Guia basica

Determinacion de la calidad del agua

en acuarios marinos

Edén Magana Gallegos

UNAM-DGAPA
PAPIME PE207521







Guia basica:

Determinacion de la calidad del agua en

acuarios marinos

Universidad Nacional Auténoma de México

2023



Contenido

INtroducCion general..........ccooveveieerese s

Técnicas de monitoreo de la calidad del agua en acuarios

Frecuencia de MUESTICO .......eeeeee e
Técnicas de monitoreo iN-Sit ........ocoeveeeeeeeeeeeeeecieeenn
TeMPEIAtUIa.....ccoeiirieicce e

SaliNIdad .....oooeeeeeeee

OXigeno diSUEITO.........c.ccvevieiieiiee e
Nutrientes, alcalinidad, calcio y magnesio.................
Técnicas de Monitoreo X-Sitl ........ccocerererereneneniennns
Recomendaciones generales para los usuarios..........
Filtracion y almacenamiento de las muestras............
Determinacion de amonio (NHz + NHa) ......c.cccc.......
Determinacion de nitrito (NO2) ........ccovevvrcivieinnn,
Determinacion de nitrato (NO3) .......cccoeevvrernieencnnn,

Determinacion de fosfato (POa) .......cccccvevvvvcviieinnnn.

Determinacion de la dureza total, calcio y magnesio

Determinacién de la alcalinidad total ........................



Introduccion general

A lo largo de la historia, se ha encontrado que el agua en la naturaleza puede variar en sus
cualidades, afectando su uso en las diferentes industrias. Por lo anterior, se acufia el término
“calidad del agua”, el cual se define como cualquier caracteristica fisica, quimica o bioldgica
que influye en un propésito particular (Boyd, 2019). Entonces, en el cultivo de organismos
acuaticos la calidad del agua se puede definir como: todos aquellos atributos fisicos, quimicos
y bioldgicos que afectan el cultivo de un organismo acuatico especifico (Boyd, 1990). De la
definicion anterior se debe entender entonces que “la biologia de la especie” es una parte
fundamental que hay que tomar en cuenta cuando se intenta definir lo que es la calidad del
agua en un acuario. Es decir, la calidad del agua no serd la misma para peces, crustaceos o
corales, e incluso dentro de estos grandes grupos las variables méas importantes relacionadas

con la calidad del agua pueden variar.

Determinar y mantener la calidad del agua de los acuarios no es una tarea sencilla. Esto se
debe a que hay que medir las variables fisicoquimicas de interés y si fuese necesario, llevar
a cabo acciones para corregirla. Dentro de las principales variables podemos encontrar a la
temperatura, salinidad, pH, oxigeno disuelto, nutrientes, alcalinidad, calcio y magnesio
(Tabla 1). Estas variables deben ser medidas de manera rutinaria en los acuarios, ya sean
estos abiertos o cerrados, con el fin de mantenerlas en los rangos aceptables para el cultivo
de los organismos acuéticos de interés. En la Tabla 1 se delinean las principales variables
fisicoquimicas para cuatro grupos de organismos cultivados en acuarios, tanques y/o
estanques, y puede servir de guia para su mantenimiento por largos periodos de tiempo. Por
lo anterior, el objetivo del presente documento es ofrecer al lector (investigadores,
estudiantes y publico en general) una guia de las principales variables medidas en acuarios

marinos.



Tabla 1. Principales variables de la calidad del agua para el cultivo de organismos acuéticos en acuarios marinos. Los valores mostrados

son validos cuando se utiliza agua de mar a una salinidad de 35 — 36. ND = no determinado.

Parametro Corales! Pastos marinos?? Langosta* Camarones peneidos® 8
Acropora Thalassia testudinum Panulirus argus Penaeus vannamei
palmata Syringodium filiforme Penaeus brasiliensis

Halodule wriigthi

Temperatura (°C) 26 — 28 25-28°C 28 - 29 27 -29

Salinidad 35 24 - 35 35-37 0-35

Oxigeno disuelto (mg/l) >4 ND >4 >4-5

pH 8.1-8.3 8.0-8.3 8.0-8.2 >75-8.0

Solidos sedimentables totales (ml/l) ND ND ND <15

Amonio* (mg/l) <0.01 <0.05 <1 <1

Nitrito (mg NO2/I) <0.1 ND <5 <5-25

Nitrato (mg NOs/l) <0.5 1-5 <100 <150

Fosfato (mg POu/l) <0.03 0.095 ND <0.3

Potencial redox (mV) 250 — 400 ND ND <500

Alcalinidad (mg CaCOs/l) 125 -160 125 - 160 200 140

Dureza (mg CaCOs/l) ND ND ND 150

Calcio (mg Ca?*/l) 380 — 440 300 - 400 400 400

Magnesio (mg Mg?*/l) 1250 — 1350 ND 1300 1300

*NAT: Nitrogeno amoniacal total; se refiere a la sumatoria del amonio no-ionizado (NHz) y el amonio ionizado (NHa).

**ND: no determinado.

! (Schubert et al. 2017); 2 (Tussenbroek et al. 2006); * (Lardizabal, 2006); * (Supriyono et al. 2022): ® (Rode, 2014); ¢ (Boyd, 2002)
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Técnicas de monitoreo de la calidad del agua en acuarios

En general, la calidad del agua puede ser determinada de dos maneras. Ya sea directamente
en el acuario (in-situ) o colectando muestras de agua y analizadndolas en laboratorio (ex-situ).
La eleccion de la técnica mas adecuada se elige por el usuario, los objetivos del acuario
(investigacion, recreativo, mantenimiento) y de los equipos con los que se cuente. A
continuacion, se describen las técnicas usadas para determinar las principales variables de la

calidad del agua en los acuarios de manera in-situ y ex-situ.

Frecuencia de muestreo

La frecuencia de muestreo se refiere a la cantidad de muestras que se requieren analizar en
periodos definidos. El definir un periodo de tiempo estara relacionado con la factibilidad del
procesamiento de la muestra, la capacidad de almacenamiento y los objetivos del acuario. En
la Tabla 2, se provee informacidn general de la frecuencia de muestreo de las variables de la

calidad del agua en los acuarios.

Tabla 2. Frecuencia de muestreo de las principales variables fisicoquimicas de los acuarios.

Parametro Frecuencia de la prueba

Temperatura (°C) Dos veces al dia

Salinidad Una vez al dia

Oxigeno disuelto (mg/l) 3 a5 veces al dia. En ocasiones determinaciones
nocturnas.

pH Dos veces al dia

Amonio (mg/l) 1 vez cada tercer dia

Nitrito (mg/l) 1 vez cada tercer dia

Nitrato (mg/l) 1 vez cada tercer dia

Alcalinidad (mg CaCOa3/l) 1 vez por semana

Calcio (mg/l) 1 vez por semana

Magnesio (mg/l) 1 vez por semana

Dureza (mg CaCOz/l) 1 vez por semana




Técnicas de monitoreo in-situ

Temperatura

La temperatura del agua es una medida de su contenido de energia térmica interna (Boyd,
2019). Y sus principales unidades de medida son los grados Celsius (°C) y los grados
Fahrenheit (°F). Esta variable es una de las méas importantes de la calidad del agua, ya que
afecta tanto la quimica del agua, asi como las funciones de los organismos acuaticos (Lucas
etal. 2019). Muchos organismos acuaticos como peces, crustaceos y corales son
poiquilotermos (es decir, su temperatura corporal es muy similar a la del agua que lo rodea).
Es por esto, que aumentos o disminuciones significativas en la temperatura pueden tener un
efecto en la fisiologia de los organismos (Lucas et al. 2019). Uno de los efectos méas notorios
en acuarios es el blanqueamiento de los corales provocado por la exposicion prolongada a
altas temperaturas. La temperatura del agua estara relacionada con la radiacion solar y la
temperatura del aire, asi como algunos equipos que frecuentemente son utilizados en los
acuarios y que debido a su trabajo emiten energia al agua, incrementando su temperatura (p.
ej. Bombas de agua y lamparas).

Afortunadamente, la temperatura puede ser monitoreada en los acuarios a traves de varios
equipos. El termometro es el equipo mas utilizado para medir la temperatura debido a que es
muy econdmico, facil de ocupar e incluso puede ser colocado dentro del acuario por tiempo
indefinido (Fig. 1). El principio utilizado de este equipo para medir la temperatura es la
expansion de ciertas sustancias (p. ej. Alcohol) dentro de un tubo fino capilar, donde la
sustancia subird o descenderd dependiendo de la temperatura del medio (Lekang, 2007). La
posicion superior de la sustancia marcara la temperatura con ayuda de una escala previamente
calibrada. Otro equipo que podemos ocupar son los sensores de temperatura. Estos pueden
ser utilizados de manera individual o pueden ser integrados a equipos multiparamétricos (Fig.
1). La desventaja de estos equipos es que generalmente son costosos. Sin embargo, son muy
precisos al determinar la temperatura. Estos equipos funcionan midiendo la resistencia
eléctrica de un material (Lekang, 2007). Por lo tanto, estos equipos miden la corriente
eléctrica que fluye a través de un circuito del cual este material es parte fundamental, y donde

su valor serd proporcional a la temperatura del agua (Lekang, 2007).



Figura 1. Principales equipos utilizados para la determinacion de la temperatura en el agua
de acuarios. A) Termometro comercial. B) termometro digital comercial. C)

Multiparamétrico con sensor de temperatura.

El nimero de veces y las zonas de muestreo para determinar la temperatura en los acuarios
dependeréa de los objetivos del acuario y/o el tamafio de los acuarios. Entonces, cuando los
acuarios sean muy grandes, sera preferible medir la temperatura en varias zonas. Ademas, si
el acuario es muy profundo (> 1 m) se recomienda medir la temperatura a diferentes
profundidades. De manera general se recomienda medir la temperatura al menos dos o tres

veces al dia (Tabla 2).
Salinidad

La salinidad se refiere a la concentracion total de todos los iones en el agua (Boyd, 2019;
Van Wyk et al. 1999). La salinidad del agua de mar tipicamente varia entre 28 y 35 partes
por mil (ppt) que es lo mismo que gramos por litro (g/l) (Boyd, 1990). La salinidad es una
variable muy importante para los organismos acuaticos, ya que muchos de ellos tendran
rangos de tolerancia que se deben mantener con el fin de que puedan llevar a cabo sus
procesos metabolicos (Lucas et al. 2019). Entre mas estrecho o amplio sea este rango, los
organismos seran clasificados como estenohalinos o eurihalinos respectivamente. Por lo que
definir previamente su tolerancia a la salinidad ayudard a mantener a los organismos
acuaticos por mas tiempo. Hay que recordar que la salinidad afectara la osmorregulacién de
los organismos y, por lo tanto, salirnos de los rangos éptimos de cultivo provocara que gasten
mucha energia para mantener su balance idnico a expensas de crecer y llevar a cabo otros

procesos (Lucas et al. 2019). Eventualmente, si los organismos son sometidos a salinidades



fuera de sus limites de tolerancia, empezaran a mostrar efectos subletales o letales (Lucas
et al. 2019).

En el mercado existen varias opciones para determinar la salinidad del agua. Se puede utilizar
un hidrémetro el cual mide la salinidad basada en la densidad especifica del agua (Fig. 2)
(Van Wyk etal. 1999). Y como la densidad del agua aumenta con el incremento de la
salinidad, es posible utilizar la flotabilidad de ciertos objetos para medir la salinidad. La
ventaja de estos equipos es que son muy econdmicos, pero en contraparte no tienen una muy
buena capacidad para detectar ligeros cambios en la salinidad del agua. Otro equipo que
podemos ocupar para medir la salinidad son los refractémetros, los cuales se basan en el
indice refractivo del agua (a mayor salinidad mayor sera el indice refractivo) (Fig. 2). De
manera general, los refractdmetros determinan la salinidad mostrando el &ngulo refractado
de la luz sobre una escala. El usuario entonces vera una zona iluminada y una zona azul, con
un borde horizontal entre estas dos zonas, indicando la salinidad del agua. Estos equipos son
econdmicos y faciles de ocupar, ademas de que son féciles de transportar (Van Wyk et al.
1999). Sin embargo, al igual que los hidrémetros, no detectan bien cambios ligeros en la
salinidad. Finalmente, también es posible utilizar sensores de conductividad para medir la
salinidad (Fig. 2). Estos equipos miden la resistencia del agua al flujo eléctrico, el cual es
inversamente proporcional a la salinidad. Conforme la salinidad disminuye, la resistencia del
flujo eléctrico disminuye. Generalmente, estos sensores tienen acoplado un sensor de
temperatura con el fin de corregir el valor de la conductividad medida (Lekang, 2007). La
principal desventaja de los sensores de salinidad es que son costosos y deben ser calibrados
periddicamente para asegurar la calidad del valor obtenido. Mientras que su principal ventaja

es que pueden ser utilizados rapidamente y tienen una alta precision.

Figura 2. Principales equipos usados para la determinacion de la salinidad del agua en

acuarios. A) Hidrometro. B) refractometro. C) Sensor de salinidad/temperatura.



Al igual que con la temperatura, el nimero de veces y los sitios de muestreo para determinar
la salinidad en los acuarios dependera de los objetivos del acuario y/o el tamafio de estos.
Los acuarios pequefios (< 150 litros) tendran fluctuaciones de salinidad méas grandes que

acuarios grandes. Se recomienda medir la salinidad al menos una vez al dia (Tabla 2).
pH

El pH es definido como el logaritmo negativo de la concentracion de iones hidrogeno (Boyd,
1990). El uso del logaritmo negativo fue recomendado por el quimico S.P.L. Sgrensen en el
afio 1900, con el fin de evitar usar valores muy pequefios de concentraciones molares cuando
nos referiamos a la concentracion del ion H™ (Boyd, 2019). Y entonces el logaritmo negativo
de la concentracion de iones hidrogeno fue llamado pH (Boyd, 2019). La escala del pH
generalmente va de 0 a 14, con un pH de 7 correspondiendo a un valor neutro (Ebeling y
Timmons, 2010). En los acuarios marinos es muy comun encontrar valores de pH de entre
7.8 — 8.2. Esta variable tendra un efecto muy marcado en la disociacion del amonio, el cual
puede llegar a ser toxico para los organismos acuaticos (Ebeling y Timmons, 2010). Ademas,
el pH podra fluctuar en los acuarios dependiendo de la cantidad de respiracion y fotosintesis
que esté ocurriendo en determinado momento (Boyd, 2019; Van Wyk et al. 1999). Por lo
que, para evitar cambios bruscos en el pH del agua, serd muy importante que la capacidad
buffer del agua (alcalinidad) esté en niveles éptimos (Van Wyk et al. 1999). En camarones,
por ejemplo, cambios bruscos en el pH pueden estresarlos y causar que su exoesqueleto sea

blando, disminuyendo su supervivencia (Carbajal-Hernandez et al. 2013).

Para medir el pH existen varios equipos que pueden ser utilizados (Fig. 3). EI método mas
simple es utilizar tiras reactivas (papel tornasol) que tienen un indicador que al entrar en
contacto con el agua cambian de color (Lekang, 2007; Van Wyk et al. 1999). Este color
resultante puede ser comparado con la escala de color que proporciona el fabricante y
entonces se puede conocer el pH del agua. Estas tiras reactivas son muy economicas y faciles
de usar, pero su interpretacion puede estar sujeta a la observacion del usuario. También es
posible utilizar kits colorimétricos comerciales (Fig. 3), pero de igual manera su
interpretacion puede ser subjetiva. Un método mas preciso es utilizar un medidor de pH (Fig.
3) (Lekang, 2007). Este equipo cuenta con dos electrodos, uno para medir la concentracion

de iones hidrogeno y otro sirve como un electrodo de referencia. Este equipo cuenta con una



membrana permeable a los iones hidrogeno. Entonces, entre los electrodos pasara una
corriente que dependera de la concentracion de iones hidrégeno. El voltaje entre ambos
electrodos serd medido y el pH sera calculado (Lekang, 2007). La desventaja de este Ultimo
equipo es que son algo costosos y requieren un mantenimiento constante. Aunque, en
contraparte, su uso puede ser muy prolongado y se puede ocupar para medir el pH multiples

VecCes.

Figura 3. Principales equipos usados para la determinacion del pH del agua en acuarios. A)

Papel tornasol o papel pH. B) Kit comercial colorimétrico. C) Medidor de pH/temperatura.

El pH debe ser monitoreado constantemente en los acuarios y la recomendacién es que se
mida dos veces al dia, una vez por la mafiana y otra por la tarde-noche (Tabla 2), con el fin
de detectar cambios bruscos y poder llevar a cabo acciones para estabilizarlo.

Oxigeno disuelto

La atmosfera estd comprendida por varios gases, entre ellos el oxigeno (O). Este gas
comprende el 21% de todos los gases presentes en el aire. En la atmdsfera, el oxigeno ejerce
una presion parcial en el agua [Po2 = (760) (0.2095) = 159.2 mm], lo que provoca que el
oxigeno tienda a entrar al agua y disolverse (Boyd, 1990). A este oxigeno que entro y se
disolvid se le conoce como oxigeno disuelto y su concentracion se expresa en miligramos de
oxigeno disuelto por litro (mg OD/I) (Van Wyk et al. 1999). La solubilidad del oxigeno estara
también influenciada por la elevacion, salinidad y temperatura, y conforme cualquiera de
estas variables aumente, la solubilidad del oxigeno disminuira (Van Wyk etal. 1999).

Ademas, las concentraciones de oxigeno variaran dependiendo de la productividad primaria



en el tanque y la respiracion (Van Wyk etal. 1999). En los organismos acuaticos, la
respiracion se lleva a cabo en las branquias. En las branquias, la tensidn del oxigeno es mayor
que en la sangre, y entonces el oxigeno es cargado en la hemoglobina (Lucas et al. 2019). De
ahi, el oxigeno es transportado hacia los diferentes tejidos de los organismos. En
invertebrados, no hay hemoglobina, pero hay otro pigmento conocido como hemocianina,
que es la encargada de transportar el oxigeno hacia los tejidos (Lucas et al. 2019). De manera
general, la concentracion de oxigeno disuelto para la mayoria de los organismos de cultivo

se encuentra por encima de 4 — 5 mg OD/I (Carbajal-Hernandez et al. 2013).

La determinacion del oxigeno se puede llevar a cabo por titulacion a través del método de
Winkler (Ebeling y Timmons, 2010). Sin embargo, este método tiene varias desventajas, tales
como ser de lenta ejecucion y requerir personal capacitado (Ebeling y Timmons, 2010). Al
ser esta técnica de lenta ejecucion, las acciones que se pueden llevar a cabo para corregir
algun problema relacionado con el oxigeno en un acuario pueden llegar muy tarde y entonces
ser catastroficas para la sobrevivencia de los organismos. Entonces, el método més rapido y
sencillo para la determinacion del oxigeno disuelto es usar un oximetro, el cual tiene una

sonda especial para determinar el oxigeno disuelto (Fig. 4) (Lekang, 2007).

Figura 4. Oximetro comercial para la determinacion del oxigeno disuelto en acuarios.



Las sondas de oxigeno disuelto tienen un conductor cargado positivamente (dnodo) y un
conductor cargado negativamente (catodo). Estos conductores estdn protegidos en una
pequefia camara que contiene un electrolito y los separa del agua del acuario a través de una
membrana permeable a las moléculas de oxigeno. Dentro de esta cAmara se llevara a cabo el
proceso de electrolisis y los electrones pasaran a traves de los electrodos (Lekang, 2007). La
magnitud del transporte de electrones serd afectada por la cantidad de oxigeno en el
electrolito y, por lo tanto, estara relacionada con la cantidad de oxigeno en el agua.
Actualmente, muchos de estos equipos ya incluyen algoritmos que les permiten compensar
la altitud, temperatura y salinidad. Este tipo de instrumentos son muy sencillos de usar, pero
requieren de cuidado y mantenimiento constante. El costo de estos equipos puede ser bastante

elevado.

La frecuencia de determinacion del oxigeno disuelto dependera de varios factores tales como:
la productividad en el acuario, la densidad de siembra de los organismos, la cantidad de
alimento que se provea y la respiracion proveniente de los organismos de cultivo, bacterias
y otros organismos en la columna de agua. Por esta razén, el oxigeno debe ser monitoreado
tanto durante el dia como la noche (Tabla 2). En camaronicultura, se recomienda que durante
el dia se tomen en intervalos de cada tres a cuatro horas, mientras que durante la noche la
frecuencia puede aumentar a cada dos o tres horas. En acuarios pequefios que cuenta con
espumadores, piedras aireadoras y agitacion constante del agua por diversos equipos, la

determinacion del oxigeno disuelto puede resumirse a un par de veces durante el dia.
Nutrientes, alcalinidad, calcio y magnesio

Los nutrientes como el amonio (TAN = NHz + NHay), nitrito (NO>), nitrato (NO3) y fosfato
(PQ4), asi como la alcalinidad, calcio (Ca?") y magnesio (Mg?*) pueden ser determinados con
kits colorimétricos comerciales. Estos kits se ocupan en los acuarios e incluso granjas de
cultivo, ya que permiten tomar decisiones de manera rapida basadas en determinaciones
confiables (Bartlett, 2013; Naigaga et al. 2017). Como resultado, los kits comerciales se han
vuelto muy populares para medir la calidad del agua. Basta con seguir las instrucciones de
cada fabricante para determinar la variable de la calidad del agua que se desee conocer (Fig.
5) (Bartlett, 2013).
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Figura 5. Kits colorimétricos utilizados con frecuencia en los acuarios. A) Kits de la marca
Salifert, una de las marcas mas reconocidas en acuarios. B) Escala de los kits y color

desarrollado de las muestras.

Estos kits también han sido reportados en articulos cientificos con el fin de proveer
informacion sobre las variables fisicoquimicas en las que mantenian a sus organismos. No
obstante, deben ser evitadas cuando determinaciones mas precisas sean necesarias o el factor
a probar sea una variable de la calidad del agua especifica (Naigaga et al. 2017). Cuando esto
sea necesario, sera preferible utilizar técnicas analiticas espectrofotométricas. El objetivo de
esta seccidn es dar a conocer la utilidad de estos Kits y no detallar cada uno de ellos, ya que
la cantidad de marcas existentes en el mercado es bastante grande y los pasos a seguir varian
dependiendo de la marca. En la siguiente seccion se abordaran los métodos analiticos para

determinar las variables més importantes de la calidad del agua.
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Técnicas de monitoreo ex-situ

Recomendaciones generales para los usuarios

Seguridad:
Bata de laboratorio, zapatos cerrados, guantes. Agregar &cido al agua (nunca agua al &cido).

Limpieza del equipo:
Todo el material de vidrio debe ser lavado con un detergente especial para laboratorio (p. €j.
extran®), enjuagado con agua corriente y luego con agua destilada. Posteriormente, los
materiales deben ser sumergidos por al menos 30 min en una solucion de &cido clorhidrico
al 5% [para 1 L de solucidn: en un recipiente, colocar 864.8 mililitros de agua y lentamente
agregar 135.2 mililitros de &cido concentrado (al 37%)] (Wilde y Radtke, 1998) o podrian
sumergirse toda la noche para asegurar su limpieza. Finalmente, enjuagar los materiales con
agua destiladay secar. De preferencia apartar estos materiales para ser usados solamente para

la determinacidn de nutrientes.

Filtracion y almacenamiento de las muestras

La filtracion y colecta de las muestras para los analisis ex-situ determinaran la calidad del
dato final obtenido. En general, se ha planteado que las muestras para nutrientes deben ser
filtradas previamente a su procesamiento en el laboratorio. Lo mas sencillo es utilizar bombas
de vacio con porta filtro que nos permitan filtrar la muestra de manera rapida (Fig. 6). Otra
opcion, y generalmente la mas elegida para la filtracion de muestras de agua directamente en
los acuarios es utilizar un portafiltro; son econdmicos y faciles de usar (Fig. 6). También es
posible utilizar centrifugas con capacidad para centrifugar tubos Falcon de 15 y 50 ml con el

fin de separar el material no disuelto, y posteriormente procesar la muestra (Fig. 6).

Otro aspecto importante, es el tipo de material del recipiente elegido y el método de
preservacion para almacenar las muestras. Generalmente, para todos los parametros ex — situ
que se describen en las siguientes secciones, se recomienda utilizar contenedores de
polietileno lavados con jabon libre de fosfatos (p. ej. extran®) y una solucion de acido
clorhidrico al 5%. Las muestras para nutrientes pueden ser almacenadas en un congelador a
—20°C por varios meses sin afectar los resultados (Dore et al. 1996). Para las muestras de

alcalinidad estas pueden almacenarse en oscuridad hasta por 47 dias en refrigeracién a 20 °C.



Las muestras de calcio, magnesio y dureza total pueden ser almacenadas hasta por 1 semana

en oscuridad y refrigeracion (Dore et al. 1996).

A B C

Figura 6. Equipos frecuentemente utilizados para filtrar muestras de agua. A) Bomba de
vacio y porta filtro. B) adaptador de jeringa para filtro de 50 mm. C) Centrifuga con rotor

para filtrar tubos Falcon.
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Determinacion de amonio (NHz + NHy)

La presente técnica para la determinacion del nitrégeno amoniacal total (TAN = NH3 + NHa)
estd basada en el protocolo de Solorzano, (1969) y Strickland y Parsons, (1972) para
espectrofotometro. Este método se basa en el uso de fenol-hipoclorito con nitroprusiato como
catalizador. Brevemente, el amonio reacciona con el fenol e hipoclorito bajo condiciones
alcalinas para formar el azul de indofenol. El desarrollo de este color ser& proporcional a la
concentracion de amonio dentro un rango dado (Wetzel y Likens, 2000). Todas las técnicas
utilizadas para la determinacién del amonio miden el nitrégeno amoniacal total (TAN), el
cual es la sumatoria del amonio ionizado (NH4) y el amonio no ionizado (NH3) (Grasshoff
et al. 2009). La determinacion del amonio con este método es adecuada tanto para agua dulce,
estuarinay marina (Zadorojny et al. 1973). Solamente si las aguas contienen acido sulfhidrico
(H2S) sera necesario llevar a cabo un pretratamiento de la muestra (Zadorojny et al. 1973)
(ver Anexo | al final de este protocolo). EI amonio no ionizado puede ser téxico para
organismos acuaticos tales como peces, crustaceos, moluscos, corales, etc. Una vez
determinado el TAN, es posible calcular la fraccion de NHs y NHs si los valores de
temperatura, presion, salinidad y pH son conocidos (Zadorojny et al. 1973; ver Anexo Il al

final de este protocolo).
Rango de determinacion, diluciones y filtracion

e Para celdas de 10 cm (100 mm): 0.0013 a 0.13 mg/l NH4 (es decir, de 0.07 a 7.1 uM de
NH;) (Zadorojny et al. 1973).

e Para celdas de 1 cm se recomienda usar un rango de 0.013 a 1.3 mg/l NH4 (es decir, de
0.7 a 72 uM de NHa).

e Para mejorar la precision instrumental, las diluciones deberan ser realizadas para que
correspondan con valores de absorbancia de entre 0.20 a 0.85.

e Las muestras deben ser filtradas con un filtro de fibra de vidrio (GF/F) de 0.45 um antes
de su tratamiento.

Longitud de onda y tiempo de reaccion

e 640 nm
e Las muestras deben ser colocadas en oscuridad y con aluminio sobre ellas por 60 min. El
color producido sera estable al menos por 24 horas.



Reactivos

Agua destilada

Fenol grado reactivo (CsHsOH; CAS: 108-95-2; Sigma-Aldrich)

Alcohol etilico absoluto (CH3CH20H; CAS: 64-17-5; High purity)

Nitroprusiato de sodio [NazFe(CN)s NO.2H20; CAS: 13755-38-9; Sigma-Aldrich]
Citrato de sodio (HOC(COONa)(CH2COONa),-2H,0; CAS: 6132-04-3; Sigma-Aldrich)
Hidrdxido de sodio (NaOH; CAS: 1310-73-2; Sigma-Aldrich)

Hipoclorito de sodio 1.5 N o comercial al 12% (Cloralex verde frasco pequefio)

Sulfato de amonio [(NH4)2SO4; CAS: 7783-20-2; Sigma-Aldrich]

Materiales y equipos

Espectrofotémetro VIS con rango de 400-900 nm (Shimadzu, UV-1800, Shimadzu Inc.,
Kyoto, Japan)

Balanza analitica

Campana de extraccion
Micropipeta 0-1000 pl

Celdas de vidrio de 10-cm
Tubos Falcon de 50 ml

Pipetas de 1ml

Pipetas de 2 ml

Puntas para pipetas (0-1000 pl)
Frascos &mbar de 150-200 ml
Frasco de vidrio 500 ml

Vasos de precipitado de 50 ml
Matraz aforado de 100 ml
Probeta de 200 ml

Espéatulas

Preparacion de reactivos

Alcohol al 95% (v/v): Colocar 195.5 ml de alcohol absoluto y llevar a un volumen final
de 200 ml con agua destilada. Guardar en un frasco de vidrio. En caso de contar con
alcohol etilico al 95-96% usar éste directamente.

Solucion de fenol-alcohol: Disolver 10 gramos de fenol grado reactivo en 100 ml de
alcohol al 95% v/v. Guardar en un frasco &mbar de vidrio.

Nitroprusiato de sodio (0.5%): Disolver 1 gramo de nitroprusiato de sodio [Nax-Fe
(CN)sNO - 2 H20] en 200 ml de agua destilada. Almacenar en un frasco &mbar no méas

de 1 mes.



4. Solucion alcalina: Disolver 100 g de citrato de sodio y 5 gramos de hidroxido de sodio
en 500 ml de agua destilada. Guardar en un frasco de vidrio.

5. Solucion de hipoclorito de sodio: Usar una solucion de hipoclorito de sodio comercial
al 5.25% (cloralex o clorox); esta solucion deberia ser al menos 1.5 N. Se pueden guardar
pequefias alicuotas a 4 °C y ser usadas en un periodo no mayor a 15 dias.

6. Solucion oxidante: Mezclar 100 ml de la solucion alcalina y 25 ml de hipoclorito de
sodio. Mantener esta solucion tapada mientras no se ocupa. Preparar diariamente.

7. Solucién concentrada de sulfato de amonio (10,000 uM de NHa4): En un matraz,
colocar 0.06607 gramos (66.07 mg) de (NH4)2SO4 y aforar a 100 ml con agua destilada.
Una vez utilizada la solucién concentrada, regresar al refrigerador a 4 °C. La solucién es
estable varios meses. Guardar en un frasco &mbar de vidrio.

8. Solucidn diluida de sulfato de amonio (100 uM de NH4): En un matraz colocar 1 ml
de la solucion concentrada de sulfato de amonio y aforar a 100 ml con agua destilada.

Esta solucion debe prepararse diariamente.

Preparacion de la curva

Para la preparacion de la curva se usara la solucion diluida de 100 uM de NHasy se haran
varias diluciones que correspondan con los puntos de la curva que iran de 0.07 a 7 uM de
NH; (Tabla 3). Cada punto de la curva se preparara por triplicado. La informacion se resume

en la Tabla 3. Las diluciones pueden ser hechas en tubos Falcon o de vidrio.

Tabla 3. Preparacion de las diluciones a partir de la solucion diluida de 100 uM de NHa. EI

volumen total de cada dilucion es de 35 ml.

No. de dilucion 1 2 3 4 5 6 7
Diluciéon (UM NHa4) 0.00 0.07 1.40 2.80 4.20 5.60 7.00

Solucion diluida (ul) 0 24.5 490 1400 1750 2100 2450
Agua destilada (ml) 35 34976 34510 33.600 33.250 32.900 32.550




Una vez preparadas las diluciones, etiquetarlas del uno al siete (pueden ser preparadas en
tubos Falcon). Posteriormente se agregara a cada tubo Falcon la solucién de fenol,
nitroprusiato y solucion oxidante (Tabla 4; ver Fig. 7). Finalmente, todos los puntos de la
curva se incuban por una hora en oscuridad. Posteriormente se leen a 640 nm en un
espectrofotometro (Fig. 7), y se anota el valor de la absorbancia. Si todo se hizo
correctamente, deberia ser apreciable un gradiente azul que aumentard en intensidad

conforme la concentracion de NH4 aumente (Fig. 8).

Tabla 4. Reactivos para agregar a las alicuotas de cada dilucion. El orden de los reactivos se

muestra de manera descendente.

Reactivo Cantidad (ml)
Solucién de fenol al 10% 1.4
Nitroprusiato de sodio 0.5% 1.4
Solucion oxidante 3.5

Preparacion de las muestras

La determinacion de amonio en las muestras se puede hacer por duplicado. Entonces se
usaran dos tubos Falcon de 50 ml por muestra, en los cuales se agregaran 30 ml de muestra
en cada uno. Posteriormente, se agregara a cada tubo Falcon la solucién de fenol,
nitroprusiato y solucién oxidante (Tabla 5). Finalmente, se incubaran todas las muestras por

una hora en oscuridad y se leera su absorbancia a 640 nm (Fig. 9).
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Figura 7. Resumen del procedimiento para preparar los puntos de la curva de amonio. En el

Paso 1 se muestra que se debe agregar a un frasco de vidrio la solucién diluida mas agua
destilada y mezclar. Posteriormente, en el Paso 2 se muestra que cada dilucion se dividira en
tres tubos Falcon y se le agregaré fenol, nitroprusiato y solucion oxidante, se mezclaray se
dejara incubar por una hora. Finalmente, en el Paso 3 se usard una celda de 10 cm, la cual

lleva 35 ml de volumen y se leera a 640 nm.



Figura 8. Curva de amonio. En la imagen se puede observar el gradiente de color azul
relacionado con la concentracion (de izquierda a derecha).

Tabla 5. Preparacion de las muestras para la determinacion de amonio. Se indica la cantidad
de muestra, asi como la cantidad y orden de los reactivos a agregar. En total, cada tubo Falcon
debe terminar con 35.4 ml, mas que suficiente para colocar en la celda de 10 cm que requiere

un volumen de 35 ml.

Reactivo Cantidad (ml)
Muestra 30
Solucion de fenol al 10% 1.2
Nitroprusiato de sodio 0.5% 1.2

Solucion oxidante 3.0
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Figura 9. Resumen del procesamiento para la determinacion de amonio en muestras. En el
Paso 1 se muestra la cantidad de muestra y los reactivos que se utilizan, asi como su tiempo

de incubacion. En el Paso 2 se usara una celda de 10 cm, la cual lleva 35 ml de volumen'y

se leera a 640 nm.

Calculo de la ecuacion de la recta y concentraciones

La formula para calcular la concentracion de micromoles de NH4 se obtiene calculando la

pendiente y el intercepto de la curva estandar y posteriormente utilizando la ecuacion de la
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recta para hallar la concentracion de NH4 (Fig. 10).

Mezclar

Incubar en oscuridad

A =640 nm



Pendiente Pendiente

Y=mx+ || Abs = mC +

intercepto intercepto

Abs = absorbancia

m = pendiente

C = Concentracion del estandar
b = intercepto

Concentracion de la muestra (WM/LNH,) = (Abs—b) / m

Figura 10. Ecuacion de la recta y sustitucion de los pardmetros calculados con la curva
estandar de amonio. En la parte inferior de la figura se encuentra la férmula para calcular la

concentracion de la muestra.

Recomendaciones

e La boca de los viales debe ser cubierta con papel aluminio para evitar cualquier
contaminacion posible. Preferiblemente viales de vidrio.

¢ Si la absorbancia sobrepasa el punto superior de la curva, es posible hacer la dilucion
directa de la muestra ya tratada con agua destilada. Hay que recordar que esto implica
que hay un factor de dilucion. Si la muestra se diluye con agua destilada en una
proporcion 1:1 se debe multiplicar el valor de la concentracion calculada por 2.

e Todos los frascos deben ser protegidos de la luz excesiva para evitar la

sobreproduccion del color azul.

Anexo |
Si las muestras de agua contienen é&cido sulfhidrico sera necesario removerlo por
acidificacion a pH 3 con &cido clorhidrico diluido, seguido por aireacion vigorosa (gas inerte
como el helio) hasta que no se detecte ningun olor a sulfuro (Wetzel y Likens, 2000).

Posteriormente, se debe neutralizar la muestra con hidréxido de sodio diluido.



Anexo Il
La concentracion de NHs y NHs estan siempre en equilibrio en el agua, y dependen del pH,
la salinidad, la presion y la temperatura. Una hoja de célculo de Excel puede ser descargada
(https://fisheries.org/docs/pub_hatch/pub_ammonia_swec.xls) si los valores de NHzy NHa

desean ser calculados.
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Determinacion de nitrito (NO>)

La presente técnica para la determinacion de nitrito (NO) estd basada en el protocolo
propuesto por Shinn, (1941) modificado por Bendschneider y Robinson, (1952). El
fundamento de la técnica envuelve la reaccion del nitrito con sulfanilamida (proceso de
diazotacion). Posteriormente, el compuesto diazo resultante reacciona con el N-(1-naphtyl)-
etilendiamina y forma un tinte azo altamente coloreado que es medido a 543 nm. Esta
reaccion produce un color fucsia proporcional a la concentracion de NO: (Strickland y
Parson, 1972). Se ha demostrado que el color producido no es afectado por la salinidad y,
por lo tanto, esta técnica puede usarse tanto para agua dulce como marina (Bendschneider y
Robinson, 1952). El color se desarrolla rapidamente y es estable por aproximadamente dos
horas (Bendschneider y Robinson, 1952). Para la laguna de Puerto Morelos, las
concentraciones de NO; van de los 0.05 a los 0.06 uM de NO2 (Hernandez-Terrones et al.
2011) y en los acuarios las concentraciones pueden ser tan bajas como estas o hasta los 108
UM de NO2 o mas. El nitrito es un subproducto de la degradacion del amonio y este
metabolito puede llegar a ser toxico para los organismos acuaticos, tales como peces e
invertebrados (Lucas et al. 2019). En acuarios su concentracion es en ocasiones tan baja que
los kits comerciales son incapaces de determinar su concentracion. Por lo anterior, es

recomendable utilizar técnicas de laboratorio que permitan determinar su concentracion.
Rango de determinacién, diluciones y filtracion

e Para celdas de 10 cm (100 mm) de 0 a 2.14 uM NO: (Wetzel y Likens, 2013).
e Paraceldas de 1 cm (10 mm) de 0.7 a 21.42 uM NO> (Wetzel y Likens, 2013).
e Las muestras deben ser filtradas por un filtro de 0.45 um antes de su tratamiento.

Longitud de onda y tiempo de reaccion

e 543 nm

e Se requieren 10 minutos después de agregar todos los reactivos para que el color
alcance su méaxima intensidad (proteger de la luz directa). El color es estable por dos
horas.

Reactivos

e Agua destilada
e Acido clorhidrico (HCI; CAS: 7647-01-0; Sigma-Aldrich)
e Sulfanilamida (CeHgN20-S; CAS: 11799; Supelco)



Diclorhidrato de n-(1-naftil)-etilendiamina (C1oH7NHCH2NH, - 2HCI; CAS: 1465-
25-4; Sigma-Aldrich)
Nitrito de sodio (NaNO2; CAS: 7632-00-0; Sigma-Aldrich)

Materiales y equipos

Espectrofotdmetro VIS con rango de 400-900 nm
Balanza analitica

Campana de extraccion
Micropipeta 0-1000 pl

Celdas de vidrio de 1-cm 0 10-cm
Viales de 40 ml

Pipetas de 1ml

Pipetas de 1-5 ml

Puntas para pipetas (0-1000 pl)
Puntas para pipetas (1-5 ml)
Frascos &mbar de 150-200 ml

Preparacion de reactivos

Solucién de sulfanilamida: Disolver 2.5 gramos de sulfanilamida en 25 ml de &cido
clorhidrico concentrado (sp. gr. 1.18). Esta solucion debe ser lentamente agregada a
150 ml de agua destilada. Finalmente, el volumen se completa a 250 ml con agua
destilada. Guardar en un frasco ambar. La solucidn es estable por varios meses.
Solucién de N-(1-naftil)-etilendiamina diclorhidrato: Disolver 0.5 gramos del N-
(1-naphtyl) en agua destilada y completar a 500 ml con agua destilada. Almacenar en
un frasco &mbar. Renovar una vez al mes o antes si un color café-oscuro se desarrolla.
Solucién concentrada de nitrito (10,000 uM NO2): Antes de usar el nitrito de sodio
hay que secarlo a 100°C por 1 hora y colocarlo en un desecador. Posteriormente,
pesar 0.690 g y disolver en 1 litro de agua destilada. La solucién contiene 10 mM
NO- (10,000 uM NO>) y deberia ser almacenada en frio y oscuridad.

Solucién diluida de nitrito (100 uM NO2): En un matraz colocar 5 mililitros de la
solucion concentrada de nitrito y aforar a 500 ml con agua destilada. Esta solucion
diluida contendra 100 uM NO.. Esta solucion debe prepararse diariamente.



Preparacion de la curva

Para la preparacion de la curva se usaré la solucion diluida 100 puM NO: y se harén varias
diluciones que correspondan con los puntos de la curva que irdn de 0.05a 7.0 uM NO>. Todos
los puntos deben prepararse por triplicado. La informacion se resume en la Tabla 6. Las

diluciones pueden ser hechas en tubos Falcon o viales de vidrio.

Tabla 6. Preparacion de las diluciones de nitrito a partir de la solucion diluida de 100 uM

NO.. El volumen total de cada dilucién es de 35 ml.

No. de dilucién 1 2 3 4 5 6 7
Dilucion (UM NO2) 0.00 0.05 0.5 0.9 1.3 1.7 2.1
Solucién diluida (ul) 00 1750 1750 3150 4550 5950 7350
Agua destilada (ml) 35 34983 34.825 34.685 34.545 34.405 34.265

Una vez preparadas las diluciones, etiquetarlas del uno al siete (Fig. 11). Posteriormente se
agregara a cada tubo una serie de reactivos (Fig. 11): la solucién de sulfanilamida y la de N-
(1-naftil)-etilendiamina (Tabla 7). Después de agregar la solucion de sulfanilamida hay que
esperar 5 min antes de agregar la solucion de N-(1-naftil)-etilendiamina. Finalmente, esperar
10 min a que se desarrolle completamente el color fucsia y leer a 543 nm (Fig. 11). Anotar
los valores de absorbancia en la bitacora. Si todo se hizo correctamente, deberia ser
apreciable un gradiente de color fucsia que aumentara en intensidad conforme la

concentracion de NO2 aumente (Fig. 12).

Tabla 7. Reactivos que se agregaran a las alicuotas de cada dilucién de nitrito. El orden de
los reactivos y el tiempo que hay que esperar después de agregar cada reactivo se muestran

de manera descendente.

Reactivo Cantidad (ml) Tiempo de espera
(min)
Solucidn de sulfanilamida 0.7 5

Solucion de N-(1-naftil)-etilendiamina 0.7 10
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Figura 11. Resumen del procedimiento para preparar los puntos de la curva de nitrito. En el

Paso 1 se muestra que se debe agregar a un frasco de vidrio la solucién diluida mas agua
destilada y mezclar para hacer las diluciones de la Tabla 6. Posteriormente, en el Paso 2 se
muestra que cada punto de la curva debe hacerse por triplicado. A cada vial se le agregara
sulfanilamida y de N-(1-naftil)-etilendiamina. El color fucsia se desarrollara después de 10
min. Finalmente, en el Paso 3 se usara una celda de 10 cm, la cual lleva 35 ml de volumen y

se leerd a 543 nm.



Figura 12. Curva de nitrito. En la imagen se puede observar el gradiente de color fucsia

relacionado con la concentracion (de izquierda a derecha).
Preparacion de las muestras

La determinacion de nitrito en las muestras se hara por duplicado. Entonces, se usaran dos
tubos de 50 ml por muestra, en los cuales se agregaran 35 ml de muestra en cada uno.
Posteriormente, se agregara a cada tubo una serie de reactivos: la solucién de sulfanilamida
y la de N-(1-naftil)-etilendiamina (Tabla 8). Finalmente, se incubaran todas las muestras por

10 min y se leera su absorbancia a 543 nm en una celda de 10 cm (Fig. 13).

Tabla 8. Preparacion de las muestras. Se muestran las cantidades a utilizar. En total, cada
tubo Falcon terminaréa con 36.4 ml, méas que suficiente para colocar en la celda de 10 cm que

requiere un volumen de 35 ml.

Reactivo Cantidad (ml)
Muestra 35
Solucion de sulfanilamida 0.7

Solucion N-(1-naftil)-etilendiamina 0.7
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Figura 13. Resumen del procesamiento de las muestras de nitrito. En el Paso 1 se observan
las cantidades requeridas de muestra y reactivos, asi como su tiempo de incubacién. En el

Paso 2 se usara una celda de 10 cm, la cual lleva 35 ml de volumen y se leerd a 543 nm.

Calculo de la ecuacion de la recta y concentraciones

La férmula para calcular la concentracion de uM de NO: se obtiene calculando la pendiente
y el intercepto de la curva estandar y posteriormente utilizando la ecuacion de la recta para

hallar la concentracion de NO2 (Fig. 14).



Pendiente Pendiente

Y=mx+ — Abs=mC +
- 1
intercepto intercepto

Abs = absorbancia

m = pendiente

C = Concentracién del estdndar
b = intercepto

Concentracién de la muestra (WM/LNO,) = (Abs-b) / m

Figura 14. Ecuacion de la recta y sustitucion de los parametros calculados con la curva
estandar de nitrito. En la parte inferior de la figura se encuentra la férmula para calcular la

concentracion de la muestra.

Recomendaciones

e La boca de los viales debe ser cubierta con papel aluminio para evitar cualquier
contaminacion posible.

e Silaabsorbancia sobrepasa el punto superior de la curva, es posible hacer la dilucion
directa de la muestra ya tratada con agua destilada. Hay que recordar que esto implica
que hay un factor de dilucion. Si la muestra se diluye con agua destilada en una
proporcion 1:1 se debe multiplicar el valor de la concentracién calculada por 2.
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Determinacion de nitrato (NO3)

La presente técnica para la determinacion de nitrato (NOgz) esta basada en el protocolo
propuesto por Garcia-Robledo et al. (2014). EI fundamento de la técnica esta basado en la
reduccion del NOs a NO; a través de cloruro de vanadio Il (VCl3) y al mismo tiempo
determinar la concentracion de todo el NO2 en la muestra con el método Shinn, (1941)
modificado por Bendschneider y Robinson, (1952) (ver protocolo anterior para la
determinacion de nitrito). La reduccion del NOs a NO2 se hace generalmente a través del uso
de nitrato reductasas o del uso de cadmio (Grasshoff, 1983). Actualmente, la técnica mas
usada es la reduccion del NOs con una columna de cadmio a NO> (Grasshoff, 1983). Sin
embargo, esta técnica consume mucho tiempo, es dificil de llevar a cabo y el cadmio es
altamente toxico (Garcia-Robledo et al. 2014). Otro agente reductor actualmente utilizado es
el VCls, el cual es mucho menos toxico que el cadmio. A altas temperaturas y condiciones
acidas, el VCls reduce el NOs a NO2. Ademas, el uso del VCls permite la determinacion
secuencial del NOz y NO> en la misma muestra (Garcia-Robledo et al. 2014). Para la laguna
de Puerto Morelos, la concentracion de NOs se encuentra entre los 0.22 y 13.9 pM
(Hernandez-Terrones et al. 2011; Ruiz-Renteria etal. 1998). EI NOs en los sistemas de
acuacultura es el ultimo paso en la secuencia de nitrificacion del amonio. Por lo tanto, en los
acuarios es un buen indicador de si el proceso de nitrificacion ha sido establecido con éxito.
Su toxicidad es relativamente baja en crustaceos, recomendandose mantener las
concentraciones < 3.2 mmol de NOz. En corales se recomiendan valores por debajo de 8.1
MM NOs. Al parecer, la accion toxica en organismos acuaticos es que provoca que la

hemoglobina y hemocianina sean incapaces de transportar oxigeno (Furtado et al. 2015).
Rango de determinacion y filtracion

e Enceldasde 1 cm (10 mm) de 0.05 a 30 uM.
e Las muestras deben ser filtradas por un filtro de 0.45 pm antes de su tratamiento.

Longitud de onda y tiempo de reaccion

e 543nm
e Es necesario incubar a 60°C por 25 min.



Reactivos

Agua destilada

Acido clorhidrico 37% (sp. gr. 1.18)

Sulfanilamida (CsHsN202S; CAS: 11799; Supelco)

N-(1-naftil)-etilendiamina diclorhidrato (C10H7NHCH:NH: - 2HCI; CAS: 1465-25-
4; Sigma-Aldrich)

Nitrito de sodio (NaNO; CAS: 7632-00-0; Sigma-Aldrich)

Nitrato de potasio (KNOs; CAS: 7757-79-1; Fermont)

Cloruro de vanadio Il (VCls; CAS: 7718-98-1; Sigma-Aldrich)

Materiales y equipos

Espectrofotémetro VIS con rango de 400-900 nm
Balanza analitica

Campana de extraccion
Micropipeta 0-1000 pl

Celdas de vidrio de 1-cm
Viales de 40 ml

Pipetas de 1ml

Pipetas de 1-5 ml

Puntas para pipetas (0-1000 pl)
Puntas para pipetas (1-5 ml)
Frascos &mbar de 150-200 ml
Filtro GF/F de 0.45 pm
Jeringas de 50 ml

Preparacion de reactivos

Solucién de HCI 6N: Lentamente agregar 49.270 ml de HCI concentrado (37 %) a
25 ml de agua destilada. Finalmente, ajustar el volumen a 100 ml de agua destilada.
Solucion de sulfanilamida: Disolver 2.5 gramos de sulfanilamida en 25 ml de &cido
clorhidrico concentrado (sp. gr. 1.18). Esta solucion debe ser lentamente agregada a
150 ml de agua destilada. Finalmente, el volumen se completa a 250 ml con agua
destilada. Guardar en un frasco &mbar. La solucion es estable por varios meses.
Solucion de N-(1-naftil)-etilendiamina diclorhidrato: Disolver 0.5 gramos de N-
(1-naftil) en agua destilada y completar a 500 ml con agua destilada. Almacenar en

un frasco &mbar. Renovar 1 vez al mes o antes si un color café-oscuro se desarrolla.



4. Solucion tricloruro de vanadio (VCls) al 2% p/v: disolver 1 gramo de VClsy aforar
a 50 ml con una solucion de HCI 6N. La disolucién completa tarda alrededor de una
hora, y esta es evidente por un cambio de una solucion turbia a transparente. La
solucion finalmente se filtra a través de un filtro de 0.7 um. La solucién es estable
por varias semanas. Se debe refrigerar.

5. Solucién concentrada de nitrito (10,000 uM NO2): Antes de usar el nitrito de sodio
hay que secarlo a 100 °C por 1 hora y colocarlo en un desecador. Posteriormente,
pesar 0.690 g y disolver en 1 litro de agua destilada. La solucion contiene 10 mM
NO- (10,000 uM NO>) y debera ser almacenada en frio y oscuridad.

6. Solucién diluida de nitrito (100 uM NO3): En un matraz colocar 250 ul de la
solucién concentrada de nitrito y aforar a 500 ml con agua destilada. Esta solucién
diluida contendra 10 uM NO.. Esta solucion debe prepararse diariamente.

7. Solucidn concentrada de nitrato (10, 000 uM): disolver 0.2527 g de KNO3 (secado
en el horno por al menos 1 hora a 100 °C) en 250 ml de agua destilada.

8. Solucidn diluida de nitrato (10 uM): tomar 250 pl de la solucién concentrada de

nitrato y aforar a 250 ml con agua destilada.

Preparacion de la curva

Esta técnica requiere preparar dos curvas, una para nitrito y otra para nitrato; ambas con VCls.
Para la curva de nitrito se usard una solucion 10 pM NO_, mientras que para la curva de
nitrato se usara una solucion diluida 10 uM NOs. Todos los puntos deben prepararse por
triplicado. Dado que ambas curvas tendran el mismo rango de concentraciones en cuanto a
NO-y NOs, y las soluciones diluidas son de 10 uM ambas, la informacion para la preparacion
de ambas curvas se resume en la Tabla 9 y Fig. 15. Las diluciones deben ser hechas en viales
de vidrio de 40 ml.



Tabla 9. Preparacion de las diluciones a partir de la solucion diluida de 10 uM NO2 o NOs.

El volumen total de cada dilucién es de 10 ml.

No. de dilucién 1 2 3 4 5 6 7
Dilucién

(UM NO2 0 NO3)
Solucion diluida (pul) 0.0 100.0 500.0 1000.0 3000.0 5000.0 10000.0

Agua destilada (ml) 10.0 9.900 9.500 9.000 7.000 5.000 0.000

0.00 01 0.5 1.0 3.0 5.0 10.0

Una vez preparadas las diluciones, etiquetarlas del uno al siete. Posteriormente, se agregara
a cada vial la sulfanilamida y después de 5 min se agregaré el N-(1-naftil)-etilendiamina.
Después de 10 min, se agregara el VCls (Tabla 10; Fig. 15). Finalmente, los viales son
colocados en un bafio maria a 60 °C por 25 min con el fin de que se desarrolle el color fucsia.
Si todo se hizo correctamente, en ambas curvas se debera tener un gradiente color fucsia que
aumentard en intensidad conforme la concentracion de NO, aumente (Fig. 16). Para la curva
de nitrato el color fucsia no deberia ser evidente sino hasta después de su incubacion, ya que

no deberia haber nitrito que reaccione con la sulfanilamida y el N-(1-naftil)-etilendiamina.

Tabla 10. Reactivos que se agregardn a las alicuotas de cada dilucion. El orden de los
reactivos y el tiempo que hay que esperar después de agregar cada reactivo se muestran de

manera descendente.

Reactivo Cantidad (ml) Tiempo de espera
(min)

Solucion de sulfanilamida 0.2 5

Solucién N-(1-naftil)-etilendiamina 0.2 10

VCls3 1 25*

*Los 25 min deben transcurrir en la incubadora a 60 °C.
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Figura 15. Resumen del procedimiento para preparar los puntos de la curva tanto de nitrito
como de nitrato. En el Paso 1 se muestra que se debe agregar a un frasco de vidrio la solucién
diluida mas agua destilada y mezclar para hacer cada una de las diluciones de la Tabla 9.
Posteriormente, en el Paso 2 se muestra que cada punto de la curva debe hacerse por
triplicado. A cada vial se le agregara sulfanilamida y N-(1-naftil)-etilendiamina. En el Paso
3 se agrega el VClz y se incuba a 60 °C por 25 min. Finalmente, en el Paso 4 se usara una

celda de 1 cm, la cual lleva 1 ml de volumen y se leera a 543 nm.



Figura 16. A) Curva de nitritoy B) curva de nitrato. Ambas curvas fueron incubadas a 60°C

por 25 min para desarrollar el color fucsia.
Preparacion de las muestras

La determinacion del NOz en las muestras se hard por duplicado. Entonces, se usaran dos
viales por muestra, en los cuales se agregaran 10 ml de muestra previamente filtrada (Fig.
17). Posteriormente, se agregaran a cada vial los mismos reactivos y tiempos de espera que
para la curva (Tabla 9).

Calculo de la ecuacidn de la recta y concentraciones

Para la determinacion del nitrato se requiere conocer cuatro variables: la absorbancia de la
muestra, la concentracion de nitrito en la muestra, la pendiente de la curva de calibracién del
nitrito mas cloruro de vanadio y la pendiente de la curva de calibracion del nitrato mas cloruro
de vanadio. A partir de estas incognitas sera posible utilizar la siguiente ecuacion para

determinar la concentracion del NOs en la muestra:
MM NOs3 = ((Absnox — AbSBianco) — Sno2 [NO2]) / Snos

Donde Absnox €s la absorbancia de la muestra, Absgianco €S la absorbancia del blanco, Sno2
es la pendiente de la curva de nitrito mas cloruro de vanadio, [NO2] es la concentracion de
nitrito en la muestra (la cual debe ser determinada previamente) y Snos es la pendiente de la

curva de nitrato mas cloruro de vanadio.
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Figura 17. Resumen del procesamiento de las muestras de nitrato. En el Paso 1 se observan
las cantidades requeridas de muestra y reactivos, asi como su tiempo de incubacion. En el

Paso 2 se usara una celda de 1 cm, la cual lleva 1 ml de volumen y se leera a 543 nm.
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Determinacion de fosfato (PO4)

La presente técnica para la determinacion de fosfato (POs) esta basada en el protocolo
propuesto por Murphy y Riley, (1962) y las recomendaciones propuestas por Strickland &
Parsons, (1972). El fundamento de esta técnica se basa en la determinacion del PO4 con ayuda
de una solucidn acida que contiene molibdato de amonio, acido ascorbico y antimonio. Estos
reactivos reaccionan rapidamente con el PO del agua y producen un color azul (Murphy y
Riley, 1962; Strickland y Parsons, 1972). Posteriormente, el compuesto es medido a 885 nm.
Para la laguna de Puerto Morelos se han encontrado valores minimos y maximos de 0.1 y
3.59 uM POg respectivamente (Hernandez-Terrones et al. 2011). Al igual que con los otros
nutrientes (p. ej. nitrito y nitrato), el PO4 tiende a acumularse en los acuarios que reciclan el
agua (Rojsitthisak et al. 2017). En general, no se ha encontrado que el PO4 sea toxico para
los organismos marinos, pero en muchas ocasiones se considera un elemento limitante
(Wetzel y Likens, 2000). No obstante, cuando se presenta en altas concentraciones, este
puede dejar de ser limitante y producir florecimientos de microalgas que empobrecen la
calidad del agua de los acuarios. Si bien, el PO4 en bajas concentraciones es benéfico para
los corales y pastos marinos, su incremento en los acuarios puede causar eutrofizacion y
comprometer la calidad del agua donde viven estos organismos (Kim et al. 2013). Cuando se
ocupan Kits comerciales, la recomendacion es que el POs se encuentre en niveles
indetectables en los acuarios, pero como ya se ha establecido anteriormente, estos Kits no
tienen la resolucién para determinar la concentracion de POa en los acuarios (Schubert et al.
2017).

Rango de determinacion y filtracion

e El método es aplicable en un rango de 0.03 a 16.14 uM PO4
e Las muestras de agua deben ser filtradas con filtros de fibra de vidrio (GF/F) de 0.6
—0.7 pum).

Longitud de onda y tiempo de reaccion

e 885nm
e Se requieren 5 min para que el color se desarrolle completamente

Reactivos

e Agua destilada
e Acido sulfarico (H.SO4; CAS: 7664-93-9; J.T. Baker)
e Molibdato de amonio ([(NHs)s MO7024 - 4H20]; CAS: 0716-01; J.T. Baker)



Acido ascorbico (CeHsOs; CAS: 50-81-7; Sigma-Aldrich)
Tartrato de potasio antimonio (C4sHsKO7Sb; CAS: 12054-85-2; Fermont)
Dihidrogeno fosfato de potasio (KH2PO4; CAS: 7778-77-0; Supelco)

Materiales y equipos

Espectrofotdmetro VIS con rango de 400-900 nm
Balanza analitica

Campana de extraccion
Micropipeta 0-1000 pl

Celdas de vidrio de 1-cm 0 10-cm
Viales de 40 ml

Pipetas de 1ml

Pipetas de 1-5 ml

Puntas para pipetas (0-1000 pl)
Puntas para pipetas (1-5 ml)
Frascos &mbar de 150-200 ml

Preparacion de reactivos

Solucion de molibdato de amonio [(NHs)s MO7024 - 4H20]: Disolver 15 g de
molibdato de amonio en agua destilada. Aforar a 500 ml con agua destilada.
Almacenar en una botella de vidrio &mbar lejos de la luz. La solucion es estable por
varias semanas.

Solucion de &cido sulfurico (H2SOa4): Mezclar 70 ml de acido sulfurico concentrado
(d = 1.82 g/ml) con 450 ml de agua destilada. Dejar enfriar y almacenar en un
recipiente de vidrio.

Solucién de &cido ascérbico (CsHsOs): Disolver 10.8 gramos de acido ascorbico en
200 ml de agua destilada. Almacenar la solucion en recipiente plastico protegido de
la luz solar y congelar. Descongelar para uso y volver a congelar nuevamente. La
solucion es estable durante semanas.

Solucion de tartrato de potasio antimonio (CsHsKO7Sb): Disolver 0.34 g de
reactivo en 250 ml de agua destilada. Calentar moderadamente en placa de
calentamiento. Almacenar bajo refrigeracion en recipiente plastico o vidrio. La

solucién es estable durante meses.



5. Reactivo mixto: mezclar en su orden 20 ml de solucion de molibdato, 50 ml de
solucidn de &cido sulfarico, 20 ml de solucién de &cido ascorbico y 10 ml de solucién
de tartrato de potasio; esta solucion se debe preparar diariamente, es estable por cuatro
horas.

6. Solucién concentrada de fosfato (10,000 uM POg4): Disolver 0.1361 g de
dihidrégeno fosfato de potasio (KH2POs) (previamente seco a 104 °C por dos horas),
en 100 ml de agua destilada. Almacenar en una botella oscura con 50 pl de
cloroformo. Es estable por varios meses.

7. Solucion diluida de fosfato (10 uM POa4): En un matraz colocar 100 microlitros de
la solucién concentrada de PO, y aforar a 100 ml con agua destilada. Esta solucién

diluida contendra 10 pM POs. Esta solucion debe prepararse diariamente.
Preparacion de la curva

Para la preparacion de la curva se usara la solucién diluida 10 uM PO y se haran varias
diluciones que correspondan con los puntos de la curva que irdn de 0.1 a5 uM POa. Todos
los puntos deben ser preparados por triplicado. La informacion se resume en la Tabla 11. Las

diluciones pueden ser hechas en tubos Falcon o viales de vidrio.

Tabla 11. Preparacion de las diluciones a partir de la solucién diluida de 10 uM POa. El

volumen total de cada dilucion es de 10 ml.

No. de dilucién 1 2 3 4 5 6 7
Dilucion (UM POg) 0.00 0.1 1 2 3 4 5
Solucioén diluida (pl) 0.0 100.0  1000.0 2000.0 3000.0 4000.0 5000.0
Agua destilada (ml) 10 9.900 9.000 8.000 7.000 6.000 5.000

Una vez preparadas las diluciones, etiquetarlas del uno al siete. Posteriormente se agregara a
cada tubo Falcon 1 ml del reactivo mixto (Fig. 18). Esperar 5 min a que se desarrolle
completamente el color azul y leer en el espectrofotometro a 885 nm (Fig. 18). Anotar los
valores de absorbancia en la bitcora. Si todo se hizo correctamente, deberia ser apreciable
un gradiente de color azul que aumenta en intensidad conforme la concentracion de PO4

aumenta (Fig. 19).
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Figura 18. Resumen del procedimiento para preparar los puntos de la curva de fosfato. En
el Paso 1 se muestra que se debe agregar a un frasco de vidrio la solucion diluida més agua
destilada y mezclar para hacer cada una de las diluciones de la Tabla 11. Posteriormente, en
el Paso 2 se muestra que cada punto de la curva debe hacerse por triplicado. A cada tubo
Falcon se le agregara 1 ml del reactivo mixto. Finalmente, en el Paso 3 se usara una celda de

1 cm, la cual lleva 1 ml de volumen y se leera a 885 nm.



Figura 19. Curva de fosfato. En la imagen se puede observar el gradiente de color azul

relacionado con la concentracion (de izquierda a derecha).

Preparacion de las muestras

La determinacién del PO4 en las muestras se hara por duplicado. Entonces, se usaran dos
tubos Falcon de 15 ml por muestra, en los cuales se agregaran 10 ml de la muestra y
posteriormente 1 ml del reactivo mixto (Fig. 20). Esperar 5 min y leer las muestras en el

espectrofotometro a 885 nm (Fig. 20).

Calculo de la ecuacion de la recta y concentraciones

La formula para calcular la concentracion de micromoles de PO4 se obtiene calculando la
pendiente y el intercepto de la curva estandar y posteriormente utilizando la formula para

hallar la concentracion de PO4 de la Figura 21.
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Figura 20. Resumen del procesamiento de las muestras de fosfato. En el Paso 1 se observan
las cantidades requeridas de muestra y reactivos, asi como su tiempo de incubacién. En el

Paso 2 se usara una celda de 1 cm, la cual lleva 1 ml de volumen y se leerd a 885 nm.

Pendiente Pendiente
- | — Abs=mC+b
Y= mx+h ———
intercepto intercepto

Abs = absorbancia

m = pendiente

C = Concentracién del estandar
b = intercepto

Concentracion de la muestra (uM PO,*) = (Abs—b) / m

Figura 21. Ecuacion de la recta y sustitucion de los parametros calculados con la curva

estandar de fosfato. En la parte inferior de la figura se encuentra la formula para calcular la
concentracion de la muestra.
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Determinacion de la dureza total, calcio y magnesio

La determinacion de la dureza total, calcio y magnesio estd basado la metodologia propuesta
por la APHA (APHA, 1998). Otras metodologias han sido propuestas en la literatura, pero
requieren equipos muy costosos y personal altamente capacitado para poder llevarlas a cabo
(APHA, 1998; Grasshoff etal. 2009). La dureza total es la concentracion de cationes
divalentes en el agua, también expresado como CaCOs (Boyd et al. 2016). Los principales
cationes divalentes que aportan a la dureza son el Ca** y Mg?*, aunque también pueden estar
presentes el Sr?*, Fe?*, y Mn?* en menor proporcion (Boyd et al. 2016). Por lo anterior, es
posible expresar la concentracion de estos cationes como equivalentes de CaCOs, y de esta
manera calcular cual es su aporte a la dureza total. EI fundamento de la técnica, tanto para
determinar la dureza total como el calcio consiste en el uso de indicadores tales como el
negro de eriocromo T (NET) para la dureza total y la murexida para la determinacion del
calcio a elevados pH (Boyd et al. 2016). Estos indicadores formaran complejos con los
cationes divalentes y provocaran que se presente una coloracion rojiza cuando se usa el NET
y una coloracidon rosada cuando se utiliza la murexida. Finalmente, el Gltimo paso implica la
titulacion con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) el cual va a quelar los iones metalicos,
por lo que removera los cationes de los complejos formados y se generara el vire de color
(NET = rojo — azul; murexida = rosado — azul-violeta) (APHA, 1998; Boyd et al. 2016).
La dureza total en aguas marinas puede llegar a los ~6600 mg CaCOz3/l, mientras que la
concentracion del calcio generalmente se encuentra entre los 400 — 450 mg Ca?*/l (dureza de
calcio = ~ 1125 mg CaCO3/1) y el magnesio en alrededor de 1300 — 1500 mg Mg?*/l (dureza
de magnesio =~ 1125 mg CaCOz/l (5562 mg CaCOs/l). A diferencia de los nutrientes que se
van concentrando en el agua de los acuarios, los cationes divalentes tienden a ser secuestrados
por los organismos de cultivo para llevar a cabo sus funciones fisioldgicas, por lo que se
espera que conforme pase el tiempo tanto la dureza como los valores de calcio y magnesio
se vayan reduciendo. Algunas especies de organismos de cultivo tendran requerimientos de
calcio y magnesio en el agua. Por ejemplo, los crustaceos absorben calcio del agua cuando
mudan, y las concentraciones de calcio deben ser lo suficientemente elevadas para abastecer
sus requerimientos. De hecho, en camarones y langostas, bajas concentraciones de calcio y
magnesio (Y, por lo tanto, la dureza total) podrian afectar su crecimiento (Boyd, 1990; Cheng

et al. 2005). En plantas, el calcio es parte de su pared celular y el magnesio es parte de la



molécula de clorofila (Boyd et al. 2016). En pastos marinos el calcio es importante en la

regulacion osmdticay el magnesio en el proceso de fotosintesis (Vonk et al. 2018). En corales

el calcio estéa relacionado con su proceso de calcificacion. En términos de la calidad del agua,

un elevado pH y una alta concentracion de Ca?* puede causar la precipitacion del fosforo el

cual es esencial para los organismos fotosintéticos. Finalmente, el calcio puede ayudar a

prevenir elevados pH causado por la fotosintesis en los sistemas de cultivo con baja

alcalinidad (capacidad buffer); elevados pH pueden ocasionar que el amonio se vuelva mas

toxico (> pH genera una mayor concentracion de NHz) (Boyd et al. 2016).

Reactivos

Agua destilada

Hidroxido de sodio (NaOH; CAS: 1310-73-2; Sigma-Aldrich)

Hidroxido de amonio (NHsOH; CAS: 1336-21-6; Sigma-Aldrich)

Acido clorhidrico (HCI; CAS: 7647-01-0; Sigma-Aldrich)

Cloruro de amonio (NH4Cl; CAS: 12125-02-9; Sigma-Aldrich)

Cloruro de sodio (NaCl; CAS: 7647-14-5; Sigma-Aldrich)

Negro de eriocromo T (C20H12N3sNaO+S; 1787-61-7; Sigma-Aldrich)
Murexida (purpurato de amonio; CAS: 3051-09-0; Sigma-Aldrich)
Clorhidrato de hidroxilamina (CIH4NO; CAS: 5470-11-1; FisherScientific)
EDTA-Naz (C10H14N2Na208 - 2H20; CAS: 6381-92-6; Sigma-Aldrich)
EDTA-Mg ((NaOOCCH2)?°NCH2CH,N(CH,C0O0).Mg - xH.0; CAS: 14402-88-1;
Sigma-Aldrich)

Carbonato de calcio (CaCOs; CAS: 471-34-1; Sigma-Aldrich)

Material y equipos

Bureta graduada
Balanza analitica
Micropipeta 0-1000 pl
Vasos de precipitado
Matraz Erlenmeyer
Espatulas

Placa de agitacion
Agitadores magnéticos
Frascos ambar
Matraces aforados



Preparacion de reactivos

1. Hidréxido de sodio 1 N: Disolver 40.0 gramos de NaOH en 1 litro de agua destilada.

2. HCI 1:1: Disolver 200 ml de HCI concentrado con 200 ml de agua destilada.

3. Solucion amortiguadora: Disolver 16.9 gramos de cloruro de amonio (NH4CI) en
143 ml de hidroxido de amonio concentrado (NH4OH), agregar 1.25 g de EDTA-Mg
y diluir a 250 ml con agua destilada. Guardar en frasco de vidrio.

4. Murexida: Con el fin de preparar una mezcla estable del indicador, mezclar 200 mg
de murexida con 100 g de NaCl bien pulverizado. Guardar en frasco de vidrio.

5. Negro de eriocromo T (NET): Disolver 0.5 g de NET con 4.5 g de clorhidrato de
hidroxilamina en 100 ml de alcohol etilico al 95% o alcohol isopropilico. Guardar en
frasco de vidrio.

6. Solucién EDTA 0.01M: Pesar 3.722 g de EDTA disolver en agua destilada y aforar
a 1000 ml con agua destilada. Nota: esta solucion debe ser valorada (ver seccion
“valoracion de la solucion EDTA”) con una solucion de carbonato de calcio. Guardar
en frasco de vidrio.

7. Solucion estandar de CaCOs: pesar 1 g de CaCOs anhidro en un matraz de
Erlenmeyer. Colocar un embudo en el cuello del matraz y agregar lentamente HCI
1:1 hasta que el CaCOz se disuelva completamente. Posteriormente agregar 200 ml
de agua destilada y hervir por unos minutos para expulsar el CO». Dejar enfriar la
solucion y agregarle unas cuantas gotas de rojo de metilo y ajustar a un color
intermedio agregando HCI 1:1, como sea necesario. Transferir toda la solucién a un
matraz aforado de 1 litro y aforar con agua destilada (1 ml de la solucién sera igual a
1 mg CaCQOs).

Valoracion de la solucion EDTA
Tomar 10 ml de la solucién estandar de CaCOs y diluir a 50 ml con agua destilada en un
matraz Erlenmeyer de 250 ml. Agregar 1 a 2 ml de la solucion amortiguadora para llevar a

un pH de 10. Agregar 1 a 2 gotas del indicador NET. Titular con la solucion de EDTA 0.01

M, hasta el vire rojo-azul. Utilizar la siguiente formula para calcular el factor F.

F =mg de CaCOsen la solucion titulada / mililitros de la solucion de EDTA 0.01 M empleada



Determinacion de la dureza total (mg CaCOs/l)

Colocar 25 ml de la muestra en un matraz Erlenmeyer y llevar a 50 ml con agua destilada
(Fig. 22). Colocar el matraz sobre una placa de agitacion y colocar un agitador magnético.
Empezar a agitar. Agregar 1 a 2 ml de la solucion amortiguadora. Usualmente con 1 ml es
suficiente para alcanzar un pH de 10. Agregar 1 a 2 gotas del indicador NET. Empezar a
titular con la solucion de EDTA 0.01 M hasta observar un vire de color rojo a azul (Fig. 22).
Anotar en la bitacora la cantidad de la solucién EDTA 0.01 M utilizada.
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Figura 22 Resumen de la determinacion de la dureza total. En el Paso 1 se indica la cantidad
de muestra y reactivos a agregar, asi como el llenado de la bureta. En el Paso 2, se observa

el volumen consumido de la solucién de EDTA y el cambio de coloracion.

Determinacion de calcio (mg Ca?*/l)

Tomar 50 ml de muestra y colocar en un matraz Erlenmeyer (Fig. 23). Colocar el matraz
sobre una placa de agitacion y colocar un agitador magnético. Empezar a agitar. Agregar 2
ml de la solucion NaOH 1 N. Con ayuda de una espatula pequefia, agregar entre 100-200
miligramos del indicador murexida. Finalmente, titular con la solucién de EDTA 0.01 M
hasta observar un vire de color rosado a azul-violeta (Fig. 23). Anotar en la bitacora la
cantidad de la solucion EDTA 0.01 M utilizada.
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Figura 23. Resumen de la determinacion del calcio. En el Paso 1 se indica la cantidad de
muestra y reactivos a agregar, asi como el llenado de la bureta. En el Paso 2, se observa el
volumen consumido de la solucion de EDTA 'y el cambio de coloracion.

Calculo de las concentraciones

Dureza total

La dureza total se expresa con la siguiente formula:
mg CaCOs/l = (A x F x 1000) / mililitros de la muestra

donde A = ml de la solucion EDTA 0.01 M utilizada, F = es el resultado de la valoracion de
la solucion EDTA.

Calcio
mg Ca?*/l = (A x F x 400.8) / mililitros de la muestra

Donde A = ml de la solucion EDTA 0.01 M utilizada, F = es el resultado de la valoracion de
la solucion EDTA. La solucion EDTA 0.01 M, es equivalente a 400.8 mg Ca/l. El calcio
también puede ser expresado como dureza por calcio y se expresa en mg CaCOs/l, como

sigue:



Dureza por Calcio como mg CaCOz/l = (A x F x 1000) / mililitros de la muestra

Magnesio

Con los valores de dureza total y dureza por calcio es posible calcular por diferencia la dureza

por magnesio (APHA, 1998) como sigue:

Dureza por magnesio = dureza total — dureza por calcio

Y también es posible convertir la dureza por magnesio a miligramos de magnesio por litro
(APHA, 1998)como sigue:

mg Mg?*/l = dureza por magnesio / 4.12

La concentracion de un cation divalente multiplicado por su proporcion CaCOs:peso atomico
del cation divalente es la contribucion de ese ion a la dureza. En este caso 100.0869/24.305
=4.12.
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Determinacion de la alcalinidad total

La alcalinidad es la concentracion total de bases titulables en el agua expresadas como
carbonato de calcio (Boyd, 2019; Boyd et al. 2016). Estas bases pueden ser (Boyd et al.
2016):
Hidréxido (OH™ + H* = H,0)
Carbonato (COs*> + H* = HCO3")
Bicarbonato (HCO3™ + H* = H,0 + COy)
Amonio (NHz + H" = NH4")
Fosfato (PO4> + H" = HPO4* ; HPOs~ + H* = H2POy")
Borato (H2BOs™ + H* = H3BO,)
~ Silicato (H3SiO4™ + H™ = H4SiO4)
Acidos organicos (RCOO™ + H* = RCOOH)

Generalmente, la alcalinidad que se reporta en el cultivo de organismos acuaticos es la
alcalinidad total, es decir, el conjunto de todas aquellas bases titulables en el agua cuando se
alcanza un pH de 4.5. En la mayoria de las aguas naturales, casi toda la alcalinidad proviene
del HCO3", COs* y el OH". Por lo tanto, la alcalinidad puede ser descrita como (Boyd et al.
2016):

Alcalinidad = [HCO3] + [COs%] + [OH] - [H']

Donde los [] indican concentraciones molares.

La determinacién de la alcalinidad del presente protocolo sigue las recomendaciones de la
(APHA, 1998). Especificamente se describe el protocolo potenciométrico (APHA, 1998). Se
eligio este protocolo porque es preciso y cuantitativo, en contraste con el uso de indicadores
que requieren una titulacion hasta alcanzar un vire de color (Boyd et al. 2016). Se ha descrito,
previamente, que detectar el vire de color puede resultar complicado para algunas personas
daltonicas (Boyd et al. 2016).

A pesar de que la alcalinidad pueda ser expresada en términos de su concentracion molar, en
el cultivo de organismos acuaticos es muy comin expresarla como una relacién
peso/volumen (p. ej. mg/l). En los Estados Unidos, la alcalinidad se expresa como miligramos
por litro de carbonato de calcio (mg CaCOza/l). No obstante, en paises europeos, la alcalinidad

puede ser expresada en miliequivalentes (meq) por litro de CaCOs o de Oxido de calcio



(Ca0); donde 1 meg/l = 50 mg CaCOs/l 0 28 mg CaO/l. En aguas marinas y en los acuarios
marinos la alcalinidad tiene valores de alrededor de 120 mg CaCOz3/I (Boyd et al. 2016).

Dado que la alcalinidad es la capacidad buffer del agua, entonces es uno de los pardmetros
mas importantes para moderar los cambios en el pH provocados por la fotosintesis y
respiracion; procesos muy marcados en el amanecer y atardecer-anochecer en los sistemas
de cultivo (Van Wyk et al. 1999). Por ejemplo, en tanques que tienen una alcalinidad de
alrededor de 30 mg CaCOsl/l, los cambios en el pH pueden ir de 5 a 7.5 durante el amanecer
(Lawson, 1994) y durante el dia cuando la fotosintesis es maxima, el consumo de CO> puede
ser tan grande que el pH incrementara hasta valores de 8.5 — 9 (Boyd, 1990). En acuarios, la
alcalinidad puede ser consumida por la nitrificacion y por los organismos de cultivo. Por
ejemplo, la nitrificacion consumira por cada gramo de amonio que procese alrededor de 7.05
g de alcalinidad, ademas de 4.18 g de oxigeno, y producird 0.976 g de N-NO3z y 5.85 g de
CO: (Ebeling et al. 2006). Es por esta razon, que la alcalinidad debe ser medida de manera

rutinaria en los acuarios.

Reactivos

Agua destilada

Carbonato de sodio (Na.COs; CAS: 497-19-8; Sigma-Aldrich)
Acido clorhidrico (HCI; CAS: 7647-01-0; Sigma-Aldrich)
Acido sulfarico (H2SO4; CAS: 7664-93-9; J.T. Baker)

Materiales y equipos

Bureta y soporte
Potenciometro (pH-metro)
Placa de agitacion
Agitadores magnéticos
Matraces aforados

Vasos de precipitado
Pipetas

Probeta

Balanza analitica

Buffers pH 4.0, 7.0y 10.0



Preparacion de reactivos

1. Solucién de carbonato de sodio (Na2COs3), aproximadamente 0.05 N: Pesar 2.5 g
de carbonato de sodio (previamente secado a 250 °C por 4 horas y enfriado en un
desecador) y transferir a un matraz aforado de 1 litro. Agregar agua destilada hasta la
marca de aforo y mezclar. Esta solucion debe ser preparada semanalmente. La
cantidad exacta de carbonato de sodio pesada debe ser anotada para su uso en calculos
posteriores.

2. Estandar de acido sulfurico o acido clorhidrico 0.1 N (elegir uno u otro):

a. Para &cido sulfurico: lentamente agregar 1.403 ml de &cido sulfdrico concentrado
a 125 ml de agua destilada. Finalmente, ajustar el volumen a 500 ml con agua
destilada en un matraz aforado.

b. Para &cido clorhidrico: lentamente agregar 4.106 ml de acido clorhidrico
concentrado a 125 ml de agua destilada. Finalmente, ajustar el volumen a 500 ml
con agua destilada en un matraz aforado.

3. Estandar de 4cido sulfurico o &cido clorhidrico 0.02 N (elegir uno u otro):

a. Para &cido sulfurico: lentamente agregar 281 ul de &cido sulfurico concentrado a
125 ml de agua destilada. Finalmente, ajustar el volumen a 500 ml con agua
destilada en un matraz aforado.

b. Paraécido clorhidrico: lentamente agregar 821 pl de acido clorhidrico concentrado
a 125 ml de agua destilada. Finalmente, ajustar el volumen a 500 ml con agua

destilada en un matraz aforado.

Nota: Las soluciones estandar de acido sulfurico o clorhidrico deben ser valoradas contra una
solucion de carbonato de sodio 0.05 N para conocer exactamente su normalidad y usar en

calculos posteriores.

Valoracion de las soluciones estandar acido

Agregar en un vaso de precipitado 5 ml o 15 ml de la solucion de Na2CO3 0.05 N si se va a
valorar la solucion de acido 0.02 N o 0.1 N respectivamente. Completar a 100 ml con agua
destilada. Colocar en una bureta el acido a valorar. Colocar el vaso de precipitado con la
solucion en una placa de agitacion con su agitador magnético. Con ayuda de la bureta se



dispensa lentamente el &cido a valorar hasta alcanzar un pH de 4.5. La determinacion del pH
debe hacerse con un potenciémetro (pH-metro). El célculo de la normalidad se realiza con la

siguiente ecuacion:
Normalidad, N = (A xB) /(53 x C)

Donde: A = gramos de Na>COs, B = mililitros de la solucion de Na,COz tomados para la
valoracion, y C = mililitros de acido utilizados. El 53 proviene del peso equivalente del

Na>COs (106 g/mol + 2 = 53 g/eq; donde la carga de los iones = 2).

La normalidad del estandar &cido a utilizar debe ser anotada en la bitacora para calculos

posteriores.

Determinacion de la alcalinidad (mg CaCOs/l)

Colocar 100 ml de muestra en un matraz de vidrio (Fig. 24). Colocar el matraz sobre una
placa de agitacion y colocar un agitador magnético. Empezar a agitar. Registrar el pH de la
muestra con ayuda de un potenciometro. Si el pH de la muestra es mayor a 8.3, entonces
agregar lentamente la solucién estandar de acido hasta alcanzar dicho valor. Apuntar la
cantidad de la solucion estandar de &cido consumida. Posteriormente, seguir la titulacién
hasta alcanzar un pH de 4.5 (Fig. 24). Apuntar la cantidad de solucion estandar de acido

consumida.

Con los datos obtenidos, podemos calcular entonces la alcalinidad parcial a 8.3 y la

alcalinidad total a 4.5 como sigue:

CaCO; A XN x 50,000
[ v

Alcalinidad a pHE3, mg

Donde, A = mililitros de la solucién estandar de &cido, N = normalidad del acido, V =
volumen de la muestra. En la ecuacion, el 50,000 es una constante que representa el valor

equivalente del CaCO3z (50) multiplicado por 1000 mg.
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Figura 24. Resumen de la determinacion de la alcalinidad total. En el Paso 1 se indica la

100 ml de muestra

cantidad de muestra a utilizar, asi como el acido en la bureta. En el Paso 2, se observa el

volumen consumido de la solucién estandar acida y el pH objetivo alcanzado.

Referencias

American Public Health Association (APHA). (1998). Standard methods for the examination
of water and wastewater (20th ed.).

Boyd, C. E. (1990). Water quality in ponds for aquaculture. Birmingham Publishing Co.,
Birmingham, AL, USA.

Boyd, C. E. (2019). Water quality: An introduction. Springer Nature. Cham, Switzerland.

Boyd, C. E., Tucker, C. S., & Somridhivej, B. (2016). Alkalinity and hardness: Critical but
elusive concepts in aquaculture. Journal of the World Aquaculture Society, 47(1), 6-
41.

Ebeling, J. M., Timmons, M. B., & Bisogni, J. J. (2006). Engineering analysis of the
stoichiometry of photoautotrophic, autotrophic, and heterotrophic removal of
ammonia-nitrogen in aquaculture systems. Aquaculture, 257(1-4), 346-358.

Lawson, T. B. (1994). Fundamentals of aquacultural engineering. Springer Science &
Business Media.

Van Wyk, P., Davis-Hodgkins, M., Laramore, R., Main, K. L., Mountain, J., & Scarpa, J.
(1999). Farming marine shrimp in recirculating freshwater systems (Vol. 7). Harbor

Branch Oceanographic Institution Ft. Pierce, FL.



