia de cobre en el medio (pérdida del
60%). La reduccion de la capacidad adsortiva de este grupo de ligandos superficiales se
ve acompafiada por un aumento de la constante de adsorcion, esto debe indicar la gran
heterogeneidad de los grupos funcionales dentro de este grupo de ligandos superficiales,
y como la fraccién que es desplazada por el cobre sera aquella de menor afinidad por el
plomo dentro del intervalo de este grupo de ligandos de mayor constante de estabilidad
condicional. Todos estas conclusiones deben tomarse con la reserva de estar trabajando
en la region de la curva de valoracion sujeta a mayores errores absolutos en la medida.

La figura 82 muestra como las dos curvas que representan a los ajustes obtenidos

Alga Iimax;t 10"]log 'K, | Timaxz 10" {log "Kirz | Tnax 10* | log "Kg
40 10.45 238 907 24.5 9.36
Phaeod. | -Cuf +0.12 +32 +0.26 +0.7 +0.05
tricornutum +C 1.5 10.86 23.4 9.19 23 .4 932
Ul So06 +03 +0.6 +0.03 +0.6 +0.03
4.1 10.82 274 9.06 25.8 0.46
Thalass. | -Cu} ¢ +0.11 +3.0 +07 +014 | +0.01
weissflogii +C 3.8 10.87 249 9.11 232 9.49
Ul so02 +0.09 +0.7 +0.03 +0.8 £0.03

Tabla XXIi. Parametros de capacidad adsortiva de plomo de las superficies celulares de
Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira weissflogiien ausencia y en presencia de 100
nM de Cu en el medio. Las columnas 3 a 6 presentan los resultados de considerar un
modelo heterogéneo de dos tipos de grupos funcionales. Las columnas 7 y 8 presentan
los resultados segun el modelo homogéneo Constantes condicionales a pH=8.02.
segun los parametros de adsorcion que aparecen en la tabla XXII divergen fuertemente
en la region donde los grupos funcionales de mayor afinidad por el plomo son
mayoritarios. Asimismo la divergencia final que muestra la isoterma de Langmuir viene
dada por la mayor diferencia que existen entre las capacidades adsortivas totales
obtenidas segin el método iterativo (27.8107¢ M cel’ frente a 25210 M cel’

obtenidos en presencia de Cu en el medio).
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Figura 82. Representacion de la linealizacion de Scatchard de la valoracion de la superficie de
Phaeodactylum tricornutum con plomo en presencia de 100 nM de Cu. La figura incluida en el
recuadro muestra la isoterma de Langmuir de los mismos datos. La linea discontinua
representa los valores que se obtiene calculando la fraccion adsorbida con los parametros de
adsorcion obtenidos en ausencia de un exceso de cobre en el medio.

El caso de Thalassiosira weissflogii es distinto. El modelo homogéneo muestra
un descenso de la capacidad adsortiva de 26107 M cel” (el 10% del total), lo cual no
es mucho mayor que en el caso anterior. Pero el modelo heterogéneo descubre que este
desplazamiento del plomo adsorbido se verifica en los ligandos de menor constante de
estabilidad condicional. Mientras los ligandos de mayor afinidad por el plomo
mantienen su valor de la constante de estabilidad condicional, y el descenso del valor de
su concentraciéon celular es minimo, y se encuentra dentro del error experimental
(0.3107'° M cel™), los ligandos de menor constante de estabilidad condicional son los
que experimentan el descenso en su concentracion significativo (el del 10% que refleja
el modelo homogéneo). Por lo tanto, para el caso de esta diatomea, sus grupos
superficiales susceptibles de adsorber al plomo de mayor afinidad por éste, resultan de
una enorme especificidad por este metal frente al cobre. Mientras que sus grupos
funcionales de menor constante de estabilidad condicional resultan selectivos en gran
medida aunque una adicién de 100 oM de cobre les hace reducir en un 10% su

capacidad adsortiva.
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Figura 83. Representacion de la linealizacién de Scatchard de la valoracion de la superficie de
Thalassiosira weissflogii con plomo en presencia de 100 nM de Cu. La figura incluida en el
recuadro muestra la isoterma de Langmuir de los mismos datos. La linea discontinua
representa a los valores que se obtiene calculando la fraccién adsorbida a partir de los
parametros de adsorcién obtenidos en ausencia de un exceso de cobre en el medio.

Todo el razonamiento anterior queda evidenciado asimismo en la figura 83. En la
misma se puede apreciar la coincidencia de los trazos de ambas lineas en la zona de la
valoracién donde los ligandos superficiales de mayor afinidad por el plomo son
mayoritarios. La isoterma de Langmuir que aparece en el recuadro incluido en la misma
figura muestra la tendencia de la valoracién en ausencia de cobre a alcanzar un valor
mayor de capacidad adsortiva total.

De todo esto se deduce una gran especificidad de los grupos funcionales de la
superficie de las dos diatomeas por el plomo frente al cobre en general, ya que la
capacidad adsortiva de estas superficies no se reduce nunca mas del 10% a pesar de la
gran adicidn de cobre al medio. El unico caso de escasa selectividad por el plomo frente

al cobre es el de los grupos funcionales de mayor constante condicional de estabilidad

de Phaeodactylum tricornutum.
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5.2.6 Efecto del pH

Ya ha sido descrita en el apartado anterior de adsorcién cuprica la importancia
del pH como una variable clave que gobierna la extension de la reaccion de adsorcion.
Mediante el uso de una curva de valoracidn acidimétrica tomada a partir de una
suspension de algas a una concentracién constante de metales se puede obtener
directamente la dependencia de la interaccion del metal con el pH. Las figuras 84 y 85
muestran el efecto del pH en los procesos de adsorcion, considerando una adicion de 65
nM de Pb(II), de suspensiones de 2.67 107 células 1! de Phaeodactylum tricornutum y
2.7 107 células I'' de Thalassiosira weissflogii respectivamente, en el rango de pH de 3 a
8.9. En dichas figuras se muestran también los cambios en la especiacion del plomo en
disoluciéon (tanto 1abil como complejado orgénicamente), asi como la distribucion de

Pb(1]) 1abil en ausencia de algas.
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Figura 84. Efecto del pH sobre la especiacion del plomo en presencia de 267107 cél I de
Phaeodactylum tricornutum. [Cu]TmAL=6.5'1(J‘8 M.
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Figura 85. Efecto del pH sobre la especiacion del plomo en presencia de 2.710" cél I de
Thalassiosira weissflogii. [Culrora=6.5107 M.

Como se observa para otros sistemas de adsorcion, existe un intervalo de 1-2
unidades de pH donde la extension de la adsorcién aumenta desde un valor nulo hasta
casi el 100% de su concentracidon maxima (el intervalo de pH de 5 a 7). El pH de la
disolucién a través de las reacciones de protonacion y desprotonacion, tanto de las
especies disueltas como de los sitios superficiales, va a influir en cualquiera de las
reacciones quimicas que tengan lugar en el seno de la disolucion. Ya se ha referido el
impacto que estas reacciones tendran sobre la carga neta de la superficie celular. Se
observa un comportamiento bastante distinto entre la adsorcion y la complejacion. La
complejacion parece acercarse a la concentracidon maxima a un valor de pH menor
(sobre 6 en el caso de Thalassiosira weissflogii y entre 5 y 5.5 para Phaeodactylum
tricornutum). Por lo tanto este menor efecto del pH sobre la complejacion parece indicar
una naturaleza distinta de la distribucion general de los grupos funcionales complejantes
del medio (exudados mas los ligandos encontrados en el agua de mar muestreada),
respecto de la naturaleza del conjunto de grupos funcionales de la superficie de ambas
diatomeas. Por otro lado se observa como a partir de pH 7, la especiacion del plomo es

practicamente constante.
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Al igual que en el caso del estudio de las reacciones de complejacion y adsorcion
del cobre se hace uso, en el rango de pH donde se verifican las reacciones de

desprotonacion y union del plomo, de la expresion:

logi“[?;;f.—ibr}=2+an (73)

donde Z = log Ky + log {SH,}. Si Z se considera constante, la pendiente de dicha
ecuacion deberia ser 2 6 1 para la adsorcion de metales a un ligando que llevara consigo
la pérdida de 2 6 1 protones, respectivamente. Ya se indico en el estudio realizado con
cobre que el proceso de adsorcion superficial puede tener lugar sobre sitios
desprotonados o también sobre sitios ocupados por metales alcalino-térreos, que de esta
manera no llevaria consigo el desplazamiento de protones. Los valores obtenidos son de
0.95 +0.02 para T. weissflogii y 1.13 £0.05 en el caso de P. tricornutum. En este caso el
promedio para Thalassiosira weissflogii es la pérdida de mas de un proton por ion de
plomo adsorbido a pesar del efecto de los cationes mayoritarios resefiado, por lo que el
numero de grupos que liberan més de un proton es superior al de grupos funcionales que
experimentan un intercambio ioénico. Para el caso de Phaeodactylum tricornutum, se
podria considerar que el nimero de sitios con cero protones intercambiados supera por
poco al de sitios con 2 protones. Sin embargo, todo este razonamiento implicaria que el
valor de Z permanece constante en el rango de pH de 4.5 a 7, lo cual no es estrictamente
asi, ya que el cambio de pH afectara a la distribucion de cargas sobre la superficie del

alga.

5.2.7 Efecto de la salinidad

El efecto de la salinidad sobre las reacciones de adsorcion y complejacion fue
estimado permitiendo el equilibrio de muestras de distinta salinidad (entre 14 y un valor
maximo de 36%o) con una suspension de diatomeas, manteniendo fijo el pH.
Posteriormente se afiadia la concentracion seleccionada de Pb(II) y se procedia a los
diez minutos a determinar la especiacion del medio. Los resultados obtenidos aparecen

en las figuras 86 y 87.
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Figura 86. Efecto de la salinidad sobre la especiacion de una concentracién de 6.210° M de
Pb(ll) en presencia de 2.6710 cel I de Phaeodactylum tricornutum.
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Figura 87. Efecto de la salinidad sobre la especiacion de una concentracion de 8.0110° M de
Pb(ll) en presencia de 1.4110 cel I de Thalassiosira weissflogii.
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Como ya se ha referido previamente para la adsorcion de cobre, la presencia de
los cationes mayoritarios marinos en el medio (Na", Ca®", K7, etc.) supone una
competencia para los metales traza en disolucion, por los ligandos tanto superficiales
como de la materia organica disuelta. Esta competicion queda reflejada en las figuras 86
y 87, donde una mayor salinidad del medio hace que la fraccion de cobre que se adsorbe
y la que se compleja sean menores.

También ha sido puesta de manifiesto la imposibilidad de estudiar en detalle el
efecto de la salinidad sobre la complejacién ya que el medio de estudio ha sido obtenido
por sucesivas diluciones del original, con lo que la materia organica en disolucion ha
visto reducida su concentracion, lo cual es contrario al aumento de la concentracion de
la fraccién complejada observado. Esto ultimo indica una fuerte dependencia de la
complejacion de plomo respecto de la presencia de otros cationes en el medio. Otro
hecho que impide una cuantificacion del efecto de la salinidad sobre la complejacion es
que el tiempo de equilibrio no parece suficiente para que la reaccion de complejacion
alcance un pseudoequilibrio (Capodaglio ef al., 1990, dan tiempos mayores para la
reaccion de complejacion de los ligandos orgé.nicos naturales con el plomo que con el
cobre, al contrario de lo obtenido para la reaccion de adsorcion).

En cambio la adsorcion si que permite un estudio mas detallado al ser suficiente
el tiempo de pseudoequilibrio alcanzado y permanecer constante la concentracion de
grupos funcionales en el medio. La adsorcién disminuye cuanto mayor es la fuerza
i6nica del medio debido al intercambio i6nico que se verifica. Dado que se conoce a
pH=8.02 y salinidad 37.2 la capacidad adsortiva de las células de las dos diatomeas,
haciendo uso de la isoterma de Langmuir (ecuacion 54), y de las concentraciones
estimadas en este experimento de cobre 1abil y cobre adsorbido, es posible calcular la
constante de estabilidad condicional de los grupos superficiales en funcién de la
salinidad del medio a pH=8.02. El resultado para ambas diatomeas aparece en la figura
88.

Un desplazamiento de los resultados de la linealidad supondria que a bajas
salinidades, la cantidad total de grupos funcionales capaces de adsorber al cobre es
distinta, debido a que no han podido ser valorados al afiadir plomo, ya que estaban
adsorbiendo fuertemente a cationes mayoritarios. Pero la linealidad alcanzada a
salinidades un 30% respecto de la original implica que el nimero de grupos funcionales

capaces de adsorber al cobre es el mismo en todo el intervalo de estudio, y que la

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Estudios de Adsorcion

afinidad por los cationes mayoritarios que experimentan no impide que alcancen un

equilibrio con adiciones de plomo como las empleadas en este disefio experimental.

10.0

9.9 |

9.8 - Thalassiosira weissflogii

log K'_,,= 10.325

(s=0)"
Q pdte.= -0.145

9.7 1 r2=0.085

9.6 A

log K'

9.5 ~ Phaeodactylum tricornutum
log K'(s=0)= 10.483

pdte.= -0.193

r2=0.995

94 -

9.3 4

92 T T T

12

Figura 88. Efecto de la salinidad del medio sobre la constante de estabilidad condicional de la
adsorcion del cobre sobre la superficie de Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira
weissflogii. Datos obtenidos a pH=8.02 y suponiendo constante el nimero de grupos
funcionales capaces de adsorber ai ion Pb?".

La figura 88 también muestra como el efecto de la salinidad es mayor sobre la
adsorcion de plomo por parte de Phaeodactylum tricornutum que en el caso de

Thalassiosira weissflogii.
5.2.8 [Efecto de la temperatura

La influencia de la temperatura sobre la reaccion de adsorcion superficial del
plomo sobre la superficie de las algas se estim6 emplazando varias suspensiones de
diatomeas de igual concentracion celular, durante diez minutos de equilibrio, con una
concentracion conocida de plomo, en un bafio termostatico a una temperatura fijada y
estimando la especiacion resultante. Los resultados aparecen en las figuras 89 y 90.

En la figura 89 se observa como una variacién de temperatura de 40°C a 5°C

afecta de forma significativa a la especiacion en el caso de Phaeodactylum tricornutum.
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La concentracion de plomo complejado por los ligandos del medio es la que se ve
menos afectada, e incrementa su concentracién en un 10% aproximadamente. En
cambio la concentracion de plomo labil sufre una gran disminucion no solo debido al
que se incorpora a los ligandos en disolucién del medio, sino que ademas la fraccion
adsorbida sobre la diatomea se incrementa en un 25% a costa principalmente de esta

fraccion complejada inorganicamente.

6
5 -
v labil
E v complejado
44 ®  disuelto total
- O adsorbido
<
—_
|t
= 34 v
=
&
v
2 -
1 T T T T i

31 32 33 34 35 36 37
UT (*10° °K7)

Figura 89. Efecto de la temperatura sobre la especiacion del plomo en disolucidn en presencia
de 2.74 10’ cél I de Phaeodactylum tricornutum. [Culrora=7.58 10° M

En el caso de la diatomea Thalassiosira weissflogii (figura 90), los cambios de
concentracion de todas las especies también son significativos. Las fracciones
complejada y adsorbida también experimentan un incremento en su concentracion a
mayores temperaturas a costa de la concentracion de plomo complejado
inorganicamente. En este caso el incremento de las dos especies referidas es similar y
supone un incremento del 30 al 40% de su concentracion a 40°C respecto a la

concentracion que tienen a 6°C.
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Figura 90. Efecto de la temperatura sobre la especiacion del plomo en disolucién en presencia
de 1.36 10’ cél I de Thalassiosira weissflogii. [Culrora=8.0 10 M.

Al igual que en el caso del cobre ya referido, se define el coeficiente de
distribucion del metal objeto de estudio como la proporcién entre la concentraciéon
adsorbida y la total en disolucidn (susceptible de ser adsorbida), con el fin de explicar el

comportamiento de la adsorcion en funcion de la temperatura del medio:

Kd = [Pb]adsorbido / [Pb]disuelto total

Y por tanto la epergia de activacion de esta reaccion de adsorcion o energia
especifica de adsorcién vendra dada en funcion de la inversa de la temperatura y de este
coeficiente de particion por la expresion de Arrhenius:

Ks= A exp(-E./R'T)

En la figura 91 aparece el resultado para ambas diatomeas de la energia de
activacion de la reaccion de adsorcion del plomo.

En este caso el signo de la energia de activacion de la reacciéon de adsorcion es la
misma en ambos casos y requieren ambas diatomeas el aporte de energia para extraer un
ion cuprico de la disolucion de estudio y adsorberlo sobre su superficie. De ahi el que el
aporte de energia al medio favorezca la reaccion de adsorcion frente al resto de

reacciones que experimenta el ion cuprico en el medio.
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Figura 91. Relacién entre la inversa de la temperatura y el logaritmo del coeficiente de
distribucion del plomo entre la superficie de la célula y el seno de la disolucion para la reaccion
de adsorcién en Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira weissflogi.

53 ASPECTOS RELEVANTES DE LA ADSORCION

La técnica voltamétrica de redisolucion anddica ha demostrado ser un instrumento
eficaz para determinar las caracteristicas adsorbentes de las superficies celulares. Los
resultados de las diversas valoraciones metalicas han sido graficos bien definidos de la
heterogeneidad de los grupos superficiales de la superficie de diatomeas, que han
mostrado la existencia de por lo menos dos tipos de grupos funcionales en la superficie
celular, en funcion de su afinidad por el cobre o por el plomo en disolucion. Esto ha
sido factible por la posibilidad de concentrar una suspension de algas en un reducido
volumen, de tal forma que las concentraciones de grupos funcionales expresadas por
unidad de volumen de disoluciéon son del orden de 2 a 810° M para los ligandos
superficiales de mayor constante de adsorcién condicional y de entre 20 y 60'10° M
para los de menor afinidad por el metal de estudio.

En cambio la imposibilidad de poder concentrar a los ligandos existentes en
disolucién hace que la técnica de voltametria de redisoluciéon anodica no pueda medir
las pequefias concentraciones de metal libre que quedan en disolucion a bajas

concentraciones totales de metal, condiciones en que son mayoritarios los ligandos de

160

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Estudios de Adsorcion

mayor constante de estabilidad condicional. Por tanto el estudio detallado de las
caracteristicas complejantes de la materia organica en disolucion requiere de una técnica
mas sensible a pequefias concentraciones de metal en disolucion.

En cuanto a los resultados mostrados en las tablas que aparecen en este apartado,
las dos diatomeas muestran una afinidad similar por adsorber a ambos metales
estudiados. La unica tendencia clara es que la concentracion de grupos superficiales por
célula con gran afinidad por el cobre en ambas diatomeas es menor que para el caso del
plomo (4.107® moles cel™ para el Pb(II) y 1.2-2.7.10™" moles cel! para el Cu(ll)). Las
constantes de estabilidad condicional de estos grupos citados son muy similares
independientemente del alga y del metal de que se trate. Los grupos superficiales de
menor afinidad por el metal en disolucion aparecen a concentraciones similares en
ambas algas y con una constante de estabilidad condicional a pH 8.02 (el propio de
aguas superficiales marinas) muy parecida, excepto para el caso de la adsorcién de

cobre por parte de Thalassiosira weissflogii, que es mayor.

alga 16 % 16 N log K meL
Metal | I'ax1 10| log *Kny  |Tiaxz 10°°| log *Kn 2 exudados
Phaeodactylum Pb |40 £082|1045%0.03(23.7430 |9.06 003 ~93
fricornutum | 1 124120 [10.75 4011 | 21.8 408 [9.004002] ~ o3
Thalassiosiva | EP | 41 £18 [10.82£011/274£30 | 9.06£002) ~98
weissflogii | | 27415 | 10744004 | 268 £17 (937 2001| ~ 10,0

Tabla XXIll. Resumen de los parametros de adsorcion de Phaeodactylum ftricomutum y
Thalassiosira weissflogii, asi como de la constante de estabilidad condicional de sus exudados,
obtenidos por voltametria de redisolucién anddica.

La gran similitud entre los parametros de adsorcion de ambas algas para los dos
metales estudiados, contrasta con la diferente capacidad complejante del medio marino
empleado en los experimentos para ambos metales (la capacidad complejante del cobre
quintuplica a la del plomo), siendo idénticas las constantes de complejacion
condicionales (tablas XI y XVI). Quizas esta situacion tenga que ver con una mayor
habilidad por parte del plancton para liberar moléculas que complejen al cobre que para
hacerlo con las que complejan al plomo. En este caso se puede estimar la cantidad de
grupos funcionales liberados por cada diatomea por célula en un periodo idéntico de

tiempo para ambas (a través de los estudios en que una suspension celular fue dejada
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durante 36 horas en equilibrio con el agua de mar a valorar posteriormente). El
resultado es una liberacion de ligandos del cobre de 18.6 ‘1076 Mrcel en el caso de P.
tricormutum y de 25.0 107" Mrcel”! para T. weissflogii, mientras que los exudados afines
por el plomo que aparecen son de 7.5 ‘107 Mrcel” en el caso de P. tricornutum y de 5.6
1071 Mcel? para T. weissflogii. Ademas estos exudados son de mayor constante de
estabilidad (como se puede apreciar en la tabla XXIII) en el caso del cobre, para ambas
algas. Por tanto, parece existir en el caso de las diatomeas una capacidad mayor para
regular la especiacion del cobre en disolucién que para hacerlo con el plomo. En un
medio oceanico la importancia de este hecho se reduce, ya que las concentraciones de
plomo total disuelto que se encuentran son entre 1 y 2 érdenes de magnitud menores
que las de cobre (Capodaglio ef al., 1990; Coale y Bruland, 1990). El hecho de que sea
mayor la concentracion de ligandos orgénicos en el océano con afinidad por el cobre
respecto a la de afines por el plomo, y que las algas sean capaces de liberarlos asimismo
a un ritmo mayor est4 de acuerdo con la hipotesis de un origen planctonico para la gran
mayoria de la materia organica presente en aguas ocenicas que es capaz de complejar a
los metales traza.

Esta consideracion explica la gran diferencia de comportamiento mostrado en la
cinética de asimilacion del plomo respecto del cobre en cuanto a las proporciones entre
metal 1abil y las otras especies metalicas de] medio. El medio en ambos casos no retira
de forma efectiva las formas inorganicas en disolucion y a pesar de que el valor del
coeficiente alfa es mayor para el plomo que para el cobre a este pH en agua de mar, los
valores encontrados de pPb (~9.3) son mas bajos que los de pCu (9.8-10).

Otra diferencia entre la naturaleza de la pared celular de ambas diatomeas se
evidencia en el distinto comportamiento que tienen en los experimentos de asimilacion
de metales. Mientras Thalassiosira weissflogii asimila al cobre y al plomo con un ritmo
similar (0.051‘10'8't”2 para el cobre y 0.05210%t"? para el plomo), Phaeodactylum

4412 frente a

tricornutum asimila el plomo a una velocidad mayor que el cobre (0.061°10
0.03710*t*? para el plomo). De todos estos valores el correspondiente a la asimilacién
de cobre por parte de Phaeodactylum tricornutum es el mas divergente, ya que el que
corresponde a la asimilacion de plomo por parte de ambas diatomeas y el de cobre por
parte de Phaeodactylum tricornutum se encuentran bastante proximos.

La comparacion entre la dependencia de las distintas reacciones de especiacion

con el pH ofrece varias conclusiones. Por un lado, la gran similitud de la dependencia

de la adsorcion respecto del pH para las dos diatomeas y los dos metales. En todos los
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experimentos se alcanza un maximo de adsorcion a un pH de 7.0 que permanece estable
al incrementar el pH de la muestra. Esto implica que la reaccién de desprotonacién de
los grupos funcionales es necesaria para verificarse la adsorcion de metales traza sobre
superficies biologicas. De igual forma remarca la gran similitud que debe existir entre
las naturalezas y distribuciones de grupos superficiales con que cuentan ambas
diatomeas. Parecido que ya se ha desprendido de la comparacion de sus parametros de
capacidad adsortiva.

Por otro lado, el comportamiento de la complejacion ante la adsorcién no es tan
homogéneo. La complejacion del cobre en el medio en que se ha afiadido
Phaeodactylum tricornutum también se alcanza a pH=7.0. Pero en el caso del medio
que contiene a 7halassiosira weissflogii el maximo de complejacion se alcanza a un pH
por debajo de 6.5. Los dos medios en equilibrio con las diatomeas se comportan de
forma similar para la complejacion del plomo, pero muy distinta a como lo hace la
adsorcion. A un pH tan bajo como 5.6 ya se ha alcanzado para ambas diatomeas un
minimo del 80% del méaximo final de adsorcion (la adsorcion a este pH es del 40%). Por
lo tanto la naturaleza de los ligandos en disolucion responsables de la complejacion del
plomo debe ser distinta a la de los grupos superficiales con la misma mision de ambas
diatomeas. Asimismo destaca como la reaccion de complejacion del plomo se encuentra
menos afectada por la concentracion de protones en el medio que la de complejacion del
cobre. 4

En cuanto a la especificidad y caracterizacion de las superficies de ambas
diatomeas por la adsorcién de un determinado metal en presencia de otro se pueden
deducir varias conclusiones de los resultados.

Por una parte, los grupos funcionales de Phaeodactylum tricornutum de mayor
constante de estabilidad condicional parecen poder adsorber casi indistintamente al
cobre y al plomo ya que una adicién de cualquiera de los dos desplaza fuertemente al
otro. Por lo tanto una buena parte de estos ligandos superficiales de la diatomea se
incluyen tanto en la concentracion de la capacidad adsortiva de su superficie respecto al
cobre, como aparecen también en la capacidad adsortiva frente al plomo. En cambio los
grupos de menor constante de estabilidad son mucho mas especificos, y una adicién de
cobre no reduce su capacidad adsortiva por el plomo, y una de adicién de plomo reduce
la capacidad adsortiva del cobre en un 15%. Por lo tanto sélo una pequefa fraccion de

los ligandos que se incluyen en la definicion de la capacidad adsortiva de cobre,
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pertenece también a la concentracién de grupos funcionales de baja afinidad por el
plomo.

Por otra parte, en el caso de Thalassiosira weissflogii los ligandos superficiales de
mayor constante de estabilidad condicional son bastante mas especificos, y mientras una
adicion de cobre no es capaz de retirar al plomo complejado, una adicion de plomo
retira entre un 20 y un 40%. Solo una fraccion de alrededor de 11107 moles cel” de la
capacidad adsorbente respecto del cobre parece tener una mayor afinidad por el plomo.
El caso de los ligandos de menor constante de estabilidad es todavia mas selectivo y
solo una fraccion del 10% de la definicion de capacidad adsortiva respecto del plomo
parece tener una mayor afinidad por el cobre.

De lo anterior puede deducirse la diferente composicion de las paredes celulares
de ambas diatomeas. Especialmente aquellos componentes capaces de adsorber con
mayor afinidad a ambos metales, ya que responden a este experimento de adicion de un
segundo metal de forma muy diferente, indicando una naturaleza distinta.

Los exudados que producen las dos diatomeas y todos los ligandos de la
disolucion en general parecen tener una selectividad absoluta ya que ninguna adicién de
un segundo metal en gran cantidad hace disminuir la capacidad complejante del medio.
De todas formas debe tomarse con gran reserva esta conclusion, ya que la imposibilidad
de concentrar a los ligandos en disolucion como sucede con las células, y la baja
sensibilidad de la voltametria anédica, hace que no sea posible obtener los parametros
de complejacion segun el modelo heterogéneo. Los ligandos de mayor constante de
estabilidad, como se indica en el apartado de complejacion, se hallan presenten a una
muy baja concentracion respecto al total de la capacidad complejante. Ademas son muy
importantes porque son responsables de la mayor parte de la complejacion a niveles de
concentracion metalica nanomolar para el cobre y el plomo. A partir de los estudios
realizados no es posible saber si existe un desplazamiento de uno de los metales ante la
adicion del otro como sucede con los grupos superficiales de mayor constante de
estabilidad condicional de ambas diatomeas.

Sélo existe un caso que permite la obtencion de dos tipos de ligandos en

disolucion, el de la complejaciéon de plomo por parte de Thalassiosira weissflogii. El.

resultado es que ninguno de los dos tipos de ligandos desplaza al plomo ante una gran
adicion de cobre al medio, demostrado una gran especificidad por el plomo por parte de
todo el espectro de materia organica capaz de complejar al plomo que hay en el agua de

mar utilizada.
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En cuanto a la descripcion termodinamica de la reaccién de adsorciéon de ambas
diatomeas realizada destaca el hecho de que la unica reaccion de adsorcién en la que
existe una liberacion de energia al medio, es la del enlace del cobre con los grupos
superficiales de Thalassiosira weissflogii. Que puede ser interpretado como que la
entalpia de hidratacion del ion ciprico sea mayor que su entalpia de adsorcién para esta
célula.

También es determinado el efecto de las variables fisico-quimicas sobre la
adsorcion. El incremento de la salinidad provoca una competicion entre los cationes
mayoritarios del medio y los metales traza haciendo que la reacciéon de adsorcion se vea
dificultada. Esto se puede traducir matematicamente en una dependencia lineal de la
constante de estabilidad condicional con la raiz cuadrada de la salinidad, de tal forma
que crece su valor al disminuir la salinidad del medio. De igual modo la presencia de
protones supone una competencia por los grupos superficiales del alga para los metales
traza, y la reacciéon de adsorcion no se verifica a valores de pH muy acidos
independientemente del metal y alga de estudio. A valores de pH propios de aguas
marinas, el efecto del pH sobre la especiacion es minimo ya que se alcanza el maximo
de su valor a un pH proximo a 7. El hecho de que tanto la concentracion de protones
como la de otros iones mayoritarios del medio, afecte de forma importante al alcance de
las reacciones de complejacion organica en disolucién y adsorciéon sobre superficies
biologicas, es una prueba de la doble naturaleza, tanto de intercambio i6nico como de
desplazamiento de protones, de la reaccion de enlace de los metales traza con los grupos
funcionales de los ligandos naturales disueltos en el océano y de las superficies de las
algas.

El efecto de la temperatura sobre la adsorcion se ha visto que no es homogéneo
para todos los metales y algas y es funcion de la energia de activacion de la reaccion de

adsorcion en el medio de estudio.
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Estudios de Complejacion

Estos estudios de determinacién de capacidades complejantes utilizando la
técnica voltamétrica de redisolucion catddica surgen de la necesidad del empleo de una
técnica mas sensible a pequefias concentraciones de metal, con el fin de poder obtener
una descripcion de los diversos ligandos existentes en el medio, incluso de aquellos de
baja concentracion y gran afinidad por el metal en disolucién, que la técnica de
voltametria de redisolucion anodica se ha visto incapaz de resolver.

Para determinar la influencia de la presencia de plancton en el medio sobre la
capacidad complejante del mismo se procedi6 a cultivar en recipientes de policarbonato,
en condiciones de luminosidad y temperatura controladas, a la diatomea Phaeodactylum
tricornutum con diversos medios para estudiar el tipo de exudados que es capaz de
verter al medio, en que cantidad, y como va a afectar este hecho a la especiacidn del
metal seleccionado a medida que el cultivo pasa por sus diversas fases de crecimiento.
La poblacion de diatomea se mantuvo mediante un cultivo en un medio de composicién
similar al f/2 definido por Guillard y Ryther (1962), y que constaba de los siguientes
componentes afiadidos a un agua de mar, con un posterior tratamiento de autoclavado

para evitar la presencia de otras especies en el cultivo:

) Nutrientes:
—  NaNO; 10° M
~  NaH,PO, 10° M
~  Na,Si0; 10* M
- NHCI 10° M
. Metales:
-~ CuSos 10°M
~  ZnSoq 10° M
~  CoCl 10° M
—~  MnCl, 10" M
—  HSeOs 10° M
~  FeCl 107 M
—~  NaEDTA 1.1710° M
. Vitaminas:
— Tiamina 10" M
~  Biotin 10° M
- Bn 10° M
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El proceso seleccionado fue emplazar recipientes transparentes de policarbonato
de cinco litros sobre una superficie dotada de movimiento rotatorio en una camara de
cultivo (50 revoluciones por minuto). De esta forma quedaron fijadas las condiciones de
luminosidad, turbulencia y temperatura de igual forma para todos los cultivos. Estas
condiciones fueron de un fotoperiodo de 18 horas de luz por 6 de oscuridad diarias y de
una temperatura estabilizada entre 18 y 19 °C. El movimiento del recipiente impedia la
sedimentacion de las células en el fondo del mismo, favoreciendo una posible
oxigenacion del medio. La aireacion por burbujeo tuvo que ser rechazada ya que
procedente del sistema de bombeo de aire o de los propios tubos que lo conducian
llegaba una sustancia de naturaleza probablemente orgénica que generaba en los
polarogramas un pico situado aproximadamente a —0.15V que enmascaraba al que
correspondia a la reduccion del cobre.

La cantidad inicial de cultivo en todos los casos fue de entre 2 y 2.5 litros de
medio, y la concentracion inicial de Phaeodactylum tricornutum de 107 células litro™” en
todos los experimentos. El concentrado celular a partir del cual se extraia un volumen
para su inoculacién en el recipiente de policarbonato se conseguia mediante el filtrado
por 0.45 um del cultivo concentrado por gravedad, sin ayuda de presion para evitar
posibles roturas celulares, y posterior resuspension en un pequefio volumen de agua de
mar filtrada por 0.1pum, repitiendo este proceso tres veces para lavar en lo posible la
superficie del alga y evitar contaminaciones al medio de cultivo final. Esto ultimo es
muy impoﬁante, ya que una concentracion inicial muy alta de metal, aparte de poder
resultar toxica, impide obtener dos tipos de ligandos en el medio ya que los de mayor
constante de estabilidad condicional se hallan saturados, resultando ademas no muy
representativo de lo que sucede en el medio marino. Son muchos los trabajos que se
basan en concentraciones de cobre entre 10° y 107 con lo que se ven en esta situacion.

| El seguimiento de la concentracion celular en el cultivo se llevo a cabo midiendo
la absorbancia a 750 nm que experimentaba un volumen de 3 ml retirado del cultivo,
emplazado en una cubeta de cuarzo de 1 cm. de paso de luz. El espectrofotometro
utilizado fue un Shimadzu UV-240. A 750 nm la absorbancia es proporcional al
nimero de particulas presentes en el medio, por lo que es posible estimar el nimero de
células presentes en el medio, pero no su estado fisiologico o la presencia de pigmentos.

Para calibrar esta medida se determiné previamente a los experimentos la

relacion entre absorbancia y nimero de células. A partir de una muestra de cultivo de

Phaeodactylum tricornutum obtenida en un medio /2, se obtuvo un pequefio volumen
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de agua de mar (unos 50 ml) de gran concentracion mediante el filtrado por 0.45 pm del
cultivo, sin ayuda de presion para evitar posibles roturas celulares, y posterior
resuspension en un pequefio volumen de agua de mar filtrada por 0.1 um para evitar la
presencia de cualquier otra particula que no fuera la diatomea. Se generaron alicuotas de
la misma por dilucion con agua de mar filtrada por 0.1 um. Se procedié a medir la
absorbancia del agua filtrada, del concentrado celular y de las distintas diluciones
celulares intermedias con relacion al agua filtrada por 0.1 um que actuaba de blanco.
Una vez medidas las absorbancias de estas suspensiones celulares, fueron fijadas
inmediatamente mediante la adicion de lugol, que mata e inmoviliza a la célula sin

provocar su rotura y permite 10

una vision mas facil en un
0.8 -

microscopio al pigmentar las
: 0.6 4
estructuras celulares y aumentar

su contraste. Un minimo de dos 0.4 -

muestras de las disoluciones

Absorbancia (750 nm)

0.2 1

fijadas de mayor concentracion

0.0

celular fueron emplazadas en 00 02 04 06 08 10 1.2
% dilucion (*10%)

una placa Thoma, para proceder Figura 92. Relacién lineal entre la dilucién efectuada

al recuento de las células que sobre una suspension celular y la absorbancia
medida de las diversas diluciones a 750 nm.
alberga el volumen fijo y (=0.999)

conocido de esta placa (410° ml). El resuliado fue una buena correlacién entre el
niimero de células en el medio y la absorbancia a 750 nm que experimenta (r*=0.999), y
un intervalo de linealidad mucho mayor que con el que después se trabajo. La
proporcion encontrada fue de 1.5510'° +0.14 células 1! unidad absorbancia™.

Con el valor de la concentracion celular se seguia la evolucién del cultivo para
poder obtener muestras del mismo en diversas fases de crecimiento tanto en las
primeras fases de crecimiento lineal y exponencial, como justo antes del fin del
crecimiento y comienzo de la fase de cultivo estacionario. La fase estacionaria de
crecimiento no fue estudiada debido a que se encuentra perfectamente descrita la
liberacion en cultivos de exudados por parte de un enorme mimero de especies, tanto
eucariotas como procariotas, en esta fase (Sharp, 1977, McKnight y Morel, 1979; Imber
y Robinson, 1983). Estos autores sostienen que la excreciéon de exudados en cultivoé

solo se realiza durante esta fase de crecimiento, pero es probable que la baja
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sensibilidad de los métodos empleados por ellos y la menor concentracion celular
existente en el medio durante esta fase de crecimiento, les impidiera resolver y
determinar menores cantidades de materia organica exudada por la especie planctonica
estudiada. En los trabajos de Zhou y Wangersky (1989) y Zhou et al. (1989) con
separacion cromatofigura de compuestos con afinidad por el cobre, si que aparece una
cantidad de ligandos apreciable durante la fase de crecimiento exponencial del cultivo,
pero la técnica impide estimar su afinidad por este elemento. El trabajo de Seritti et al.
(1986) es el unico que con métodos voltamétricos, establece una constante de afinidad
de la materia organica disuelta por el metal utilizado en la valoracién metalica,
encontrando un aporte de exudados por parte de Dunaliella salina al medio de cultivo
durante la fase de crecimiento exponencial. Pero la condiciones de trabajo no resultan
muy limpias (concentracion inicial de cobre de 6 a 1610° M, dos ordenes de magnitud
mayor de la presente en aguas oceanicas), por lo que es de esperar que el cultivo se
encuentre estresado desde el momento de la inoculacién y no responda de la misma
forma a como lo haria en ausencia de elementos toxicos.

En nuestro estudio el medio de trabajo se obtenia retirando un volumen de entre
250 y 300 ml del recipiente de policarbonato del cultivo y dejando que se filtrara por
accion de la gravedad a través de un filtro de 0.45 pm. Del filtrado se extraian muestras
para medir la cantidad total de cobre por voltametria anddica en medio acido y el resto
era utilizado para la determinacion de la capacidad complejante.

La capacidad complejante del medio se determind a través de una valoracion
cuprica del mismo mediante adiciones de disoluciones de CuNOj3 de entre 10°y 10*M
preparadas a partir de una disolucion standard para espectroscopia de absorcion atomica
(BDH) en agua bidestilada con un sistema Milli-Q. Del filtrado del medio, 10 ml eran
depositados en cada una de las 20-25 cubetas de teflon de 25 ml condicionadas
previamente a la concentracion de cobre que finalmente iban a albergar. A cada cubeta
se afiadian a continuacién 100 ul de una disolucion 1 M en HEPES (acido N-[2-
hidroxietilJpiperazin-N’-[2-etanosulfénico] de SIGMA) y 0.7 M en NaOH (MERCK)
que mantenian a todas las muestras en un pH de 7.8 (escala NBS). Posteriormente se
procedia a afiadir el cobre a la muestra a partir de una disolucion de una concentracion
tal, que nunca se emplearan mas de 150 pl para evitar la dilucion de la muestra. Las
adiciones de cobre escogidas fueron para elevar la concentracion de cobre entre 1 nM y

0.5 uM. De este modo, con las adiciones pequeflas, se podian determinar los parametros
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que describen la complejacion de ligandos de baja presencia, pero alta constante de
estabilidad, y por otro lado, las adiciones finales tenian como objetivo llegar a saturar
todos los ligandos del medio y poder calcular con las ultimas adiciones la sensibilidad
alcanzada por el método. Estas cubetas se dejaban durante toda la noche en un
recipiente plastico estanco para conseguir un total equilibrio entre los ligandos del
medio y las nuevas cantidades de cobre presentes en las cubetas. La determinacién de la
cantidad de cobre i6nico libre y la especiacion en cada cubeta por voltametria catodica
de redisolucion quedé descrita previamente. La figura 93 muestra un ejemplo de los

datos obtenidos.
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Figura 93. Ejemplo de los datos obtenidos mediante una valoracion caprica de la medida de la
capacidad complejante del medio retirado del cultivo de Phaeodactylum tricornutum. La figura
mayor corresponde a los resultados de la valoracion metalica. La linea corresponde a la
regresion lineal efectuada en el tramo final de la valoracién donde se hallan saturados los
ligandos naturales del medio, con el fin de determinar Ia sensibilidad del método. Las figuras
insertadas corresponden a las transformadas de los datos segun las linealizaciones propuestas
tanto por van den Berg- Ruzic, como por Scatchard. En estas mismas figuras aparece el ajuste
iterativo mixto calculado segun el método propuesto en este trabajo.

En los cultivos se incluye una medida de la capacidad complejante del medio
previamente a la adicion de células y comienzo de la fase experimental. Este dato debe
contemplarse siempre con cierta reserva respecto a los que se ofrecen del desarrollo del

cultivo ya que €l hecho de afiadir las células al medio lo transforma radicalmente. En
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primer lugar hay que considerar la posible contaminacion de cobre que aporte el
volumen de concentrado celular que se afiade al medio para dotarle de la concentracion
celular deseada, lo cual haria aumentar el valor de pCu aunque no varie la capacidad
complejante. Lo mismo puede suceder para el caso de otros metales que puedan
competir por los ligandos organicos del medio segun su especificidad o incluso por el
propio catecol afiadido, lo cual variaria los parametros de equilibrio entre éste y la
materia organica del medio. Por otro lado el medio recibe un gran aporte de puntos de
complejacion situados en la superficie celular que luego no se ven reflejados en los
estudios, pero que si influiran en la interaccion entre las algas y los metales del medio.
También es posible el desprendimiento del exterior de la pared celular de moléculas
pertenecientes a la misma, al afiadir las células a este nuevo medio, y que las mismas
sean capaces de complejar metales del medio. Por ultimo siempre existe la posibilidad
de que el recipiente de policarbonato en que se sitGa el cultivo no se encuentre
perfectamente acondicionado, y libere o adsorba alguna cantidad de cobre. Para evitar
esto ultimo se ha calculado mediante un proceso de calculo numérico el pCu que tendria
ese medio original si la concentracién total de cobre disuelto fuera la encontrada en la
primera medicion hecha al cultivo.

Por todo esto generalmente se considerara como condicion inicial los valores
que se muestran del volumen retirado al cultivo menos de 24 horas después del
momento de inoculacién en todos los experimentos de evolucion de la capacidad
complejante. Este periodo es demasiado breve para que exista un incremento del
numero de células significativo, pero por el contrario suficiente para que se haya
alcanzado un equilibrio entre las algas y las especies del medio.

Los distintos medios de cultivos utilizados finalmente son fracciones del /2
descrito antes. La razén de esto es la necesidad de conseguir un crecimiento celular en
el medio lo bastante importante para que cambie las caracteristicas complejantes del
mismo sin dejar lugar a dudas de que el causante es la presencia de la diatomea (y no de
posibles crecimientos bacterianos). Pero por otro lado se pretendia evitar que el cultivo
se fuera hasta concentraciones celulares tan elevadas que forzaran un alto estrés en el
cultivo por la masiva aglomeracion celular.

Por tltimo hay que destacar que al contrario de lo que sucede con los grupos
funcionales superficiales, resulta imposible calcular directamente las constantes de
complejacion intrinsecas de los ligandos organicos disueltos. Esto es debido tanto a la

imposibilidad de separar del total de la materia orgénica disuelta a las moléculas
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capaces de complejar al metal de estudio, como a la de concentrar una gran cantidad de
estos ligandos en un pequefic volumen y asi poder valorarlos potenciométricamente y
obtener sus constantes de acidez, necesarias para poder convertir las constantes de

estabilidad condicionales que se van a obtener en intrinsecas.
6.1 CULTIVO EN AGUA OCEANICA SUPERFICIAL

Este cultivo fue realizado en un medio de cultivo elaborado a partir de agua de
mar de procedencia superficial recogida en la estacion ESTOC situada 60 millas al norte
de Gran Canaria y posteriormente filtrada por 0.22 um. No se pudo disponer de medidas
eficaces para su conservacion hasta 24 horas después de su recogida (congelacion), y es
posible que hubiera actividad biologica en el agua durante su traslado en un recipiente
plastico debidamente acondicionado para evitar la contaminacién por metales traza del
agua de mar, lo cual hace que el dato de capacidad complejante inicial tal vez no
corresponda con el existente en el medio marino por posible liberacién de exudados en
esas 24 horas iniciales de almacenamiento.

Para el desarrollo de este cultivo no fue posible disponer de la estimacion de la
altura de pico resultante del polarograma mediante sustraccion de blanco. Esto hace que
la precision de la medida sea menor debido a la estimacion figura de la altura de pico
que debe realizarse. Esto se refleja en la mayor dispersion en los puntos obtenidos en la
valoracion metalica, que se traduce en una mayor desviacion estandar de los parametros
de la complejacion (ver tabla XIV).

Para compensar esta falta de resolucién fue necesario ademas llevar a cabo las
mediciones con una concentracién mayor de catecol (3'10° M). Esto hace que el valor
del coeficiente-a. del complejo Cu-catecol frente a la concentracion de cobre i6nico
libre tome un valor de 739 al pH de 7.8 en que se lievaron a cabo las valoraciones
metalicas, frente al de 406 en que se llevaron a cabo la mayoria del resto de estudios.
Por lo tanto, la fraccion de complejos organicos naturales disueltos que se corresponde a
una ventana espectral algo desplazada a valores de la constante de estabilidad mayores
respecto de las condiciones de los demas cultivos.

A pesar del defecto en el almacenamiento inicial resefiado, las caracteristicas
complejantes iniciales del medio (ver medio original en la tabla XIV), se corresponden
aproximadamente con algunos valores publicados en aguas oceanicas (Moffet ef al,

1990; [L,]=2"10" M; [L,]=8*10 M), asi como el valor hallado de pCu (concentracién
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de la especie toxica del cobre) de 12.28 se encuentra entre los valores referidos por
varios autores como el existente en aguas oceanicas superficiales (Coale y Bruland,
1989, 90; van den Berg, 1984).

Si se considera que la concentracion total de Cu(II) al comienzo del experimento
es de 3.2 nM como refiere la tabla XIV debido a posibles procesos de contaminacién ya
descritos, el pCu del medio una vez incorporadas las algas fue de 11.99.

Medio de cultivo utilizado:

. Nutrientes (f/10):

~  NaNO; 210° M

~  NaH,PO, 210°M

—  Na,Si0; 210° M

—~  NH4CI 210°M

. FeCl; (£/10): 210°M
EVOLUCION DEL CULTIVO

La figura 94 muestra el desarrollo celular presente en el cultivo a lo largo del

experimento, y los dias en que se tomé una fraccion del medio para su analisis.
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Figura 94. Muestra la evolucion de la concentracion celular (¢) y de la concentracion

total de cobre disuelto (¢) a lo largo del experimento. Las flechas indican los dias en que fue
retirada una parte del volumen para su analisis.
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Dias. | Cutotal | Cél/ [Li] | Log Kis | [Lil*Kys (L) Log K12 | [L2]*Ki2 |  pCu
(nM) *10° *1e’M *1e*M

Medio 39 11.95 12.0 10.04

original 25 o +138 +0.4 3476 +0.6 +0.07 1315 12.28
45 11.91 11.9 10.24

1 3.2 15 Y e 3677 Y o 2082 12.15

4 2.8 449 fit 1+10-§76 3188 {2056 1+00366 1885 12.15
6.5 11.90 13.6 10.26

6 1.3 1210 Ny et 5200 Y ArpY 2489 12.71
76 11.93 13.9 10.23

11 1.3 1300 0 o 6469 s e 2361 12.79
98 11.84 18.6 10.13

13 1.3 1330 ) o 6860 AP co 2529 12.83

Tabla XIV. Valores de capacidad complejante obtenidos en un medio a partir de agua de mar ocedanica superficial. Se
muestra la evolucion de la concentracion celular de Phaeodactylum tricornutum, de la capacidad complejante para dos tipos
de ligandos obtenida de modo independiente y de la concentracién de cobre idnico libre en el medio de cultivo a lo largo del
tiempo de experimentacion.
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La ultima medida mbstrada ya pertenece a la etapa de crecimiento estacionario
del cultivo y no sera tenida en cuenta para la evaluacién de la evolucion de Ila
complejacion durante la fase de crecimiento exponencial. La concentracion de cobre
total disuelto en el cultivo (figura 94), después de un logico ligero incremento inicial
por la adicion del concentrado celular que dotaba inicialmente al medio de cultivo de
una concentracién aproximada de 107 células litro”, disminuye de forma constante,
hasta alcanzar un valor constante hacia la mitad del desarrollo del cultivo. Esto supone
que los procesos de adsorcién e inclusion del cobre por parte de la diatomea se han
detenido.

En cuanto a la evolucion de las capacidades complejantes, existe un evidente
incremento de la fuerza complejante de ambos ligandos durante toda la fase de

crecimiento exponencial del cultivo (ver figura 95).
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Figura 95. Muestra la evolucion de la fuerza complejante a lo largo del experimento

El incremento de la fuerza complejante parece ir asociado a un incremento de la
concentracion total de ambos tipos de ligandos (figura 96), y no tanto a una variacion de
las constantes de complejacion obtenidas, como puede verse en la figura 97 en las que
no se observa ninguna tendencia para la evolucién de Ky y Ki» con los dias de cultivo.
El valor de la concentracion de ligandos de mayor constante de estabilidad condicional
se duplica, mientras que el valor de la concentraciéon de L, experimenta un pequefio

incremento (sobre 20 nM).
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Figura 96. Evolucion de la concentracidn total de los dos tipos de ligandos estimados.
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Figura 97. Evolucion de la constante de estabilidad condicional de los dos tipos de ligandos
estimados.

El aumento referido de la capacidad complejante durante el cultivo, unido a la
disminucion de la concentracion total de cobre disuelto hacen que disminuya el valor de
pCu progresivamente, como se aprecia en la figura 98. Por la forma de la curva que
describe la concentracion de cobre idnico, con un fuerte descenso inicial y una
concentracion mas estable al final de la fase exponencial de crecimiento del cultivo, la

concentracion total de cobre, cuya evolucion sigue un esquema idéntico (tabla XIV y
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figura 94), tiene mas efecto sobre este parametro. Dado que la disminucién de la
concentracion de cobre disuelto se debe a su adsorcion sobre la superficie de la
diatomea (figura 100), la adsorcion resulta el factor fundamental de la regulacion del

valor de pCu.
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Figura 98. Evolucion de pCu con el cultivo. Aparecen al comienzo tanto el valor calculado en el
medio original, como el que tendria este medio en caso de tener una concentracion total
disuelta de cobre igual a la concentracién total extracelular que muestra la figura durante el
cultivo (este valor descrito en ditimo fugar es el que aparece unido a la linea).

El valor de pCu supuestamente inicial de 11.99 se encuentra en la zona baja de
los valores mas altos mostrados en la bibliografia para aguas oceanicas (pCu~[12-14]),
y no debe resultar toxico en absoluto para el desarrolio de un cultivo planctéonico. Es por
tanto asumible que el aumento de la capacidad complejante no sea una respuesta celular
a esta presencia de cobre ionico libre, aunque lo que suceda en realidad es que la
capacidad complejante del medio aumenta hasta situar a este valor en torno a 12.8.

El seguimiento de la importancia comparada del efecto de los dos tipos de
ligandos calculados sobre la complejacion, puede seguirse en la figura 99. Se observa
que el ligando de mayor constante de estabilidad condicional domina ligeramente al
comienzo del experimento la complejacion, pero su importancia se ve incrementada a lo
largo del experimento por la reduccién del valor del cobre total disuelto, ya que el
crecimiento porcentual de las fuerzas complejantes de ambos tipos de ligandos es
aproximadamente el mismo. La fraccion complejada supone de cualquier forma mas del

99%, del total disuelto durante todo el cultivo.
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Figura 99. Muestra el porcentaje de Cul, y Cul, respecto de la concentracién total de cobre
disuelto a lo largo del cultivo.

Para poder tener una descripcion mas completa de la especiacion del cobre en
los cultivos de Phaeodactylum tricornutum se ha procedido a calcular la cantidad de
cobre que se adsorbe sobre la superficie de la diatomea a medida que avanza el cultivo.
Para calcular esta fraccion se han utilizado los datos de capacidad adsortiva por célula
calculados en el apartado de adsorcion de este trabajo. En la tabla XII aparecen
descritos los grupos superficiales de Phaeodactylum tricornutum con los siguientes
parametros de adsorcion: I max 1=1.210"° molescel” (log Ks;=11.86); I'pax 2=21.8107'¢
molesicel”’ (log Ks,=10.11), siendo estas constantes intrinsecas. La expresion que
permite calcular la constante de estabilidad condicional a un pH determinado viene dada
por la expresion: '

Ky, = 1+—K‘“‘“—m (74)

K.jes la constante de acidez microscopica de la superficie del alga. Es funcion
de la interaccion electrostatica que efectian los grupos adyacentes sobre cada grupo
concreto, es decir, de la carga superficial celular, v ésta depende directamente del pH.
Por lo tanto debe calcularse la constante de acidez a cada pH. Esto ha sido realizado
sobre la valoracion acido-base efectuada a una suspension de Phaeodactylum
tricornutum y que aparece en la figura 37 del apartado de descripcion de la superficie
del alga. El valor de la constante de acidez de la superficie del alga a pHnps=7.8 es 8.81.

Con este dato pueden calcularse las constantes condicionales de estabilidad de los
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grupos superficiales de la diatomea para poder comparar el alcance de la adsorcion y de

la complejacion. El resultado se muestra en la tabla XV:

Fmaxg *10°M log Kr Tmaxz *¥10°°M log Kr,

1.2 10.81 21.8 9.06

Tabla XV. Resumen de los parametros de adsorcién obtenidos para la superficie de
Phaeodactylum tricornutum. Las constantes de estabilidad son condicionales a pH=7.8
(escala NBS).

Debido a que el método analitico que permitio la obtencién de los parametros de
adsorcién fue la voltametria anddica de redisolucion, que suele presentar una ventana
espectral algo desplazada a valores menores de la constante de estabilidad condicional,
es posible que la constante de adsorcién correspondiente a los grupos funcionales
superficiales de mayor afinidad por el cobre se encuentre ligeramente infravalorada, en
comparacién con la ventana utilizada en este apartado. Para conocer el efecto de este
desplazamiento de la ventana espectral, es posible calcular la utilizada en el apartado de
adsorcion mediante el empleo de voltametria de adsorcion anddica, gracias a la
expresion aportada por van den Berg y Donat (1992). Segiin ésta, el limite superior y el
centro de la ventana espectral en voltametria anodica para la determinacion de cobre,

viene dado por las expresiones:

lim. sup.= (acy  [Culotal — ctow " [Culisbn) / [Culiawi (75)
Centro de la ventana espectral (§)= (lim sup + ocy) / 2 (76)

El resultado es de log & =2.55. Se considera en general que en todas las técnicas
voltamétricas es posible detectar a aquellos ligandos cuyos parametros de complejacion
generen un valor del coeficiente-o. para la reaccion de complejacion ([CuL}/[Cu**]) un
orden de magnitud por encima y por debajo del centro de la ventana espectral. El centro
de la ventana en los experimentos de complejacion con el empleo de la voltametria

catodica de redisolucion se sitia, en funcién del pH vy la concentracién de catecol
utilizados, entre un valor de log Oicuca de 2.87 (para este medio) y de 2.6 para el resto de

medios estudiados. Por lo tanto los centros de las ventanas espectrales empleadas en
ambas series de estudios son muy similares y pueden utilizarse los valores de los
parametros de adsorcién para obtener una aproximacion de la fraccion ciprica

adsorbida sobre la superficie de la diatomea a medida que avanza el cultivo.
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Una comparacién directa entre las constantes de estabilidad condicional de los
dos tipos de grupos funcionales considerados tanto en la superficie celular como en el
medio de cultivo, muestra la mayor afinidad de los ligandos disueltos del medio por el
cobre (K’'~11.8-12.0), frente a la que presenta la superficie celular (K’=10.8). Este

hecho es muy importante para un elemento como el cobre, toxico a altas

concentraciones.
4
—A
o N =ha

~o — —e— S1-Cu

5 \ T e

c —v— CulL1

: \ —4 - CuL2

= 2 \ —A— Cu extracelular

:3; N . —O - Cu disuelto total

14

dias

Figura 100. Evolucién de las concentraciones de las distintas especies cupricas eniazadas
tanto por los distintos ligandos del medio (L, Lz) como por los grupos funcionales de la
superficie de la diatomea (S;, S,), a lo largo del cultivo. La linea discontinua horizontal marca la
concentracion extracelular total de cobre inicial.

De la figura 100 se puede destacar en primer lugar la inexistencia de inclusién
intracelular de cobre, a pesar del enorme crecimiento celular alcanzado (130 veces la
concentracién celular inicial) y del papel como micronutriente que desempefia este
metal. Esto ultimo queda reflejado en el valor constante de la concentracién de cobre
extracelular (total disuelto mas adsorbido en la superficie celular) durante todo el
cultivo.

La figura 100 muestra ademas un descenso de la importancia relativa de la
complejacién orgénica en el cultivo a medida que avanza el mismo, a pesar del aporte al

medio de ligandos orgdnicos por parte de la diatomea, y del aumento de la fuerza
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complejante asociada a los mismos, reflejado en las figuras 95 y 96. Se observa que este
comportamiento es debido al fuerte incremento de la adsorcién superficial ocasionado
por el gran aumento de la concentracién celular de Phaeodactylum tricornutum. Por lo
tanto el aumento del nimero de grupos superficiales es mds importante para la
especiacion del cobre a medida que avanza el cultivo que el aporte de ligandos disueltos
en el medio procedentes de la exudacién de la diatomea, a pesar de su menor afinidad
por el cobre en disoluciéh. Esto queda reflejado en el dato de la cantidad de grupos
superficiales por volumen de cultivo que existen al principio y al final del cultivo.

La tabla XVI muestra la enorme capacidad adsortiva que posee el cultivo al final
del experimento (de 20 a 30 veces la capacidad complejante). Este dato es el que hace
posible que a pesar de su menor afinidad por el cobre, los grupos superficiales de la
diatomea presenten un mayor potencial por retirar al cobre de la forma inorganica

disuelta que el que presentan los ligandos disueltos en el medio de cultivo.

100
. —e— S1-C
. -Cu
90 1 v 82-Cu
—B- Culi
80 1 —— Cul2
o o —e— ADSORCION

--0-- COMPLEJACION

% Cu extracelular

14
dias

Figura 101. Porcentajes de cobre complejado con los ligandos organicos disueltos del medio y
del cobre adsorbido sobre la supetficie de Phaeodactylum tricornutum, respecto del cobre no
incluido, a lo largo de la evolucidn del cultivo.
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dias r Fuerza Fuerza r Fuerza Fuerza
(1 (';'.’;"’Ilv[) adsortiva | complejante (1 6‘_‘3"12\/[) adsortiva | complejante
Tipo 1 Tipo 1 Tipo 2 Tipo 2
1 1.8 116.2 3677 33 32.7 2080
11 159 10268 6470 289 2957 2360

Tabla XVI. Valores de las capacidades adsortivas de las células de Phaeodactylum
tricornutum al comienzo del cultivo y al final del crecimiento exponencial. Aparecen los
datos de las fuerzas adsortivas de los dos tipos de grupos superficiales considerados, asi
como de los dos tipos de ligandos disueltos del medio
La figura 101 compara porcentualmente las reacciones de complejacion y de
adsorcion en este cultivo. El comienzo de la figura corresponde a una situacidn
puramente oceanica, y en ella mas del 98% del cobre se encuentra complejado (99.5%
del disuelto total). A medida que avanza el cultivo la fraccion adsorbida consigue

superar a la complejada debido a la gran concentracion celular alcanzada al final del

cultivo.

6.2 CULTIVO EN AGUA DE MAR ARTIFICIAL

Este cultivo fue realizado en agua de

mar preparada artificialmente segun la Sal 9. sal/Kg. | Mol./ Kg.
formula propuesta por Millero y Sohn (1992) NaCl 23.9849 | 0.41040
para obtener 1 Kg de agua de mar de salinidad Na S0, 4.01M1 0.02824
, KCI 0.6986 0.00937
igual a 35%. La tabla XVII muestra las
' _ NaHCO; | 0.1722 0.00205
diferentes sales y cantidades de las mismas KBr 0.1000 0.00084
utilizadas para conseguir esta disolucion. B(OH)s 0.0254 0.00041
El objetivo de partida de este estudio NaF 0.0029 0.00007

consistio en conseguir un medio de cultivo sin MgCl, 5.0290 0.05282
ligandos presentes en el medio evitando el CaCl; 1.1409 0.01028
proceso de irradiacion con luz ultravioleta de SrCl; 0.0143 0.00009

la muestra, el cual necesita de una adicion de Tabla XVII. Composicion propuesta
por Milero y Sohn(1992) para
elaborar 1 Kg de agua de mar artificial

de salinidad 35%o

acidos previa y una posterior de base para

volver a situar al pH en las condiciones

185

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran Ci

© Unive



Capitulo 6

previas al proceso de destruccion de la materia organica presente. Se intento generar un
crecimiento de Phaeodactylum tricornutum en este medio afiadiendo los distintos
compuestos que requiere el medio de cultivo /2 (nutrientes, metales traza y vitaminas),
pero en cualquier proporcion el resultado fue de crecimiento nulo (incluso haciendo el
agua de mar sintética de igual concentracion en nutrientes, vitaminas y metales pesados
que el medio referido). Pero adiciones de un complejante sintético (EDTA) al agua de
mar sintética con aporte de metales traza, vitaminas y nutrientes generaron un
crecimiento de la diatomea en este medio sintético, aunque no de la magnitud de los
demas cultivos presentados en este trabajo, permitiendo un estudio adecuado de su

evolucion.

Medio de cultivo:

o Nutrientes (f/2):
-~ NaNOs 10°M
- NaH,PO, 10° M
—  Na,SiO; 104 M
- NH.CI 10° M
. FeCls (f/2): 10" M
. H,Se0s, CoCl, (£/10) 2,101 M
. MnCl, (£/10) 210% M
. ZnS04(f/2) 10° M
. Na,EDTA(f/15) 1.65:107 M
o Vitaminas (f/100):
— Tiamina 2210° M
~  Biotin 22101 M
- Bp 210" M
EVOLUCION DEL CULTIVO

Todos los analisis fueron llevados a cabo con una concentracion de catecol de

2'10-5 M (aCucatecol=4O6)~
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Dias Cutotal | Cél/l [L4] Log Ky | [L1]*KvLy [L2] Log Ky, | [L2]*Kja pCu
(nM) *10° *1e’M *1e"M

e Loy | e e e | e |0 e | e

1 3.1 16 02 1183 1 3515 7.3 282 1143 | 12.03

4 22 39 S0 | LT 3013 178 1 10031 1907 | 12,29

7 25 78.5 6> 1821 3660 24.8 291 2016 | 12.28

Tabla XVIIl. Corresponde al medio de cultivo obtenido a partir de agua de mar sintética con adicién del complejante
artificial EDTA. Muestra la evolucion de la concentracion celular de Phaeodactylum tricornutum, de la capacidad
complejante para dos tipos de ligandos obtenida de modo independiente y de la concentracién de cobre iénico libre en el
medio de cultivo a lo largo del tiempo de experimentacion.
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Capitulo 6

El medio con agua sintética no resulta muy apropiado para el desarrollo de
cultivos, y a pesar de la alta cantidad de nutrientes y micronutrientes afiadidos el
crecimiento celular no llega a ser muy alto (10 veces la concentracién celular inicial).
Este bajo crecimiento, unido a la alta capacidad complejante del medio original,
dificulta el apreciar tendencias en la evolucion de la capacidad complejante de ambos
tipos de ligandos debido a la presencia en el medio de la diatomea, lo cual debe ser
tenido en cuenta al interpretar los resultados. La evolucion de la concentracion celular

queda reflejada en la figura 102.

120

Conc celular (cél litro™ *10°)

Dias de cultivo

Figura 102. Muestra la evolucion de la concentracion celular (+) a lo largo del experimento.

Al comienzo del experimento aparece un periodo de hasta tres dias en que no se
aprecia un desarrollo de la concentracion celular.

El medio de partida resulta altamente complejante en los dos.tipos de ligandos
que calcula la técnica, por lo que se debe suponer que la complejacion orgénica de todos
los metales del medio se ve altamente favorecida, y por lo tanto en el caso de aquellos
que sean toxicos y facilmente complejables, este efecto se vera reducido. El pCu de
partida resulta particularmente alto para una concentracién de 3.1 nM (el valor
calculado de pCu en el medio de cultivo para este supuesto valor de cobre total disuelto
inicial es de 12.02). Esto quiere decir que la concentracion de la especie toxica del
cobre, el jon libre, se encuentra en una concentracion muy reducida, similar a la
encontrada en medios naturales no contaminados, con alta presencia de materia orgénica
en disolucién. Por lo tanto es de suponer que la evolucion de la capacidad complejante

no sera respuesta a una posible toxicidad por parte del cobre u otros metales pesados del
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medio para la poblacion de diatomeas, ya qﬁe se hallaran complejados por el EDTA en
una alta proporcion.

En este caso el comportamiento calculado para los dos tipos de ligandos que
muestra la figura 103 es diferente. Mientras la fuerza complejante de L, parece
aumentar con la concentracion celular (hasta un 170%), el valor de la fuerza
complejante del ligando de mayor constante de estabilidad condicional no parece sufrir

un cambio significativo, o acaso un ligero incremento.

4500 2500
4000 A —— k1*c1
- 2000
3500
3 O
b 4 &
* - *
0 A
O 3000 S
F 1500
2500 A
2000 T T T T T T T 1000
0] 1 2 3 4 5 6 7 8

Dias de cultivo

Figura 103. Muestra la evolucion de la fuerza complejante a lo largo del experimento

r 26

- 24

r 22

r 20

- 18

C,, (*10° M)
(Wg01.) %D

r 16

0 2 4 6 8
dias
Figura 104. Evolucion de ta concentracion total de los dos tipos de ligandos estimados.
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Las variaciones de concentracion y constante de estabilidad condicional no
parecen tener una tendencia definida para L, y se hallan todas dentro de las desviaciones
estandar calculadas para el resto de los dias de cultivo, correspondiendo este hecho con
la falta de tendencia observada en el producto CriKpi. Esto se puede observar en las

figuras 104 y 105.

121 10.2
! -
120 4
I r 10.1
1.9
] - 10,0
118 ] -
5 o
@
X qq7¢ - 99
o '_7:
© N
= 1161
i - 98
115 -
L o7
1.4 -
1.3 : : : : : : 96
0 1 2 3 4 5 6 7 8

dias
Figura 105. Evolucion de la constante de estabilidad condicional de los dos tipos de ligandos
estimados.

En el caso de L; si se aprecia que el incremento de la fuerza complejante se debe
probablemente a una liberacién al medio de exudados (aumenta la concentracion de este
tipo de ligando) de constante de estabilidad igual o ligeramente superior (sobre 10.0-

10.2).

126

124 ¢

12.2 -

pCu

12.0 5

0 2 4 6 8
Dias de cultivo

Figura 106. Evolucion de pCu con el cultivo. Aparecen al comienzo tanto el valor calculado en
el medio original, como el que tendria en caso de tener una concentracion de cobre igual a la
calculada el dia uno (unida por la linea a este ultimo dato referido).
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Este aumento de la fuerza complejante de L, unido al descenso de la
concentracion total de cobre en disolucién, es el principal desencadenante del ligero

aumento que experimenta pCu hasta que adquiere un valor constante. En la figura 106

se puede seguir esta evolucion.

Asimismo el aumento de L, fuerza un mayor protagonismo de este tipo de

ligandos en la especiacién del cobre en el medio, como muestra la figura 107.

100
90 1
80 1
70 4

60 ‘\ —o

50 A

40 )/O/O\‘O

C
30 —&— %CuL1
20 + —O— %Cul2

10 -
0

[CuL,]

0 1 2 3 4 5 8 7 8
Dias de cultivo

Figura 107. Muestra el porcentaje de CuL, y Cul; respecto de la concentracién total de cobre a
lo largo del cultivo.

—&— S1i-Cu
- §2-Cu
—&— Cu-L1

—— O —4— "Cu no incluido AT
~. T —O - Cudisuelto total _—

[Cu(I)] (nM)
"
\
\
f

dias
Figura 108. Evolucidn de las concentraciones de las distintas especies clpricas enlazadas
tanto por los distintos ligandos del medio (L, Ly) como por los grupcs funcionales de la
superficie de la diatomea (S;, Sy), a lo largo del cultivo. Asimismo aparece la concentracion de
cobre disuelto total y la de cobre total extracelular (disuelto mas adsorbido). La linea
discontinua horizontal marca la concentracién extracelular total de cobre inicial.
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La figura 108 ofrece la especiacién del cobre extracelular a lo largo del cultivo. La
baja concentracién celular alcanzada impide observar con claridad tendencias en el
comportamiento de las distintas especies.

Al igual que en el caso anterior se observa una nula inclusién intracelular a lo
largo del experimento (el bajo valor del cobre extracelular del dia 4 parece venir dado
por un valor excesivamente bajo del cobre total disuelto tomado ese dia). La creciente
fuerza complejante asociada al ligando disuelto de menor constante de estabilidad
condicional, y a la adsorcién debido al incremento celular provoca una pequefia

disminucién de la fraccion unida al ligando de mayor constante de estabilidad.

100
T e
.............. o
............... o)
30 A
Do
K]
% —&— adsorbido
2 o -+ O-- complejacién
© Ve
-
5 20 {
-]
(&)
R
10 4
Os'/.-/,’/../.‘
0 2 ¢ i 8
dias

Figura 109. Porcentajes de cobre complejado con los ligandos organicos disueltos del medio y
de cobre adsorbido sobre la superficie de Phaeodactylum tricornutum, respecto del cobre no
incluido, a lo largo de la evolucién del cultivo.

La figura 109 muestra como una baja concentracién celular hace que el fenémeno
de la adsorcién sea muy poco importante en magnitud comparado con el de la
complejacién ( >95%). A esto también contribuye el que la concentraciéon de cobre
extracelular permanezca por debajo de la capacidad complejante del ligando de mayor
constante de estabilidad, como puede observarse en la tabla XVIII. Este es el
experimento de todos los presentados en este apartado de complejacién que puede
ofrecer més similitudes con un medio ocednico a pesar de la naturaleza sintética del
medio, y esto es debido al bajo nivel de concentracién de ion ciiprico (concentraciones

muy similares a las descritas para aguas ocednicas; Coale y Bruland, 1990) y a la baja

192

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Estudios de Complejacion

concentracion celular alcanzada. Las concentraciones de la diatomea que se consiguen
en este experimento son incluso superiores a las concentraciones planctonicas que se
encuentran en aguas oceanicas (~ 10° cel I'). Por lo tanto es de esperar que en un medio
oceanico la importancia de la adsorcion celular frente a la complejacion en la

especiacion del cobre(Il) sea minima.

6.3 CULTIVO EN AGUA OCEANICA PROFUNDA

Todos los analisis fueron llevados a cabo con una concentracién de catecol de
210° M (Cleucateco=406).

El siguiente cultivo se realizo a partir de muestras de agua de mar de origen
oceanico y de una profundidad por debajo de la capa de mezcla (300 m), que fueron
conservadas en congelacion, y posteriormente filtradas por 0.45 um previamente a la
adicion de hierro, nutrientes y vitaminas para poder lograr el crecimiento del cultivo.
Este tipo de agué se caracteriza por tener una concentracion de cobre total algo mayor
que las aguas superficiales (entre 1.5 y 3 nM), pero mucho menor que las que pueden
hallarse en zonas costeras. Ademas presentan una baja presencia de ligandos de alta
constante de estabilidad y alta de ligandos de baja constante de estabilidad, siempre
comparado con aguas mas superficiales (todo segun Coale y Bruland, 1990).

Estas son las concentraciones de las diferentes sustancias afiadidas al agua de
mar para constituir el medio de cultivo:

o Nutrientes (£/20):

- NaNO; 10°M
- NaH,PO, 10°M
~  Na;SiO; 10° M
- NH(CI 10°M
. FeCls (£/20): 108 M
. Vitaminas  (f/50):
- Tiamina 4*] 0'9 M
~ Biotin 4¥10"° M
- Bpn 4*10"° M
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¥61

Cu total

Cél/l

[Li]

[Lal

Dias M) *10°6 1M Log K1 | [La]*Kus 168 M Log K1, | [L2]*Ki2 pCu
ot | 29| = ] %L | e soo |2 | GG | e | 1S
1 3.8 15 o1 LS 4441 19.9 281 646 11.84
5 33 78.5 +l 1197 1 3836 | 28 994 856 | 11.90
8 2.8 188.4 A1 1205 4600 109 1 1000 1 4090 | 1210
10 2.9 290.5 25 ) 1235 5430 123 1004 1 1481 | 12,055
12 2.6 338 24 1 12271 gq90 | B 10191 068 | 12.16

Tabla XIX. Corresponde al medio de cultivo obtenido a partir de agua de mar de origen oceanico y profundo. Muestra la
evolucion de la concentracion celular de Phaeodactylum tricornutum, de la capacidad complejante para dos tipos de ligandos
obtenida de modo independiente y de la concentracion de cobre idnico libre en el medio de cultivo a lo largo del tiempo de
experimentacion.
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La concentracion de células inoculadas fue la misma que en los otros ejemplos
(107 células litro™). La figura 110 muestra la evolucién de la concentracién celular
durante el experimento. En este caso, la concentracion celular llega a ser mas de 30

veces la de partida.
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Figura 110. Muestra la evolucion de la concentracion celular (s) y de la concentracion total de

cobre disuelto (¢) a lo largo del experimento. Las flechas indican los dias en que fue retirada
una parte del volumen para su analisis.

Los resultados del medio original (tabla XIX) discrepan con los resultados de
Coale y Bruland (1988, 1990), que en aguas del Pacifico describen un perfil para L, con
un minimo superficial, un maximo en el maximo de clorofila y su desaparicion por
debajo de 200 m. En este caso el agua es de mayor profundidad y si que aparece una
concentracion de este tipo de ligando.

La evolucion de los parametros que describen la complejaciéon del ligando de
mayor constante de estabilidad condicional (segun la figura 111), muestra que la fuerza
complejante del tipo de ligando de mayor constante de estabilidad condicional
permanece aproximadamente constante a lo largo del desarrollo del cultivo. Sin
embargo a partir de la tabla XIX y de las figuras 112 y 113 parece existir un descenso
de la concentracion de L; y un incremento del valor de K ;. Esto estaria en consonancia
con los resultados de Moffett (Moffett ez al., 1990), el cual describe la existencia de un
ligando de alta constante de estabilidad en aguas oceanicas, con su maximo de

concentracion en la profundidad de maxima concentracion de clorofila. Este ligando
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practicamente no aparece en superficie y por debajo del maximo de clorofila disminuye
su concentracion lentamente con la profundidad. Esta distribucion la explica Moffett en
funcion del origen biolégico de este ligando y de su fotooxidacién en superficie y
consumo heterotréfico en profundidad. Para ello expuso una muestra de origen oceanico
profundo que presentaba una cierta concentracion de ligandos de alta constante de
estabilidad a la luz solar durante un largo periodo y tras este proceso desaparecia la
concentraciéon de L;. Ademas demostrd con periodos variables de irradiacion que éste es
un proceso lento que necesita varios dias para completarse. En nuestro caso, esto
conllevaria que esta agua de origen profundo y que la congelacion preservo de la
oxidacion, al ser emplazada en la camara de cultivo en condiciones de alta luminosidad,
sufre una oxidacion progresiva de esta fraccion de su materia organica disuelta. El
aumento de la constante de estabilidad condicional de L; con el tiempo puede explicarse
como consecuencia de una excrecion por parte de Phaeodactylum tricornutum de
ligandos de constante de estabilidad condicional mayor a la media ponderada de los
existentes en agua oceanica de origen profundo, y que aumentara la media ponderada de
K' para este tipo de ligando, o quizas a que la fotooxidacién sélo se verifica en los
compuestos organicos de la zona de menor constante de estabilidad incluidos en la
ventana espectral. Esta fraccién corresponderia a aquellos compuestos descritos por
Moffet y aludidos previamente. Esto supondria que este cultivo experimenta las
condiciones verificadas en un afloramiento (ascenso de aguas profundas ricas en

nutrientes que originan un fuerte incremento de la productividad en superficie).
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Figura 111. Muestra la evolucién de la fuerza complejante a lo largo del experimento
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Figura 113. Evolucioén de la constante de estabilidad condicional de los dos tipos de ligandos
estimados.

La evolucion del tipo de ligandos de menor constante de estabilidad estd bien
definida. En la figura 111 se aprecia como la fuerza complejante se ve incrementada
durante todo el cultivo.

En cuanto a la evolucion de la concentracion total y la constante de estabilidad
condicional (ver figuras 112 y 113), ambas se incrementan durante todo el desarrollo del

cultivo. Esto debe suponer que la diatomea excreta ligandos de baja constante de
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estabilidad sea cual sea la fase de crecimiento, y que estos ademas son de mayor Ky
que los que existian previamente en el medio (en torno a 9.8). El valor de su fuerza
complejante se triplica desde el primer dia de cultivo al 12, mientras que la
concentracion de L, aumenta entre un 30 y un 40%. Por otro lado Ky, pasa de 9.8-99 a
10.1-10.2 (un aumento del 100% aproximadamente). Por lo tanto de este experimento se
deduce que los .ligandos excretados por la diatomea durante el experimento deben tener

una constante de estabilidad condicional ponderada de 10.4-10.5.

1.7 T T . T T r

0 2 4 6 8 10 12 14
dias de cultivo

Figura 114. Evolucion de pCu con el cultivo. Aparecen al comienzo tanto el valor calculado en
el medio original, como el que tendria en caso de tener una concentracién de cobre igual a la
concentracion total extracelular calculada el dia uno (esta Ultima es la que aparece unida a la
linea)

En cuanto al pCu, que viene representado en la figura 114, su valor experimenta
un incremento constante durante todo el experimento hasta un valor entre 12.1y 12.2,
sin que la tendencia al alza se detenga.

En esta figura se encuentra representado ademas el valor de pCu que tendria el
medio original con los parametros calculados y la concentracion de cobre
correspondiente al primer dia de cultivo, y que es de 11.89. El valor de 11.89, o incluso
el de 11.8 del dia 1 es algo bajo para los valores de [Cu®*] que se suelen encontrar en
medios naturales, pero la evolucién del cultivo hace que se recupere rapidamente el
valor a los que se ven reflejados en la bibliografia para medios naturales.

La figura 115 refleja como el descenso de la concentracién de L por debajo de la
concentracion de cobre total disuelto provoca el aumento relativo de la complejacion

por parte de L.
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Figura 115. Muestra el porcentaje de Cul, y Cul, respecto de la concentracién total de cobre a
fo largo del cultivo.
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Figura 116. Evolucién de las concentraciones de las distintas especies clpricas enlazadas
tanto por los distintos ligandos del medio (L, L;) como por los grupos funcionales de la
superficie de la diatomea (S, Sp), a lo largo del cultivo. La linea discontinua horizontal marca la
concentracion extracelular total de cobre inicial.

La figura 116 muestra la especiacién extracelular del cobre a lo largo del cultivo.
Se observa al igual que en los dos casos ya reflejados la ausencia de inclusién celular en

este experimento ya que la concentracidn de cobre extracelular permanece constante.
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En este caso ademds, la concentracién de cobre extracelular inicial es
aproximadamente la misma que la de ligando de mayor afinidad ciprica (4.1 nM frente
a 5.1 nM), a pesar de ello un 75% del cobre en disolucién se halla complejado al
comienzo por este conjunto de ligandos de mayor afinidad (70% del extracelular). Pero
el hecho de que la concentracién de este tipo de ligando descienda muy por debajo de la
concentracién de cobre en el medio hace que el papel que juegue en complejar al metal
del medio sea cada vez més reducido. En cambio, la presencia del otro tipo de ligando
en disolucién se incrementa, asi como aumenta el nimero de células en el medio de
cultivo, todo esto origina un descenso en la proporcion del cobre extracelular que
aparece complejado por el ligando de mayor afinidad cidprica. Al final de la fase
exponencial de crecimiento la especie predominante del cobre en disolucién es la
adsorbida sobre los grupos funcionales de la superficie de la célula de mayor constante

de estabilidad condicional por el cobre.

100 [‘3
o, —8— ADSORCION
90 - ' - {1+ COMPLEJACION | [
—— S1-Cu
80 1 emL | 0~ §2-Cu -
- ~ —w- Cul1
S 707 Nl —v— Cul2 -
E Sl e
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g \\\ N = [m]
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Figura 117. Porcentajes de cobre complejado con los ligandos organicos disueltos del medio
y de cobre adsorbido sobre la superficie de Phaeodactylum tricornutum, respecto del cobre
no incluido, a lo largo de la evolucién del cultivo.

La figura 117 ofrece los porcentajes de las reacciones de complejacién y de
adsorcidn respecto del cobre total extracelular. El comienzo de la figura ofrece una
situacién ocednica, en la que la baja concentracién plancténica hace que la importancia
de la adsorcién sea minima frente a la de complejacidn (el 99% del cobre en disolucién
se encuentra complejado orgénicamente, y un 94% del extracelular). La incapacidad de

asumir mas cobre por parte de L; (su concentracién pasa a hallarse por debajo de la
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concentracion de cobre extracelular) y el crecimiento celular, con el aumento del
nimero de grupos funcionales en contacto con el medio capaces de adsorber al cobre
que conlleva, provoca que la fraccion adsorbida alcance el 40% finalmente.

La situacion al final de la fase exponencial del cultivo (dia 12) es un buen ejemplo
de lo que debe suceder en un medio donde la concentracion de cobre disuelto supere a la
de los ligandos de constante de estabilidad mayor que la de los grupos funcionales de
mayor constante de estabilidad. En este caso, la interaccion entre los elementos
metalicos en disolucién y las superficies biologicas debe incrementarse fuertemente
debido a la incapacidad de los ligandos en disolucion de mayor constante de estabilidad
condicional de complejar mas cobre.

Por ejemplo, en un afloramiento es de esperarse que el agua que ascienda posea
una concentracion alta en metales de distribucion similar a la del cobre, y s1 se cumple
la fotooxidacién del material organico disuelto susceptible de complejar al cobre
observado en este experimento, la concentracién de ion cuprico debe incrementarse
fuertemente, asi como la adsorcion y una posible inclusion intracelular. Esta situacion
podria verse corregida por el mayor crecimiento experimentado por el fitoplancton
superficial (principalmente diatomeas en casos de afloramiento), fuente de nuevo

material disuelto complejante.

6.4 CULTIVO DE AGUA IRRADIADA PREVIAMENTE

Una vez demostrada la capacidad de liberar moléculas complejantes por parte de
las algas en un medio de baja presencia de cobre i6nico disuelto, se estudi¢ la liberacion
de estos exudados en condiciones de mayor presencia de cobre 10nico.

Con el fin de conseguir un medio de cultivo que permita el crecimiento de
Phaeodactylum tricornutum pero que posea una capacidad complejante inicial menor,
se procedi¢ a irradiar con luz ultravioleta una muestra de agua de mar para destruir en
parte el contenido de materia organica disuelta presente. Para ello al agua se le afiadi6
HNOs; en una proporcion de 50ul por cada 100ml. de agua de mar. Esta cantidad de
acido no resulto ser suficiente para conseguir la total oxidacién y destruccién de la

materia organica disuelta, pero si para reducir como se pretendia, sustancialmente su
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concentracion. Posteriormente, mediante la utilizacion de NaOH se situ6 al pH del agua
de mar en un valor aproximado de 8.1 (escala NBS), propio de agua de mar superficial.

Para mantener un valor bajo de pCu se realizaron adiciones de cobre al medio de
cultivo con el fin de que la concentracién de cobre en disolucién permaneciera durante
el desarrollo del cultivo por encima de la concentracion de los ligandos superficiales de
mayor constante de estabilidad condicional.

El objetivo de conseguir un crecimiento significativo de la diatomea se alcanzé
afiadiendo al agua de mar irradiada de partida las siguientes cantidades de

constituyentes de medios de cultivo:

e Nutrientes (£/20):

~NaNO; 10°M
~NaH,POs4 10°M
~Na,Si0; 10° M
~NH,CI 10°M
e FeCl; (f/10): 2°10*M
¢ Vitaminas (f/50):
—Tiamina 4x10° M
~Biotin 410" M
—B1, 4*10"° M

La inoculacién inicial fue de 107 célulaslitro™ y el experimento se llevo a cabo
en el mismo tipo de recipiente y mismas condiciones de luz y temperatura descritas para
los casos anteriores.

Pero en este caso dos de las valoraciones metélicas (medio original y dia 10)
fueron realizadas a concentraciones de catecol diferentes del resto, y la comparaciéon de
los resultados debe tener en cuenta este aspecto debido a que el centro de la ventana

espectral utilizado se ha desplazado.
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Dias C(“n;‘;‘)‘" SOl | Akl g Ku | [Lal*Kug alal | logKia | [Lal*Kea | pCu
1 36 10 238 1183 1898 49 27 269 11.30
4 22 62 33 11821 2180 44 2.7 247 11.77
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Tabla XX. Corresponde al medio de cultivo obtenido a partir de agua de mar irradiada con luz ultravioleta. Muestra la evolucién
de la concentracion celular de Phaeodactylum tricornutum, de la capacidad complejante para dos tipos de ligandos obtenida de
modo independiente y de la concentracion de cobre i6nico libre en el medio de cultivo a lo largo del tiempo de experimentacion.
La dltima fila no muestra datos de capacidad complejante ya que fue imposible obtener valores fiables de K; y Cys, por lo que no
se pudo alcanzar una solucion iterarativa.(valores tachados). Los datos correspondientes al medio original y al dia 10 estan

calculados a diferente concentracion de catecol (valores subrayados)
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La figura 118 muestra la evolucion de la concentracion celular a medida que se
desarroll6 el experimento. El cultivo continué creciendo hasta el dia 18, mientras que en
el caso anterior lo hizo solamente hasta el 13, pero hasta ese dia si se comparan las
figuras de crecimiento se observa que la evolucion de la concentracion celular fue muy

similar.
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Figura 118. Muestra la evolucién de la concentracion celular (») y de la concentracion

total de cobre disuelto (¢) a lo largo del experimento. Las flechas indican los dias en que fue
retirada una parte del volumen para su analisis.

El efecto de las adiciones puede ser seguido en la figura 123. La concentracion
inicial de cobre total previamente a la incorporacion de las algas es de 4 nM. Dado que
el dia 4 se registra una concentracion de cobre total disuelto de 2.2 nM frente a una
concentracién de L, de 3.3 nM, se procede a afiadir 4 oM (primera flecha vertical de la
figura 123) al medio de cultivo, llevandolo hasta una concentracion total de cobre
extracelular de 8 nM. El dia 10 de cultivo ante el descenso del cobre total en disolucion
hasta un valor de 5 nM, mientras que la concentracion de L, se habia incrementado
hasta un valor de 5 nM se realizé una adiciéon de 7 nM al medio de cultivo. De esta
forma se mantuvo a la capacidad coniplejante de los ligéndos de alta constante de
estabilidad condicional por debajo de la concentracion total de cobre(Il) en disolucion.
La concentracion final alcanzada es de 1.710% M, y resulta algo mayor que la que se
puede encontrar en aguas costeras, pero es de la misma magnitud de la que puede

encontrarse en bahias y estuarios.

Por desgracia los valores de los parametros de complejacion correspondientes a

la toma de muestra a los 18 dias de cultivo no son validos debido a la presencia de un
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pico en los polarogramas que enmascaraba al de la reduccion del cobre. Este pico no
puede deberse a la reduccion de las sucesivas adiciones de cobre ya que toma el mismo
valor desde el blanco hasta la adicion de 10 nM de cobre, y equivale el valor de este
pico a aproximadamente 3.5 nM de cobre-catecol (60% del cobre total disuelto en el
medio). Por lo tanto debe tratarse de alguna otra sustancia que ha aparecido en el medio
de cultivo capaz de oxidarse a un potencial similar al del cobre(Il). Se ofrece el valor
que puede extraerse para L, directamente del grafico de la linealizaciéon de van den
Berg-Ruzic con los cuatro Gltimos puntos, pero su alto valor parece restarle credibilidad.
Gerringa describe para el caso del cultivo de la diatomea Ditylum brightwellii un caso
similar de perturbaciones de la superficie del electrodo por la presencia de compuestos
organicos reducibles (Gerringa ef al., 1995), sugiriendo una naturaleza organica y un
origen en la diatomea cultivada para esta perturbacion.

En la tabla XX aparecen los valores de los parametros de complejacion calculados
durante el cultivo. Los valores calculados con ventanas espectrales distintas ofrecen
posibles interpretaciones muy interesantes.

El medio original fue valorado con cobre en presencia de 410 M de catecol
(Ctcucatecor=1160), es decir, que la ventana espectral detectable se ha desplazado a valores
de mayor constante de estabilidad condicional. Se supone que la complejacion natural
que registre el primer dia de cultivo debe ser muy similar, dado que apenas ha
comenzado el crecimiento celular, y por tanto es posible comparar ambos valores.

En cuanto a los valores de L, calculados en el medio original corresponden con
la hipotesis de que existe un amplio espectro de compuestos organicos disueltos y que
cuanto mas alta es su constante de estabilidad condicional, menor es su concentracién
(van den Berg et al., 1990). Esto se traduce en detectar una menor cantidad de ligando
(19 por 49 nM) de una mayor Kj, (10.48 por 9.74) al mover la ventana espectral
mediante el uso de una mayor cantidad de catecol por muestra. Parte de los ligandos que
la ventana espectral situada en valores menores de la constante de estabilidad es capaz
de detectar, si existe en el medio una mayor cantidad de complejante artificial, no
pueden competir por el cobre que se aflade al medio, y no aparecen incluidos en la
fraccion de la materia organica disuelta definida como capacidad complejante.

En cambio el caso de L, es diferente. Ambas ventanas espectrales ofrecen el
mismo valor de [L;] (2.8 nM), mientras que la constante de estabilidad condicional es
mucho mayor (4.5 veces). Si se rechazan posibles explicaciones basandose en falsas

estimaciones de la concentracion de cobre total de la muestra, la diferencia en el valor
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de Ky; corresponde al hecho de que de esos 2.8 nM, una importante fraccion
corresponde a ligandos que se hallan por fuera de la ventana espectral detectable con la
Olcucaecol Utilizada en la muestra del dia 1 (405). Su concentracion es calculada ya que
CuL se estima en funcién de restar del valor de cobre total disuelto, el cobre complejado
con el catecol y con los compuestos inorganicos, cuyas concentraciones son detectadas
con la voltametria catodica. Pero se encuentran probablemente saturados con cobre y la
adicion menor de catecol no les fuerza a liberarlo y lograr un equilibrio, mientras que la
adicion mayor secuestra parte de ese cobre y se produce un equilibrio entre el catecol y
estos ligandos y su constante de estabilidad condicional pasa a ser considerada. Por lo
tanto deben existir ligandos en el medio de una constante de estabilidad condicional
varios 6rdenes de magnitud mayor de 11.8.

De todo lo anterior se puede deducir que para la estimacion de L, el valor de
concentracion de catecol escogido para la mayoria de los cultivos es adecuado, ya que
un valor mayor ignoraria una fraccién muy importante de los ligandos del medio. Para
el calculo adecuado de L, es demasiado baja esta concentracion de catecol y el valor de
Ky, queda subestimado. Por un lado parece que puede ser un buen valor de compromiso,
pero el valor de pCu que surge de esta estimacion mas realista es mucho mas alto, y esto
debe suponer una sobreestimacion de la concentracién de Cu”* en el medio en el resto
de los valores. Pero por otro lado esta ventana espectral tan baja permite la utilizacion
de los valores de los parametros de adsorcion de la superficie de Phaeodactylum
tricornutum, obtenidos a una ventana espectral muy similar, en la determinacion de la
especiacion clprica en suspensiones algales.

El valor correspondiente a los 10 dias de cultivo estd conseguido con una
concentracion de catecol de 3107 M (Olcucatec=760). Esta ventana espectral es
intermedia a las otras dos, y también pueden hacerse consideraciones similares a las
anteriores. No existe ningin conjunto de valores al que compararse directamente, pero
puede deducirse de la evolucién de los parametros representados en las figuras 120 y
121 que mientras los valores de los parametros de L; siguen la tendencia general, no lo
hacen asi los correspondientes a L, que se hallan muy por encima de la tendencia
general. Esto debe significar que el desplazamiento de la ventana espectral no es lo
suficiente para detectar los ligandos naturales de muy alta constante de estabilidad
condicional que han sido detectados con una concentracion de catecol de 410°Men el
medio original. Por otro lado, el valor de la fuerza complejante de L; si se ve afectado y

fuera de la tendencia general. La diferencia entre el valor estimado de la constante y el
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que podia esperarse por la tendencia general (en torno a 9.9), no es tan acusada como en
el caso anterior. Todo esto apoya la hipétesis referida de un espectro mas o menos
continuo para los ligandos con constantes de estabilidad condicional bajas (9-11), pero
parece existir una discontinuidad en la distribucion de constantes de estabilidad

condicional en el intervalo de valores de K’1; mayores (12-13).
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Figura 119. Muestra la evolucion de la fuerza complejante a lo largo del experimento. Entre
paréntesis los datos obtenidos con acycateco=760. Entre corchetes el dato obtenido con un
coeficiente ocycateco=1160.

En cuanto a las evoluciones generales de los parametros de complejacion
durante el cultivo, la figura 119 muestra un incremento en la fuerza complejante de
ambos tipos de ligandos estimados a lo largo del cultivo (L, esta cerca de triplicar este
parametro y L, de cuadruplicarlo).

El incremento en la fuerza complejante de L, parece venir dado por una pequefia
exudacion (alrededor de 2 nM) de un complejo de mayor constante de estabilidad
condicional que los preexistentes (en torno a 12.2). Esto indica el aumento de los dos
parametros de complejacion de L con la evolucion del cultivo que muestran las figuras

120y 121.
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Figura 120. Evolucién de la concentracion total de los dos tipos de ligandos estimados. . Entre
paréntesis el dato obtenido con ocycateca=760. Entre corchetes el dato obtenido con
Olcucatecar=1160.
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Figura 121. Evolucion de la constante de estabilidad condicional de los dos tipos de ligandos
estimados. . Entre paréntesis el dato obtenido €on ocucateco=760. Entre corchetes el dato
obtenido con o ycateco=1160.

Para el caso de L, el incremento de la concentracion de ligando aparece muy
evidente (sobre 60 nM, alcanzandose una concentracion mas del doble de la original) y
el incremento de Ky, es mucho menor. De estos datos puede deducirse una excrecion
por parte de Phaeodactylum tricornutum en este cultivo de un ligando organico de
constante de estabilidad condicional en el intervalo 9.9-10 (teniendo en cuenta la

ventana espectral utilizada).
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La adicion de cobre al medio en valores por encima de la capacidad complejante
de los ligandos de mayor constante de estabilidad condicional provoca que a pesar del
incremento de su capacidad complejante, el valor de pCu permanezca en valores bajos a

lo largo del cultivo (figura 122).

12.8
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Figura 122. Evolucion de pCu con el cultivo. Para el medio original aparecen tanto el valor
obtenido (entre corchetes ogycateco=1180), como el que tendria ese medio con una
concentracion de cobre total en disolucién igual a la del dia uno. Aparecen para el dato del dia
4 tanto el valor calculado como el dato que se obtendria con una concentracién de cobre igual
a la del dia 6 (este dltimo unido a la linea). Entre paréntesis el obtenido con c.cycateco=760.

La mayor presencia de Cu(Il) no provoca un cambio en la evolucion de la
concentracion celular del cultivo, por lo que es de suponer que el valor de pCu minimo
que se alcanza el dia 4 (11.04 si se considera una concentracion de cobre total disuelto
de 5.2 nM) no resulta toxico al cultivo. A pesar del bajo nivel de pCu, el cultivo no
logra provocar una fuerte y rapida complejaciéon de forma que este valor aumente de
forma significativa. Esto supondria que la excrecién de ligandos por parte de la
diatomea no es directamente proporcional a la concentracion de cobre i6nico libre, es
decir, que el alga no posee un mecanismo "inteligente" que le permite secretar ligandos
en funcién de las concentraciones ambientales de los elementos toxicos, sino que el
mecanismo que origina la liberacién de exudados debe tener mas que ver con la
excrecion procedente de residuos del metabolismo celular.

El grafico que muestra la especiacion cuprica en el cultivo deja ver la creciente
importancia de la adsorcion a medida que aumenta el numero de células en el medio

(ver figura 123).
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Figura 123. Evolucion de las concentraciones de las distintas especies clpricas enlazadas
tanto por los distintos ligandos del medio (L;, L) como por los grupos funcionales de la
superficie de la diatomea (S;, S;) a lo largo del cultivo. Las flechas verticales marcan los
incrementos de cobre que aparecen en el medio por adicién al medio de cultivo. Las lineas
horizontales discontinuas marcan las concentraciones totales extracelulares entre los dias 1 y 4
y entre los dias 6 y 10.

Al igual que en los casos precedentes, el gran incremento en el nimero de células
presentes en el cultivo origina una importancia creciente de la adsorcion frente a la

complejacidn, a pesar del importante incremento de la fuerza complejante de los dos

tipos de ligandos en disolucién considerados. Pero la figura 123 muestra como en este

caso el proceso de irradiacién ha provocado el descenso inicial de la importancia de la
complejacién (menos del 85% del cobre extracelular del dia uno aparece como
complejado a pesar de la baja concentracién inicial de diatomeas).

Los dos incrementos de cobre en el medio resultan interesantes para ver como
afecta a la especiacion del cobre la proporcién entre las distintas espeéies susceptibles
de complejarlo en el medio. La cantidad de cobre que existe en el medio el dia cuatro es
aproximadamente igual a la concentracion de ligando disuelto del tipo L, (sobre 4 nM).
La gran constante de estabilidad condicional de los ligandos incluidos en este grupo
hacen que casi un 60 % del cobre en el medio permanezca unido a estos ligandos, y el
incremento en unos 4 nM de la concentracién de cobre en el medio se ve en gran

medida complejado por este tipo de ligandos (su concentracién aumenta hasta 3.5 nM y
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sigue siendo la especie mayoritaria). Los ligandos en disolucién de menor constante de
estabilidad también tienen importancia en amortiguar el efecto de esta adicién de cobre,
ya que aumentan su importancia porcentual significativamente (ver figura 124).

El dia 10 (previo a la segunda adicién de Cu(ll)), la especie mayoritaria
continuaba siendo el cobre complejado por los ligandos de mayor constante de
estabilidad condicional a pesar de que su capacidad complejante es mucho menor que la
de los grupos funcionales superficiales de mayor constante de estabilidad (5 nM de L,
frente a 41 nM de S;). El incremento en 7 nM de la concentracién de cobre en el medio,
hasta unos 16 nM (muy por encima de la capacidad complejante de L), es en este caso
retirado de las formas inorganicas en disolucién principalmente por los grupos de la
superficie del alga con mayor constante de estabilidad (5 de los 7 nM afiadidos), ya que
los ligandos en disolucién de mayor constante de estabilidad se encuentran enlazados
con cobre en un 80% de su concentracién y son incapaces de asimilar una adicién

cuprica de esta magnitud.

100 HJ
.. —f— adsorcion |
90 ~ " - complejacién
o.. —&— S1-Cu
80 - L N -0~ 8§2-Cu
e —¥— Cul1l
70 - ‘0-.. —v— Cul2

% Cu extracelular

14

dias
.Figura 124. Porcentajes de cobre complejado con los ligandos organicos disueltos del medio y
de cobre adsorbido sobre la superficie de Phaeodactylum tricornutum, respecto del cobre no
incluido, a lo largo de la evolucién del cultivo.
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Fuerza Fuerza Fuerza Fuerza
di Fnax1 | complejante | complejante [maxz complejante | complejante
'35 1(*10° M) | adsorcién. |complejacién. | (*10° M) | adsorcién. |complejacion.
Tipo 1 Tipo 1 Tipo 2 Tipo 2
1 1.2 77 1900 2.2 22 270
13 48 3100 4940 87 892 830

Tabla XXI. Valores de las capacidades adsortivas de las células de Phaeodactylum
tricornutum al comienzo del cultivo y el dia trece. Aparecen los datos de las fuerzas
complejantes de los dos tipos de grupos superficiales considerados, asi como de los dos
tipos de ligandos disueltos del medio

Por lo tanto una presencia de cobre en el medio 3 o 4 veces la concentracion de L,
hara que este metal sea muy accesible para las superficies biologicas con el riesgo que
supone debido al comportamiento toxico de este metal a elevadas concentraciones

intracelulares.

6.5 ASPECTOS RELEVANTES DE LA COMPLEJACION

Muy pocos trabajos existen sobre la evolucion en cultivos de la capacidad
complejante y los que hay lo son en condiciones muy variadas que dificultan la
comparacién, como son el crecimiento en turbidostatos (Zhou y Wargensky, 1989),
cultivos con altas concentraciones iniciales de metales traza (Seritti, ef al., 1986) o muy

elevadas concentraciones celulares generadas por la utilizacion de medios de cultivo

muy concentrados (McKnight y Morel, 1979). No existen trabajos con el estudio por !

separado de dos tipos de ligandos en cultivos. Muchos experimentos se han desarrollado

con ventanas espectrales inadecuadas por la poca sensibilidad del método utilizado o
por la mala eleccion de alguna variable, y esto en ocasiones hace sacar conclusiones
totalmente opuestas a distintos autores, como es el caso descrito sobre la posible
excrecion de exudados en la fase exponencial del crecimiento por parte del plancton.

La excrecion de exudados por parte de la mayoria de las algas del medio, tanto
eucariotas como procariotas, ya fue establecida por McKnight y Morel (1979)
trabajando con 21 especies diferentes. De este trabajo también se deduce que las células
procariotas son las responsables de la aparicion de los compuestos de mayor constante
de estabilidad condicional.

Van den Berg y Donat (1992) encuentran una relacion lineal entre log 6 (definido

5 como el centro de la ventana espectral utilizada, que para el caso de la voltametria
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catodica de redisolucion es el logaritmo del coeficiente alfa del metal de la valoracion
metalica y el complejante artificial afiadido al medio) y log ouer (la proporcion hallada
entre el metal complejado y el ionico libre en el medio). Esta relacion resulta
independiente del método utilizado (voltametria anddica o catédica de redisoluciéon), del
metal empleado en la valoracion y del medio estudiado, y ademas de pendiente igual a
la unidad. Esto supone que en los medios acuaticos naturales debe existir un amplio
mntervalo de ligandos naturales que ocupen practicamente todo el espectro de posibles
valores de constante de estabilidad condicional. Ademas estos compuestos no deben
presentar una alta especificidad por un metal concreto, ya que esta relacion se encuentra
para el caso de distintos metales. Esta altima hipdtesis se ve apoyada por las altas
constantes de estabilidad condicional respecto del cobre que presentan los compuestos
organicos disueltos responsables de la mayor parte de la complejacion organica del zinc
y del hierro (sideréforos) en medios acuaticos (Xue ef al., 1995; McKnight y Morel,
1980). Todo lo descrito refuerza la necesidad de comenzar a estudiar en cultivos la
capacidad complejante del medio definiendo el mayor nimero posible de compuestos.

Ademas de estas relaciones generales, se ha obtenido para el calculo de la
capacidad complejante en un medio marino a diferentes ventanas espectrales (van den
Berg et al., 1990), un descenso de la concentracion de ligandos del medio cuanto mayor
es la constante de estabilidad condicional calculada. Esto supondria que los ligandos del
medio forman un espectro practicamente continuo de valores de constante de estabilidad
condicional, y que la concentracion de un tipo de ligandos determinado es menor cuanto
mayor sea la constante de estabilidad condicional respecto del cobre de su grupo
funcional susceptible de complejar a este metal. Esta hipotesis debe ser tomada con
reservas en funcion de los resultados obtenidos a distintas ventanas espectrales en el
caso del agua irradiada previamente, donde se aprecian posibles discontinuidades en la
distribucion.

| En cuanto al comportamiento de los dos tipos de ligandos observado durante el

desarrollo de los cultivos, se pueden deducir las siguientes conclusiones.

El hecho mas evidente que resulta de la comparacién entre los diversos cultivos es
que la fuerza complejante de L, siempre aumenta. Por otro lado los valores de [L,]
correspondientes a tomas de muestras en la fase inicial del desarrollo del cultivo, son
muy parecidos a los del medio inicial y apenas crecen hasta el dia 4-6. Tras esto
aparecen incrementos bien definidos en todos los cultivos durante la fase de crecimiento

logaritmico. La fuerza complejante se ve incrementada en continuo en todos los
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cultivos. Esto hace pensar en que la liberacion de exudados de baja constante de
estabilidad condicional es realizado por Phaeodactylum tricornutum en continuo sea
cual sea el medio de cultivo en que se encuentre, y durante todas las fases de
crecimiento. Un cultivo como el realizado en presencia de EDTA (lo que supone una
fuerte complejacion de las especies metalicas toxicas del medio), con una pequefia
concentracion de cobre i6nico libre (la especie susceptible de atravesar la membrana y
que resulta toxica a concentraciones elevadas), experimenta un gran incremento en la
concentracion de este ligando de menor constante de estabilidad condicional, mientras
que el cultivo con menor capacidad complejante, el de agua de mar irradiada, no
experimenta un crecimiento en el valor de la concentracion de L; especialmente elevado
en unidades de moles exudados por célula que aparecen en el cultivo. Esto elimina la
posibilidad de que la excrecién de L, venga dada por un mecanismo de respuesta a
concentraciones elevadas de especies toxicas, sino que mas bien parece ser este tipo de
ligando un producto de excrecion del metabolismo de la diatomea. No queda muy claro
en este trabajo si los compuestos excretados por parte del alga, son exactamente los
mismos en todos los cultivos. La comparacion entre los diversos medios de cultivo de
las constantes de estabilidad condicional calculadas debe hacerse teniendo en cuenta
que esta constante depende de la composicion del medio, y si bien, debido a la
disolucién tamponadora utilizada, todas corresponden a un valor de pHygs de 7.8, la
fuerza ib6nica no sera exactamente la misma en todas las muestras. Si se calcula la
cantidad y la constante de estabilidad que deben tener los aportes al medio de L, para
que los parametros de complejacion tomen los valores que alcanzan al final, los valores
obtenidos en los cultivos de agua de mar artificial, agua oceanica superficial, y la
irradiada coinciden en el intervalo: 10.0-10.2; mientras que el aporte al medio en el
cultivo de agua oceédnica profunda parece ser de unos ligandos de constante de
estabilidad ponderada ligeramente mayor, entre 10.4 y 10.6 (tal vez este valor mayor sea
debido a la menor salinidad que poseen las aguas de esta profundidad respecto de las
superficiales). No puede excluirse en este ultimo caso que, al igual que sucede con los
ligandos de mayor constante de estabilidad, una fraccion de las moléculas
pertenecientes a este grupo se haya fotodegradado alterando el peso estadistico de los
ligandos organicos que permanecen en disolucion.

En sus trabajos, tanto Moffett (Moffet ef al., 1990, Moffett, 1995), como Coale y
Bruland (1988, 1990) sugieren una naturaleza refractaria y de origen no biologico de los

ligandos de menor constante de estabilidad. De este trabajo se deduce que esta hipotesis,
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st bien puede ser valida para una importante fraccion de los ligandos en medios
naturales de baja constante de estabilidad condicional, una parte significativa de estos
compuestos, al menos en la capa superficial oceanica, debe provenir de las diatomeas u
otras especies algales presentes en el medio.

El comportamiento de los parametros de complejacion del tipo de ligando de
mayor constante de estabilidad condicional (L;) ofrece mayores dudas en su
interpretacion, tanto por el mayor error que lleva asociado su calculo, como por las
tendencias muy diferentes encontradas. En el estudio llevado a cabo en agua oceanica
superficial parece existir un evidente aporte de ligandos de una constante de estabilidad
condicional ponderada en torno a 11.9-12 al medio por parte de la diatomea (sobre 3-4
nM durante la fase de crecimiento exponencial). En el estudio llevado a cabo en agua de
mar irradiada también parece existir un pequefio aporte de ligandos de una constante de
estabilidad condicional algo mayor (12.05-12.2) por parte de Phaeodactylum
tricornutum (sobre 2 nM). En el caso del medio artificial el nimero de puntos
estudiados es muy pequefio y existe la duda de si el aporte de este tipo de ligando es
nulo o como mucho de una cantidad en torno a 1 nM de una constante de estabilidad
condicional proxima a la estimada para los casos anteriores. En estos tres cultivos
citados, el impacto en la concentracion de L; es mayor en los casos en que la
concentracion celular que alcanza el cultivo es mayor. El resultado del agua de origen
profundo es totalmente diferente ya que existe un descenso en la presencia de L; en el
medio de cultivo, y como se ha comentado previamente debe relacionarse este hecho
con el origen del medio. La desaparicion de ligando de tipo L; en el agua de origen
oceanico profundo emplazada en una camara de cultivo, no puede excluir la posibilidad
de que la diatomea se encuentre excretando compuestos como los que aparecen en los
otros tres ejemplos, y que esos 2-3 nM (K,~12.3) que quedan finalmente en el medio
sean un exudado no fotodegradable de la diatomea. De esto puede deducirse una posible
excrecion por parte de Phaeodactylum tricornutum no solamente del compuesto de
estabilidad condicional baja resefiado, sino ademas de unos compuestos de estabilidad
condicional de media ponderada en el intervalo 12-12.3 (pH=7.8), responsables de la
mayor parte de la complejacion del cobre disuelto en el medio siempre que su
concentracion se mantenga en los valores bajos propios de aguas oceanicas (0.5-3 nM
Cu total disuelto).

El hecho de que las diatomeas sean capaces de excretar compuestos organicos al

medio con una alta constante de estabilidad condicional por el cobre, debe resultar de
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una importancia fundamental en la especiacion del mismo, debido a la gran presencia
que tienen las diatomeas dentro de las poblaciones algales oceanicas (son las
poblaciones mayoritarias en zonas tan importantes como las de afloramiento y
plataformas continentales; Werner, 1977). Esta excrecion no parece ser respuesta a
concentraciones externas, ya que se realiza con concentraciones de ion cuprico libre
muy variadas (pCu=11-12.5) y que no deben resultar toxicas a la diatomea, aunque no
es posible determinar si han existido altas concentraciones de otro metal diferente. No
resulta probable este caso debido al diverso origen de los medios utilizados y a la
exhaustiva limpieza de los recipientes utilizados, que hace que la concentracion de
cobre de comienzo del cultivo sea siempre sdlo 1 6 2 nM mayor que al comienzo
(aporte de las disoluciones de hierro, nutrientes y vitaminas).

También resulta muy importante para la comprension de la complejacion del
medio la comparacién de las constantes de estabilidad condicional de los exudados y de
la superficie del alga (con la reserva natural que se debe tomar al ser técnicas diferentes
y dotadas de una minima diferencia entre sus ventanas espectrales). Como ya se observo
en las medidas llevadas a cabo con voltametria anddica, los exudados liberados por
parte de Phaeodactylum tricornutum son mas afines por el cobre que los grupos
superficiales del alga. Con la voltametria catodica, ademas de demostrar la existencia y
complejidad de esta liberacion de materia organica complejante, se ha podido establecer
que liberan exudados de mayor constante de estabilidad (promediada) que la media
ponderada de los grupos superficiales de la diatomea de mayor constante de afinidad
por el cobre. Asimismo, los grupos exudados menos afines también son de mayor
constante de estabilidad que los del exterior de la diatomea. Esto hara que la tendencia
que tomara el medio ante la presencia de esta diatomea sea la de mantener el cobre en
disolucién complejado organicamente, y que deje de ser accesible en gran medida no
solo a los complejantes inorganicos, sino ademas a las superficies biologicas. El ultimo
medio estudiado también evidencia la importancia de la relacién en medios naturales
entre las concentraciones de metales en disolucion y de los ligandos de alta constante de
estabilidad, ya que una alta concentracion total de metal (caso de aguas costeras) puede
hacer que los iones cipricos sean accesibles a las superficies biologicas a pesar de la
afinidad que puedan poseer los ligandos en disolucién. Moffett (1995) ya apunta
incrementos en la concentracién del ion cuprico en aguas en las que la concentracion de

cobre total en disolucién supera a la de L;, aunque en este trabajo no se calcula la
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concentracion de L, y es posible que se esté sobreestimando ligeramente la
concentracion de Cu®”.

La hipétesis de que si una concentracion toxica para la diatomea ([Cu®*]>10"' M
para diatomeas segiin McKnight y Morel, 79) haria activar una mayor excreciéon de
ligandos por parte del alga, como apuntan numerosos autores (Gerringa et al., 1995;
Coale y Bruland, 1988, 1990), no queda demostrada ni eliminada en este trabajo. Pero si
queda demostrado que este proceso “inteligente” de respuesta del alga a las condiciones
ambientales no es en ningun caso la causa unica de la liberacion de exudados por parte
de Phaeodactylum tricornutum, como ap‘untan esos mismos autores. El trabajo de Zhou
y Wangersky (1989) apoya en parte esta tesis ya que encuentra en un cultivo en
turbidostato de Phaeodactylum tricornutum un mayor crecimiento de la capacidad
complejante durante periodos de iluminaciéon que durante periodos de oscuridad, en
presencia de una concentracion supuestamente constante de elementos traza (no reflejan
concentraciones en su trabajo). Las condiciones del estudio impidieron obtener
concentraciones de ligandos exudados por la constante renovacién del medio, y sélo se
obtuvieron parametros de complejacion para un solo tipo de ligando. Pero si que se
determiné que la diatomea excreta algun compuesto como consecuencia del proceso de
fotosintesis que experimenta en condiciones de luminosidad, y no de las condiciones
ambientales.

El caso del cultivo en el que se utilizd agua irradiada demuestra la importancia de
intentar trabajar un mismo medio con varias ventanas espectrales para tener una
descripcion aproximada del rango completo de ligandos existentes en el medio sea cual
sea su afinidad por el metal de estudio. Aunque esto resulta muy dificil, por la
limitacién de tiempo y de cantidad de medio, en el estudio de la evoluciéon de
capacidades complejantes en cultivos.

De igual forma no queda duda de la necesidad de trabajar con un método dotado
de un limite de sensibilidad lo suficientemente bajo para que sea posible detectar dos
tipos de ligandos al menos, y en bajas concentraciones. Esto queda reflejado en la
incapacidad encontrada previamente para encontrar exudados de alta constante de
estabilidad cuando se ha utilizado la técnica de voltametria anodica de redisolucion casi
en la totalidad de los casos. Hasta el momento todos los estudios en cultivo se habian
resuelto con la determinacion de una sola constante de estabilidad condicional, con lo
que se decia que el alga aportaba al medio exudados en una determinada concentracién

y de una constante de estabilidad fijada. El hecho de haber encontrado estos dos tipos de
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ligandos en medios de origen diferente y de que Phaeodactylum tricornutum ha
demostrado liberar compuestos organicos al medio en dos cultivos al menos de dos
diferentes naturalezas (es decir, compuestos con diferente constante de estabilidad
condicional), demuestra que las algas no solo aportan un determinado ligando al medio
dependiendo de la especie, sino que su metabolismo origina que aporten al medio un
espectro variado de compuestos de distinta afinidad por los elementos traza del medio, y
al parecer, en todas las fases de crecimiento.

Mucho se ha especulado con la posible toxicidad para el fitoplancton de las aguas
de origen profundo que alcanzan la superficie en las zonas de afloramiento, debido a la
mayor concentracion de elementos toxicos que presentan estas aguas y a la menor
capacidad complejante que se les supone. Este fendmeno se debe ver agravado ante la
aparente confirmacion de la hipotesis de Moffett (Moffet ez al., 1990; Moffett, 1995) de
que la materia organica de aguas profundas con alta constante de estabilidad condicional
por el cobre es susceptible de degradarse en superficie. Pero si se tiene en cuenta que la
gran mayoria de la produccion primaria en estas areas se debe a la presencia de
diatomeas (Werner, 1979), capaces como se deduce de este trabajo de excretar un
espectro de moléculas complejantes de elementos traza, la toxicidad debido a procesos
de afloramiento debe reducirse considerablemente. Sera importante en estas areas
determinar la relacion de especies planctonicas en el medio, ya que la concentracién de
ion cuprico que resulta toxica es funcién de la especie, asi como la constante de
estabilidad condicional de los exudados liberados al medio (como se ha podido apreciar
en los experimentos realizados con voltametria de redisolucion anddica).

El célculo aproximado de la concentracion de la fraccion de cobre adsorbida sobre
la superficie de la diatomea da idea ademas de la minima importancia del requerimiento
celular cuprico en condiciones experimentales de baja presencia de cobre total en
disolucién (nanomolar) y baja concentracion de ion libre en disolucion (pCu> 11 en
todos los experimentos). Condiciones muy raramente empleadas experimentalmente y

que son mucho mas representativas de las caracteristicas reales del océano.
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Conclusiones

La utilizacion de técnicas voltamétricas para la determinacion de la especiacion
metélica en el medio marino en presencia de suspensiones celulares de las diatomeas
Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira weissflogii ha permitido la obtencion de las

siguientes conclusiones:

1. La heterogeneidad de los grupos funcionales capaces de complejar al
cobre y al plomo tanto de la superficie de las diatomeas de estudio como de los
ligandos naturales presentes en disolucién en aguas marinas, como de los exudados
que dichas diatomeas liberan al agua oceanica. De este hecho se desprende la
necesidad de la utilizacion de una técnica lo suficientemente sensible y en condiciones
limpias, como para resolver los distintos tipos de ligandos existentes a pesar de la baja

concentracion en que se encuentran aquellos de mayor afinidad por los metales traza.

2. El insuficiente peso estadistico otorgado a la obtencion de los parametros
de adsorcion o complejacion de los ligandos de mayor constante de estabilidad, por los
métodos descritos en la bibliografia previamente. La combinacién de las
linealizaciones de la isoterma de Langmuir ya descritas por otros autores, da lugar a la
obtencion de un método iterativo que mejora el calculo de los parametros de

complejacion o adsorcion de este tipo de ligandos.

3. El gran parecido de las caracteristicas adsortivas de las superficies de
Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira weissflogii tanto para el cobre como para
el plomo (ver tabla XXIII), asi como la gran similitud de sus propiedades acido-base
superficiales (tabla X) sugieren una composicion muy similar de la region exterior de

la pared celular de ambas diatomeas.

4. La gran dependencia de la reaccion de adsorcion de metales traza sobre
diatomeas con las propiedades fisico-quimicas del medio (temperatura, salinidad, pH,
concentracion de otros cationes). El hecho de que una alta concentracién de protones o
de cationes mayoritarios en el medio disminuya la concentracion de la fraccion
metalica adsorbida implica una naturaleza doble de la reaccion de adsorcion. Puede
producirse por desprotonacion de un grupo funcional o por intercambio idnico con el

mismo.
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5. Los distintos grupos funcionales de las superficies de ambas algas son
bastante especificos por un determinado metal traza ya que adiciones a una gran

concentracion de otro metal no desplaza de una forma significativa al ya adsorbido.

6. Los ligandos que exudan las diatomeas estudiadas no resultan ser tan
similares como lo son sus superficies ya que sus parametros de complejacion difieren
bastante tanto para el caso del cobre (K’=9.3 / 9.8), como para el del plomo (K’=9.8 /
10).

7. Estos exudados resultan temer una total especificidad por el metal
respecto del cual se define la capacidad complejante. También presentan, si se
considera un modelo homogéneo de la superficie de la diatomea, una mayor afinidad
tanto por el cobre como por el plomo que la de los grupos funcionales de la superficie

de las diatomeas

8. La presencia de diatomeas va a incidir en el medio marino, debido a las
caracteristicas comparadas de sus superficies y sus exudados, en un incremeﬁto de la
importancia de la complejacion organica disuelta respecto de la adsorcion en la
especiacion del cobre y del plomo en disolucién. La tasa de liberacion de exudados por
célula es mayor para los compuestos capaces de complejar al cobre que para los afines
al plomo en el caso de las dos diatomeas estudiadas, de igual modo que el agua

oceanica tiene una mayor capacidad complejante por el cobre que por el plomo.

9. El diferente comportamiento que poseen los ligandos en disolucion y los
grupos funcionales de la superficie de ambas diatomeas frente al pH y ante la
presencia de otros metales traza en el medio, asi como sus distintas afinidades por los
metales en disolucion sugieren una distinta naturaleza de las distribuciones de los
grupos funcionales capaces de complejar a los metales traza de la materia organica

disuelta y de la pared celular de diatomeas.

10. La posibilidad de obtener, mediante el empleo de la voltametria catodica
de redisolucion en el estudio de las capacidades complejantes del agua de mar, la
existencia en disolucion en aguas oceanicas de diversas profundidades de un espectro

de ligandos disueltos naturales de distintas afinidades por el cobre.
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Conclusiones

11. En medios naturales, la menor concentracién celular total respecto de la
utilizada en estos experimentos, y la presencia de ligandos en disolucion de alta
afinidad por los metales en disolucién (como queda de manifiesto mediante el empleo
de la técnica de voltametria de redisolucién catédica), debe provocar un predominio de
la complejacion sobre la adsorcion en la especiaciéon del cobre de varios érdenes de
magnitud. Esto reduce drasticamente el posible efecto que el ion cuprico pueda tener

sobre las superficies biologicas.

12, La constatacion de la liberacion por parte de Phaeodactylum tricornutum
de un espectro de distintos exudados con capacidad de complejar al cobre en
disolucién, independientemente de la fase de crecimiento del cultivo y del medio en
que se encuentre. Esta liberacion no responde, al menos de forma exclusiva, a una alta

concentracion en el medio de ion clprico.

13. La enorme heterogeneidad de los ligandos organicos naturales, tanto en
la columna de agua en el océano, como de los compuestos exudados por las diferentes

especies planctonicas.
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Anexos

ANEXO 1

Algoritmo para el calculo de los parametros de complejacion de dos tipos de
ligandos en un medio a partir de los datos de una valoracién metalica. Durante el

proceso se aplica la transformada de van den Berg-Ruzic.

1 CLS:REM Cilculo capacidad complejante. Método mixto
2 REM Programa realizado por Luis Miguel Laglera Baquer
5 DIM AD(100),IP(100),X(100),Y(100),Z#(100)

10 INPUT"nombre del fichero donde se hallan los datos":NOM$:NOMS$="c\"+NOMS$
20 OPEN NOMS FOR INPUT AS# 1

25 REM Lectura del fichero resultado de la valoracion metalica
- 30 FOR I=1 TO 100

40 INPUT#1,AD(I),IP(I)

45 PRINT AD(I);IP(I)

50 IF EOF(1) THEN GOTO 70

60 NEXT I

70 NP=1:CLOSE(1)

75 PRINT P:NOM3$="¢c:\"+"res.txt"

80 INPUT"n° de datos para calcular L1";N1

90 INPUT"n° de datos para calcular L2";N2

100 CCCC=0:CLOSE(1)

110 CLS

120 INPUT"valor de la sensibilidad (nA/nM)";S

130 S=S*1E+09

140 CLS

150 INPUT"Cobre total en la muestra original (nM)";CUT
160 CUT=CUT/1E+09

205 REM Calculo del coeficiente alfa del catecol

210 INPUT"pH de trabajo";PH

220 H=10"((-1)*PH)

230 CLS

240 PRINT

250INPUT"Concentraci¢n de catecol utilizada";:CAT

260 PRINT

270 INPUT"Coeficiente alfa del cobre a ese pH";ACU
280 CLS

290 ALFA=1+H*H/1E-13/5.88843E-10+H/1E-13

300 PRINT"Alfa(cat)=";ALFA

310 B=8.511383E+24/ALFA"2

320 K=5.126807E+13/ALFA

330 PRINT:PRINT:KKK=.434294*LOG(K)

340 PRINT"K[1](Cucat)="K;" (";KKK;")"

350 PRINT:PRINT:PKB=.434294*LOG(B)

360 PRINT"K[1,2](Cucat)= ";B;" (";PKB;")"

370 ALFA2=K*CAT+B*CAT"2

380 PRINT:PRINT:PRINT :PRINT:PRINT
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390 PRINT"alfa(Cucat)=";ALFA2

395 ALFA2=ALFA2+ACU

400 FOR I=1 TO N1:REM Célculo de la estimacion inicial de CL1y KL1

410 X(I)=IP()/S

420 Y(D)=IP(D/(S*(CUT+AD(1))-IP(D))

425 NEXT I

430 Al=1:A2=N1:IF CCCC=0 THEN A2=3

440 GOSUB 1000:REM Llamada a la subrutina de regresion por minimos cuadrados

450 KL1=KL

460 CL1=CL

465 sekl1=alfa2*(bb*(1/aa*seaa/aa)+1/aa* sebb):secl1=1/bb*sebb/bb:rem Expresion
desviacion estandard de los parametros de complejacion

470 CCCC=CCCC+1

475 REM Céalculo de CuL?2 eliminando la concentracioon de CuL1 Linealizacion de
Scatchard

480 FOR I=NP-N2+1 TO NP

490 Y(I)= IP(D)/(S*(CUT+AD())-IP(D*(1+(KL1 *CL1/(KL1*IP(1)/S+ALFA2))))

500 X(D)=IP(L)/S

510 NEXT 1

520 A1=NP+1-N2:A2=np

530 GOSUB 1000:REM Llamada a la subrutina de regresion por minimos cuadrado

540 CLS

550 KL2=kl:CL2=cl

560sekl2=alfa2*(bb*(1/aa*seaa/aa)+1/aa*sebb):secl2=1 /bb*sebb/bb:rem Expresion
desviacion estandard de los parametros de complejacion

570PRINT "Iteraci¢n nfmero ",CCCC

580 PRINT

600 REM presentacion visual de los valores obtenidos

610 PE1=LOG(KL1)*.4342945

620 PRINT"CL1= ";CL1;"+-";secl1,"KL1="KL1;" (";PEL;")";"(+" LOG(KL1+sekl1)
* 4342945 -LOG(KL1)* 4342945;")"

630 PRINT

640 PE2=LOG(KL2)*.4342945

650 PRINT"CL2= ";CL2;"+-";secl2,"KL2= ";KL2;" (";PE2;")";"(+-";LOG(KL2+sekl2)
* 4342945-LOG(KL2)*.4342945,")"

660 PRINT:PRINT:PRINT:PRINT

670 INPUT" Desea hacer otra iteracign?(s/n)";IT$

680 IF IT$="n" THEN GOTO 760

690 IF IT$<>"s" THEN GOTO 670

695 REM Calculo de CuL1 eliminando la concentracioon de CuL2 Linealizacion de van
den Berg-Ruzic

700 FOR I=1 TO N1

710 Y()=IP(I)/(S*(CUT+AD(I))-IP()*(1 +(KL2*CL2/(KL2*IP(I)/S+ALFA2))))

720 NEXT I

730 INPUT JHGJHS:CLS

740 GOTO 430-REM Regresa a hacer otra iteracion

750 CLS-REM Llamada a la subrutina que calcula pCu en el medio previo a la adicion
de catecol

760 GOSUB 7000

770 PRINT" El pCu teérico calculado es de " LOG(CU2)*-.43429448#,"(",CU2;")"
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780 PRINT N1;N2

790 XX=CU2*ALFA2/CUT

800 ALFACU=ALFA2*(1-XX)/XX

810 PRINT "alfa CuL =";ALFACU;"(";LOG(ALFA2*(1-XX)/XX)* 43429448#;")"

820 PRINT:PRINT "MEDIO ORIGINAL":REM Calculo de la especiacion del cobre en
el medio previo a adiciones a partir del dato de Cu2+

830 PRINT "Cobre total =";CUT,"% complejado organicamente";
(KL1*CL1*CU2/(1+KL1*CU2)+KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2))/CUT*100

840 PRINT "CuL1 ="; KL1*CL1*CU2/(1+KL1*CU2);"("; .43429448#
*LOG(KL1*CL1*CU2/(1+KL1*CU2)/CU2);")";"(";KL1*CL1*CU2/(1+KL1*CU2
)/CUT*100;"% )"

850 PRINT "CuL2=";KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2);"(";.43429448#
*LOG(KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2)/CU2);")";"(";KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2
) CUT*100;"% )"

860 PRINT "Cu inorganico =";CU2*ACU;"("; CU2*ACU/CUT*100;"% )"

880 OPEN NOM3$ FOR OUTPUT AS# 3:REM Escritura de resultados en un fichero

885 PRINT#3,NOM$,N1;N2,"s=";s,alfa2

890 PRINT#3,"CL1=";CL1;"+-";secll;" ";"KL1=";KLI1;" (";PE1;")";"(+-
";LOG(KL1+sekll1)* 4342945-LOG(KL1)* 4342945;")"

900 PRINT#3,"CL2= ";CL2;"+-";secl2;"  ";"KL2=";KL2;" (";PE2;")";"(+-
", LOG(KL2+sekl2)* 4342945-LOG(KL2)* 4342945;")"

905 PRINT#3,"alfa CuL ="; ALFACU;"(";LOG(ALFA2*(1-XX)/XX)*.43429448#;")"

910 PRINT#3,"MEDIO ORIGINAL:"

920 PRINT#3, "Cobre total =";CUT,"% complejado organicamente"
(KL1*CL1*CU2/(1+KL1*CU2)+KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2))/CUT*100

930PRINT#3,"CuL1=";KL1*CL1*CU2/(1+KL1*CU2);"("; 434294484*LOG(KL1*CL
1*CU2/(1+KL1*CU2)/CU2);")";"("; KL1*CL1*CU2/(1+KL1*CU2)/CUT*100
;"% )" .

940 PRINT#3, "CuL2 =";KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2);"("
;-43429448#* LOG(KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2)/CU2)c;")";"("; KL2*CL2*CU2/
(1+KL2*CU2)/CUT*100;"% )"

950 PRINT#3, "Cu inorganico =";CU2*ACU;"("; CU2* ACU/CUT*100;"% )"

960 PRINT#3," El pCu teorico calculado es de ";LOG(CU2)*- 43429448#;"(";CU2;")"

970 PRINT#3," "

980 CLOSE(2)

990 END

1000 REM Subrutina de calculo de regresion lineal por minimos cuadrados

1005 XM=0

1010 YM=0

1020 XY=0

1030 X2=0:se=0

1040 FOR I=A1 TO A2

1050 XM=X(1)+XM

1060 YM=Y(I)+YM

1070 XY=X()*Y(D)+XY

1080 X2=X(D*X(I)+X2

1090 NEXT I

1100 YM=YM/(A2-(A1-1))

1110 XM=XM/(A2-(A1-1))

1120 BB=(XY-YM*XM*(A2-(A1-1)))/(X2-XM*XM*(A2-(Al-1)))
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1125 AA=YM-BB*XM

1130 FOR i=al TO a2:e=y(i)-(aa+bb*x(i)):se=se+e*e:NEXT iREM se=sumatorio de
errores residuales

1140 var=-xm*(A2-(A1-1))/SQR((A2-(A1-1))*x2):REM Expresion del calculo de la
varianza

1145 s2=se/((A2-(Al-1))-2)

1150 REM expresiones para la varianza asociada a las estimaciones de la pdte y corte
con el eje de abcisas

1160 vaa=1/(l-var’\2)*s2/(A2-(A1—1)):vbb=1/(1-var/\2)*s2/x2

1170 REM expresiones para la desviacion estandar asociada a las estimaciones de la
pdte y corte con el eje de abcisas

1180 seaa=sqr(vaa):sebb=sqr(vbb)

1185 REM Expesiones de los parametros de complejacion a partir de las caracteristicas
de la recta

1190 CL=1/BB

1200 KL=ALFA2*BB/AA

1210 RETURN

1220 END

7000 REM Subrutina calculo numerico para la estimacion del ion cuprico libre a partir
del cobre total en el medio original

7010 IF CUT=0 THEN CUT=AD(1)

7020 A#=IP(1)/S/ALFA2/1000

7030 B#=IP(1)/S/ALFA2

7040 V#=A#

7050 GOSUB 8000

7060 FA#=R#

7070 V#=B#

7080 GOSUB 8000

7090 FB#=R#

7100 EPS#=IP(1)/S/ALFA2/1000000!

7120 FOR J=2 TO 1000

7130 Z#())=A#-(((B#-A#)/(FB#-FA#))*F A#)

7140 DIF#=ABS(Z#(J)-Z#(J-1))

7150 IF DIF#<EPS# THEN GOTO 7300

7160 B#=Z#(J)

7170 V#=B#

7180 GOSUB 8000

7190 FB#=R#

7200 NEXT J

7300 CU2=Z#(J)

7350 RETURN

7400 END

8000 REM subrutina calculo funcion obtencion de raices

8010 R#=(KL1*CL1*V#/(1+KL1 *VH#)+KL2*CL2*V#/(1+KL2*V#)+V#* ACU+V#-
(CUT)):REM Funcién a minimizar

8020 RETURN

8030 END
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ANEXO 2

Algoritmo para el calculo de los parametros de complejacién de dos tipos de
ligandos en un medio a partir de los datos de una valoracion metalica. Durante el

proceso se aplica la transformada de Scatchard.

1 CLS:REM Calculo capacidad complejante. Linealizacion de Scatchard
2 REM Progarma realizado por Luis Miguel Laglera Baquer
5 DIM AD(100),IP(100),X(100),Y(100),Z#(100)

10 INPUT "nombre del fichero donde se hallan los datos";NOM$:NOMS$="c:\"+NOM$
20 OPEN NOMS FOR INPUT AS# 1

25 REM Lectura del fichero resultado de la valoracién metalica
30 FOR I=1 TO 100

40 INPUT#1,AD(I),IP(])

45 PRINT AD(I);IP(I)

50 IF EQOF(1) THEN GOTO 70

60 NEXT I

70 NP=I:CLOSE(1)

75 PRINT P:NOM3$="c:\"+"res.txt"

80 INPUT"n° de datos para calcular L1";N1

90 INPUT"n® de datos para calcular L2";N2

100 CCCC=0:CLOSE(1)

110 CLS

120 INPUT"valor de la sensibilidad (nA/nM)";S

130 S=S*1E+09

140 CLS

150 INPUT"Cobre total en la muestra original (nM)";CUT
160 CUT=CUT/1E+09

205 REM Calculo del coeficiente alfa del catecol

210 INPUT"pH de trabajo";PH

220 H=10"((-1)*PH)

230 CLS

240 PRINT

250INPUT"Concentraci¢n de catecol utilizada";CAT

260 PRINT

270 INPUT"Coeficiente alfa del cobre a ese pH";ACU
280 CLS

290 ALFA=1+H*H/1E-13/5.88843E-10+H/1E-13

300 PRINT"Alfa(cat)="; ALFA

310 B=8.511383E+24/ALFA"2

320 K=5.126807E+13/ALFA

330 PRINT:PRINT:KKK=434294*LOG(K)

340 PRINT"K[1](Cucat)="K;" (";KKK;")"

350 PRINT:PRINT:PKB=.434294*LOG(B)

360 PRINT"K[1,2](Cucat)=";B;" (";PKB;")"

370 ALFA2=K*CAT+B*CAT"2

380 PRINT:PRINT:PRINT:PRINT:PRINT
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390 PRINT"alfa(Cucat)=";ALFA2

395 ALFA2=ALFA2+ACU

400 FOR I=1 TO N1:REM Céiculo de la estimacion inicial de CL1 y KL1

405 X(I)=(CUT+AD(I))-IP(1)/S

410 Y(I)=X(I)* ALFA2/IP(I)*S

420 NEXT 1

430 A1=1:A2=N1:IF CCCC=0 THEN A2=3

440 GOSUB 1000:-REM Llamada a la subrutina de regresion por minimos cuadrados

450 KL1=KL

460 CL1=CL

465 sekl1=sebb:secl1=aa*(1/bb*sebb/bb)+1/bb*seaa:REM Expresion desviacion
estandard de los parametros de complejacién

470 CCCC=CCCC+1

475 REM Calculo de CuL?2 eliminando la concentracioon de CuL1. Linealizacion de
Scatchard

480 FOR I=NP-N2+1 TO NP

490 Y ()= IP(D/S*(CUT+AD(I)-IP(1)*(1+(KL1*CL1/(KL1 *IP(1)/S+ALFA2))))

500 X(D=IP(1)/S

510 NEXTI

520 A1=NP+1-N2:A2=np

530 GOSUB 1000:REM Llamada a la subrutina de regresion por minimos cuadrado

540 CLS

550 kI2=kl:cl2=cl

560 sekl2=sebb:secl2=aa*(1/bb*sebb/bb)+1/bb*seaa:REM Expresion desviacion
estandard de los pardmetros de complejacion

570PRINT "Iteraci¢n namero ",CCCC

580 PRINT

600 REM presentacion visual de los valores obtenidos

610 PE1=LOG(KL1)* 4342945

620 PRINT"CL1= ";CL1;"+-";secl],"KL1=";KL1;" (";PEL;")";"(+-
" LOG(KL1+sekl1)* 4342945-LOG(KL1)*.4342945;")"

- 630 PRINT

640 PE2=LOG(KL2)*.4342945

650 PRINT"CL2= ";CL2;"+-";secl2,"KL2= ";KL2;" (";PE2;")";"(+-
"1 OG(KL2+sekl2)*.4342945-LOG(KL2)* 4342945;")"

660 PRINT:PRINT:PRINT:PRINT

670 INPUT""Desea hacer otra iteracign?(s/n)";IT$

680 IF IT$="n" THEN GOTO 760

690 IF IT$<>"s" THEN GOTO 670

695 REM Calculo de CuL1 eliminando la concentracion de CuL2.Linealizacion de
Scatchard

700 FOR I=1 TO N1

705 X(I)=((CUT+AD(I))-IP(I)/S*(1+KL2*CL2/(ALFA2+KL2*IP(I)/S)))

710 Y(I)=X(I)* ALFA2/TP(I)*S

720 NEXT I

730 CLS

740 GOTO 430:REM Regresa a hacer otra iteracion

50 CLS:REM Llamada a la subrutina que calcula pCu en el medio previo a la adicion de

catecol
760 GOSUB 7000
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770 PRINT" El pCu'teérico calculado es de " LOG(CU2)*-.43429448#,"(";,CU2,")"

780 PRINT N1;N2

790 XX=CU2*ALFA2/CUT

800 ALFACU=ALFA2*(1-XX)/XX

810 PRINT "alfa CuL =";ALFACU;"(";LOG(ALFA2*(1-XX)/)O()*.43429448#;")"

820 PRINT:PRINT "MEDIO ORIGINAL":REM Calculo de la especiacion del cobre en
el medio previo a adiciones a partir del dato de Cu2+

830 PRINT "Cobre total =";CUT,"% complejado organicamente”
(KL1*CL1*CU2/(1+KL1 *CU2)+KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2))/CUT* 100

840 PRINT "CuL1 =";KL1*CL1*CU2/(1+KL1*CU2);"("
;.43429448#*LOG(KL1*CLl*CUZ/(1+KL1*CUZ)/CUZ);“)";"(";KLl*CLI*CUZ/
(1+KL1*CU2)/CUT*100;"% )"

850 PRINT "CuL2 =";KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2);"("
;.43429448#*LOG(KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2)/CU2);")";"(";KL2*CL2*CU2/
(1+KL2*CU2)/CUT*100;"% )" '

860 PRINT "Cu inorganico =";CU2*ACU;"("; CU2*ACU/CUT*100;"% )"

880 OPEN NOM3$ FOR OUTPUT AS# 3:REM Escritura de resultados en un fichero

885 PRINT#3,NOMS$ N1;N2,"s=";s,alfa2

890 PRINT#3,"CL1=",CL1;"+-";secll;" ";"KL1=";KL1," (";PEL;")";"(*+-
" LOG(KL1+sekl1)* 4342945-LOG(KL1)* 4342945;")"
900 PRINT#3,"CL2= ";CL2;"+-";secl2;"  ";"KL2=";KL2;" (";PE2;")";"(*-

";LOG(KL2+sek12)*.4342945-LOG(KL2)*.4342945;")"

905 PRINT#3,"alfa CuL =";ALFACU;"(";LOG(ALFA2*(1-)Q()/XX)*.43429448#;")"

910 PRINT#3,"MEDIO ORIGINAL:"

920 PRINT#3, "Cobre total =";CUT,"% complejado organicamente”
(KL1*CL1*CU2/(1+KL1 *CU2)+KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2))/CUT*100

930PRINT#3,"CuL1=";KL1*CL1*CU2/(1+KL1*CU2);"(" ;. 43429448#*LOG(KL1*CL
1*CU2/(1+KL1*CU2)/CU2);")";"(";KLI*CLl*CU2/(1+KL1*CU2)/CUT*1OO
"% )"

94OPRINT#3,"CuL2=";KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2);"(";.43429448#*LOG(KL2*CL
2*CU2/(1+KL2*CU2)/CU2);")";" (" "KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2)/CUT*100
;"% )"

950 PRINT#3, "Cu inorganico =";CU2*ACU;"("; CU2*¥ACU/CUT*100;"% )"

960 PRINT#3," El pCu teorico calculado es de " LOG(CU2)*-.43429448#,"(";,CU2;")"

970 PRINT#3," !

980 CLOSE(2)

990 END

1000 REM Subrutina de calculo de regresion lineal por minimos cuadrados

1005 XM=0

1010 YM=0

1020 XY=0

1030 X2=0:se=0

1040 FOR I=A1 TO A2

1050 XM=X(I)+XM

1060 YM=Y(I)+YM

1070 XY=X(I)*Y(1)+XY

1080 X2=X(1)*X(I)+X2

1090 NEXT I

1100 YM=YM/(A2-(Al-1))

1110 XM=XM/(A2-(Al-1))
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1120 BB=(XY-YM*XM*(A2-(A1-1)))/(X2-XM*XM*(A2-(A1-1)))

1125 AA=YM-BB*XM

1130 FOR i=al TO a2:e=y(i)-(aa+bb*x(i)):se=se+e*e:NEXT i:REM se=sumatorio de
errores residuales

1140 var=-xm*(A2-(A1-1))/SQR((A2-(A1-1))*x2).REM Expresion del calculo de la
varianza

1145 s2=se/((A2-(A1-1))-2)

1150 REM expresiones para la varianza asociada a las estimaciones de la pdte y corte
con el eje de abcisas

1160 vaa=1/(1-var"2)*s2/(A2-(A1-1)):vbb=1/(1-var"2)*s2/x2

1170 REM expresiones para la desviacion estandar asociada a las estimaciones de la
pdte y corte con el eje de abcisas

1180 seaa=SQR(vaa):sebb=SQR(vbb)

1185 REM Expesiones de los parametros de complejacion a partir de las caracteristicas
de la recta

1190 CL=-bb

1200 KL=aa/bb*(-1)

1210 RETURN

1220 END

7000 REM Subrutina calculo numerico para la estimacion del ion cuprico libre a partir
del cobre total en el medio original

7010 IF CUT=0 THEN CUT=AD(1)

7020 A#=IP(1)/S/ALFA2/1000

7030 B#=IP(1)/S/ALFA2

7040 V#=A#

7050 GOSUB 8000

7060 FA#=R#

7070 V#=B#

7080 GOSUB 8000

7090 FB#=R#

7100 EPS#=IP(1)/S/ALFA2/1000000!

7120 FOR J=2 TO 1000

7130 Z#(J)=A#-(((B#-A#)/(FB#-FA#))*FA#)

7140 DIF#=ABS(Z#(J)-Z#(J-1))

7150 IF DIF#<EPS# THEN GOTO 7300

7160 B#=Z#())

7170 V#=B#

7180 GOSUB 8000

7190 FB#=R#

7200 NEXT J

7300 CU2=Z#(J)

7350 RETURN

7400 END

8000 REM subrutina calculo funcion obtencion de raices

8010 R#=(KL1*CL1*V#/(1+KL1*V#)+KL2*CL2*V#/(1+KL2*V#)+V#* ACU+V#-
(CUT)):REM Funci6én a minimizar

8020 RETURN
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8030 END
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ANEXO 3

Algoritmo para el calculo de los parametros de complejacion de dos tipos de ligandos en
un medio a partir de los datos de una valoracion metalica. Durante el proceso se aplica
la transformada de van den Berg Ruzic a la estimacion de los parametros del tipo de

ligando de menor constante de estabilidad y la de Scatchard a los parametros de L;.

1 CLS:REM Calculo capacidad complejante. Método mixto
2 REM Progarma realizado por Luis Miguel Laglera Baquer
5 DIM AD(100),IP(100),X(100),Y(100),Z#(100)

10 INPUT"nombre del fichero donde se hallan los datos";NOMS$:NOMS$="c\"+NOM$
20 OPEN NOMS$ FOR INPUT AS# 1

25 REM Lectura del fichero resultado de la valoracion metalica
30 FOR I=1 TO 100

40 INPUT#1,AD(]),IP(I)

45 PRINT AD(I);IP(I)

50 IF EOF(1) THEN GOTO 70

60 NEXT I

70 NP=I:CLOSE(1)

75 PRINT NP:NOM3$="c:\"+"res.txt"

80 INPUT"n° de datos para calcular L1";N1

90 INPUT"n° de datos para calcular L2";N2

100 CCCC=0:CLOSE(1)

110 CLS

120 INPUT"valor de la sensibilidad (nA/nM)";S

130 S=S*1E+09

140 CLS

150 INPUT"Cobre total en la muestra original (nM)";CUT
160 CUT=CUT/1E+09

205 REM Calculo del coeficiente alfa del catecol

210 INPUT"pH de trabajo";PH

220 H=10~((-1)*PH)

230 CLS

240 PRINT

250 INPUT"Concentracién de catecol utilizada";CAT

260 PRINT

270 INPUT"Coeficiente alfa del cobre a ese pH";ACU

280 CLS

290 ALFA=1+H*H/1E-13/5.88843E-10+H/1E-13

300 PRINT"Alfa(cat)=";ALFA

310 B=8.511383E+24/ALFA"2

320 K=5.126807E+13/ALFA

330 PRINT:PRINT:KKK=.434294*LOG(K)

340 PRINT"K[1](Cucat)=";K;" (";KKK;")"

350 PRINT:PRINT :PKB=.434294*LOG(B)

360 PRINT"K[1,2](Cucat)=";B;" (";PKB;")"

370 ALFA2=K*CAT+B*CAT"2
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380 PRINT:PRINT:PRINT:PRINT:PRINT

390 PRINT"alfa(Cucat)=";ALFA2

395 ALFA2=AL FA2+ACU

400 FOR I=1 TO N1:REM Calculo de la estimacion inicial de CL1 y KL1

405 X(I)=(CUT+AD(1))-IP(I)/S

410 Y(I)=X(I)*ALFA2/TP(I)*S

420 NEXT I

430 A1=1:A2=N1.IF CCCC=0 THEN A2=3

440 GOSUB 1000:REM Llamada a la subrutina de regresion por minimos cuadrados

450 KL1=KL-

460 CL1=CL

465 sekll=sebb:secll=aa*(1/bb*sebb/bb)+1/bb*seaa:REM Expresion desviacion
estandard de los parametros de complejacion

470 CCCC=CCCC+1

475 REM Calculo de CuL2 eliminando la concentracioén de CuL1 Linealizacion de
Scatchard

480 FOR I=NP-N2+1 TO NP

490 Y(I)= IP(D)/(S*(CUT+AD(I))-IP(D)*(1 +KL1*CL1/(KL1*IP(I)/S+ALFA2))))

500 X(D)=IP(I)/S

510 NEXT I

520 A1=NP+1-N2:A2=np

530 GOSUB 1000:REM Llamada a la subrutina de regresion por minimos cuadrado

540 CLS: REM Expesiones de los parametros de complejacion a partir de las
caracteristicas de la recta (van den Berg-Ruzic)

550 KL2=ALFA2*BB/AA:CL2=1/BB

560 sekl2=alfa2*(bb*(1/aa*seaa/aa)+1/aa*sebb):secl2=1/bb*sebb/bb:REM Expresion
desviacion estandard de los parametros de complejacién

570PRINT "Iteraci¢n nfmero ",CCCC

580 PRINT

600 REM presentacion visual de los valores obtenidos

610 PE1=LOG(KL1)*.4342945

620 PRINT"CL1=";CL1;"+-";secl1,"KL1=";KL1;" (";PE1;")";"(+-
" LOG(KL1+sekl1)*.4342945-LOG(KL1)* 4342945;")"

630 PRINT

640 PE2=LOG(KL2)* 4342945

650 PRINT"CL2=";CL2;"+-";secl2,"KL2=";KL2;" (";PE2;")";"(+-
"' LOG(KL2+sekl2)* 4342945-LOG(KL2)*.4342945;")"

660 PRINT :PRINT:PRINT:PRINT

670 INPUT""Desea hacer otra iteracign?(s/n)";IT$

680 [F IT$="n" THEN GOTO 760

690 IF IT$<>"s" THEN GOTO 670

695 REM Célculo de CuL1 eliminando la concentracioon de CulL2 Linealizacion de van
den Berg-Ruzic

700 FOR I=1 TO N1

705 X(D=((CUT+AD(D))-IP(I)/S*(1+KL2*CL2/(ALF A2+KL2*IP(1)/S)))

710 Y(I)=X(I)*ALFA2/IP(I)*S

720 NEXT I

730CLS

740 GOTO 430:REM Regresa a hacer otra iteracion
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750 CLS-REM Llamada a la subrutina que calcula pCu en el medio previo a la adicion
de catecol

760 GOSUB 7000

770 PRINT" El pCu tedrico calculado es de " LOG(CU2)*-.43429448#;"(";,CU2;")"

780 PRINT N1;N2

790 XX=CU2*ALFA2/CUT

800 ALFACU=ALFA2*(1-XX)/XX

810 PRINT "alfa CuL =":ALFACU;"(";LOG(ALFA2*(1-XX)/XX)* 43429448#,")"

820 PRINT:PRINT "MEDIO ORIGINAL":REM Calculo de la especiacion del cobre en
el medio previo a adiciones a partir del dato de Cu2+

830 PRINT "Cobre total =";CUT,"% complejado organicamente"
(KL1*CL1*CU2/(1+KL1*CU2)+KL2*CL2*CU2/(1 +K1L2*CU2))/CUT*100

840 PRINT "CuL1 =";KL1*CL1*CU2/(1+KL1*CU2),"("

.. 43429448#*LOG(KL1*CL1*CU2/(1+KL1 *CU2)/CU2);"";"(";KL1*CL1*CU2/
(1+KL1*CU2)/CUT*100;"% )" .

850 PRINT "CulL2
=";KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2);"(";.43429448#*LOG(KL2*CL2*CU2/(1+KL
2*CU2)/CU2);")";"(";KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2)/CUT*lOO;"% )"

860 PRINT "Cu inorganico =";CU2*ACU;"("; CU2*ACU/CUT*100;"% )"

880 OPEN NOM3$ FOR OUTPUT AS# 3:REM Escritura de resultados en un fichero

885 PRINT#3,NOMS$, N1;N2,"s=";s,alfa2

890 PRINT#3,"CL1= ";CL1;"+-";secl 1"~ *"KL1="KLL" ("PEL;")";"(+-
" LOG(KL1+sekl1)* 4342945-LOG(KL1)* 4342945;")"
900 PRINT#3,"CL2= ";CLZ;"'I"'";SCCIZ;" ";"KL2=";KL2;" (“;PEZ;")";'|(+-

" LOG(KL2+sekl2)* 4342945-LOG(KL2)* 4342945,")"

905 PRINT#3,"alfa CuL =" ALFACU;"(";LOG(ALFA2*(1-XX)/XX)* 43429448#")"

910 PRINT#3,"MEDIO ORIGINAL.:"

920 PRINT#3, "Cobre total =";CUT,"% complejado organicamente"
(KL1*CL1*CU2/(1+KL1*CU2)+KL2*CL2*CU2/ (1+KL2*CU2))/CUT*100

930 PRINT#3, "CuL1 = ";KL1*CL1*CU2/(1+KL1*CU2);"(";
43429448#*LOG(KL1*CL1*CU2/(1+KL1*CU2)/CU2);")";"(";KL1*CL1*CU2/
(1+KL1*CU2)/CUT*100;"% )"

940 PRINT#3, "CuL2 =";KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2);
"(";.43429448#*LOG(KL2*CL2*CU2/(1+KL2*CU2)/CU2);")";"(";KL2*CL2*C
U2/(1+KL2*CU2)/CUT*100;"% )"

950 PRINT#3, "Cu inorganico =";,CU2*ACU;"("; CU2*ACU/CUT*100;"% )"

960 PRINT#3," El pCu tedrico calculado es de " LOG(CU2)*-.434294484%;"(";CU2;")"

970 PRINT#3," "

980 CLOSE(2)

990 END

1000 REM Subrutina de calculo de regresion lineal por minimos cuadrados

1005 XM=0

1010 YM=0

1020 XY=0

1030 X2=0:5e=0

1040 FOR 1=A1 TO A2

11050 XM=X(I)+XM

1060 YM=Y(I)*YM

1070 XY=X(D*Y()+XY

1080 X2=X(I)*X(I)+X2
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1090 NEXT 1

1100 YM=YM/(A2-(A1-1))

1110 XM=XM/(A2-(Al-1))

1120 BB=(XY-YM*XM*(A2-(A1-1)))/(X2-XM*XM*(A2-(A1-1)))

1125 AA=YM-BB*XM

1130 FOR r=al TO a2:e=y(i)-(aa+bb*x(i)):se=se+e*e:NEXT i:REM se=sumatorio de
errores residuales

1140 var=-xm*(A2-(A1-1))/SQR((A2-(A1-1))*x2):REM Expresion del calculo de la
varianza

1145 s2=se/((A2-(A1-1))-2)

1150 REM expresiones para la varianza asociada a las estimaciones de la pdte y corte
con el eje de abcisas

1160 vaa=1/(1-var"2)*s2/(A2~(A1-1)):vbb=1/(1-var"2)*s2/x2

1170 REM expresiones para la desviacidn estandar asociada a las estimaciones de la
pdte y corte con el eje de abcisas

1180 seaa=SQR(vaa):sebb=SQR(vbb)

1180 REM Expesiones de los parametros de complejacion a partir de las caracteristicas
de la recta (Scatchard)

1190 CL=(-1)*AA*(BB)\(-1)

1200 KL=(-1)*BB

1210 RETURN

1220 END

7000 REM Subrutina calculo numérico para la estimacion del ion cuprico libre a partir
del cobre total en el medio original

7010 IF CUT=0 THEN CUT=AD(1)

7020 A#=IP(1)/S/ALFA2/1000

7030 B#=IP(1)/S/ALFA2

7040 VH#=A#

7050 GOSUB 8000

7060 FA#=R#

7070 V#=B#

7080 GOSUB 8000

7090 FB#=R#

7100 EPS#=IP(1)/S/ALFA2/1000000!

7120 FOR J=2 TO 1000

7130 ZA(1)=A#-(((B#-A#)/(FB#-FA#))*F A#)

7140 DIF#=ABS(Z#(J)-Z#(J-1))

7150 IF DIF#<EPS# THEN GOTO 7300

7160 B#=Z#(J)

7170 V#=B#

7180 GOSUB 8000

7190 FB#=R#

7200 NEXT J

7300 CU2=Z#(J)

7350 RETURN

7400 END

8000 REM subrutina calculo funcion obtencion de raices

8010 R#=(KL1*CL1*V#/(1+KL1*V#)+KL2*CL2*V#/(1+KL2*V#)+V#* ACU+ V-
(CUT)):REM Funcién a minimizar

8020 RETURN
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8030 END
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