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:E:g:ccii: o reproduccién que no que pasa a través de un filtro submicrénico, es una mezcla compleja de moléculas organicas
estos términos. compuesta por carbono, hidrégeno y oxigeno, asi como nitrégeno, fésforo y azufre. Resolver
la dinamica de cada fraccion de DOM ayuda a dilucidar las cuestiones mas importantes del
ciclo biogeoquimico de DOM. A ~662 + 32 Pg (1015 g) C, el carbono organico disuelto
oceanico (DOC) es uno de los depdsitos biorreactivos de carbono mas grandes del océano
(Williams y Druffel, 1987; Hansell y Carlson, 1998; Hansell et al., 2009). ), y es comparable
ala masa de C inorganico en la atmésfera (MacKenzie, 1981; Eppley et al., 1987; Fasham et al., 2001).
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Las perturbaciones en las fuentes o sumideros de la reserva oceanica de
DOC afectan el equilibrio entre el CO2 oceanico y atmosférico , lo que
quizas lo haga significativo desde el punto de vista climatico (Ridgwell y
Arndt, 2014). Ademas, la mayor parte de la reserva permanente de
nitrégeno fijo en la superficie del océano (<200 m) se encuentra en forma
de nitrégeno organico disuelto (DON) (Bronk, 2002; Aluwihare y Meador,
2008; Letscher et al., 2013). Como tal, es importante comprender los
procesos que controlan la distribucién, los inventarios y los flujos de DOC
y DON en el océano global.

Antes de la década de 2000, faltaban datos de alta calidad para
describir y cuantificar adecuadamente la DOM en el océano. En la década
de 1980, la controversia sobre los métodos de DOC vy los analisis de
nitrégeno total disuelto (TDN) en el agua de mar (Williams y Druffel, 1988)
resultd en esfuerzos por parte de la comunidad de geoquimica marina para
mejorar la precision de la medicion y establecer la comparabilidad entre
conjuntos de datos (Sharp, 1993; Sharp et al., 1995; Sharp et al., 2002a;
Sharp et al., 2002b), procedimientos en blanco adecuados (Benner y
Strom, 1993) y métodos que utilizan materiales de referencia (Hansell,
2005). El método de combustion a alta temperatura (HTC) que utiliza
instrumentos comerciales como el analizador de carbono organico total
(TOC) de Shimadzu ahora es comun para medir DOC y TDN en agua de
mar. Los avances en la habilidad analitica y el aumento de la frecuencia
del muestreo oceanico global (a través de sitios de series temporales y en
conjunto con programas a escala de cuenca como el Programa de
Investigacion Hidrografica de Barcos de Océanos Globales de EE. UU. (US
GO-SHIP)) han mejorado considerablemente la resolucién temporal y
espacial. de la variabilidad DOC (Hansell et al., 2009; Carlson et al., 2010;
Hansell et al., 2021). Ademas, se han iluminado las contribuciones de DOM
a la ecologia y la biogeoquimica de la columna de agua del océano (Baetge

etal., 2021; Liu et al., 2022).

Este documento describe los procedimientos para la recoleccién y
medicién de DOC y TDN (este ultimo se usa junto con las mediciones de
nitrato, nitrito y amoniaco para derivar la concentracién de DON) en
muestras discretas de agua de mar. Es adecuado para el ensayo de niveles
oceanicos de DOC (tipicamente <80 pmol C kg-1) y nitrégeno total disuelto
(<40 pmol N kg-1). Presenta las mejores practicas para lograr una mejor
determinacién utilizando el método HTC siguiendo el enfoque de Carlson
et al. (2010), que se ha utilizado en los cruceros GO-SHIP de EE. UU.
desde 2003. El enfoque basico sigue siendo el mismo, pero los analizadores
se han optimizado a lo largo de los afios. Los instrumentos analizados y
los procedimientos descritos son los especificos de los métodos empleados
en el Laboratorio Hansell de la Escuela Rosenstiel de Ciencias Marinas y
Atmosféricas de la Universidad de Miami y el Laboratorio Carlson de la
Universidad de California en Santa Barbara. Este documento se basa en
las pautas existentes para el analisis de DOC en agua de mar (Tappin y
Nimmo, 2019) y busca proporcionar actualizaciones detalladas y protocolos
paso a paso sobre la recoleccion y almacenamiento de muestras,
optimizando los sistemas de TOC de Shimadzu para un alto rendimiento
de muestras de agua de mar y calidad. practicas de evaluacién/control de
calidad (QA/QC) usando calibracién y materiales de referencia. Ademas,

presentamos
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procedimientos metodoldgicos para el analisis de TDN acoplado utilizando

sistemas TOC de Shimadzu. Hemos elegido destacar los instrumentos
cientificos de Shimadzu debido a la facilidad de uso de sus

instrumentos TOC listos para usar y su excelente limite de

deteccion, pero también pueden ser apropiados instrumentos de otros
fabricantes con capacidades de deteccion equivalentes o maquinas hechas
a la medida. Una version anterior de este manuscrito (Halewood et al.,
2022) se publicé como parte de la Coleccion de Practicas Hidrograficas
Repetidas de GO-SHIP. Esta versién es aplicable a una audiencia marina

mas amplia.

2 Recoleccion y almacenamiento de muestras

Las técnicas de muestreo y el manejo adecuados son esenciales para
proporcionar datos de alta calidad. Las aguas de mar abierto contienen
concentraciones relativamente bajas de DOC (~35-80 pymol C kg-1, Hansell
et al., 2009) en comparacion con el carbono inorganico disuelto (DIC)
(~1900-2200 pumol kg-1) y se contaminan facilmente a través de mala
manipulacién, aparato limpiado inadecuadamente, exposicién atmosférica

inadvertida a contaminantes volatiles o condiciones de almacenamiento
inadecuadas. Los métodos descritos aqui tienen como objetivo minimizar estos

fuentes de error.

2.1 Botellas de muestra

Se recomienda que las muestras se filtren directamente desde la
botella de recoleccion (es decir, botella Niskin) a través de un filtro en linea
(ver a continuacion) y dentro de una botella de muestra previamente
limpiada. Para minimizar la manipulacion, recomendamos viales de vidrio
precombustidos de 40 ml que se ajusten al muestreador automatico
Shimadzu TOC. Estos viales estan hechos de vidrio de borosilicato tipo |
quimicamente inerte. Si bien estos se pueden comprar limpios certificados
(cumpliendo con los requisitos de la Agencia de Proteccion Ambiental de
EE. UU. (EPA) para la prueba de contaminantes ambientales potencialmente
dafiinos en muestras de agua o suelo y andlisis de TOC), hemos encontrado
que no son lo suficientemente limpios para mediciones de DOC oceanico
de baja concentracioén. . Preparamos viales en casa como se indica a
continuacion para que estén limpios y libres de sustancias que puedan
influir en el andlisis. Si el vidrio es un desafio logistico, las muestras
también se pueden recolectar en botellas de polietileno de alta densidad
(HDPE) o policarbonato (PC) lavadas con &cido. Las pruebas han
demostrado que la concentracion de DOC medida en botellas de vidrio, PC

y HDPE es comparable a la resolucion pmol L-1 (Apéndice A

complementario ). Tanto los recipientes de muestra de vidrio como los de plastico son reutilize

Antes del primer uso, o entre usos, las botellas de HDPE o PC deben
empaparse en acido clorhidrico 1 M (grado HCI certificado ACS Plus,
consulte el Apéndice B), enjuagarse con agua con bajo TOC (UV
-Nanopure™ o UV- MilliQ® generado y en lo sucesivo, "agua ultrapura/
UW?"), y secado al aire por completo antes de tapar. Los viales de vidrio
son los mas faciles de preparar y aseguran que estén limpios. Estos se

vacian, se enjuagan 3 veces con UW, se secan y se calientan a 450 °C durante =
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4 horas para eliminar los compuestos organicos (la temperatura de trabajo maxima

recomendada por el fabricante para este tipo de vidrio de borosilicato es de 500 °C).

en HCI 1 M, enjuagado con agua ultrapura y secado entre usos. Consulte el material
complementario para conocer los procedimientos de limpieza detallados (SOP1)

y el equipo sugerido (Apéndice B).

2.2 Filtros

DOM se define operativamente como la fraccion de materia organica total que
pasa a través de un filtro submicrénico (es decir, 0,22 - 0,7 mm). En
En la practica, los oceandgrafos suelen utilizar filtros Whatman® GF/F (tamafio de
poro nominal de 0,7 mm) como punto de corte entre las fracciones de particulas y
materia organica disuelta (Knap et al., 1996). Estos filtros de fibra de vidrio de
borosilicato se usan mas comuinmente para medidas a granel de DOC y TDN (Carlson
etal., 1998), ya que se pueden preparar facilmente mediante precombustién y el
caudal a través de los filtros es ideal para un muestreo rapido en linea. Los filtros
GF-75 (tamafio de poro nominal de 0,3 mm, Advantec MFS, EE. UU.) también son
apropiados, ya que pueden quemarse y pueden ser los preferidos cuando se miden
simultdneamente subfracciones de DOM (como aminoécidos) donde se requiere la

maxima exclusion de particulas del conjunto disuelto. deseado.

Para las concentraciones de materia organica disuelta a granel, no resolvemos las
diferencias entre el uso de GF-75 y GF/F. El GF-75

y/o los filtros GF/F se preparan quemandolos a 450 °C durante 4 horas en paquetes
de aluminio. No superamos los 450°C porque la matriz del filtro puede alterarse a
temperaturas mas altas. Después de enfriar los paquetes de filtros, el paquete de
aluminio que contiene los filtros se sella en bolsas de plastico secundarias hasta su
uso. Se recomienda empacar solo los filtros necesarios para una sola colada en cada
paquete de aluminio para evitar una exposicién prolongada de los filtros quemados a
contaminantes organicos volatiles en el aire. En preparacion para el muestreo, se
coloca un filtro en un cartucho de filtro de policarbonato de 47 mm previamente
limpiado. Siempre se recomienda la filtracién por gravedad para evitar la ruptura de
las células y el desgarro de los filtros. Consulte los SOP1y SOP2 complementarios
para obtener detalles sobre la preparacion del filtro y la limpieza del cartucho en linea,

y el Apéndice B para obtener informacion relevante sobre el producto.

2.3 Procedimiento de muestreo Niskin

Es importante seleccionar un espacio de trabajo limpio de DOM en el laboratorio
a bordo (es decir, bien ventilado y libre de sustancias organicas volatiles, fijadores
organicos, pintura fresca, marcadores permanentes, humo, etc.) y mantener esta area
limpia para el almacenamiento. , limpiando y preparando el equipo de muestreo
diariamente.
Cubra la parte superior del banco con un forro absorbente y reemplacelo con frecuencia.
El equipo de muestreo (p. €j., portafiltros, tubos de silicona) debe limpiarse en una
solucién &cida diluida (HCI 1 M) antes de cada uso (SOP1 complementario). Se

recomienda que antes
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se utilicen etiquetas impresas; como alternativa, el etiquetado con marcadores solo
debe realizarse cuando los viales estén bien cerrados, ya que los marcadores
permanentes contienen disolventes que pueden contaminar las muestras.

Se deben usar guantes durante la recoleccién y manipulacién de DOM para
minimizar la contaminacion. Los guantes de nitrilo sin talco, polietileno y vinilo sin latex
son opciones seguras ya que tienen una lixiviacion organica baja cuando se exponen
al agua de mar. Debido a que las muestras de DOM se pueden contaminar faciimente,
se recomienda que la recoleccién de la roseta CTD se realice lo antes posible después
del muestreo de gas. También se recomienda que cualquier persona que tome

muestras de la roseta antes de la recoleccién de muestras de DOM use guantes.

Si eso no es posible, se debe hacer todo lo posible para no tocar el grifo de la botella
de Niskin (es decir, la ruta del chorro de agua, desde Niskin hasta la botella de
muestra, debe mantenerse muy limpia). Lo que es mas importante, cualquier muestreo
anterior a DOM debe evitar el uso de grasa o tubos Tygon®, ya que se sabe que
contaminan DOM a nivel pmolar. Si Tygon® es inevitable para otros muestreadores,

el suministro de una pequefa seccién de tubo de silicona como adaptador

se aconseja entre Niskin y Tygon® . La grasa mecanica de las operaciones del barco
(p. €j., el lubricante para cables CTD) nunca debe entrar en contacto con la valvula de

muestreo o el grifo de la botella Niskin.

El hecho de que una muestra se filtre o no antes del analisis depende del objetivo
de la medicion. Si DOC y TDN son las variables de interés, se deben filtrar todas las
muestras.

Sin embargo, la manipulacion de filtros y aparatos puede aumentar el potencial de
contaminacion, por lo que en algunos casos se puede omitir la filtracion (Mopper y
Qian, 2006). En la mayoria de las aguas oligotréficas o profundidades > 250 m de los
margenes del océano, el DOC es el componente dominante del TOC, superando el
inventario de carbono de las particulas organicas en varios érdenes de magnitud

( Cauwet 1978; Hansell et al., 2012). En areas de alta productividad, una porcién
sustancial de carbono organico en la zona eufética puede estar presente en forma de
particulas, y muchas de esas particulas pueden ser grandes y distribuidas
heterogéneamente en una muestra, de modo que estos tipos de muestras deben

filtrarse.

El Apéndice A complementario (Figura A2) presenta perfiles verticales de TOC y DOC
en regiones contrastantes como ejemplo. Como componentes importantes de los
ciclos globales del carbono, la medicién precisa de cada fraccion es fundamental para
restringir el balance de masa de carbono en los modelos oceénicos. Para mantener la
coherencia al muestrear en entornos tanto oligotréficos como eutréficos, se recomienda
filtrar, como minimo, para todas las muestras de < 250 m. En entornos oligotréficos,
se puede reutilizar un filtro para varias muestras consecutivas alrededor de la roseta
para conservar los recursos. Se recomienda filtrar las muestras desde la mayor
profundidad hasta la menor; las concentraciones de particulas generalmente
aumentaran mas cerca de la superficie del océano, lo que podria causar que el filtro
se obstruya o que las particulas se interrumpan, lo que requerira el uso de mas filtros

para una estacion. Los estudios han demostrado que DOC

puede absorberse en sitios activos en los filtros GF/F, lo que plantea la cuestion de si
la filtracién a través de GF/F elimina la materia organica del filtrado DOC (Turnewitsch

etal.,, 2007; Novak et al., 2018).
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Se pasan aproximadamente 60 ml de muestra a través de un filtro nuevo durante el
procedimiento de lavado y enjuague del vial. Las pruebas después del paso de enjuague
del filtro y la botella muestran que no se puede resolver una mayor extraccion de carbono
organico del filtrado DOC al nivel de ymol kg-1 (Figura complementaria A3). Estos
resultados sugieren que la sorcion de materia organica disuelta en filtros GF/F quemados
satura rapidamente los sitios activos en un filtro quemado (dentro de ~ 60 ml) y no es un
problema de eliminacion de DOC cuando se filtran muestras para analisis de DOM a

granel.

Las muestras se deben filtrar por gravedad en la roseta a través de un cartucho de
filtro en linea que alberga un filtro GF/F quemado y se deben conectar directamente a la
espiga Niskin a través de un tubo de silicona platinizado limpio con &cido (Cole-Parmer,
Apéndice B complementario ) . Este tipo de tubo de silicona curada con platino ofrece
durabilidad y minimiza
lixiviacion organica en comparacion con Tygon®. Enjuague el recipiente de muestra y la
tapa tres veces con agua de muestra antes de llenarlo tres cuartas partes (consulte el
SOP 2 complementario para obtener instrucciones paso a paso). Es importante recolectar
un volumen suficiente para el andlisis y minimizar la relacion entre el area de la superficie
y el volumen del recipiente (un minimo de 15 ml en un vial de vidrio o 30 ml en una botella
de HDPE para cada analito deseado, DOC o TDN) y al mismo tiempo tener cuidado para
no sobrellenar el recipiente de la muestra. Vale la pena repetir que se debe tener cuidado
durante el muestreo para evitar cualquier contaminante obvio como el humo del cigarrillo,
los vapores de pintura, el exceso de gases del motor en el area de muestreo o los
solventes organicos en los laboratorios, etc. Equipo de muestreo (filtros quemados y
material de vidrio en particular) deben mantenerse cuidadosamente sellados hasta el
momento del muestreo para evitar la absorcion de contaminantes en el aire sobre las
superficies limpias. Siempre registre eventos inusuales con respecto a las muestras;

agregue notas que puedan ser Utiles para explicar los resultados.

2.3.1 Ejemplo de plan de recoleccion Para las

secciones del GO-SHIP de EE. UU., se toman muestras de 24 a 36 botellas Niskin
(24 a 36 profundidades en toda la columna de agua) en estaciones alternas (es decir, el
muestreo de estacién para DOM ocurre a intervalos de ~60 millas nauticas). Para otras
campafias, las decisiones de muestreo con respecto a la resolucién horizontal o vertical
dependeran de los objetivos cientificos del proyecto. Para evaluar el error de manejo de
la muestra, se recomienda que las muestras repetidas se recolecten al azar de un
subconjunto de profundidades sobre un perfil hidrografico. Para las secciones actuales
de GO-SHIP de EE. UU., la practica estandar es replicar 2 botellas Niskin por cada 36

botellas moldeadas (~6 % de replicacion en el conjunto de muestras).

2.4 Conservacioén y almacenamiento de muestras

Muchos instrumentos analiticos DOM no son lo suficientemente estables para
realizar andlisis en el mar; por lo tanto, el almacenamiento seguro de las muestras es esencial.
Después de la recoleccion en la roseta, las muestras pueden conservarse y almacenarse

para su posterior analisis en un laboratorio en tierra utilizando varios métodos.
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2.4.1 Aimacenamiento congelado

Las muestras de agua de mar recogidas en vidrio no deben almacenarse a
temperaturas inferiores a -20 °C, ya que las temperaturas mas frias (p. ej., <-40 °C)
pueden provocar la rotura del vidrio al descongelarse. Si el almacenamiento a
temperaturas < -20 °C es la Unica opcion disponible, entonces el uso de recipientes de
muestreo de plastico (HDPE o PC) es una alternativa segura para los analisis DOC/TDN
a granel. Las muestras congeladas que han sido acidificadas solo deben almacenarse
en vidrio, ya que el plastico se lixiviara con la exposicion prolongada al acido. Para las
muestras recolectadas en plastico y no acidificadas, es importante congelarlas lo antes
posible después de la recoleccion para evitar cambios en la materia organica debido a la
actividad bioldgica. Al almacenar muestras congeladas, es imperativo que estas muestras
no se llenen en exceso ya que el agua se expandira con la congelacion. Las pruebas han
demostrado que se establece un gradiente de salinidad durante la congelacién con un
alto contenido de salmuera/agua con DOC alto que potencialmente se desplaza a través
de las roscas de la tapa si la botella se llena en exceso (Apéndice complementario, Figura
A4). Esta extrusion da como resultado una concentracion de DOM diluida, lo que hace
que la muestra se vea comprometida. Se debe tener cuidado de congelar las muestras
en posicion vertical y verificar que las tapas estén bien selladas antes de congelarlas y
almacenarlas y nuevamente antes de enviarlas. Separe las muestras congeladas de
cualquier otro material organico volatil almacenado para evitar la contaminacion organica

volatil transportada por el aire.

Las muestras congeladas se pueden almacenar de forma segura durante periodos de

afios (consulte las pruebas de almacenamiento de muestras, Apéndice A complementario ).
Antes del andlisis, las muestras congeladas deben descongelarse completamente a
temperatura ambiente y homogeneizarse. Es ideal el uso de un dispositivo mecanico

como un mezclador de vértice. El mezclador debe configurarse a una velocidad lo
suficientemente alta como para que se vea un vértice y se extienda desde la superficie

de la muestra hasta el fondo del recipiente.

2.4.2 Aimacenamiento acidificado y liquido El envio de

muestras congeladas es costoso y, a menudo, poco fiable; asi, una alternativa al
almacenamiento en congelacion es la recoleccion en viales de vidrio, la acidificacion y el
almacenamiento en forma liquida. Las muestras deben acidificarse poco después de la
recoleccion agregando 2 pl de &cido clorhidrico 4 M (ACS o trazas de metal) por 1 ml de
muestra. Esta proporcion de acido/muestra debe llevar la muestra a un pH de 2-3. Revise
periédicamente las muestras para asegurarse de que se alcance este pH bajo. Esto se
puede hacer extrayendo unos pocos ml de muestra (usando una punta no estéril y una
pipeta limpia DOC) y usando este volumen para humedecer una tira de pH. Nunca
sumerja una tira de pH directamente en una muestra, ya que esto provocara la
contaminacion. A un pH de 2-3, la actividad bioldgica se detiene, lo que garantiza un
almacenamiento seguro, y las especies de carbono inorganico se convierten en CO2 y
luego se desgasifican de la solucion de la muestra con un rociado en el sistema de TOC
en el momento del andlisis (no se recomienda el rociado en el momento de la recoleccién
de la muestra). recomendado ya que menos manipulacién es mejor para prevenir la
contaminacion). Se recomienda una pipeta repetidora con una punta limpia con acido
para la adicién de acido (consulte el SOP 2 complementario para obtener mas detalles).

Se recomienda preparar un lote de 100 a 500 ml de HCI 4 M usando agua de alta pureza.
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acido (ACS Plus certificado, apéndice B complementario) diluido con agua
ultrapura y luego alicuotar y sellar el HCl 4 M en ampollas de vidrio precombustidas
de 1-2 ml. Se recomienda utilizar una nueva ampolla para cada nueva estacion

de muestreo y desechar los restos no utilizados para evitar la contaminacion.

El momento de la acidificacion dependera de la actividad bioldgica del
sistema ambiental, pero las muestras de mar abierto permanecen estables si se
acidifican dentro de la hora posterior a la recoleccion. se aconseja
que las muestras se almacenen en un espacio de laboratorio oscuro, libre de
sustancias organicas volatiles a temperatura ambiente, o en un refrigerador (4 °C)
o0 camara ambiental (< 20 °C). Nunca use tapas con septos perforados al recolectar
muestras, ya que la muestra puede contaminarse durante el envio y el
almacenamiento; si se utilizan septos, asegurese siempre de que el revestimiento
de PTFE mire hacia la muestra. Con estas precauciones, las pruebas muestran

que las muestras acidificadas también se pueden almacenar en el orden de los

afos. Consulte el Apéndice A complementario (Figuras A5-A7) para obtener mas detalles.

El envio de muestras acidificadas en viales de vidrio es una opcién viable
siempre que el contenedor de envio esté bien protegido para evitar roturas durante
el envio. Las inserciones de espuma en cajas de campo de plastico corrugado o
los planos de cartdn con divisores de muestra colocados en un recipiente rigido o
hielera funcionan bien. Consulte la informacién complementaria (SOP2 y Apéndice
B) para las piezas. Lo que es mas importante, las muestras en plastico o vidrio
deben taparse herméticamente y permanecer en posicién vertical para minimizar

la contaminacion durante el transporte.

3 Instrumentacion

Hay varios sistemas HTC personalizados y comerciales que se han descrito
anteriormente (Peltzer y Brewer, 1993; Benner y Strom, 1993; Hansell, 1993;
Carlson et al., 1994; Sharp et al., 2002a; Hansell y Carlson, 1998) ; sin embargo,
encontramos que Shimadzu TOC-VCSH y la nueva serie TOC-LCSH son
instrumentos HTC de alto rendimiento que brindan rangos, confiabilidad y

sensibilidad adecuados para las mediciones de agua de mar.

Por lo tanto, mientras que otros instrumentos también pueden ser apropiados para
los andlisis HTC de agua de mar, limitamos nuestra discusion a los sistemas
Shimadzu TOC-V y TOC-L en esta guia de mejores practicas. Estos modelos
estan acoplados con muestreadores automaticos Shimadzu ASI-V/ASI-L, que
admiten viales de vidrio de 40 ml para una mayor eficiencia de procesamiento. Se
puede acoplar una unidad de analizador Shimadzu TNM-1/TNM-L al instrumento
para proporcionar un andlisis de TDN. Las unidades TNM comparten el tubo de
combustion y el catalizador con la unidad TOC, de modo que se minimiza el
mantenimiento para la operacién adicional. En esta configuracién del sistema, es
posible ejecutar analisis DOC o TDN independientes, o ejecutar analisis acoplados

(DOC y TDN) ya que cada detector funciona de forma independiente.

3.1 Analisis DOC

El contenido de DOC del agua de mar se define como la concentracion

de carbono que queda en una muestra de agua de mar después de particulas y
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el carbono inorgénico ha sido eliminado. Las concentraciones de DOC se
determinan mediante un método HTC realizado en un TOC Shimadzu modificado
como se describié previamente por Carlson et al. (2010).

Se extrae una muestra preacidificada (filtrada en el momento de la recoleccién
para eliminar el COP) en una jeringa de inyeccion de 5 ml y se rocia (100 ml/min)
durante un minimo de 1,5 minutos con gas libre de CO2, lo que produce una
muestra que contiene solo sustancias no contaminantes . carbén organico
purgable. Se inyectan réplicas (100 pL) de la muestra burbujeada resultante en
un tubo de combustién de cuarzo calentado a 680 — 720 °C, donde el carbono
organico se quema/oxida a CO2 . El CO2 resultante y el gas portador (velocidad
de flujo de 168 ml/min) pasan a través del deshumidificador electronico interno
Shimadzu, una trampa de agua de perclorato de magnesio (cuando no se realiza
el andlisis de nitrégeno), una trampa de haluro de malla de cobre, un filtro de
particulas de 0,45 ym, y luego en el analizador de gas infrarrojo no dispersivo
(NDIR) de Shimadzu. La sefial de CO2 da como resultado un pico de muestra en

el que el area del pico se integra con el software cromatografico Shimadzu.

3.2 Analisis de TDN

El contenido de TDN del agua de mar se define de manera similar como la
concentracién de nitrégeno combinado que queda en una muestra de agua de
mar después de eliminar las particulas de nitrégeno. EI TDN se determina de
forma independiente mediante el método de combustion a alta temperatura
(Walsh, 1989) en un TOC Shimadzu modificado con un analizador Shimadzu TNM
adjunto. El gas portador se suministra a un caudal de 168 ml/min y la unidad TNM
genera ozono (O3) a un caudal de 0,5 I/min. Se inyectan réplicas (100 pL) de la
muestra filtrada en el tubo de combustién calentado a 720 °C, donde el TN de la
muestra se convierte en dxido nitrico (NO). La corriente de gas resultante luego
pasa a través del deshumidificador electronico interno Shimadzu, una trampa de
haluro de malla de cobre, un filtro de 0,45 ym y al analizador de quimioluminiscencia,
donde el gas NO seco reacciona con O3 para producir un éxido nitroso excitado .
La sefial de fluorescencia resultante es detectada por el detector de

quimioluminiscencia Shimadzu TNM.

El area del pico resultante se integra con el software cromatografico Shimadzu.
Tenga en cuenta la ausencia de una trampa de agua de perclorato de magnesio

en esta configuracion, ya que esta trampa elimina el NO (ver mas abajo, Seccion
3.1).

3.3 Analisis DOC/TDN acoplado

Es posible un método dual utilizando el software Shimadzu para proporcionar
analisis DOC y TDN en una muestra simultaneamente. Se analiza una muestra
filtrada para cada analito como se detalla anteriormente, con el horno TOC
ajustado a 720 °C, la omision de la trampa de agua de perclorato de magnesio en
linea y cada detector informa por separado. Los analisis acoplados pueden afectar

la calidad maxima del NDIR; por lo tanto, se recomienda que los analistas
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Supervise de cerca la calidad de la forma maxima de la salida NDIR (DOC)

en el modo de operacion de analisis dual.

3.3.1 Sistema Shimadzu HTC modificado para optimizar la sefial Los usuarios
deben consultar

primero el instrumento del fabricante
manuales para las especificaciones de puesta en marcha, operacion y
mantenimiento. Para optimizar las muestras de agua de mar, las condiciones
de funcionamiento de los analizadores de TOC de Shimadzu se modifican
ligeramente con respecto al sistema modelo del fabricante.

Se retira el serpentin de enfriamiento y se reduce el espacio superior de
la trampa de agua pura para minimizar el espacio muerto del sistema. La
trampa de agua pura es un deposito de vidrio que acumula vapor de agua
que se condensa al salir del tubo de combustion.

Este deposito se puede utilizar para determinar el blanco del instrumento, si
correctamente mantenido esto puede resultar en espacios en blanco
equivalentes al andlisis de inyecciones de agua ultrapura de laboratorio. Sin
embargo, no recomendamos esta opcién ya que hemos encontrado que la
acumulacién de sedimentos en esta trampa puede dafiar la jeringa. Ademas,
el muestreo frecuente del condensado de esta trampa puede alterar el espacio
"muerto" dentro del sistema que puede afectar la forma del pico y la
consistencia de los resultados a lo largo de una corrida analitica. Descubrimos
que mantener un espacio de cabeza reducido en la trampa de agua pura y
quitar el serpentin de enfriamiento da como resultado una mejor forma de
pico. Consulte el Apéndice C complementario para obtener mas detalles.

El agua de mar contiene en promedio ~ 2,3 mmol kg-1 de carbono
inorganico disuelto (DIC) en forma de CO2, bicarbonato y carbonato. El DIC
se elimina de la muestra antes de inyectar el agua en la columna de
combustién acidificando a un pH de 2-3 (HCI 4 M, grado ACS) y rociando con
gas portador libre de CO2 durante varios minutos (es decir, 3 ml de muestra
rociado durante 1,5 minutos a un caudal de 100 mL min-1). Después del
rociado, se inyecta una alicuota de muestra (50 - 200 pL dependiendo de la
concentracion de DOC) en la columna de combustion. El carbono organico
se quema a CO2 y el gas portador mueve el vapor de agua resultante, los
haluros y el CO2 fuera de la columna a través de una serie de trampas y

filtros para purificar la sefial de CO2.

El vapor de agua interfiere con la deteccion NDIR y debe eliminarse.
Después de pasar por la columna de combustién, el gas portador pasa al
deshumidificador electrénico Shimadzu, un enfriador Peltier refrigerado
ajustado a 1°C, donde una fraccion significativa del vapor de agua se
condensa y se elimina de la corriente de gas. Descubrimos que la adicion de
una trampa de agua en linea que contiene perclorato de magnesio Mg(ClO4)2
(Apendice B complementario ) ayuda a eliminar aun mas el vapor de agua,
agudiza la forma del pico y minimiza los picos de cola de la traza NDIR;
mejorando asi la reproducibilidad de las inyecciones. Para los andlisis DOC,
la trampa de Mg (CIO4)2 debe reemplazarse como minimo cada dos dias o
tan pronto como el desecante parezca saturado (consulte el Apéndice D
complementario para obtener instrucciones detalladas). Tenga en cuenta que

la trampa de Mg (CIO4) 2 no debe incluirse si TDN es
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al medirse simultdneamente como Mg(ClO4)2 humedo, se elimina el NO y,
por lo tanto, interfiere con el analisis de TDN.

Los haldgenos liberados con la combustion del agua de mar también
pueden interferir con la deteccién NDIR de CO2; por lo tanto, es imperativo
eliminar los haldégenos de la corriente de gas de poscombustién. La trampa
de halégeno patentada de Shimadzu (n.° de pieza 630-00992) o el burbujeo
del gas a través de una solucién de AgCl son medios eficaces para eliminar
los halégenos. Una alternativa rentable es empaquetar una trampa de haluro
con lana de cobre (Apéndice B complementario) y conectarla en linea justo
después de la trampa de Mg(ClO4)2. La lana de Cu mostrara signos de
decoloracion después de la exposicién a halégenos; debe cambiarse cuando
la decoloracion llegue a menos de 2 cm de la salida de la trampa. Se
recomienda que las trampas de Mg(ClO4)2 y haluro se coloquen verticalmente
para que el flujo de gas suba por la parte inferior de las trampas. Antes de
ingresar al NDIR, el gas pasa a través de un filtro de membrana (0,45 pm,
Apéndice B complementario ) para eliminar las particulas del gas portador.
Con un medidor de flujo digital, se debe tener cuidado de monitorear la tasa
de flujo del gas portador antes y después de la trampa de particulas para
garantizar que no haya una reduccién en la tasa de flujo. Si hay una caida en
la tasa de flujo de mas de 3 ml min-1 desde que ingresa a la columna, se
debe reemplazar el filtro. Se recomienda que cada vez que se reemplace la
columna se verifique el caudal en los puntos de entrada al puerto de inyeccion,
en la base de la columna, antes y después de las trampas de Mg(CIO4)2 y
halégenos y antes y después del filtro de particulas . Los detalles se pueden

encontrar en el Apéndice C complementario.

3.3.2 Gas portador

Hay varias opciones con respecto al gas portador libre de CO2 necesario
para operar el sistema HTC, pero se requiere alta calidad para obtener bajos
niveles de fondo en el detector. Se pueden utilizar gases comprimidos como
oxigeno o nitrégeno de ultra alta pureza (UHP 99,995 %). Si hay aire
comprimido disponible, un costo
Una opcidn eficaz es integrar un generador de gas TOC de Parker Balston®
en las tuberias de gas del sistema HTC. Este sistema utiliza tecnologias de
absorcion por oscilacion de presion y oxidacion catalitica para eliminar los
hidrocarburos y generar gas libre de CO2. A largo plazo, la opcion del
generador de gas es una alternativa estable y econémica a los cilindros de
gas comprimido. El gas libre de CO2 se utiliza tanto como gas portador como

gas de rociado y debe suministrarse a una presion de 200-300 kPa.

3.3.3 Columna de combustion
Shimadzu ofrece dos tamafos de columnas, una columna de diametro

pequefio (18 mm DI x 20 mm DE, se adapta a TOC-V y TOC-L) y una columna
de gran diametro (27 mm DI x 30 mm DE, TOC-L solo con adaptador especial
kit) que puede acomodar mas carga de sal antes de cambiar o reacondicionar

la columna. En nuestro
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Por experiencia, un sistema analitico debidamente acondicionado puede procesar
aproximadamente de 30 a 36 muestras de agua de mar por dia de analisis (sin
incluir blancos, estandares y referencias de agua de mar) con la columna de
diametro pequefio y de 42 a 48 muestras de agua de mar por dia de analisis con
la columna de gran diametro. Las comparaciones directas muestran que cualquiera
de las configuraciones es aceptable para las muestras de agua de mar (Apéndices
complementarios, Figura C1). Después de 4 a 5 dias (~ 400 a 900 inyecciones de
agua salada), con cualquier tipo de columna, generalmente observamos una
acumulacion de sal en la columna que da como resultado una contrapresién del
sistema que se manifiesta como una forma de pico deficiente de la traza del
infrarrojo no dispersivo (NDIR) y la subsiguiente mala inyeccion y replicacion de
referencia. Por lo tanto, se recomienda que bajo un procesamiento de alto
rendimiento de muestras de agua de mar, el tubo de combustion, el material de
empaque y varias trampas se cambien o limpien semanalmente como se describe
a continuacion. En resumen, una columna individual normalmente se puede
reacondicionar 4 veces, lo que equivale a aproximadamente 720 muestras por
columna en total. Consulte el Apéndice D complementario para ver un programa

de mantenimiento preventivo de ejemplo.

Los tubos de combustion se componen de vidrio de cuarzo que se puede
comprar directamente a Shimadzu o, alternativamente, si el investigador tiene
acceso a un taller de soplado de vidrio o a un proveedor preferido, el cuarzo se
puede fabricar utilizando las dimensiones que se proporcionan en la informacion

complementaria (Figura C2 , y el Apéndice B para los numeros de pieza asociados).

El empaque de la columna de combustion también se ha modificado
ligeramente de la guia del proveedor, y los detalles se pueden encontrar en el

Apéndice B complementario y Figura C2:

3.4 Configuracién de columna pequefia

La columna pequefia se empaqueta de la siguiente manera: se coloca una
sola capa de malla de platino (Pt) de 13 x 13 mm en la base de la columna para
soportar el lecho de perlas de catalizador de Pt-alimina. Se afaden perlas de
alumina Pt de 2 mm de diametro hasta 120 mm de la parte superior de la columna.
Una capa adicional de gasa de platino, enrollada sin apretar en esferas de 5 mm,
se coloca en una sola capa encima de las perlas de alumina platinizadas. Estas
esferas de Pt cumplen tres propdsitos: 1) proporcionan una masa térmica solida
que permite la combustion rapida de la muestra; 2) la superficie solida protege la
integridad de las perlas de alumina subyacentes; por lo tanto, preservando la
geometria de la matriz y previniendo la pulverizacién y los "agujeros de gusano"
que se desarrollan si la muestra se inyecta directamente en las perlas de alimina
Pt; y 3) las esferas de Pt mas grandes permiten que la sal penetre mas
profundamente en el material de la matriz de la columna, lo que ralentiza el
desarrollo de tapones de sal y mantiene un buen flujo de gas durante un periodo
de tiempo mas prolongado. Nuestra experiencia es que agregar almohadillas de Pt
mejora la forma del pico de la traza NDIR vy la replicacion de las inyecciones, y
extiende la duracion de la vida util de la columna cuando se analiza el agua de

mar. Nota: no recomendamos usar lana de cuarzo para
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separe las capas de material de relleno a medida que se desvitrifica a medida que
se carga la sal en la columna, creando espacios vacios; por lo tanto, cambiando la

geometria del material de relleno de la columna a lo largo de su vida util.

3.5 Configuracién de columna grande

La columna grande se empaqueta de la siguiente manera: se coloca un disco
de malla ceramica en la base de la columna grande para soportar el lecho de
perlas de catalizador de alumina Pt. Las perlas de alimina de platino de 5 mm de
didmetro se agregan dentro de los 200 mm de la parte superior de la columna, y
las perlas de alimina platinizada de 2 mm de diametro se agregan encima de las
perlas de catalizador mas grandes a un nivel de 120 mm de la parte superior de la
columna. Luego, el catalizador mas pequefio se cubre con esferas de 6-10 Pt
como se describe anteriormente.

Las columnas deben retirarse y reacondicionarse semanalmente o en
cualquier momento en que surja una mala calidad de los datos. La columna se
desvitrificara a medida que la sal se infunde en la matriz de cuarzo, y se volvera
"tiza" y fragil después de una serie de ciclos de calentamiento y enfriamiento; por
lo tanto, se debe tener cuidado de inspeccionar las columnas en busca de signos
de debilidad o grietas durante el reacondicionamiento. El reacondicionamiento de
las columnas incluye la eliminacién de las esferas de Pt, el catalizador y la malla
de la columna, el lavado de la columna de cuarzo y todo el contenido de Pt con
agua ultrapura para eliminar la sal, luego la combustién de la columna de cuarzo y
el contenido de Pt a 450 °C para que se sequen y luego el reempaque con
contenido vaciado. La malla de Pty las esferas se pueden reutilizar durante 4 a 6
semanas si se limpian adecuadamente; es decir, sumerja en agua y agite para
eliminar la acumulacion de sal. El catalizador de alumina Pt debe durar
aproximadamente 12-16 dias de analisis. Deje siempre que la columna y su
contenido se enfrien antes de reacondicionar o volver a empaquetar las columnas.
El Apéndice D complementario proporciona una descripcion paso a paso del

reacondicionamiento de columnas.

3.5.1 Detectores

Segun el manual del usuario de Shimadzu, la celda NDIR de las series TOC-
V'y L alcanza un limite de deteccion de 4 mgCL-1 (0,3 pmol C L-1), el nivel mas
alto para el método de oxidacion catalitica por combustién. El sistema Shimadzu
TNM utiliza un detector de quimioluminiscencia para medir la sefial excitada de
NO2 creada al combinar el gas NO, generado a través de HTC a 720 °C, con O3
dentro del detector. Segun el fabricante, el limite de deteccién de quimioluminiscencia

para TN

es <0.05 mg L-1 (3.57 pmol N L-1).

3.5.2 Software El

analizador de TOC incluye el software cromatografico Shimadzu disefiado
para permitir el control por PC de todo el sistema; incluye la programacion del
muestreador automatico, la generacién de curvas de calibracién, la adquisicion y
visualizacion de resultados en tiempo real, la integracion del area de pico y las

banderas de control de calidad para los datos sin procesar. Area sin procesar
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las integraciones se pueden exportar como un archivo de texto delimitado por
tabuladores para su posterior procesamiento y calculo de la concentracion de carbono

ylo nitrégeno.

4 Procedimientos operativos

Los procedimientos descritos a continuaciéon son recomendaciones basadas en el

método HTC realizado con un sistema Shimadzu TOC- VCSH o TOC-LCSH . Las

operaciones con otros instrumentos comerciales o caseros variaran.

Operacion y procedimientos diarios:

1) Preparacién y mantenimiento de instrumentos; espacios en blanco del sistema
2) Preparacion de la curva estandar

3) Materiales de referencia

4) Ejemplos de incognitas

5) Exportar datos sin procesar/calcular la concentracién de la muestra

4.1 Preparacion del instrumento y mantenimiento
diario; espacios en blanco del sistema

La preparacion del sistema se evalla todos los dias antes de analizar las muestras.
La linea base del instrumento debe estar en 0 mV antes de comenzar, lo que indica que
el ruido eléctrico es minimo y que no hay problemas inmediatos evidentes con el NDIR
o el generador de gas.

El software Shimadzu proporciona un "monitor de fondo" general para indicar la
preparacion del instrumento (posicion y estabilidad de la linea de base, temperaturas
del horno y del deshumidificador). Si la posicion de la linea de base o las fluctuaciones
superan los valores preestablecidos, el instrumento indica automaticamente que no esta
listo.

El blanco del sistema se evalla inyectando un volumen de agua baja en carbono
(LCW) idéntico al volumen utilizado durante el analisis de la muestra (100 pL) y midiendo
el area del pico. Este blanco representa la sefial de CO2 de fondo del sistema
(catalizador y tubo de combustion) y debe restarse de cada muestra analizada. El agua
en blanco verdadera debe tener DOC por debajo del limite de deteccion. Shimadzu

recomienda que los espacios en blanco sean

Se tomaron muestras de la trampa de agua pura interna para lograr esto, pero segun
nuestra experiencia, esta operacion cambia el "volumen del espacio muerto" dentro del
sistema analitico, alterando la forma del pico y afectando el blanco de la maquina en el
transcurso de la ejecucion. Se recomienda que el agua en blanco se genere utilizando
un sistema de agua ultrapura comercial junto con un kit de oxidacién UV (es decir,
sistemas Nanopure™ de resistencia de 18,2 MW con cartucho de materia organica
ultrabaja, esterilizacion UV y filtro de 0,2 ym o sistemas MilliQ®) . El laboratorio Hansell
de la Universidad de Miami proporciona LCW (0-1 umol C L-1) como parte de su
programa de material de referencia de consenso (CRM), y las concentraciones internas
de LCW se pueden comparar con esto. El intercepto en Y de la curva estandar (realizado

en el mismo LCW) proporciona una
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evaluacion del contenido de C o TDN en el agua en blanco mas el “blanco de la
maquina”.

El agua en blanco oxidada con UV se genera diariamente y se coloca en botellas
de Pyrex® precombustidas (500 - 1000 ml). En los sistemas TOC-V y L de Shimadzu,
conectar un tubo de Teflon™ desde el reservorio en blanco al puerto n.° 1 en la valvula
de 8 puertos del conjunto de jeringa/inyector permitira extraer muestras ilimitadas del
reservorio, lo cual es necesario para el acondicionamiento de la columna y numerosos
analisis en blanco a lo largo de cualquier ejecucién dada. Para extraer una muestra del
depdsito en blanco, asigne una muestra al vial cero en la tabla de muestras de
Shimadzu; esta botella se puede muestrear numerosas veces a lo largo de una serie
analitica. Los valores en blanco del sistema variaran entre los sistemas de TOC debido
a las configuraciones internas y al uso de la columna. El Apéndice C complementario
proporciona un ejemplo de valores en blanco tipicos generados en mlltiples sistemas
TOC. Si el acondicionamiento de una nueva columna es suficiente, los picos en blanco
disminuirdn y las areas de los picos de agua de mar se estabilizaran y seran altamente
repetibles (Figuras C6 y C7). Por lo general, pasamos la mayor parte de la jornada
laboral diagnosticando la preparacién del sistema. Después de completar las tareas de
mantenimiento diarias, se ejecuta una serie de 15 muestras en blanco desde el puerto
n.° 1, seguidas de otras 15 muestras en las que las muestras en blanco se alternan con
agua de mar (llene varios viales con la misma agua de mar y coléquelos en el
muestreador automatico, extraiga varias veces de cada vial ). Una vez que los blancos
y las muestras de agua de mar cumplen con estos criterios, la columna y el sistema
estan listos para funcionar y se prepara un conjunto de muestras junto con estandares,

blancos y aguas de referencia para una corrida analitica durante la noche.

4.2 Curva estandar

DOC: los sistemas se estandarizan diariamente con una curva de calibracion de
cuatro puntos de glucosa o ftalato de hidrégeno y potasio (KHP) fabricados en LCW.
Las concentraciones estandar de trabajo se distribuyen uniformemente para abarcar el
rango dinamico de las concentraciones de DOC oceanico (tipicamente 25, 50, 75, 100

UM C).

TDN: se utiliza una curva de calibracién de cinco puntos de nitrato de potasio
(KNO3) disuelto en LCW (normalmente 3, 8, 16, 24 y 48 uyM N) para delimitar los rangos
de concentracién oceanica.

Los estandares se analizan al comienzo de la ejecucion de cada dia, antes de las
muestras, para monitorear la respuesta del sistema. Los estandares de trabajo se
preparan gravimétricamente cada semana. Son diluciones independientes preparadas
a partir de un stock primario concentrado, que se realiza mensualmente en LCW. La
curva estandar resultante se utiliza para calcular las concentraciones de DOC y TDN
en los pasos posteriores al procesamiento. Este factor de respuesta diaria se debe
rastrear para cada sistema en uso y rara vez cambia durante la vida util de una columna.
También se controlan las alteraciones en el flujo a través de las columnas y en el NDIR,
ya que cambiaran el factor de respuesta. Consulte la Seccién 5 para obtener pautas

detalladas de preparacién estandar.
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4.3 Material de referencia

Un componente critico para mantener la precision y la intercomparabilidad entre
laboratorios y dentro de los laboratorios a lo largo del tiempo es el uso rutinario de
referencias de agua de mar. Todas las muestras deben compararse sistematicamente
con un conjunto de referencias que incluyen o han sido calibradas con material de
referencia de consenso (CRM) como el proporcionado por el programa CRM de la
Universidad de Miami (Hansell , 2005). Estos CRM incluyen agua de mar profunda,

media y superficial, asi como referencias LCW que estan calibradas por analistas

DOM internacionales independientes. A efectos practicos, se recomienda que los
laboratorios individuales generen un conjunto de materiales de referencia "internos"
en grandes volimenes que se calibran con los CRM. Un ejemplo de preparacion de
referencia “interna” podria incluir la recoleccién de 10 a 20 L de cada filtrado (GF/F)
de un gradiente de DOM vertical, es decir, agua de mar superficial, mesopelagica y
batipelagica, acidificacion a pH 2-3 y particién en varios cientos de viales de vidrio (35
mL) para cada profundidad. Alternativamente, si no se puede acceder a grandes
volimenes de agua de mar, se puede preparar un lote de agua de mar artificial, afiadir
y acidificar un compuesto de carbono organico, que puede servir como una referencia
"interna". Cualquier agua de referencia "interna" debe calibrarse con los MRC
regularmente para garantizar que la concentracién de carbono permanezca estable
(dentro de + 3 s del valor calibrado). Aimacenadas correctamente, estas referencias
permanecen estables durante al menos un afio. Se recomienda que el conjunto de
referencias "internas", que abarcan el rango dinamico del conjunto de muestras, se
analice varias veces a lo largo de una ejecucién analitica determinada (es decir, cada
8 a 10 muestras) como diagndstico de la estabilidad y calidad del sistema.
aseguramiento de los datos. Esta practica de usar referencias calibradas "internas"
durante largos periodos de tiempo resulta especialmente util para garantizar la

comparabilidad de ejecucion a ejecucion.

4.4 Analisis de muestras (método NPOC)

El agua de mar recolectada en viales de vidrio de 40 ml, acidificada en el momento
de la recoleccion y almacenada en forma liquida se puede cargar directamente en el
muestreador automatico. Es habitual en nuestros laboratorios cambiar solo los septos
antes del analisis, cambiando los septos no perforados utilizados en la recoleccion por
septos perforados que se usan (limpian y reutilizan) solo durante el analisis en el
instrumento TOC. Cuando se completa la ejecucion de TOC, los septos sin perforar
se devuelven a los mismos viales para volver a almacenar las muestras. Esta
secuencia permite conservar tabiques no perforados para recolecciones repetidas
después de la limpieza. Algunos laboratorios también eligen usar septa de un solo uso
o papel de aluminio amortiguado como septa para eliminar la posibilidad de
contaminacion. Las muestras congeladas deben: primero descongelarse completamente
a temperatura ambiente (no debe quedar hielo antes de proceder), mezclarse
completamente mediante vértice y transferirse a un vial de vidrio si es necesario. Si se
requiere transferir la muestra, se recomienda usar alicuotas de 1-2 ml de agua de
muestra para enjuagar un vial quemado 3 veces antes de llenarlo hasta un minimo de

15 ml por vial. A
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el volumen de muestra de 15 mL permite multiples ejecuciones en una muestra si es
necesario.

Las muestras de agua de mar "desconocidas" deben analizarse utilizando el
método de carbono organico no purgable (NPOC) en el sistema TOC de Shimadzu.
Consulte el manual del usuario de TOC de Shimadzu para conocer los "Principios del
analisis de NPOC" y la "Informacion técnica relacionada con el andlisis" (area del pico
y forma). Los usuarios pueden definir configuraciones para establecer su propio
método; consulte el manual de usuario de Shimadzu TOC para obtener detalles paso
a paso sobre la configuracion del método de software. Para las muestras de agua de
mar, se suele utilizar la opcién "los mejores 3 de 5" del software. Para este método,
se extraen 3 ml de muestra preacidificada en la jeringa de inyeccion de 5 ml y se rocia
durante 1,5 minutos a una velocidad de flujo de 100 ml min-1 con gas libre de CO2 (el
tiempo de rociado debe probarse empiricamente). Se inyectan alicuotas de 100 ml de
muestra en el tubo de combustién hasta que al menos tres inyecciones repetidas
cumplan con la desviacién estandar (SD) del area del pico especificada por Shimadzu
de 0,1 o un coeficiente de variacion (CV) < 2 %, o hasta que se alcancen las cinco
inyecciones (replicacion). criterios se aplica por separado a DOC y TDN). El area del
pico DOC o TDN resultante se integra con el software cromatografico Shimadzu. Se
recomienda que se organice una corrida analitica de modo que cada 8-10 muestras
desconocidas estén entre paréntesis por un conjunto de referencias (o0 MRC) "internas"
y blancos, y que el nimero total de muestras desconocidas se limite a un maximo de
30- 36 por corrida (42-48 para columnas grandes) para evitar la obstruccién de la
columna de cuarzo durante la corrida. Esta configuracion también permite un amplio
espacio para estandares, referencias y espacios en blanco en el muestreador
automatico de 68 posiciones. El Apéndice E complementario proporciona un ejemplo

de hoja de registro de ejecucion.

4.5 Exportacion y procesamiento de datos

Un ejemplo de post procesamiento: correcciones y calculo de concentraciones

Es una buena practica revisar los picos en blanco, de referencia y de muestra
después de cada ejecucion para buscar anomalias. Si la serie analitica se ha llevado
a cabo sin interrupciones ni errores, los datos de picos sin procesar se exportan para
el procesamiento final y QA/QC. Si se observa un error o una interrupcion, se cancela
la ejecucion y se vuelven a analizar las muestras.

Los archivos se guardan como texto delimitado por tabulaciones y se exportan
desde el software Shimadzu para su posterior procesamiento sin conexién. Los datos
de pico sin procesar (area) se clasifican por ID de muestra y todas las inyecciones se
agrupan y promedian para muestras en blanco, estandar, de referencia y "desconocidas".
Las inyecciones marcadas por el software de Shimadzu como valores atipicos se
excluyen de los promedios del area, manteniendo 3 inyecciones para cualquier
muestra dada. Se determina un blanco de maquina promedio para todos los blancos
a lo largo de la corrida analitica de un dia (tipicamente esto es un promedio de al
menos 10-20 blancos) y se resta de todas las muestras, estandares y referencias. Se
realiza un andlisis de regresion lineal en los estandares de calibracién corregidos en
blanco (glucosa de 4 puntos o KHP para DOC o estandares de KNO3 de 5 puntos
para TDN). Las curvas de calibracion no se fuerzan hasta el cero y deben tener un

coeficiente de correlacion 20,995. La pendiente se usa para
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calcule las concentraciones de la muestra a partir de las areas de los picos de la siguiente manera:

mmol Co N — area de muestra promedio — area en blanco promedio de la maquina

L pendiente de la curva estandar

(M

Se recomienda que los espacios en blanco se analicen con frecuencia a
lo largo de una ejecuciéon como un diagnéstico del rendimiento del sistema
(consulte el Apéndice E complementario para conocer el espaciado de 10 a
20 espacios en blanco en una ejecucion tipica). Los espacios en blanco para
cada sistema deben evaluarse diariamente y los valores deben permanecer
dentro de (+ 3 s) durante el transcurso de una ejecucion. La deriva sistematica
0 un cambio rapido en los valores en blanco fuera de este rango dentro de una
corrida dada o entre corridas durante la vida util del tubo de combustién son
indicativos de un problema dentro del tubo de combustion, su material de
empaque, las trampas o una obstruccion en el flujo de gas. . Si se detectan
desviaciones o cambios en los valores en blanco dentro de una ejecucion, la
ejecucion debe marcarse como cuestionable y volver a ejecutarse segun sea
necesario. Se debe comprobar el caudal para determinar si se ha producido
una obstruccion o una contrapresion en el sistema. Si el problema persiste, se
debe reemplazar el tubo de combustién, el material de empaque y las trampas.

Las referencias de CRM y/o “internas” también se utilizan para evaluar el
rendimiento del sistema analitico. Se recomienda ejecutar un conjunto de
referencias "internas”, calibradas con CRM, de 3 a 5 veces a lo largo de una
ejecucioén analitica y promediarlas. Si las referencias no cumplen con los
valores calibrados o las especificaciones de estabilidad (dentro de + 3 s del
valor calibrado, y el CV diario para cada referencia debe ser ~ 2 %), entonces
se debe realizar una revision de mantenimiento en el sistema analitico, el tubo
de combustion y las trampas deben cambiarse o reacondicionarse. seguin sea
necesario, y se repite la carrera. Todas las referencias deben permanecer
estables a lo largo del tiempo y entre sistemas. Se recomienda que las
referencias "internas" se calibren con CRM aproximadamente cada 6 semanas.
También se recomienda que se preparen y almacenen varios conjuntos de
referencias "internas" para mantener conjuntos superpuestos de material

calibrado.

5 estandares
5.1 Suministros

Es fundamental tener concentraciones precisas de estandar
soluciones, y para DOC y TDN también se debe tener cuidado para evitar la
contaminacién durante la preparacion de las reservas. Por esta razon, se
utilizan botellas de vidrio (calentadas a 450 °C durante = 4 h) para preparar la
solucién madre primaria. Tenga en cuenta que la cristaleria volumétrica no
debe usarse para preparar estandares, ya que la temperatura alta afectara la
precision de la graduacién volumétrica. Los compuestos estandar secos deben
mantenerse en un desecador al vacio para garantizar la calidad. Las soluciones
se preparan gravimétricamente a temperatura ambiente utilizando balanzas
analiticas con resolucion de 0,0001 g. Los stocks de trabajo de mayor volumen
se pueden preparar diluyendo el stock primario en botellas de vidrio quemadas

usando agua ultrapura.
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Las pipetas utilizadas para cualquier preparacion estandar deben estar
limpias con DOC (el uso debe limitarse Unicamente a DOC; nunca use una
pipeta que haya sido utilizada con fijadores o volatiles). Ademas, se sugiere el
uso de puntas de pipeta no esterilizadas en autoclave, ya que el proceso de
esterilizacion puede provocar la lixiviacion de sustancias organicas del material
plastico. Todas las puntas de pipeta deben enjuagarse con HCI 4 M antes de

la preparacioén estandar.

5.2 Estandares primarios

5.2.1 DOC El

hidrégeno ftalato de potasio (KHP) o la glucosa de alto grado (= 99,8 %
de pureza) son los compuestos que normalmente se utilizan como patrén de

carbono. Se prepara un stock primario de 10 mmol L-1 C en agua ultrapura.

5.2.2 TDN
Se recomienda nitrato de potasio (KNO3) de alto grado (= 99,8 % de
pureza) como estandar de nitrégeno. Se prepara un stock primario de 10 mmol

L-1 N en agua ultrapura.

5.3 Normas de trabajo

Los estandares de trabajo se preparan diluyendo el stock primario a las
concentraciones deseadas usando LCW a temperatura ambiente. Al menos
cuatro concentraciones diferentes de estandares de trabajo son apropiadas
(entre paréntesis del rango de concentracién de muestra esperado) y deben

analizarse diariamente al comienzo de cada analisis de muestra.

Consulte los Procedimientos operativos estandar complementarios (SOP3
y SOP4) para obtener una guia paso a paso para preparar soluciones estandar

usando glucosa y nitrato de potasio como ejemplos.

6 Control de calidad

Para proporcionar a la comunidad medidas estandar para la calidad
analitica del método DOC y TDN HTC en agua de mar, aqui presentamos
pautas para el control de calidad (QC).

Esto consiste en (1) una demostracién inicial de la capacidad del laboratorio
(validacion del método) y (2) pautas para evaluar el desempefio del laboratorio
mediante el analisis continuo de los instrumentos en blanco, los estandares de

calibracion y el material de referencia analizado como muestras.

6.1 Validacion del método

Todos los parametros se definen y calculan de acuerdo con las

recomendaciones de la Union Internacional de Productos Puros y Aplicados.
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Quimica (IUPAC) en el establecimiento de un enfoque uniforme para las
caracteristicas de rendimiento del proceso de medicion quimica (Union

Internacional de Quimica Pura y Aplicada, 1995).

6.1.1 Valor critico (Lc)

Determinado usando blancos (para este método, los blancos son agua
ultrapura procedente de sistemas Nanopure™ con cartucho de TOC bajo, luz
ultravioleta y filtro final de 0,2 ym) segin la Unién Internacional de Quimica Pura

y Aplicada (1995):

Lc =t1-a,vso (2)

donde t representa la prueba t de Student, a indica la probabilidad del error
tipo |, v indica los grados de libertad y, por lo tanto , indica la desviacion estandar.
Los espacios en blanco se analizaron por duplicado en fechas separadas (un
minimo de 30 espacios en blanco por dia durante 7 ciclos para DOC y > 20

espacios en blanco por dia durante 4 ciclos para TDN).

6.1.2 Limite de deteccion (LD)
El limite de deteccion del método se establece usando una muestra de
agua enriquecida a baja concentracién como en la Union Internacional de

Quimica Pura y Aplicada (1995):

LD = 2t1-a,vso (3)

donde t representa la prueba t de Student, a indica la probabilidad del error
tipo |, v indica los grados de libertad y, por lo tanto , indica la desviacién estandar.
Para este método 25 ymol C L
! Se prepararon y analizaron muestras para DOC y 3 pmol N L-1 para TDN en
fechas separadas (5 lotes individuales en 7 corridas para DOC y 4 lotes en 4
corridas para TDN). El limite de deteccion debe determinarse anualmente o
siempre que haya un cambio significativo en la configuracién o respuesta del

instrumento.

6.1.3 Limite de cuantificacion (LQ)

Expresado usando la desviacion estandar relativa por defecto de la IUPAC
(RSD) del 10 % y usando el estandar de calibracion mas bajo

(Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada, 1995):

LQ = 10so0 (4)

Donde so indica la desviacion estandar. Para este método, se calculd
utilizando los estandares de calibracion mas bajos (25 ymol C L-1 para DOCy 3
umol N L-1 para TDN).

Los resultados de la validacion del método para el anélisis de DOC y TDN
en agua de mar utilizando el método HTC se resumen en la Tabla 1.

Consulte el Apéndice F complementario para obtener detalles adicionales.

6.2 Limites de calidad analitica

6.2.1 Exactitud Evaluada

mediante el uso de material de referencia de consenso como control (no

existe un estandar nacional o internacional para el DOC del agua de mar).

La comunidad ha aceptado el CRM distribuido por la Hansell
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TABLA 1 Resultados de la validacién del método para el analisis de DOC y TDN en

agua de mar utilizando el método HTC.

Caracteristica DOC (umol C L-1) TDN (umol N L-1)

Valor critico (Lc) 25 0.5
Limite de deteccion (LD) 4.3 0.9
Limite de cuantificacion 11.6 2.0
(LQ)

32 -86 3-50

Gama de muestras tipicas de

agua de mar

Los rangos tipicos de concentracion de DOC y TDN en agua de mar estan muy por encima de Lc, LD

y LQ, lo que indica que el método HTC es apropiado para los anélisis de DOC y TDN en
concentraciones tipicas de agua de mar.

Laboratorio, Escuela Rosenstiel de Ciencias Marinas y Atmosféricas (RSMAS),
Universidad de Miami. Las concentraciones deben permanecer dentro del rango
de los valores de consenso (segun lo informado por Hansell Lab: https:/hansell-
lab.rsmas.miami.edu/consensus-reference material/index.html) dentro de + 2%

(para DOC) y + 2-6% para TDN (dependiendo del rango de concentracion).

6.2.2 Precision: repetibilidad y reproducibilidad 6.2.2.1
Repetibilidad

La mejor precision interna alcanzable se puede evaluar mediante
observaciones repetidas de viales de muestra duplicados durante un periodo
corto de tiempo. Condiciones como el tipo de instrumento y el operador deben

permanecer constantes.

6.2.2.2 Reproducibilidad El

complemento externo de la repetibilidad, evaluado mediante el andlisis de
lotes idénticos de muestras con el mismo método entre diferentes laboratorios
para evaluar qué tan reproducibles son los resultados. Este método utilizd

intercomparaciones realizadas en lotes de aguas de referencia entre Carlson y
Hansell

Laboratorios DOM de 2018-2019.

En la Tabla 2 se puede encontrar un resumen de los limites de calidad
analitica para el andlisis de DOC y TDN en agua de mar utilizando el método

HTC. Consulte el Apéndice G complementario para obtener detalles adicionales.

6.3 Evaluacion del desempefio del laboratorio

Como se describe en las secciones 4 y 5, el uso de blancos, estandares de
calibracion y materiales de referencia proporciona controles continuos del
rendimiento del instrumento. Una vez que se han realizado los ejercicios de
validacion y se ha establecido el método en un laboratorio, la evaluacion continua
de la calidad de los datos debe realizarse con frecuencia para mantener un
estricto control de calidad. La Tabla 3 presenta un resumen de las
recomendaciones para evaluar las corridas de datos DOC y TDN usando el

método HTC como se presenta aqui.
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6.4 Garantia de calidad

Si una serie supera las especificaciones de control de calidad descritas
anteriormente para el rendimiento analitico, los datos se aceptan y se examinan mas
a fondo en el contexto de la recopilacion y los metadatos adicionales.
disponible. Si la ejecucion no superd estos requisitos iniciales, se verifica el sistema y

se repite toda la ejecucion.

6.5 Recopilacion y evaluacion de datos GO-
SHIP

Para GO-SHIP, los datos DOM se compilan utilizando registros a bordo y se
fusionan con archivos de datos de botellas que contienen cualquier otro dato quimico
y fisico disponible y luego se trazan en Ocean Data View (Schlitzer, R. , Ocean Data
View, https:// odv.awi .Delaware, 2021). Los gréficos iniciales de perfiles verticales y/

o graficos de contorno son Utiles para identificar posibles valores atipicos.

Cualquier muestra fuera de un rango razonable para los valores DOC/TDN oceanicos
se marca como potencialmente contaminada o sospechosa de error de manipulacion

(valores < 30 0 > 90 pmol C kg -1, < 3 0 > 50 umol N kg-1).

Las muestras marcadas se comparan con réplicas o se vuelven a analizar para
confirmar. Si se sospechan errores analiticos, se vuelven a analizar perfiles completos
o subconjuntos de muestras (incluido el valor problematico y las muestras
circundantes). Tras volver a analizar la muestra, si se cumplen las especificaciones
analiticas y los datos siguen siendo anémalamente altos o bajos, los datos se informan
pero se marcan como cuestionables o malos de acuerdo con los cédigos de marca de
calidad del Experimento Mundial de Circulacién Oceanica (WOCE) (consulte la Tabla

4).

10.3389/fmars.2022.1061646

6.6 Comparaciones de datos entre laboratorios

Se recomienda que las muestras y las referencias se compartan periédicamente
entre los grupos analiticos para garantizar la comparabilidad entre laboratorios. La
Figura 1 es un ejemplo de intercomparaciones entre los laboratorios DOM de la

Universidad de Miami y UCSB.

7 Documentacion

7.1 Informes de analisis DOM

Los siguientes son ejemplos de metadatos que se pueden incluir en los informes

de cruceros DOM:

« Designacion del crucero e investigador(es) principal(es) « Nombres

y afiliaciones de los técnicos que recolectaron
Muestras de DOM en el mar

« Numero de estaciones ocupadas y muestras recolectadas (frecuencia de
muestreo) « Procedimientos

de muestreo y almacenamiento « Nombres y

afiliaciones de los técnicos que analizaron
Muestras DOM en tierra ¢

Numero de muestras analizadas + Métodos

de analisis (equipos y metodologia) « Procedimientos de procesamiento

de datos y control de calidad (célculos, exactitud, precision y limites de deteccion,

informacién CRM)
« Cualquier detalle de problemas o resolucién de problemas que ocurrieron con

el muestreo o andlisis * Referencias cientificas

TABLA 2 Resumen de los limites de calidad analitica para el andlisis de DOC y TDN en agua de mar utilizando el método HTC.

DOC

TDN

Precision [rango] + 2% [40-75 ymol C- L-1]

Precision - repetibilidad +0,6 umol C L-1 +
Precision - reproducibilidad
[rango bajo/medio/alto]

L-1 @[72 pmol CL -1]

0,6 pmol C L-1 @[39 pmol C L-1] £ 0,6
pmol C L-1 @[62 pmol C L-1] + 1,6 pmol C

+2%[8-32 uymol N L-1] £ 6

% [4-6 pmol N L-1]£0,7

pmol N L-1+£0,2

pmol N L-1 @[5-10 pmol N L-1]+ 0,3 umol N
L-1 @[20-30 umol N L-1] + 1,6 pmol N L-1 @[40
pmol N L-1]

TABLA 3 Criterios y pautas de control de calidad sugeridos.

Indicador de control de calidad

Limites

Aceptacion/Accion Accion

Frecuencia (por ejecucion)

Material de referencia de consenso El valor debe estar dentro del
(CRM) rango de consenso informado
Material de referencia interno
(calibrado contra CRM)

Curva de Calibracion -Correlacion 0.995

Coeficiente (R)

Si el CRM cae fuera del
rango informado, volver a ejecutar

Dentro de + 3 s del valor calibrado Si esta fuera de + 3 s, vuelva a ejecutar

i <0.995, vuelva a ejecutar

5 ampollas o viales de CRM por corrida de calibracion de referencia. Debe
superponerse con nuevos lotes de material de referencia interno.

Minimo 2 viales de cada referencia profunda y superficial por ejecucion, con 2-3
observaciones por vial.

Curva de 4-5 puntos en todo el rango analitico (~25-100 umol C L-1 para DOC y
~3-50 uymol N L-1 para TDN), analizada al comienzo de cada dia de analisis antes

de las muestras
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TABLA 4 Cddigos de calidad de datos de parametros de botellas del Programa hidrografico de Woce (WHP) (https://www.nodc.noaa.gov/woce/woce_v3/wocedata_1/whp/exchange/

exchange_format_desc.htm ).

Codigos de calidad de datos
de parametros de botellas de WHP

Descripcion

La muestra para esta medicion se extrajo de una botella de agua, pero no se recibié el andlisis. Tenga en cuenta que si se extrae agua para cualquier medicion de

una botella de agua, el indicador de calidad para ese parametro debe establecerse en 1 inicialmente para garantizar que se tengan en cuenta todas las muestras de agua.

2 Medida aceptable.

3 Medida cuestionable.

4 Mala medicion.

5 No reportado.

9 Muestra no extraida para esta medicién de esta botella.

7.2 Archivos de datos de botellas

Los datos del analisis DOM (DOC y TDN) se fusionan con los archivos de intercambio
de botellas de CLIVAR y la Oficina de datos hidrograficos de carbono (CCHDO) en funcién

de los identificadores de muestra (estacion/molde/profundidad/ID de botella).

Una vez que los datos se combinan con otros parametros quimicos en el archivo de la
botella, el nitrégeno organico disuelto (DON) se calcula como la diferencia entre TDN y DIN
¥%:NH4 + + NO- + NO- 2. Como 3 DON es una variable derivada,no se informa (es decir, no

se incluye en el archivo de la botella).

Los resultados finales se informan en unidades de mmol kg-1. Siempre que sea posible,
se utilizan medidas directas de la salinidad de la muestra y la temperatura analitica para
calcular la densidad media del agua de mar. En la practica hemos encontrado que aplicando

una densidad de agua de mar promedio

75

70

U Miami DOC (umol/L)
&

R=0.990 p <0.0001

de 1,027 kg m-3 a muestras de DOM de columna de agua de mar abierto, en comparacién
con la medicién directa de la densidad de la muestra da como resultado una diferencia de
menos de 0,01 pmol kg-1 (es decir, menos que la resolucién analitica). Sin embargo, cuando
la salinidad y una temperatura de laboratorio analitico promedio estan disponibles o en
regiones donde la salinidad varia mucho, se determina y aplica una correccion de densidad
mas precisa para cada muestra. Cada parametro incluye un campo para indicadores de

control de calidad.

8 Conclusion

La metodologia presentada aqui tiene como objetivo proporcionar a la comunidad de
ciencias marinas los detalles necesarios para producir datos de alta calidad consistentemente

para el andlisis de materia organica disuelta.

n=35

35 T

35 40 45 50

55 60 65 70 75

UCSB DOC (pmol/ L)

Intercept

Slope LowerCL UpperCL  Alpha

2.886968 0.96601 0.919523 1.014848 0.05000

FIGURA 1

Resultados de las comparaciones entre laboratorios realizadas entre la UCSB y la Universidad de Miami entre 2017 y 2018. Las muestras incluyen comparaciones de CRM,

referencias internas y perfiles de campo recopilados en varios lugares de los océanos Pacifico y Atlantico. Las muestras se repartieron por igual entre los grupos para el

analisis. El coeficiente de correlacion muestra una fuerte relacion entre los datos de UCSB y UMIAMI (R = 0.990, p< 0.001). La regresién ortogonal (varianzas univariadas, comp.

de impresion) usando el software JMP (JMP®, Version<15>. SAS Institute Inc., Cary, NC, 1989- 2021) da un intervalo de confianza de 0.919-1.015 para la pendiente, que

incluye 1.0 y muestra fuerte concordancia entre los valores informados por cada laboratorio en un amplio rango dinamico, brindando confianza en resultados exactos y precisos

para los datos GO-SHIP recopilados y analizados como se describe en esta guia de mejores practicas.
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carbono y nitrégeno total disuelto en muestras de agua de mar. Estas mejores
préacticas se escribieron para la Coleccion de Practicas de Hidrografia Repetidas
de GO-SHIP (Halewood et al., 2022) , pero son aplicables a una amplia variedad
de programas, que van desde sitios de estudio enfocados y series temporales
hasta redes de observacion global y levantamientos hidrograficos basados en

barcos.
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