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1. OBJETIVO

Describir el procedimiento para la determinacion de la alcalinidad total en aguas marino-costeras
empleando el titulador automatico Titrando 888 en celda abierta.

2. ALCANCE

Este método esta recomendado para los laboratorios de lared REMARCO que realicen determinaciones
de alcalinidad total en aguas marino-costeras con titulacién automéatica en celda abierta empleando el
titulador automatico Titrando 888, y esta basado en el procedimiento estandar de operacion 3b (Dickson
et al., 2007). El mismo est4 disefiado para cumplir con la categoria de calidad “Weather” (incertidumbre
de la alcalinidad total <10 umol kg™) segun lo establecido en el indicador 14.3.1 de los Objetivos de
Desarrollo Sostenible.

Las muestras de agua deben colectarse, preservarse y almacenarse de acuerdo con el procedimiento
“Recoleccién y preservacion de muestras para la medicion de variables del sistema de CO:2 en aguas
marino — costeras” REMARCO-AO-P-01 ubicado en https://remarco.org/manualao/

3. TERMINOS Y DEFINICIONES
Ar: Alcalinidad Total (umol kg1).

La alcalinidad total de una muestra de agua de mar se define como el exceso de especies aceptoras de
protones sobre aquellas que los donan (Eg. 1). La definicion de aceptor o donador de protones se realiza
convencionalmente con respecto a la constante de disociacion acida pK= 4.5 (25 °C y cero fuerza
i6nica). Los acidos débiles con pK > 4.5 son considerados donadores de protones, y las bases formadas
por acidos débiles con pK < 4.5 son consideradas aceptoras de protones (Dickson, 1981, 1992; Dickson
et al., 2007).

Ar = [HCO]3 + 2[CO]5 + [B(OH), ] + [OH] + [HPOZ "] + 2[PO3™] + [SiO(OH);]
+ [NH;] + [HS™] — [H'], — [HSO;] — [HF] — [H,PO,] + [minor bases
— minor acids] Q)

En la Eqg. 1 los corchetes representan la concentracién total en solucién y [H*]r es la concentracién libre
del i6n hidrégeno. La concentraciéon de amonio y sulfuro de hidrégeno son tipicamente tan bajas que
pueden ser despreciadas cuando se estudian aguas oceanicas abiertas; sin embargo, pueden ser
significantes en ambientes andxicos o aguas costeras (Hernandez-Ayon et al., 2007; Wolf-Gladrow et
al., 2007).

[H*]r: Concentracion libre de i6n hidrégeno (mol kg?).

4. FUNDAMENTO TEORICO

En una celda abierta se adiciona un volumen conocido de agua de mar y se titula en dos etapas con
una solucién de acido clorhidrico (0.1 N). En la primera etapa, la muestra se acidifica con una sola
alicuota de solucién valorante hasta alcanzar un pH entre 3.5 y 4.0 y se agita durante un tiempo que
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permita que se escape el didxido de carbono (CO2) que se forma. En la segunda etapa, se continda la
titulacion hasta alcanzar un pH cercano a 3.0.

El 4cido se prepara en una solucién de cloruro de sodio para aproximar la fuerza iénica del agua de mar
y mantener aproximadamente constantes los coeficientes de actividad durante la valoracién. El uso de
celdas abiertas permite asumir, en un procesamiento posterior de los datos, que el carbono inorganico
total disuelto (y por lo tanto, la cantidad residual de i6n bicarbonato) es aproximadamente cero en la
region de pH entre 3.0 y 3.5. El progreso de la valoracion se monitorea usando un electrodo de vidrio
de referencia y se debe mantener constante la temperatura durante el mismo. La alcalinidad total se
calcula a partir del volumen del valorante y los valores de potencial medidos durante la titulacion, usando
un ajuste no lineal de minimos cuadrados que corrige la reaccion con los iones sulfatos y fluoruros
(Dickson et al., 2007).

5. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

5.1. Materiales

Tubo conductor (Tygon).

Pipetas Pasteur 50 mL.

Vaso de precipitado de borosilicato y volumen 50 mL.

Jeringa plastica de 60 mL.

Vaso de precipitado de doble pared, borosilicato, y volumen 100 mL.
Filtro de microfibra de vidrio GF/F (0.7 um, @ 47 mm).

Barra de agitacion magnética.

Frasco lavador con agua desionizada.

Guantes libres de polvo.

Papel libre de fibras por ejemplo los de marca “Kimwipes”.

AN Y U U N N N N N

Cuaderno de anotaciones o registro primario de datos.

5.2. Reactivos

v" Solucion valorante certificada: HCI a concentracion de 0.1 mol kg* en matriz de NaCl (0.6 mol
kg?) (Dickson’s lab, SCRIPPS Institute, La Jolla, CA, co2crms@ucsd.edu).

v Buffer Tris en agua de mar sintética (Dickson’s lab, SCRIPPS Institute, La Jolla, CA,
co2crms@ucsd.edu).

<\

Material de Referencia Certificado para mediciones de CO:zen agua de mar (SCRIPPS Institute,
La Jolla, CA, co2crms@ucsd.edu).

Buffer pH 4.0.
Buffer pH 7.0.

Solucidn saturada de Cloruro de mercurio (Il) (HgClz).

N N NI N

Solucién de almacenamiento para electrodos de pH.


mailto:co2crms@ucsd.edu
mailto:co2crms@ucsd.edu
mailto:co2crms@ucsd.edu
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v" Solucioén electrolitica de KCl a concentracion 3M (Metrohm).

v" Agua desionizada.

5.3. Equipos

Titulador automatico (Metrohm, Titrando 888) con bureta (5 mL).

Unidad de agitacién magnética (Metrohm, 801 Stirrer).

Electrodo combinado de vidrio (Metrohm, Ecotrode).

Punta anti-difusion para dispensar solucion valorante durante la titulacion (Metrohm).
Electrodo de temperatura (Metrohm, pt 1000, + 0.1 °C).

Bafio termostatico con recirculacion (x 0.1 °C) (Referencia: Julabo-CORIO 601F).
Barfio termostatico (+ 0.1 °C) (Referencia: Julabo-TW12).

Balanza (+ 0.0001g).

Sistema de filtracion para filtros de 47 mm de diametro.

Computador.

SN N N N N N R N RN

Software “Titration and more” Tiamo™ 2.5.

6. DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

6.1. Ensamblaje del titulador automético

a. Posicionar en el lugar de trabajo la unidad de titulacién y accesorios, seguir las instrucciones
descritas en el manual de usuario para su ensamblaje (Metrohm, 2016a) (Figura 1).

b. Conectar la alimentacién eléctrica al titulador.

c. Conectar el titulador al computador a través del puerto USB.



Red de Investigacion Manno—Costera

Figura 1. Ensamblaje de los componentes del titulador 888 Titrando.

6.2. Configuracion de los métodos de trabajo del titulador automatico.

6.2.1. Meétodo: Verificacion del electrodo con buffers NBS “Verification electrode with NBS buffers”.
a. Iniciar el software Tiamo™ 2.5.

b. Crear directorio nombrado "Calibration_export" hacia donde se exportaran los datos
provenientes de la verificacion. (e.g. C:\Data\Alkalinity\Calibration_exports).

c. Crear el método siguiendo las instrucciones del tutorial del software (Metrohm, 2016b) y las
instrucciones del Anexo 1 para la configuracién de cada comando del método (Figura 2).
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Main track:

'ﬁ

Calibration loop pH

l

CAL MEAS pH

|

Report

I

Transfer to database

}

Main track:
Figura 2. Secuencia de comandos del método “Verification electrode with NBS buffers”.

6.2.2. Método: Calibracion del electrodo con buffer Tris “Calibration electrode with TRIS buffer”.
a. Iniciar el software Tiamo™ 2.5.

b. Crear el método siguiendo las instrucciones del manual del software (Metrohm, 2016b) y las
instrucciones del Anexo 2 para la configuracion de cada comando del método (Figura 3).
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F

Main track:

I

MEAS U

I

Calcul mY, temp and pH

I

Transfer to database

I

Export Calibration_TRIS

Main track:

Figura 3. Secuencia de comandos del método “Calibration electrode with TRIS buffer”

6.2.3. Método: Determinacion de alcalinidad “Alkalinity for 50 mL”
a. Iniciar el software Tiamo™ 2.5.

b. Crear directorio nombrado "Titration_exports" hacia donde se exportaran los datos provenientes
de la titulacion. (e.g. C:\Data\Alkalinity\Titration_exports).

c. Crear el método siguiendo las instrucciones del manual del software (Metrohm, 2016b) y las
instrucciones del Anexo 3 para la configuracion de cada comando del método (Figura 4).
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I

Mair track:

I

Initial pH-Temperature

I

Calcul Woltage pH 4

I

Calcul Voltage pH 3

I

Titration

I

Export to csv

I

Transfer to database

Main track:

Figura 4. Secuencia de comandos del método “Alkalinity for 50 mL”

6.3. Acondicionamiento del electrodo de pH previo a la medicién
Ejecutar las siguientes acciones para acondicionar el electrodo al menos 12 horas previas a la medicion:
a. Destapar el pequefio agujero del electrodo que permite el intercambio de la solucidn electrolitica
con el aire.

b. Revisar que el nivel de la solucién electrolitica (KCI, 3M) se encuentre entre las marcas de
minimo y maximo. En caso contrario, agregar solucién hasta el nivel indicado.

c. Sumergir el electrodo en agua de mar durante el tiempo de acondicionamiento. Utilizar vaso de
precipitado de 50 mL.
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6.4. Preparacion de las condiciones ambientales, acondicionamiento de muestras y patrones.
a. Ajustar la temperatura del area de medicién a 25 °C.

b. Ajustar a 25 °C la temperatura de las muestras, los buffers (NBS: 7.0 / 4.0, TRIS) y el CRM
colocandolos en un bafio con temperatura controlada durante una hora antes de la medicion.

6.5. Acondicionamiento del sistema de medicién de alcalinidad total

6.5.1. Eliminacion de las burbujas alojadas en el sistema de suministro de acido.
a. Iniciar el software TiamoTM 2.5.

b. Desconectar el suministro de acido hacia la bureta y colocar la punta dispensadora de acido en
el recipiente utilizado para la coleccién de residuos de limpieza de los electrodos.

c. En el software Tiamo™ 2.5, seleccionar del menl “Manual control’ la opcién “Dosing device /
Add fixed volumen”, indicar 5 mL y pulsar “Start”. La bureta dispensara el volumen de 4cido
indicado y durante el proceso de llenado se formara una burbuja en su interior (Figura 5).

tiamo 2.5 - Workplace
File Miew Tools Help

et BEsm v BWSi@ 8 0

n@ Manual contral EI =]
ﬂ Titration devices — -
‘- ¢-888_1 (888 Titrando) General Prepare Fill ‘ Add fixed volume | Dosing |
Wiotkplace Measuring inputs
0 Cosing devices
I—Dclgs\ng device 1 (888) W] Fill automatically Filing rate mLfmin
Stirrers
L stirrer 1 {8013
Sample changers
Database Measuring devices

0.0000 mL

Configuration

N
Q| -

Marial

| Close

Figura 5: Vista del menu “Manual®/ “Dosing device” del software Tiamo™ 2.5

d. Desenchufar la unidad que soporta la bureta (“Exchange Unit”) tirando suavemente; una vez
libre, girela hacia abajo y hacia arriba para eliminar las burbujas atascadas en la parte inferior
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de la bureta. Cuando haya eliminado las burbujas, vuelva a conectar la unidad y conecte el
suministro de acido (Metrohm, 2016a). Coloque la punta dispensadora de acido en el recipiente
para la coleccion de residuos.

e. Seleccionar del mena “Manual control’ la opcion “Dosing device / Add fixed volumen” y fijar 15
mL. Durante el proceso de llenado y vaciado, golpee suavemente las conexiones con los dedos
para eliminar las burbujas alojadas en el sistema (Figura 6).

6.5.2. Verificacion del electrodo de pH con buffers NBS

a. Limpiar el electrodo y el sensor de temperatura con agua desionizada, secarlos y sumergirlos
en buffer pH 7.0. Revisar que el pequefio orificio del electrodo este destapado. En el software
Tiamo™ 2.5 desde el menu “Manual control’ seleccionar “Stirrer” y ajustar la agitacion a
velocidad 2 (Figura 6). Mantener el electrodo sumergido durante al menos 2 minutos.

tiamo 2.5 - Workplace
File “ew Tools Help

et BES v UWS@E 8 0

n@ Manual control E@
‘—ﬁ Tg;g%rife('gggsﬂtrandu) Switch on/off | Continuaus aperation ‘
m Measuring inputs
' L Measuring input 1 Stirting rate
1 Dosing devices R
LDosmg device 1 (388)
Stirrers
=
— Sample changers
Database Measuring devices

Ready

(I3

Method

;T; 4; . | »start
Configuration
|
[-]
o [ e |

Figura 6: Vista del menu “Manual Control” del software Tiamo™ 2.5.

b. Verificar la pendiente del electrodo de pH con los buffers NBS. En el software Tiamo™ 2.5,
seleccionar el menu “Workplace”. En la ventana “Run”, seleccionar el método “Verification
electrode with NBS buffers”. Primero medir el buffer pH 7.0 pulsando “Start”y después medir el
buffer de pH 4.0. Entre las mediciones limpiar el electrodo de pH y el sensor de temperatura con
agua desionizada y secarlos. Siga las instrucciones mostradas en la pantalla (Figura 7).

Nota 1: El electrodo se verifica en el rango de pH donde se llevara a cabo la segunda etapa de
la titulacion (pH entre 4 y 3).
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tiamo 2.5 - Workplace
File Yiew Tools Help

(4] 34 Iﬁ@ v W@ !!, 4]

‘ Single d ination | Determinztion series
stant

i |
| — | sl W Stop | HHold
wiorkplace
Caltrtin b Determination parametets

1] 1 User |Admwstradur %
—d

v Remark |

Sample data
L Method |Verificat\on electrode with NBS buffers
gt
1
S

] disp A AS pH - CA AS pH A AS pH - CA AS pH
&T% Main track | Application note Messages Main track | Application note Messages
—

Buffer 1 Buffer 1

Configuration

U [rot]
U o]

Manual t[s] t[s]

Dvace E1 For haln ha

Figura 7: Vista del ment “Workplace* del software Tiamo™ 2.5 con el método “Verification electrode
with NBS buffers” seleccionado

c. Enelsoftware Tiamo™ 2.5, seleccionar el menu “Database”. Abrir la base de datos “Calibration”.
En la ventana “Determination overview” seleccionar la determinacion recién realizada, sobre ella
pulse el clic derecho y seleccione “Show calibration curve”. Verificar que el valor de la pendiente
se encuentra en el rango 99.5 y 100.3%. Automaticamente se crea un PDF en la carpeta
"Calibration_export" con el nombre "Calibration_electrode_Fecha".

Nota 2: Si el valor se encuentra fuera de rango, ejecute nuevamente el método “Verification
electrode with NBS buffers”, en caso de que el valor de la pendiente se mantenga fuera de rango
después de tres intentos de verificacién proceda a cambiar la solucion electrolitica, pasadas 24
horas ejecute nuevamente el método, de mantenerse fuera de rango tras tres intentos proceda
a cambiar el electrodo.

d. Guardar una copia de seguridad con los datos de la verificacion.

6.5.3. Calibracion del electrodo de pH con buffer TRIS

a. Limpiar el electrodo, el sensor de temperatura y el agitador magnético con agua desionizada,
secarlos y sumergirlos por 30 minutos en agua de mar. Cumplido el tiempo, limpiarlos con agua
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desionizada y sumergirlos en el buffer TRIS. La punta dispensadora de acido no se sumerge en
este momento.

En el software Tiamo™ 2.5, seleccionar el menu “Workplace”. En la ventana “Run” seleccionar
el método “Calibration electrode with TRIS buffer”, ingresar la salinidad de su buffer y presionar
“Start” (Figura 8).

Nota 3: Los valores de calibracién se almacenan en el software en la base de datos
“Calibration,” también se exportan hacia el directorio “Calibration_export” contenidos en el
fichero “Calibration_TRIS.csv”, los mismos se utilizaran como referencia para el calculo del pH
de la muestra durante la titulacién que se realizara al ejecutar el método “Alkalinity for 50 ml”,
estos valores también se utilizaran para el calculo de la alcalinidad total utilizando la funcién “at”
del paquete seacarb de R.

Guardar una copia de seguridad con los datos de la calibracion.

tiamo 2.5 - Workplace
Fie View Tooks  Help

0=Ea ﬁ@ i L-J.E 8.

Workplace

&

Database

[

Method

Single determination Determination series

|
* Determination parameters

| User [miguel <
e Remark |

| Sample data
— Method | Calibration electrade with TRIS buffer

| Saliniey |

& Latest report | Selectedrepart | Report overview Main track Application note | Messages
=T | bate | Repot | Method |1ot][102]103]104] 105] 106] 107] 108] 100 [ 1010 ] 111 [ 1012 100

\—

Configuration

@ | [« ] »
Marual | view || peke | | Properties

Press Fl for help

Figura 8: Vista del menu “Workplace” del software Tiamo™ 2.5 con el método “Calibration electrode
with TRIS buffer” seleccionado

6.6. Medici6on de las muestras

6.6.1.

a.

Al comenzar la secciéon de analisis antes de medir sus muestras debe:

Medir tres veces el Material de Referencia Interno (agua de mar previamente caracterizada, su
preparacion se detalla en el Anexo 4). La diferencia entre el valor mayor y menor debe ser < 4
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umol.kgt. El valor de la mediciéon debe estar en el rango + 4 pmol.kg! del valor previamente
asignado.

Medir una vez el Material de Referencia (CRM). El rango esperado del valor de la medicion es
de = 4 umol.kg? del valor declarado en el certificado.

Los siguientes pasos son los mismos para el caso de que el material a analizar sea un Material

de Referencia Interno, un Material de Referencia Certificado (CRM) o muestras de campo.

Tomar un volumen de muestra en una jeringa de 60 mL conectada a un tubo Tygon® y purgar
3 veces.

Tomar un volumen superior a 50 mL de muestra con la jeringa, desconectar el tubo Tygon® y
secar con papel la parte externa de la jeringa.

Nota 4: Durante el proceso de transferencia de la muestra evite el contacto del tubo Tygon®
con la grasa utilizada para sellar el recipiente que contiene la muestra.

Retraer el émbolo de la jeringa generando una burbuja de aire en la punta para evitar perdida
de gotas durante el pesaje.

Colocar la jeringa con la muestra sobre la balanza y ajustar cero.
Acercar la punta de la jeringa al fondo del vaso de doble pared y trasvasar 50 mL con cuidado.

Nota 5: Evitar salpicaduras en las paredes. Si salpican gotas en la pared, estas gotas no seran
tituladas aumentando la dispersién del resultado.

Retraer el émbolo de la jeringa generando una burbuja de aire en la punta para evitar perdida
de gotas durante el pesaje.

Colocar la jeringa sobre la balanza y registrar la masa. La informacioén de la masa a titular sera
solicitada antes de comenzar el proceso de titulacion.

Nota 6: para mantener la temperatura constante (+ 0.1 °C), el vaso de doble pared estard
conectado con el bafio termocirculador. El agua circulante sera regulada a temperatura de 25.0
°C. En caso de no disponer de un vaso de doble pared se puede utilizar un vaso de precipitado
de 50 mL. En este caso se debe asegurar de que la temperatura del area de trabajo sea similar
a la temperatura del agua a titular con el objetivo de reducir al minimo la variacién de
temperatura durante el proceso de titulacién.

Limpiar con agua desionizada el electrodo de pH, el de temperatura, la punta dispensadora del
acido y el agitador magnético con agua desionizada, secarlos y sumergirlos en la muestra.

En el software TiamoTM 2.5, seleccionar el ment “Workplace”. En la ventana “Run”, seleccionar
el método “Alkalinity for 50 ml” e ingresar la informacion solicitada (nombre del analista, salinidad
de la muestra, nombre de la muestra y su masa) y seguidamente pulsar “Start”’. Cuando termina
la medicién se muestra en la pantalla el mensaje “Transmission to the database” (Figura 9).

Nota 7: El método incluye un tiempo de espera durante el cual el electrodo se estabiliza y luego
comienza una primera titulacién hasta pH 4 y se permite la desgasificacién de CO2 durante 2
minutos. Finalizada la desgasificacion la titulacion continla hasta pH 3. Puede seguir la
evolucion del volumen de acido agregado, el voltaje (mV) y la temperatura en la pantalla. Los
valores de la titulacion se almacenan y se exportan al directorio “Titration_exports” contenidos
en el fichero “ID de la muestra_Fecha de la titulacion.csv”
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tiamo 25 - Workplace =

File View Toos Help

nEa ﬁ@ v WSHE 8 0

- : m mstop | nHold o
Workplace S——

User [Acministrador | sample rumber [ 4]
Remark | ]

Sample data
Wiethod [lkairicy For 50 samples =)

&7

Database Salinty (38,5 -]

Sample name [RLZS022020 ]
Sample size (@) | 49,8573 |

(i3

Method

ive display 1 - MET U - Titration m [ Live display 2 - MET U - Titration O

P
U 234.5mV U sy
o T = v 1.8740 mL
T Pt 1000 25 .0 C T s Tewo 250 °C

Vv 1.8740 mL

175
Manual vImL]

&

185 195

Press F1 for help 1

Figura 9: Vista del ment “Workplace” del software Tiamo™ 2.5 con el método “Alkalinity 50 ml
samples” ejecutandose el comando MET U.

j-  Retirar los electrodos, la punta dispensadora de acido de la muestra y el agitador magnético.
Limpiarlos con agua desionizada y secarlos.

k. Desechar la muestra en el recipiente para el almacenamiento de residuos de soluciones que
contienen Hg.

I.  Limpiar tres veces con agua desionizada el vaso de doble pared y secarlo.
m. Medir la siguiente muestra siguiendo los pasos de 6.6.2.

Nota 8: Si la sesién de analisis continla al dia siguiente, mantener el electrodo sumergido en
agua de mar. Si la sesion de analisis finaliza, tapar nuevamente el el pequefio el agujero del
electrodo de pH, limpiar los electrodos, la punta dispensadora del &cido con agua desionizada,
secarlos y colocarlos en sus recipientes de proteccion.

n. Guardar una copia de seguridad con los datos de la titulacion.

6.7. Registro de datos.

a. Anotar en el registro primario los datos relacionados con:

v/ Cédigo de la muestra.
v’ Direccion del directorio donde estan contenidas las copias de seguridad.

v’ Caracteristicas de la solucién valorante (concentracion, densidad).
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v' Salinidad de la muestra.
v Masa de la muestra.

b. Guardar una copia digital de seguridad con los datos generados durante el proceso de
verificacion, calibracion, medicion de las muestras y los datos contenidos en el registro primario.

6.8. Célculo y expresion de los resultados

La alcalinidad total se calcula a partir del volumen del valorante/titulante y los valores de potencial (mV)
medidos durante la titulacién, usando un ajuste no lineal de minimos cuadrados (Bates y Watts, 1988)
que corrige la reaccion con los iones sulfatos y fluoruros (Dickson et al., 2007):

(evrzigmm) rmrgmn) * Cn )(7)-Ge=e @

Donde:

Ar: Alcalinidad total (mol kg?).

m: Masa de acido consumido durante la titulacion (g).
mo: Masa de la muestra al inicio de la titulacién (g)

C: Concentracion del acido (mol kg?).

St: Concentracidn total de sulfato (mol kg-soln-t).

Fr: Concentracion total de fluoruro ((mol kg-soin?).

Kg: Constante de disociacion del [HF] (mol kg-soln1).
Kg: Constante de disociacion del [HSO]; (mol kg-soln™).

Arse calcula a través de la funcion de Gran (Gran, 1952). La ecuacion (2) es lineal en m y tiene un
cero en Ar=mC/mo. Ar puede ser estimada a través de un ajuste de minimos cuadrados de F;
contram

F, = (my + m)exp(RT/F (3)
Donde

E: Diferencia de potencial durante la titulacion (V).
R: Constante universal de los gases (J K- mol?).
F: Constante de Faraday (C mol-1).

T: Temperatura de titulaciéon (K).

Las concentraciones totales de sulfato y flior en funcién de la salinidad se definen como:

0.14 S 4)
st = (55062) * (T500655)
96.062 1.800655
(0.000067) ( S ) (5)
= *
T 18.998 1.800655

Donde
S: Salinidad.

La ecuacion 1 se resuelve con un software capaz de realizar ajustes no lineales, como por ejemplo
la funcién Solver en Excel, o la funcién at() del paquete “seacarb” en R (Lavigne et al., 2019).
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En REMARCO se elabor6 una hoja de calculo en Excel y un Script en R para la determinacion de
alcalinidad total en agua de mar. Estas herramientas reportan el valor de alcalinidad total junto a la
incertidumbre de la medicién (https://remarco.org/manual-ao/).

6.9. Estimacioén de incertidumbre

Las fuentes de incertidumbre en la determinacién de alcalinidad total incluyen factores relacionados con
la concentracion y densidad del acido utilizado como solucién valorante, y la precision de los
instrumentos utilizados en el control de la temperatura durante la titulacién, el volumen de &cido
dispensado y la mediciébn de la diferencia de potencial. La incertidumbre se determina por la
combinacion de las fuentes individuales de incertidumbre a través de la propagacién de los errores de
cada una de las fuentes (Ellison y Williams, 2012). Para su determinacion remitase al procedimiento de
estimacion de incertidumbre REMARCO-AO-P-07.

7. CONTROL DE CALIDAD

Mantener un registro detallado de la metodologia utilizada y los resultados, lo que incluye:

v Datos primarios de la titulacion.

v Caracteristicas de la solucién valorante (concentracion, densidad).
v' Temperatura de titulacion.

v Salinidad de la muestra.

v' Peso de la muestra.

v' Documentos del sistema de control de la calidad.

Para determinar la exactitud de la medicion de Ar debe ser analizado el material de referencia certificado
(CRM). Idealmente debe de analizarse un CRM cada diez muestras dentro de una sesion de medicion
y como minimo deben realizarse dos mediciones (inicio y final) durante cada sesion de medicién
(Pimenta y Grear, 2018). Represente los resultados obtenidos en un grafico de control conformado
segun SOP 22 Dickson et al., (2007). Adicionalmente, entre mediciones del CRM puede realizar
determinaciones de material de referencia interno.

Para determinar la precision de la medicion de At se debe realizar al menos una muestra duplicada
cada diez muestras que se analicen y anotar la diferencia absoluta entre las mediciones. Tras analizar
12 muestras duplicadas construya un grafico de control segin REMARCO-AO-P-06 basado en SOP 22
Dickson et al., (2007).

8. MANEJO DE RESIDUOS

El presente método genera residuos acidos con contenido de mercurio. Estos residuos se almacenan
en recipientes adecuados protegidos de la corrosién (plastico o vidrio), rotulados segun la clasificacion
interna de RESPEL del laboratorio y ubicarlos en el sitio de disposicion temporal del laboratorio, para
posteriormente entregarlos a una compafiia especializada para su tratamiento.

Llevar el control de generacién de residuos.
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10.1. ANEXO 1: Configuracion del método “Verification with NBS Buffers”
Configuracion del comando STAR

tiamo 2.5 - Workplace
Flo Vew Tock Hep

DGB BFR v UBE 0 UJ

[Qsmr-Manme =
w o « Maintrack = Commdname [Monvak |
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‘“’""‘“"‘" E wae [ e [dssooent [Fuedvobe [ comen [ vontorng
Track view for lee windaw
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dogiay2 [Mam o]
Statistics
Brber of s deter st defeed 7]
Conditioning
) 1 EP
J [ o I ema ] =
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ANEXO 1 (continuacion): Configuracion del comando CAL LOOP pH

tiamo 2.5 - Verification electrode with NBS buffers
File Edt View Insert Help

DEEG AW ¢ & O LR @ G $&E $slE 8 0

ml Manrack e
Command name | Calibration loop pH

w Buffers

= clratonloo S a—c

l Buffer type | Metrohm 1=

% e S

— CAL MEAS pH

Methad ' '

— ' | [ o« [ conce

Configuration

Transfer to database

l

Manual

[ Press F1 for help
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ANEXO 1 (continuacion): Configuracion del comando CAL MEAS pH
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tiamo 2.5 - Workplace
File Wiew Tools Help

ey B v WS@E 6

@

I. Method *Verification electrode with NBS buffers' - Yersion 21

Main track:

Command narme [Ci-!. MEAS pH
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é senor ax. wakingtime [ 592] =
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Temperature
— Temperature measurement | automatic =]
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Press F1 for help I @l
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ANEXO 1 (continuacion): Configuracion del comando REPORT _
tiamo 2.5 - Workplace e l@l=]
Fln  Vew Tooli  Hels

DD BHFEFR v AUSE 0. 0

@

Werkgiace Main track:
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Q) -
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ANEXO 1 (continuacion): Configuracion del comando DATABASE

tiamo 2.5 - Workplace

File Wiew Tools Help

he? BFEE v USI@E 8 0

T : | Method "Yerification electrode with NBS buffers” - ¥ersion 21

warkplace Main track:

(oot rmemmme
'Y
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Press F1 for help " "
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10.2. ANEXO 2: Configuracion del método “Calibration Electrode with TRIS Buffer”

tiamo 2.5 - Calibration electrode with TRIS buffer
File Edit ‘View Insert Help

DEFES 99 &

O XRER B ) BRI [ne ) WSEH 8 @

1]
@ 92 START - Main track (3
%- 4 - i -
START - Main track [g] Command name | Main track —
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. [ statistics General Method variables
P = Mame: ‘ Type ‘ Assignment | Fixed valug ‘ Comment ‘ Monitaring
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- Transfer to database Conditioning
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r -
] ] ']
. . [s]:4 ] [ Cancel ]
Export Calibration_TRIS
r
Main track Mew l ‘ Properties | ‘ Delete =
Manual
| Press F1 for help

Il Il (1L I/
Configuracion del comando STAR
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ANEXO 2 (continuacion): Configuracion del comando MEAS U

tiamo 2.5 - Calibration electrode with TRIS buffer = | &3
Fle Edt View Insert Help

DBES VD v & o X2® § L P8 (wx £ UWEE 8 0

R | — p—— e o~ 5
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ANEXO 2 (continuacion): Configuracion del comando CALC

tiamo 2.5 - Calibration electrode with TRIS buffer

File Edit Wiew Insert Help
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ANEXO 2 (continuacion): Configuracion del comando CALC
tiamo 2.5 - Calibration electrode with TRIS buffer o || ® ] &R

File Edit Wview Insert Help
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ANEXO 2 (continuacion): Configuracion del comando CALC

tiamo 2.5 - Calibration electrode with TRIS buffer [o @ =
File Edit View Insert Help
nﬁlﬁ B & nn K@ B L PE [wx ] WS@H 8 @
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| doi:10.1016/50967-0637(98)00019-3.
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Detalle de la formula

=(11911,08 - 18,2499 * 'MV.Salinity' - 0,039336 * 'MV.Salinity' * 2)*1 / ('RS.Temp_TRIS' +273,15) - 366,27059 + 0,53993607 * 'MV.Salinity' +
0,00016329 * 'MV.Salinity' ~ 2 + (64,52243 - 0,084041 * 'MV.Salinity' ) * Ln( 'RS.Temp_TRIS' + 273,15) - 0,11149858 * ('RS.Temp_TRIS' +273,15)
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ANEXO 2 (continuacion): Configuracion del comando DATABASE

tiamo 2.5 - Calibration electrode with TRIS buffer
File Edit Wew Insert Help

DBEG AT v F O LB B GO & [we [ BSEH 6 O

o
Warkplace Main track:
l
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= Transfer to database
Configuration l [ oK I [ EaeE
Export Calibration_TRIS
Main track:
Manual

Press F1 for help ||
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ANEXO 2 (continuacion): Configuracion del comando EXPORT

tiamo 2.5 - Calibration electrode with TRIS buffer
File Edit VYiew Insert Help

DBEHS AW v & O LR 8 B PR (o  [[] WSH 6 O

Al

Workplace Main track
EXPORT - Export Calibration_TRIS E
A
ﬁ _ Command name |Exp0rt Calbration_TRI5| |
VEAS U Export template
Database Export template |Ca|ibrat\on_export |3|
% ‘
| — Calcul mV, temp and pH
Method
A
L t %— Transfer to database
—
Corfiguration [ [ — ] | [»
oK I l Cancel ]
Export Calbration_TRIS
Main track
Manual

Press F1 For help " ”
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10.3. ANEXO 3: Configuraciéon del método “Alkalinity for 50 mL samples”
Configuracion del comando STAR

tiamo 2.5 - Alkalinity for 50 ml samples (o [@] =]
Fle Edt View Inset Hep
NBES OA%E v & oo XhE 0 G 8 (wx ) WHE 0 0
Coerenand name | Main trac] | = Commendname [Manbak |
General | fpphcationnote | Method varisbles | Generd | Application note | Method variables
e ]
® Current view
O Wew [ =l
Track view for live windaw =
Live dsplay 1 [Man rack ]
Lve dsplay 2 [Maintrack o)
[ statistics [l L | IHE
Nusrber of single deberminations | ot defined [~} | 0K H Cancel ]
W) tutomatc condtioning ]
P ] Commandrane [Membed] | =
Lo J[ come |
Gereed | Fppkatonnote | Method variables |
Nae | Type | | Fuedvahe | Comment | Monkorig
ifmplename  Tet D2 ‘Saele rame d
2 Nuber DI O
3fSemplesiel) Mumber  Sanplesize a -
[« J[ o |
|:I.
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ANEXO 3 (continuacion): Configuraciéon del comando MEAS U

REMARCO-AO-P-03 V.01

tiamo 2.5 - Alkalinity for 50 ml samples
File Edit

]!

Wiew Insert  Help

NAT

“BE B L BE

WEH 8 0

(o l@] ]

—————

Main track:

2 =5
=
9 L=

e

Initial pH-Temperature

Calcul Voltage pH 4

—
Methad

I

Calcul Voltage pH 3

Configuration

I

Titration

I

Export to csv

Manual l

f

MEAS U - Initial pH-Temperature

<

MEAS U - Initial pH-Temperature

MEAS U - Tnitial pH-Temperature

Command name |Initia| pH-Temperaturel

Command name |Initial DH-Temperaturel

S
Command name | Initial pH-Temperature -

Additional measured values

General/Hardware ] Measuring parameters

| General/Hardware | Measuring parameters

| Evaluations ||

[ Additional measured values

Additional measured values

General /Hardware [ Measuring parameters

] Evvaluations

[ Additional caleulated measured values

[ Fixed endpoint evaluation
[ Minimum evvaluation

[ Maximurn evaluation

] Evaluations

Device [ additional external measured values
II]E [ Bresk point evalustion
Device name | 885_1 ] A ] 1] ] E]E]
- OK. Cancel
Device type | 568 Titrando ] l [ ] oK [ coned |
Sensor
4 - Initi: =
Measuring input MEAS U - Initial pH-Temperature -
Sensor [pHelectrode & Conmandnerre [intiapit-Temporatre |
| k i E' l Additional measured values l
Temperature measurement | autamatic GeneralHardware Measuring parameters | Evaluations
Stirrer Measurement
Shivrer ®  Measurement with drift control
- U Signal it v
stiring rae e ini
Min. waiting kime l:l 5
W] Switch off aukomatically
‘I ] Max, waiting time 5
Measuring interval 5
[ OK ] [ Caniel l
Stop measured value ' L
O Measurement without drift control
Temperature
Temperature °C
[ OK ] [ Cancel =

Press F1 for help
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ANEXO 3 (continuacion): Configuracion del comando CALC
tiamo 2.5 - Alkalinity for 50 ml samples (o @] =]

Fle Edit “iew Insert Help

NEES 90T ¢ & o0 £ 6 B 8 [(wx ] WSH § 0

B 3
@ ,
%ia START CALC - Calcul Voltage pH 4 &=
Workplace Main track Command name | Caicul voltage pH 4 |
Result name Formula Unit. Decimal places | Assignment | Statistics Feesult monitoring
H,
w 1 Moltage pH ¢ =({"C%.Voltage TRIS' [1000)-(4- 'CV.pH... z RS10 v O
_ Result Voltage pH 4 - RS10 Result Voltage pH 4 - RS10 Result Voltage pH 4 - RS10
— Initial pH-Temperature 3 E
Database " TehniET " Moritoring ] options ] = Definition || Monitoring | Options H Defintion | Moritoring Options
| e O Result —| | | ¥ saveresult as common variable
Yoltage pH 4
peatoce (R ) o — £ o vaie
=({'"¥ Voltage TRIS' f1000)-(4- 'CY.pH TRIS' ) * = vt [ ] B —
8,31447215* { 'Initial pH-Temperature ETE' +273,15) * u
— Calcul Voltage pH 4 Formula  |{in(10)/96485,339924) * 1000 FEEr2 soluin nane
Method =
\l| [] save result as global variable
— ] Lnit Elobel variable
- f=3= Il H
- ] l
e . il | o
2||2]]e Calcul Voltage pH 3 . | Record message || [ seveastempote | [ oK ][ coce |
— Assignment | R510 (-] [ Message by e-nai Emal.. !
Configuration l - !
W statistics Acoustic signal
H
. 4] 1
N - [ E—
Description ]

Titration

1] Jdﬂ
=

I

Export to csv

Manual |

|Press F1 For help ” " ”.” " ” " |
Detalle de la formula

=(('CV.Voltage TRIS' /1000) - (4 - 'CV.pH TRIS') * 8,31447215 * ('Initial pH - Temperature.ETE' + 273,15) * (In(10) / 96485,339924)) *
1000
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ANEXO 3 (continuacion): Configuracion del comando CALC
tiamo 2.5 - Alkalinity for 50 ml samples (o & =]

File Edit View Insert Help

NEES AT v & om $be § b %8 (we [ WSHEH 8 6

" 7
— )
Workplace Main track
e l CALC - Calcul Voltage pH 3 =]
ﬁ Command name |Ca\cul Yoltage pH 3 |
e n Result name | Formula | LUnik ‘ Decimal places | Assignment |Statistics| Reesult monitaring
— - i
Database nitial pr-Temperature j\l‘n\tage pH3 =({"C¥.Yoltage TRIS' [1000)-(3- 'CW.pH... my z RS09
a i Result Voltage pH 3 - RS09 5 Result Voltage pH 2 - RS09 =5 Result Voltage pH 3 - RS09 5
% e, :‘ Defintior ‘ toring. | Options ‘ Definition Monitoring Options =
Definition Monitaring Options | Save result as common variable]
Calcul Voltage pH 4 ave result as common variable
Method Resulk name | okage pH 3 =] et [ ] | EmmED
vpperir [ ]
— =(("C¥ Woltage TRIS' f1000)-(3- 'CW.pH TRIS' ) * 8,31447215% { [ save result as titer
-L- |- ‘Initial pH-Temperature ETE' +273,15) * B .
H o4 Formula |(Inf10)/96485, 3399241 * 1000 @
- o [ save result as global variable
— S
Configuration Urit H Bty msee §
Record message
— posarment [R5 [7] ] N
fijatio Wl statistics
R5.'Result name'[.vAL]
Result value,
Description
-
Export to csv
Manual | Save as template (o4 ] [ Cancel
-

[ Press F1 for help | | @ [T |
Detalle de la formula
=(('CV.Voltage TRIS' /1000) - (3 - 'CV.pH TRIS") * 8,31447215 * ('Initial pH - Temperature.ETE' + 273,15) * (In(10) / 96485,339924)) *
1000
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ANEXO 3 (continuacion): Configuracion del comando MET U
[9 tiamo 2.5 - Alkalinity for 50 ml samples

File Edit View Insert Help
NS A9% v no KRB B B 9E wsg e 0

1] [«]
@@ l MET U - Titration MET U - Titration MET U - Titration
%. F Cormmand narme | Tikration| Command name | Titration
| [ Additional evaluations 'f Additional measured [ Additional evaluations i Additional measured
"Warkplace [ Stop conditions. i Potentiometric evalual | Stop conditions Potentiometric svalus
Calcul Voltage pH 4 Additional evaluations ] Additional measured values GeneraljHardware | start conditions | Titratior] GeneralHardware | start conditions | Titrati
1] Stop conditions l Potentiometric evaluation Tl d value Titration rate
General/Hardware | Start condiions | Titration parameters Signal drift i Tit ation rate
_ Device Min. waiting time ® Measured value acceptance
WMax, waiting time s ) '
—— Dievice name |888_1 B| Signal drift 1 =] mwegin
Calcul Voltage pH 3 start volume Min. waitingtme | 0] s
o. Device type (583 Thrando 0 srtvobme [ o)t .
Dosing rate mLimin
Dosing device Dosing of increments
Bt S i Yolume increment m
0sing device Start measured value i
— Dosing rate raLfrin
Method Titration Solution [HCI =] Desing rate i
Temperature
Start slope Temperature o
Sensor Start slope vl
Measuring input Dosing rate mljmir
- Sensor | pH electrode B| Pause
— Expoit to csv _ Pause s
Configuration Temperature measurement | automatic E|
A | | <1 ] D
Stirrer [ oK |[ cance | oK || cancel
R ,\L.. - e
- >
Transfer to database SHEES
l W switch off automatically
—— -
i OF ] [ Cancel ]
Manual Main track: LA
-

Press F1 for help
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ANEXO 3 (continuacion): Configuracion del comando MET U
tizmo 2.5 - Alkalinity for 50 ml samples EEE

File Edt ‘“iew Insert Help

NEES A% v & o K2R § B 98 (uw ] UWSH 8 0

i -
i T = < MET U - Titrati
@ l MET U - Titration ] | SVETY-Twan iy &S
Commendnzme | Ttrabor] = Conmand name [ Thration H
-
_ Command nare | Titration i Generaircuare | Startcondibons ] [ stop conditons [ Potertiomeric avaus
‘Warkplace tiond evak [ sdtonal measred vales | | GeneralHarcware | Start condtions | _Tiration
Caleul Voltage pH 4 — a0 [ fometri i I Additional evaluations Addtionsl measured
GeneralfHardware ] Start conditions I Titratio —
1] e p = ® Evaluation wthout sandow
Additional evaluations Additional measure &
L 3 © ﬁ - [ p/HAP evalustion n
Stop conditions Potentiometric evalu ot | D)
Progeen @[] [ Miimum evahation B
_ Stop volume mL [ e evalation
(O Evaluation with measired valie window (L)
Database : i ol me i g} [ Break point evaluation
Calcul Voltage pH 3 Stop measured value | Vokage pH 3 [<]] my L 0 Granesduston
! 4 B A
o = o [ o |
Yolume after EP mlL | o ancel
Stop tine
itrati < MET U - Titration
Rt Fillng rate maimum [ ]| mLjrin E
s
! EE
I | l GenetalfHardware [ Start conditions T Tikration parameters | stop conditians ]
_ [ oK ] [ Cancel ] Potentiometric evaluation I Additional evaluations 1 Additional measured values
W[ additional calculated measured values
Configuration Expart to csv
Name | Formula | Unit | Decimal places
1 |Sample size ="M Sample size (g}’ g z
2 [Salinity ="My Salinity' oL 2
Transfer to database New ] ‘ Properties | | Delete
-
l 83 Cancel
Manual Main track
-

|PressF1F0rheIp " ” ".” " ” "
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ANEXO 3 (continuacion): Configuracion del comando EXPORT

tiamo 2.5 - Alkalinity for 50 ml samples
File Edit Vview Insert Help

hE B E@Euv B o™ SBE @ ha e ns|E 8 2

—
Configuration
Export template
Export template | Titration_export [~]
Transfer to database | OK J [ Cancel ]
Manual Main track

| Press F1 for help
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ANEXO 3 (continuacion): Configuracion del comando DATABASE

tiamo 2.5 - Alkalinity for 50 ml samples
Fle Edt View Insert Help

NBEGD 998 v & 06 XBR § B € [we [[J WSIH 8 0

o,
'? i
Calcul Voltage pH 4
B . }
e Calcul Voltage pH 3
. i

Manwal Main track

| press F1 for help
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10.4. ANEXO 4 Preparacion de Material de Referencia Interno

Filtrar agua de mar a través de filtro GF/F (0.7 um, & 47 mm).
Mantener en agitacion durante 48 horas.

Medir la salinidad y registrar.

Envasar en recipientes de Borosilicato o HDPE (Huang et al., 2012).

Afadir a cada recipiente solucién saturada de HgCl2 a una proporcion de 0.02% del volumen de agua a envasar.

-~ ® a0 T

Sellar de manera que se minimice el intercambio de CO2 con la atmdsfera.

Realizar diez determinaciones de Ar siguiendo el protocolo descrito en este procedimiento de manera que se realicen al menos dos
determinaciones por cada recipiente.

Q@

Nota 9: La diferencia entre la medicion mayor y menor de las 10 réplicas debe ser < 4 pmol. kg
h.  Asignar el valor promedio del total de las determinaciones como valor de referencia.
i.  Etiquetar cada recipiente con el valor de AT asignado, la salinidad y la fecha de determinacion.
j- Almacenar a temperatura entre 22 °C y 25 °C y protegido de la luz.
k.  Construir gréafico de control segin REMARCO-AO-P-06 basado en SOP 22 Dickson et al., (2007).



