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RESUMEN
Solís J, Carhuapoma W, Velazco F, Graco M. 2012. Validación y cuantificación de sulfuros de hidrógeno (H2S) 
en agua intersticial de sedimentos marinos recientes. Inf Inst Mar Perú. 39(1-2): 77-81.- Para la validación del 
método analítico de cuantificación de sulfuros en aguas intersticiales se analizaron varios parámetros: 
la especificidad, determinándose que el único compuesto formado es el azul de metileno con absorban-
cia máxima a 670 nm; la linealidad en intervalo de 3 a 36 µM (y= 0,0319 x +0,0142) con coeficiente de re-
gresión 0,9983; la repetitividad obteniéndose promedio de 0,1043% y CV de 5,0811. La reproducibilidad 
se analizó con la prueba t de Student, determinándose que t calculado <t tabulado (1,67 <1,753, GL = 15, 
p = 0,05), no existiendo diferencias significativas. El límite de detección obtenido fue 0,01989 µM con el 
método recomendado por IUPAC. Las muestras del Callao (EFC2 y EFC5) indican que las concentraciones de H2S 
en el agua intersticial varían, siendo importante la presencia de Zona de Mínimo de Oxígeno (ZMO). 
Palabras clave: Sulfuros de Hidrógeno, agua intersticial, sedimentos marinos, Zona de Mínimo de Oxígeno.

ABSTRACT
Solís J, Carhuapoma W, Velazco F, Graco M. 2012. Validation and quantification of hydrogen sulfide (H2S) in inter-
stitial water of marine sediments recent. Inf Inst Mar Perú. 39(1-2): 77-81.- For validation of the analytical method 
for the quantification of sulfides in pore waters were analyzed several parameters. The specificity, demon-
strating that the only compound formed is the methylene blue with maximum absorbance at 670 nm in the 
linear range of 3 to 36 µM (y = 0.0319 x +0.0142) with regression coefficient of 0.9983; repeatability average 
yield 0.1043% and CV 5.0811. Reproducibility was analyzed with Student’s t test, determining that t calculat-
ed<t tabulated (1.67 <1.753, GL= 15, p= 0.05), with no significant differences. The detection limit was 0.01989 
µM obtained with the method recommended by IUPAC. Samples of Callao (EFC2 and EFC5) indicate that 
concentrations of H2S in pore water vary, being important the presence of Oxygen Minimum Zone (OMZ). 
Keywords: Hydrogen Sulfide, interstitial water, marine sediments, Oxygen Minimum Zone.

1. INTRODUCCIÓN

El objetivo del presente estudio es la 
cuantificación de sulfuros de hidró-
geno (H2S) en agua intersticial pro-
cedentes de sedimentos marinos.

Investigadores como Emeis y Mor-
se (1990) afirman que la formación 
de los sulfuros en el sedimento ma-
rino, es el resultado de la reducción 
del sulfato durante la oxidación de la 
materia orgánica en ausencia de oxí-
geno por medio de bacterias sulfato 
reductoras. Por su parte, una fracción 

del sulfuro de hidrógeno producido 
por estas bacterias puede reaccionar 
con los minerales de hierro detrítico, 
formando compuestos como el mo-
nosulfuro de hierro y la pirita.

La formación de compuestos de 
azufre es importante en el estu-
dio de ecosistemas; Bottrell et al. 
(1998) aseguran que utilizando la 
relación C/S pueden reconstruir la 
historia diagenética del carbono y 
azufre en sedimentos del pleisto-
ceno medio. Böning et al. (2004) es-
tudiando los sedimentos frente a la 

costa del Perú, encontraron que la 
concentración de sulfato disminuye 
con la profundidad y la formación 
de sulfuro de hidrógeno aumenta 
encontrando valores entre 0,1 y 0,8 
mM a profundidades mayores a 10 
cm. Kuwabara et al. (1999) encon-
traron el mismo comportamiento 
en sedimentos procedentes de la 
bahía de Santa Bárbara.

El sulfuro de hidrógeno presente en 
los sedimentos marinos, es conside-
rado tóxico para una gran variedad 
de organismos. Wang y Chapman 
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(1999) hacen referencia de la toxici-
dad del sulfuro de hidrógeno en 3 
maneras principales: (i) como agen-
te tóxico en forma de sulfuro de hi-
drógeno, (ii) mediante la formación 
de sulfuros de metales insolubles y 
(iii) mediante la formación de com-
plejos de metales de sulfuro.

Cline (1969) describe una de las 
primeras metodologías para el 
análisis de sulfuro disuelto (H2S, 
HS- y S-2) en agua de mar a partir 
del método espectrofotométrico 
basado en la formación del azul de 
metileno. Posteriormente, varios 
autores han modificado esta meto-
dología según las características de 
sus muestras; por ejemplo, Hayes 
y Taylor (2006) lo hicieron para 
analizar tiosulfato y sulfuros en 
muestras de la bahía de Cariaco, 
obteniendo buenos resultados.

Este trabajo describe un método 
efectivo para determinar sulfuro 
en muestras de agua intersticial 
procedente de sedimentos mari-
nos. Para el análisis se adaptaron 
metodologías ya conocidas, con la 
respectiva validación.

2. MATERIAL Y MÉTODOS

2.1 Colecta de muestras

Las muestras de sedimento marino 
se recolectaron mediante un mul-
tisacatestigos (MUC) de 4 tubos 
marca Oktopu ®.

Una vez obtenido el testigo de se-
dimentos se procedió a submues-
trear el testigo a cada centímetro 
hasta los 10 cm de profundidad.

Para la extracción del agua inters-
ticial se usaron rizomas de ex-
tracción para cada centímetro del 
sedimento. El volumen obtenido 
fluctuó entre 2 y 5 mL. Luego de 
obtener la muestra se agregó inme-
diatamente acetato de zinc como 
preservante. Este reactivo permitió 
estabilizar los sulfuros. Las mues-
tras se almacenaron refrigeradas 
hasta su análisis en laboratorio.

Las muestras analizadas corres-
ponden a las estaciones fijas Callao 
EFC (Fig. 1).

En la Tabla 1 se puede observar la 
ubicación geográfica y profundi-
dad de cada estación fija.

2.2 Reactivos
−	 Solución I: Se pesó 0,0510 g de 

N, N-dimetil-p-fenilenodiami-
nodihidrocloruro y se disolvió 
en 25 mL de HCl 6M.

−	 Solución II: Se pesó 0,4162 g de 
FeCl3 hidratado y se disolvió en 
25 mL de HCl 6M.

−	 Solución Estándar (3050 µM): 
Se pesó 0,183g de Na2S∙9H2O 
y se disolvió  con agua libre de 
oxigeno hasta un volumen de 
250 mL.

−	 Solución de Trabajo (152,5 
µM): Se tomó 10 mL de la solu-
ción estándar y se diluyó hasta 

Figura 1.- Estaciones fijas, Callao

Tabla 1.- Datos de las estaciones fijas, Callao

Estación Ubicación Profundidad 
(m)

Latitud
S

Longitud
W

EFC1
EFC2
EFC3
EFC4
EFC5

12°01.985’
12°02.716’
12°03.348’
12°05.926’
12°06.426’

 77°22.325’
77°27.060’
77°38.472’
77°49.059’
77°58.043’

48
93
117
143
178

200 mL con agua libre de oxíge-
no, se agregó 2 mL de solución 
preservante (Acetato de Zinc).

2.3 Validación del método                                          
      analítico

2.3.1 Especificidad

La especificidad, es la capacidad 
de un método analítico para ob-
tener una respuesta debida única-
mente al analito de interés, y no a 
otros componentes de la muestra.

Para el estudio de especificidad se 
realizó un barrido de una muestra 
entre 400 y 800 nm.

2.3.2 Linealidad

Este procedimiento analítico tie-
ne como objetivo determinar que 
la concentración del analito es di-
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rectamente proporcional a la señal 
dada por un equipo de análisis. 
Para su determinación se preparó 
una curva de calibración usando di-
ferentes concentraciones a partir de 
la solución de trabajo (se realizaron 
8 concentraciones diferentes) y se 
obtuvieron sus respectivas absor-
bancias. El equipo utilizado fue un 
espectrofotómetro UV/vis modelo 
lamba 45, el ancho de celda fue de 
1cm y la longitud de onda 670 nm.

2.3.3 Repetitividad

Es la precisión obtenida bajo las 
mismas condiciones de operación 
en un intervalo corto de tiempo 
(mismo día), por un mismo analis-
ta, en la misma muestra homogé-
nea y en el mismo equipo.

Para este análisis se determinó va-
rias veces la absorbancia de una 
misma muestra de agua intersticial.

2.3.4 Reproducibilidad

Es la precisión obtenida al compa-
rar los resultados entre dos analis-
tas diferentes y en días diferentes. 
Para este análisis se usó una misma 
muestra y el mismo equipo, se com-
pararon los valores de absorbancia 
y se realizó el test t de Student.

2.3.5 Limite de detección (LDD)

Es la cantidad más pequeña de 
analito en una muestra, que puede 
ser detectada por una única me-
dición, con un nivel de confianza 
determinado.

2.4. Análisis de muestras

Para el análisis de muestras de 
agua intersticial procedentes de 
sedimento marino, se trabajó con 
las muestras extraídas de las es-
taciones EFC2 y EFC5, en abril 
2010. Estas estaciones correspon-
den a una condición costera y 
somera y otra más asociada con 
condiciones de océano abierto 
(EFC5). Los análisis se efectuaron 
hasta los 10 cm de profundidad 
en el sedimento.

3. RESULTADOS Y  
DISCUSIÓN

El estudio de especificidad del mé-
todo se basó en un barrido entre 
las longitudes de 400 y 800 nm, 
con lo cual se obtuvo el espectro 
de absorción (Fig. 2). Este espec-
tro pertenece al rango de absor-
ción del azul de metileno que es 
el compuesto formado a partir de 
los sulfuros presentes en la mues-
tra con los reactivos de la solución 
I y la solución II del método de 
análisis. Como se puede observar, 
el máximo de absorción se da en 
la longitud 670 nm, lo cual res-
ponde a lo descrito para el azul 
de metileno, y además nos indica 
a que longitud de onda se van a 
realizar las lecturas.

Para comprobar la linealidad de 
la metodología analítica, se pro-
bó la linealidad de una sustancia 
de referencia, el sulfuro de sodio 
Na2S∙9H2O, en un intervalo de 
concentración de 3 a 36 µM. Con 
los datos obtenidos se constru-
yó la recta de regresión que fue 
y=0,0319x+0,0142 y un coeficiente 
de regresión de 0,9983 (Fig. 3). Los 
resultados indican que la curva ob-
tenida cumple con la ley de Lamber 
y Beer, y, por lo tanto, la concentra-
ción es directamente proporcional 
a la absorbancia y, en consecuen-
cia, puede utilizarse como curva 
de calibración para cuantificar la 
concentración de sulfuros.

Para el análisis de repetitividad, 
se analizaron 16 veces la misma 
muestra por un mismo analista, 
de este estudio se obtuvo un valor 
promedio de 0,1043, un coeficiente 
de variación de 5,0811% y una des-
viación estándar de 0,0053 (Tabla 
2). Los resultados indican que el 
método aplicado es robusto para el 
análisis cuantitativo.

En cuanto al estudio de reprodu-
cibilidad, se realizó un análisis es-
tadístico obteniendo un coeficiente 
de variación de 7,1974% para 16 
muestras estudiadas (Tabla 3). El 
test t de Student presentó un va-

Figura 2.- Espectro de absorción del azul 
de metileno procedente de la muestra.

Figura 3.- Curva de calibración para cuan-
tificar sulfuros.

lor de 1,67, de donde se tiene que t 
calculado < t tabulado (1,67<1,753, 
GL=15, p=0,05), lo cual indica que 
no existen diferencias significati-
vas con respecto al valor tabulado. 
Con este resultado se puede afir-
mar que el método es preciso.

Para calcular el valor de límite de 
detección (LDD), se usó la ecuación

LDD=  (K*Sb)/m
Dónde:

K: constante que depende del nivel de 
confianza, usualmente 3.

Sb: desviación estándar del blanco.

m: pendiente de la curva de calibra-
ción.

El valor obtenido de límite de de-
tección (LDD) fue 0,01989 µM; 
este método es recomendado por 
la IUPAC (Unión Internacional de 
Química Pura y Aplicada).

Las muestras analizadas de las 
estaciones fijas de Callao (EFC) 
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2 y 5, representan dos condicio-
nes asociadas a la plataforma 
continental central. La EFC 2, co-
rresponde a una estación costera 
relativamente somera; la EFC 5, 
permite analizar un perfil de sedi-
mento profundo y una condición 
de océano abierto.

Los procesos biogeoquímicos en 
sedimentos marinos están relacio-
nados a los procesos que ocurren 
en la columna de agua, ya que la 
deposición de la materia orgáni-
ca está directamente asociada a 
la productividad en las capas su-
periores y a las condiciones que 
afectan su estado de preserva-
ción tanto en la columna de agua 
como en el fondo en contacto con 
los sedimentos (Middelburg y 
Levin 2009). Uno de los factores 
que más influye en la formación 
y permanencia de sulfuros en el 
sedimento marino es la ausencia 
de oxígeno. En efecto, ante la de-
ficiencia de oxígeno, el nitrato y 
el sulfato funcionan como acep-
tores de electrones oxidando la 
materia orgánica y, en el caso del 
sulfato-reducción el sulfuro es 
uno de los productos (Libes 1992). 
En el Callao, en presencia de una 
Zona Mínima de Oxígeno (ZMO), 
característica que condiciona los 
procesos biogeoquímicos (Graco 

et al. 2007) y en los sedimentos 
con valores de oxígeno cercanos 
a cero (Gutiérrez et al. 2008), se 
favorecen los procesos de sulfato 
reducción.

La concentración de sulfuros en 
las aguas intersticiales procedentes 
del sedimento marino es más in-
tensa en la estación más alejada de 
la costa (EFC5) (Fig. 4). Esto puede 
asociarse al efecto de la ZMO, que 
es más intensa a partir de los 150 
m de profundidad, pero también 
a la cantidad de materia orgánica 
presente (Graco, com. pers.).

Estudios realizados por Kuwaba-
ra y Van Geen (1999) encontraron 
que aguas intersticiales proceden-
tes de zonas más profundas con-
tenían mayor cantidad de sulfu-
ros, con valores de 0,01 µM para 
testigos de 340 m de profundidad 
y 100 µM para testigos de 590 m de 
profundidad.

Por su parte, analizando el per-
fil de sedimento se observa que 
la concentración de sulfuros au-
menta con la profundidad, te-
niendo un máximo de 14,7 µM 
a los 10 cm de profundidad para 
la EFC 2 y 130 µM para la EFC5. 
Esta tendencia es similar a la en-
contrada por Böning et al. (2004), 

quienes asocian este comporta-
miento tanto a la débil penetra-
ción del oxígeno en el sedimento 
como al consumo de otros acep-
tores como el nitrato, existiendo 
entonces condiciones más favora-
bles para la permanencia de estos 
compuestos reducidos.

La disminución de la concentra-
ción de sulfuros en la EFC5 a partir 
de los 2 cm puede estar asociada 
a la formación de pirita (piritiza-
ción). Emeis y Morse (1990) indi-
can que la presencia de sulfuros 
y varios metales, principalmente 
hierro, forman compuestos sulfu-
rados tipo pirita (FeS2) lo cual hace 
que disminuyan los iones sulfuros 
libres y pasen a formar compues-
tos insolubles como son los sulfu-
ros de metales. La formación de 
azufre elemental (S0) también in-
fluye en la disminución de la con-
centración de sulfuros.

4. CONCLUSIONES

De los datos obtenidos se logró 
determinar los parámetros esta-
dísticos de validación como son 
la especificidad, la curva de cali-
bración, repetitividad y reprodu-
cibilidad, con los cuales se puede 
asegurar que el método es bastan-
te preciso.
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Figura 4.- Concentración de sulfuros en los 10 primeros centímetros del sedimento marino frente a Callao.

Con los valores en los testigos 
de sedimento, se pudo compa-
rar la diferencia entre las dos es-
taciones una más costera y otra 
oceánica frente a Callao, como 
también la distribución en pro-
fundidad en el sedimento que 
podrían asociarse a diferencia 
en los procesos de óxido/reduc-
ción, regulados por la disponi-
bilidad de oxígeno, la materia 
orgánica y la presencia de me-
tales, siendo necesario profun-
dizar estos estudios.
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