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INTRODUCCION

Los autores del texto presentan la descripcidén de los métodos usa =
dos en el Instituto del Mar, asi como también sus comentarios, los
cuales estdn basados en las experiencias de trabajo.

Esta recopilacidén ha sido preparada a pedido de los becarios del
Proyecto Multinacional de la OR. de "productividad de las Aguas Cos
teras frente a2l Pperuyn y de los estudiantes universitarios, para que
sirva de gufa préctica en los estudios de Oceanografia Quimica y

Productividad.



DETERMINACION DE LA SALINIDAD

En los estudios oceanogridficos es de gran importancia la determinacién
de la clorinidad. El conocimiento de salinidad es imprescindible para
la determinacisén de las corrientes submarinas, transporte é identifica
cién de masas de agua y para la trasmisidn del sonido debajo del agua.
La concentracidén del cloro es casi siempre constante, en relacién con

las concentraciones de los mayores constituyentes del agua de mar.
CLORINIDAD

La clorinidad del agua de mar (Cl°/,,), ha sido definida como 0.328523%4
veces el peso de la plata precipitado como haluro de plata desde 1 ki-

logramo de agua de mar. (Todas las pesadas han sido hechas en el va-
cio):

Cl °/,., = 0.3235234

Esta est la moderma defiricién de la clorinidad, hecha por Jacobsen
¥y Knudsen en 1940. La diferencia con las anteriores definiciones
se debe a que los pesos atémicos adoptados del cloro y de la plata han

venido sufriendo variaciones.
SALINIDAD

Usualmente se expresa el contenido de sal del cgua de mar como salini-
dad S °/,,; esta es una convencién la cual aproxima al peso en gramos,
en vacio, de lcs s6lidos obtenidos de 1 kilogramo de agua de mar cuando
los s6lidos han sido secados a peso constante a 480°C, la materia orgé-
njca completamente oxidada, el bromo y yodo reemplazados por una equiva-
lente cantidad de cloro y todos los carbonatos convertidos en sxidos.

Las aguas ocednicas contienen otras sales (hal6genos, carbonatos y bi -

carbonatos), las cuales son expresadas por su valor de salinidad.



En la préctica, la salinidad es definida en términos de clorinidac pow
la ecuacidén de Knudsen:

s°f,s = 0.030 + 1.8050 C). °/,, (1)

CLOROSIDAD
Este valor Cl/L(t) es la ocantidad determinada por métodos volumétricos
y es definida en la misma forma que la clorinidad, excepto que la uni-

dad de muestra es 1000 ml. de agua de mar a una determinada temperaitura.

Estudios relacionados con la determinacién de la salinidad han sldo resg
lizados en 1959 por los doctores : ¥. Hermannj K. Kallo, F. Xoczy., W

Manioco y P. Tchernia, quienes recomendarén lo sigulente:

Fl método de rutina para la determinacién de la salinidad debdbe sex
simple, rédpido y exacto. Desde el punto de vista de simplicidad y ra-
pidez, el método de Mohr-Knudsen es el mds convenlente y da una exacti-
tud de + 0.02 °/,, S. ,

El indicador de cromato del método Mohr-Knudsen puede ser reemplazado
por el fluorosclanato de sodio con un ligero incremeunbto en ia BE AG -
titud.

El método de Mohr-Knudsen puede ser modificado para incrementar la ve-
locidad, sin pérdida de exactitud, usando un agitedor magnético.

En algunos laboratorios estdn usando métodos potenciométricos para fa-
cilitar la deteccién del punto final, los cuales tienen la ventaja de
inorementar la precisién. El método potenciométrico es usado en traba
jos no rutinarios.

La sefiorita Saruhashi (1953) en Japén ha desarrollado un micro métodc.
empleando como indicador el fluoroscianato de sodio, el cual solamente
requiere 1/10 de la cantidad de muestra y reactivo del método de Mohr-
Knudsen., Este método es r4pldo y exacto. La desventaja de este micro

método es que origina mayores errores volumétricos.



Han sido desarrollados diversos métodos para la determinacién de la sa
linidads por medio-de-la-denaidad, por-medio de la condoctividad elée-
trica y por m2dio del indi:e de reirvaccidbdn; Thomas, Thompson y Utter-

back (1934) estinamén la cu.inidzd usando la relacibén conductividad -

clorinidad, vsandu un puveni: de Wheastone.

Tna modificacién cn el puerte de Wenner ha sido introducida en 1956 por
cchleicherr y FraGshaw en el Ins%liinto de Oceanografie de Woods Hcle, ha

biéndose obten . do unc exaciitud del 0,0CS°/ S y vaia velocidad de 20

co

deserminaciones per hora.

Rrowa y Hazon (1962) diseflaxon na galindmetro irductivo para medir la
salinidad oel agea Ce mar, el cval Ylene una cxactitud de 0.005"/0° ’
avrorimadenentc. Ee un instcumento roxtable 7y no requiere de un con

t:ol de *emperatvre para las nuestizas.

Un grupo de clentificos comandedos por Cox del N.I.0. reexaminardn las

ralacicnes endre clerlinicad-deansicad y densidad-conductividaw. Cox ,

Culkin, Creannalgh y Riley (1962) ructeneén una muy uniforme relaciédn

envre le laonsidad ¢ {° y la coadnetividad y mucho mas incierto en la

relacicé¢a entize a dengidad-clovinided,

Fr L1966 fuerca publicaedas por i7,1.0. y UFESCO las tablas oceanogrificas,

las cnalze contiener a nueve deflinicida de la salinidad como:
! 7z
S c‘/oo i 1’80055 C1 o/oo (2)

TLa z2lacién salinidad-conduetividad fué hallada empleando una gran dre
cisidn on la determinacién de la clorinidad y de la razdén de ccuduchi-
vided a 15°C, usando ademds agua normal de Copenhagro.

Deopués de convertir los valores de clorinidad en salinidad usando le
ecuacién (2) ce estableci6 la relacién entre la salinidad y la concuc-

tividad a 15°C :

8 °/,, = 0.08996 + 28,29720R . + 12,80832Ris-
3 4 5 (3)
10,67869R15 -+ 5,98624R15 - 1,32311R15



La ecuacién (3) es la dltimn definicién de la salinidad, basada en la
medida de la conductividad zon respecto al agua normal de Copenhague.
El método conductométrico catd libre de errores volumétricos y parece
ser relativamente rdpido y le f4cil manejo en el mar y en el laborato

rio.

Un salinémetro puede ser d=finido como un instrumento que determina
la salinidad del agua de mar, mediante la medicién de alguna propie -
dad del agua, la que tiene relacién constante con la clorinidad.
Comunmente la propiedad medida es la conductividad eléotrioca.
Recientes avances en la estimacién de la salinidad han sido tratados

en forma amplia y detallada por Johnston (1964).
Pare la determinacién de la salinidad en el agua de mar se describe a
continuacién dos métodos: A) Volumétrico de Mohr-Knudsen, modifiocado

y B) Usando salinémetro.

A) METODO VOLUMETRICO DE MOHR-KNUDSEN

1.- FUNDAMENTQ

Los halégenos en el agua de mar son determinados por titula-
¢ién con nitrato de plata, usando como indicador el ocromato

de potasio:

La soluclén de nitrato de plata debe ser standarizada con
agua de mar normal, de conocida clorinidad y obtenida del 1la

boratorio Hidrogrdfico de Copenhague.

2.~ EQUIPO Y APARATOS ESPECIALES

Son necesarios:



1) Botellas de vidrio de 500 ml.

2) Pipetas y turetas automdticas tipo Knudsen

3) Agitador magnético con sus respectivos imdnes recubiertos
de material pléstico.

4) Vasos de vidrio de 100 ml.

2.1l. Buretas y plpetas automdticas Knudsen

32 requiere para hacer la determinacidén de la salinidad
vna pipeta y una burasas automdtica Knudsen. La pipeta

aniomdtica es de un veldmen de 15 ml., y debe ser calibra
da ans>s de usaree. Ademfs la misma pipeta debe usarse

rara %5o6s una seriz dc determiraciones.

La burceta Knudse2n es uzn instrumento muy delicado y de

construgecidén complicada. Estd calibrada en dobles mili-
litros, es decir gue un valor de 19.00 ml. corresponde a
una entrega de 38 ml. de solucién. Estas buretas no son
absolutamente axactas » cus fabricantes dan los corres -

pondientes certificados de correccidn.

TCMA DE MUESTRA Y SU ALMACEXAMIZNTO

Se toma la muestra en una botella de 500 ml., lavdndola previa
mente por lo menos 3 veces. Nunca deben llenarse totalmente
las botellas porque en verano pueden reventar. Las botellas de

ben ser bien tapadas y guardadas en sus respectivas cajas.

Cuando estas botellas o las de agua normal sean usadas para la
determinacién de la salinidad, debe tenerse en cuenta yue di -
chos andlisis deben realizarse en un tiempo no mayor de 1 horaj

igualmente deben ser tapadas entre titulacién y titulacién.

REACTIVOS

Son los sigulentes:



5.-

4.2,

4.3,

Solucién de Cromato de Potasio

Se pesa 8.0 gramos de KZCrO guimicamente puro luego se

4

disuelve en 100 ml. de agua destilada.

Solucién de Nitrato de Plata

Se pese 37.11 gramos de Agi\TO3 y se disuelve en un litro
de agva deetilada, ee recomienda para lograr méds exactos
resultados . prevarar la solucién de Nitrato de Plata en
cantidades de 10 litros. Ia solucién debe ser bien mez

clada r guardade en botfcella oscura.

Agua de Mer Normal

La clorinidad del agua dc Mar Normal ha sido determina-
de con gran exactiiud y es producida dnicamente por la
asociacién de Oceanograifa Fisica, Depésito de Agua Nor
mal de Charlostenlund, Dinamarca. Cada ampolla de agua
rormal contiene aproximadamente 200 ml. y estdn rotula-
das indicando su clorinidad con 3 decimales.

Puede usarse el agua de mar subnormal en lugar del agua

de mar normal por su costo elevado de ésta.

PROCEDIMTENTO

—r st S (it v W o, b

l.-

Se toma 15.0 ml. de la muestra con la pipeta automdtics,
previamente enjuagada dos veces con la misma muestra y

ge vacia a un vaso de 100 ml. en cuyo interior se ha cQ
locado previamente un imédn recubierto de material plds-

tico.
Se agrega 6 gotas del indicador de cromato de potasio.
Se coloca sobre el agitador magnético el vaso contenien

do el imdn revestido de material pldstico, los 15.0 ml.
de muestra de agua y el indicador de cromato de potasio-
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Se pone en marcha el agitador magnético, a baja veloci-
dad.

Se titula con la solucién de nitrato de plata. A medi-
da que se va agregando la solucién de nitrato de plata,
el ligquido cambia de color pasando de amarillo 1imén a
amarillo, mostrando rédpidos aumentos de tintes de color
rojo tomate. Conforme aurenta el tinte rojizo debe dis
minuirse la velocidad de salida de la solucién, reducién
dola a una gota por vez hasta gque toda la muestra tome
un color durazno.

En ese momento, lamado del primer gran cambio de color,
debe cerrarse la llave de la bureta, manteniéndose siem
pre en marcha el agitador y se observa el color durante
20 segundos.

El color debe volver a un amarillo pdlido. Luego se con
tinda agregando nitrato de plata gota a gota, hasta que
el 1liquido comience otra vez a tomar color rojo tomate
con cada gota que se le agregl; en seguida se reduce la
adicién de nitrato de plate 2 medias gotas hasta que el
liquido mantenga durante 30 segundos un color durezno o
naranja sucio, sin llegar a ser anaranjado o rojo puro.
Este es el punto final. Si se examina la solucién por
transparencia se verd clara y no opaca.

Conforme se va agreganco la cantidad de nitrato de pla-
ta a la muestra, 1la velocidad del agitador magnético se
debe ir aumentando en forma gradual, cuidando de no pro

ducir salpicaduras debido 21 cxceso de velocidad.

Inmedidtamente se anota la lectura de los ml. de nitra-

to de rlata gastados y se detiene el agitador magnético.

Las titulaciones de cada muestra deben hacerse por du -

plicado. La lectura de las buretas no debe diferir en



mds de 0.02 ml. Si esto no se logra serd necesario rea
lizar una tercera titulacién o 1las que fuere necesario
hasta que se obtenga dos lecturas dentro de los limites

indicados.

6.- CALIBRACION

6.1.

Standarizacidén del Nitrato de Plata

Antes de comenzar las titulaciones de las muestras de
agua de mar para determinar sv clorinidad debe standari
zarse la solucién de Nitrato de Plata, para conocer su

concentracién exacta en partes por mil.

Esta concentracién debe oscilar entre 0.150°/,, y 0.145
o/ . de la clorinidad del agua de Mar Normal (alrededor
de 19.380°/,,) para efectuar los cdlculos necesarios a

fin de determinar la clorinidad.

Es muy importante mantener la concentracién de la solu-
cibén de Nitrato de Plata dentro de los limites de las

tablas Hidrogrdficas comdnmente conocidos por tablas de
Knudsen, para encontrar el factor de correccién k nece-
sario para efectuar los cdlculos que se indican a conti

nuacién:

Standarizacién es el proceso que permite establecer la
diferencia entre la concentracién de la solucién de Ni-
trato de Plata (A) y la clorinidad del Agua de Mar Normal
(N) que es exdctamente conocida. Esta diferencia es lla
mada alfa (o< ). La standarizacién se expresa por lasi

guiente férmula:

(x) - (a) = =
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Por ejemplo:

Clorinidnd del agua de mar normal (N) = 19.380
Lectura de bureta de titulacidén.. (4) = 19.370
Alfa.oo ------ o-aono-..o.'.o'--oo-(Q() = +0.010

Se obtiere un valor promedio de alfa de las tres mejores

[D]

titulaciores del Agua de War Normal. HEste valor es el
usado rpara obtencr al factor de correccién k de las ta-

les do Knudsen, cuye Zactor es aplicado a la lectura de
las bureias de nuestras de agua de mar, para obtener la
clorinicdad.

For =jemplo:

(y) - (&) = o<
19.380 19.7%7 +0.010
19.380 19,42 -0.040 (mala titulacién,
desechada)
19.380 19.37 +0.010
19.380 19.4%7 ' +0.010
Promedio... ... cecasccsaces +0.010

Si la standarizacién diera valores para alfa (¢ ) queno
estdn dentro de lozs limites que le corresponden segin la
tabla Knudsen, seri necesario ajustar la solucién.

Por ejemplo:

Es necesario uvsar 38.78 ml. de soclucién de Nitrato de Pla
ta (lectura de la bureta 19.39) para titular 15 ml. de
Agua de Mar Normal de clorinidad 19.39. El contenido de

cloro en el Agua de Mar Normal serd igual as

19.39 x 1.00045 x 1.0248 = 19.88 gr/L
La normalidad en cloro de esta ague de mar es igual a:

19.88 / 35.46 = 0.561 N.



Luego la deseada concentracién de la solucién de Nitra-

to de Plata e3 igual a:
15(0.561) / %8.78 = 0.217 N en i6n plata

Si en lugar de usar 38.78 ml. se usa 38.40 ml de solu -
cién de Nitrato de Plate (lectura de bureta 19.20) pars
titular 15.0 ml, de Agua de Mar Normal, la concentracién

de la solucién seria:
15(0.561) / 38.40 = 0.219 N

Para ajustar la solucibén a su exacta normalidad, el vold

men final tendria que ser:
0.219 (36.91) / 0.217 = 37.25% litros
Luego 8i se han preparado 36.91 litros de la solucidn de

Nitrato de Plata, serd necesario agregar 340 ml. de agua

destilada:

37.25 - 36.91 = 340 ml.

Preparacién del agua Sub-Normal

Algunos Laboratorios emplean agua de mar Sub-Normal en
lugar de Agua Normal, debido a consideraciones econdmicas
y a las dificultades para su obtencién. Mediante este
sustituto puede prepararse grandes cantidades de agua de
mar Sub-Nermal con clorinidad conocida, compardndola con
Agua de Mar Normal y luego usarla en lugar de esta dlti-

ma en los andlisis de rutina del Agua de Mar.

La manera mds simple de preparar agua de mar Sub-Norma 1l

es obteniendo una cierta cantidad de agua de mar clara y
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limpia de una clorinidad mayor que la del agua normal ,
luego se filteca dos veces por lo menos ¥y se diluye has-
ta aproximar su clorinidad tanto como sea posible a la
del agua normal (19.39 °/ ).

Por ejemplo:

Se toman 20 litros de agua de mer, se hacen las dos fil
traciones y se halla su clorinidad. E1l contenido de clo
ruro ( 20°C ) se calcula multiplicando la clorinidad par
1.00045 y por la densidad del agua de mar de esta clori
nidad. ©Por consiguiente si la clorinidad hallada es
18.52, el contenido de cloruro serd : 18.52 x 1.00045 x
1.02361 = 18.97 gramos de cloruro por litro.

Comoc el deseado contenido de cloruro es de 19.88 gramos
por litro serd necesario agregar : 19.88 - 18.97 = 0.91
gromos de cloruro por litro,

6 Z28.45 x 0.91 .. 1.50 gramos de NaCl por litro.
35.46

Una vez obtenida el agua Sub-Normal, deberd ser bien mez
clada y guardada en botellas de¢ vidrio color marrén, her
méticamente cerradas. Cada botella debe ser rotulada
con la fecha y el valor de la clorinidad. Semanalmente
debe verificarse su clorinidad en relacién con el agua
de Mar Normal, anotdndose las verificaciones en el rétu-
lo.

CALCULQOS

l.-  Se determina el valor de alfa (=< ) promedio.

2.-  Con el valor hallado de alfa ( «x.) promedio y con la ayu
da de las tablas de Knudsen se halla el factor de correc
cién k.

3o Se suma algebraicamente el factor de correccidén k al pro
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medio de lectura de bureta, obteniéndose la clorinidad
de la muestra,

Por ejemplo:

5l = 4+ 0.010
k = + 0.01
Promedio de lectura de bureta = 19.40
Correccién de k = + 0.01
Clorinidad °/,, 19.41

Calculada la clorinidad, la salinidad en partes por mil

puede ser hallada por medio de la siguiente férmula:
S °/,, = 0.030 + 1.8050 Cl °/ .

Sin embargo es mds sencillo y rdpido usar las tablas de

conversién de clorinidad a salinidad de Knudsen.

NOTAS

Debe tenerse en cuenta antes de hacer una determinacién los siguien

tes puntos:
- El equipo debe ser mantenido siempre limpio.

- Antes de comenzar los andlisis, hay que agitar el frasco gue con
tiene la solucién de nitrato de plata durante cinco minutos por

lo menos.

- Debe verificarse que todas las soluciones, muestras y aparatos

estén a la misma temperatura.

- Todas las muestras de Agua de Mar Normal y agua de mar deben ser

titulados de idéntica manera.
- Contrélese que todas las titulaciones duren el mismo tiempo.

- El color del punto final de todas las muestras debe ser el mis-

MmO«
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3) SALINOMETRO

FUNDAMENTO

!

Salindémetro es un instrumentc que determina la salinidad del
ague de mar, medisnte la medicién de alguna propiedad del agua,
la que tiene relavién constante con la clorinidad. En esteca

so la propiecad redida es Ja conductividad eléctrica.

‘0¥ _APARATOS ESPECIALIC

L

Son rzcegarics:

1) Botellus d¢ ridvio ds 500 ml.

~ o A e
2 ) oalindne o

TOMA DB WUWeRA Y SU ALMACKIDATELT)

Se toma la muestra en una bobella de 500 ml., lavdndola pre -
viamente nor lo menos 3 vcces. Nunca deben llenarse totalmeg
te las botellas porqus en vsrsano pueden reventar. Las bote -
lleas deben ser bién tapaden vy guarcdadas en sus respectivas ca

Jas.

Cvando estas botellas o las de agua normal sean usadas varala
determinacién de la salinidad, debe tenerse en cuenta que di-
cnos andlisis deben realizarse en un tiempo no mayor de 1 ho-

rz; igualmente deben ser tapadas entre titulacién y titulacién.

REAGTIVOS

Scn los siguientes:

4.1. Agua de Mar Normal

La clorinidad del agua de Mar Normal ha sido determina-
da con gran exactitud y es producida dnicamente por la
asociacién de Cceanografia Fisica, Depésito de Agua Nor

mal de Charlottenlund, Dinamarca. Cada ampolla de agua
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normal contiene aproximadamente 200 ml. y estdn rotula-
das indicando su clorinidad con 3 decimales.
Puede usarse el agua de mar subnormal en lugar del agua

de mar normal por su costo elevado de ésta.

5.~ PROCEDIMIENTO

l'

Se agita la muestra por analizar.
Se coloca "Heater y Aspiracién" en posicién "on".

Se absorve el agua de mar por analizar, desechando 1l a

primera porcidn de aguva.

Se colocas "Aspiracién" en posicidén "off" y luego se co-

loca "Stirrer y Detcction en "on".

Se coloca "Stirrer and Detection™ en posicidén "off" y
se devuelve la nuestra de agua de mar a su respectiva
botella.

Se repite 2, 3, 4 por lo menos 2 veces.

Se coloca en 0 la aguja del amperimetro, usando sélamen
te los botones de Conductivity ratio, y anotando su va-

lor en la planilla respectiva.

Se devuelve la muestra de agua de mar a su respectivsa
botella y se repite los pasos del 2 al 7 hasta que por

lo menos 2 lecturas sean iguales.

Finalizado los andlisis de las muestras se desconecta

la.corrients.
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CALIBRACION

6.1.

Procedimiento

Antes de comenzar las mediciones de las muestras de agua

de mar para determinar su salinidad, se debe calibrar el

salindémetro, usando agua de mar normal, de la siguiente

manera:

1.-

10.—

Se conecta a la corriente y se deja por lo menos me

dia hora.

Se coloca "Conductivity ratio" en 100,000 (equiva -
lente a una salinidad de 35.000 °/,,, y el "Standa-
rise" en 5000).

Se agita la muestra de agua de mar normal.

Se coloca "Heater" y "Aspiracién" en posicién '"on'".

Se absorve la muestra de agua de mar normal, dese-

chando la primera porcidén de agua.

Se coloca "Aspiracidn'" en posicién "off" y luego se

coloca "Stirrer y Detection®" en "on'".
Se coloca "Stirrer y Detection' en posicién "off" y
se devuelve la muestra de agua de mar normal a su

respectiva botella.

Se repite 4, 5 y 6 por lo menos 2 veces.

S

@

gira (1) en posicién de "Temperature".

Se coloca en 0 la aguja del amperimetro, con la ayu

da del disco de Temperature.



ll.—

120-

13.~-

14 .-

150-

16.-

T.- CALCULOS

1.
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Se lee la temperatura del dial y se anotaj; luego
usando la tabla de conversién se obtiene la tempe

ratura de compensacidén, la cual también se anota.

Mediante los botones de la Temperature de compen-~
sacién 3e coloca la temperatura corregida de com-

pensacidn.
Se gira (1) en posicién "Salinity".

Se giran los botones del Standarise hasta que la

aguja marque cero y se anota su valor.

Se devuelve el agua normal a su respectiva bote -
1la.

Se absorve nuevamente el agua de mar normal y se
repite las operaciones 14 y 15 hasta que por 1lo

menos 2 lecturas sean iguales.

Lectura de la muestra = 100.060
(Conductivity ratio)

Salinidad nominal = 35.024
(usande tabla de conversién)

Correccidn por deriva = - 0.002

Correccidén por temperatura = - 0.001
( de la tabla)
Salinidad corregida (°/,,) = 35.021
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NOTAS

Debe tenerse en cuenta antes de hacer una medicién los siguientes

puntos:

- Debe procurarse que el agua de mar normal y las muestras de agua

de mar esten a la misma temperatura.

-~ Antes de su medicién las botellas que contienen las muestras de

agua de mar deben agitarse.

- Todas las muestras de agua de mar normal y agua de mar deben ser

medidas de identica manera.

- Cada 10 muestras deberd chequearse la conductivity ratio del agua
de mar normal, para sus respectivas correcciones (Deriva), anotan

dose en la planilla respectiva.

-~ Pinalizado los andlisis de las muestras deberd lavarse por 1lo me-
nos dos veces con agua destilada el sistema al igual que una mues

tra, dejando al final el recipicente lleno de agua.



DETERMINACION DEL OXIGENO DISUELTO

La determinacién del oxigeno disuelto en el agua de mar es importante
en los estudios de la oxidacidén de la descomposicién de la materia or-
ganica, para establecer la relacién entre el contenido de nutrientes ¥y
la deplecidn del oxigeno; en la estimacién de la productividad del océa
no desde la medida de oxigeno consumido (en respiracién) o producido
(en fotosintesis); en los procesos de circulacién y mezcla de los océa

nos, etec.

La cantidad de oxiIgeno disuelto en un litro de agua de mar varia desde
cero a 0.90 mg-4tomos de oxigeno aproximadamente, (10 ml. de oxfgeno
medido a N.T.P.).

En zonas relativamente cercanas de la superficie del mar, de elevada
actividad fotosintética del fitoplancton puede levantar los valores del

oxigeno.

En el pasado la determinacién del oxfgeno disuelto fue hecha por méto-
dos titrimétricos y gasométricos. Recientemente WHEATLAND y SMITH (19%)
usando técnicas gasométricas muy modernas y exactas han logrado resul-

tados similarss a los obtenidos por el método titrimétrico.

El método mis comin para la determinacién del oxigeno disuelto es el de
Winkler, el cual ha sido revisado recientemente por CARRITT y CARPENTER
(1966).

El método de Winkler no d4 buenos resultados cuando el agua de mar con

tiene grandes cantidades de materia orgdnica. SHOLANDER, VAN DAM, CLAFF
y KANWISHER (1955) han descrito métodos micro gasométricos para la de-

terminacidén del oxigeno disuelto y del nitr6geno, los cuales no son afec
tados por grandes nantidades de materia orgénica; ademds tiene la venta
Jja de requerir solamente un mililitro de muestra. El método parece te-
ner una exactitud de + 1 al 2 % .

El método descrito a continuccién es el de CARRITT y CARPENTER (1966) ,

con ligeras nodificaciones.
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l.- FUNDAMENTO

P

Requiere que la muestra sea tratada con una soluciédn alcalina de sal
mangarnosa, al mismo tiempo que se la protege del aire para evitar la
oxigenacién. Al principio se forma un precipitado blanco de hidré-

xido manganoso.

Mi’l++ + 20H  ccemvmea Mn ( OH) 2

Este precipitado en presencia del oxigeno disuelto toma un color na
rrén y reacciona con el hidrSxido mangarnocvso, transforméndose en hi-

dréxido mangidnico.

2in (OH), + 1/2 0, + H0 =w-m-we- 2Mn (OH)3
Cuando esta solucion es acidulada en exceso en presencia de un yodu
ro, el yodo es liberado en una cantidad de oxfigeno disuelto en la

muestra:

2Mn (0H); + 6H + 317 —-----ee 2untt 4+ I3

+ 6H20

El yodo liberado es titulado con una solucién valorada de tiosulfa-

to de sodio:

EQUIPO Y APARATOS ESPECIALES

Son necesarios:

1.~ Botellas de 50 ml. de capacidad.
2.- Frascos Erlemeyer de 125 ml.
5.~ Micro-bureta automdtica de 10.0 ml., graduada en unidades de
0.01 ml.
4.- Pipeta volumétrica de 10.0 ml.
.- Pipetas automdticas de 1.0 ml.

6.- Agitador magnético con sus respectives imédnes recubiertos de ma
terial pléstico.
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.- TOMA DE MUESTRA Y SU ALMACENAMIENTQ

5.1. Botellas para colec:ién de muestras

Cvando el contenidc entero de la botella se usa para la titula
©idén, la calibraci¢n se hace con una exactitud de 0.1 % del Vo
lumen de la botell:.. Bn este caso la calibracién debersd ser

hecha poxr peaon.

3.2. Coleccién y tratamiento de io muestra

La nmvestra debe ser tomada antes que otras nuestras de lsa bote
lla Nansen, usando tubo de jebe, evitando las burbujas de aire.
Las boilellas deben ser biéa enjuvagadas por lo menos con un vo-

lumen igual a la botelia.

Tan rdpidc como sea posible io0s reactivos deben ser agregados

en ¢l signiente orden :

l.- 1 ml. de MnCl, . 4E,0 (I)
2.- 1 ml. NaOH - NaI  (II)
La pipeta automédtica que contiene cada reactivo de-
be tocar la superficie de la solucién en el cuello
de la botella. EIL reactivo se hundird ridpidamente.
5.~ La botella se agita fuertemente dejdndose gue el
brecipitado se asiente. Luego se agita nuevamente.
4.- Cuando ha precipitado totalmente se agrega 1 ml. de
E 80, (III) con pipeta automdtica y se agita fuerte

274
mente, hasta que el precipitado se disuelva.

4o HEACTIVOS

Son los siguientea:

A

o
t

-

. Cloruro manganoso (I)

Se pesa 600 grs. de MnClzv. 4H20 y se disuelve en agua destila
da y se diluye a un litro. Siempre debe probarse si hay pre -~

sencia de sales férricas; si las hay, serd necesapio una puri-
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ficacién por cristalizacién.

Sodtucién de hidréxido de Sodio-yoduro de Sodio (II)

Se pesa 320 grs. de NaOH y 600 grs. de INa se disuelve en agua
destilada por separado, luego se mezcla y se diluye a 1 litro.
Para el guardado se usaréd botella oscura y con tapén de jebe .
Las tapas de vidrio no son recomendables debido a la formacién
de un sello de carbonato del catstico con el 002 ambiental.

Acido sulftrico (III)

Se prepara H, G0, 10 ¥ {280 ml. de H, 50 concentrado/L) libre de

2774 4

compuestos de nitrdgenc. La mayoria del H2S usado ordinaria

0
4
mente en los laboratorics contiene trazas de 6xidos de nitrége
no. Estas sustancias pueden estar presentes como impurezas y
causar concentraciones demasiado altas para el oxigeno debido

a la liberacién del yodo por los 6xidos del nitrégeno.

Solucidén indicador de almidén

Se vesa 5.0 grs. de almidén soluble y se disuelven en LO0O ml.
de glicerina. Luego se calienta a 190°C hasts que la solucién
llegue a ser transparente. Después se enfria a la temperatura
del laboratorio. Si se desarrollara turbidez no debe ser toma
da en cuenta, porque no interfiere en la eficiencia del indidg
dor. Si la solucién mostrara gel con el tiempo, puede ser di-
lufda con una pequefia cantidad de glicerina y recalentada a
1g0°C.

Este nuevo indicador ha sido propuesto por Van Landingham J. .

- (1960) y ha demostrado ser mds estable que el indicador comtn

de almidén. El color desarrollado con una gota del indicador es

azul intenso con un exacto punto final.
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Solucién de tiosulfato de scdio

Se disuelve 5.0 grs. de Na28203 . 5H20 y 0.1 gr. de NaZCO3 en
agua destilada, previamente hervida para expeler el 002 y se
completa a 1 litro. Se agrega una gota de 082 como preserva-
tivo. Esta solucién puede ser estable por muchos meses, cui-
ddndose de guardarla en botella oscura y fuera del contacto
con el 002 del aire y a temperaturas inferiores a 25°C. E1
factor decrece lentamente.

5.~ PROCEDIMIENTO

Cuando se usa el total del volumen de la botella como muestra se

procede de la siguiente manera:

l.-

El contenido de la botella de muestra previamente calibrad a

se pasa a un erlemeyer de 125 ml.

Se titula con la solucién standard de tiosulfato de sodio has

ta que toma un color amarillo pélido.
Se agrega dos gotas del indicador.

Se contintda la titulacidén con la solucidn de tiosulfato de so

dio.

Cuando el punto final ha sido logracdo, una porcidn de esta so
lucicn se devuelve dentro de la botella de muestra y nuevamen
te al erlemeyer. La solucién se titula otra vez hasta que el

color desaparezca.
Se anota el volumen gastado de tiosulfato, y
Se corrige el volumen de ml. de solucién de tiosulfato de nor

malidad N gastados en la titulacién por substraccién del reac

tivo en blanco (a).
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DETERMINACION DEL BLANC

En un ecrlemeyer que coiztiene 50 ml. de agua destilada se agrega
1.0 nl., de L2804 v 1 ml. de la solucidén NaQH-Nal, se agita y dJdespués
se agrega 1 ml. de la sgnlucién Clen° S5i no aparece coloracién azul
1os reactives estdn libres de oxidantes. Si aparece este color se
situla. Si se gasta mds de 0.05 ml. de la solucidn de tiosulfato de
sodio deberd verificarse cual de los elementos contiene sustancias

oxridantes.

31 en algunos de los reactivos existen sustancias oxidantes en mini

e, cantidad deberd hacerse una correccidn en blanco.

CALTBRACION

7.1. Solucibén standard

Preparacién de la solucién standard

Se disuelve en agua destilada 0.3567 gr. de KIO3 recristaliza-
<0 y se completa a 1 litro en una ficla graduada y se mezcla
ruertenente., L& normralidacd es exactamente 0.01000 N. La solu

cidn es estable indefinidanmente.

.2, Shandaxizacidr e la solucidén de ticsulfato de sodio

Con una piwn=eta volumétrica 10 mnl. de I{IO3 C.01 N se vacia a un

erlemeyer, lu=zgo se aflade 50 ml. de agua destilada. Enseguida

[V]

le agrega 1.0 ml. de reaciivo H2SO4 y 1 ul. de solucién

NaQH-FNoal. Bl yodo iibsradc es tit:lado con la solucidn de tio

0]

sulfato de ¢cdio.

1 facter () es calculado de la siguiente manera:

~o= 5 donde s
L - '—."r—
v
7 = Consuno de tiosulfatc para 10 ul. de yodato de

potasio.
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El factor no varia por auchos dias, pero debe ser determinado,
usando el promedio de por lo menos 5 titulaciones.

La solucién standard y las nuestras de agua de mar deben estar
a una temperatura aproximadamente iguales durante las titula-

ciones.

8.- CALCULOS

El contenido de oxigeno de la muestra es calculada en la siguiente

forma :
1 equivalente tiosulfatoe = 8 g oxigeno
1 ml. 0.02 N = 0.16 g oxigeno
= 0.112 ml. oxIgeno
a (ml) = Consumc de tiosulfato en la titu-
lacién de la muestra.
b (ml) = Volumen de la botella 5
f =

Factor del tiosulfato = -

(V = Consumo del tiosulfato para
10 ml. de la solucién stan
dard K103 0.01N)

Una botella contiene;

a o« f « 8 mg oxigeno
50

EBn un litro contendr4:

a . f . 8 x 1000
50 (b-2)

112 . a . f
(B-2)

ml/L oxigenc =

NOTAS

- La solucién de yodo acidificadoc es estable por muchas horas y



dfas ero si la muentra contiene mucha materia orgdnica, esta
? 9
pvede ger oxidada leitamente por el yodo. Es recomendable no de

worar la titvlacidn.

La titulacidén de lag mnestras no deben demorar mucho. La solu-

cidén debe permanecexr incolora por lo menos 20 segundos en el pun
to final. Una variccidn del punto final es debido a la oxidacién
atmosférica de yodwro a yodo el cual llega a incrementar répida-
menvs cuando decrece el pH. El método descrito no presenta di
ficuitades por muchos minutos. Otro error es la volatilizacidn

del elemento yodo, que depende principalmente de la temperaturay
cue no es serio en el presente método a temperaturas, menores da
25°C, recomenddndose que las titulaciones sean rdpidas y comien-

cen inmediatamente después de vaciar al erlemeyer.

Bl yoda to de potasio es el mds conveniente y seguro para stan-

darizar ¢l tiosulfato de sodio.

Adends de el yodato de potasio KI0O 3 se han usado otras sus

tancias para standarizar el tiosulfato de sodio con el siguiente

resultado:

.- El yodo no es reccmendable como un standard primario de-
bido a la dificultad en su pesada y transferencia a la

fiola con pérdida, debido a gque es muy voldtil (I2).

b.- El $riéxido de arsénico (ASZOB) puede ser purificado fé4-

cilmente vor sublimacidn y ser un standard excelente.

c.- El dicromato de potasio (K20r207) puede ser purificado
muy fédcilmente. ’
Es muy estable. Sin embaryo tiene la desventaja de reac

cionar lentamente con el yoduro de potasio.



DETERMIN..CION DEL FOSFORO REACTIVOQO

Los compuestos del fésforo rueden hallarse en variadas formas, ya sea en
solucidén como materia orgédnica, como particulas de materia o en solucidn
como iones inorgdnicos (ort fosfatos), siendo estos dltimos. valiosos co-

mo nutrientes para el crecimiento de las plantas y animales.

La vtilizacién de los nutrientes tiene lugar principalmente en las capas
superficiales del mar, en “as cuales la cantidad y calidad de luz es ade

cuaca para la actividad foiosintética.

La concentracién ce los fosfatos en el agua Ce mar varia entre 0.00-3%.50
ng-atoms PO4—P/1, Coasiorzimente puede hallarse valores > 3.50 ug-atoms
PO4—P/L en algurnas vrolundidaics dei nar.

El clédsico método para la determinacidén de fésforo inorgédnico es el d e
azul de fosfomolibdato de DENIGES (1920). Otros métodos han sido descri
tos por: ATKINS (1923), SEIWELL (1935), WATENBERG (1937), ROBINSONy
THOMPSON (1948a), WOOSTER y RAKESTRAW (1951), FUKAI (1954), GRENFIELD y
XALTER (1954), HARVEY (1955), BARNES (1959), MURPHY y. RILEY (1958 y 1962),
STRICKLAND y PARSONS (1965), GRASSHOFF (1968) y otros.

Tedos 1os métcdos para la determinacién de fosfatos en el agua de mar de
penden de la formacién del complejo de fosfomolibdato y de la subsiguien

to reduccién a un compuesto altamente coloreado de azul.

Los métodos que usan el cloruro estannoso como reductor tienen la venta-
ja de ser méds sensibles y de dar una menor interferencia que los compues

tcs orgédnicos hidrolizables usados en otras técnicas.

PROCTOR y HOOD (1954) han recomendado para la determinacién de fésforo
inorgdnico en el agua de mar, un métodc por extraccibén del complejo fosfo
molibdato dentro de iso-butanol y por reduccibén en la fase orgdnica con

ClQSn. No decclora en 75 minutos.



JONES y SPENCER (1963) mostrarén pruebas comparativas de varios métodos

para la determinacién de fosfatos en el agua de mar.

El método descrito a continuacién difiere principalmente en el volumen
de muestra, del método de LURPHY y RILEY (1962) descrito por STRICKLAND
y PARSONS (1968).

lo-

FUNDAMENTO

El fundamento de este método consiste en hacer reaccionar la mues -
tra del agua de mar con un reactivo que contiene 4cido molibdico,

4cido ascérbico y un antimonio trivalente. El conmplejo resultante
dcido heterepolar es reducido in situ para dar una coloracién azul,

el cual es medido a 8850A° .

EQUIPO Y APARATOS ESPECIALES

Son necesarios:

1.- Botellas de polietileno de 100 ml.
2.~ Pipetas automdticas de 5 ml.

3.~ Espectrofotsémetro.

TOMA DE MUESTRA Y SU PROCESAMIENTO

Se usan botellas de polietileno de 100 ml. de capacidad para tomar
las muestras, pero antes deberdn ser enjuagadas dos veces con el

agua de mar que va a ser analizada. Las muestras deberdn ser guar
dadas en un lugar frio y en la oscuridad y solamente ser calentadas
a la temperatura del ambiente cuando las muestras van a ser anali-
zadas. Deberdn las muestras ser refrigeradas a 0°C 6 menos, si los

andlisis van a realizarse después de 1-2 horas.

4 .- REACTIVOS

Son los giguientes:
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Solucién de Molibdato de Amonio

Se disuelve en 500 ml. de agua destilada 15 gr. de paramolib-
dato de amonio (NH4)6. Mo7024.

botellas de polietileno protegidas de la luz. La solucidn es

4H2O), Q.P. Debe guardarse en
estable indefinidamente.

Sclucién de Acido Sulfdrice

5S¢ agrega 140 ml. de 4cidc sulfdrico concentrado Q.P. ( S. g.
1.82 ) a 900 ml. de agua destilada, luego se deja enfriar y

se guarda en una botella de vidrio.

Solucidn de Acido iscdrbico

Se disuvelve 27 gr. de 4cido ascérbico, Q.P. en 500 ml. de agua
destilada. Ge guarda en botella de polietileno en el congela
dor y recongelarse nuevamente. La solucién es estable por mu
chcs meses, pero no deberd guardarse a temperatura de labora-~

torio por mds de una semana.

Solucidn de tartrato antimonil potédsico

Se disuelve 0.34 gr. de tartrato antimonil potédsico, Q.P. en
250 ml. de agua destilada (calentar si es necesario). Se guar
da en botella de polietileno o de vidrio. La solucién es es-

table por muchos meses.

Mezcla de Reactivos

Se mezclan 100 ml. de la solucidén de molibdato de amonio, 250
ml. de la solucién 4cido sulfdrico, 100 ml. de la solucién de
4cido ascérbico y 30 ml. de la solucidédn tartrato antimonil po
tdsico. Este reactivo debe ser preparado para cada grupo de
andlisis y el exceso debe descartarse. No deberd guardarse

por mds de 6 horas.
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5.- PROCEDIMIENTO

1.-

Se 1lleva a una misma temperatura todas las muestras (15° 4
30°C).

Se toman 50 ml. de muestra por duplicado.

Se agrega 5 ml. de la mezcla de reactivos a cada muestra y se

agita.

Después de 5 minutos y dentro de 2-3 horas, se mide la extin-
cién de las nmuestras 2 8850A° empleando un espectrofotémetro

y usando celda de 10 cm.

Se corrige la extincién medida por substraccién de la turbi-

dez y el reactivo en blanco.

6.~ DETERMINACION DBEL BLANCO

6.1.

Celda a celda en blanco

Cuando ambas celdas de la nuestra y celda de agus destilada
son llenadas con agua destilada, la extincién de las dos cel-
das debe ser 0.000, pero debido a ligeros defectos Spticos se
puede hallar valores ligeramente positivo 6 negativo. Esto es
v nitido cuando la turbidez en blanco es sustralida, pero el
valor deberd ser hallado cuando se determina el reactivo en
blanco. Enlsa ceida en blanco el agua destilada deberd ser cam
biada todos los dias, ya que puede resultar una marcada turbi
dez si el agua destilada permanece en la celda por un largo

tienpo.

6.2. Reactivo en blanco

Se toma 100 ml. de agua destilada, por duplicado, en lugar. de
agua de mar y se procede como se ha descrito anteriormente.

Luego se corrige el resultado de extincién por la celda en blan
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co. El reactivo en blanco no deberd exceder 0.02 ug-at/L . SI

esto- ocurrs deberd usarse agua redestilada. Cada nueva prepa-
racién del reactivo-molibdato deberd hacerse reactivo en blan-

co y chequearse semanalmente.

6.3. Turbidez en blanco del aguas de mar

La turbidez en blanco puede ser una fraccién apreciable del to
tal de extincidén en aguas superficiales, y por lo tanto debe -
rd ser determinada en mussires de superficie y a 10 m. de pro
fundidad en cada lanzamiento. También se medird a mds gran -

-
]

des profundidades hasta que Los valores sean aproximadamente
constantes. Este velor (gencraimente menor que 0.01 debajo de
25 m. en aguas lejos de la zosta) cs casi igual a la celda en

blanco y puede a menudo ser ligeramente negativo.
La turbidez deberd ser medicda después que todas las muestras
hayan obtenido la temperatura del ambiente, antes de adicionar

la mezcla de reactives.

7.~ CALIBRACION

.1l. Preparacién de soluciones standards:
P

7.1.1. Standard de fosfatos I

Se pesa 0.816 gr. de KH2P04 anhidro, el cual ha sido

23

previamente secado durante 3 horas a 120°C y se disuel
ve e¢n 1000 ml. de agua destilada en una fiola gradua-
da. Se agrega 1.0 ml. de cloroformo (como preservati
vo) y se guarda en una botella oscura. La solucién es

estable por muchos meses. Esta solucién contiene:

1ml. = 6.0 ug-at PO,-P

7.1.2. Bolucidén standard de fosfatos II

10 ml. de la solucién standard de fosfatos I son djlu£
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dos a 1 litro con agua destilada. Se agrega 1.0
ml. de cloroformo, y se guarda en una botella oscura.

Es estable por muchas semanas.

6.0 x 1o'2 ng-at PO4-P

0.60 pg-at P/L en 100 ml. de pues-

tra de agua de mar.

1 ml.

1 ml.

Procedimiento:

Se prepara 4 soluciones standards, cuya concentracién sea equi
valente & 3.0 ng-at P/L (5.0 ml. de solucién standard de fos-
fatos II), y se completa exactamente a 100 ml. con agua desti
lada y dos muestras de 100 ml. de agua destilada que acentian
como blancos. Luego se procede como se ha indicado anterior-
mente recomendindose que tanto las soluciones standards, como
los blancos de agua de mar sintética, sean colocadas en medio

'‘de cada grupo de muestra y trabajadas exactamente como las
otras.

El factor F es calculado de la expresién :

F 3.00

Es - Eb

il

donde Es La extincién media de los 4 standards y

jeal
Il

b La extincién media de los 2 blancos (no corregi-

do por celda a celda en blanco).

8.- CALCULOS

La concentracién de los fosfatos en las muestras es calculada como

sigue

donde

ug-at PO4-P/L = EC x F
F = es el factor obtenido en 7.2
E = extincién corregida, obtenida en 5,



NOTAS

- El wétodo descrito nc presenta cambios significativos de tempera

tura (menor de 0.2 % por °C) entre 15° a 30°C.

- La extineidn logra su mdximo a los 5 minutos y permanece constan
te por muchas horas. Pero para trabajos mds precisos se recomien
da que la lectura de la extincidén se haga dentro de 2 a 3 horas,

poraue puede haber ligeros cambios en la privera mitad del dZa.
i



DETERMINACION DEL SILICATO REACTIVO

La silicc estd considerada como un nutriente porque es un constituyen-
te de las diatomeas y de otros organismos fitoplancténicos.
Wl rango normal de silicatos en el agua de mar es de 0.00 a cerca de

200 ug-at de silicato-silice por lityo.

Los compuestos de la silice se hallan en el agua de mar, ya sea en ver
dadera soluciébén, en estado coloidal o en particulas en suspensidn.

Las formas en las cuales son determinados colorimétricamente han sido
investigados por ARMSTRONG (1951), COOPER (1952) y CHOW y ROBINSON
(1953a).

Algunoa estudios sobre la quimica de la formacidén del silicomolibdat o
han sidc realizados por STRICKLAND (1952). Y ademéd s NULLIN y RILEY
(1955b) hon invectigado los cambios en el contenido de silice du rante

el guardado en difcrentes tipos de botellas.

Todos los métodos para la determinacién de silicatos en el agua de mar

dependen de 1ia produccién del cenmplejo silicomolibdato.

El método mds antiguo para la determinacién de los silicatos es el de
DIENERT y WAJDSNEULCED (1923) oquién hace uso del color amarillo del 4ci
do silicomolfbdice, =21 cual se forma ~2uzndo el molibdato de amonio y

21 écido sulfuriso con sgregados a2l agus de mo»., Lste método ha sido
criticado por FUXAT (1954b) y mejoraio nor ARMSTHONG (1951) y MULLIN y
RILEY (1955) guiencs han utilizado métodos andlogos para la estimacidn
dc los silicavor, =2n los cuales el 4cido silico molibdico formado es re
ducide & @zul de molibdeno. El primero usé como agente reductor el clo
ruro estannoco, el cual da une gran secnsibilidad, pero la muestra deco
lora rdpidamente; el segundo empleé el metol; ®l cual es econémico, es

vable y el color resultante es también estable.
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Ll nétodo descrito a continuacién es de MULLIN ¥y RILEY (1955) modifica-
do por STRICKLAND y PARSONS (1968).

la—

FUNDAMENTO

Le muestra de agua de mar se hace reaccionar con molibdato bajo cier
tas condiciones que permitan la formacién de los complejos de sili-~
comolibdatos, fosfomolibdato y arsenomolibdato. Luego se le afiade
la solucidén reductora que contiene metol ¥y 4cido oxédlico el cual re
duce el coaplejo silicomolibdato a un compuesto azul Yy simultédnea -
mente descompone el fosformolibdato 6 arsenomolibdato, es decir, que
la interferencia ac los fosfatos y arsenatos son eliminados. Luego
se mide la extincidén a una longitud de onda de 81004°, usando un es
pectrofotémetro y celda de 1.0 & 10.0 cm.

EQUIPO Y APARATOS ESPECIALES

Son necesarios:

l.- Botellas de polietileno de 100 ml.

2.~ Probetas graduadas con tapa de vidrio de 50 ml.
3.~ Pipetas automdticas de 10 ml.

4.~ Pipeta volumétrica de 25.0 ml.

5.- Espectrofotémetro.

TOMA DE MUESTRA Y SU ALMACENAMIENTO

Las muestras de agua de mar deberdn ser tomadas inmediatamente que
las botellas Nansen estén a bordo, en botellas de polietileno de 100
ml. y guardadas en la oscuridad, para prevenir la multiplicacién de

las diatomeas, las cuales pueden consumir silicatos.

Si las muestras no van a ser analizadas a bordo deberdn ser guarda -

das en una congeladora a -20°C.

REACTIVOS

Son los siguientes:
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Reactivo de Molibdato

Se pesa 4.0 gr. de paramolibdato de amonio Q.P. (NH4)6. Mo7-
OZA. 4H20) y se disuelve en 300 ml. de agua destilada, ense -
guida se le safiade 12.0 ml. de dcido clorhidrico concentrado
(12N.s.g. 1.18), se¢ mezcla bien y se completa a 500 ml. con
agua destilada, en una fiola graduada. Se guarda en una bote
lia de polietileno y protegida de la luz. La solucién ser4

estable por muchos meses.,

Sclucidn Metol-Sulfito

S2 dicvelve 6.0 gr. de sulfito de sodio anhidro (NaZSOB)’ Q. P,
en 500 ml. de agua destilada y luego se le afiade 10.0 gr. de
metol (p-metilamino fenol sulfato). Cuando el metol ha sido
disuelto sz filtra o través de papel whatman NQ 1 Yy Se guarda
en una botella de vidric, bicn tapada. La solucién puede de-~

tericorarse fécilmente y por eso debhe Prepararse cada mes.

oolucidn de d4cido ox4dlico

Se pesa 50 gr. de dcido oxdlico deshidratado Q.P. (COOH)2
21i20) y se disuelve en 500 mi. de agua destilada, se deja de-
cantar y luego la solucién se guarda en una botells de vidrio.

Le solucidén es estable indefinidamente.

Solucién dcido sulfdrico 50% V.V.

Se afiade 250 ml. de 4cido sulfdrico concentrado (s.g. 1.82)en
250 ml. de agua destilada. Se deja enfriar a la temperatura

del laboratorio y se completa a 500 ml. con un poco de agua
destilada.

Reactivo Reductor

Se mezcla 100 ml. de la solucién metolsulfito con 60 ml. de la
solucién de dcido ox4lico. Enseguida se afiade lentamente 60

nl. de la solucién de 4cidc sulfdrico al 50 %, agitando cons -
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tantemente y se coipleta a 300 ml. con agua destilada. Esta

solucibén deberd ser preparada para cada grupo de muestras.,

PROCEDIMIENTO

l."

Las muestras deberin ser llevadas a temperaturas entre 18° y
25°C.

Se toma 10 ml. de la solucién de molibdato y se vacea a una

probeta graduada con tapa de 50 ml. de capacidad.

Se agrega 25 ml. de la muestra de agua de mar dentro de la
probeta graduada que contiene la solucién de molibdato y se
tapa. Luego se mezcla bien y se deja por espacio de 10 minu

tos.

Se afiade el agente reductor dentro de la probeta graduada que
contiene la solucién de molibdato y la muestra de agua de mar

hasta completar exactamente 50.0 ml. Enseguida se agita btien.

Después de 2 a 3 horas se lee la Eitincién de la solucién con
un espectroiotbémetro, usando ura longitud de onda de 8100 A°

y celda de 1.0 cm. Para concentraciounes menores de 12 nghaym
e uce celda de 10 cm. cuando se desea ottener valores preci-

£05.

Se corrige la Extincién medida por substraccién del reactivo

en blanco.

«- DETERMINACTON DEL BLANCO

Reac*ivo en blanco

Se toma 25 ml. 4z agua destilada en lugar de agua de mar Yy se pro-

cede como £¢ ha descrito anteriormente. La extincién del blanco

no deberd excoder d» 0.0l ug-at/L cuando se emplea celda de 1.0 cm.
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y de’O.I-ug»—at/L~.::cua;nd,c <se usg-oeldardg 10-cm. y-deberd-ser medido

para~oada -gripo-de reactivosvy-chequdado-semanalmente~durante -el oru
CEeIrO0.

7.- CALIBRACION

7.1. Agua de Mar Sintética

Se disuelve 310 gramos de ClNa y 100 gramos de SO,Mg. 7H20 Yy

4
0.50 gramos de NaHCO ’HZO en agua destilada libre de silicato,

3
se completa a 10 litros y se guarda en bctella de polietileno.
La Salinidad de esta agua es aproximadamente 33.7°/°°. El con
tenido de silice de esta solucibén no deberd exceder de 1 a 2

pg-at/L.

7.2. Preparacién de solucidn standards

T+2.1. Soluciébn standard de silicatos I.

Se disuelve 0.960 gramos de fino polvo seco de fluorsi-
licato de sodio, Na281F6 en agus destilada y se comple-
ta a 1 litro en una fiola graduada. Luego la solucién
deberd ser guardada inmediatamente en una botella de po
lietileno y permanecsrd estable indefinidamente. Esta

solucién contiene:
I1ml. = 5 ng-at Si

7.2.2. Soluciébén Standard de Silicato II.

Se diluye 10 ml. de la solucién standard de silicatos T
¥y se completa a 500 ml. con agua de mar sintética en una
fiola graduada. Esta solucién deberd usarse inmedista-~
mente para la calibracién porque el contenido de silica

tos comienza a decrecer a las pocas horas debido a 1la

polimerizacién.

1l ml. = 0.1 pug-at Si
1 ml. 4 npg-at Si/L en 25 ml. de

nuestra de agua de mar
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Te3« Procedimiento

Se prepara 4 soluciones standards usando 25;0 ml. de solucidn
standard de silicatos II en lugar de la muestra de agua de mar
y 2 muestras de agua de mar #intética que actuan como blancos.

Luego se procede como se ha indicado anteriormente.

El factor F es calculado de la expresién:

100

donde Es = La extincién riedia de los 4 standards.
Eb = La extincién media de los 2 blancos.

Bl valor del fa¢tor no canmbia con el tiempo, pero requiere que
sea chequeado de vez en cuando. Su valor apréximado es 100.
Si se usan celdas de 4.0 6§ 10.0 cm. el factor puede asumirse
0.4 6 0.1, respectivamente.

8.~ CALCULOS

La concentracién de los silicatos en lag muestras es calculada como

sigue:
pg-at Si/L = E,xF
donde F = es el factor obtenido en 7.3
Eé = Bxtincidén corregida, obtenida en 5
NOTAS

- No hay un pronunciado efecto de 1a temperatura sobre las nmuestras
a temperaturas mayores de 18°C, pero debe evitarse temperaturas

que exceden de 25° ~ 30°C, porque esa temperatura descompone el
complejo silicomolibdato.

- El silicato y el molibdato deben combinarse antes que el agente
reductor es agregado. BEs suficiente 10 minutos para esta reaccidn.

La adicién de la solucién reductora debe hacerse antes de los 30
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ninutos, para evitar cambios en las formas isémericas del comple

jo silicomolibdato formado.

La muestra es agregeda al reactivo 4cido molibdato para mantener
la mezcla agua de m:r-molibdato con cierta acidez. Esto previe=-
ne la posible form:. i én de formas isémericas del complejo silico
molibdato.

Bl 4cido oxélico agregade al agenie reductor es para descomponer
al fosfomolibdato. Arsenomolibdato formado con el complejo sili

comolibdato.

El tiempo requerido para la formecidn del color azul varia con
la conceniracién de los silicaton, Para concertraciones menores
de 50 pg-at Si/L uwna hora es suficiente en :ambio para conteni -

dos de 75-100 mg-at/L se reguiere 3 horas.
FEl agua destilada deberd ser guardada en botella de polietileno.

El vso del metol como reductor hace que el método sea menos sen
sible gue cuando se usa el cloruro estannoso. Sin embargo, la
gsensibilidad no es de primera importancia en ls determinacién
de los silicatos, porque estos se encuentran en grandes cantida
des en el agna de mar. Sin embargo, el metol tiene la wventaja
de ser mds estable que el cloruro estannoso, y la estabilidad
del color azul que se produce con el silicomolibdato es mucho ma

yor.



DETERMINACION DEL NITRATO REACTIVO

Un continuo balance de intercambio de nitrdégeno entre los organismos re
sidentes y su ambiente es esencial para la continuidad de la vida en el

marxr.,.

La mayor parte del nitrégeno combinado presente en el mar se halla en

forma de nitratos.

Los principales métodos para ia determinacién de Nitratos en el agua de
mar estan basados: 1) En la reduccién a nitrito; 2) En la produccién de
color por la adicién de reactivos en solucidén concentrada de 4cido sul-
furico, como un resultado de las propiedades oxidantes del dcido nitri-
co; 3) Polarograficamente.

La determinacién de los nitratos en el agua de mar usando la estricnina
reducida y la difenil bencidina en vresencia de 4cido sulfdrico han si-
do descritas por HARVEY (1926-1930) y ATKINS (1932-1954), respectivamen
ve. El método de HARVEY posteriormente fue mejorado por ZWICKER y RO -
BINSON (1944), quienes demostraron que el reactivo de HARVEY era una
mezcla de productos de reduccién de la ssitricnina y que el uso de la es
tricninsa puva era un reactivo mds satisfactorio.

ROCHFORD (1947), MATIDA (1951), MARVIN (1955) y FUKAI (1955) eliminaron
la mayoria de las dificultades encontradas en la preparacién del Reacti
vo de HARVEY, mejorando la precisién del método.

La determinacién de los nitratos polarograficamente han sido descritas
por KOLTHOTF, HARRIE y MATSUYAMA (1944), KBILIN y OTVOS (1946) y por
CHOW y ROBINSON (1953), basados en la reduceién polarogrdfica de los ni
tratos en presencisa de iones urani?,

Una reduccidn hetcrogénsa de nitratos a nitritos por el metal Zinc ha
sido descriia por NZILSON vy KURTZ y RRAY (1954). MULLIN y RILEY (1955)
redujeron el nitrato & nitrito empleando hidracina en una solucién bafe
rada a pd 9.6 en presencia de iones de cobre, los cuales actuan como ca

talizado». CFOW y JCISON (1962) describieron un método basado en 1la

reduccién con polvo de Zinec,
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Otros métodos han sido descritos por MONTGOMERY (1962), PROCHAZKOVA
(1959) ARMSTRONG (1963). Una comparacién de los métodos usando hidraci
na y estricnina es dada por DAL PONT et al (1962).

E1l efecto del HZS en la determinacién de los nitratos ha sido tratado
por WILLIANS y COOTEL (1962).

El rango de nitratos en el igua de mar es generalmente de 0.00 - 60 ug-
at/L. El método descrito r r STRICKLAND y PARSON (1968) esta basado en
el método de MORRIS y RILEY (1963), incluyendo el uso de cloruro de amo
nio (GRASSHOFF, 1964) y columnas de cadmio-cobre (WOOD, ARMSTRONG y RI~-
CHARDS, 1967).

El método descrito a continuacién es el modificado por STRICKLAND y PAR
SONS (1968), con ligeras modificaciones.

El pnitrito de agua de mar es reducido cuantitativamente a Nitrito,
cuando la muestra pasa a través de una columna que contiene amalga-
ma de cadmio cubierto con cobre metalico. El nitrito asi producido
es determinado por diazotacién con sulfanilamida y copulacién con
N-(1 naftil) etilendiamina para dar un tinte azo altamente colorea-

do, cuya extincién es medida.

2.~ EQUIPO Y APARATOS ESPECIALES

Son necesarios:

l.- Columnas de reduccién.

2.~ Erlenmeyer de 125 ml.

3.- Pipetas automdticas de 2.0 y 1.0 ml.
4,- Probetas de 100 ml.

5.~ Espectrofotémetro.

5.~ TOMA DE MUESTRA Y SU ALMACENAMIENTO
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Se toma 100 ml. de muestra, aproximadamente, en una probeta gradua

da y se vacea a un erle:meyer de 125 ml. Las muestras son estables

por muchas horas, si son guardadas frias y en la oscuridad, pero

los andlisis no deberédn demorar mds de 12 horas. Si se piensa guar

darla por mayor tiempo las muestras deberdn ser congeladas a -20°.

REACTIVOS

4.1.

4.5.

4.5.

Solucidén concentrada de cloruro de amonio:

Se disuelve 175 gr. de cloruro de amonio, Q.P. en 500 ml. de
agua destilada y se guarda en una botella de vidrio é de po -

lietileno.

Solucién diluida de cloruroc de amonio:

Se diluye 50 ml. de la solucién concentrada de cloruro de amo
nio a 2000 ml. con agua destilada y se guarda en una botella

de vidrio 6 de polietileno.

Sulfanilamida

Se pesa 5 gr. de sulfanilamida y se disuelve en una mezcla de
50 ml. de HC1l concentrado y 300 ml. aproximadamente de agua
destilada. Luego se completa a 500 ml. con agua destilada.

La solucién es estable por muchos meses.

N-(1l-naftil) etilendiamina

Se pesa 0.5 gr. del compuesto C10H7 NHCH2CH2NH2. 2HCl y se di

suelve en 500 ml. de agua destilada libre de nitritos. La so

lucibén seréd guardada en una botella ambar y renovada cuando

aparezca un color pardo fuerte.

Preparacién de las columnas de cadmio:

Son preparados de la siguiente manera:

l.- Se lima finamente el metal cadmio y se selecciona la frag
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¢ién que pasa la malla de 2 mm,-la-que es retenida en otra
malla de 0.5 mm.

Se toma aprdximadamente 300 gr. del metal cadmio (esta can-
tidad es suficiente para 6 columnas) y se lava brevemente

con una solucién de HC1l al 1 %, luego se trata con una solu
4" 5H20) al 2%
w/v hasta que empiece a formarse particulas de cobre semico

cién de sulfato de cobre pentahidratado (Cu.SO

loidales en el liquido gupernadante.

Se lava con abundante agua destilada (por lo menos 10 veces),

hasta que esté libre del cobre coloidal.

El fondo de la columna reductora se llena con cobre muy {i-

no y se agrega solucién dilufda de cloruro de amonio.

Se llena la columna con los granulos de cadmio coperizado y

se lava la columna con solucién diluida de cloruro de amonio.

Se regula el flujo de la muestra. El flujo de una nuestra
de 100 ml., a través de la columna debe demorar de 10 - 12

minutos. 8i el flujo demora menos de 8 minutos, sera nece-
sario agregar méds cobre a la bagse 6 disminuir la salida del
liquido. B8i el flujo demora mds de 12 minutos, debera qui-

tarse cobre en la base de la columna.

Se agrega algodén de cobre al extremo superior de la colum~

na.

Antes de la calibracidén y reduccidén de las muestras, las co
lumnas deberédn activarse pasando a través de élla 1 litro
de agua que contiene aproximadamente una concentracién de
20 mng-at/L de nitritos.

Cuando no se usan las columnas ellas deberdn dejarse en so-
lucién dilufda de clorurc de amonio en cantidades suficien-

tes que cubra el metal.

Las columnas deberén ser regeneradas cuando su eficiencia

es reducida, en la siguiente forma: Se vacea el contenido de
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las columnas en un vaso y se lava con una solucién @iluida de
4cido nftrico 1 % v/&, luego con ung solucién de HC1 al 1 %,

Y finalmente se lava con abundante agua destilada. Enseguida
se seca a 60°C aproximadamente. Luego se procede en la forma

descrita anteriormente para la preparacién de las columnas.

>o= PROCEDIMIENTO

lo"

8¢~

Se toma 100 ml. de sgua de mar y se vacea a un erlenmeyer, luego
se agrega 2.0 ml. de la solucién concentrada de cloruro de amo-

nio.
Se vacea la muestra en la columna reductora.

En el erlenmeyer se reciben los primeros 40 ml. de la muestra
los cuales son desechados dejando tan seco como sea posible el

erlenmeyer.

En el mismo erlenmeyer se colectan los subsiguientes 50 ml. de

muestra.

Tan pronto como sea posible se le afiade 1.0 ml. del reactivo sul
fanilamida y se mezcla bien. Luego se deja por egpacio de 2 4 8§

minutos.
Se afiade 1.0 ml. de N-(1l-Naftil) etilendiamina y se agita.

Se espera 10 minutos para que la solucién logre su méxima inten-

sidad de color, el cual es estable por lo menos 2 horas.

Se mide la extincién de la muestra a una longitud de onda de 543
nu, usando un egpectrofotbémetro y celda de 1.0 em. Si la extin-
cién es mds grande que 1.25 (ca. 30 mg-at N/L), se mide en celda

de 0.5 cm. 6 se toma 25.0 ml. de la solucibn con una pipeta volu
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nétrica y se vacea a un erlenmeyer y luego se le afiade 25.0 ml,
de agua destilada. 3e megcla bien y se mide su extincidn, do =
blando este valor en la férmula gque ha de emplearse m4s abajo.
51 la extincidén es menor que 0.1 con celda de 1.0 cm. se debe
repetir la lectura usando celda de 10.0 cm. Para extincidn de
0.1 4 0.2 con celda de 1.0 cn. es conveniente usar celda de 5.0

cm.

9.- Se corrige la extincidén medida por sustraccién del reactivo en

blanco (usando celda de 1.0, =5.0 6 10.0 cm, respectivamente).

5.~ DETERMINACION DEL BLANCO

6.1. Celda a celda en blanco

Cuando ambas celdas de la muestra y celda de agua destilada
son llenadas con agua destilada, la extincién de las dos cel-
das debe ser 0.000 debido a ligeros defectos 6pticos se puede
hallar valores pero ligeramente positivo 6 negativo. Esto es
pernitido cuando la turbidez en blanco es sustraida, peroc el
valor deberd ser hallado cuando se determina el reactivo en
blanco. BEl agua en la celda de agua destilada deberd ser cam
biada todos los dfas, ya que puede resultar una marcada turbi
dez si el agua destilada permanece en la celda por un largo

tiempo.

6.2. Reactivo en blanco

El reactivo en blanco cuandc se usa celda de 1.0 em. BEs casi
insignificante pero deberd ser chequeado ocasionalmente, en

cambio cuando se usa celda de 10.0 cm. es muy importante.

Se lleva a cabo como en el método descrito, usando 100 ml. de
agua destilada libre de nitratos (Si el agua destilada contie
ne nitratos serd necesario redestilarla, agregdndole un poqui
to de permanganato alcalino)en lugar de agua de mar. Se co -

rrige la extincién resultante por la celda a celds en blanco
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¥y no deberd exceder de 0.1, usando celda de 10.0 cm.

Turbidez en blanco

Si la concentracidén de nitratos es baja y se usa celda de 10.0
cm. la turbidez en blanco serd determinada y si su extincién
es apreciable, las muestras Jdeberdn ser filtradas antes del ang

liSiS .

/.~ CALIBXACION

Tela

7.3.

Te4.

Acua de Mar Sintética

Se disuelve 310 gr. de cloruro de sodio (ClNa), 100 gr. de sul-
Tato de magnesio (MgSO4.7H20) ¥ 0.50 gr. de bicarbonato de sodio
(NaHCOB) en 10 litros de agua destilada. Todos los reactivos

deberdn ser quimicamente puros.

. Solucidén Standard I

Se disuelve 1.02 gr. de Nitrg to de Potasio,. Q.P. en 1000 ml.
de agua destilada, usando una fiola graduada. La solucién es

estable indefinidamente en la ausencia de la evaporacién.

lml. = 10.0 ng-at Nitrégeno

Solucién Standard IT

Se diluye 2.0 ml. de la solucidn de Nitrato Standard I a
1,000 nl. con ague de Mar Sintética. Rots solucidn deberd ser

gvardada exn botella oscura y secrd preparads inmediatamente an-

tes de su uso.

concentracién = 20 ug-at N/L

Procedimiento

Se tora 100 ml. de la solucibn standard II de Nitrato y se va

cea a un erlenmeyer de 125 ml. y se procede como se ha indica-
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do, anteriormente. Luego se mide la extincibén de 1la muestra

usando celda de 10 cn.

El factor para cada columna inicialmente debe ser determinado
del promedioc de la extincién de 3 standard y corregida por la
extincién del reactivo en blanco. Subsiguientemente cada co-

lumna seréd chequeada diarianente con un standard.

El factor F es calculadc de la expresiédn:
20.0

Es - Eb

F

donde Es = La extincién media de los 3 standards para
cada columna y

Eb = La extincidn media de los 2 blancos.

8,- CALCULOS

La concentracién de los nitratos en las nuestras es calculada como

sigue;
sg-at N/L = E , xF - C
L
donde F = es el factor obtenido en 7.4

L = 1longitud de celda

Ec = Bxtincidén corregida, obtenida en 5

C = concentracién de nitritos en la muestra.
NOTAS

- El uso contindo de las limaduras de amalgama de cadmio puede oca
sionar una progresiva deactivacién del reductor, debido posible-
mente a la formacidén de una capa de hidréxido de cadmio o carbo-
nato,

La presencia de un poquito de cloruro de amonio bafera el agua

de mar haciéndola algo dcida, el cual no deactiva las columnas.

- El volumen del flujo a través de la columna para su lavado no de
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be ser menor de 40 ml.

Por el método descrito alrededor del 93 % dél Nitrato es reducido
a Nitrito. Los cambios de temperatura no tienen efecto entre 10°
y 35°C.

No es necesario lavar las columnas entre muestras, pero si perma-
nece sin uso por varias horas serd necesario lavarlas con 50 ml.

de solucién dilufda de cloruro de amonio antes de su rehuso.

Cantidades superiores a Z2mg 82/L se ha dicho que no interfiere en
el método descrito, sin embargo repetidas andlisis pueden deacti-

var las coluvmnas debido a la formacién de sulfuro de cadmio.



DETERMINACION DEL NITRITO REACTIVO

En el ciclo de nitrégeno en el agua dec mar, el estudio de los nitritos
es muy ttil porque ocupa una posicién intermedia entre el amonfaco y ni-
trato. Como los estados de oxfdacibén del nitrégeno se encuentran en equi
librio, la concentracién de los nitritos puede servir como un indicador

de la inestabilidad del sistem=.

La concentracién de los nitritos en el agua de mar varfa generalmente des

de 0.00 - 4.0 ng-at/L como nitrito-nitrégeno.

En dreas biolégicamente productivas han sido observadas concentraciones

(e nitritos mayores que 9.0 ug—at/L.

Los métodos para la determinacién de los nitritos en el agua de mar de-
penden de la diazotacidén de un compuesto amino, seguido por una reaccién
de copulacién para dar un tinte azo. Los m4s usados son el 4cido sulfa
nilico y el alfa-naftilamina; para sensibilidades extremas puede usarse
el sulfanilamide y N-(l-Naftil) etilendiamina biclorhidrato. La discre
pancia en los resultados de los métodos se debe a las variaciones en los

reactivos y en el procedimiento.

ROBINSON y THOMPSON (1948), describen un método el cual se basa en la
diazotacién del Acido sulfanflico ¥y copulacién con alfa-naftilamina pa-
ra dar wn color rosado, cuya intensidad es proporcional a la concentra-
cién de los nitritos. Este nétodo ha mostrado ser algo lento y aspecto
fotométidamente los resultados no son tan consistentes como serfa desea
do. MATIDA (1948), prefirié usar un reactivo s6lido, el cual es consi-
derado mds simple, mds conveniente y mds estable (se muele 1 gr. alfa-
naftilamina, 10 gr. 4cido sulfanflico Yy 89 gr. 4cido tartdrico juntos

en un mortero. Para 50 ml., de muestra de agua de mar se agrega 0.3 gr.
del reactivo).

Varias técnicas han sido comparadas por BARNES ¥y FOLKARD (1951) y el mé
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todo més usado es el de BENDSCHNEIDER y ROBINSON (1952) quienes aplica-

ron

el método de SHIN (1941) al agua de mar.

El método descrito a continuacién es el de BENDSCHNEIDER ¥y ROBINSON

(1952):
1.- FUNDAMENTO

2.-

Por este método el nitrito del agua de mar se hace reaccionar con un
amina aromdtica, sulfanilamida en solucién dcida. E1 compuesto dia
zo resultante se hace reaccionar con N-(1l-Naftil) etilendiamina y
forma un tinte azo altamente coloreado, cuya intensidad es proporcio
nal a la concentracién de nitritos presente. Luego se mide la ex -
tincién de la muestra a una longitud de onda de 543 mu, usando un

espectrofotémetro y celda de 10 cm.

EQUIPO Y APARATOS ESPECIALES

Son necesarios:

l.~ Botellas de 100 ml.

2.~ Erlenmeyer de 125 ml.

3.~ Probetas de 50 nl.

4,- FPipetas automdticas de 1.0 ml.
5.~ Espectrofotémetro.

TOMA DE MUESTRA Y SU ALMACENAMIENTO

La probeta de 50 ml. y el erlenmeyer de 125 ml. usados para la deter
minacidén deben ser lavados dos veces con la nuestra Y luego se toman
50 ml. de muestza en el erlenmeyer. Las muestras son estables en
luz tenue por muchas hecras a temperatura del laboratorio, pero los
andlisis no deberdn ser demorados mis de 5 a 10 horas. Las muestras
deberdn ser congeladas si se piensa guardarlas por un tiempo, pero
no es reccmendable un guardado prolongado. Para trabajos de alta

Precisién en 4reas cercanas a la costa se separa una muestra de 30ml,
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de muestra para la medicde de la turbidez.

REACTIVOS
4.1. Sulfanilamida
Se pesa 5 gr. de sulfanilamida y se disuelve en una mezcla de
50 ml. de HCl concentrado y 300 ml. aproximadamente de agua des
tilada. Luego se completa & 500 ml. con agua destilada. La so
lucién es estable por muchos meses.
4.2. N=-(l-Naftil) etilendiamina
Se pesa 0.5 gr. del compuesto 01037 NHCH,CH,NH,. 2HCl y se di-
suelve en 500 ml. de agua destilada libre de nitritos. La solu
cién serd guardada en una botella anmbar Y renovada cuando apa -
rezc& un color pardo fuerte.
PROCEDIMIDNTO
Las nuestras deberdn ser tratadas con los reactivos tan pronto como
sea posible.
l.- Se toma 50 ml. de nuestra de agua de mar Yy se vacea a un erlenme
yer de 125 nl.
2.~ Se agrega 1.0 ml. del reactivo sulfanilamida Y se mezcla bien.
Lvego se deja por espacic de 2 a 8 minutos.
3.~ Se afiade 1.0 ml. de N-(1l-Naftil) etilendiamina y se agita.
4.- Se espera 10 ninutos para que la solucién logre su mdxima inten-
sidad de color, el cual es estable por lo menos 2 horas.
5.~ Se mide la extincién de 1la muestra a una longitud de onda de 54%

mu, usando un espectrofotdmetro y celda de 10 cm,
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Se corrige la extincidén medicda por substrazeidn de la turbidez

¥y el reactivo en blanco,

6.- DETERMINACION DEL BLANCO

6.1.

6.3.

Celda a celda en blanco

Cuandc ambas celdas de la muestra y celda de agua destilada son
llenadas con agua destilada, la extincién de las dos celdas de-
be ser 0.000 debido a ligeros defectos &pticos se puede hallar
valores pero ligeramente positivo o negativo. Esto es permiti-
do cuando la turbidez en blanco es sustraida, pero el valor de-
berd ser hallado cuando se determina el reactivo en blanco. El
agua en la celda de agua destilada deberd ser cambiada todos
los dfas, ya que puede resultar una marcada turbidez si el agua

destilada permanece en la celda por un largo tiempo.

Reactivo en blanco

Se lleva a cabo como en el método descrito, usando agua destila
da libre de nitritos en lugar de agua de mar. Se corrige la ex
tineibén resultante por la de celda a celda en blanco. E1 reac-
tivo en blanco no deberd exceder de 0.03. El origen de este

blanco es oscuro y parece producirse cuando ambos reactivos son
mezclados, cambiando algc de dia a dia. Deberd ser determinado

para cada grupo de muestras, por duplicado.

Turbidez en blanco

La turbidez de las aguas cercanas a la costa puede llegar a te-
ner una apreciable fraccidn de la extineidén total, la cual rara
mente excede de 0.3 en determinaciones de nitritos. La turbi -
dez en blanco serd determinada en muestras de superficie y a 10
m. de profundidad en cada lanzamiento. Luego se mide progresi-
vamente a mds grandes profundidades hasta que el valor llegue a
ser apreciablemente constante. Este valor (generalmente menor

que 0.0l debajo de 25 m. en aguas lejos de la costa) €s aproxi-
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madamente igual al le celda o celda on blanco y puede ser lige
ramente negativo.
La tvroidez en blanco serd medida, tomando 30 ml. de muestra de

ague de mar, a la cual se le agrega 1.0 ml. del reactivo de sul

fanilamigda.

7.~ CALIBRACION

7.1. Preparacidén de soluciones standards

7-1.1. Soiucién standard I

Se pesa 0.345 gr. de nitrito de sodio, secado previamen-
ve a 110°C, se disuelve en agua destilada libre de nitri
tos y se completa a 1 litro en una fiola graduada. Se
agrega 1 ml. de cloroformo como preservativo, el cual
asegure una estabilidad de por lo menos de uno a dos me-

3es.

La solucién deberd ser guardada en una botella

oscura

Bsta solucién contiene:

1ml. = 5 nug-at N

7:1.2. Solucidn standerd IT

Se mide 10.0 ml, de la solucién standard I Yy se disuelve
en agua destilads libre de nitritos y luego se completa

a 1,000 ml. en una fiola graduada,

l.0ml. = 5 =% 1072 ug-at N
l.0ml. = 1.0 ug-at N/L en 50 ml. de

muestra de agua de mar.

7.2. Procedimiento

Se prepara 4 standards, midiendo 2.0 ml. de 1la solucidén stan -

dard de nitrito II y completando su volumen & 50 ml. con agus



- 55 =

destilada; haciéndose ademds 2 blancos, con 50 mli: de agua deg
tilada cada uno. Luego se procede como se ha indicado anterior

mentea.

El factor F es calculado de la expresidng

2,00
F Es - Bb
donde Es = La extincién media de los 4 standards.
Eb = La extincidén media de los 2 blancos

(no corregido por celda a celda en

blanco).

8.~ CALCULQOS

La concentracidn de los nitrisos en las muestras es calculada como

siguec:
ug-ab NO,-N/L = E, x F
donde ¥ = ®s el factor obtenido en T.2
EC = Axtineidén corregida, obtenida en 5.
NOTAS

Este método no es afectado apreciablemente por 1la salinidad, ni
por pequefios cambios en la concentraciédn de los reactivos, en el
velumen y por la temperatura. Sin embargo se recomienda mante -
ner la temperatura en el rango de 15° a 25°C. No es necesario
medir exactamente 50 ml. de muestra, pero si debe estar entre 45
ml. y 55 ml.

La reaccién de diazotacién requiere 2 minutos. No debe dejarse

por mds de 8 minutos.

Para el desarrollo completo del color €8 necesario 10 minutos,

El color permanece constante por lo menos dos horas.
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DETERMINACION DE AMONTIACO

El amonio es la primera fase de la mineralizacién de una sustancia orgd
nica y se halla en el agua de mar como producto de la actividad vital

de los organismos y de la descomposicién de los organismos nuertos.

Los primeros métodos fueron desarrollados por WIRTH y ROBINSON (1933) y
WATTEMBERG (1929), los cuales fueron criticados y mejorados por KRUSE y
MELLON (1955). Posteriormente este método fue aplicado al agua de mar
por STRICKLAND y AUSTIN (1959).-

Existen muchos métodos para la determinacién de amonio en el agua de
mar, tales como los descritos por: RILEY (1953), STRICKLAND y AUSTIN
(1959), KOROLEFF (1960), GILLBRICH? (1961), NEWELL y DAL PONT (1964);
ROSKAM y de LANZEN (1964), SAGI (1966), STRICKLAND y PARSONS (1968).

El método de FROCHAZKXOVA (1964) para la determinacién de amonio como
dcido rubazoico ha sido modificadc por JOENSTON (1966).

La técnica descrita a continuacién es 1g désarrollada STRICKLAND y PAR-
SON (1968) quienes han hecho una modificacidén mds sensitive del método

hipoclorito~fenol usado por muchos investigadores.

1.~ FUNDAMENTO

La muestra de agua de mar se hace reaccionar en un medio de citrato
alcalino con hipoclorito de sodio y fenol, en presencia del nitro -
prusiato de sodio, el cual actda como catalizador. E1 color desa -
rrollado de azul indo~fenol con amonio es medidco a 64OOA°, usando
celda de 10 cm.

2.- BEQUIPO Y APARATOS ESPECIALES

Son necesarios:
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1.~ Frascos erlenmeyer de 125 ml.
2.- Probeta de 50 ml.
5.~ Pipetas automdticas de 2.0 y 5.0 ml.

4.- Bspectrofotémetro.

3.- TOMA DE MUESTRA Y SU ALMACENAMIENTO

Las muestras de agua de mar pueden guardarse temporalmente antes del

andlisis en bntellas de vidrio o de polietileno, por un perfiodo no

mayor de 1 a 2 horas., Si las muestras van a2 ser analizadas posterior

mente estas deberdn ser congeladas a -20°C. No es recomendable guar

dar las muestras.

4.- REACTIVQS

4.1.

4.3-

Agua deionigzada

Debe usarse agua deionizada para hacer las soluciones, blancos

y standards.

El amonio es removido del agua destilada haciéndola pasar esta
a través de una pequefla columna de intercambiadores de resina
de cationes en la forma de hidrégeno, justamente antes de ser

usado, y deberd guardarse el agua en un frasco de vidrio bien

tapado.

Solucién de fenol

Se pesa 20 gr. de fenol Q.P. y se disuelve en 200 ml. de alco-
hol etfilico al 95 % v/v.

Solucién de Nitroprusiato de Sodio

Se pesa 1.0 gr. de nitroprusiato de sodio Na,Fe (CN)S- NO.2H20
Yy se disuelve en 200 ml. de agua deionizada, luego se guarda en

una botella ambar. La solucién es estable por lo menos un mes.
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4.4. Reactivo alecalino

Se pesan 100 gr., de citrato de sodio y 5.0 gr. de hidréxido de
sodio y se disuelven en 500 nl. de agua deionizada. Esta solu

cién es estable indefinidamente,

4.5. Solucién de hipoclorito de sodio

Se usa una solucién de hipoclorito comercial (Chlorox) el cual
es aproximadamente 1.5 N. Esta soluqidn deberd ser chequeada
periodioamente, debido a que se descompone lentamente, Para
3-5H20)
Yy se disuelve en 500 ml. de agua. Se agrega unos cuantos cris-

ello se'pesa 12.5 gr, de ticsulfato de sodio QiP. (Na2520

tales (aproximadamente 2 gr.) de yoduro de potasio (IK)a 50 ml.
de agua, aproximadamente y se vacea a un frasco pedﬁeﬁo, ense~

guide se le agrega 1.0 ml, de la solucién de hipoclorito.

Se agrega 5-10 gotas de HCL concentrado Yy se titula el yodo li-
beradc con una solucién de tiosulfato. Debiéndose descartar el

hipoclorito cuando se consuma menos de 12 ml. de tiosulfato,

4.6. Solucién oxidante

Se mezcla 100 ml. de reactivo alealino ¥ 25 ml. de la solucién
hipoclorito de sodio. Esta solucidédn debe prepararse cada dfa y

debe guardarse bien tapada.

4.7. Solucién de Bromuro de Potasio

Se pesa 1.5 gr. de bromuro de potasio Q.P. y se disuelve en 250
ml. de agua deionizada,

5.~ PROCEDIMIENTQ

l.~- Se toma con una probeta 50 ml. de muestra y se vacea a un erlen-

meyer de 125 ml.

2.~ Se agrega 2 nl. de la solucién fenol Yy 8e agita.
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3.~ 8e afiade 2 ml. de la solucién de nitroprusiato de sodio y se agi

ta.

4.- Se agrega 5 ml. de la solucién oxidante, se agita y se deja por
espacio de 1 hora a temperaturas entre 20° y 27°C, tapandose los
erlenmeyer con papel de aluminio, para evitar la contaminacién

del amonio contenido en la atmésfera.

5.~ Se mide la extincién de la muestra a 6400 A° usando espectrofoté

metro y celda de 10 cm., contra agua destilada.

6.- Se corrige la extincién medida por el reactivo en blanco.

DETERMINACION DEL BLANCO

Reactivo en blanco

Se lleva a cabo en la misme forwa como se ha descrito anteriormente
usando agua deionizada fresca en lugar de agua de mar.
Las extinciones del blanco, usando celda de 10 cm. no debepn €xXce =

der de 0.075.

CALIBRACION

T.l. Solucién standard de amonio T

Se pesa 0.100 gr. de sulfato de amonio Q.P. y se disuelve en
agua destilada, completando luego su volumen a 1000 ml., ense-
guida se le agrega 1 ml. de cloroformo y se guarda la solucién

bien tapada y protegida de la luz. La solucién es estable por

muchos meses.
Esta solucién contiene:

lml, = 1.5 ug-at N

7.2, Solucién standerd de amonio IT
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Se toma 1.0 ml. de la solucidén standard de amonio I y se vacea
a una fiola de 500 ml., luego se agrega 10.0 ml. de solucién de
bromuroc de potasio y se completa a 500 ml. con agua deionizada.

La concentracién del amonio es equivalente a 3.0 ug-at N/L.

7+3. Procedimiento

Se preparen 4 standards, midiendo 50 ml. de la solucién stan -
dard de amonio II y 2 blancos usando agua deionizada en lugar
de solucién de amonio. Luego se procede como se ha descrito an

teriormente y se calcula el factor F de la expresidn:

o _ _2.00
¥ =85 T Ep
donde Es = BExtincidén media de los 4 standards y
Eb = DBxtincién media de los 2 blancoes.

8.- CALCULOS
La concentracién de amonic en las muestras es calculada como sigue:
ng-at N/L = E_  x F

donde EC = Extincifn corregida, obtenida en 5 y
F

Pactor obtenidc en 7.3

NOTAS

- El nitroprusiato de sodio en concentraciones de 0.5 % es suficien

te para catalizar la reaccién y producir un blanco estable y bajo.

-~ La fuerza y la cantidad del hipoclorito de sodio tiene un marcado

efecto en la reaccidén en el agua de mar.

- Para su reaccibén completa se requiere de 60 minutos, luego el co-

lor producido es estable por 1lo menos 24 horas.

- Los aminoécidos y la drea en concentraciones de 3.0 mg-at N/L en
agua de mar filtrada,

- El pH usado en la presente técnica es de 9.8 para el agua de mary
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10.4 para el agua destilada, donde el color azul.Formado es

igual tanto en la muestra ecomo en los blancos.



TECNICA DE FIJACION DE 14C

La técnica del 14C es un método muy sensitivo y exacto. Una descrip -
cién de esta técnica ha sido dada por: NIELSEN (1952), DOTY (1955) ;
DOTTY y OGURI (1958); KING et al (1957); JITTS (1957); NIELSEN y JENSEN
(1957) y otros investigadores. STRICKLAND (1960) ha discutido en deta_
lle esta técnica.

Varios comentarios al método de NIELSEN (1952) han sido hechos por :
NIELSEN (1955a); NIELSEN y ALKHOLY (1956); RILEY (1953); RYTHER (1954,
1956a y b); RYTHER y VACCARO (1954); VACCARO y RYTHER (1954); GUILLARD
et al (1955); MIYAKE (1954); YENTSCH y RYTHER (1957); SOROKIN (1956 y
1959). Una modificacién al método fue introducida por BERGE (1958).

Este método mide la cantidad de carbono formado nuevamente por el fito-

plancton en 1 m3 6 debajo de 1 m2 de-superficie por unidad de tiempo. -

1.- FUNDAMENTO

Una conocida cantidad de carbonato radiocactivo (14C03=) es agrega-
do a la muestra de agua de mar cuyo contenido de carbonato total

es conocido. Después de un periodo de tiempo en la cual se ha rea
lizado la fotosintesis, durante la cual la poblacién fitoplancténi
ca ha incrementado, se filtra la muestra en un filtro de membrana,
se lava, se seca y luego se mide su radioactividad con un contador
Geiger adecuyado. Bsta fijacidén del carbonato radioactivo se asume
como una medida de la fijacién del carbonato total como una frac -

cidn del todo y de aqui la tasa de fotosintesis quede calculada.
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EQUIPO Y APARATOS ESPECIALES

Son necesarios:

1. Botellas claras de 250 ml.

2. Botellas oscuras de 250 ml.

3. Equipo de filtracién.
o Filtro de membrana Millipore HA.
. Pinza

. Desecador.

4
5
6
T. Hipodermica pldstica de 2 ml.
8. Incubador.

9. Contador Geiger.

0

10. Cajas de cartén cilindricas con una o dos perforaciones en la

.3
tapa pars guardar los filtros y las planchetas de cobre.

TOMA DE MUESTRA Y SU ALMACENAMIENTO

La coleccibén de muestras debe hacerse con botellas plédsticas o de
vidrio. ©Se recomienda las botellas Van Dorn. Las muestras debe -
rén ser transferidas a botellas de politileno y podrén ser guarda-
das a la temperatura del mar por un periodo no mayor de 2 horas.
Se toma para cada nivel de muestreo 3 muestras: dos en botellas cla

ras y una en botella negra.

REACTIVOS

4.1. Agua de mar filtrada:

El agua de mar es filtrada usando filtro Millipore HA-

4.2. Solucidn de lavado dcido nitrico:

Se prepara aproximadamente una solucién al 30 % V/V de 4cido

nitrico concentrado y se agrega 1 g de urea a cada litro.
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4.3, Soluci eutral de f aldeido:

4.4.

Se toma una solucidn de formaldeido al 40 % de buena calidad,
se decanta y se guarda la solucidén en una botella oscura de
vidrio bien tapada a la cual se le ha agregado unas cuantas

bolitas de carbonato de calcio.

Ampollas de 14C:

Se usan ampollas que contienen un ml. de solucidn con una con
centracidén de 4 uc. Estas ampollas son obtenidas de Dinamar-

Ca.

PROCEDIMIENTO

l.-

Se toman para cada nivel de muestreo 3 muestrass 2 en bote -
llas claras y 1 en botella oscura, dejando un espacio de 2 a

3 ml. en cada una.

Se agrega lentamente el contenido de una ampolla de 14C de
1 ml. con la ayuda de una jeringa hipodérmica en el fondo de

cada botella, luego se enjuaga la jeringa con un ml. de la

muestra tomada cerca del cuello de la botella y se regress a

la ampolla y nuevamente se vierte a la botella de muestra.
51 es necesario se completa su volumen con agua de mar fil -
trada, se tapa fuertemente y se agita suavemente. Luego se

guarde protegida de la luz.

Cuando todas las muestras han sido inoculadas con 14C, estas
se colocan en el incubzdor, en sus respectivos lugares co -
¢

rrespondientes al porcentaje de penetracidén de luz, por pe -

riodo de 6 horas aproximadamente.

Al final del experimento, se agrega a cada botella 1 ml, de

solucién neutral de formaldeido con la ayuda de una jeringa
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hipodérmica.

Se filtra el contenido de las muestras, usando filtro de mem
brane Millipore HA 25 mm. blanco plano. Se enjuaga la bote-~
lla 2 veces con porciones de 10 ml. aproximadamente de agua
de mar filtrada y finalmente se lava el embudo y filtro de
membrans con dos o tres porciones de 5 ml., aproximadamente

de agua de mar filtrada.

Se seca el filtro mediante succidn y se transfiere luego con
la ayuda de una pinza a las cajas de cartén y se numera. En

seguida se guarda en un desecador.

Se mide la radioacivividad de la nuestra colocando el filtro

correspondiente y la plancheta en un contador Geiger.

CALCULOS

La fotosintesis en las muestras es calculada de la siguiente ex-

presi

donde

éns
3 CPM x W x 1.05
ng C/m /H = PN, % N
i
CPM = Recuento neto del filtro
CPM:.L = Total del recuento del elemento introducido den
tro de la muestra.
L = Contenido de carbon-carbonato presente en el

agua en mg C/hs.

1.05 = Factor de correcciédn por descriminacién y res-
piracién.

N = Nimero de horas durante la cual las muestras

han sido expuestas a la luz.



DETERMINACION DE CLOROFILA "A" Y FEQ-PIGMENTOS

La determinacién de la materia viva de las plantas en una particula de
materia orgdnica de agua de mar, puede ser hecha mediante los andlisis
de clorofilas, carotenos y xantofilas.

Los productos de degradacidén de la clorofila puedenalgunas veces cons-
tituir vna fraccidn significativa del total de pigmentos verdes. En
Jas determinaciones espectrofotometricas de las clorofilas interfiere
la clorofila inactiva,; debido a su absorcidn de la luz en la misma re-

gién del espectro.

En las muestras de 4dreas que contienen gran concentracidén de zooplanc-

ton, sedimentos, etc., generalments contiene feo-pigmentos.

Métodos para la determinacidn de las clorofilas han sido desarrollados
por RICHARD y THOMPSON (1952) y mejorados por GREITZ y RICHARDS (1955).
Posteriormente PARSON y STRICKLAND (1963) y el grupo de trabajo sobre
pigmentos fotosintéticos de la SCOR/UNESCO (1966) han revisado los mé-
todos sobre clorofilas y han introducido modificaciones. YENTSCH y MEN
ZEL {1963) han introducido mejoras en el método incluyendo el uso del

pulverizador.

Métodos para la determinacién de los feo-pigmentos han sido descritos
por MO3SS (1967) y LORENZEN (1967).

Determinaciocnes fluorométricas de la clorofila "a'" han sido descritos
por YENTSCH y MENZEL (1963) y HOLM-HANSEN et al (1965). La determina-

cién de los feo-pigmentos usando fluorcmetro han sido desarrollados por
HOTM-HANSEN et al (1965).

El método descrito a continuacién es el de LORENZEN (1967) el cual mide

la cantidad total de clorofila "a" y feo-pigmentos.
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FUNDAMENTO

La nuestra de agua de mar es filtrada usando filtros de papel de
vidrio, luego los pigmentos son extraidos con acetona al 90 %y
medida su extincidn a 66508 antes y después de 1la adicién del dci
do dilufdo. '

EQUIPO Y APARATOS ESPECIALES

Son necesarios:

1. Frascos de 500 ml. de polietileno.

2. BEguipo de filtracidn.

3. Filtro de papel de vidrio.

4. Centrifuga.

5. Tubos graduados para centrifuga de 15 ml.
6. Pinza.

7. Pipeta automitica de 1.0 ml.

8. Equipo de agitacidn.

9. Tubo homogenizador de vidrio.
10, Bspectrofotdémetro.

TOMA_DE MUESTRA Y SU ALMACENAMIENTO

Las muestras de agua de mar son tomadas en frascos de polietile-
no y filtrados lo mds pronto posible. Los filtros deberin ser
guerdados ¢n la oscuridad sobre silica gel a 1°C 6 menos por un
perfodn dc 2 meses, pero se reccomienda que su determinacidn se ha

ga a la breveuad posible.

REACTIVOS

4.1. Acctons &l 90 7.

Deberd usars:c acetons redestilada pars la preparacién de ace-

tona al 90 % y guardada en una pisceta de polietileno, 1la cual



4.2.

4.3,
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se mantendrd casi llena. Si se tiene acetona de muy buena ca
lidad podréd usarss, agregandole unos cuantos grinulos de car-
bonato de sodio anhidro, agitarlc fuertemente y luego decan -

tdndolo directemente para su uso.

Carbonato de Magnesio en suspensidn -
A & I :

Se pesa 1 g de carbonato de magnesia en polvo y se disuelve
en 100 ml. de agua destilada. Esta solucidén deberd agitarse

fuertemente antes de usarce.

A

iQ

ido_clorhidrico .

(W}

¢ toma 57 ml. de dcido clocrhidrico concentrado y se diluye a

100 ml. con agua destilzda.

PROCEDIMIENTO

1.-

Se filtra 500 ml. de muestra de agva de mar usando filtro de
papel de vidrio Whatman G F/C, agregéndole 1 ml. de carbona -
to de magnesia en suspensién a los dltimos cien mililitros de

nusstra.

Se seca el filtro, mediante succibn, luego con la ayuda de una
pinza se dobla el filtro y se coloce en un tubo de vidrio, ti-

po homogenizador y se agrega 3 ml. de acetona al 90 %.

Se desintegra el papel de filtro mediante el agitador por es -
pacio de 1 minuto a 500 rpm., luego se transfiere su comtenido
a un tubo de centrifuga, se lava 3 veces con acetona y se con-
tinta agregando su contenido al tubo de la centrifuga hasta

completar su volumen a 10 nl.

Se guarda en la oscuridad a la temperatura del ambiente por es
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pacio de 10 minutos.

5.- Se centrifuga la muestra por espacio de 10 minutos a 4000 -
5000 rpm.

6.~ Se decanta el liquido claro supernadante en celda de 10.0 &
5.0 cm. Si la concentracidén es baja, y en celda de 1.0 cm.
'si la concentracién es alta.

7.~ Se mide la extincidn de la muvesira a 6650 y T500A°, se agre-
ge 2 got~e del deido cliovbidrico diluido a la cubeta y se mez
cla, ¥y s3 mide nusvaienie la extincidén a 6650 y T75004° .

CALCULOS

La concentracidn de clordfila "a" en las nmuestras es calculada de

la siguiente expresiéns

Clordfila "a"

3 26.7 (665, - 665a) X Vv
(ug/m”) =

vV x 1

Feo-pigmentoé 26.7 (1.7 [665a] - 665,) x v

(ng/a’) ) vV ox 1




