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Resumen

La absorcion oceanica del dioxido de carbono (CO) liberado a la atmdsfera por las actividades humanas genera
impactos sustanciales en el océano y los organismos que en él habitan. Uno de los efectos es la acidificacion oceéanica
(AO), un fenémeno global de cambio en la quimica del sistema de los carbonatos (SC) con la consecuente disminucion
del pH, el aumento de carbono inorganico disuelto (CID) y la disminucion en la concentracion de i6n carbonato.
Numerosas investigaciones alertan sobre los impactos significativos que la AO genera en los ecosistemas marinos. Por
ello, en los Gltimos afios se ha convertido en una prioridad obtener mediciones precisas del SC en las distintas regiones
del océano ya que los cambios no son homogéneos. El estado del SC del océano puede describirse a partir de cuatro
variables: el pH, la alcalinidad total (AT), el CID y la presion parcial de CO2 (pCO.). Garantizar que las mediciones del
SC que se realizan en nuestra region del Atlantico Sudoccidental, sean de la calidad adecuada e inter-comparables,
conduce a célculos precisos en las concentraciones de CO, y el estado de saturacion del carbonato, un punto clave en la
comprension de las consecuencias que la AO genera en los ecosistemas marinos y sus implicancias en los servicios
ecosistémicos que presta el océano. En el presente informe se describe la metodologia de determinacion
potenciométrica de AT en celda abierta y los procedimientos de célculo utilizados por el Programa Dinamica del
Plancton Marino y Cambio Climatico (DiPlaMCC) del INIDEP, en el marco del estudio de la variacion temporal del SC
para la estimacion de la acidificacion oceanica en las series de tiempo ecol6gicas EPEA y COSTAL.
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Resumen

La absorcion oceanica del diéxido de carbono (CO) liberado a la atmésfera por las actividades humanas genera impactos
sustanciales en el océano y los organismos que en €l habitan. Uno de los efectos es la acidificacién oceanica (AO), un
fenémeno global de cambio en la quimica del sistema de los carbonatos (SC) con la consecuente disminucion del pH, el
aumento de carbono inorgénico disuelto (CID) y la disminucién en la concentracion de ion carbonato. Numerosas
investigaciones alertan sobre los impactos significativos que la AO genera en los ecosistemas marinos. Por ello, en los
Gltimos afos se ha convertido en una prioridad obtener mediciones precisas del SC en las distintas regiones del océano ya
que los cambios no son homogéneos. El estado del SC del océano puede describirse a partir de cuatro variables: el pH, la
alcalinidad total (AT), el CID y la presion parcial de CO2 (pCO,). Garantizar que las mediciones del SC que se realizan
en nuestra regién del Atlantico Sudoccidental, sean de la calidad adecuada e inter-comparables, conduce a célculos
precisos en las concentraciones de CO; y el estado de saturacion del carbonato, un punto clave en la comprension de las
consecuencias que la AO genera en los ecosistemas marinos y sus implicancias en los servicios ecosistémicos que presta
el océano. En el presente informe se describe la metodologia de determinacion potenciométrica de AT en celda abierta y
los procedimientos de calculo utilizados por el Programa Dindmica del Plancton Marino y Cambio Climatico
(DiPIaMCC) del INIDEP, en el marco del estudio de la variacion temporal del SC para la estimacion de la acidificacion
ocednica en las series de tiempo ecoldgicas EPEA y COSTAL.
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Introduccion

El océano desempefia un rol importante en la absorcidon del exceso de didxido de carbono
(CO2) antropogénico liberado a la atmésfera. Sin embargo, esta absorcion genera la acidificacion
oceanica (AO), un cambio en la guimica del sistema de los carbonatos (SC) que consiste en la
disminucion del pH, el aumento de carbono inorgénico disuelto (CID) y la disminucién del ion
carbonato (Gatusso et al., 2015). Numerosas investigaciones alertan sobre los impactos significativos
que la AO genera en los ecosistemas marinos, previéndose efectos a largo plazo sobre la
biodiversidad en distintos niveles troficos, con fuertes repercusiones en los sectores que se sustentan
las pesquerias, la acuicultura y, por tanto, en la sociedad humana (Turley y Gattusso, 2012; Macko et
al., 2017).

El estado del SC del océano puede describirse a partir de cuatro variables: el pH, la
alcalinidad total (AT), el CID y la presion parcial de CO, (pCO2). Mediciones precisas y de alta
calidad de al menos dos estas variables proporcionan informacién de procesos tales como, la
magnitud y direccion del intercambio de CO: aire-mar y la disolucion del carbonato de calcio,
esenciales para comprender como los océanos estan respondiendo al aumento de CO> antropogénico
e interpretar efectos ecoldgicos de la AO.

Desde 2014 el INIDEP dedica importantes recursos para comprender la AO en nuestra region
del Atlantico Sudoccidental, bajo las actividades abordadas por el Programa Dinamica del Plancton
Marino y Cambio Climatico (DiPlaMCC) en las series de tiempo ecoldgicas EPEA y COSTAL
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(Negri et al., 2016, Berghoff et al., 2021) y el sitio costero “El Veril del Banco de Afuera™. Para ello
fueron implementados el método espectrofotométrico de determinacion de pH de agua de mar
(Berghoff, 2020), el método de determinacion potenciométrica de AT y CID en celda cerrada
(Berghoff et al., 2016), la metodologia de determinacién espectrofotométrica de AT con verde de
bromocresol (Astor, 2013) y mas recientemente el método de determinacion potenciométrica de AT
en celda abierta. A su vez, el buque “Victor Angelescu” cuenta con un sofisticado equipamiento para
el monitoreo de la pCO2 en zonas de importancia oceanografico-pesqueras.

En el presente informe se sintetiza informaciéon relativa al funcionamiento y procedimientos
de calculo del sistema de titulacion potenciométrica a celda abierta de AT utilizado por el
DiPlaMCC-INIDEP: Este sistema es similar al que utiliza el Dr. Denis Pierrot (AOML/NOAA,
Estados Unidos) y sigue los lineamientos del procedimiento estandar de operacion 3b (SOP3b, por
sus siglas en inglés) de la “Guia de Buenas Practicas en Mediciones Ocednicas de CO2” (Dickson et
al., 2007). Su implementacion fue realizada gracias a la adquisicion de diferentes componentes
mediante diversos subsidios de investigacion? y por la interaccion con el Dr. Pierrot®, quien posee
amplio conocimiento sobre los sistemas de titulacién de AT, guio a las autoras en el ensamblaje y
puesta a punto del mismo y proporciond el programa que desarrollé para controlarlo.

Sistema de determinacion de la alcalinidad total en agua de mar del DiPlaMCC

El sistema de titulacion de AT mediante determinacién potenciométrica en celda abierta se
basa en Millero et al. (1993) y consiste en un titulador y un peachimetro, que son controlados por un
programa escrito en el entorno de programacion C de National Instruments LabWindows/CVI. El
programa fue desarrollado por el Dr. Pierrot. El sistema de titulacién valora un volumen conocido de
una muestra de agua de mar en una celda abierta, afiadiendo sucesivamente pequefios volumenes de
una solucion de &cido clorhidrico (HCI) de concentracién 0,1N hasta pasar el punto final del acido
carbonico. El programa ejecuta y controla la titulacion, la recopilacion de datos y el célculo de la AT
junto con otros parametros relacionados a la medicién.

Los volimenes de las muestras de agua de mar (~150 ml) se determinan por pesada en
balanza analitica de precision. El volumen de HCI se agrega a la celda de titulacion con una bureta
cilindrica de vidrio de 10 ml. La temperatura de la celda de titulacion y el HCI valorante se
mantienen a 25+0,1°C con recirculacion de agua termostatizada por un bafio de circulacion termo-
refrigerado y se controlan mediante un termémetro digital de precision. En la figura 1 se aprecia una
vista general del sistema de titulacion ensamblado utilizado por el DiPlaMCC.

El avance de la titulacion se monitorea con un electrodo de pH de vidrio combinado ROSS,
que registra el cambio en la fuerza electromotriz (fem) generado en la muestra con cada adicién de
HCI. Las lecturas de la fem se registran luego de que las mismas se estabilizan en un voltaje de +
0,09 mV, y luego se agrega un volumen variable de HCI de modo que el voltaje se incremente en 13
mV. La titulacién finaliza una vez afiadido ~5 ml de HCI, un volumen tal que los H* se encuentren en
exceso (pH~3) y no haya especies que estén reaccionando. La titulacion consta de ~23 puntos de
datos, con 9 puntos de datos entre pH 3,0 a 4,5.

Los fundamentos sobre la metodologia de titulacion potenciométrica han sido descriptos en
Berghoff et al., 2016. A continuacion, se indican ciertas consideraciones vinculadas con las etapas de
instalacion y configuracion del sistema de titulacion y el procedimiento de analisis de las muestras.
Es recomendable que el/la operador/a lea estas secciones cuidadosamente antes de comenzar el

L En el marco de un proyecto de ciencia ciudadana con buzos del Centro de Actividades Submarinas Escualo de Mar del Plata.

2 En el marco de los proyectos “Evaluacion del sistema de los carbonatos en el contexto de la acidificacién ocednica en la serie de
tiempo EPEA (Mar Argentino)”, asociado al proyecto CNR3094, financiado por el CONICET vy el Inter-American Institute for Global
Change Research (IAI) y el proyecto “NANO DOAP Project: Observation of coastal productivity, deoxygenation and ocean
acidification at selected sites”, financiado por de la red NF-POGO Alumni Network for Oceans (NANO).

3 En el marco del proyecto “Training in best practices of underway ocean surface pCO2 data acquisition and quality control” del
financiado por el programa “Pier-2-Peer” de la Global Ocean Acidification Observing Network (GOA-ON).
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proceso para que el mismo sea realizado adecuadamente. La informacidn puede ser breve; por ello se
recomienda consultar los manuales provistos por el fabricante del titulador y el peachimetro.

Bureta

Acido valorante automética
en su camisa de
termostatizacion

s 2ot /)1 s = 3 O
\ i B :
4
Celda de Agitador magnético

titulacion en
Balanza camisa Computadora

analitica de conteniendo con el programa

precision el electrodo y de titulacién
AN Bafio
termocirculador

el termistor

Figura 1. Vista general del sistema de titulacion de alcalinidad total utilizado por el DiPlaMCC.

Consideraciones sobre el ensamblaje y la configuracion del instrumental

Como primera instancia es necesario verificar que todos los componentes del sistema estén

correctamente ensamblados y sean funcionales y que los materiales necesarios y las muestras a ser
determinadas se encuentren alistados. Los mismos son:

Peachimetro (Thermo Fisher Scientific, modelo Orion Star A211) con el electrodo de pH de vidrio
combinado ROSS Sure-Flow (Thermo Fisher Scientific, modelo 8172BNWP) y termistor digital
de acero inoxidable (Thermo Fisher Scientific, modelo Orion ATC 927007MD).

Recomendacién: es crucial verificar el correcto funcionamiento del peachimetro y una adecuada

respuesta del electrodo. El peachimetro debe estar configurado en modo “mV” y de envio
continuo de datos, para que sea adecuadamente detectado por el programa. En el anexo 1 se
detalla el procedimiento de verificacion del correcto funcionamiento del electrodo. Para més
detalles consultar en los manuales de operacion del peachimetro (68X001262) y electrodo
(263745-001. Revisién B) provistos por Thermo Fisher Scientific.

Titulador (Metrohm, modelo 665 Dosimat) con bureta de 10 ml (Metrohm, unidad intercambiable
modelo 806) y tip antidifusion.

Recomendacién: controlar el correcto funcionamiento del titulador y verificar la correcta conexion de

las mangueras de conexion hacia la botella de HCI, la bureta y la celda, asi como que el tip
antidifusion se encuentre en buen estado. Verificar que las mangueras no queden tensionadas.
Controlar que la bureta se encuentre correctamente llena de acido y sin burbujas de aire, que el
titulador esté configurado en modo “DIS C” y que permita recibir y enviar continuamente datos
para que sea adecuadamente detectado por el programa y que el selector de velocidad se encuentre
en 10. Para mas detalles consultar en el manual de operacion del titulador (8.665.1023 93.08
Ti/gg) y la bureta (8.806.8003ES) provistos por Metrohm.

Computadora con el programa “AutoTitration” instalado.

Cables de comunicacion del titulador (RS232) y el peachimetro (USB) a la computadora.

Recomendacién: controlar que los cables estén en buen estado y se encuentren conectados a los

puertos correctos de comunicacion en la computadora.
Celda de titulacion de vidrio de 200 ml, con camisa de recirculacion de agua.
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Botella con la solucion de HCI valorante de concentracion conocida. En el anexo 2 se detalla el
procedimiento de preparacion y estandarizacion de la solucion valorante de HCI.

Camisa de recirculacion de agua para la botella de acido valorante.

TermoOmetro digital de precision 0,1°C (Thermopro, modelo TPO1A) colocado dentro de la camisa
de acido.

Bafio de circulacion termo-refrigerado (PolyScience, modelo 9005) con sus respectivas mangueras
para conectar a la celda de titulacion y camisa de recirculacion del acido.

Recomendacién: controlar que las mangueras de salida y toma de agua sean las adecuadas y estén en

buen estado. Conectar las mangueras del bafio termocirculador a la camisa del acido, a la celda de
titulacion y desde la celda de titulacion hacia el bafio. Verificar que las mangueras no queden
tensionadas. Llenar el bafio con agua destilada. Enchufar el bafio, prenderlo y configurar la
temperatura del bafio a 25°C. Verificar que no haya pérdida de agua en las conexiones. Se deja
aclimatar por ~ 20 minutos.

Agitador magnético y barras magnéticas.

Balanza analitica de precision 0,1 mg (Radwag, modelo AS 220.R2).

Termometro digital de precisiéon 0,1°C para ser ubicado en las cercanias a la balanza.

Sistema de alimentacion ininterrumpida (UPS).

Recomendacidén: Verificar que los cables de alimentacion del titulador, el peachimetro, la

computadora, el agitador y la balanza estén en buen estado y se encuentren conectados a la UPS.
Seguidamente verificar que las perillas de encendido (incluso la perilla trasera del titulador) estén
apagadas. Luego conectar la UPS a la electricidad y prenderla. El titulador y la balanza se prenden
automaticamente una vez que se encuentran conectados a la electricidad. Por altimo, prender el
titulador y la computadora.

Matraces erlenmeyer de vidrio de 150 ml, en los que se colocaran las muestras para ser pesadas.
Pipeta Knudsen de 150 ml para transferir la muestra de su botella de colecta al matraz erlenmeyer.
Su funcionamiento se explicara mas adelante.

Agua de mar filtrada para pruebas.

Nota: El agua de mar se filtra con filtros de microfibra de vidrio (grado GF/F) de 0,7 um de poro.

Muestras a ser determinadas®.
Material de Referencia Certificado (CRM, por sus siglas en inglés) de AT y DIC para
determinaciones de CO; en agua de mar (Dickson, 2010)°.

Nota: Tanto las muestras colectadas como los CRM, deben preservarse en camara fria (10-12°C), en

cajones plasticos con espuma de poliestireno y al resguardo de la luz hasta su andlisis. Por tanto,
debe tomarse en cuenta el tiempo que requiere la termostatizacion.

Pafios de limpieza para tareas delicadas tipo Kimwipes.

Piseta con agua destilada para enjuagar la celda una vez finalizado el anlisis de cada muestra.
Planillas de registro. Los modelos de planillas se encuentran en el anexo 3.

Inicializacion y configuracion del programa de titulacion “AutoTitration”

Una vez que se encuentra todo el instrumental alistado, se debe iniciar el programa de

titulacion. Para ello se siguen las siguientes etapas consecutivas:

1.

Iniciar la aplicacion “runtime engine”, cliqueando en el icono que se encuentra ubicado en el
escritorio. Una vez que se inicia el programa, aparece la ventana de inicio
“C:\..\AutoTitration2021.prj”. En la misma se debe cliquear en la opcion “Run” vy
seguidamente cliquear en “Run Project”.

4 Las muestras se colectan directamente de las botellas Niskin en botellas de borosilicato de 500 ml y son inmediatamente fijadas con
100 pl de Cloruro de Mercurio (I1) saturado, segun el procedimiento descrito en la SOP1 (Dickson et al., 2007).
5 Proporcionados por el Dr. Andrew Dickson, Scripps Institution of Oceanography, University of California, San Diego.
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2.

3.

Posteriormente aparece la ventana de seleccion del método de AT. En la misma se debe cliquear
en la opcion “No” para indicar que el método seré a celda abierta.

Seguidamente aparecen sucesivamente 5 ventanas (figura 2), en las cuales se levantan los
siguientes archivos de configuracion: (1) del método de titulacion y modelo de peachimetro
(“Defaults.ini”); (2) de la configuracion de los puertos de comunicacion del titulador y el
peachimetro (“coms.ini”); (3) de la concentracion del HCI valorante (“Acids.ini”); (4) del
volumen nominal de la celda de titulacion y un valor inicial del potencial estandar del electrodo
(“Cells.ini”) y (5) los valores del certificado de calibracion del/los CRM que ser&/n utilizado/s
(“crms.ini”). Luego de cada uno cliguear “OK”.

Nota: Para que el programa funcione correctamente, los archivos deben tener formato adecuado y

contar con la informacion actualizada.
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Figura 2. Vista de la ventana “Defaults File” donde se configuran los parametros de inicializacion
del programa.

4.

Luego aparece la ventana principal del programa de titulacion. Como primera instancia deben
verificarse que los parametros de configuracion estén correctos y para ello debe cliquearse en el
botén “Set up” (figura 3, izquierda). En el mismo se despliegan una serie de opciones. Primero
verificar que las opciones “Acid titration”, “Perform fit” y “Automatic end” estén tildadas.
Seguidamente cliquear en la opcion “Select pH meter model” y verificar que esté tildada la
opcion “Orion A211”. Por altimo, cliguear en la opcion “COM Ports”, para verificar que los
puertos de comunicacion configurados del titulador y del peachimetro sean los adecuados. Una
vez cliqueado en dicha opcion se abre la ventana “COM Ports Set up” (figura 3, derecha). En la
misma tanto, las opciones “DOSIMAT” (titulador) y “pH Meter” deben estar tildados en rojo,
indicativo de que sus correspondientes puertos COM de comunicacion estan activados.

2T TR T TR

Figura 3. Vista de la ventana principal del programa (izquierda) y la ventana de verificacion de los
puertos de comunicacién del peachimetro y el titulador (derecha).

5. Seguidamente se debe verificar el correcto funcionamiento del peachimetro. Para ello en la

ventana principal del programa de titulacion se debe cliquear en el boton “Diagnostics”. En el
mismo se despliegan una serie de opciones (figura 4, izquierda). Cliquear en la opcion “pH
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meter”. En la pantalla principal del programa aparecera en el recuadro superior rojo la leyenda
“Reading pH Meter, Click RED BUTTON to Stop” (figura 4, derecha) que indica que se esta
verificando el funcionamiento del peachimetro. Observar en el recuadro “System Status”
(extremo inferior derecho de la pantalla), que el valor del voltaje registrado sea el mismo que esta
indicando la pantalla del peachimetro. En caso afirmativo cliquear en el boton rojo ubicado a la
derecha del recuadro rojo.

Nota: En caso de que no haya una conexion adecuada con el peachimetro aparecera el valor -999. Por

tanto, debe cerrarse el programa, el peachimetro y reiniciarse el procedimiento desde el paso 1.

Figura 4. Vista de la ventana principal del programa (izquierda) en el que se observa el botdn
“Diagnostics” y el recuadro superior rojo de verificacion del funcionamiento del peachimetro
(derecha). Observar, en el extremo inferior derecho de la pantalla, que el recuadro “System Status”
estd registrando un valor de fem de 160.1 mV, lo que indica hay una conexion adecuada con el
peachimetro.

6. Luego se verifica el correcto funcionamiento del titulador. Para ello se cliquea nuevamente en el
botén “Diagnostics” y se accede a la opcion “Dosimat”. Alli aparece la ventana “Dosimat
Diagnostics” que permite ingresar un volumen de dispensacion de la bureta (figura 5, izquierda).
Colocar un valor y luego cliquear en “Deliver”. Si el volumen fue efectivamente dispensado
aparecerd el mismo valor tanto en la pantalla del programa como en la pantalla del titulador
(figura 5, derecha), verificandose el correcto funcionamiento. Cliquear en “Exit” para salir de
dicha ventana.

Determinacion potenciométrica de alcalinidad total en celda abierta
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Figura 5. Vista de la ventana “Dosimat Diagnostics” (izquierda) en la que se ha ingresado un
volumen de dispensacion de la bureta. Observar que el valor fue efectivamente dispensado, ya que el
mismo aparece tanto en la ventana de diagndstico y en el recuadro “System Status™ (centro) y la
pantalla del titulador (derecha).

7.

Se requiere de un valor inicial del potencial estdndar del electrodo (E°) adecuado para la correcta
estimacion de la AT. EI mismo, es particular a cada electrodo y debe ingresarse por Unicamente
cada vez que se utiliza un electrodo nuevo. Para ingresarlo cliquear en el boton “Calculate” de la
ventana principal del programa de titulacion y seleccionar la opcion “EQ estimate”.

Analisis de muestras de agua de mar

Una vez configurado el programa se inicia con la determinacion de muestras de agua de mar.

Para ello se llevan a cabo las siguientes etapas consecutivas, por 2 operadores/as:
Nota: Los pasos 1-6 son realizados por un/a operador/a mientras que los pasos 7 en adelante son
realizados por otro operador.

1.

Colocar cuidadosamente la botella de agua de mar de prueba, de muestra 0 CRM en el bafio
termostatico, durante al menos 1 h. Nota: este paso puede realizarse previamente, mientras se
configura el programa.

Cumplido el tiempo de termostatizacion retirar la botella del bafio termostatico, secar muy bien el
exterior y agitar suavemente la botella para homogeneizar la muestra. Anotar en la planilla de
registro el nombre de la muestra. Seguidamente, retirar la traba plastica y la goma y destapar la
botella. Retirar cuidadosamente la grasa de la boca de la botella con un pafio de limpieza, de modo
tal que no caigan residuos en la muestra y colocar el aro protector de goma en la boca de la botella
(el mismo evita que la pipeta Knudsen entre en contacto con posibles restos de grasa).

Conectar la rama B de la pipeta Knudsen a la bomba de succion (figura 6). Girar la valvula de
doble paso de manera que la misma se conecte con la rama B. Seguidamente insertar el extremo
inferior de la pipeta en la botella de la muestra de agua de mar a analizar, colocando la punta de la
pipeta cerca del fondo de la botella. Prender la bomba de succion y llenar la pipeta de modo que
no queden burbujas. Cuando la pipeta esta llena, girar la valvula de modo que se cierre el paso a
las ramas A y B. Seguidamente colocar el matraz erlenmeyer debajo de la pipeta y girar
suavemente la valvula de modo que la misma se abra hacia la rama A (para que el aire atmosférico
pueda entrar en la pipeta) y la muestra se transfiera al matraz erlenmeyer.
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Figura 6. Sistema de transferencia de muestra. Observar que la rama B de la pipeta Knudsen se
encuentra conectada con la bomba de succion.

4.

5.

Inmediatamente colocar el matraz erlenmeyer en la balanza y registrar la pesada
(“erlenmeyer+muestra”) y la temperatura ambiente de la pesada en la planilla.

Colocar cuidadosamente la barra agitadora dentro de la celda de titulacion y verter el contenido
del matraz erlenmeyer a la celda, teniendo cuidado que al hacerlo no salpique muestras hacia las
paredes de la celda.

. Colocar el matraz erlenmeyer nuevamente en la balanza (“erlenmeyer sin muestra”) y registrar la

pesada en la planilla.

. Seguidamente colocar el electrodo, el termistor y la punta dispensadora de la bureta de modo tal

gue no entren en contacto con la barra agitadora.

. Ingresar en “Sample info...”, recuadro amarillo en el extremo inferior de la pantalla principal del

programa, la informacion de la muestra a analizarse (figura 4 derecha). En funcion del tipo de
muestra a ser analizada: agua de mar de prueba, muestras colectadas o0 CRM, dependera de como
se ingresa la informacion. En el caso de las pruebas de agua de mar se debe seleccionar del menu
desplegable la opcion “Junk” y colocar un numero identificador y la salinidad; en el caso de las
muestras colectadas sera “Station” y deben ingresarse valores numéricos en los recuadros
“Station”, “Cast” y “Niskin”, la salinidad y la profundidad de toma de la muestra. En el caso de
los CRM la opcion es “Reference” y debe indicarse sera el numero de lote y el nimero de la
botella.

Nota: Se requiere de contar con la informacion de la profundidad de toma de la muestra y la salinidad

de la misma previo a su analisis y registrar en la planilla, la combinacién de nlimeros de “Station”,
“Cast” y “Niskin” ya que dichos valores quedaran registrados en el nombre del archivo de la
titulacion de la muestra.

En todos los casos debe tildarse en el boton celeste “Append file” y verificar que el mismo cambie a

amarillo e indique “Truncate file”, para que de este modo cada titulacion sea guardada en un
archivo individual.

Determinacion potenciométrica de alcalinidad total en celda abierta

8



@ INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION Y DESARROLLO PESQUERO

Al inicio de cada dia de analisis, se realiza la puesta en marcha del sistema con agua de mar de
prueba filtrada hasta tener 3 réplicas con los mismos valores y luego se continta con el analisis de
las muestras y los CRM. Debido a que cada botella de muestra y de CRM es analizada al menos
por duplicado, se utiliza las letras del comando “Operator A” (extremo superior derecho de la
pantalla en la figura 5 derecha) para indicar el nimero de réplica. Asi, la primera lectura sera A, la
segunda B y la tercera C.

9. Seguidamente cliquear en “Open Cell...” ubicado en el recuadro rojo a la izquierda de la pantalla
principal del programa (figura 4 derecha). Alli aparece la ventana “Open Cell Input” que permite
ingresar los datos de la muestra pesada y las temperaturas de pesada (figura 7).

Automated Total Alkalin stem _iof x|

|

SMI m’ " I

| mm

Figura 7. Vista de la ventana “Open Cell Input” en la que se ingresa la informacion de la muestra
pesada y las temperaturas de pesada.

10. Ingresar los datos de la temperatura de la botella del &cido en el recuadro turquesa “Cell
temperature” de la pantalla principal del programa (Figura 5 derecha).

11. Prender el agitador magnético y configurarlo en agitacion débil.

12. Cliquear en la perilla roja “START?” ubicada en el recuadro rojo izquierdo. Una vez realizado
este paso, la perilla se torna en color verde, el programa inicia la titulacion y aparece en el
recuadro rojo superior el texto “Titration STARTED”. El transcurso de la titulaciéon se observa
graficamente en la pantalla principal (figura 8).

Open Cell Input

Figura 8. Vista de la pantalla principal durante el transcurso de la titulacién.
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13. Una vez que la titulacion ha culminado correctamente aparece en el recuadro rojo superior el
texto “Titration ENDED” y en el recuadro “Results” (celeste, extremo derecho) el valor de AT
(umol/kg), la bondad de ajuste del calculo del valor de AT (o) y la salinidad (figura 8). Registrar
los valores de AT, o, el valor de la fem final y volumen final de titulacion.

14. Detener la agitacion y retirar con cuidado suavemente electrodo, el termistor y la punta
dispensadora de la bureta. Enjuagar el interior de la celda de titulacién con agua destilada y secar
con un pafo tipo Kimwipe para remover cualquier resto de muestras previas.

Célculo y expresion de los resultados

El programa AutoTitration ejecuta y controla la titulacion, la recopilacion de datos y el
calculo de la AT junto con otros parametros relacionados a la medicion. La rutina de calculo utiliza el
algoritmo de minimos cuadrados no lineal de Levenberg-Marquardt para estimar la TA y el E° a
partir de los datos de titulacion potenciométrica (la fem medida y el volumen de HCI afiadido), la
concentracion de HCI, el volumen de la muestra titulada, la temperatura de titulacion y la salinidad
de la muestra. La AT se evalGa de acuerdo con la definicién de Dickson (1981) del balance de
protones en el punto de equivalencia de AT a pH = 4,5. El pH y las constantes de disociacion (K) de
las distintas especies acido-base utilizados en la ecuacion de AT estan en la escala de agua de mar
(Dickson, 1984). Las K del acido carbonico (Kcoz-Khcos 0 Ki-Kz) son las dadas por Dickson y
Millero (1987), las del agua (Kw) son las dadas por Millero (1995) y las de fluoruro de hidrégeno
(Kne) y sulfato de hidrdgeno (Knsos) dadas por Dickson y Riley (1979b) y Dickson (1990b),
respectivamente. Para la concentracion total de boro utiliza la formulacion de Dickson (1990a). El
programa asume que los nutrientes son despreciables, ya que su concentracion no afecta
significativamente la precision del célculo de la AT. La deduccién de las ecuaciones bésicas de la
metodologia de titulacion potenciométrica se encuentra detallada en Dickson et al., 2007 y Berghoff
etal., 2016.

La rutina de célculo de la AT que utiliza el programa AutoTitration no permite ser modificada
y es funcional solo en la computadora asociada al instrumento. Esta situacion dificulta el reprocesado
de la informacion y la actualizacion de los sets de K. Por ello, fue implementada una variacion de la
rutina de célculo de Berghoff et al., 2016, que opera bajo el lenguaje de programacién R project, y
utiliza la funcion “TAfit” del paquete “AquaEnv” (Hoffman et al., 2010). La misma representa una
alternativa mas flexible con respecto a la utilizacién de la rutina del programa AutoTitration, ya que
permite una amplia eleccion de las constantes de disociacion y ajustes en el algoritmo de estimacion.

Estimacion de AT mediante la funcién TAfit del paquete AquaEnv

La funcion TAfit requiere de elementos de informacion o argumentos (figura 9). Los mismos
pueden agruparse informalmente en aquellos relacionados con: (1) las caracteristicas fisicoquimicas
de la muestra, (2) las caracteristicas de la solucion valorante, (3) las condiciones de la titulacion, (4)
la estimacion no lineal de Levenberg-Marquardt y (5) ajustes internos propios de la funcién o de los
algoritmos de estimacion.

KI’Afit(ae:AE,titcurve:TITCURVE,conc_titrant:CONC_TITRANT,mass_sampIe: MASS_SAMPLE,\

S_titrant=S_TITRANT, TASUumCO2guess=TASUMCO2GUESS, EOguess= EOGUESS, type="HCI",
Evals=TRUE,electrode_polarity="neg",K_CO2fit =TRUE, equalspaced = FALSE, seawater _titrant
= FALSE, debug = TRUE, k_w = AE$K_W, k_co2 = AE$K_CO2, k_hco3 = AE$K_HCO3, k_boh3
= AE$K_BOH3 k_hso4=AE$K_HSO4,k_hf=AE$K_HF, niscontrol = nls.Im.control (maxiter=100),

Q/erbose = FALSE, k1k2 = "lueker"”, khf = "dickson™, datxbegin = 0, SumCO2Zero = FALSE) D

Figura 9. Argumentos de la funcion TAfit tal como son implementados.
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Argumentos vinculados con caracteristicas fisicoguimicas de la muestra titulada

La informacion de la salinidad de la muestra y de la temperatura y presion atmosférica al
momento de la titulacién se agrupan bajo el elemento ‘ae’. EI mismo se crea mediante la funcion
“aquaenv” del paquete AquaEnv. La temperatura se extrae de la planilla de registro de la titulacion,
mientras que la salinidad se extrae en el caso de las muestras de la informacion colectada por la
sonda “CTD” y del valor de salinidad indicado en el certificado de analisis del lote correspondiente®
en el caso de los CRM. Se considera una presion atmosférica nominal de 1,01325 bar (1 atm).

A partir de los argumentos ingresados (figura 10), la funcion aquaenv realiza el calculo de las
concentraciones de las especies mayores del agua de mar que aportan a la AT (boro total, sulfato total
y fluoruro total) y las K de las distintas especies acido-base. Las concentraciones de boro total,
sulfato total y fluoruro total, se calculan como concentraciones relativas respecto a la clorinidad
segun Uppstrom (1974), Morris y Riley (1966) y Riley (1965), respectivamente. El elemento 'ae’ una
vez creado contiene tanto informacion medida como calculada.

AE<-aquaenv(S=S,t=t,Pa=Pa,d=0,SumCO2=NULL,SumNH4=0,SumH2S=0,SumH3P04=0,
SumSiOH4=0, SUmHNO3=0, SumHNO2=0, TA=NULL, pH=NULL, fCO2= NULL, CO2 = NULL,
skeleton = TRUE, k1k2 = "lueker", khf = "dickson", khso4 = "khoo", fCO2atm = 0, fO2atm = 0)

Figura 10. Argumentos de la funcion “aquaenv” para la creacion del elemento “ae”. En aquellos
argumentos no requeridos para el calculo se coloca la opciéon “NULL”.

Las K elegidas deben ser consistentes entre si y respecto de la escala de pH utilizada, ya que esto
afecta sensiblemente el resultado (Zeebe y Wolf-Gladrow, 2001). Dentro de las opciones disponibles
en el paquete “AquaEnv” se seleccionan K1-K3 segun Lueker et al., 2000, Kw segun Millero (1995),
Kne segin Dickson y Riley (1979) y Kusos segin Khoo et al., 19777. De este modo en los
argumentos 'k1lk2', 'khf' y 'khso4' deben indicarse la opcion "lueker", "dickson" y "khoo",
respectivamente. Para la concentracion total de boro utiliza la formulacion de Uppstrom (1974). En la
tabla 1 se indican las referencias elegidas de las constantes respecto de las utilizadas por la rutina de
calculo del programa AutoTitration.

Tabla 1. Referencias del set de constantes de disociacion utilizadas en la rutina de célculo
AutoTitration respecto de las utilizadas por la rutina de célculo con el paquete AquaEnv.

disgggﬁggte oL AutoTitration AquaEnv
Kw Millero (1995)
Kcoz (K1) ¥ Khicos (K2) Dickson y Millero (1987) ’ Lueker et al. (2000)
Khur Dickson y Riley (1979b)
Ksons Dickson (1990a) Uppstrom (1974)
Khsos Dickson (1990b) Khoo et al. (1977)

6 La certificacion de cada lote comercial se encuentra en: https://www.ncei.noaa.gov/access/ocean-carbon-data-
system/oceans/Dickson_CRM/batches.html

7 Las mismas fueron recomendadas durante los talleres “Latin American Workshop on Ocean Acidification-LAOCA 2014" y "Taller
Técnico para mediciones del Sistema de los Carbonatos de la Red LAOCA 2016"
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Los argumentos 'k1k2', 'khf' y 'khso4" de la funcion “TAfit” son idénticos a los utilizados en
el objeto 'ae’ y los argumentos ‘k_w', 'k _co2', 'k _hco3', 'k _boh3', 'k _hso4' y 'k hf" se
corresponden con las K generadas en el objeto ‘ae'.

El argumento 'mass_sample’ corresponde a la masa de muestra titulada. Dicha cantidad debe
calcularse a partir de los valores pesados y la densidad de la muestra. Esta Gltima es calculada a partir
de los valores registrados en la planilla de la pesada, la temperatura de pesada y la salinidad de la
muestra, segun Millero y Poisson (1981).

Nota: La densidad de la muestra puede calcularse con la funcion ‘'rho’ del paquete "seacarb” (Gattuso
et al., 2020).

Argumentos asociados con la solucién valorante

Los argumentos de la solucion valorante indican la naturaleza quimica de la misma (‘type’ =
"HCI" y 'seawater _titrant' = FALSE), su concentracion (‘conc_titrant") en unidades de molalidad
(mol-kg-soln?) y la salinidad que posee ('S_titrant"). La salinidad (S) de la solucién titulante fue
calculada a partir de la fuerza ionica (1) segun Roy et al. (1993).

Argumentos asociados con la titulacion

El argumento "titcurve' requiere de la cantidad de &cido titulante adicionado y la fem medida
durante el transcurso de la titulacion. Esto se extrae de los registros de la titulacion. Como las
unidades de trabajo de la funcion TAfit son en unidades de masa, el volumen de HCI dispensado en
cada punto de la titulacion se debe convertir a masa, mediante el calculo de la densidad de la solucién
valorante a la temperatura de titulacion. La densidad de la solucién valorante se calcula en base a las
ecuaciones de Lo Surdo et al. (1982) y Hershey et al. (1984).

El registro de la titulacion se inicia con la adicion de un primer volumen de HCI y continda
durante todo el proceso de titulacion a medida que se adicionan sucesivos volimenes del valorante.
Por ello en el argumento "datxbegin’ se coloca un valor de cero. Durante el progreso de la titulacion
se registra el cambio en la f.e.m generado con cada adicion del valorante, luego de que las lecturas se
estabilizan en un voltaje de + 0,09 mV. Seguidamente se agrega un volumen variable de HCI tal que
el voltaje cambie a un incremento preasignado de 13 mV. Asi, en el argumento ‘equalspaced’, se
coloca FALSE, como un valor l6gico que indica que los volimenes sucesivamente adicionados son
variables y en el argumento 'Evals’, se coloca TRUE, como un valor légico que indica que los
registros son en voltaje. Por ultimo, en el argumento ‘electrode_polarity', se coloca "neg" para
indicar el signo del voltaje del registro.

Argumentos asociados con la estimacion inicial de los pardmetros de ajuste

La estimacion no lineal de Levenberg-Marquardt (que funciona bajo el paquete
“minpack.lm”; Elzhov y Mullen, 2008), requiere de valores semillas iniciales de la AT y del E°. Los
mismos se indican en los argumentos "TASumCO2guess’ y 'EOguess’, respectivamente. Con el
objetivo de utilizar valores semilla de AT y E° razonables se utilizan aquellos que fueron estimados
por el programa “AutoTitration”. Asimismo, el argumento 'K_CO2fit ' se coloca como TRUE para
indicar que Kj se ajustan conjuntamente con los parametros AT y E° durante la estimacion.

Argumentos vinculados con el control interno de la funcidn y de la estimacion

El argumento "nlscontrol® permite un ajuste del nGmero maximo de iteraciones del algoritmo
de minimizacion no lineal. Por otra parte, el argumento 'debug’ se coloca en TRUE para permitir que
los resultados de la estimacion estén en formato adecuado para ser utilizados por otras funciones en R
project. En caso de que se desee visualizar el proceso de ajuste mediante un grafico, el argumento
‘verbose' debe ser TRUE; de lo contrario se debe colocar la opcién FALSE.
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Correccion de los archivos brutos

Previo a la ejecucion de la rutina con la funcién TAfit, se debe contar con informacién
digitalizada de: (1) la temperatura, salinidad y profundidad; (2) las condiciones de titulacién
(cantidad de muestra titulada, temperatura de pesadas y de titulacion y concentracién del valorante)
las muestras analizadas. A su vez, se debe verificar que los archivos registros de las titulaciones
tengan el nombre y formato adecuado y posean la informacion necesaria para el correcto
procesamiento de los datos.

El programa AutoTitration genera una serie de archivos cuyo nombre y extension varia
dependiendo del tipo de muestra analizado. Los archivos de titulacién poseen extension “.00x”,
donde “x” puede ser a, b o ¢ dependiendo de la réplica y contienen el registro del volumen de &cido
adicionado (en ml), el potencial medido (en mV) y un encabezado (con informacién variable
dependiendo del tipo de muestra analizado). En el caso de las pruebas de agua de mar el nombre sera
“test#” (Ej.: 170821 test1.00a) siendo # el nimero de prueba, en el caso de las muestras colectadas
sera “S#CH#N#” (Ej.: SSCIN2.00a) siendo # la combinacion de nimeros de “Station”, “Cast” y
“Niskin”, respectivamente y en el caso de los CRM sera “B###C***” (Ej.: B185C255.00a), siendo #
el nimero de lote y * el nimero de la botella.

Ademads, se genera una serie de archivos con el nombre “All test.00”, “All station.00” y
“All_CRM.00” que contienen, la informacion cronoldgica de todas las titulaciones realizadas durante
la puesta en marcha, el analisis de muestras y el analisis de los CRM, respectivamente. En estos
archivos pueden identificarse registros de mediciones fallidas y datos que se hayan ingresado
incorrectamente (por ejemplo, nombre de la muestra, salinidad y profundidad de la muestra). Estos
datos deben ser corregidos editando dicha informacién en los archivos individuales de titulacion.

Tratamiento de los resultados obtenidos al ejecutar la funcion TAfit

Una vez ejecutada la funcion TAfit se genera un elemento en el entorno R project, que
contiene los valores estimados de AT, la suma de cuadrados de los residuales (RSS, por sus siglas en
inglés) y el valor de E°. La RSS permite calcular la bondad de ajuste del modelo (o), que describe
cuan bien se realizado el ajuste no lineal al conjunto de los valores medidos. La misma se calcula
segln la SOP 3b (Dickson et al., 2007) como: ¢ = (RSS/m-3)*2, donde m es el nimero total de
puntos de titulacion y 3 es el nimero de parametros ajustados por el modelo (AT, E° y Kj).

Luego, se aplica un tratamiento estadistico a los valores de AT resultantes en las réplicas
realizadas para detectar la presencia de datos dudosos, erréneos y valores atipicos o “outliers”.

Finalmente, los resultados de AT se multiplican por un factor de 1,0002, para corregir la
dilucion inherente al agregar cloruro de mercurio (1) a la muestra para preservarla.

Validacion

Los resultados hallados por las rutinas de célculo AutoTitration y TAfit fueron comparados
mediante la prueba no parametrica de Wilcoxon para muestras apareadas, a partir de analisis
duplicados de 60 muestras de agua de mar y CRM (n=170). Se hallaron diferencias significativas,
con un valor de promedio de AT 3,1 umol/Kg mayor en la rutina TAfit. Esta diferencia puede
deberse a una combinacion de los distintos cdlculos de masa, set de constantes K y valores semilla
utilizados en la rutina TAfit.

Acceso a la rutina

La rutina implementada en el presente informe fue realizada con la version 1.0-4 del paquete
AquaEnv. AquaEnv es un paquete adicional al sistema base de R Project y por ello necesita ser
instalado. La rutina puede ser solicitada a Carla F. Berghoff (cberghoff@inidep.edu.ar).
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Consideraciones finales

Para abordar adecuadamente la problematica la AO es prioridad obtener mediciones precisas
del SC en las distintas regiones del océano. Garantizar que las mediciones de AT realizadas sean de
la calidad adecuada e inter-comparables, conduce a calculos precisos en las concentraciones de CO2 y
estados de saturacion del carbonato (Orr et al., 2018), un punto clave en la comprension de las
consecuencias que la AO genera en los ecosistemas marinos y sus implicancias en los servicios
ecosistémicos que presta el océano.

El control de garantia y calidad debe llevarse a cabo en diferentes aspectos, que incluyen el
seguimiento y registro de la metodologia y del instrumental utilizado, la identificacion y evaluacion
de valores atipicos (“outliers”), la estimacion de la precision de la medicion, la identificacion y
estimacion de las fuentes de incertidumbre de la medicion y la consistencia de los valores de AT
hallados. La precision de las mediciones de AT puede evaluarse a traves de la desviacion estandar de
analisis replicados de una sola muestra. Las fuentes de incertidumbre del método potenciométrico de
AT, si bien comprende muchos componentes, se vincula principalmente con las caracteristicas del
HCI valorante (marca, lote, pureza, concentracion), la cantidad de muestra titulada, la calidad del
instrumental utilizado y la metodologia y los algoritmos utilizados para el calculo de la AT. En el
primer caso, se resalta la importancia de una adecuada determinacion de la concentracion del acido
valorante. Ademas, pueden ocurrir errores en la fem registrada y el volumen de titulacién por mal
funcionamiento del instrumental (Ej. envejecimiento del electrodo y falta de calibracion en la bureta).
La incertidumbre de la medicion puede evaluarse por la desviacion estandar de la series de
mediciones®. La consistencia de las mediciones de AT se evaltia mediante la comparacion de la
desviacién estandar combinada de la serie de mediciones del CRM con respecto a su valor nominal
certificado.

8 La incertidumbre de medicion no es sindnimo de repetitividad. La repetitividad se define como la capacidad de un Gnico operador de
obtener concordancia para una medicion de un Unico material, multiples veces, en un Unico conjunto de condiciones (Taylor y Kuyatt,
1994). La incertidumbre de la medicién, por otra parte, se define como "un parametro asociado con el resultado de una medicion, que
caracteriza la dispersion (intervalo) de los valores que podrian atribuirse razonablemente a la medicién™ (Newton et al., 2015).
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Anexo 1. VERIFICACION DEL CORRECTO FUNCIONAMIENTO DEL
ELECTRODO

Las determinaciones de AT requieren que el electrodo presente comportamiento Nernstiano.
Un electrodo se describird como Nernstiano si da una respuesta lineal (mV/ unidad de pH) con una
pendiente que tenga un valor cercano a la respuesta Nernstiana esperada (58 mV / unidad de pH). A
continuacidn, se detalla dicho procedimiento para el electrodo de pH de vidrio combinado ROSS
Sure-Flow, con buffers NIST (NBS) EI mismo debe realizarse semanalmente.

Reactivos, materiales e instrumental para la preparacion de la solucién valorante:

- Peachimetro (Thermo Fisher Scientific, Orion Star A211).

- Electrodo de pH de vidrio combinado ROSS Sure-Flow (Thermo Fisher Scientific, 8172BNWP).
- Termistor digital de acero inoxidable (Thermo Fisher Scientific, Orion ATC 927007MD).

- Agua ultrapura (MilliQ).

- Buffers NIST (NBS) de pH 4,01 ,7,00 (Thermo Scientific Orion 910104 y 910107)

Nota: Se recomienda adquirir buffers trazables a los estandares certificados NIST.

- Vasos de precipitado de 150 ml.

- Agitador magnético.

Procedimiento:

a. Conectar el electrodo al peachimetro y configurar el mismo en modo de medicion de mV.

b. Colocar el electrodo en buffer pH 7,00. Cuando la lectura es estable registrar el valor de voltaje. El
mismo debe encontrarse en el rango de -30 a +30 mV.

c. Enjuagar el electrodo con agua destilada y colocarlo en buffer pH 4,01. Cuando la lectura es
estable registrar el valor de voltaje. El voltaje debe encontrarse en el rango de +150 a +210 mV.

d. Calcular la diferencia absoluta de mV entre los valores hallados para los 2 buffers. EI manual de
usuario del electrodo (263745-001. Revision B) indica debe ser un valor de 160 a 180 mV. EIl Dr.
José Martin Hernandez-Ayon (com. pers.)®, recomienda dividir dicho valor por un valor de 3 (la
diferencia de unidades de pH de los buffers utilizados) y que dicho valor debe ser 58 mV/unidad
de pH, la respuesta Nernstiana esperada. Caso contrario es indicacion de que el electrodo se
encuentra envejecido y que deberé de reemplazarse.

% Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas, Universidad Auténoma de Baja California, Carretera Transpeninsular 3917, 22870,
Ensenada, Baja California. México.
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Anexo 2. PREPARACION Y ESTANDARIZACION DE LA SOLUCION
VALORANTE

Las determinaciones de AT requieren de HCI valorante con concentracion conocida y que
posean un fondo de cloruro de sodio (NaCl) para ajustar la fuerza ionica total de la solucién, tal que
sea similar a la del agua de mar de salinidad 35 (1 ~ 0.7 mol/kg)*. Si bien el laboratorio del Dr. A.
Dickson provee soluciones valorantes calibradas de HCI 0,1 mol/kg y 0,6 mol/kg de NaCl, con
concentracion de HCI certificada e informacion sobre la densidad de la solucion, en la actualidad el
DiPlaMCC prepara el valorante y luego determina su concentracion por valoracion con una solucion
de estandar primario de carbonato de sodio (Na2COs).

El Na2COs es un estandar primario y por ello se puede pesar de tal manera que se sepa
exactamente la cantidad de material que se tiene. Al determinar la cantidad de Na,COs que se
requiere para neutralizar el HCI, podemos calcular un valor muy preciso para la concentracion del
HCI. La reaccion de neutralizacion es la siguiente:

Na2CO3 (ac) + 2HCl @) — 2 NaCle) + CO2 (g) + H20 )

La reaccion entre Na2COsz y HCI tiene lugar en dos etapas. La primera etapa ocurre cuando se
agrega una solucion de HCI a una solucion de Na2COs, se produce bicarbonato de sodio (NaHCO3) y
NaCl:
Na2C03 (ac) + HCI (ac) — NaHCOg(ac) + NaCI (ac)

Luego el NaHCOs reacciona con el HCI presente atn en la solucion para producir NaCl, CO;
y H20:
NaHCO3 (ac) + HCI (ac) — NaCl (a) + CO2 (g) + H20 ()

A continuacion, se detallan las etapas de preparacion de una solucién con una concentracion
~0.1 mol kg™t HCI y 0.6 mol kg NaCl y el procedimiento de preparacion de una solucion 1.25 mmol
kg™ de Na,COs (es decir, con AT~ 2500 pmol kgt) en solucién de fondo de NaCl 0.7 mol kg?. La
solucién de Na2COs se utilizara para la determinacion de la concentracion del HCI.

Reactivos, materiales e instrumental requeridos:

Agua ultrapura descarbonatada (MilliQ).

Solucién 1M HCI (Merck Titripur grade Reag. Ph Eur, Reag. USP).

- NaCl (Merck, grado puriss.).

- NaxCOz (Merck, grado puriss.).

Nota: Se recomienda adquirir reactivos de excelente calidad, de modo que los mismos no presenten

carbonatos y otras sustancias que aporten a la AT.

- Espaétula.

- Vidrio reloj.

- Crisol.

- 4 vasos de precipitado de 500 ml.

- 3 matraces aforados calibrados de volumen nominal 1000 ml.

- 2 frascos de reactivo de vidrio de borosilicato color caramelo, volumen nominal 1000 ml, con
tapon de rosca de polipropileno tamafio GL 45 y anillo de vertido.

- Balanza analitica de precision.

- TermoOmetro de precision.

- Agitador magnético y barras agitadoras.

- Sistema de titulacion automatico consistente en una bureta y peachimetro.

10 Ello permite que se mantengan aproximadamente constantes los coeficientes de actividad durante la titulacion, evitando problemas
con gradientes de densidad.
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Nota: El equipamiento utilizado aqui es el utilizado para las determinaciones de AT.

Preparacion de la solucion valorante:

a.
b.

Pesar 35,0658 g de NaCl. Registrar marca, lote, peso del NaCl y la temperatura de pesada.
Trasvasar el NaCl a un vaso de precipitado y disolver completamente en ~500 ml agua destilada
ultrapura descarbonatada. Agitar con barra magnética para favorecer la disolucion.

Trasvasar el contenido del vaso de precipitado a un matraz aforado calibrado de volumen nominal
1000 ml. Enjuagar cualquier resto de NaCl del vaso de precipitado con ~ 100 ml de agua ultrapura
descarbonatada y trasvasar al matraz aforado. Enrazar con agua ultrapura y mezclar bien para
disolver el contenido. Registrar los datos de calibracion del matraz.

Agregar ~500 de la solucién 0,6 mol/kg de NaCl a un matraz aforado calibrado de volumen
nominal 1000 ml. Registrar los datos de calibracion del matraz.

Agregar, con una pipeta aforada calibrada, 100 ml de HCI 1N al matraz. Registrar marca y lote del
HCI, datos de calibracion de la pipeta y la temperatura (para determinar la densidad de la
solucion).

Enrazar el matraz con la solucion 0,6 mol/kg de NaCl y mezclar bien para disolver el contenido.

g. Preservar en botellas de vidrio borosilicato color ambar, de volumen nominal 1000 ml, bien

cerradas, con tapon de rosca de polipropileno tamafio GL 45 y anillo de vertido, y en oscuridad,
para minimizar la evaporacion.

Nota: la temperatura de preparacion de la solucion debe realizarse 1o mas cerca posible de 25°C para
realizar apropiadamente el célculo de la molalidad de la solucién (para mayor detalle ver SOP3a en
Dickson et al., 2007).

Preparacion de la solucion de estandarizacion:

a.
b.

e.

Pesar 40,9101 g de NaCl. Registrar marca, lote, peso del NaCl y la temperatura de pesada.
Trasvasar el NaCl a un vaso de precipitado y disolver completamente en ~500 ml agua destilada
ultrapura descarbonatada. Agitar con barra magnética para favorecer la disolucion.

Trasvasar el contenido del vaso de precipitado a un matraz aforado calibrado de volumen nominal
1000 ml. Enjuagar cualquier resto de NaCl del vaso de precipitado con ~ 100 ml de agua ultrapura
descarbonatada y trasvasar al matraz aforado. Enrazar con agua ultrapura y mezclar bien para
disolver el contenido. Registrar los datos de calibracion del matraz.

. Colocar ~ 0,2 g de Na,COs en un crisol y secarlo a 270-300 °C al menos durante 2 horas. Dejar

que el Na2COs se enfrie (hasta que se pueda tocar el vaso de precipitado sin molestias) y colocar el
vaso en un desecador durante al menos otra media hora hasta que se enfrie completamente. El
crisol debe permanecer destapado durante esta etapa.

Retirar el Na>COs del desecador y pesar cuidadosamente en la balanza analitica 0,1325 g de
Na.COs. Registrar peso del Na2COs, marca, lote y temperatura de la pesada.

Nota: EI Na,COs es un sélido muy higroscopico que absorbe rapidamente el agua del aire. Por ello se

debe eliminar el agua calentdndose en estufa durante varias horas y luego de secado se debe
almacenar en un desecador.
Colocar rapidamente el Na,COs pesado en un matraz aforado calibrado de 1000 ml.

g. Agregar ~500 ml de la solucion de fondo de NaCl preparada en los pasos a-c, al matraz aforado

(agitar para ayudar a la disolucién). Enrasar a 1000 ml con medio de fondo de NaCl. Mezclar bien
para disolver el contenido.

Procedimiento de estandarizacién:

a.

Termostatizar la solucion de estandarizacion de Na>COs.

b. Enjuagar bien la celda de titulacion con la solucién de calibracion.

C.

Valorar la solucion de estandarizacion con la solucion de HCI, con agitacion, en unos 20-30
pequefios incrementos (0.1 ml) hasta alcanzar un pH de aproximadamente 3. Luego de cada
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adicion de HCI, registrar el volumen total de HCI afiadido, la fem de la celda de pH cuando sea
estable y la temperatura.

Nota: La presencia de CO disuelto (producto final de la titulacion) interfiere con el pH y la
deteccion del punto final de la titulacién, por lo que debe eliminarse agitando la solucién.

Calculo de la concentracién del HCI

La concentracion de la solucion valorante C(HCI) se calcula de acuerdo a la siguiente

ecuacion:
m Na,C0; 2mol HCI 1000 mL
*

C(HCD) = - -
HCD = 3 Na,c0, " TmolNayco, = VHCI

Donde mNa2COs3 es la masa de Na.COs titulada, M es la masa molar del Na,COs (105,988
g/mol),1000 es el factor de conversion de volumen (ml a L) y VHCI es el volumen utilizado de HCI.
El valor de 2 es porque se requieren 2 moles de HCI por cada mol de Na,COz.

Ejemplo:
Si en 1000 ml de solucidn se disolvieron 0,1325 g de Na,COs, en 150 ml (volumen de titulacion) hay

0,0199 g Na2COs, por tanto:

n(Na,CO3) = m Na,COs/M Na,CO3z= 0,0199 g /105,988 g mol*=1,793 x10° mol
n(HCI) = 2* 1,793 x10® mol = 3,585 x10® mol

Si para valorar los 150 ml se utilizaron 3,35 ml de HCI, entonces:

C(HCI) = 3,585 x10® mol *1000 ml /3, 35 mI=0,1070 M

Nota: Es importante realizar al menos 3 valoraciones y luego calcular la media, la desviacion
estandar y el porcentaje relativo de la desviacion estandar de la C(HCI). Por altimo, se recomienda
estimar la incertidumbre expandida de la medicion segun Ellison y Williams (2012).
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Anexo 3. MODELOS DE PLANILLAS DE REGISTRO

PLANILLA DE PESADA DE MUESTRAS DE AT

HOJA N°
FECHA OPERADOR COMENTARIOS
D PESO DEL PESO DEL
ETIQUETA ERLENM. (g) | ERLENM. (g) | TEMPERATURA 3
DE Observaciones
DE MUESTRA CON SIN (C°) DEPESADA
MUESTRA — -
MUESTRA MUESTRA
NOTAS:
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PLANILLA DE TITULACION DE AT CON HCL — DOSIMAT 665

HOJA N
COMENTARIOS
OPERADOR FECHA CONC. HCl
NRO. | VOL.DE ;
ID MUESTRA T°CELDA | T°ACIDO T° LAB Observaciones
ERLENM. | HCL (ml)
NOTAS:
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