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RESUMEN

Pizzolon, L. 1990. Estimacion de la productividad primaria con el método del oxigeno
en aguas de bajo estado trofico: posibilidades y limites. Rev. Asoc. Cienc. Nat. Litoral,
27 (1): 61— 68,

El objetivo del trabajo fue la puesta a punto de una metodologia automatica para la determina-
cién de oxigeno disuelto con precision tal que fuera utilizable aGn en aguas de bajo estado trofico.
Las titulaciones fueron automatizadas, con determinacion del punto final por la técnica del “Dead
Stop” y alcanzaron una precisién de 10-20 mg. m-3 0,, expresada como desviacion estandar . Con
este método es posible obtener resultados con un error no mayor del 20 ©/o (pk0,05) si la producti-
vidad diaria media anual de un ambiente es superior a 230 mg. m-3 05, Por lo tanto, su uso queda
restringido a aguas meso-eutrbficas y eutroficas. La automatizacion de las titulaciones permitié pro-
cesar hasta 60 botellas en cuatro horas. Se disefid un divisor de muestras que resultd apto para lograr
un llenade simultidneo y perfectamente homogéneo en oxigeno disuelto en todas las botellas de una
misma profundidad. En base al valor de la desviacion estandar agrupada (S') del método y a la con-
centracion media anual de clorofila a de un ambiente, se propuso un procedimiento estad istico para
predecir el error porcentual que tendran tas mediciones de productividad en dicho ambiente v deci-
dir en consecuencia sobre la aplicabilidad de !a metodologia a usar.,

ABSTRACT

Pizzolon, L. 1990, Primary production estimation by the oxygen method in waters of
low trophic state: possibilities and limits. Rev. Asoc. Cienc. Nat, Litoral. 20 (1): 61 — 68.

The precision of the Winkler method was improved autometizing the titrations by means of
the dead stop end point technique, in order to allow it's use in prinary production estimations also
in low trophic state waters, Fifty bottles were titrated in four hours, reaching a coefficient of va-
riation in the range of 0.1-0.2 ©/o, and a standard deviation of 10—20 mg.m3 02. A water sample
splitting was designed to fiil until nine replicate bottles at the same time with tue same initial oxygen
concentration. A statistical procedure to estimate and to predict the percentual error involved in
primary production estimation is proposed. To predict the errer of a set of primary production
estimations, the mean annual environment chlorophyll a concentration and the pooled standard
derivation of the method are needed. The limit of detection of te methodology was 230 mg.m?-lf)2
annual mean daily production, with an error not higher than 200/ (p 0.05). In consequence,
this methodology is able to be used only in meso-eutrophic and sutrophic waters. Probabilities of
errors higher than 20 /o would be assume in lower production watars.

{*) Parte de este trabajo se publica en las Memorias del Istituto Itafino di Idrobiologia,
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INTRODUCCION

La estimacion de la productividad primaria del fitoplancton se ha realizado en gran
medida en base a los métodos del carbono 14 y del oxigeno, en botellas claras y oscuras
(Sakamoto et al. 1984). El método del oxigeno, a diferencia del método del radiocarbo-
no, permite la discriminacion entre produccion neta, produccidon bruta y respiracion.
Sin embargo, su baja precision, limita su empleo a ambientes de alto nivel productivo.

El objetivo del presente trabajo fue poner a punto una metodoclogia para la determi-
nacion del oxigeno disuelto con la precision suficiente para ser usado en aguas de bajo
estado trofico y agilizar los abundantes procedimientos de laboratorio y de campo im-
plicados en esta metodologia.

Raramente se han realizado estimaciones del error asociado a la medicion de la pro-
ductividad primaria con el método del oxigeno. En el presente trabajo se propone un
procedimiento estadistico para cuantificar el error de un método y predecir su aplica-
bilidad en un ambiente, si se conocen la precision del método y la concentracion media
de clorofila a del ambiente, respectivamente,

MATERIAL Y METODOS

Se escogid la modificacion de Pomeroy y Kirschman del método de Winkler (Golterman et al.
1978} por dar mejores resultados en los trabajos en que se requiere alta precision. Las titulaciones se
efectuaron con el método amperométrico del punto final por “Dead Stop”. Se automatizaron to-
talmente por medio de una bureta a piston Radiometer ABU-80 y un pH-metro de la misma marca,
PHM-B4, ambos conectados a una computadora HP-85, por medio de una interfase BCD, procesan-
dose hasta 50 botellas en cuatro horas.

Se tituld el volumen completo de las botellas, previamente calibradas, evitandose asi los errores
y pérdidas de tiempo derivadas de la toma de alicuotas. Se disefiaron e hicieron construir botellas de
vidrio pyrex especiales, de 160 ml, con tapones largos, con el objeto de que al destaparlas, quedase
volumen para agregar el titulante sin necesidad de extraer solucion a titular.

El protocolo de titulacién se registré en un programa en basic, simulando los pasos de una titu-
lacion manual. Al comienzo, el voltaje de salida de los electrodos es muy bajo {2-3 mV) y el titulante
se agrega a alta velocidad {Fig. 1). Hacia el final de la titulacién se produce |a despolarizacion de los
electrodos y un salto de potencial, que tiende a igualar el voltaje impreso. Durante esta fase, el titu-
lante se agrega en pulsos de volumen cada vez menor, con el objeto de no sobrepasar el punto final.
Cuando se ha erogado el volumen equivalente, sucesivos pulsos adicionales no producen ninguna mo-
dificacion ulterior en el voltaje leido. Se elaboraron y ensayaron diferentes protocolos de titulacion,
escogiéndose el que arrojé mejor relacion lineal entre el voltaje de salida de los electrodos y el volu-
men de titulante afiadido en cada pulso (Talling 1973).

Los raac}ivos de fijacién se afiadieron con dispensadores Seripetor, con un coeficiente de varia-
cién de 0,4 ©/o. La acidificacion se realizé con 2 mi de acido suifdrico, en concentracidn ajustada pa-
ra producir un pH final en las botellas a titular entre 2 y 2,5 con e objeto de evitar la reoxidacion del
mé’é;’ desde la atmésfera, que tiene lugar a pH més bajos (Carpenter 1965; Carrit y Carpenter
1966).

Para estimar la produccién primaria en condiciones de campo se trabajé con triplicados {tres bo-
tellas claras, tres iniciales y tres oscuras). Se construyd una caja —pintadade negro en su interior—,
para cada profundidad de incubacién, con compartimentos interiores para nueve botellas. Se disefio
un divisor de muestra (Fig. 2} que permiti6 llenar las nueve botellas de cada profundidad simulta-
neamente y con la seguridad de lograr en todas,la misma concentracién inicial de oxigeno disuelto.

Se disefio e hicieron construir soportes para incubar in situ hasta seis botellas por profundidad,
en posicion horizontal, de fécil y rdpido manejo.
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Fig. 1. Curva de titulacion obtenida con la técnica del punto final por “dead stop” (to-
mada de Pizzolon, en prensa).

Fig. 2. Divisor de muestras, para el |lenado perfectamente homogéneo y simultineo de
todas las botellas de una misma profundidad (medificada de Pizzol6n, en prensa).
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Cuadro 1

Precision de los resultados abtenidos en condiciones de laboratorio
(tomado de Pizzolon, en prensa)

Procedencia  Clorof. Conduct. Numero Media Desv. Std. Coef. Var,

mg.m3  uS.ceml muestras g.m-3 mg.m-3 %/o
L. Varese 38 280 16 13,912 15 0,11
L. Orta 2 102 18 8,676 1 0,13
A. Destilada 0 0,3 13 8,433 15 0,18

RESULTADOS Y DISCUSION

Se probd la precision del método en condiciones de campo y de laboratorio.

En condiciones de laboratorio {Cuadro 1) se obtuvieron coeficientes de variacion
entre 0,11 y 0,18 ©/o, respaldandose la hipétesis de que el método del punto final por
“Dead Stop’’ es menos preciso en aguas de baja conductividad {Limnet y Malvig, no fe-
chado).

En condiciones de campo {Cuadro 2) se obtuvieron resultados cuya precision se
estimd por medio de la desviacion estandar agrupada (S') de un conjunto de triplica-

wes S=  Ixi—xp /(L-1L.N 172

(Snedecor y Cochram 1967) donde, N es el nimero de replicados y L es el nimero de
botellas en cada replicado; x;;, es cada uno de los i valores de oxigeno en el replicado
j—ésimo y Xj, es la media de los mismos en el replicado j—ésimo.

Las desviaciones estandar agrupadas (S’) obtenidas de esta forma fueron: 47 tri-
plicados (iniciales) = 16 mg.m 3 Op; 45 triplicados (claras) = 20 mg.m-3 0p; 32 triplica-
dos (oscuras) = 25 mg.m=3 0g.

Los resultados obtenidos por autores que estimaron la productividad del fitoplanc-
ton con métodos semejantes al descripto en este trabajo (Cuadro 3), evidencian que las
técnicas fotomeétricas muestran el mayor nivel de precision en la determinacion del pun-
to final, con coeficientes de variacion tan pequefios como 0,03 ©/o. Los resultados obte-
nidos por la metodologia puesta a punto coinciden con los de Talling (1973) y Golter-
man (1978), quienes trabajaron también con técmicas amperométricas. Puede inferirse
asi que el 0,11 O/o esta entre los coeficientes de variacidn mas bajos que permite obte-
ner la técnica de punto final por “Dead Stop"’.

Como el valor de la produccion en el método del oxigeno se obtiene de las dife-
rencias entre dos medias {por ej., botellas claras - botellas oscuras), puede estimarse
el error asociado a dicho valor en base al intervalo de confianza (1.C.) para las diferencias
entre las medias de los triplicados:

1.C. =§" . 10,025 . [('!/3) + (1/3)]
(Wonnacott y Wonnacott 1983).
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Cuadro 2

Ejemplo de los resultados de la determinacion de O9 obtenidos regularmente
en condiciones de campo, por triplicado.

7,379
7,289
7,392
7,608
8,572
8,811
11,381
11,753
10,606
8,405
10,706
13,132
13,215
13,031

7,41
7,268
7,358
7,624
8,685
8,808
11,327
11,761
10,646
8,406
10,679
13,131
13,164
13,032

Cuadro 3

7,437
7,337
7,400
7,624
8,555
8,862
11,338
11,760
10,625
8,400
10,693
13,094
13,170
13,036

Precisibén de los resultados del método de Winkler obtenidos por autores que trabajaron
con diferentes técnicas para la determinacion del punto final (tomado de Pizzolon, en

prensa).

Afio Referencia

1966 Carrit-Carpenter
1968 Strickland-Parsons
1981 A.P.H.A.

1973 Talling

1976 Bryan et. al.

1977 Tschumi et al.

1979 Vaatanen

1982 Williams-Jenkinson
1978 Golterman (lab.)
1983 Golterman (campo)
1986 resultados presentes

50

24

20
10-20

25-38
15-25

Desv. Std.
mg.m-3

Coef. Var.

%/o

0,1
0,05-0,1

0,03-0,15
0,03-0,1
0,1

0,11
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tipo de
titulacion

manual-almidén
manual-almidén
manual-almidén
amperométrica
fotométr.—UV
fotomeétr.—visib.
amperométr.Pt/Au
fotométr.—UV
amperométr, Dead.S.
amperométr, Dead.S.
amperométr. Dead.S.
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Fig. 3. Prediccion de la probabilidad de error {P<C 0,05) en las s«timaciones de produc-
tividad primaria con métodos que tienen una precision de 5, 12y 20 mgm—3 0,,
expresada como desviacion estandar, en aguas de diferente concertracion media
de clorofila a;X representa la produccion primaria media anual estimada durante
el periodo de incubacian.

Considerando que en condiciones de campo se obtuvieron valores de S’ de alrede-
dor de 20 mg.m™3 O, el I.C. (p < 0,05) para las medidas de productividad resultantes
sera de 45 mg.m3 05, valor que puede considerarse como la cantidad mas pequefia de
produccién detectable por esta metodologia al 95 ©/o de nivel de significacion. Dividido
por 100 y multiplicado por el valor medio anual de la productividad obtenido durante
el periodo de incubacion, permite una expresion porcentual (p< 0,05) del error asocia-
do a dicha media.

En el Lago Orta (media anual de 7 mg.m"3 de clorofila a) se obtuvo una produc-
cion primaria media anual durante el periodo de incubacion (6 horas) de 90 mg.m-3
0. Por lo tanto dicho valor puede llevar asociado un error de hasta el 50 ©/o (p < 0,05).
Para obtener un error no mayor del 20 ©/o, deberia trabajarse con una metodologia con
una S’ no mayor de 8 mg.m3 Oz, tal que el |.C., no resulte més grande que 18 mg.m"
02. Con el objeto de estimar la probabilidad de error asociada a las medidas de produc-
tividad primaria en aguas de diversos estados troficos, se construyo un grafico para mé-
todos con 5, 10y 20 mg.m-3 0, como valores de §', respectivamente (Fig. 3). Si fijamos
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en un 20 ©/o el maximo error aceptable en este tipo de trabajo, entonces la presente
metodologia s6lo es aplicable en aguas con una productividad media anual superior a los
230 mg.m-3 05, esdecir en aguas meso-eutréficas y eutroficas en el sentido de la 0.E.C.D.

(1982).

El mismo grafico (Fig. 3) permite anticipar la productividad primaria de un am-
biente, si se conoce su concentracion media anual de clorofila a, y por lo tanto puede
utilizarse para predecir el error que tendran las estimaciones que en é! se realicen, segin
la precision del método a emplear y decidir en consecuencia sobre la aplicabilidad de
la metodologia disponible. La escala de concentracion de clorofila a se ha construido se-
gin la ecuacion de regresion, Chi a = 0,98 + 0,073 pp (N=12; r=0,82; p< 0,001) obte-
nida seleccionado valores de productividad (pp) y de clorofila de algunos lagos del estu-
dio de la 0.E.C.D.(Fricker 1980) con el criterio de tomar una muestra comprehensiva de
las diferentes entre si. Para convertir el valor de produccion diaria medio anual al valor
de produccion medio anual durante un periodo de incubacion de seis horas, se multipli-
c6 por el factor 0,666. Para convertir valores de productividad de carbono a oxigeno se
uso un PQde 1,2.

Se considera que los resultados del método en condiciones de campo pueden me-
jorarse aumentando los cuidados durante el agregado de los reactivos de Winkler, en mo-
do tal que la precision en tales condiciones se acerque a la precisién obtenida en condi-
ciones de laboratorio. Recientemente se han obtenido resultados semejantes al descripto
mediante sensores de oxigenao polarogréaficos por los que se hace pasar una corriente eléc-
trica discontinua a intervalos controlados por un microprocesador (R. Carignan, com.
pers.), con una gran economia de trabajo de campo y de laboratorio.

CONCLUSIONES

La precision alcanzada por el método puesto a punto, 10—20 mg.m3 05, expresada co-
mo desviacion estandar , hace posible su uso en aguas con més de 230 mg.m3 0, de pro-
ductividad diaria media anual, si se acepta una probabilidad de error (p < 0,05) de hasta
el 20 ©/o. En aguas de menor estado trofico debe asumirse la probabilidad de incurrir en
errores mayores al 20 ©/o. Las referencias bibliograficas sefialan que la precision alcan-
zada es la maxima posible para esta meiodologia. Si se requiere un nivel mayor de preci-
sion, el punto final debe detectarse por medio de técnicas fotométricas o recurrirse al
método del carbono 14.

La automatizacion del método permitié procesar hasta 60 botellas en cuatro horas,
agilizando asi el intenso trabajo de laboratorio requerido por esta técnica.

El divisor de muestras resultd ser un dispositivo apto para lograr un llenado simultaneo
y perfectamente homogéneo en oxigeno disuelto en las nueve botellas de cada profun-
didad de incubacion.

Utilizando la desviacion estandar agrupada y el intervalo de confianza para las dife-
rencias entre dos medias, es posible estimar la probabilidad de error asociado a las esti-
maciones de la productividad primaria con el método del oxigeno, estimar la cantidad
minima de productividad determinable con una técnica de oxigeno dada y predecir su
aplicabilidad en aguas de diferente estado trofico, si se conocen sus concentraciones me-
dias anuales de clorofilaa.
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