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On the variation of alkalinity during phytoplankton photosynthesis
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Abstract

The alkalinity of the organic constituents of marine phytoplankton and their participation in the total alkalinity (TA) change of
seawater during photosynthesis are carefully assessed. Quantification of the contribution of phytoplankton chlorophyll, proteins
and phosphorus compounds to the hydrogen ion balance of seawater in terms of total inorganic nitrogen (A[N;] = A[NH,*] +
A[N,] + A[NO,] + A[NO;7]) and total inorganic phosphorus (A[P]) changes during photosynthesis yielded that the organic
components of marine phytoplankton are alkaline by —0.06 x A[N;] — 0.49 x A[P;], and that the potential total alkalinity (TA)
during photosynthesis is TAp = TA — [NH,] + 0.93 x [NO,] + [NO;7] + 0.08 x [N;] + 0.23 x [P;] for unfiltered seawater samples
and TA, = TA = [NH,] + 0.93 x [NO,] + [NO5] + 0.02 x [N] + 0.26 x [P4] for filtered seawater samples. These equations
correct the traditionally used expression TA, = TA + [NO;™]. The TA; anomalies are produced, in order of increasing importance,
by N, fixation, DMSP production and CaCO; fixation.

Key words: total alkalinity, carbon cycling, phytoplankton, primary production, mineralization.

Resumen

En este articulo se estima la alcalinidad de los compuestos organicos producidos por el fitoplancton marino y su contribucion
al cambio de alcalinidad total (TA) del agua de mar durante la fotosintesis. Tras cuantificar la contribucion de los pigmentos
fotosintéticos, las proteinas y los compuestos de fésforo al balance de H* del agua de mar referida a las variaciones de nitrégeno
inorganico (A[N;] = A[NH,*] + A[N,] + A[NO,] + A[NO;7]) y fésforo inorganico (A[P;]) totales durante la fotosintesis, se
obtiene que los constituyentes orgénicos del fitoplancton marino tienen una alcalinidad de —0.06 x A[N;] — 0.49 x A[P{], y que la
alcalinidad potencial (TAp) durante la fotosintesis es TAp = TA — [NH,] + 0.93 x [NO,] + [NO5] + 0.08 x [N;] + 0.23 x [P{]
para muestras no filtradas y TA, = TA — [NH,] + 0.93 x [NO,] + [NO;] + 0.02 x [N;] + 0.26 x [P;] para muestras filtradas.
Estas expresiones corrigen la ecuacion tradicional de TAp = TA + [NO;]. Procesos tales como la fijacién de N,, la produccién de
DMSP y, sobre todo, la sintesis de CaCOs, producen desviaciones crecientes en el comportamiento conservativo de la TA,

Palabras clave: alcalinidad total, ciclo del carbono, fitoplancton, produccion primaria, mineralizacion.

Introduction Introduccion
The theoretical definition of the total alkalinity (TA) of any La definicion tedrica de alcalinidad total (TA) de una mues-
natural sample is given by the well-known expression tra de agua viene dada por la expresién (Dickson, 1981;
(Dickson, 1981; Millero, 1995): Millero, 1995):
TA = [HCO;7] + 2x[CO,2] + [B(OH), ] + [OH] + “Bases’ — [H*] (1)
The determination of TA requires titration with hydrochlo- La TA se determina por volumetria con acido clorhidrico.
ric acid. According to the theoretical definition of Eq. (1), the Segun la definicion tedrica, el punto final de dicha valoracion
endpoint of the TA titration should be the pH at which: debiera ser el pH al cual:
[H*] = [HCO,] + 2x[CO,#] + [B(OH),] + [OH] + “Bases’ (2)
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In the pH seawater scale (pHgys), the [OH-] term includes
the concentration of Mg(OH)* and the [H*] term includes those
of HSO,> and HF (Millero, 1995). Aside from the major
HCO;, CO4 and B(OH), species, a seawater sample has sig-
nificant concentrations of other bases that can accept hydrogen
ions during the TA determination. This paper will focus on the
bases that play a part in the synthesis of the organic (carbohy-
drates, lipids, proteins, photosynthesis pigments, phosphorus
compounds, DMSP) and inorganic (CaCQO;, (Si,OsH,),) prod-
ucts of marine phytoplankton photosynthesis. In this sense,
although the inorganic carbon, phosphorus and silicon species
have been traditionally considered in TA studies (Brewer et al.,
1975; Dickson, 1981; Johansson and Wedborg, 1982; Millero,
1995), the contribution of the products of phytoplankton pho-
tosynthesis has still not been comprehensively examined.

Since the endpoint of the TA determination depends upon a
group of poorly defined bases, the theoretical definition of TA
is not operational, because the composition of bases in the
sample should be known to either calculate the endpoint of the
TA titration before the measurement is performed or to correct
it after the determination. In addition, a strict application of the
theoretical definition of TA would imply that the endpoint of
the TA determination would be different for each sample. To
overcome this issue, Dickson (1981) gave his own operational
definition of TA: “The total (or titration) alkalinity of a natural
water sample can be regarded as a measure of the proton deficit
of the solution relative to an arbitrarily defined zero level of
protons”. Since the carbonic and boric acid systems are the
main contributors to the TA of a natural sample, Dickson
(1981) reasonably established that the operational endpoint of
the TA titration should be the pH at which:

[H]=[HCO;] + 2x[CO#] + [B(OH), 1+ [OHT  (3)
This equation can be simplified to:
[H]~ [HCO4] + 2x[CO4*] (4)

This endpoint is at a pH ~4.4. Hence, Dickson (1981)
arbitrarily defined that any acid with a pK, < 4.5 is a proton
donor; consequently, it does not accept protons during the TA
determination. Based on Dickson’s (1981) definition, Millero
(1995) provides the following operational definition of alkalin-
ity: “The total (or titration) alkalinity (TA) of a natural water
sample is arbitrarily (or operationally) defined as the concen-
tration (in eq kg) of all bases able to accept a hydrogen ion at
the equivalence point of the carbonic acid system species”. In
this work we have strictly applied this definition, without
considering the arbitrarily established zero level of protons
imposed by Dickson (1981). For a standard seawater sample of
salinity 35.0 and temperature 25°C, the equivalence point of a
TA determination occurs at a pHgys 0of ~4.25 (hydrogen ion
activity, a,; = ~1044).
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En la escala de pH para agua de mar (pHsws), [OH] incluye
la concentracion de Mg(OH)* y [H*] las de HSO,> y HF
(Millero, 1995). Aparte de HCO,~, COz> y B(OH),-, en el agua
de mar hay concentraciones significativas de otras bases con
capacidad de aceptar H* durante la valoracion de la TA. Este
articulo se centra precisamente en aquellas bases que juegan un
papel relevante en la produccion de sustancias orgénicas
(carbohidratos, lipidos, proteinas, pigmentos fotosintéticos,
compuestos de fosforo, DMSP) e inorgéanicas (CaCO;,
(Si,05H,),) durante la fotosintesis del fitoplancton marino. Asi,
mientras que el carbono, nitrégeno y fosforo inorganicos se
han tenido en cuenta en estudios previos de la TA (Brewer et
al., 1975; Dickson, 1981; Johansson y Wedborg, 1982;
Millero, 1995), la contribucion de los productos de la fotosinte-
sis del fitoplancton nunca ha sido evaluada previamente.

Si el punto final de una valoracion de TA depende de la
concentracion de ciertas bases no muy bien caracterizadas, la
definicion teodrica no es operativa puesto que dichas bases
debieran conocerse previamente para bien calcular el punto
final de la valoracion antes de realizar la medida o bien
corregirla después de la determinacion. Ademas, si la defini-
cion tedrica de TA se aplica estrictamente, cada muestra
tendria un punto final diferente. Para solventar este inconve-
niente, Dickson (1981) propuso la siguiente definicion
operativa de TA: “La alcalinidad total de una muestra de agua
es una medida del déficit de H* referido a un nivel cero estable-
cido de forma arbitraria”. Puesto que los &cidos carbonico y
borico son los que contribuyen principalmente a la TA de una
muestra natural, Dickson (1981) decidio fijar el punto final de
la valoracién de la TA en el pH al cual:

[H]=[HCO;] + 2x[CO#] + [B(OH), 1+ [OHT  (3)
Esta ecuacion puede simplificarse como sigue:
[H]~ [HCO;] + 2x[CO4*] (4)

Dicho punto final estd a un pH de ~4.4. Sobre esta base
Dickson (1981) decidié arbitrariamente que cualquier &cido
con un pK, < 4.5 es donante de H*y, por tanto, no aceptara H*
durante una valoracion de la TA. Basandose en la de Dickson
(1981), Millero (1995) propuso la siguiente definicion opera-
cional; “La alcalinidad total de una muestra de agua natural se
define arbitrariamente (u operativamente) como la concentra-
cion (en eq kg) de todas las bases capaces de aceptar H* en el
punto de equivalencia del sistema del acido carbonico”. En
este manuscrito hemos aplicado de forma estricta esta Gltima
definicion, sin considerar el nivel de referencia impuesto de
forma arbitraria por Dickson (1981). Para una muestra de agua
de mar de salinidad 35.0 y temperatura 25°C, el punto de equi-
valencia de la valoracién de TA ocurre a un a pHgys de ~4.25
(actividad de H*, a,, = ~1044).
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Results and discussion

Total alkalinity changes during the synthesis of the organic
components of marine phytoplankton

The stoichiometric equation for the photosynthesis of the
major organic components of marine phytoplankton, with an
average composition of C,ogH,6,0110N16P, Was first established
by Richards (1965), based on the classical work by Redfield
et al. (1963). Subsequently, Anderson (1995) and Fraga et al.
(1998) proposed new formulas, C;,H;7504.,N;P and
Ci06H17104,N 6P respectively, which basically correct the over-
estimated H and O proportions of the original formula. The
new formulas are more consistent with the biochemical com-
position of marine phytoplankton and with the variations of
dissolved oxygen (O,) and inorganic carbon (C;), nitrogen (Ny)
and phosphorus (P;) observed in the water column during
photosynthesis/mineralization processes in the oceans. The
revised stoichiometric equation is (Fraga et al., 1998):

106 HCO; + 16 NO;~ + HPO,# + 94 H,0

The inorganic carbon, nitrogen and phosphorus species in
Eqg. (5) have been written in their most abundant forms at the
pHsws Of a standard seawater sample. Considering the acidity
constants of carbonic and phosphoric acids in seawater of
salinity 35.0 and temperature 25°C (table 1), HCO;™ represents
84-94% of C; and HPO,? represents 77-91% of P; depending
on the pHgws, Which ranges from 8.2 (a;, = 10%4) to 7.6 (a, =
10-78), respectively. Regarding the N; species, phytoplankton
is able to use NH,*, N,, NO;~ and NO,™ as inorganic nitrogen
sources (Wada and Hattori 1991). Only NO;- will be consid-
ered in this section.

Although Eqg. (5) can be used for common mass balance
purposes, it is not suitable to study the TA change of seawater
during the photosynthesis of marine phytoplankton (ATA). The
accurate quantification of ATA requires consideration of the
contribution of the other C; and P species able to accept a
hydrogen ion during the TA determination. In this case, ATA
could be more easily calculated considering the complemen-
tary balance of strong cations minus strong anions. In the
context of the operational definition of TA, a strong cation is
any cation that is not able to donate a hydrogen ion at the
equivalence point of the carbonic acid system species
(e.g., Na* and NH,*). Accordingly, a strong anion is any anion
that is not able to accept a hydrogen ion in the same conditions
(e.g., CI- and NOj"). Based on this definition, Brewer et al.
(1975) established that TA increases (decreases) 1 eq per mol
of NO; and P; consumed (produced) during the synthesis
(early degradation) of the organic tissues of marine phy-
toplankton, i.e. ATA/(AP; + NOy) = -1, and defined the
conservative chemical parameter “potential alkalinity” (TAp)
as the sum of TA + [NO;7] + [P;]. Note that considering the
pK’ s of the phosphoric acid system, P; is not able to accept

——>  CyoH17104, NP + 149 O, + 124 OH-
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Resultados y discusion

Variacién de la TA durante la sintesis de los compuestos
organicos del fitoplancton marino

Baséandose en el trabajo de Redfield et al. (1963), Richards
(1965) propuso que la composiciéon media de los compuestos
organicos del fitoplancton marino debiera ser C;ysH2640110N16P.
Posteriormente, Anderson (1995) y Fraga et al. (1998)
propusieron nuevas formulas quimicas, C;oH;750,,NP Y
C106H17:04,N;6P respectivamente, que corregian el exceso de H
y O de la férmula original. Estas nuevas férmulas eran mas
coherentes con la composicion bioquimica del fitoplancton
marino y con las variaciones de oxigeno disuelto (O,) Y
carbono (C;), nitrogeno (N;) y fdsforo (P;) inorgénicos
observados en la columna de agua durante los procesos de
fotosintesis y mineralizacidn en los océanos. La ecuacion este-
quiométrica correspondiente a la sintesis de un material de
composicion C,psH,7,0,4,NsP es (Fraga et al., 1998):

(5)

El carbono, nitrégeno y fosforo inorganicos aparecen en I
ecuacion (5) en su forma mas abundante al pHgys estandar del
agua de mar. Considerando las constantes de acidez de los
acidos carbonico y fosférico en agua de mar de salinidad 35.0
y temperatura 25°C (tabla 1), el HCO;~ representa de 84% &
94% del C; y el HPO,* representa de 77% a 91% del P;
dependiendo del pHgys, que se varid entre 8.2 (a, = 1084) y 7.6
(ay = 1079, respectivamente. Respecto del Ny, el fitoplancton
puede usar NH,*, N,, NO;~ y NO,~ como sustrato (Wada Y
Hattori, 1991). En esta seccion Unicamente se considerara le
asimilacion de NO;~.

Aungue la ecuacién (5) puede usarse en balances de masa,
no es adecuada para estudiar la variacion de la TA durante I3
fotosintesis del fitoplancton marino (ATA). Cuantificar la ATA
con precision exige tener en cuenta la contribucion de las otras
formas idnicas de C; y Py que puedan aceptar H* durante |z
valoracion de la TA. ATA podria calcularse facilmente
realizando un balance de cationes menos aniones fuertes. En el
contexto de la definicidn operativa de TA, un catién fuerte es
aquel que no pueda donar H* en el punto de equivalencia del
acido carbonico (ej. Na*y NH,*) y un anion fuerte aquel que nc
pueda aceptar H* en las mismas condiciones (ej. Cl-y NO;").
Basandose en esta definicion, Brewer et al. (1975) establecie-
ron que la TA aumenta (disminuye) 1 eq por mol de NO;~y P,
consumido (producido) durante la sintesis (degradacion) de los
constituyentes organicos del fitoplancton marino, ATA/(AP; +
NO;) = -1, y definieron la variable conservativa alcalinidac
potencial (TA;) como la suma de TA + [NO;7] + [P1]. Notese
que considerando las constantes de acidez (pK’,) del &cido fos-
forico, el P no puede aceptar 1.016 eq de H* por mol de P &
pHsws 4.25 (véase el balance de cargas g,,5 en la tabla 1).
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Table 1. Acid constants for the species considered in the text (hydrogen ion activity ay scale, salinity 35.0, temperature 25°C). & = Zzi XA/ ZAi , balance
1 1
of charges of the i species of charge z; that constitute the system of a given acid A. €, 55 and &g, balances at pHgys 4.25 and 8.0.

Tabla 1. Constantes de acidez de las especies consideradas en el texto (en la escala a,, salinidad 35.0, temperatura 25°C). € = Zzi * A/ ZAi , balance de
1

cargas de las i especies con carga z; que constituyen el sistema de un acido A. €455 Y €g, balances a pHgys 4.25 y 8.0.

pK’, pK’, pK’; €425 €50 €50— €425 Reference
H,CO, 6.00 9.11 — -0.025 -1.102 -1.078 Millero (1995)
H.PO, 1.77 6.12 8.95 -1.016 -2.149 -1.133 Millero (1995)
H,PO;-O-R® 1.77 6.12 — -1.016 -1.992 -0.976
HPO,—~(-O-R),® 1.77 — — -0.998 -1.000 -0.002
H,SiO, 9.53 — — 0.000 -0.045 -0.045 Millero (1995)
HNO, 3.25 — — -0.066 -1.000 -0.934 Goldman and Brewer (1980)
Histidine® 3 6.0 — — +0.976 +0.006 -0.969 Dawson et al.(1986)
Lysine@ 3 10.53 — — +1.000 +0.995 -0.005 Dawson et al.(1986)
Arginine® 3 12.48 — — +1.000 +1.000 -0.000 Dawson et al.(1986)
Aspartic acid@ 3 3.86 — — -0.776 -1.000 —-0.224 Dawson et al.(1986)
Glutamic acid® 4.25 — — —-0.586 -1.000 -0.414 Dawson et al.(1986)
Adenosine® 3.30 12.50 — +1.075 +1.000 -0.074 Dawson et al.(1986)
Guanosine® 1.6 9.16 12.3 +1.002 +0.901 -0.100 Dawson et al.(1986)
Cytosine® 4.60 12.16 — +0.613 +0.000 -0.613 Dawson et al.(1986)
Thymidine® 9.8 13.1 — 0.000 -0.025 -0.025 Dawson et al.(1986)
Uridine® 9.2 12.3 — 0.000 -0.091 -0.091 Dawson et al. (1986)
Ethanolamine®) 8.86 — — +1.000 +0.821 -0.180 Dawson et al. (1986)
Propionic acid® 4.87 — — -0.193 -0.999 -0.806 Dawson et al. (1986)

(1) The same pK’4s than for H3PO, is considered.

(2) Only the pK'4 of the side-chain functional groups is considered, since the terminal R-CH(NH,)-COOH groups are neural amides.

(3) pK'as at salinity 0.0 and temperature 25°C.

1.016 eq of H* per mol of P at pHgys 4.25 (see the balance of
charges ¢g,,5 in table 1). Culture experiments conducted by
Brewer and Goldman (1976) and revisited by Goldman and
Brewer (1980) confirmed the experimental validity of TA,. On
the basis of those experiments, Broecker and Peng (1982) pre-
sented the following simplified version of Brewer et al.’s
(1975) equation: ATA/ANO;- = -1, which frequently appears in
the literature. In any case, these relationships between TA and
NO;~ or TA, NO;~ and Py assume that the organic constituents
of marine phytoplankton are neutral; that is, they do not play
any part in the hydrogen ion balance of seawater. But, how
accurate is this assumption?

Fraga and Pérez (1990) and Laws (1991) have reviewed in
great detail the average composition of the phytoplankton
carbohydrates, lipids, proteins, photosynthetic pigments and
phosphorus compounds. Table 2 summarizes the average com-
position of these groups of biomolecules and shows the relative
contribution of each group to the average composition of
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Brewer y Goldman (1976) y Goldman y Brewer (1980)
confirmaron la validez experimental de TA, en cultivos de
fitoplancton marino. Basandose en estos experimentos,
Broecker y Peng (1982) propusieron una version simplificada
de la ecuacion de Brewer et al. (1975), ATA/ANO;~ = -1, que
se ha usado frecuentemente en la bibliografia. En cualquier
caso, estas razones entre TA'y NO;~ 0 TA, NO;~ vy P; suponen
que los compuestos organicos del fitoplancton marino son
neutros, es decir, no aceptan ni donan H* en el punto de
equivalencia del acido carbénico. ¢Es correcta esta suposicion?

Fraga y Pérez (1990) y Laws (1991) revisaron en detalle la
composicion media de los carbohidratos, lipidos, proteinas,
pigmentos fotosintéticos y compuestos de fosforo que cons-
tituyen el fitoplancton marino. En la tabla 2 se resume la
composicion media de estos cinco grupos de compuestos. En la
tabla 2 también se indica la contribucién relativa de cada grupo
a la composiciéon media del fitoplancton marino presentada en
la ecuacion (5). La suposicion de que estos grupos de
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Table 2. Composition (chemical formula) of the carbohydrates, lipids, proteins, chlorophylls and phosphorus compounds that constitute the organic
components of marine phytoplankton. The contribution of each group of compounds to the average composition of marine phytoplankton is also
presented. Data taken from Fraga and Pérez (1990). The balances of charges at pHgyys 4.25 and 8.0 are referred to 1 mol of chemical formula.
Tabla 2. Composicion (formula quimica) de los carbohidratos, lipidos, proteinas, pigmentos fotosintéticos y compuestos de fésforo del fitoplancton.
Se indica la contribucién de cada grupo de compuestos a la composicion media del fitoplancton marino. Datos tomados de Fraga y Pérez (1990).
Los balances de cargas a pHgys 4.25 y 8.0 se refieren a 1 mol de férmula quimica.

Formula % (wiw) €45 €50 €80~ €425
Carbohydrates CeH1005 24.4 0.000 0.000 0.000
Lipids CssHgoO6 16.5 0.000 0.000 0.000
Chlorophylls a, b, ¢, and ¢, Cy6Hs,05N,Mg 20 0.000 0.000 0.000
Proteins C130H217045NgeS 45.1 1288  -1.029  -2.317
Phosphorus compounds CsH7604:N1,Ps 12.0 -3.018 -6.164 -3.145
Average composition Ci06H17104N16PSg 5 100.0 -0.162 -1.586 -1.424

marine phytoplankton presented in Eq. (5). The assumption compuestos son neutros es valida para los carbohidratos,
that the different groups of biomolecules are neutral is truthful lipidos y pigmentos fotosintéticos. Los grupos funcionales
for the carbohydrates, lipids and photosynthetic pigments. The alcohol (R-OH), aldehido (R-HCO) y cetona (R-CO-R’) de
alcohol (R-OH), aldehyde (R-HCO) and keton (R-CO-R’) los carbohidratos y el grupo éster de los lipidos (R—-CO-0O-R’)
groups of the carbohydrates and the ester groups of the lipids  ni son alcalinos ni cambian la TA del agua de mar durante |z
(R-CO-0-R’) are not alkaline and do not alter the alkalinity of ~ fotosintesis. Respecto de los pigmentos fotosintéticos (clorofi-
seawater during photosynthesis. In regard to the photosynthetic las a, b, ¢, y ¢,), si bien los anillos de porfirina no contribuyer
pigments (chlorophylls a, b, ¢, and ¢,), although the porphyrin  al balance de H*, si que hacen variar la TA del agua de mar
of the chlorophylls does not contribute to the hydrogen ion  durante la fotosintesis:

balance, it alters the TA of seawater during photosynthesis:

ATA = —A[NO;] + 2 x A[Mg#] = - (-4) + 2 x (-1) = 2.000, (6)
that is, 0.500 eq of H* per mol of chlorophyll N (Nchl), as is esto es, 0.500 eq de H* por mol de N de pigmentos fotosintéti-

inferred from the balance of strong cations minus strong anions cos (Nchl), tal y como se deduce del balance de cationes menos
derived from the stoichiometric equation of phytoplankton aniones fuertes obtenido a partir de la ecuacion estequiomé-

chlorophyll photosynthesis: trica de sintesis de pigmentos de fitoplancton:
46 HCO, + 4 NO; + Mg + 27 H,0 —  CyHy,O,N,Mg + 62 O, + 48 OH~ @
Regarding the proteins, the amide groups (R-CO-NH-R”) Respecto de las proteinas, el grupo amida (R-CO-NH-R’)
of the peptide bonds do not participate in the hydrogen ion bal-  de los enlaces peptidicos no contribuye al balance de H* del

ance of seawater. The amine groups (R-NH,) of the terminal ~ aguade mar y la contribucion de los grupos amina (R-NH,) de
amino acids should have to be considered, but their proportion ~ los amino acidos terminales es tan pequefia (una proteina de
is so low (an average protein consists of >25 amino acids) that ~ tamafio medio consta de >25 amino é&cidos) que no afectan sig-
they do not noticeably affect the hydrogen ion balance of  nificativamente al balance de H*. Sin embargo, la contribucior
seawater. In addition, the contribution of the side-chain  de los grupos laterales de los amino &cidos béasicos (lisina
functional groups of the basic (lysine, arginine and histidine) arginina e histidina) y &cidos (aspartico y glutamico) si es sig-
and acid (aspartic and glutamic) amino acids should also be nificativa. Considerando las constantes de acidez de los grupos
taken into account. Considering the acid constants of the side-  laterales amino de la lisina (pK’, = 10.53), guanidina de I
chain amine group of lysine (pK’, = 10.53), the guanidine  arginina (pK’, = 12.48), imidazol de la histidina (pK’, = 6.0) y
group of arginine (pK’, = 12.48), the imidazole group of  carboxilo de los 4cidos aspartico (pK’, = 3.86) y glutamico
histidine (pK’4 = 6.0) and the carboxylic acid groups of  (pK’, = 4.25), éstos pueden aceptar 0.000 eq de H* por mol
aspartic (pK’, = 3.86) and glutamic (pK’,= 4.25) acids, they  (eq mol-%) de lisina y arginina, 0.969 eq mol- de histidina,
are able to accept 0.000 eq of H* per mol (eq mol-?) of lysine  0.224 eq mol- de acido aspartico y 0.414 eq mol- de &cidc
and arginine, 0.969 eq mol- of histidine, 0.224 eq mol-* of glutdmico durante la valoracion de la TA desde un pHgy
aspartic acid and 0.414 eq mol-* of glutamic acid during the  estandar de 8.0 (a, = 10%2) hasta el pHgys del punto de
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alkalinity titration from a standard pHg,s of 8.0 (a; = 10-%2) to
the equivalence point pHg,s Of 4.25. These numbers have been
obtained by subtracting the balance of charges at pHgys 4.25
(£4.5) from the balance of charges at pHgys 8.0 (g50; table 1). In
addition, lysine, arginine and histidine are not able to donate
1.000, 1.000 and 0.976 eq of H* per mol at the equivalence
point pHgws Of 4.25 (g,,5). On the contrary, aspartic and
glutamic acids are not able to accept 0.776 and 0.586 eq of H*
per mol in the same conditions. Lysine, arginine and histidine
represent 7.8%, 14.5% and 7.9% of the total N content of phy-
toplankton proteins (Fraga and Pérez, 1990), with the average
composition presented in table 2. Part of the carboxylic acid
groups of aspartic and glutamic acids are really in the form of
neutral amide groups in proteins, such as asparagine and
glutamine, respectively. Therefore, although aspartic and
glutamic acids represent 7.0% and 8.9% of the total N content
of phytoplankton proteins, only 4.5% and 5.7% are in the
carboxylic acid form, respectively (Fraga and Pérez, 1990).
Considering these proportions and the corresponding balances
of charges in table 1, the total charges of phytoplankton pro-
teins are +0.033 eq per mol of protein N (Nprot) at pHgys 4.25
and —0.027 eq per mol of Nprot at pHgys 8.0. Consequently,
phytoplankton proteins are alkaline by 0.059 eq of H* per mol
of Nprot (table 2). They also alter the TA of seawater during
photosynthesis:

equivalencia de 4.25. Estos valores se obtienen substrayendo el
balance de cargas a pHsws 4.25 (g425) del balance de cargas a
PHgws 8.0 (g50; tabla 1). Ademas, la lisina, arginina e histidina
no pueden donar 1.000, 1.000 y 0.976 eq H* por mol al pHgys
del punto de equivalencia (g,.s). Por el contrario, los acidos
aspértico y glutamico no pueden aceptar 0.776 y 0.586 eq de
H* por mol en las mismas condiciones. La lisina, arginina e
histidina representan 7.8%, 14.5% y 7.9% del N de las
proteinas de fitoplancton (Fraga y Pérez, 1990), que tienen la
composicion media de la tabla 2. Parte de los grupos laterales
carboxilo de los &cidos aspartico y glutdmico forman grupos
amida, que son neutros, para dar la asparagina y glutamina,
respectivamente. Por tanto, aunque los acidos aspartico y glu-
tamico representan 7.0% y 8.9% del N de las proteinas del
fitoplancton, solamente 4.5% y 5.7% de los grupos laterales
carboxilo estan en forma de &cido, respectivamente (Fraga y
Pérez, 1990). Considerando estas proporciones, y el balance de
cargas de la tabla 1, resulta que la carga total de las proteinas
del fitoplancton es +0.033 eq por mol de N de proteinas
(Nprot) a pHgws 4.25 y —0.027 eq por mol de Nprot a pHgys
8.0. En consecuencia, las proteinas del fitoplancton tienen una
alcalinidad de 0.059 eq de H* por mol de Nprot (tabla 2). Ade-
mas, las proteinas hacen variar la TA del agua de mar durante
la fotosintesis:

ATA = —A[NO;] — 2xA[SO,#] +0.033xA[Nprot] = —1.033xA[NO;] — 2XA[SO,>]

= —1.033%(~39)-2x(~1) = 42.288,

that is, 1.084 eq of H* per mol of Nprot, as indicated by
the balance of strong cations minus strong anions derived
from the stoichiometric equation of phytoplankton protein
photosynthesis:

138 HCO; + 39 NO,;~ + SO~ + 129 H,0O

The phosphorus compounds are constituted by RNA, DNA,
nucleotides, phospholipids, phosphoproteins, phosphosugars,
phosphate and polyphosphates, which represent 30.0%, 9.5%,
2.6%, 7.4%, 4.8%, 4.1%, 38.5% and 3.1% of P, respectively
(Miyata and Hattori, 1986). Phosphorus in RNA, DNA, phos-
pholipids and phosphoproteins is in the form of phosphate
diester (R—-O-HPO,~O-R”). It does not accept a hydrogen ion
during the alkalinity titration from a standard pHgs of 8.0
to the equivalence point pHgys Of 4.25 (gg5-€45 = —0.002;
table 1), and it is not able to accept 0.998 eq of H* per mol of P
at pHgws 4.25 (425 = —0.998; table 1). These numbers are also
applicable to the phosphate diesters of the nucleotids (essen-
tially ATP) and the polyphosphates. Phosphorus in the
phosphosugars (H,PO,~O-R) is able to accept 0.976 eq of H*
per mol of P during the TA determination and it is not able to
accept 1.016 eq of H* per mol of P at pHgys 4.25. Again, these
numbers are also applicable to the terminal phosphorus of the
nucleotids and polyphosphates, although the contribution of
the latter can be negligible.

— CupgH2170,5N5S + 220 O, + 179 OH-
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(®)

es decir, 1.084 eq de H* por mol de Nprot, tal y como se deduce
del balance de cationes menos aniones fuertes derivado de la
ecuacion estequiométrica de sintesis de proteinas de fitoplanc-
ton marino:

(9)

Respecto de los compuestos de fosforo, éstos son ARN,
ADN, nucleétidos, fosfolipidos, fosfoproteinas, fosfoazlcares,
fosfato y polifosfatos, que representan 30.0%, 9.5%, 2.6%,
7.4%, 4.8%, 4.1%, 38.5% y 3.1% del P del fitoplancton, res-
pectivamente (Miyata y Hattori, 1986). El fosforo del ARN,
ADN, fosfolipidos y fosfoproteinas esta en forma de enlaces
fosfo-di-éster (R—-O-HPO,~O-R’), que no aceptan H* durante
la valoracion de la TA desde un pHg,s estandar de 8.0 hasta el
pHgqws del punto de equivalencia de 4.25 (g54—€4,5 = —0.002;
tabla 1) y no pueden aceptar 0.998 eq de H* por mol de P a
PHsws 4.25 (g4,5 = —0.998; tabla 1). Estos valores también son
aplicables a los enlaces fosfo-di-éster de los nucleétidos
(esencialmente ATP) y los polifosfatos. El fosforo de los fos-
foazucares (H,PO,—O-R) puede aceptar 0.976 eq de H* por
mol de P durante la valoracion de la TA y no puede aceptar
1.016 eq de H* por mol de P a pHgys 4.25. De nuevo, estos
valores son también aplicables al fésforo terminal de los
nucleétidos y polifosfatos, aunque la contribucién de los poli-
fosfatos pueda considerarse despreciable.
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Aside from the phosphate esters, the possible contribution
of the nucleosides of the purine (adenosine and guanosine) and
pyrimidine (uridine, cytidine and thymidine) bases of the
nucleotids and nucleic acids should be considered. Thus, dur-
ing the TA determination, 1 mol of adenosine is able to accept
0.074 eq of H*; 1 mol of guanosine, 0.100 eq; 1 mol of uridine,
0.091 eq; 1 mol of cytidine, 0.613 eq; and 1 mol of thymidine,
0.025 eq (see &g—¢4,5 in table 1). While g4, is nil for uridine
and thymidine, it is +1.074 eq of H* per mol (eq mol-?) for ade-
nosine, +1.002 eq mol-! for guanosine and +0.613 eq mol-* for
cytidine. Therefore, the possible pairs adenosine/thymidine,
adenosine/uridine and guanosine/cytidine would contribute
with 0.049, 0.082 and 0.357 eq mol-* of P to the TA determina-
tion. Assuming that the adenosine/thymidine and guanosine/
cytidine pairs occur in the same proportions in RNA, they
would be able to accept 0.203 eq mol- of P. Accordingly, the
bases of RNA are not able to donate 0.672 eq mol-* of P at
pHsws 4.25. In the case of DNA, if the adenosine/uridine and
guanosine/cytidine pairs occur in the same proportions, they
would be able to accept 0.219 eq mol= of P during the TA
determination and are not able to donate 0.672 eq mol-* of P at
pHsws 4.25. Considering the phosphate diester and the purine
and pyrimidine bases, the nucleic acids as a whole can accept
0.205 (RNA) and 0.222 (DNA) eq mol-* of P during the TA
determination and they are not able to accept 0.326 eq mol*
of P at pHgws 4.25. Accordingly, taking into account the
adenosine, the phosphate diesters and the terminal phosphate
ester of the ATP, the nucleotids accept 0.351 eq mol- of P
during the TA determination, but they are not able to accept
0.646 eq mol of P at pHgs 4.25.

It is also necessary to consider the contribution of the N
bases of the phosphoproteins. In this sense, 78.3% of the phos-
phoprotein N is in the form of a protein and the remaining
21.7% is in the form of RNA (Fraga and Pérez, 1990). There-
fore, considering the phosphate diester and the N bases, the
phosphoproteins overall accept 0.992 eq of H* per mol of P
during the TA determination and they are not able to donate
0.112 eq of H* per mol of P at pHgqys 4.25. Finally, it is also
necessary to account for the contribution of the side-chain
basic functional groups of the phospholipids (ethanolamine,
coline, etc.). Assuming that it is essentially ethanolamine, this
basic group can accept 0.180 eq of H* per mol of P during the
TA determination and it is not able to donate 1.000 eq of H* per
mol of P at pHgys 4.25. Consequently, considering the phos-
phate diester and the ethanolamine, the phospholipids in sum
accept 0.182 eq of H* per mol of P during the TA determination
and they are not able to donate 0.002 eq of H* per mol of P at
PHsws 4.25.

Considering all these numbers together, the total charge of
phytoplankton phosphorus compounds is —0.604 eq per mol of
P at pHgws 4.25 and —1.233 eq per mol of P at pHgys 8.0. Con-
sequently, phosphorus compounds are alkaline by 0.629 eq of
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Aparte de los ésteres fosforicos, debe tenerse en cuenta |
posible contribucion de los nucle6sidos de las bases puricas
(adenosina y guanosina) y pirimidicas (uridina, citidina y
timidina) de los nucledtidos y acidos nucleicos. Asi, durante |
valoracion de la TA, 1 mol de adenosina puede aceptar 0.074
eq de H*, 1 mol de guanosina 0.100 eq, 1 mol de uridina 0.091
eq, 1 mol de citidina 0.613 eq y 1 mol de timidina 0.025 eg
(véase gg4—€4,5 €N la tabla 1). Mientras que &, ,5 €s nulo para Ia
uridina y timidina, éste resulta ser +1.074 eq de H* por mol
(eq mol*) de adenosina, +1.002 eq mol de guanosina Y
+0.613 eq mol de citidina. Por tanto, los posibles pares
adenosina—-timidina, adenosina—uridina y guanosina—citiding
contribuiran con 0.049, 0.082 y 0.357 eq mol-t de P a la valora-
cién de la TA. suponiendo que los pares adenosina-timidina y
guanosina—citidina estan presentes en las mismas proporciones
en el ARN, podrian aceptar 0.203 eq mol- de P. De acuerdc
con esto, las bases del RNA no pueden donar 0.672 eq mol- de
P a pHgws 4.25. En el caso del ADN si los pares adenosina-
uridina y guanosina—citidina estan en las mismas proporciones,
podrian aceptar 0.219 eq mol- de P durantes la valoracién de
la TA y no podrian donar 0.672 eq mol-* de P a pHgys 4.25
Considerando los enlaces fosfo-di-éster y las bases puricas y
pirimidicas, los &cidos nucleicos en conjunto podrian aceptar
0.205 (ARN) y 0.222 (ADN) eq mol- de P durante la valora-
cién de la TA'y no podrian aceptar 0.326 eq mol de P a pHg.
4.25. En definitiva, considerando la adenosina, los enlaces
fosfo-di-éster y el éster fosforico terminal del ATP, los nucleo-
tidos podrian aceptar 0.351 eq mol- de P durante la valoracion
de la TA pero no podrian aceptar 0.646 eq mol* de P a pHgy.
4.25.

También es necesario considerar la contribucion de las
bases nitrogenadas de las fosfoproteinas. En este sentido, el
78.3% del N de las fosfoproteinas esta en forma de proteinas y
el restante 21.7% en forma de ARN (Fraga y Pérez, 1990). Por
tanto, considerando el enlace fosfo-di-éster y las bases nitroge-
nadas, las fosfoproteinas pueden aceptar 0.992 eq de H* por
mol de P durante la valoracion de la TA y no pueden donar
0.112 eq de H* por mol de P a pHgys 4.25. Finalmente, también
ha de tenerse en cuenta la contribucion de los grupos laterales
basicos de los fosfolipidos (etanolamina, colina, etc.). Supo-
niendo que se trata esencialmente de etanolamina, este grupc
puede aceptar 0.180 eq de H* por mol de P durante la valora-
cién de la TA 'y no puede donar 1.000 eq de H* por mol de P &
pPHsws 4.25. Consecuentemente, considerando el enlace fosfo-
di-éster y la etanolamina, los fosfolipidos pueden aceptar 0.182
eq de H* por mol de P durante la valoracion de la TA y no pue-
den donar 0.002 eq de H* por mol de P a pHgys 4.25.

Poniendo todos estos nimeros en comun, resulta que le
carga total de los compuestos de fdésforo del fitoplancton
es —0.604 eq por mol de P a pHgys 4.25 y —1.233 eq por mol de
P a pHgws 8.0. Consecuentemente, los compuestos de fésforo
tienen una alcalinidad de 0.629 eq de H* por mol de P del
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H* per mol of phytoplankton P (Pphy) (table 2) and they are
able to alter the TA of seawater during photosynthesis:

fitoplancton (Pphy) (tabla 2) y son capaces de cambiar la TA
del agua de mar durante la fotosintesis:

ATA = —A[NO;] - 1.016xA[P;] - 0.604 x A[Pphy] = —A[NO;] — 0.412x A[P;] = —(-12)-0.412x(-5) = 14.062,  (10)

that is, 2.812 eq of H* per mol of Pphy, as inferred from
the balance of strong cations minus strong anions derived
from the stoichiometric equation of synthesis of phytoplankton
phosphorus compounds:

es decir, 2.812 eq de H* por mol de Pphy, como se deduce
del balance de cationes menos aniones fuertes derivado de la
ecuacion estequiométrica de sintesis de compuestos de fosforo
del fitoplancton marino:

45 HCO; + 12 NO; + 5HPO# + 465 H,O0 —— C;H»;04N,,P5 + 69.75 O, + 67 OH~ (11)

Finally, the ATA during the synthesis of marine phy-
toplankton pigments, proteins and phosphorus compounds will
be:

Finalmente, la ATA durante la sintesis de pigmentos, pro-
teinas y compuestos de fosforo sera:

ATA = 0.500xA[NchI] + 1.084xA[Nprot] + 2.812xA[Pphy] (12)

According to the relative contribution of chlorophylls, pro-
teins and phosphorus compounds to the average composition
of marine phytoplankton (table 2), ATA = -17.427 eq of H* per
mol of P; or =1.090 eq of H* per mol of NO;~. In addition,
phytoplankton proteins and phosphorus compounds are alka-
line by 0.059 x A[Nprot] + 0.629 x A[Pphy] = 1.424 eq of H*
per mol of Pphy. Consequently, the traditionally neglected
alkalinity of these organic constituents of marine phytoplank-
ton (1.424 eq of H* per mol of P; table 2) is as important as the
regularly accounted alkalinity of P; (1.133 eq of H* per mol
of P; table 1).

Eqg. (12) can be expressed in terms of NO,;~ and Py, the
chemical variables usually measured in hydrographic studies,
as follows:

ATA = -1.08xA[NO;] - 0.23xA[P;] (13)

Considering that A[NO3] = -A[Nchl] — A[Nprot] — A[Pphy]
x 12/5 and that A[NchlI]/A[Nprot] = 1.61 x 102 is the constant
ratio usually found in marine phytoplankton (Fraga and Pérez,
1990), the alkalinity of phytoplankton proteins and phos-
phorus compounds in terms of NO;~ and Py changes is —0.60 x
A[NO;] - 0.49 x A[P{].

Total alkalinity changes due to ammonium, nitrite and
molecular nitrogen utilization

Aside from NO;-, phytoplankton can use NH,*, NO,™ and
N, as nitrogen sources during photosynthesis, affecting ATA in
different ways. In the case that the nitrogen source is NH,*,
then Eq. (13) should be corrected considering that a strong
anion (NO;) is substituted by a strong cation (NH,*) in
Egs. (6), (8) and (10), producing a ATA change of —2.000 eq of
H* per mol of NO;~ substituted by NH,* (Goldman and Brewer,
1980). Therefore:

Considerando la contribucion relativa de pigmentos
fotosintéticos, proteinas y compuestos de fosforo a la com-
posicion media del fitoplancton marino (tabla 2), resulta que
ATA = -17.427 eq de H* por mol de P; 6 —1.090 eq de H* por
mol de NO;~. Ademas, las proteinas y compuestos de fésforo
del fitoplancton marino tienen una alcalinidad de 0.059 x
A[Nprot] + 0.629 x A[Pphy] = 1.424 eq de H* por mol de Pphy.
En consecuencia, la alcalinidad de estos compuestos (1.424 eq
de H* por mol de P; tabla 2), que tradicionalmente no ha sido
tenida en cuenta, es al menos tan importante como la alcalin-
idad debida al P; (1.133 eq de H* por mol de P; tabla 1).

La ecuacion (12) puede expresarse en funcion de NO;y Py,
las variables quimicas habitualmente medidas en estudios
hidrograficos:

ATA = -1.08xA[NO;] - 0.23x A[P;] 13)

Considerando que A[NO;] = —A[Nchl] — A[Nprot] -
A[Pphy] x 12/5 y que A[Nchl]/A[Nprot] = 1.61 x 102 es la
razon entre clorofilas y proteinas normalmente encontrada en
el fitoplancton marino (Fraga y Pérez, 1990), la alcalinidad de
las proteinas y compuestos de fésforo del fitoplancton marino
en funcidn de los cambios de NO;~ y Py seria —0.60 x A[NO;7]
—0.49 x A[P;].

Variacion de la TA a causa de la utilizacién de amonio,
nitrito y nitrégeno molecular

Ademas de NO;-, el fitoplancton puede usar NH,*, NO,~ y
N, como fuentes de nitrégeno durante la fotosintesis. Cada una
de estas formas de nitrogeno produce una variacién de la TA
diferente. Si la fuente de nitrégeno es el NH,*, entonces la
ecuacion (13) debe corregirse considerando la sustitucion de
un anion fuerte (NO;™) por un cation fuerte (NH,*) en las ecua-
ciones (6), (8) y (10), lo cual produce una ATA de —2.000 eq de
H* por mol de NO;~ que se substituya por NH,* (Goldman y
Brewer 1980). Por tanto:

ATA = —(1.08-2.00)xA[NH,"] — 0.23%A[P;] = 0.92xA[NH,] — 0.23 XA[P;] (14)
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Concerning NO,-, there is great disagreement in the
literature about the pK’, value of the nitrous acid, which
ranges from ~2.80 (Santaballa, 1985) to 4.36 (Spencer, 1975),
S0 g, ,5 could range from —0.975 to —0.532, respectively. There-
fore, the substitution of NO;~ by NO,~ could produce a ATA of
only -0.025 to as much as —0.477 eq of H* per mol of NO;-
substituted by NO,~. The experimental work conducted by
Goldman and Brewer (1980) in seawater of salinity 32 and
temperature 19°C supports the behaviour of HNO, as a strong
acid (pK’, = 3.25). For the purpose of this work, we will
assume the latter value as the pK’, of HNO,. Consequently,
€45 1S —0.934 and the substitution of NO;~ by NO,™ produces a
ATA of —0.066 eq of H* per mol of NO;~ substituted by NO,~.
In any case, a rigorous assessment of this pK’, in natural
seawater is necessary.

ATA = —(1.08-0.07) xA[NO,] — 0.23% A[P;] = —=1.01xA[NO,] — 0.23 XA[P,]

Finally, in the case that N, is the nitrogen source, then
Eg. (13) should be corrected considering that a strong anion
(NOy) is substituted by a neutral form (N,), producing a
ATA change of —1.000 eq of H* per mol of NO;- substituted by
N,:

ATA = —(1.08-1.00)XA[N,] — 0.23XA[P;] = —0.08XA[N,] — 0.23 XA[P;]

Therefore, combining Egs. (13), (14), (15) and (16) the TA
change due to the synthesis of phytoplankton pigments, pro-
teins and phosphorus compounds should be:

ATA = -0.92XA[NH,] — 0.08 XA[N,]-1.01xA[NO,] — 1.08 XA[NO;]-0.23XA[P;]

or:

ATA = A[NH,] - 0.93xA[NO,]-A [NO;]-0.08xA — 1.08 XA[N;]-0.23%A[P;]

where A[N;] = A[NH,*] + A[N,] + AINO,] + A[NO;].

Total alkalinity changes during the synthesis of
dimethylsulfoniumpropionate (DMSP)

Certain groups of phytoplankton, mainly Dinophyceae and
Prymnesiophyceae, are able to produce and release large
amounts of DMSP, (CH,),S* (CH,),COO-, a major form of
reduced sulfur in marine particulate matter (Simo et al., 2000).
It may constitute up to 10-20% of cellular organic carbon
(Matrai and Keller, 1994), becoming a major organic constitu-
ent in phytoplankton known to produce large amounts of
DMSP.

Although the sulfonium group of DMSP does not
participate in the hydrogen ion balance of seawater, the
carboxylic acid group (pK’, = 4.87) should be considered. It
does accept 0.806 eq of H* per mol of S (Spuse) during the
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Con respecto al NO,-, existe una gran discrepancia en I3
bibliografia acerca del valor del pK’, del &cido nitroso. Este
varia desde ~2.80 (Santaballa, 1985) hasta 4.36 (Spencer
1975), con lo que &, ,5 podria oscilar entre —0.975 y —0.532, res-
pectivamente. En consecuencia, la sustitucion de NO;~ por
NO,- produciria una ATA desde tan s6lo —0.025 hasta tantg
como —0.477 eq de H* por mol de NO;~ sustituido por NO,~. El
trabajo experimental llevado a cabo por Goldman y Brewel
(1980) en agua de mar de salinidad 32 y 19°C de temperatura
apoya el comportamiento del HNO, como &cido fuerte en agua
de mar (pK’, = 3.25). En este trabajo usaremos este Gltima
valor del pK’, del HNO,. Por lo tanto, g, ,5 s —0.934 y la susti-
tucion de NO,~ por NO,~ produciria una ATA de —0.066 eq de
H* por mol de NO; sustituido por NO,~. En cualquier caso, er
el futuro ser& necesario determinar rigurosamente el pK’, del
HNO, en agua de mar.

(15

Finalmente, si el N, fuese la fuente de nitrogeno, entonces
la ecuacién (13) debe corregirse considerando que se sustituye
un anion fuerte (NO;) por una forma neutra (N,), lo cual
produciria una ATA de -1.000 eq de H* por mol de NO;
sustituido por N:

(16

Por lo tanto, combinando las ecuaciones (13), (14), (15) y
(16), la variacion de la TA debida a la sintesis de pigmentos
fotosintéticos, proteinas y compuestos de fosforo resultaria ser:

(7)
o lo que es lo mismo:

(18
donde A[N;] = AINH,*] + A[N,] + AINO,] + A[NO;].

Variacién de la TA durante la sintesis proprionato de
dimetil sulfonio (DMSP)

Algunos grupos de fitoplancton, principalmente de las
clases Dinophyceae y Prymnesiophyceae, pueden producir y
liberar al medio grandes cantidades de DMSP, (CH,),S’
(CH,),C0OO0-, una de las principales formas de azufre reducidc
en el medio marino (Simg et al., 2000). EI DMSP puede repre-
sentar hasta 10-20% del carbono organico celular (Matrai y
Keller, 1994), llegando a ser un compuesto mayoritario er
especies de fitoplancton capaces de producir grandes cantida-
des de este compuesto.

Aunque el sulfonio del DMSP no participa en el balance de
H* del agua de mar, el grupo carboxilo (pK’, = 4.87) si lo hace
Este Gltimo puede aceptar 0.806 eq de H* por mol de S (Spusp)
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alkalinity titration from a standard pHgys of 8.0 to the durante la valoracion de la TA desde un pHgys estandar de 8.0
equivalence point pHgys 0f 4.25 (50— €45 = —0.806; table 1) hasta el pHgws del punto de equivalencia de 4.25 (50— €425 =
and it is not able to accept 0.193 eq of H* per mol of Sy  —0.806; tabla 1) y no puede aceptar 0.193 eq de H* por mol de
at PHgws 4.25 (£4,5 = —0.193; table 1). In addition, DMSP is  Spwsp @ PHsws 4.25 (g4,5= —0.193; tabla 1). Ademas, el DMSP
able to alter the TA of seawater during the photosynthesis of ~ hace variar la TA del agua de mar durante la fotosintesis del
phytoplankton: fitoplancton marino:

ATA = —2xA[SO2] + (1-0.193)XA[Spuss] = —2.807XA[SO,2] = —2.807x(~1) = 2.807, (19)

that is, 2.807 eq of H* per mol of Spye, as indicated by  es decir, 2.807 eq de H* por mol de Spysp, tal y como indica el
the balance of strong cations minus strong anions derived balance de cationes menos aniones fuertes que se deriva de la
from the stoichiometric equation of phytoplankton DMSP  ecuacion estequiométrica de sintesis de DMSP:
photosynthesis:

5HCO; + SO* + 6 H,O —— (CH;)S*(CH,),CO0- + 8 O, + 7T0H- (20)

Therefore, for the case of phytoplankton that produces Por lo tanto, para el caso de fitoplancton marino productor

DMSP and uses NO;- as nitrogen source, Eq. (9) should be de DMSP que use NO5~ como fuente de nitrégeno, la ecuacion

corrected to: (9) quedaria como:

ATA = 0.500xA[Nchl] + 1.084xA[Nprot] + 2.812xA[Pphy] + 2.807*%A[Spmsp] (21)

In addition, the organic constituents of marine phytoplank- Ademas, la alcalinidad de los compuestos organicos de

ton that produce DMSP are alkaline by 0.059 x A[Nprot] +  dicho fitoplancton productor de DMSP seria 0.059 x A[Nprot]
0.629 x A[Pphy] + 0.806 % A[Spuse]- +0.629 x A[Pphy] + 0.806 x A[spmsel-

Since intracellular DMSP concentration varies widely Puesto que la concentracion intracelular de DMSP varia

among species, it is unlikely to give an average ATA change mucho entre especies, no es factible proporcionar una férmula
during the photosynthesis of phytoplankton able to produce  para el calculo de la variacion de la TA durante la fotosintesis
DMSP. Therefore, we have considered the cases that 5%, 10%  del fitoplancton productor de DMSP. En este trabajo se han
and 20% of cellular organic carbon are DMSP, representing ~ considerado los casos de que 5%, 10% y 20% del carbono
1.12, 2.36 and 5.30 mol of Spys> per mol of cellular carbon, ~ organico celular fuese DMSP, lo cual representa 1.12, 2.36 y
respectively. So, ATA would be —20.571, —24.052 and —=32.304  5.30 moles de Spyse por mol de carbono celular, respectiva-
eq of H* for 5%, 10% and 20% of cellular organic carbon as ~ mente. ATA seria —20.571, —24.052 y —32.304 eq de H* para el
DMSP, which can be compared with the value of —17.427 eq of ~ caso de que 5%, 10% y 20% del carbono organico celular fuese
H* that we obtained for phytoplankton that does not produce ~ DMSP, que ha de compararse con el valor de —17.427 eq de H*
DMSP. The corresponding alkalinity of the organic constitu- ~ due se obtuvo para fitoplancton que no produzca DMSP. La
ents of this phytoplankton would be 2.327, 3.326 and 5.696 eq alcalinidad de los compuestos orgéanicos del fitoplancton pro-
of H* per mol of P, comparable to the value of 1.424 eq of H*  ductor de DMSP seria 2.327, 3.326 y 5.696 eq de H* por mol
obtained for phytoplankton that does not produce DMSP. de Py, que ha de compararse a su vez con el valor de 1.424 eq

Therefore, the synthesis of DMSP has a dramatic impact on the ~ de H* obtenido para fitoplancton que no produzca DMSP. Por
TA change of seawater during photosynthesis. lo tanto, la sintesis de DMSP tiene un gran impacto en la varia-

cion de la TA del agua de mar durante la fotosintesis.

Total alkalinity changes during the synthesis of the

inorganic components of marine phytoplankton Variacion de la TA durante la sintesis de constituyentes

inorganicos del fitoplancton marino

The TA calculations presented in the previous sections are
incomplete when coccolithophores or diatoms play a part in
photosynthesis. In these cases, the synthesis of calcareous
(Eq. 22) and siliceous (Eg. 23) structures should also be

Los célculos presentados en las secciones anteriores son
insuficientes cuando la fotosintesis la realizan cocolitoforales y
diatomeas. En estos casos debe ademas tenerse en cuenta la
sintesis de estructuras calcareas (ecuacion 22) y siliceas

considered: (ecuacion 23):
COZ7 + Ca* ——> CaCOq4(s) (22) COZ7 + Ca* —— CaCO4(s) (22)
2 H,Si0, ——> Si,05H,(s) + 3 H,0O (23) 2 H,Si0, — Si,05H,(s) + 3 H,0 (23)
As noted by Broecker and Peng (1982), the synthesis of Segln Broecker y Peng (1982), la sintesis de estructuras

calcareous structures severely affects the ATA of the water  calcareas hace variar notablemente la TA de la columna de
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column: ATA is as much as —2.000 eq of H* per mol of CaCO,
(Eqg. 22). Accordingly, the synthesized CaCO4(s) is alkaline by
2.000 eq of H* per mol of C and would accept hydrogen ions
during the TA determination because the coccoliths collected
in the sample dissolve completely at pHgys < 5.5 in less than
30 s (Balch et al., 1996). Therefore, in order to determine the
ATA provoked by the synthesis of CaCOy(s) in the water col-
umn, it is mandatory to filter the sample before the TA titration
(Robertson et al., 1994). Of course, the filter will also retain
the alkaline organic tissues of marine coccolithophores, which
are species that produce large amounts of DMSP (Matrai and
Keller, 1994). Considering that DMSP represents 10% of
cellular organic carbon of marine coccolithophores, then the
ATA provoked by the organic constituents of this phytoplank-
ton in a sample filtered before the TA determination would not
be —24.049, but —20.723 eq of H*. Therefore, for coccolitho-
phores with an average Corg:CaCO; molar ratio of 1:1
(Buitenhuis et al., 1999) and 10% of cellular organic carbon as
DMSP, ATA =-0.113 eq of H* per mol of CT for an unfiltered
seawater sample and ATA = +0.902 eq of H* per mol of C; for
a filtered seawater sample.

Finally, the synthesis of diatom frustules slightly affects the
hydrogen ion balance of seawater, because the pK’, of the
silicic acid at salinity 35 and temperature 25°C is 9.54 (table 1).
Accordingly, g5, = —0.045 and ¢,,s = 0.000 eq per mol of Si.
Contrary to the case of the synthesis of calcareous structures,
the opal of the diatom frustules (Si,OsH,) does not dissolve
under the acid conditions of a TA determination. Consequently,
filtration of the sample is not necessary to observe the ATA
provoked by synthesis of Si,OsH,(s) in the water column.

Concluding remarks

The contribution of the organic components of marine phy-
toplankton to the hydrogen ion balance of seawater has been
carefully assessed for the first time. Inclusion of chlorophyll,
proteins and phosphorus compounds in the balance of strong
cations minus strong anions during photosynthesis of marine
phytoplankton of average composition C,oH;7;04,N;cPSo;3
using NH,*, NO,~ or NO;~ as nitrogen source, produces the
following revised expression for TA, of seawater:

TA, = TA - [NH,"] + 0.93x[NO;]

The alkaline nature of the phytoplankton calcareous
structures requires filtration of the sample before the TA deter-
mination in order to assess the TA changes in the water column
during the photosynthesis of coccolithophores. In any case,
even when coccolithophores do not contribute to photosynthe-
sis, since phytoplankton proteins and phosphorus compounds
are alkaline, the TA change of seawater would be overesti-
mated if the sample were not filtered. In this sense, the most

+[NO;] + 0.08x[N;] + 0.23%[P4]
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agua: ATA es —2.000 eq de H* por mol de CaCO, (ecuacion
22). De igual forma, la alcalinidad del CaCO,(s) producido es
2.000 eq de H* por mol de C y podria aceptar H* durante |z
valoracion de la TA porque los cocolitos presentes en la mues-
tra se disolverian completamente a pHgys < 5.5 en menos de
30 s (Balch et al., 1996). Por lo tanto, para determinar la ATA
debida a la sintesis de CaCO,(s) en la columna de agua es obli-
gatorio filtrar las muestras antes de la valoracion (Robertson et
al., 1994). Por supuesto, en el filtro también quedan retenidos
los constituyentes organicos de los cocolitoforales, que sor
alcalinos. Ha de tenerse en cuenta que los cocolitoforales son
ademas especies que producen grandes cantidades de DMSP
(Matrai y Keller, 1994). Suponiendo que el DMSP representa
el 10% del carbono organico celular de los cocolitoforales, la
ATA debida a los constituyentes organicos en una muestra
filtrada antes de la valoracion de TA no seria —24.049 sinc
—20.723 eq de H*. Asi, para una proliferacion de cocolitofora-
les con una relacion molar Corg:CaCO, en promedio de 1:1
(Buitenhuis et al., 1999) y 10% de carbono organico celular en
forma de DMSP, ATA = —0.113 eq de H* por mol de C; para
una muestra no filtrada y ATA = +0.902 eq de H* por mol de C,
para una muestra filtrada.

Finalmente, la sintesis de frustulos de diatomeas afects
ligeramente al balance del H* del agua de mar porque el pK’,
del &cido silicico a salinidad 35 y temperatura 25°C es 9.54
(tabla 1). Por lo tanto, g5, = —0.045 y €, 5 = 0.000 eq por mol
de Si. Al contrario de lo que ocurre con las estructuras cal-
careas, el opalo de los frastulos de diatomeas (Si,OsH,) no se
disuelve durante la valoracion de TA. En consecuencia, no es
necesario filtrar las muestra para observar el ATA producido
por la sintesis de Si,OsH,(s) en la columna de agua.

Conclusiones

En este trabajo se ha estimado por primera vez la contribu-
cion de los componentes organicos del fitoplancton marino al
balance de H* del agua de mar. La inclusion de los pigmentos
fotosintéticos, las proteinas y los compuestos de fosforo en el
balance de cationes menos aniones fuertes durante la foto-
sintesis del fitoplancton marino de composicion media
Cio6H17104,N1PS, 5 usando NH,*, NO,~ 0 NO;~ como fuente de
nitrégeno produce la siguiente expresidn revisada para la TA;
del agua de mar:

(24

El caracter alcalino de las estructuras calcareas requiere
que la muestra se filtre antes de la valoracién para poder
evaluar los cambios de TA en la columna de agua durante |z
fotosintesis de los cocolitoforales. En todo caso, aunque los
cocolitoforales no contribuyesen a la fotosintesis, puesto que
las proteinas y compuestos de fosforo del fitoplancton son
alcalinos, la variacién de la TA del agua de mar se sobrestima-
ria si la muestra no se filtrase. En este sentido, la expresion
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correct expression for the potential alkalinity of filtered
seawater would be:

TA» = TA - [NH,*] + 0.93x[NO,] + [NO4] + 0.02x[N,] - 0.26X[P;]

Since N, is not a universal nitrogen source, and DMSP and
CaCO; are not universal products of phytoplankton photosyn-
thesis, they are determined only in process orientated studies.
For this reason, we have not included them in the revised
definition of TA, Consequently, TA, anomalies should be
observed during N, and CaCO; fixation and DMSP production.
Whereas N, fixation has a limited effect on the TA change of
seawater, only —0.08xA[N,] for unfiltered samples and —0.02 x
A[N,] for filtered samples, the synthesis of DMSP and, in par-
ticular, CaCO; produces more substantial changes. In this
sense, TA, anomalies have been traditionally used to estimate
CaCO;, synthesis (ACaCO; = AC; — 0.5 x ATA;). Calculation of
TA, with eq. (25) would underestimate CaCOj, synthesis during
a coccolithophore bloom with a Corg:CaCO; ratio of 1:1 only
by 1.1%, 2.2% and 5.0% for 5%, 10% and 20% of cellular
organic carbon as DMSP, respectively.
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