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RESUMEN

Se describe la construccién y empleo de un sistema portitil y de bajo consumo de energia para la medicion de oxigeno disuelto en
agua. Basado en la técnica de deteccidn de la absorcién ge energia luminica de 355 nm por el triyoduro, este aparato permite la
determinacion del punto final de latitulacién Winkler con gran precisién: 0.1% en muestras de aguay 0.09 20.04% en estén dares,
misma que sesitda en el orden de la reportada en la literatura por aulores y usuarios de instrumentos similares. La resolucién y
sensibilidad del aparato fueron probadas mediante un experimento de fotosintesis con *'C y oxigeno, encontrando buena
concordancia entre ambastécnicascuando seutilizaunvalor adecuado delcociente fotosintético (PQ).

Este aparato de ficil construccién y adecuado para trabajos en el campo es muy iitil en estudios de produccién plancténica y
metabolismo enla columnadeagua.

ABSTRACT

The present paper describes the assemblage and emplayment of a portable and energetically low-demanding apparatus, designed
to measure dissolved oxygen concentrations in the water. Itsunderlying technique is based in the absortion of light (wavelength =
355 nm) by the triodate fraction of a Winkler titrating solution. The proposed desin has allowed for an acceptable precission in
water sample and standard sofution titrations (0.1 % and 0.09t0 0.04 %, respectively). These results equal those reported by other
wotkersusing similar instruments. Resolution and sensibility were assessed by mensofa ¥C and 02 photosynthesis experiment;
good accordance was found inbetween both sets of data, given the usage of a suitable phothosynthetical quotient (PQ). Simplicity
and sturdiness make this instrument very suitable for outdoor data gathering, as is often the case in the course of planctonic
productivity andwater column metabolismroutines.

PALABRAS CLAVE/KEY WORDS: OXIGENQ, OCEANOGRAFIA, HIDROLOGEA! 0X IGEN, OCEANOGRAPHY, HIDROLOGY.

INTRODUCCION

A pesar de que la determinacién de oxigeno di-
suelto en el agua de mar ha sido siempre de gran
utilidad en estudios oceanogrificos, la precisién
con la que se puede medir esta variable, ha limi-
tado su uso como indicador de procesos metabé-
licos que producen y consumen el oxigeno en la
columna de agua.

Elmétodo de titulacién Winkler, usado por pri-
mera vez en ¢l agua de mar en 1892, que desde
entonces ha experimentado modificaciones me-
nores y ha sido estudiado sistemiticimente, si-
gue siendo afin ¢l método més preciso y exacto
(Riley, 1975). Recientemente esta técnica ha si-
do modificada de tal manera que es posible la de-
terminacién rutinaria de oxigeno disuelio con

una precisién que puede ir desde 0.1 a 0.3%
(Bryan et al. 1976; Hartwig y Michael 1978; Tijs-
sen 1979; Williams y Jenkinson 1982; Friederich
er al. 1984; Oudot et al. 1988).

Estas modificaciones significan un incremento
notable en Ia precision si se considera que la titu-
lacién Winkler normal y la llamada micro-Win-
kler en manos de expertos, ofrecen una precisién
de 0.5-5%y 0.4-0.2% respectivamente sin consi-
derar que en determinaciones rutinarias de un
gran nimero de muestras, la precisién disminuye
(Friederich et al. 1984).

El aumento en la precisi6n de 1a técnica ha pro-
bado ser de gran utilidad en estudios de respira-
cién plancténica (Packard y Williams, 1981; Wi-
lliams 1981; Holligan er al. 1984; Smith et al.
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1986), y en estudies de fotosintesis y productivi-
dad primaria. En estos iiltimos estudios, esta me-
joria en la precision ka explicado parcialmente 1a
aparente discrepancia entre las técnicas de oxige-
no y ¢ (Williams et al. 1979; Williams et al.
1983; Davies y Williams 1984, Fuhrman et al
1985; Smith et al. 1987; Bender er al. 1987)

Tomando en cuenta estos resultados se cons-
truyd un sistema portatil de titulacién Winkler de
gran precision, para la realizacién de estudios de
fotosintesis y respiracién en la columna de agua,

La precision del sistema fue probada durante su
operacidn rutinaria de estandarizacién de reacti-
vos y titulacifin de muestras de agua en el campo
y en embarcaciones. Adicionalmente se disefid
unt experimento de fotosintesis para comparar el
desempefio del aparato con técnicas mas precisas
como la del “"C. Se calcula el cociente fotosinté-
tico ¥ se comparan ambas técnicas.

En este trabajo se describe ¢l sistema de titula-
cidn construido (basado en Bryan et al. 1976), se
analizan todas las modificaciones realizadas y se
incluye la informacién necesaria para que pue-
dan construirse sistemas iguales o similares.

MATERIALES Y METODOS

De manera similar a Bryan et al. (1976), el fun-
cionamiento del aparato estd basado en la detec-
cién fotoelectrénica de 1a absorcién de energia
luminica de 355 nm por el triyoduro. Con ayuda
de un graficador (LINEAR mod. 142) se traza
una curva de cantidad de luz transmitida contra
voltimen de tiosulfato agregado. El punto final
de la titulacién corresponde al punto de inflexién
de esta curva,

La titulacién se realiza en la misma botella
donde se colecta la muestra o que se utiliza como
cimara de incubacidn, reduciendo asf ]a volatili-
zacion del yodo (Green y Catritt 1966).

El sistema fie disefiado para titular botellas de
borosilicato de 150 ml de volumen nominal, o bo-

tellas del tipo DBO de un voldmen aproximado
de 350 ml.

La fuente luminosa del sistema es un foco de
3.5 V@ 1A del tipo utilizado en las limparas sor-
das, en lugar del foco para microscopio utilizado
por Bryan ef al. (1976) y Williams y Jenkinson
{1982) y el de luz UV usado por Hartwig y Mi-

chael (1978) y Friederich et al. (1984), conlo que
se disminuye notablemente el consumo de poten-
cia. La intensidad luminosa de esta fuente se
mantiene constante mediante un lazo de regula-
cién

El haz luminoso es proyectado directamente
sobre la botella con la muestra o en su caso un es-
tindar de yodato de potasio. De ahise proyectaa
un filtro 6ptico pasabanda (ANDOVER 350
FS10-25 TF 350 nm de frecuencia central y 10
nm de ancho de banda ) y finalmente, al fotode-
tector (foto diodo Siemens SFH 100).

Como puede observarse en 1a Figura 1 el siste-
ma no cuenta con lentes o concentradores de nin-
gian tipo debidoe a que la irregularidad de las bote-
llas utilizadas dificultaria mucho Ia obtencién de
un punto focal més o menos estable.

El empleo de un filiro éptico permite 1a utiliza-
cién de un detector de banda ancha de tipo semi-
conductor, mismo que no requiere de los altos
voltajes necesarios por las celdas fotovoltaicas
empleadas en otros dispositivos {Bryan et al.
1976 Williams y Jenkinson 1982; Friederich et
al. 1984}, dando por resultado una nueva dismi-
nucién en el consumo eléctrico y en la compleji-
dad del instrumento.

La adicién del tiosulfato se hace mediante una
microbureta Gilmont de 2.5 ml de capacidad con
una exactitud de +0.04% y con divisiones de 1 ul.
Debido a Iz reaccidn quimica entre el tiosulfato
agregado y el trioyoduro presente en la botella,
este Gltimo es consumido gradualmente dejando
pasar cada vez mis luz de 355 nm de longitud de
onda. Para acelerar esta reaccién y mantener una
solucién uniforme, el dispositivo cuenta con un
agitador magnético cuya velocidad es controlada
mediante un potenciémetro.

La energfa eléctrica es suministrada al sistema
mediante un acumulador recargable de 12 volts y
80 AH; con el que dispone de una autonomia de
funcionamiento superior a 60 horas.

Las titulaciones de oxigeno disuelto fueron re-
alizadas con el aparato descrito anteriormente y
los reactivos, el orden de-adicidn y su concentra-
cidn es la misma que la descrita en Carritt y Car-
penter (1966), excepto que la normalidad de] tio-
sulfato en este caso es de 0.5 N y no es necesario
¢l uso de almidén como indicador.
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La estandarizacién de la solucién de tiosulfato
schace de acuerdo a Carritty Carpenter (1966) ti-
tulando con tiosulfato 0.5 N una solucién estdn-
dar de yodato de potasio 0.01 N de la manera si-
guiente. A una botella de 150 mi de borosilicato
se le agregan 10 ml de la soluci6n estindar y un
voliimen de agua necesario para incrementar el
volimen y poder titular (comunmente se 1lena la
botella hasta 0.5 cm por debajo del cucllo). Se
agrega 1 ml de dcido sulfiirico y 1 ml de la solu-
cién alcalina de yoduro de sodio e hidréxido de
sodio y se titula.

La determinacién del testigo o blanco es nece-
saria para calcular el efecto de reacciones pro-
ductoras o consumidoras de yodo y se hace pipe-
teando 1 mi de yodato de potasio 0.01N en una
botella limpia. Sele agrega agua destilada y 1 ml
de dcido sulfiirico, 1 ml de Ja solucién alcalina y
semezcla, Se agrega la solucién de cloruro man-
ganoso y se titula con tiosulfato. Sin sacar la bo-
tella delsistema se agrega otro mililitro de yodato
de potasio ).01Ny se titula. La diferencia entre la
primera y segunda titulacion es el testigo.

Todas las titulaciones son realizadas en las bo-
tellas de colecta de la muestra o las de incubacién
gue pueden ser botellas del tipo DBO o botellas
Para reactivo de borosilicato de 150 ml de vold-
men nommal mismas que son usadas en el méto-
do del !

Todas las botellas fueron marcadas y su voli-
men fue determinado gravimétricamente con una
“precision de +0.09 ml. El conacimiento del vold-
men exacto de las botellas es estrictamente nece-
sario pues la precision de a técnica depende di-
rectamente de la reduccidn de los errores volu-
métricos (Williams y Jenkinson 1982).

Para ¢l experimento de fotosintesis fueron uti-
lizadas células de un cultivo de Phaeodactylum

tricornutum, creciendo en un medio cuya Gnica -

fuente de nitrégeno fue el NO3 "a una concenra-
cién de 5.3 x 10° ug at N/1.

Se tomé 1 ml. del cultivo cuya densidad celular
fue de 12.6 x 10° cel. /ml y se inocularon 15 bo-
tellas de 150 ml para las determinaciones de oxi-
geno, y otras 9 botellas adicionales para la deter-
minacién con '*C. La densidad celular resultan-
1e es en el mismo orden de magnitud de la encon-
trada en aguas superficiales costeras (Azam y
Ammerman 1984),

Las botellas de oxigeno y 14¢ fueron incuba-
das a 100, 44 y 17.6% de 1nten51dad luminosa
(62.56,27.56 y 10.67 uE/m> /seg respectivamen-
te), y el tiempo de incubacién fue de 3. 1 3 23 ho-
ras para el oxfigeno y 3.1-3.67 para el el

Las titulaciones Winkler fueron realizadas con
¢l aparato descrito anteriormente, tomando los
valores de las botellas claras y oscuras. La incor-
poracién del bicarbonato radiactivo fue determi-
nado de acuerdo a Strickland y Parsons (1972).

RESULTADOS Y DISCUSION

La precisién lograda con el presente aparato
durante la titulacién de estindares estd en el inter-
valo de 0.04-0.09% (Tabla 1). La reduccién de 1a
precisién en la titulacidn de muestras de agua es
del orden de 2.5 a 7.5 veces (Tabla 2). Este mis-
mo problema ha sidoe discutido por Friederich et
al (1984), quienes encuentran una reduccién en
la precision hasta de 6 veces durante la titnlacién
de muestras de agua. Las muestras de agua titula-
das normalmente, son muestras no homogéneas y
de alli su mayor variabilidad (Friederich er al
1984). Sin embargo, el procedimiento empleado
para la titulacién de las muestras estindares difie-
re también en que la adicién de reactivos enla es-
tadarizaci6n involucra la adicién de un reactivo
menos que en la titulacién de muestras y por lo
tanto el error volumétrico se reduce.

Williams y Jenkinson (1982) concluyen a este
respecto que son los errores volumétricos y no los
de la detecci6n del punto final de la titulacién fo
que limitan a sistemas similares al descrito en es-
te trabajo. Friederich et al. (1984), también con-
cluyen lo mismo en relacidn a los errores volu-
métricos. No obstante lo anterior, los errores vo-
lumétricos y la variabilidad natural de las mues-
tras no son los lnicos factores que afectan a la
precisién de la técnica. Carritt y Carpenter
(1966), dieron una descripcién completa de los
problemas analiticos que se presentan al utilizar
la técnica Winkler y que adicionalmente reducen
su precision.

De acuerdo a Carritty Carpenter (1966), un pH
inferior a 2 en la muestra después de agregar el
icido favorece la oxidacién del yoduro a yodo y
por lo tanto su volatilizacion. Durante un experi-
mento de estandarizacién se detecté que una vez
agregado el icido, el pH de la solucién era de 1.8
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TABILA 1. Precisién de la titulacién durante la estandarizacién del sistema.

TIOSULFATO TIOSULFATO EQUIVALENTES DE COEFICIENTES DE
CONSUMIDO CONSUMIDO OXIGENO VARIACION
{mD) (mg) (z) (%)
01716 24.882 0.6864 0.04

0.1714 24.853 0.6856
0.1715 24,868 0.6860
0.1715 24.868 0.6860
0.1715 24.868 0.6860
0.1688 24.476 0.6752 0.09
0.1685 24.433 0.6740
0.1688 24476 L 0.6752
0.1689 24.401 0.6756
0.1686 24447 0.6744
0.1684 24418 0.6736 0.08
0.1683 24 404 0.6732
0.1682 24389 0.6728
0.1630 24360 0.6720

0.1681 24.375 0.6724

TABLA 2. Precisién de la titulacidn durante las determinaciones de oxigeno disuelto en agua de mar,

CONCENTRACION DE COEFICIENTE DE DESVIACION ESTANDAR CONCENTRACION
OXIGENO VARIACION PROMEDIO

(mg/1) % Il (mg/t)
7.440 0.1 0.011 7447
7.450

7.469
7437
7453
7440
7.440

7.063 0.3 0.025 7.067
7.061

7.071
7.070
7.110
7.026
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TABLA 3. Disminusién de la precision con el decremento en la concentracidn de oxigeno disuelto.

PROFUNDIDAD DE LA
MUESTRA

(m)

CONCENTRACIONDE
OXIGENO

(mg/l)

COEFICIENTE DE
VARIACION

(%)

DESVIACION
ESTANDARD

IIn

100 3300

3357
3329
3357

1000 1.600

1.557
1.614
1.671

1.650 1.017

0.934
0.963
0.984

0.7 0.024

25

0.041

31 0.030

y la precisién de esa titulacion de 0.4%. Se pro-
cedi6 a ajustar la normalidad de la solucién de
icido y con la nueva solucion se repitié la expe-
riencia encontrando un pH de 2.2 y una precision
de 0.08%.

Por lo tanto el voliimen y normalidad del 4cido
empleados deben ser cuidados y todas las reco-
mendaciones hechas por Carritt y Carpenter
(1966) deben ser seguidas si se desea obtener la
méxima precisién posible.

En el trabajo de campo estin presentes factores
adicionales como son muestras no homogéneas y
el intervalo de temperatura ambiental tan amplio
que influyen en los resultados obtenidos con ¢l
método Winkler. La temperatura afecta a la
constante de disociacién del ion triyoduro siendo
€sta mis grande conforme aumenta la temperatu-
1a.

De acuerdo a Carritt y Carpenter (1966} esta
variacién es lo suficientemente grande para pro-
ducir variacién significativa en las pérdidas por
volatilizacién y también conducea erroresvelu-
métricos (Williams y Jenkinson 1982).

Aunque este pudicra ser un problema mencer en
¢l trabajo a bordo de un barco, es un problema se-
tio en el trabajo de campo en lagunas costeras,

donde nosiempre se tiene control sobre la tempe-
ratura de las soluciones.

A diferencia delos errores volumétricos, impu-
Tezas o contaminacién en los reactivos y control
del pH, para los cuales existe solucién, el control
de 1a temperatura es un problema mds dificil de
resolver. Hasta el momento no se ha evaluado
este efecto en la precisién del sistema descrito,
pero ¢l sistema mds preciso reportado (Williams
y Jenkinson 1982), tiene control sobre la tempe-
ratura del tiosulfato y recomiendan realizar co-
rrecciones de diferencias de voliimen por tempe-
ratura sila temperatura a la que se fija la muestra
difiere en mis de un grado centigrado de 1a otra.

La precisién del aparato fue probada a diferen-
tes concentraciones de oxigeno en muestras de
agua oblenidas desde los 100 metros hasta pro-
fundidades de 1650 metros en la Cuenca de
Guaymas en ¢l Golfo de California (Tabla 3).

Cabe esperar que ¢l coeficiente de variacién de
cualquier técnica Winkler disminuya con la dis-
-minucién-delaconcentracidn del oxigenodisuel-
to. Sin embargo, atin en concentraciones bajas
como las encontradas a 1650 metros de profundi-
dad, 1a precisi6n obtenida de 3% es mejor gue la
que se obtiene con el método Winkler convencio-
nal, pues sélo en condiciones ptimas se obtiene
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elintervalo de maxima precisién de 0.5-5% (Car-
penter 1965).

Adicionalmente, la precision del aparato fue
probada con un experimento de fotosintesis co-
mo se describi6 anteriormente, mediante la com-
paracidn de la informacién obtenida con el méto-
do de oxigeno y de ¢,

Para que las comparaciones entre ambos méto-
dos tengan algiin significado es necesario consi-
derar el efecto que tiene el estado de oxidacién de
1a fuente de nitrégeno sobre el cociente fotosinté-
tico (PQ). Ha sido demostrado por Williams et al.
(1979), Williams et al. (1983), Raine (1983), Da-
vies y Williams(1984) y Laws (1990), que la dis-
crepancia entre ambos métodos, se debe parcial-
mente, a que ¢l valor del cociente fotosintético de
1.25 (originalmente propuesto por Ryther y Vac-
caro 1954) corresponde a la asimilacién de una
fuente de nitrégeno reducida como el amonio. De
acuerdo a Davies y Williams (1984), aunque
- existen otros factores-que pueden hacer la.con-
cordancia entre ambos métodos dificil, la selec-
cién del PQ es, quizés, el m4s importante.

Para el experimento de fotosintesis se seleccio-
nd al NC3 como tinica fuente de nitrégeno. De

acucrdo a esto Ia asimilacién del nitrégeno en
nuestro experimento debe de obedecer 1a rela-
cion estequiométrica:

NO3 + 2H2 0= NHz + OH + 2 (7

por lo que cabria esperar un cociente fotosintéti-
co cercano a 2 (Williams et al. 1979).

El cociente fotosintético en nuestro experi-
mento fue calculado mediante una regresién li-
neal, de manera anéloga al procedimiento em-
pleado por Megard et al. (1985) para calcular co-
cientes de asimilacién.

La regresion fue realizada con los valores de
las tres réplicas de los experimentos simultineos
delc y 02 (Tabla 4). La ecuacién de la recta ob-
tenida es y=2.25 (x)-0.07692 donde el valor deJa
pendiente es de 2.25 1. 0.62, es significativa al 5%
y corresponde a la razén molar +d0 /~-dC0z2 6 co-
ciente fotosintético,

Usandolos valores del PQ calculado (2.25) y el
usado convencionalmente (1.25) se convirtieron
los valores de ~'C a valores de oxigeno y se
compararon con los de fotosintesis bruta (Fig. 2).
Claramente se observa una mayor concordancia
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TABLA 4. Evolucién de oxigeno y fijacién de bisxido de carbono en un cultivo de FPhaeodactylum tricornu-

tum a diferentes intensidades de luz.

LO EVOLUCION DE OXIGENO FIJACION DE Yc0;
% (umol/1/h {(umol/1/h}
100 0.638
1.063 0.392
0.230 0381
(1.01440.62) (0.470+0.119)
44 0.691 0.394
: 0.647 0340
0.169 0.295 .
(0.50240.236) (0.343 :0.0640)
E
16 i 0.250 0.054 .
0.469 0.141 /,!
0.028 4.025 4
(0.249+0.180) (0.073+0.049)

(los valores entre paréntesis corresponden al valor promedio y su desviacidn estandar)

entre la técnica del 1%C y de la evolucién de Q2
cuando el valor del PQ seleccionado corresponde
al esperado por la influencia de la fuente de nitré-
geno. Esto mismo ha sido demostrado amplia-
mefte por ofros investigadores (Williams ef al.
1979, Williams et al. 1983; Raine 1983, Davies y
Williams 1984), quienes también encuentran una
m(;.];()r concordancia entre las técnicas de oxigeno
¥y~ C cuando la exudacién de carbén orgénico y
otros factores se toman en cuenta (Davies y Wi-
Hiams 1984)

Estos resultados indican que los sistemas como
el descrito en este trabajo pueden resultar particu-
larmente itiles en Ias investigaciones sobre el
PQ. Recientemente se ha demostrado que los di-
ferentes valores del PQ encontrados, lejos de ser
un problema para la comparacién de los métodos
de 'C y oxigeno, resulta una variable que pro-
vee informacién fisiolégica y ecolégica impor-
tante en estudios del ciclo del carbén orgénico en
los primeros niveles tréficos. (Holligan er al.
1984; Smith er al 1986 y Megard e al 1985).

- CONCLUSIONES

Elsistema descrito ofrece una precisin qué €S-
té dentro del intervalo obtenido por sistemas 5i-

milares y reportado enla literatura y aunque no es
automdtico -su disefio le permitiria serlo en el fu-
turo-, su costo es inferior al de versiones automa-
ticas como las de Frederich er al. (1984), Wi-
lliams y Jenkinson (1982) y Oudot ef al. (1988)
(Tabla 5).

Las modificaciones que se le hicieron al siste-
ma original descrito por Bryan et al. (1976) como
son: la eliminacién de lente para concentrar la
luz en la botella, el empleo de un fotodetector de
estado sélido y la sustitucién del foco de micros-
copio, disminuyen su complejidad y hacen a este
sistema més barato y ficil de construir. Adicio-
nalmente su bajo consumo de energia le permite
ser usado por periodos de tiempo més prologade.
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TABLA 5. Comparacién de la precision obtenida con el presente apatato y otras similarss.

Sistema Autor Precision
{coeficiente de variacién *)
Titulacién manual Carpenter 1966 0.2%
"microwinkler"
Deteccién fotoelectrénica Bryan et al. 1976 0.03-01%
titulacién manual
Deteccién fotoelectrénica Hartwig y Jeffery 1976 0.06-0.4%
titulacion manual
Titulacién colorimétrica Tijssen 1979 0.03-0.1%
Deteccidn fotoelectrénica William y Jenkinson 1962 0-03-0.1%
titulacién automitica
controlada con microprocesador
Deteccién fotoelectronica Friederich et al. 1984 0.18%
titulacidén automdética, {con muestras)
controlada con 0.03%
microcomputadora * (con muestras)
Titulacién potenciométrica Oudot et al. 1988 0.04
(con estindares)
0.1%
{con muestras)
Deteccién fotoelectrénica Presente trabajo 0.1-03%
titulacidn manual (con muestras)
0.04-0.09%

(con estindares)

(*) Precisi6n reportada en manos de analistas muy experimentados, (Friederich ef al. 1984).

Las criticas y comentarios de dos revisores
andnimos contribuyeron con la mejor presenta-
cién de este trabajo.
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