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RESUMEN

Se describe y evalda Un sistema para ia determinacién automatizada del punto final, en titulaciones Winkler para
oxigeno disuelto. El sistema utiliza un detector fotométrico, el cual esta conectado a una computadora IBM PC-XT
compatible por medio de un convertidor analdgico digital. La adicién del tiosulfato se realiza por medio de una bureta
de pistdn, la cual cuenta con un puerto serial para comunicacién cor la computadora. La titulacién de la muestra se
controla completamente por la computadora, utilizando un programa disefiado especificamente para simular la titulacién
manual. El procedimiento empleado permite determinar el punto final de [a reaccidn utilizando una fotocelda, con lo
cual se elimina la subjetividad del método manual. El anélisis de las muestras es répido (2 a 3 minutos) y preciso, con
un CV entre 0.01 y 0.18 % para 3 replicas, las cuales poseen valores similares a los descritos por otros autores, Este
sistema puede ser utilizado para [a determinacién de las tasas de produccion y respiracion plancténica en aguas
oligotrificas.
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ABSTRACT

A description and evaluation of a system for the automatic determination of the end-point during Winkler titrations for
dissolved oxygen is presented. The system used a photometric detector which is connected to an IBM PC-XT compatible
computer through an analogue to digital converter. Thiosulphate was added by means of a piston burette with a serial
port for communicating with the computer. The titration of the sample is completely controlled by the computer using
a programme specifically designed to simulate manual titration. The process employed allows the determination of the
end-peint of the reaction by means of a photocell with which the subjectivity present in the manual method is eliminated.
The analysis of the samples is quick {2 to 3 minutes) and precise, with a CV of between 0.01 and 0.18 % for 3
replicates, which is similar to the values reported by other authors. This system can be used fur the determination of
phytoplankton production and respiration rates in oligotrophic waters.
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INTRODUCCION

El oxigeno disuelto junto con fa salinidad y la
temperatura, son las variables -oceanograficas que se
evalGan mas comunmente (Culberson y Huang, 1987). La
cuantificacién del oxigeno disuelto contribuye a caracterizar
el movimiento de masas de agua (Kester, 1975), estimar la
produccién primaria plancténica (Williams y Purdie, 1991),
asf como comprender los procesos de interaccién océano-
atmdsfera y los de remmerahzacmn de carbono (Karl et af.,
1990}

Si bien se han desarrollade avances considerables
dentro de la quimica analitica, el procedimiento clasico para
la determinacién del contenido de oxigeno en agua de mar
{Winkler, 1888}, continua siendo el mas confiable y preciso
{Hartwig y Michel, 1978; Cajal ef af, 1991). Cuando el
método se sigue rigurosamente, es posible obtener un
coeficiente de variacidn (CV) del 0.5 % (cf. Strickland y Par-
sons, 1972). Sin embargo, esta determinacién es refativamente
lenta y subjetiva, dado que el final de la reaccién se define
visualmente por el analista. Consecuentemente, la calidad
de las mediciones disminuye a medida que aumenta el
numero de muestras por procesar, debido al cansancio del
aperador,

Diversos autores han desarrollado soluciones para
minimizar algunos problemas en la técnica {Carpenter, 1965;
Carrit y Carpenter 1966; Green y Carrit 1966). La precisién
de ésta se puede incrementar con el uso de: i) la
concentracién adecuada de reactivos (Carrit y Carpenter,
1966), ii} la deteccion fotométrica {Bryan et al., 1976) o
patenciométrica {Graneli y Graneli, 1991; Knapp et al.,, 1991)
del punto final vy iii) la titulacién en las botellas donde se
fijé el exigeno {Grasshoff, 1983; si bien Knapp et af, 1991
difieren en esta forma de manejo). Bryan et al,, {1976) y
Tijssen {1979) implementaron estas modificaciones y
obtuvieron un CV del 0.05 al 0.1 % para réplicas provenientes
del mismo recipiente.

La medicién de fotosintesis en aguas oligotréficas,
donde la biomasa fitoplancténica es pobre, solo era posible
mediante el uso de procedimientos altamente sensitivos
camo la incorporacién de '"C (Steemann Nielsen, 1952),
Sin embargo, el incremento en la precisién de la técnica
Winkler hizo posible la determinacién de fotosintesis en este
tipo de ambientes (Tijssen, 1979; Williams et af, 1983;
Williams y Purdie, 1991), cuando se emplea la técnica de
botellas claras y oscuras (Gaarder y Gran (1927).

Dada la gran cantidad de muestras de oxigeno que se
generan tanto en cruceros oceanograficos como en
experimentos de fotosintesis, Williams y Jenkinson {1982)
desarrollaron un sistema automatizado para la titulacién
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Winkler. La automatizacién permite aumentar la velocidad
de procesamiente y mantener la reproducibilidad de las
muestras, al eliminar la subjetividad en [a definicién del
punto final por el analista.

El sistema presentado en este trabajo sigue las
recomendaciones descritas por Bryan et al. {1976} y Will-
iams y Jenkinson (1982), en la construccion de un detector
fotométrice de punto final. La titulacién, a diferencia del
equipo de Williams y Jenkinson (1982), se realiza con una
computadora IBM-PC compatible y se controla por medio
de un programa disefiado especificamente para este
propésito. La informacion generada se almacena en ar-
chivos ASCII, por lo que es importada facilmente a otros
programas. Se establecié 1a precision del equipo, se
determiné el ndmero minimo de muestra y se presentan los
resultades de un experimento de fotosintesis vs intensidad
luminosa utilizando este sistema.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Las soluciones utilizadas fueron preparadas con
reactivos grado analitico, siguiendo las recomendaciones
de Carrit y Carpenter (1966). La concentracién dei tiosulfato
de sodio fue incrementada a 0.25 M, para permitir la titu-
facidn en el cuelle de la botella.

Colecta de muestras para oxigeno disuelto

Las botellas empleadas fueron de vidrio borosilicato
transparente, con tapén esmerilado y volumen nominal de
125 ml. Estas fueron lavadas con detergente RBS-35 y
almacenadas posteriormente con una solucién 4cida.

Para obtener la méxima resolucién de este sistema,
es necesario conocer el volumen titulado con una exactitud
>0.03 % (Williams and Jenkinson, 1982). Por lo tanto, el
volumen de cada botella fue determinado gravimétricamente
con una precision de 0.01 ml.

Las botellas se lienaron con la muestra de agua
utilizando un sifén, de tal forma que su volumen fuera
desplazado dos veces para eliminar posibles burbujas.
Posteriormente, las muestras fueron tratadas de acuerdo
a Carrit y Carpenter (1966), asi como Grasshoff (1983).

Descripcién del equipo

La deterrnmac;on automatizada del punio final se realizé
usando el equipo esquematizado en la Figura 1, conjuntamente
con su programa de control. Se utilizé una computadora
IBM PCXT compatible con puertos paralelo y serial y con
capacidad para instalacién de tarjetas de expansién.

Hidrobiolégica
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Figura 1. Companentes del equipo fotométrico uiilizado para la dsterminacion del punto final en titulaciones Winkler. A) detsctor intométrico

y B) diagrama electronico.
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La adicién del tiosulfato de sodio se efectiio por medio
de una bureta de pistén Metrohm 665 Multi-Dosimat. Dicha
bureta estaba equipada con un puerto serial, a través del
cual se le podfa manejar e interrogar con la ayuda de una
computadora. El pistén de la bureta trabajaba por medio de
pulsos, de tal manera que cuando se generaban 10000, se
adicionaba el volumen total de la unidad intercambiable.
Cuando se emplea una unidad de 1 ml, el velumen minimo
adicionado es de 1 ul {10 pulsos), mientras que con una
unidad de 50 ml es de 5 wl (1 pulso). Al remover la bureta
de ia unidad intercambiable de 50 ml y substituirla con la
bureta de la unidad de 1 ml, se incrementa la resolucién a
0.1l

El detector fotométrico construido es similar al descrito
por Williams y Jenkinson (1982). En un extremo se
encuentra un bulbo incandescente {12V, 21 W) y un lente
concavo que dispersa el haz de luz. En el extremo opuesto
se localiza un lente convexo con lo cual el haz se concentra,
pasa a través de un filtro U.V. y se dirige a una fotocelda
{Mullard 90 AV). La muestra a titular se coloca entre los
lentes, justo arriba de un agitador magnético de velocidad
variable.

La interface entre el detector fotométrico y [a compu-
tadora se realizé por medio de un convertidor analdgico/
digital (A/D} MetraByte DAS-8, con 12 “bits” de resolucién.
La senal generada por 1a fotocelda se conectd a uno de los
canales A/D, mientras que uno de los canales digitales se
utilizé para activar el agitador magnético.

El programa para la titulacién automatizada del oxigeno
se disefio ad hoc, utilizando el compilador Turbo Basic de
Borland International. Dicho programa simula la titulacién
manual tal como es efecuada por un técnico experimentado
¥ una vez inicializado, requiere de una intervencién minima
dei operador. Inicialmente, el programa solicita informacién
para describir fa muestra y forma de operacién. Posteriormen-
te, se activa el agitador y el Dosimat adiciona un volumen
de tiosulfato. Después de una pausa, se lee el veliaje
{absorbancia) en la fotocelda. A partir de este momento y
con la progresiva disminucién en la absorbancia, el
programa adiciona cantidades cada vez mas pequefas de
tiosulfato. Cuando la absorbancia disminuye al 18 %, el
volumen de tiosulfato gastado se almacena en memoria,
considerandose un posible punto final. Se continua
adicionando tiosulfato y leyendo la fotocelda para corroborar
si efectivamente es un punto final. Si no hay m4s cambios
en la absorbancia, la titulacién termina y el volumen de
tiosulfato almacenado se utiliza para calcular la concentracién
de oxigeno e imprimir los resultados. Por otro lado, si la
absorbancia disminuye, se considera un falso punto final y
se continua adicionando tiosulfato hasta que la condicién
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anterior se cumnple. Af concluir |a titulacidn (2 a 3 minutos),
se reinicializa el sistema para quedar listo y procesar otra
muestra.

Determinacién de la precision y del namero minimo de
muestra

Se colecto una muestra superficial de agua de mar
frente a la Isla Pdjaros en Mazatlan, Sin. (23° 14.04' N y
106° 27.55' W) y se distribuyé entre 40 botellas para medir
oxigeno disvelte de acuerdo al protocolo previamente
descrito.

Sibien la precision y exactitud aumentan con el nime-
ro de muestra, después de cisrto valor los incrementos son
muy pequenos. Por lo tanto, el nlimero minimo de muestra
se obtuvo de acuerdo a Jeffery et al. (1989).

Experimento de fotosintesis vs intensidad luminosa

El sistema desarrollado se evalio midiendo |a
fotosintesis y la respiracién de una muestra superficial de
agua de mar. El agua, proveniente de la misma localidad
que en el experimento anterior, se colect6 en un recipiente
de pldstico y se mantuvo en la oscuridad durante 24 h.

Las muestras para medir la evolucién de oxigeno se
colocaron en un incubador en el que la luz ambiental se
disminuyé por medio de filtros de densidad neutral {100%,
97%, 86%, 59%, 32%, 16% y 5%} y la temperatura se
mantuvo constante (30°C}, al hacer circular agua durante
el experimento {6 h).

Se colocaron cuatro botellas claras y cuatro oscuras
en cada nivel, al mismo tiempo que ss fijaron cuatro botellas
para determinar el oxfgeno al inicio de la incubacién. Al
final de la incubacitn, todas las botellas se fijaron Y se
determind inmediatamente la concentracién de oxigeno.

RESULTADOS

Determinacidn de la precisién y del niimero minimo de
muestra

La precision del equipo se evallio por medio de la
determinacion del oxigeno disuelto en muestras provenientes
del mismo recipiente. De las 40 muestras procesadas,
cuatro se descartaron debido a la presencia de burbujas.

En la Tabla 1 se resumen los pardmetros obtenidos,
mientras que en la Fig. 2 se presenta un histograma de su
distribucion junto con la curva teérica de distribucién nor-
mal, obtenida usando el programa SigmaPlot ver. 5.0. Las
estimaciones presentan un minime de 3.712 y un méximo
de 3.733 ml 0, I, con un intervalo de 0.021 ml 0, I {Fig.
2). El valor de “kurtosis” (-0.434, Tabla 1) sugiere una

Hidrobiolégica
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Tabla 1. Pardmetros estadisticos asociados a la determinacitn de
muestras para axigeno disuelto {ml 0, ) provenientes del misma
recipiente, colectadas en Ista Pdjaros, Mazatlan, Sin.

Media = 3.724 Mediana = 3.724

Moda = 3.721 n=36

Desviacion estadndar = 0.005 Error estandar = 8.27 x 10
CV =013 Rango = 0.021

Minimo = 3.712 Maximo = 3.733

Kurtosis = -0.434 Skewness = -1.124

distribucién ligeramente platicurtica y el valor de “skew-
ness” (-0.124, Tabla 1) describe una curva cargada a la
derecha.

El conjunto de valores se aproximé a una distribucién
normal, donde la media y la mediana coincidieron en 3.724
ml 0, I, en tanto que la moda fue un poco menor, 3.721 ml
0, I" (Tabla 1). La dispersion de los datos presento un
desviacion estéandar de 0.005 ml 0, 1" y un error estandar
de 0.0008 {Tahla 1}. La precision analitica obtenida fue de
0.13 %.

Frecuencia
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|
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1 T T
315 3.720 3.725 3.730 3.735

Concentracidn de oxigeno (ml}

3710

Figura 2. Distribucidn de muestras de axigeno disuelto prevenientes
del mismo recipiente. La curva sobre-impuesta corresponde a la
distribucién normal esperada.
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Tabla 2. Evaluacion del minimo ndmero de muestras para oxigeng
disuelto necesarias para obtener un nivel de aproximacién (z) del
0.05 %. Error absoluta (D) para un ndmero (n) de determinaciones;
desviacién estandar (s) = 0.005; valor de *(a)[n-1], tomade de la
tabla de distribucion t de Student con un nivel de significancia o0 =
0.05, conjuntamente con el intervalo de confiabilidad {L).

n t D=ts/n L=100D/z Diferencia{%)
2 12.7 0.0318 63.6

3 4.3 0.0072 14.4 49.2

4 3.2 0.0040 8.0 6.4

5 2.8 0.0028 5.6 2.4

6 2.6 0.0021 4.2 1.4

En la Tabla 2 se muestra el ndmero minimo de medi-
ciones necesario para obtener una precisién aproximada al
0.05 %. El porcentaje de diferencia entre dos y tres analisis
presentd un incremento sustancial (49.2 %)}, cuando se
realizaron tres determinaciones. Una cuarta determinacion
no incrementd ta reproducibilidad de las muestras,

Experimento de fotosintesis vs intensidad luminosa

De acuerdo a los resuitados descritos anteriormente,
para la evaluacidn de oxigeno disuelto son suficientss tres
estimaciones para obiener un CV aproximado al 0.05 %.
Sin embargo, se decidi6 utilizar cuatro botelfas claras, cuatro
oscuras y cuatro iniciates en cada nivel de incubacion. Esto
permitid eliminar alguna determinacion cuestionable, sin
que la precisién en la determinacion de la produccion o res-
piracion se viera deteriorada.

Las estimaciones de oxigeno disuelto para las botellas
claras, oscuras e iniciales, a cada intensidad luminosa se
muestran en la Tabla 3. La precisidn aicanzada se mantuvo
entre 0.01 y 0.18 % (Tabla 3).

Las tasas de produccién y consumo de oxigeno se
presentan en la Fig. 3. La produccién bruta se incrementd
desde 0.08 -+ 0.08 pmol O, ' h' al 5% de iluminacién, hasta
alcanzar un méximo de 2.08 + 0.02 umol 0, I' b al 86 %
de iluminacidn. A partir de este nivel, la produccidén bruta
disminuyo hasta 1.67 + 0.13 pumol 0, I h' al 100 % de
tluminagcidn.

Si bien la distribucién de la produccién neta y bruta
fueron similares, tanto al 5 % (-0.78 + 0.09 umol O, I h')
coma al 15 % de iluminacién (-0.23 + 0.05 pmol 0, I h7'),
ta produccidn neta fue negativa. El maximo de produccién
neta se observo al 86 % (1.08 + 0.02 pmol 0, I’ h") y
disminuye a 0.79 + 0.13 pmol 0, I' b al 100 % de
iluminacion.



Tabla 3. Determinacién de la concentracion de oxigeno disuelto (umol
I} en muestras incubadas i vitro a difsrentes intensidades
fuminosas. Desviacién estandar (s), coeficiente de variacién (CV) y
nimero de muestras (n).

Botellas Porcentafe de iluminacién

100 97 86 5% 32 16 5
Claras

190.20 191.81 192.07 191.30 187.78 184,71 180.12

190.48 191.55 192.08 190.82 187.40 184.36 179.96

191.63 192.44 187.56 181.38

Media 190.43 191.66 192.20 191.06 187.58 184.54 180.49
s 0.41 002z 004 034 004 025 081
cv pie 007 011 018 010 013 016
n 2 3 3 2 3 2 3
Oscuras

179.35 179.91 179.75 180.87 180.06

179.68 180.55 179.76 180.92 179.71

180.27 179.61 180.84 180.27

Media 174.52 180.24 179.71 180.88 180.03
s 023 010 001 0.04 0.08
cv 0.13 018 005 0.02 0.16
n 2 3 3 3 3
Iniciales

185.21 185.21 185.56 185.41 186.06 185.58

184.64 185.28 185.74 185.38 186.02 185.18

185.19 186.86
Media 185.01 185.25 185.72 185.42 186.04 185.38
s 0.11 0.05 0062 002 0.03 0.28
cv 017 0.03 008 0.01 0.02 .15
n 3 2 3 2 2 2

La tasa de respiracion se mantuvo aproximadamente
constante (0.82 + 0.03a 1.00 + 0.02 umol 0, I h7), a
las diferentes intensidades luminosas. La respiracién fue
mayor que las producciones bruta y neta al 5 y 16 % de
iluminacién. Para el 32 y 59 % de iluminacién, ia respiracion
se encontrd entre fa produccién bruta y nefa. A altas
intensidades luminosas, 86, 97 y 100 % de iluminacién, la
respiracion se localizé por debajo de |a produccién neta.

DISCUSION

El detector construido y el programa de control
imptementados, permitieron la determinacion automatizada
del punto final en titulaciones Winkler. El equipo liberd al
operador de la evaluacion visual del punto final con lo que
fue posible aumentar la velocidad y consistencia de las
mediciones. El sistema puede ser operado correcta y
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Figura 3. Tasas de produccidn y consumo de oxigeno in vitra de una
muestra de agua de mar superficial. Las barras de error representan
= error estandar de la media en ta determinacidn de oxigena.

eficazmente después de un entrenamiento minimo (15
minutos).

La titulacién automatica del punto final puede lievar
desde 2.5 a 5 minutos {Williams y Jenkinson, 1982;
Culberson y Huang, 1987; Qudot et al, 1988; Graneli y
Graneli, 1991). El equipo aqui descrito realizo la titulacitn
en Z a 3 minutos, lo cual lo sitlia dentro de los més rapidos.

La estimacién de la fotosintesis en ambientes
acednicos utilizando este sistema, requiere gue las

, determinaciones de oxigeno sean precisas mds que exactas

(Williams y Jenkinson, 1982; Graneli y Graneli, 1991). La
reproducibilidad de las muestras provenientes del mismo
recipiente (0.13 %) permitieron la medicidn de la produc-
cién y consumo de oxigeno, cuando se incuban in sity
botellas claras y oscuras a diferentes intensidades
luminosas. En este experimento se obtuvieron CV del 0.01
al 0.18 %, los cuales permiten situar a este sistema entre
los equipos mas precisos {eg. Bryan et al. 1976; Hartwig y
Michael, 1978; Williams y Jenkinson, 1982; Oudot et al.,
1988; Knapp ef al, 1991; Smith y Kemp, 1995). Esta
precision es la adecuada para la determinacién de
fotasintesis en ambientes oligotréficos (Oudot et al., 1988).

Hidrobioldgica
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De acuerdo a Graneli y Graneli (1991), el uso de
sistemas automaticoes comerciales para la titulacién tienen
la ventaja de que se entregan practicamente listos para su
uso. Por otro lado, los equipos descritos por Bryan et al.
{1976), Tijssen (1979) y Williams y Jenkinson {1982),
requieren de una gran cantidad de tiempo y apoyo técnico
para la construccién, elaboracian del programa y optimizacion
del sistema. Si bien estos equipos no son caros, al adicionar
los costos para su implementacion estos se elevan hasta
ser similares al de los equipos comerciales, entre 9000 y
18000 délares americanes (Graneli y Graneli, 1991). El
equipo presentado aquf tiene un coste menor y detalles para
su implementacién pueden ser obtenidos a través de
correspondencia con el primer autor.

Si bien la mayoria de las estimaciones de produccion
primaria en el océano estan basadas en el método de *C,
su interpretacion ha sido sujeta a debates {cf Williams y
Purdie, 1991). La estimacién por el método de oxigeno,
aunque menos precisa, proporciona una interpretacion mas
directa (Bryan et al., 1976). Consecuentemente, la deter-
minacidn de la fotosintesis utilizando un sistema automa-
tizade de alta precision, como el aquf presentado, constituye
una alternativa viable a la medicién por C.
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