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Este documento descreve as melhores praticas para analise de matéria organica dissolvida
(carbono organico dissolvido e nitrogénio total dissolvido) em amostras de agua do mar.
Estéo incluidos SOPs para coleta e armazenamento de amostras, detalhes para andlise
de laboratério usando andlise de combustéo de alta temperatura em analisadores
Shimadzu TOC e sugestdes para melhores praticas em controle de qualidade e garantia
de qualidade. Embora escrito especificamente para as praticas oceanogréaficas da
comunidade GO-SHIP, muitos aspectos da coleta e processamento de amostras sao
relevantes para a determinacdo de DOM em regimes oceénicos e este documento visa
fornecer uma metodologia atualizada para a comunidade marinha em geral.
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com
estes termos. organicas composta de carbono, hidrogénio e oxigénio, bem como nitrogénio, fésforo e

A matéria organica dissolvida (DOM), operacionalmente definida como matéria
organica que passa por um filtro submicrométrico, € uma mistura complexa de moléculas

enxofre. Resolver a dindmica de cada fragdo DOM ajuda a elucidar as maiores questdes

do ciclo biogeoquimico DOM. A ~662 + 32 Pg (1015 g) C, o carbono organico dissolvido

oceanico (DOC) é um dos maiores reservatorios biorreativos de carbono no oceano

(Williams e Druffel, 1987; Hansell e Carlson, 1998; Hansell et al., 2009 ), e € comparavel

a massa de C inorganico na atmosfera (MacKenzie, 1981; Eppley et al., 1987; Fasham et al., 2001).
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Perturbacdes nas fontes ou sumidouros do pool de DOC oceéanico
impactam o equilibrio entre 0 CO2 oceanico e atmosférico, talvez
tornando-o climaticamente significativo (Ridgwell e Arndt, 2014). Além
disso, a maior parte do estoque permanente de nitrogénio fixo na
superficie do oceano (<200 m) esta na forma de nitrogénio organico
dissolvido (DON) (Bronk, 2002; Aluwihare e Meador, 2008; Letscher et
al., 2013). Como tal, é importante compreender 0s processos que
controlam a distribuicéo, inventarios e fluxos de DOC e DON no oceano
global.

Antes dos anos 2000, havia falta de dados de alta qualidade para
descrever e quantificar adequadamente a DOM no oceano. Na década
de 1980, a controvérsia sobre os métodos de andlise de DOC e
nitrogénio total dissolvido (TDN) na agua do mar (Williams e Druffel,
1988) resultou em esforgos da comunidade de geoquimica marinha para
melhorar a precisdo da medigdo e estabelecer a intercomparabilidade
dos conjuntos de dados (Sharp, 1993; Sharp et al., 1995; Sharp et al.,
2002a; Sharp et al., 2002b), procedimentos em branco adequados
(Benner e Strom, 1993) e métodos que usam materiais de referéncia
(Hansell, 2005). O método de Combustdo de Alta Temperatura (HTC)
usando instrumentos comerciais, como o Analisador de Carbono
Organico Total (TOC) Shimadzu, agora € comum para medir DOC e
TDN na agua do mar. Os avancos na habilidade analitica e o aumento
da frequéncia de amostragem global do oceano (através de sites de
séries temporais e em conjunto com programas de escala de bacia,
como o Programa de Investigagédo Hidrografica Baseado em Navios
Oceanicos Globais dos EUA (US GO-SHIP)) melhoraram muito a
resolugédo temporal e espacial da variabilidade DOC (Hansell et al., 2009;
Carlson et al., 2010; Hansell et al., 2021). Além disso, as contribuicdes
do DOM para a ecologia e biogeoquimica da coluna de dgua do oceano

foram iluminadas (Baetge et al., 2021; Liu et al., 2022).

Este artigo descreve procedimentos para coleta e medi¢do de DOC
e NDT (o ultimo usado em conjunto com medi¢6es de nitrato, nitrito e
amonia para derivar a concentragdo de DON) em amostras discretas de
agua do mar. E adequado para o ensaio de niveis oceanicos de DOC
(tipicamente <80 ymol C kg-1) e nitrogénio total dissolvido (<40 ymol N
kg-1). Ele apresenta as melhores praticas para alcangar uma
determinagdo aprimorada usando o método HTC seguindo a abordagem
de Carlson et al. (2010), que tem sido usado em cruzeiros US GO-SHIP
desde 2003. A abordagem basica permanece a mesma, mas 0s
analisadores foram otimizados ao longo dos anos. Os instrumentos
discutidos e os procedimentos descritos sdo os especificos dos métodos
empregados no Laboratério Hansell da Escola Rosenstiel de Ciéncias
Marinhas e Atmosféricas da Universidade de Miami e do Laboratério
Carlson da Universidade da Califérnia em Santa Barbara. Este
documento baseia-se nas diretrizes existentes para analise de DOC na
agua do mar (Tappin e Nimmo, 2019) e procura fornecer atualizagdes
detalhadas e protocolos passo a passo sobre coleta e armazenamento
de amostras, otimizando os sistemas Shimadzu TOC para alto rendimento
de amostras de dgua do mar e qualidade praticas de avaliacéo/controle
de qualidade (QA/QC) usando calibragdo e materiais de referéncia. Além

disso, apresentamos
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procedimentos metodoldgicos para andlise NDT acoplada usando

sistemas Shimadzu TOC. Optamos por destacar os Instrumentos
Cientificos Shimadzu pela facilidade de uso de seus

instrumentos de TOC disponiveis no mercado e seu excelente limite de
deteccé@o, mas instrumentos de outros fabricantes com capacidades de
deteccéo equivalentes ou méaquinas personalizadas também podem ser
apropriados. Uma versdo anterior deste manuscrito (Halewood et al.,
2022) foi publicada como parte da cole¢do GO-SHIP Repeat Hydrography

Practices. Esta versao é aplicavel a um publico marinho mais amplo.

2 Coleta e armazenamento de amostras

Técnicas de amostragem e manuseio adequados séo essenciais
para fornecer dados de alta qualidade. As dguas oceanicas abertas
contém concentracdes relativamente baixas de DOC (~35-80 ymol C
kg-1, Hansell et al., 2009) em comparagdo com o carbono inorganico
dissolvido (DIC) (~1900-2200 ymol kg-1) e séo facilmente contaminadas
por manuseio inadequado, aparelhos limpos inadequadamente,

exposi¢do atmosférica inadvertida a contaminantes volateis ou condi¢des
inadequadas de armazenamento. Os métodos aqui descritos visam minimizar esses

fontes de erro.

2.1 Garrafas de amostra

Recomenda-se que as amostras sejam filtradas diretamente do
frasco de coleta (isto €, frasco Niskin) através de um filtro em linha (veja
abaixo) e em um frasco de amostra pré-limpo. Para minimizar o
manuseio, recomendamos frascos de vidro de 40 mL pré-combustiveis
que se encaixem no amostrador automético Shimadzu TOC. Esses
frascos sao feitos de vidro borosilicato Tipo | quimicamente inerte.
Embora possam ser adquiridos certificados como limpos (atendendo aos
requisitos da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA) para o
teste de contaminantes ambientais potencialmente nocivos em amostras
de agua ou solo e andlise de TOC), descobrimos que ndo sdo
suficientemente limpos para medi¢des de DOC oceanicas de baixa
concentracdo . Preparamos os frascos internamente, conforme abaixo,
para que estejam limpos e livres de substancias que possam influenciar
a andlise. Se o vidro for logisticamente desafiador, as amostras também
podem ser coletadas em frascos de polietileno de alta densidade (HDPE)
ou policarbonato (PC) lavados com &cido. Testes mostraram que a
concentragao de DOC medida em frascos de vidro, PC e HDPE séo
comparaveis na resolucéo ymol L-1 (Apéndice Suplementar A). Os
recipientes de amostra de vidro e plastico sdo reutilizaveis ap6s a limpeza adequada.
Antes do primeiro uso, ou entre os usos, os frascos de HDPE ou PC
devem ser embebidos em acido cloridrico 1 M (HCI Certified ACS Plus
grade, consulte o Apéndice B), enxaguados com agua de baixo TOC
(UV -Nanopure™ ou UV- MilliQ® gerado e doravante referido como
"agua ultrapura/UW") e secar completamente ao ar antes de tampar. Os

frascos de vidro sdo mais faceis de preparar e garantir que estejam

limpos. Estes séo esvaziados, enxaguados 3x com UW, secos e aquecidos a 450°C por y
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4 horas para remover 0s organicos (a temperatura maxima de trabalho
recomendada pelo fabricante para este tipo de vidro borosilicato é de
500°C.) Recomenda-se o uso de septos ou tampas de silicone revestidos

com Politetrafluoretileno (PTFE) para os frascos de vidro e recomenda-
se que sejam embebidos em HCI 1 M, enxaguado com &gua ultrapura e
seco entre os usos. Consulte o material suplementar para obter os
procedimentos de limpeza detalhados (SOP1) e os equipamentos sugeridos
(Apéndice B).

2.2 Filtros

DOM é definido operacionalmente como a fragéo de matéria organica
total que passa por um filtro submicrométrico (ou seja, 0,22 - 0,7 mm). Em
Na pratica, os oceandgrafos geralmente usam filtros Whatman® GF/F
(tamanho nominal de poro 0,7 mm) como o limite entre as fracdes de
matéria organica dissolvida e particulada (Knap et al., 1996). Esses filtros
de fibra de vidro de borosilicato séo mais comumente usados para medicdes
em massa de DOC e TDN (Carlson et al., 1998) , pois podem ser facilmente
preparados por pré-combustéo e a taxa de fluxo através dos filtros é ideal
para amostragem rapida em linha. Filtros GF-75 (tamanho nominal de poro
de 0,3 mm, Advantec MFS, EUA) também s&o apropriados, pois podem ser
queimados e podem ser preferidos ao medir simultaneamente subfrages
de DOM (como aminoé&cidos) onde a exclusdo méxima de particulas do
pool dissolvido é desejado.

Para concentragdes de matéria organica dissolvida a granel, ndo resolvemos
diferencas entre o uso de GF-75 e GF/F. O GF-75

e/ou filtros GF/F sdo preparados por combustao a 450°C por 4 horas em
embalagens de aluminio. Nao ultrapassamos 450°C porque a matriz do
filtro pode ficar alterada em temperaturas mais altas. Depois que 0s pacotes
de filtro s&o resfriados, o pacote de folha contendo os filtros é selado em
sacos plasticos secundarios até o uso. E aconselhavel embalar apenas os
filtros necessérios para um Gnico molde em cada pacote de aluminio para
evitar a longa exposicéo de filtros queimados a contaminantes organicos
volateis transportados pelo ar. Em preparacéo para a amostragem, um filtro
é colocado em um cartucho de filtro de policarbonato de 47 mm pré-limpo.
A filtragdo por gravidade é sempre recomendada para evitar a ruptura das
células e o rasgo dos filtros. Consulte 0 SOP1 e SOP2 suplementares para
obter detalhes sobre a preparacéo do filtro e a limpeza do cartucho em linha

e o Apéndice B para obter informacdes relevantes sobre o produto.

2.3 Procedimento de amostragem de Niskin

E importante selecionar um espago de trabalho DOM-limpo no
laboratério de bordo (ou seja, bem ventilado e livre de compostos organicos
volateis, fixadores organicos, tinta fresca, marcadores permanentes,
fumaga, etc.) e manter esta area limpa para armazenamento , limpando e
preparando equipamentos de amostragem diariamente.

Cubra a bancada com forro absorvente e substitua com frequéncia.
O equipamento de amostragem (por exemplo, porta-filtros, tubos de silicone)
deve ser limpo em uma soluc¢éo &cida diluida (1 M HCI) antes de cada uso

(SOP1 Suplementar). Recomenda-se que pré
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etiquetas impressas sejam usadas; alternativamente, a rotulagem com marcadores s6
deve ser feita quando os frascos estiverem hermeticamente fechados, pois os marcadores
permanentes contém solventes que podem contaminar as amostras.

Luvas devem ser usadas durante a coleta e manuseio de DOM para
minimizar a contaminac&o. Luvas de nitrilo sem po, polietileno e vinil sem
latex sdo opcdes seguras, pois apresentam baixa lixiviacdo organica quando
expostas a agua do mar. Como as amostras DOM podem ser facilmente
contaminadas, recomenda-se que a coleta da roseta CTD ocorra 0 mais
rapido possivel apés a amostragem de gas. Também é recomendado que

qualquer amostra da roseta antes da coleta de amostras de DOM use luvas.

Se isso ndo for possivel, todo esforgo deve ser feito para néo tocar na
torneira do frasco de Niskin (ou seja, o caminho do jato de agua, do Niskin
ao frasco de amostra, deve ser mantido bem limpo). Mais importante ainda,
qualquer amostragem anterior ao DOM deve evitar 0 uso de graxa ou
tubulagdo Tygon®, pois estes séo conhecidos por contaminar o DOM no
nivel ymolar. Se Tygon® for inevitavel para outros amostradores, fornecer
uma pequena secéo de tubo de silicone como adaptador

entre o Niskin e o Tygon® é recomendado. A graxa mecanica das operagdes
do navio (por exemplo, lubrificante de fio CTD) nunca deve entrar em

contato com a torneira ou valvula de amostragem da garrafa Niskin.

Se uma amostra é ou néo filtrada antes da andlise depende do objetivo
da medicdo. Se DOC e TDN forem as variaveis de interesse, todas as
amostras devem ser filtradas.

No entanto, o manuseio de filtros e aparelhos pode aumentar o potencial

de contaminacéo, portanto, em alguns casos, a filtragem pode ser ignorada
(Mopper e Qian, 2006). Na maioria das aguas oligotréficas ou profundidades
> 250 m das margens oceanicas, o DOC é o componente dominante do
TOC, excedendo o estoque de carbono das particulas organicas em varias
ordens de magnitude (Cauwet 1978; Hansell et al., 2012). Em areas de alta
produtividade, uma porcéo substancial de carbono organico na zona
eufética pode estar presente na forma particulada, e muitas dessas
particulas podem ser grandes e distribuidas de forma heterogénea em uma

amostra, de modo que esses tipos de amostra devem ser filtrados.

O Apéndice A suplementar (Figura A2) apresenta perfis verticais de TOC e
DOC em regides contrastantes como exemplo. Como componentes
importantes dos ciclos globais de carbono, a medigédo precisa de cada
fracéo € critica para restringir o balanco de massa de carbono em modelos
oceanicos. Para consisténcia ao amostrar em ambientes oligotréficos e
eutréficos, a filtragem é recomendada, no minimo, para todas as amostras
Y 250 m. Em ambientes oligotréficos, um filtro pode ser reutilizado para
varias amostras consecutivas ao redor da roseta para conservar recursos.
Recomenda-se filtrar as amostras da maior profundidade para a mais rasa;
as concentragdes de particulas normalmente aumentardo mais perto da
superficie do oceano, o que pode causar o entupimento do filtro ou a ruptura
das particulas, exigindo o uso de mais filtros para uma estagdo. Estudos

tém mostrado que DOC
pode sorver para locais ativos em filtros GF/F, o que levanta a questéo de

saber se a filtragdo através de GF/F remove a matéria organica do filtrado
DOC (Turnewitsch et al., 2007; Novak et al., 2018).
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Aproximadamente 60 mL de amostra séo passados por um novo filtro durante o
procedimento de lavagem e enxague do frasco. Os testes ap6s a etapa de
enxague do filtro e da garrafa mostram que nenhuma remogéo adicional de
carbono organico do filtrado DOC pode ser resolvida no nivel de ymol kg-1 (Figura
complementar A3). Esses resultados sugerem que a sorgdo de matéria organica
dissolvida para filtros GF/F queimados satura os locais ativos em um filtro
gueimado rapidamente (dentro de ~ 60 mL) e ndo é uma preocupacéo de remogédo

de DOC ao filtrar amostras para analise de DOM em massa.

As amostras devem ser filtradas por gravidade na roseta por meio de um
cartucho de filtro em linha que abriga um filtro GF/F queimado e conectado
diretamente & torneira Niskin por meio de um tubo de silicone platinizado de
limpeza acida (Cole-Parmer, Apéndice Suplementar B ) . Este tipo de tubo de
silicone curado com platina oferece durabilidade e minimiza
lixiviagao organica em comparagdo com Tygon®. Enxague o recipiente de
amostra e tampe-o trés vezes com agua de amostra antes de enché-lo até trés
quartos (consulte 0 SOP2 suplementar para obter instrugdes passo a passo). E
importante coletar volume suficiente para analise e minimizar a area de superficie
em relacdo ao volume do recipiente (minimo de 15 mL em um frasco de vidro ou
30 mL em um frasco de HDPE para cada analito desejado, DOC ou NDT), além
de tomar cuidado para ndo encher demais o recipiente de amostra. Vale a pena
repetir que cuidados devem ser tomados durante a amostragem para evitar
quaisquer contaminantes 6bvios, como fumaca de cigarro, fumaca de tinta,
fumaca excessiva de motor na area de amostragem ou solventes organicos nos
laboratdrios, etc. Equipamento de amostragem (filtros queimados e vidraria em
particular) devem ser mantidos cuidadosamente selados até o momento da
amostragem para evitar a absor¢éo de contaminantes transportados pelo ar em
superficies limpas. Sempre registre eventos incomuns em relacéo as amostras;

adicione notas que podem ser Uteis para explicar os resultados.

2.3.1 Exemplo de plano de coleta Para as secdes

US GO-SHIP, 24-36 garrafas Niskin (24-36 profundidades em toda a coluna
d'agua) sdo amostradas em estacdes alternadas (ou seja, a amostragem da
estacdo para DOM ocorre em intervalos de aproximadamente 60 milhas nauticas).
Para outras campanhas, as decisées de amostragem em relacédo a resolucéo
horizontal ou vertical dependerdo dos objetivos cientificos do projeto. Para avaliar
o erro de manuseio da amostra, recomenda-se que as amostras replicadas sejam
coletadas aleatoriamente de um subconjunto de profundidades ao longo de um
perfil hidrogréfico. Para as se¢des US GO-SHIP atuais, a pratica padréo é replicar
2 frascos Niskin por 36 frascos fundidos (~6% de replicagéo no conjunto de

amostras).

2.4 Preservagdo e armazenamento de amostras

Muitos instrumentos analiticos DOM néo séo estaveis o suficiente para

realizar andlises no mar; portanto, o armazenamento seguro das amostras é essencial.

Apds a coleta na roseta, as amostras podem ser preservadas e armazenadas

para andlise posterior em um laboratério em terra usando varios métodos.
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2.4.1 Armazenamento congelado

As amostras de dgua do mar coletadas em vidro ndo devem ser armazenadas
em temperaturas abaixo de -20°C, pois temperaturas mais frias (por exemplo, <
-40°C) podem resultar na quebra do vidro durante o descongelamento. Se o
armazenamento em temperaturas < -20°C for a Unica opcéo disponivel, o uso de
recipientes de amostragem de plastico (HDPE ou PC) é uma alternativa segura
para anélises de DOC/TDN em massa. Amostras congeladas que foram
acidificadas devem ser armazenadas apenas em vidro, pois o plastico lixiviara
apos exposicdo prolongada ao &cido. Para amostras coletadas em plastico e ndo
acidificadas, é importante congelar o mais rapido possivel apés a coleta para
evitar alterac6es na matéria organica devido a atividade biolégica. Ao armazenar
amostras congeladas, é imperativo que essas amostras ndo sejam enchidas
demais, pois a &gua se expandird com o congelamento. Testes mostraram que
um gradiente de salinidade é estabelecido durante o congelamento com salmoura
alta/agua com alto DOC sendo potencialmente deslocada pelas roscas da tampa
se a garrafa estiver cheia demais (Apéndice Suplementar, Figura A4). Essa
extruséo resulta em uma concentragdo de DOM diluida, comprometendo a
amostra. Deve-se tomar cuidado para congelar as amostras na posicéo vertical e
verificar se as tampas estéo bem fechadas antes do congelamento e
armazenamento e novamente antes do envio. Separe as amostras congeladas
de qualquer outro material organico volatil armazenado para evitar contaminagéo

organica volatil no ar.

As amostras congeladas podem ser armazenadas com seguranca por periodos
de anos (consulte os testes de armazenamento de amostras, Apéndice A
suplementar ). Antes da andlise, as amostras congeladas devem ser
completamente descongeladas a temperatura ambiente e homogeneizadas. O
uso de um dispositivo mecanico, como um misturador de vortice, é ideal. O
misturador deve ser ajustado para uma velocidade alta o suficiente para que um

vértice seja visivel e se estenda da superficie da amostra até o fundo do recipiente.

2.4.2 Armazenamento de liquidos e acidificados O

transporte de amostras congeladas é caro e muitas vezes nao confiavel;
assim, uma alternativa ao armazenamento congelado € a coleta em frascos de
vidro, acidificacéo e armazenamento na forma liquida. As amostras devem ser
acidificadas logo apds a coleta, adicionando 2 Yl de acido cloridrico 4 M (ACS ou
traco de metal) por 1 mL de amostra. Esta proporcdo de acido/amostra deve
trazer a amostra para pH 2-3. Verifique periodicamente as amostras para garantir
que esse pH baixo seja alcancado. Isso pode ser feito extraindo alguns mL de
amostra (usando uma ponteira néo estéril e uma pipeta limpa DOC) e usando
esse volume para molhar uma tira de pH. Nunca mergulhe uma tira de pH
diretamente em uma amostra, pois isso resultard em contaminacéo. Em pH 2-3,
a atividade biolégica é interrompida, garantindo um armazenamento seguro, e as
espécies inorganicas de carbono séo convertidas em CO2 e posteriormente
desgaseificadas da solucdo da amostra com asperséo no sistema TOC no
momento da andlise (a aspersdo no momento da coleta da amostra néo é
recomendado, pois menos manuseio é melhor para prevenir a contaminagao).
Uma pipeta repetidora com uma ponta limpa com acido é recomendada para
adicéo de &cido (consulte o SOP2 suplementar para obter detalhes). Recomenda-

se preparar um lote de 100 — 500 mL de 4 M HCl usando alta pureza
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acido (certificado ACS Plus, Apéndice Suplementar B) diluido com agua ultrapura
e, em seguida, aliquote e sele o HCl 4 M em ampolas de vidro pré-combustivel de
1-2 mL. Aconselha-se que uma nova ampola seja empregada para cada nova
estacdo de amostragem e os restos ndo utilizados descartados para evitar
contaminagao.

O momento da acidificagdo dependera da atividade biolégica do sistema
ambiental, mas as amostras de oceano aberto permanecem estaveis se acidificadas
dentro de uma hora apés a coleta. E aconselhavel
que as amostras sejam armazenadas em um espaco de laboratério escuro e livre
de compostos organicos volateis a temperatura ambiente ou em uma geladeira
(4°C) ou camara ambiental (< 20°C). Nunca use tampas com septos perfurados ao
coletar amostras, pois pode ocorrer contaminagéo da amostra durante o transporte
e armazenamento; se forem usados septos, certifique-se sempre de que o
revestimento de PTFE esteja voltado para a amostra. Com essas precaucdes,
testes mostram que amostras acidificadas também podem ser armazenadas na
ordem de anos. Consulte o Apéndice Suplementar A, (Figuras A5-A7) para obter detalhes.

O envio de amostras acidificadas em frascos de vidro é uma opgéo viavel,
desde que o contéiner de transporte seja bem acolchoado para evitar quebras
durante o transporte. Insercdes de espuma em caixas de campo de plastico
corrugado ou caixas de papelao com divisores de amostras colocadas em um
recipiente rigido ou refrigerador funcionam bem. Consulte as informacdes
suplementares (SOP2 e Apéndice B) para obter as pecas. Mais importante ainda,
as amostras em plastico ou vidro devem ser bem tampadas e permanecer na

vertical para minimizar a contaminacéo durante o transporte.

3 Instrumentacéo

Existem varios sistemas HTC personalizados e comerciais que foram descritos
anteriormente (Peltzer e Brewer, 1993; Benner e Strom, 1993; Hansell, 1993;
Carlson et al., 1994; Sharp et al., 2002a; Hansell e Carlson, 1998) ; no entanto,
descobrimos que o Shimadzu TOC-VCSH e a série TOC-LCSH mais recente sdo
instrumentos HTC de alto rendimento que fornecem faixas, confiabilidade e

sensibilidade apropriadas para medicdes de agua do mar.

Assim, enguanto outros instrumentos também podem ser apropriados para andlises
HTC de agua do mar, limitamos nossa discusséo aos sistemas Shimadzu TOC-V

e TOC-L neste guia de melhores préaticas. Esses modelos sdo acoplados com
amostradores automaticos Shimadzu ASI-V/ASI-L, que acomodam frascos de vidro
de 40 mL para maior eficiéncia de processamento. Uma unidade Shimadzu TNM-1/
TNM-L Analyzer pode ser acoplada ao instrumento para fornecer andlise de TDN.
As unidades TNM compartilham o tubo de combust&o e o catalisador com a
unidade TOC para que a manutencao seja minimizada para a operacéo adicional.
Nesta configuragdo do sistema, € possivel executar analises DOC ou TDN
independentes ou andlises acopladas (DOC e TDN), pois cada detector funciona

de forma independente.

3.1 Analise DOC

O teor de DOC da agua do mar € definido como a concentragao

de carbono remanescente em uma amostra de 4gua do mar ap6s o particulado e

Fronteiras em Ciéncias Marinhas 05

10.3389/fmars.2022.1061646

carbono inorganico foi removido. As concentragdes de DOC séo determinadas por
um método HTC realizado em um Shimadzu TOC modificado, conforme descrito
anteriormente por Carlson et al. (2010).

Uma amostra pré-acidificada (filtrada no momento da coleta para remover o POC)
é colocada em uma seringa de injecéo de 5 mL e aspergida (100 mL/min) por no
minimo 1,5 minutos com gas livre de CO2, produzindo uma amostra contendo
apenas gas nao carbono organico purgavel. Réplicas (100 yL) da amostra
pulverizada resultante séo injetadas em um tubo de combustéo de quartzo
aquecido a 680 — 720°C, onde o carbono organico é queimado/oxidado a CO2 . O
CO2 resultante e o gas de arraste (taxa de fluxo de 168 mL/min) passam pelo
desumidificador eletrénico interno Shimadzu, um coletor de perclorato de magnésio
(quando a andlise de nitrogénio ndo esta sendo conduzida), um coletor de haleto
de malha de cobre, um filtro de particulas de 0,45 ym , e depois no analisador de
gas infravermelho n&o dispersivo Shimadzu (NDIR). O sinal de CO2 resulta em um
pico de amostra no qual a area do pico é integrada ao software cromatogréafico

Shimadzu.

3.2 Andlise de NDT

O teor de NDT da &gua do mar é definido de forma semelhante como a
concentracgéo de nitrogénio combinado remanescente em uma amostra de agua
do mar apds a remocéo do nitrogénio particulado. TDN é determinado
independentemente através do método de combustéo de alta temperatura (\Walsh,
1989) em um Shimadzu TOC modificado com analisador Shimadzu TNM conectado.
O gas de arraste é fornecido a uma taxa de fluxo de 168 mL/min e o 0z6nio (O3) é
gerado pela unidade TNM a uma taxa de fluxo de 0,5 L/min. Réplicas (100 yL) da
amostra filtrada s&o injetadas no tubo de combustéo aquecido a 720°C, onde o TN
na amostra é convertido em 6xido nitrico (NO). A corrente de gas resultante é
entdo passada através do desumidificador eletrénico interno Shimadzu, uma
armadilha de haleto de malha de cobre, um filtro de 0,45 ym e para o analisador
de quimioluminescéncia, onde o gas NO seco reage com O3 para produzir um
oxido nitroso excitado . O sinal de fluorescéncia resultante é detectado pelo

detector de quimioluminescéncia Shimadzu TNM.

A area de pico resultante é integrada ao software cromatografico Shimadzu.
Observe a auséncia de um coletor de perclorato de magnésio nesta configuragéo,

pois este coletor remove NO (veja abaixo, Sec¢éo 3.1).

3.3 Analise DOC/TDN acoplada

Um método duplo é possivel usando o software Shimadzu para fornecer
analise DOC e TDN em uma amostra simultaneamente. Uma amostra filtrada é
analisada para cada analito conforme detalhado acima, com o forno TOC ajustado
para 720°C, a omisséo do coletor de agua de perclorato de magnésio em linha e
cada detector relatando separadamente. As andlises acopladas podem afetar a

qualidade do pico NDIR; assim, recomenda-se que os analistas
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monitore de perto a qualidade da forma de pico da saida NDIR (DOC)

no modo de operagao de analise dupla.

3.3.1 Sistema Shimadzu HTC modificado para otimizagdo de sinal Os
usuérios devem

primeiro consultar o instrumento do fabricante
manuais para as especificacdes de inicializagcdo, operagdo e manutencao.
Para otimizar as amostras de agua do mar, as condi¢des operacionais
dos analisadores Shimadzu TOC s&o ligeiramente modificadas do
sistema modelo do fabricante.

A serpentina de resfriamento € removida e o headspace do purgador
de &gua pura é reduzido para minimizar o espago morto do sistema. O
purgador de dgua pura é um reservatorio de vidro que acumula vapor
de 4gua que se condensa ao sair do tubo de combusté&o.

Este reservatoério pode ser usado para determinar o branco do instrumento - se
mantido adequadamente, isso pode resultar em brancos equivalentes a
analise de injecdes de &gua ultrapura em laboratério. No entanto, ndo
recomendamos esta opgao, pois descobrimos que o acimulo de
sedimentos nesta armadilha pode danificar a seringa. Além disso, a
amostragem frequente do condensado desse purgador pode alterar o
espaco “morto” dentro do sistema, o que pode afetar o formato do pico
e a consisténcia dos resultados ao longo de uma execugéo analitica.
Descobrimos que manter um headspace reduzido no purgador de agua
pura e remover a bobina de resfriamento resulta em melhor formato de
pico. Consulte o Apéndice Suplementar C para obter detalhes.

A agua do mar contém em média ~ 2,3 mmol kg-1 de carbono
inorganico dissolvido (DIC) na forma de CO2, bicarbonato e carbonato.
DIC é removido da amostra antes de injetar a &gua na coluna de
combustéo acidificando a um pH de 2-3 (4 M HCI, grau ACS) e
pulverizando com gés de arraste livre de CO2 por varios minutos (ou
seja, 3 mL de amostra aspergido por 1,5 minutos a uma vazao de 100
mL min-1). Apés a aspersdo, uma aliquota de amostra (50 - 200 yL
dependendo da concentracé@o de DOC) é injetada na coluna de
combustéo. O carbono orgénico é queimado em CO2 e o gas carreador
move o vapor de agua resultante, haletos e CO2 para fora da coluna
através de uma série de armadilhas e filtros para purificar o sinal de
CO2.

O vapor d'agua interfere na detecgdo NDIR e deve ser removido.
Depois de passar pela coluna de combustéo, o gas de arraste é passado
para o desumidificador eletrdnico Shimadzu, um resfriador Peltier
refrigerado ajustado para 1°C, onde uma fragao significativa do vapor
de agua condensa e € removida do fluxo de gas. Descobrimos que a
adicdo de um coletor de agua em linha contendo perclorato de magnésio
Mg(ClO4)2 (Apéndice Suplementar B) ajuda a remover ainda mais o
vapor de agua, aguca a forma do pico e minimiza os picos de cauda do
traco NDIR; assim, melhorando a reprodutibilidade das inje¢Ges. Para
analises DOC, o coletor de Mg (ClO4)2 deve ser substituido no minimo
a cada dois dias ou assim que o dessecante parecer saturado (consulte
o Apéndice Suplementar D para obter instru¢es detalhadas). Observe
que a armadilha Mg(ClO4)2 n&o deve ser incluida se TDN for
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sendo medido simultaneamente como Mg(ClO4)2 imido remove NO e,
portanto, interfere na andlise de NDT.

Os halogénios liberados com a combustdo da agua do mar também
podem interferir na deteccdo NDIR de CO2; portanto, é imperativo
remover os halogénios do fluxo de gas pés-combustéo. A armadilha de
halogénio proprietaria da Shimadzu (N° de pega 630-00992) ou borbulhar
0 gas através da solugdo AgCl sdo meios eficazes de remover
halogénios. Uma alternativa econdmica € embalar uma armadilha de
haleto com la de Cu (Apéndice Suplementar B) e conectar em linha logo
apos a armadilha de Mg(ClO4)2. A |a Cu mostrara sinais de descoloragéo
apo6s exposicéo a halogénios; ele deve ser trocado quando a
descoloragdo atingir 2 cm da saida do sifio. Recomenda-se que os
coletores de Mg(ClO4)2 e haletos sejam colocados verticalmente para
que o fluxo de gas suba pela parte inferior dos coletores. Antes de
entrar no NDIR, o gas passa por um filtro de membrana (0,45 ym,
Apéndice Suplementar B) para remover as particulas do gas de arraste.
Usando um medidor de fluxo digital, deve-se tomar cuidado para
monitorar a taxa de fluxo do gas de arraste antes e depois do coletor de
particulas para garantir que ndo haja redugédo na taxa de fluxo. Se
houver uma queda na vazdo de mais de 3 mL min-1 a partir da entrada
na coluna, o filtro deve ser substituido. Recomenda-se que toda vez que
a coluna for substituida, a vazéo seja verificada nos pontos que véo
para a porta de injecdo, na base da coluna, antes e depois dos coletores
de Mg(ClO4)2 e halogénio e antes e depois do filtro de particulas .

Detalhes podem ser encontrados no Apéndice Suplementar C.

3.3.2 Gés de arraste
Existem varias op¢des em relacdo ao gas de arraste sem CO2

necessario para operar o sistema HTC, mas € necessaria alta qualidade
para obter baixos niveis de ruido de fundo no detector. Podem ser
usados gases comprimidos como oxigénio ou nitrogénio de pureza ultra
alta (UHP 99,995%). Se ar comprimido estiver disponivel, um custo
Uma opcao eficaz é integrar um gerador de gas Parker Balston® TOC
no encanamento de gas do sistema HTC. Este sistema utiliza oxidagao
catalitica e tecnologias de absorgdo de oscilagéo de presséo para
remover hidrocarbonetos e gerar gas livre de CO2. A longo prazo, a
opgao do gerador de gas é uma alternativa estavel e de baixo custo aos
cilindros de gas comprimido. O gas livre de CO2 é usado como gas de
arraste e gas de asperséao e deve ser fornecido a uma presséao de
200-300 kPa.

3.3.3 Coluna de combustéo

A Shimadzu oferece dois tamanhos de colunas, uma coluna de
diametro pequeno (18 mm ID x 20 mm OD, compativel com TOC-V e
TOC-L) e uma coluna de grande diametro (27 mm ID x 30 mm OD, TOC-
L somente com adaptador especial kit) que pode acomodar mais carga

de sal antes de trocar ou recondicionar a coluna. Na nossa
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experiéncia, um sistema analitico devidamente condicionado pode processar
aproximadamente 30 — 36 amostras de dgua do mar por dia analitico (ndo
incluindo brancos, padroes e referéncias de dgua do mar) com o diametro
pequeno e 42-48 amostras de agua do mar por dia analitico com a coluna de
diametro grande. Comparagdes diretas mostram que qualquer configuragéo é
aceitavel para amostras de agua do mar (Apéndices Suplementares, Figura
C1). Apos 4-5 dias (~ 400-900 injecdes de agua salgada), com qualquer tipo
de coluna, normalmente observamos o acimulo de sal na coluna, resultando
em contrapresséo do sistema que se manifesta como uma forma de pico ruim
do traco de infravermelho néo dispersivo (NDIR) e subseqliente ma injecéo e
replicacdo de referéncia. Portanto, é recomendavel que, no processamento de
alto rendimento de amostras de agua do mar, o tubo de combustao, o material
de embalagem e varios coletores sejam trocados ou limpos semanalmente,
conforme descrito abaixo. Em suma, uma coluna individual normalmente pode
ser recondicionada 4 vezes, o que equivale a aproximadamente 720 amostras
por coluna no total. Consulte o Apéndice Suplementar D para obter um exemplo

de cronograma de manutencéo preventiva.

Os tubos de combustéo sédo compostos de vidro de quartzo que podem
ser adquiridos diretamente da Shimadzu ou alternativamente, se o pesquisador
tiver acesso a uma loja de sopro de vidro ou a um fornecedor preferencial, o
quartzo pode ser fabricado usando as dimensdes nas informacdes
complementares fornecidas (Figura C2 , e Apéndice B para nimeros de peca
associados).

A embalagem da coluna de combustédo também foi ligeiramente modificada
a partir da orientacé@o do fornecedor, e os detalhes podem ser encontrados no

Apéndice Complementar B e Figura C2:

3.4 Configuragéo de coluna pequena

A coluna pequena é compactada da seguinte forma: Uma camada Unica
de malha de platina (Pt) de 13 x 13 mm é colocada na base da coluna para
suportar o leito de granulos catalisadores de Pt-alumina. Contas de alumina
Pt de 2 mm de diametro séo adicionadas a 120 mm do topo da coluna. Uma
camada adicional de gaze de Pt, enrolada frouxamente em esferas de 5 mm, é
colocada em uma Unica camada no topo das esferas de alumina platinizadas.
Essas esferas de Pt servem a trés propésitos: 1) fornecem uma massa térmica
sélida que permite a combustéo rapida da amostra; 2) a superficie sélida
protege a integridade dos granulos de alumina subjacentes; assim, preservando
a geometria da matriz e evitando a pulverizacédo e os “buracos de minhoca”
que se desenvolvem se a amostra for injetada diretamente nos granulos de
alumina Pt; e, 3) as esferas de Pt maiores permitem que o sal penetre mais
profundamente no material da matriz da coluna, retardando assim o
desenvolvimento de tampdes de sal enquanto mantém um bom fluxo de gas
por um periodo de tempo mais longo. Nossa experiéncia é que a adi¢do de
travesseiros de Pt melhora a forma do pico do traco NDIR e a replicacéo das
injecdes, além de prolongar a vida util da coluna ao analisar a &gua do mar.

Nota: ndo recomendamos o uso de |a de quartzo para
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separar as camadas de material de embalagem a medida que se desvitrifica a
medida que o sal é carregado na coluna, criando espagos vazios; assim,

alterando a geometria do material de enchimento da coluna ao longo de sua
vida atil.

3.5 Configuracédo de coluna grande

A coluna grande é empacotada da seguinte forma: Um disco de malha de
ceramica é colocado na base da coluna grande para suportar o leito de
granulos de catalisador de alumina Pt. Os granulos de Pta-alumina de 5 mm
de diametro s&o adicionados a 200 mm do topo da coluna, e os granulos de
alumina platinizada de 2 mm de diametro s&o adicionados no topo dos granulos
de catalisador maiores a um nivel de 120 mm do topo da coluna. O catalisador

menor é entdo coberto com esferas de 6-10 Pt conforme descrito acima.

As colunas devem ser removidas e recondicionadas semanalmente ou a
qualgquer momento em que surgirem dados de baixa qualidade. A coluna se
desvitrificara & medida que o sal se infundir na matriz de quartzo, tornando-se
“calcéaria” e fragil apds varios ciclos de aquecimento e resfriamento; portanto,
deve-se tomar cuidado para inspecionar as colunas em busca de sinais de
fraqueza ou rachaduras durante o recondicionamento. O recondicionamento
das colunas inclui a remocéo das esferas de Pt, catalisador e malha da coluna,
lavagem da coluna de quartzo e todo o contedo de Pt com agua ultrapura
para remover o sal, depois a combust&o da coluna de quartzo e do contetido
de Pt a 450°C para secar e, em seguida, reembalar com contetdo lavado. A
malha e as esferas de Pt podem ser reutilizadas por 4 a 6 semanas se forem
limpas adequadamente; ou seja, mergulhe em agua e agite para remover o
acumulo de sal. O catalisador Pt alumina deve durar aproximadamente 12-16
dias de analise. Sempre deixe a coluna e seu contetdo esfriar antes de
recondicionar ou reembalar as colunas. O Apéndice D suplementar fornece

uma descricdo passo a passo do recondicionamento da coluna.

3.5.1 Detectores

De acordo com o manual do usuario Shimadzu, a célula NDIR nas séries
TOC-V e L atinge um limite de deteccdo de 4 mgCL-1 (0,3 ymol C L-1), o nivel
mais alto para o método de oxidacéo catalitica de combustdo. O sistema
Shimadzu TNM usa um detector de quimioluminescéncia para medir o sinal
excitado de NO2 criado pela combinagéo de gas NO, gerado através do HTC
a 720°C, com O3 dentro do detector. De acordo com o fabricante, o limite de

detecgao de quimioluminescéncia para TN

&y 0,05 mg L-1 (3,57 ymol N L-1).

3.5.2 Software O

analisador de TOC inclui software cromatografico Shimadzu projetado
para permitir o controle de todo o sistema por PC; inclui a programacéo do
amostrador automatico, geracéo de curvas de calibracéo, aquisi¢éo e exibicao
de saida em tempo real, integracéo de area de pico e sinalizadores de controle

de qualidade para dados brutos. area bruta
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as integracdes podem ser exportadas como um arquivo de texto delimitado por
tabulagdo para processamento adicional e célculo da concentragé@o de carbono e/ou

nitrogénio.

4 Procedimentos operacionais

Os procedimentos descritos abaixo sdo recomendagdes baseadas no método
HTC realizado com um sistema Shimadzu TOC- VCSH ou TOC-LCSH . As operacdes

em outros instrumentos comerciais ou caseiros variam.

Operacéo e procedimentos diarios:

1) Preparacgdo e manutengdo dos instrumentos; espacos em branco do sistema
2) Preparacgao da curva padréao

3) Materiais de referéncia

4) Amostras desconhecidas

5) Exportar dados brutos/calcular a concentracéo da amostra

4.1 Preparagao do instrumento e manutencao
diaria; espacos em branco do sistema

A prontidao do sistema é avaliada todos os dias antes da execugdo das amostras.
A linha de base do instrumento deve ficar em 0 mV antes de iniciar, indicando que o
ruido elétrico € minimo e nenhum problema imediato com o NDIR ou gerador de gés
é evidente.
O software Shimadzu fornece um “monitor de fundo” geral para indicar a prontidao do
instrumento (posicéao e estabilidade da linha de base, temperaturas do forno e do
desumidificador). Se a posicéo ou as flutuacdes da linha de base excederem as

predefini¢des, o instrumento indicara automaticamente um estado néo pronto.

O branco do sistema é avaliado injetando um volume de dgua com baixo teor de
carbono (LCW) idéntico ao volume usado durante a analise da amostra (100 yL) e
medindo a area do pico. Este branco representa o sinal de fundo de CO2 do sistema
(catalisador e tubo de combustéo) e deve ser subtraido de cada amostra analisada.
Agua em branco verdadeira deve ter DOC abaixo do limite de detecg&o. A Shimadzu

recomenda que 0s espacos em branco sejam

amostrados do coletor interno de 4gua pura para conseguir isso, mas, em nossa
experiéncia, essa operagao altera o “volume do espago morto” dentro do sistema
analitico, alterando a forma do pico e afetando o branco da maquina ao longo da
execugdo. Recomenda-se que a &gua em branco seja gerada usando um sistema
comercial de agua ultrapura acoplado com kit de oxidag&o UV (ou seja, sistemas
Nanopure™ de resisténcia de 18,2 MW com cartucho de orgénicos ultrabaixos,
esterilizagao UV e filtro de 0,2 ym ou sistemas MilliQ®) . O Laboratério Hansell da
Universidade de Miami fornece LCW (0-1 ymol C L-1) como parte de seu programa
de material de referéncia de consenso (CRM), e as concentragdes internas de LCW
podem ser comparadas com isso. A interceptacdo Y da curva padréo (feita no mesmo

LCW) fornece uma

Fronteiras em Ciéncias Marinhas 08

10.3389/fmars.2022.1061646

avaliacéo do teor de C ou NDT no branco da agua mais o “branco da maquina”.

A agua em branco oxidada por UV é gerada diariamente e colocada em garrafas
Pyrex® pré-combustadas (500 - 1000 mL). Nos sistemas Shimadzu TOC-V e L,
canalizar um tubo de Teflon™ do reservatério em branco para a porta n° 1 na valvula
de 8 portas do conjunto seringa/injetor permitira coletas ilimitadas de amostras do
reservatorio, o que é necessario para o condicionamento da coluna e numerosas
anélises em branco ao longo de qualquer execugdo. Para retirar a amostra do
reservatério em branco, atribua uma amostra ao frasco zero na tabela de amostras
Shimadzu; esta garrafa pode ser amostrada varias vezes ao longo de uma corrida
analitica. Os valores em branco do sistema variam entre os sistemas TOC devido as
configuragdes internas e ao uso da coluna. O Apéndice C suplementar fornece um
exemplo de valores em branco tipicos gerados em varios sistemas TOC. Se o
condicionamento de uma nova coluna for suficiente, os picos em branco diminuirdo e
as areas de pico de dgua do mar se estabilizardo e serdo altamente repetiveis (Figuras
C6 e C7). Normalmente, passamos a maior parte do dia de trabalho diagnosticando a
prontidéo do sistema. Depois que as tarefas de manutencéo diaria séo concluidas,
uma série de 15 espagos em branco é executada a partir da porta n°® 1, seguida por
outras 15 amostras em que 0s espagos em branco s&o alternados com agua do mar
(encha varios frascos com a mesma &gua do mar e coloque no amostrador automatico,
extraia varias vezes de cada frasco ). Depois que 0s brancos e as amostras de agua
do mar atendem a esses critérios, a coluna e o sistema estao prontos para serem
executados e um conjunto de amostras junto com padrdes, brancos e aguas de

referéncia sdo preparados para uma execucdo analitica durante a noite.

4.2 Curva padréo

DOC - Os sistemas séo padronizados diariamente com uma curva de calibracéo
de quatro pontos de glicose ou hidrogenoftalato de potassio (KHP) feita em LCW. As
concentragdes padréo de trabalho séo distribuidas uniformemente para abranger a
faixa dinamica das concentrag6es oceanicas de DOC (normalmente 25, 50, 75, 100

yM C).

TDN — Uma curva de calibracéo de cinco pontos de nitrato de potassio (KNO3)
dissolvido em LCW é usada (normalmente 3, 8, 16, 24 e 48 yM N) para delimitar as
faixas de concentracéo oceanica.

Os padrdes sdo analisados no inicio da execugéo de cada dia, antes das
amostras, para monitorar a resposta do sistema. Os padrdes de trabalho séo
preparados gravimetricamente a cada semana. S&o diluicdes independentes
preparadas a partir de um estoque primario concentrado, que é feito mensalmente em
LCW. A curva padréo resultante é usada para calcular as concentragées de DOC e
TDN nas etapas de pds-processamento. Esse fator de resposta diario deve ser
rastreado para cada sistema em uso e raramente muda durante a vida Gtil de uma
coluna. As alteragdes no fluxo através das colunas e no NDIR também s&o
monitoradas, pois alteram o fator de resposta. Consulte a Secéo 5 para obter diretrizes

detalhadas de preparacéo padréo.
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4.3 Material de referéncia

Um componente critico para manter a preciséo e a intercomparabilidade entre
laboratérios e dentro dos laboratérios ao longo do tempo € o uso rotineiro de
referéncias de agua do mar. Todas as amostras devem ser sistematicamente
comparadas a um conjunto de referéncias que incluem ou foram calibradas em
relacédo ao material de referéncia de consenso (CRM), como o fornecido pelo
programa de CRM da Universidade de Miami (Hansell, 2005 ). Esses CRMs
incluem agua do mar profunda, média e superficial, bem como referéncias LCW
que sao calibradas por analistas internacionais independentes de DOM. Para fins
préticos, recomenda-se que laboratérios individuais gerem um conjunto de
materiais de referéncia “internos” em grandes volumes que sejam calibrados em
relacdo aos CRMs. Um exemplo de preparacéo de referéncia "interna" pode incluir
a coleta de 10 - 20 L de cada filtrado (GF/F) de um gradiente vertical de DOM, ou
seja, superficie, &gua do mar mesopelagica e batipelagica, acidificacéo para pH
2-3 e particdo em vérias centenas de frascos de vidro (35 mL) para cada
profundidade. Alternativamente, se nédo for possivel acessar grandes volumes de
agua do mar, um lote de 4gua do mar artificial pode ser preparado, composto de
carbono organico adicionado e acidificado, que pode servir como uma referéncia
“interna”. Qualquer agua de referéncia “interna” deve ser calibrada contra CRMs
regularmente para garantir que a concentracéo de carbono permaneca estavel
(dentro de + 3s do valor calibrado). Armazenadas adequadamente, essas
referéncias permanecem estaveis por pelo menos um ano. Recomenda-se que o
conjunto de referéncias "internas”, que abrangem a faixa dinamica do conjunto de
amostras, seja analisado varias vezes ao longo de uma determinada execugao
analitica (ou seja, a cada 8 -10 amostras) como um diagnostico da estabilidade e
qualidade do sistema garantia dos dados. Essa pratica de usar referéncias
“internas” calibradas por longos periodos de tempo é especialmente Util para

garantir a comparabilidade entre as execucdes.

4.4 Executando amostras (método NPOC)

A agua do mar coletada em frascos de vidro de 40 mL, acidificada no momento
da coleta e armazenada na forma liquida, pode ser carregada diretamente no
amostrador automatico. E costume em nossos laboratérios trocar apenas 0s septos
antes da analise, trocando os septos nédo perfurados usados na coleta por septos
perfurados que séo usados (limpos e reutilizados) apenas durante a anlise no
instrumento TOC. Quando a execucéo do TOC é concluida, os septos ndo
perfurados séo devolvidos aos mesmos frascos para colocar as amostras de volta
no armazenamento. Essa sequéncia permite que os septos nao perfurados sejam
conservados para coletas repetidas apos a limpeza. Alguns laboratérios também
optam por usar septos de uso Unico ou folhas de aluminio abafadas como septos
para eliminar a possibilidade de contaminagdo. Amostras congeladas devem ser:
primeiro totalmente descongeladas a temperatura ambiente (nenhum gelo deve
permanecer antes de prosseguir), bem misturadas por meio de vortice e
transferidas para um frasco de vidro, se necessario. Se for necessaria a
transferéncia da amostra, recomenda-se que aliquotas de 1-2 mL de agua de
amostra sejam usadas para enxaguar um frasco queimado 3 vezes antes de

enché-lo até um minimo de 15 mL por frasco. A
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volume de amostra de 15 mL permite varias execuces em uma amostra, se
necessario.

Amostras de agua do mar “desconhecidas” devem ser analisadas usando o
método de carbono organico nédo purgavel (NPOC) no sistema Shimadzu TOC.
Consulte o manual do usuéario Shimadzu TOC para "Principios da analise NPOC"
e "InformacGes técnicas relacionadas a andlise" (area e forma do pico). Os usuarios
podem definir configuracdes para estabelecer seu préprio método; consulte o
manual do usuario Shimadzu TOC para obter detalhes passo a passo sobre a
configuragéo do método de software. Para amostras de agua do mar, a opgéo
“melhor 3 de 5” no software é comumente usada. Para este método, 3 mL de
amostra pré-acidificada sé@o colocados na seringa de injecéo de 5 mL e aspergidos
por 1,5 minutos a uma taxa de fluxo de 100 mL min-1 com gés livre de CO2 (o
tempo de aspersao deve ser testado empiricamente). Aliquotas de 100 mL de
amostra sdo injetadas no tubo de combustéo até que pelo menos trés injecdes
replicadas atendam ao desvio padrao de area de pico (SD) especificado por
Shimadzu de 0,1 ou um coeficiente de variagéo (CV) y 2%, ou até que cinco
injeces sejam alcancadas (replicacéo critérios séo aplicados separadamente para
DOC e TDN). A area de pico DOC ou TDN resultante € integrada ao software
cromatografico Shimadzu. Recomenda-se que uma corrida analitica seja organizada
de modo que cada 8-10 amostras desconhecidas sejam agrupadas por um
conjunto de referéncias “internas” (ou CRMs) e espacos em branco, e que o
numero total de incégnitas seja limitado a um maximo de 30- 36 por execucdo
(42-48 para colunas grandes) para evitar o entupimento da coluna de quartzo
durante a execugéo. Essa configuragdo também permite amplo espago para
padrdes, referéncias e espagos em branco no amostrador automatico de 68
posicdes. O Apéndice E suplementar fornece um exemplo de folha de registro de

execucao.

4.5 Exportagéo e processamento de dados

Um exemplo de p6s-processamento: corregdes e célculo de concentragbes

E uma boa pratica revisar os picos em branco, de referéncia e de amostra
apos cada execucgdo para procurar anomalias. Se a execugéo analitica prosseguiu
sem interrupcao ou erros, os dados de pico brutos séo exportados para
processamento final e QA/QC. Se for observado um erro ou interrupgéo, a
execucgdo € interrompida e as amostras séo reanalisadas.

Os arquivos sao salvos como texto delimitado por tabulagdes e exportados
do software Shimadzu para posterior processamento offline. Dados brutos de pico
(area) séo classificados por ID de amostra e todas as injeces sdo agrupadas e
calculadas as médias para amostras em branco, padréo, referéncia e “desconhecidas”.
As injecdes sinalizadas pelo software Shimadzu como discrepantes séo excluidas
das médias de area, mantendo 3 inje¢des para qualquer amostra. Um branco
médio da maquina é determinado para todos os brancos durante a execucéo
analitica de um dia (normalmente, € uma média de pelo menos 10-20 brancos) e é
subtraido de todas as amostras, padroes e referéncias. Uma andlise de regresséo
linear é realizada nos padr6es de calibracéo corrigidos em branco (glicose de 4
pontos ou KHP para DOC ou padrdes KNO3 de 5 pontos para NDT). As curvas de
calibragao ndo séo forcadas a zero e devem ter um coeficiente de correlagéo

y0,995. A inclinacdo é usada para
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calcular as concentracdes de amostra de areas de pico como abaixo:

mmol CouN  _ &rea de amostra média y inclinagdo média da area em branco

eu da maquina da curva padréo

@

Recomenda-se que os espacos em branco sejam analisados com
frequéncia ao longo de uma execugdo como um diagnéstico do desempenho
do sistema (consulte o Apéndice E suplementar para espagamento de 10 a
20 espagos em branco em uma execugcao tipica). Os brancos para cada
sistema devem ser avaliados diariamente e os valores devem permanecer
dentro de (+ 3s) ao longo de uma execucdo. O desvio sistematico ou uma
mudangca rapida nos valores do branco fora dessa faixa em uma determinada
execucdo ou entre execucdes ao longo da vida atil do tubo de combustao
sé&o indicativos de um problema no tubo de combustéo, seu material de
embalagem, as armadilhas ou uma obstrucéo no fluxo de gas . Se desvios
ou mudangas nos valores em branco forem detectados em uma execugéo,

a execucdo deve ser sinalizada como questionavel e executada novamente
conforme necessario. A taxa de fluxo deve ser verificada para determinar se
houve entupimento ou contrapressao no sistema. Se o problema persistir, 0
tubo de combustéo, o material de embalagem e os sifdes devem ser substituidos.

Referéncias de CRM e/ou “in house” também séo usadas para avaliar
o desempenho do sistema analitico. Recomenda-se que um conjunto de
referéncias “internas”, calibradas em relagdo aos CRMs, seja executado 3 a
5 vezes ao longo de uma execucéo analitica e calculada a média. Se as
referéncias ndo atenderem aos valores calibrados ou especificacdes de
estabilidade (dentro de + 3s do valor calibrado, e o CV diario para cada
referéncia deve ser ~ 2%), entdo uma verificagdo de manutengdo deve ser
realizada no sistema analitico, tubo de combustéo e purgadores trocados/
recondicionados conforme necessario, e a execucao repetida. Todas as
referéncias devem permanecer estaveis ao longo do tempo e entre os
sistemas. Recomenda-se que as referéncias “internas” sejam calibradas em
relacdo ao CRM aproximadamente a cada 6 semanas. Também é

recomendado que Vvarios conjuntos de referéncias “internas” sejam

10.3389/fmars.2022.1061646

As pipetas usadas para qualquer preparacéo padrao devem ser DOC
limpas (o uso deve ser restrito apenas a DOC — nunca use uma pipeta que
tenha sido usada com fixadores ou volateis). Além disso, sugere-se o uso de
pontas de pipetas ndo autoclavadas, pois o processo de esterilizagao pode
resultar na lixiviacédo de organicos do material plastico. Todas as pontas de

pipetas devem ser enxaguadas com HCI 4 M antes da preparacéo padréo.

5.2 Padrdes primarios

5.2.1DOC

Hidrogenoftalato de potéssio (KHP) ou glicose de alto grau (¥ 99,8% de
pureza) ou glicose sdo os compostos normalmente usados como padréo de
carbono. Um estoque primério de 10 mmol L-1 C é preparado em agua

ultrapura.

5.2.2 NDT
O nitrato de potassio (KNO3) de alto grau (y 99,8% de pureza) é
recomendado como padrédo de nitrogénio. Um estoque primario de 10 mmol

L-1 N é preparado em agua ultrapura.

5.3 Padrdes de trabalho

Os padrdes de trabalho sdo preparados diluindo o estoque primario nas
concentragdes desejadas usando LCW a temperatura ambiente. Pelo menos
quatro concentragées diferentes de padrdes de trabalho séo apropriadas
(intervalo de concentrac@o de amostra esperada) e devem ser analisadas

diariamente no inicio de cada execugdo de amostra.

Consulte os Procedimentos Operacionais Padrdo Suplementares (SOP3

e SOP4) para obter um guia passo a passo para preparar solucdes padrao

preparados e armazenados para manter conjuntos sobrepostos de material calibradqssando glicose e nitrato de potassio como exemplos.

5 Padroes

5.1 Suprimentos

E fundamental ter concentragdes precisas de padrdo
solucdes, e para DOC e NDT também devem ser tomados cuidados para
evitar a contaminagao durante a preparacao dos estoques. Por esta razao,
garrafas de vidro (aquecidas a 450°C por § 4 h) sdo usadas para preparar a
solucéo estoque primaria. Observe que vidraria volumétrica néo deve ser
usada para preparar padroes, pois a alta temperatura afetara a preciséo da
graduagao volumétrica. Compostos padrédo secos devem ser mantidos em
um dessecador sob vacuo para garantir a qualidade. As solugdes séo
preparadas gravimetricamente a temperatura ambiente utilizando balancas
analiticas com resolugao de 0,0001 g. Estoques de trabalho de maior volume
podem ser preparados diluindo o estoque priméario em garrafas de vidro

queimadas usando agua ultrapura.
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6 Controle de qualidade

Para fornecer a comunidade medidas padréo para a qualidade analitica
do método DOC e TDN HTC em &gua do mar, apresentamos aqui diretrizes
para Controle de Qualidade (QC).

Isso consiste em (1) uma demonstracao inicial da capacidade do laboratério
(validagéo do método) e (2) diretrizes para avaliar o desempenho do
laboratério pela andlise continua de instrumentos em branco, padroes de

calibracéo e material de referéncia analisados como amostras.

6.1 Validagdo do método

Todos os parametros sao definidos e calculados de acordo com as

recomendagdes da Unido Internacional de Puros e Aplicados
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Chemistry (IUPAC) ao estabelecer uma abordagem uniforme para as
caracteristicas de desempenho do processo de medigdo quimica

(International Union of Pure and Applied Chemistry, 1995).

6.1.1 Valor critico (Lc)

Determinado usando espagos em branco (para este método, os
espagos em branco séo agua ultrapura proveniente de sistemas Nanopure™
com cartucho de baixo TOC, luz UV e filtro final de 0,2 ym) de acordo com

a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (1995):

Lc = t1ya,vso (2

onde t representa o teste t de Student, a indica a probabilidade do erro
tipo I, v indica graus de liberdade e, portanto , indica o desvio padréo. Os
brancos foram analisados em replicacdo em datas separadas (um minimo
de 30 brancos por dia em 7 execugdes para DOC e > 20 brancos por dia

em 4 execugOes para TDN).

6.1.2 Limite de deteccéo (LD)
O limite de deteccé@o do método é estabelecido usando uma amostra
de &gua enriquecida em baixa concentracdo como na Unido Internacional

de Quimica Pura e Aplicada (1995):

LD y 2t1ya,vso (3

onde t representa o teste t de Student, a indica a probabilidade do erro
tipo I, v indica graus de liberdade e, portanto , indica o desvio padréo. Para
este método 25 ymol C L
! amostras para DOC e 3 ymol N L-1 para TDN foram preparadas e
analisadas em datas separadas (5 lotes individuais em 7 execucdes para
DOC e 4 lotes em 4 execugdes para TDN). O limite de deteccéo deve ser
determinado anualmente ou sempre que houver uma mudanca significativa

na configuragao ou resposta do instrumento.

6.1.3 Limite de quantificacédo (LQ)
Expresso usando o desvio padrdo relativo padrao da IUPAC
(RSD) de 10% e usando o padrédo de calibragdo mais baixo

(Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada, 1995):

LQ = 10so0 4

Onde so indica o desvio padréo. Para este método calculado usando
os padrdes de calibragdo mais baixos (25 ymol C L-1 para DOC e 3 ymol N
L-1 para TDN).

Os resultados da validagdo do método para anélise de DOC e TDN na
agua do mar usando o método HTC estao resumidos na Tabela 1.

Consulte o Apéndice Suplementar F para obter detalhes adicionais.

6.2 Limites de qualidade analitica

6.2.1 Precis&o Avaliada
pelo uso de material de referéncia consensual como controle (ndo ha

padréo nacional ou internacional para DOC de &gua do mar).

A comunidade aceitou o0 CRM distribuido pela Hansell
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TABELA 1 Resultados da validagcdo do método para andlise de DOC e NDT em &gua do mar

usando o método HTC.

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

Valor Critico (Lc) 25 0,5
Limite de Detecg&o (LD) 43 0,9
11.6 20

Limite de Quantificacéo
(LQ)
Gama de amostras tipicas de 32-86

agua do mar

as faixas tipicas de concentragdo de DOC e TDN em 4gua do mar estdo bem acima de Lc, LD

e LQ, indicando que o método HTC é apropriado para anélises de DOC e TDN em
concentragdes tipicas de agua do mar.

Laboratorio, Rosenstiel School of Marine and Atmospheric Science (RSMAS),
University of Miami. As concentra¢des devem permanecer dentro da faixa

de valores de consenso (conforme relatado pelo Hansell Lab: https://hansell-
lab.rsmas.miami.edu/consensus-reference material/index.html) dentro de +

2% (para DOC) e + 2-6% para NDT (dependendo da faixa de concentracao).

6.2.2 Precisao — repetibilidade e reprodutibilidade
6.2.2.1 Repetibilidade

A melhor preciséo interna alcancavel pode ser avaliada por meio de
observacdes repetidas de frascos de amostras replicadas durante um curto
periodo de tempo. Condi¢des como tipo de instrumento e operador devem

permanecer constantes.

6.2.2.2 Reprodutibilidade O

complemento externo a repetibilidade, avaliado pela analise de lotes
idénticos de amostras com o mesmo método entre diferentes laboratérios
para avaliar a reprodutibilidade dos resultados. Este método utilizou

intercomparacdes realizadas em lotes de aguas de referéncia entre o
Carlson e o Hansell

Laboratérios DOM de 2018-2019.

Um resumo dos limites de qualidade analitica para analise de DOC e
TDN na &gua do mar usando o método HTC pode ser encontrado na Tabela

2. Consulte o Apéndice Suplementar G para obter detalhes adicionais.

6.3 Avaliacdo do desempenho do laboratério

Conforme descrito nas Sec¢des 4 e 5, 0 uso de espagos em branco,
padrées de calibragéo e materiais de referéncia fornecem verificages
continuas do desempenho do instrumento. Uma vez que os exercicios de
validacéo tenham sido conduzidos e o método estabelecido em um
laboratdrio, a avaliagéo continua da qualidade dos dados deve ocorrer com
frequéncia, a fim de manter um controle de qualidade rigido. A Tabela 3
apresenta um resumo das recomendacdes para avaliar as execugoes de

dados DOC e TDN usando o método HTC conforme apresentado aqui.
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6.4 Garantia de qualidade

Se uma execucao passar pelas especificacdes de controle de

qualidade descritas acima para desempenho analitico, os dados serdo

10.3389/fmars.2022.1061646

6.6 Comparacdes de dados interlaboratoriais

Recomenda-se que as amostras e referéncias sejam compartilhadas

periodicamente entre os grupos analiticos para garantir a comparabilidade

aceitos e examinados posteriormente no contexto de coleta e metadados adiciongjigerlaboratorial. A Figura 1 é um exemplo de intercomparacdes entre os

disponivel. Se a execucdo ndo atendeu a esses requisitos iniciais, o

sistema € verificado e toda a execugao é repetida.

6.5 Compilacéo e avaliagcdo de dados GO-SHIP

Para GO-SHIP, os dados DOM sé&o compilados usando registros de
bordo e mesclados com arquivos de dados de garrafas contendo quaisquer
outros dados quimicos e fisicos disponiveis e, em seguida, plotados no
Ocean Data View ( Schlitzer, R., Ocean Data View, https:// odv.awi .de,
2021). As plotagens iniciais de perfis verticais e/ou plotagens de contorno
sdo Uteis para identificar potenciais outliers.

Quaisquer amostras fora de uma faixa razoavel para valores de DOC/
TDN oceanicos séo sinalizadas como potencialmente contaminadas ou
suspeitas de erro de manuseio (valores < 30 ou > 90 ymol C kg-1, < 3 ou
> 50 ymol N kg-1).

As amostras sinalizadas sdo comparadas com réplicas ou
reanalisadas para confirmar. Se houver suspeita de erros analiticos, perfis
inteiros ou subconjuntos de amostras (incluindo valores problematicos e
amostras adjacentes) séo reanalisados. Apés a reandlise da amostra, se
as especificagdes analiticas forem atendidas e os dados permanecerem
anormalmente altos ou baixos, os dados serdo relatados, mas sinalizados
como questionaveis ou ruins de acordo com os codigos de sinalizagdo de
qualidade do World Ocean Circulation Experiment (WOCE) (consulte a
Tabela4) .

laboratérios de DOM da Universidade de Miami e da UCSB.

7 Documentacéo
7.1 Relatérios de anélise de DOM

Veja a seguir exemplos de metadados que podem ser incluidos nos

relatérios de cruzeiro DOM:

« Designacao do cruzeiro e investigador(es) principal(is) ¢

Nomes e afiliacdes dos técnicos que coletaram
amostras DOM no mar

* Numero de estagOes ocupadas e amostras coletadas (frequéncia
de amostragem) ¢

Procedimentos de amostragem e

armazenamento « Nomes e afiliacdes dos técnicos que analisaram
Amostras DOM on-shore ¢

Numero de amostras analisadas ¢

Métodos de andlise (equipamento e metodologia) ¢

Procedimentos de processamento de dados e Controle de Qualidade
(célculos, exatidao, precisdo e limites de deteccéo,
Informacdes do CRM)

« Quaisquer detalhes de problemas ou solugéo de problemas que

ocorreram com amostragem ou analise
« Referéncias cientificas

TABELA 2 Resumo dos limites de qualidade analitica para analise de DOC e NDT em &gua do mar usando o método HTC.

DOC

TDN

Preciséo [alcance] + 2% [40-75 ymol C L-1]

Precis&o - repetibilidade +0,6 ymol C L-1 +

Precis&o - reprodutibilidade
[gama baixa/média/alta]
@[72 ymol C L-1]

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

+ 29 [8-32 ymol N L-1] + 6%

[4-6 ymol N L-1] + 0,7 ymol

N L-1+0,2 ymol N

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

TABELA 3 Sugestéo de critérios e diretrizes de controle de qualidade.

Indicador de CQ
Limites

Aceitac@o/Agéo Acao

Frequéncia (por corrida)

Material de referéncia de consenso O valor deve estar dentro do
(CRM) intervalo de consenso relatado
Material de referéncia interno
(calibrado em relagéo ao CRM)
Curva de calibragéo - Correlagéo 0,995

Coeficiente (R)

Se o CRM estiver fora do
intervalo relatado, executar novamente

Dentro de * 3s do valor calibrado Se fora de + 3s, execute novamente

Se <0,995, execute novamente

5 ampolas ou frascos de CRM por corrida de calibragéo de referéncia. Deve se

sobrepor a novos lotes de material de referéncia interno.

Minimo de 2 frascos de cada referéncia de profundidade e superficie por corrida,

com 2-3 observagdes por frasco.

Curva de 4-5 pontos em toda a faixa analitica (~25-100 ymol C L-1 para DOC e
~3-50 ymol N L-1 para TDN), analisado no inicio de cada dia de execucdo antes das

amostras
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TABELA 4 Woce Hydrographic Program (WHP) cédigos de qualidade de dados de parametro de garrafa (https://www.nodc.noaa.gov/woce/woce_v3/wocedata_1/whp/exchange/

exchange_format_desc.htm)

Cadigos de qualidade de dados

de parametros de garrafas WHP

Descrigdo

A amostra para esta medicao foi retirada de uma garrafa de dgua, mas a anélise nao foi recebida. Observe que, se a agua for retirada de uma garrafa de agua para

qualquer medicé&o, o sinalizador de qualidade para esse parametro deve ser definido como 1 inicialmente para garantir que todas as amostras de dgua sejam contabilizadas.

1

2 Medicdo aceitavel.

3 Medigio questionavel.
4 Medic&o ruim.

5 N&o reportado.

9

Amostra n&o retirada para esta medi¢éo desta garrafa.

7.2 Arquivos de dados da garrafa

Os dados da andlise DOM (DOC e TDN) sdo mesclados com arquivos
de troca de garrafas CLIVAR e Carbon Hydrographic Data Office (CCHDO)
com base em identificadores de amostra (estacao/fundicao/profundidade/ID
da garrafa).

Depois que os dados sdo mesclados com outros parametros quimicos
no arquivo do frasco, o nitrogénio organico dissolvido (DON) é calculado
como a diferenga entre TDN e DIN %2NH4 + + NOY + NOy 2 . Como DON é
uma variavel derivada, ela ndo é relatada (isto é, ndo incluida no arquivo da
garrafa).

Os resultados finais séo relatados em unidades de mmol kg-1. Sempre
que possivel, medicdes diretas da salinidade da amostra e da temperatura

analitica séo usadas para calcular a densidade média da dgua do mar. Na

préatica, descobrimos que a aplicagdo de uma densidade média da agua do mar

75

R=0.990 p <0.0001

U Miami DOC (umol/L)

de 1,027 kg m-3 para amostras de DOM da coluna de agua do oceano
aberto, em comparag&o com a medicéo direta da densidade da amostra
resulta em uma diferenca inferior a 0,01 ymol kg-1 (ou seja, menor que a
resolugdo analitica). No entanto, quando a salinidade e uma temperatura
analitica média de laboratério estéo disponiveis ou em regiées onde a
salinidade varia fortemente, uma corregao de densidade mais precisa €
determinada e aplicada para cada amostra. Cada parametro inclui um campo

para sinalizadores de controle de qualidade.

8 Conclusao

A metodologia aqui apresentada visa fornecer a comunidade cientifica
marinha os detalhes necessarios para produzir consistentemente dados de

alta qualidade para anélise de matéria organica dissolvida.

n=35

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 comparac6es interlaboratoriais realizadas entre a UCSB e a Universidade de Miami entre 2017 e 2018. As amostras incluem comparacdes de CRMs, referéncias internas

e perfis de campo coletados em vérios locais nos oceanos Pacifico e Atlantico. As amostras foram divididas igualmente entre os grupos para andlise. O coeficiente de correlacédo
mostra uma forte relagéo entre os dados UCSB e UMIAMI (R = 0,990, p< 0,001). A regresséo ortogonal (variancias univariadas, prin comp) usando o software JMP (JMP®, versao
<15>. SAS Institute Inc., Cary, NC, 1989- 2021) fornece um intervalo de confianca de 0,919-1,015 para a inclinacéo, que inclui 1,0 e mostra forte concordancia entre os valores

relatados por cada laboratério em uma ampla faixa dinamica, fornecendo confianga em resultados exatos e precisos para dados GO-SHIP coletados e analisados conforme descrito

neste guia de melhores praticas.
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carbono e nitrogénio total dissolvido em amostras de dgua do mar. Essas
melhores préticas foram escritas para a Colegédo de Praticas de Hidrografia
Repetidas GO-SHIP (Halewood et al., 2022), mas séo aplicaveis a uma
ampla variedade de programas, desde locais de estudo focados e séries
temporais até redes globais de observacéo e levantamentos hidrogréaficos

baseados em navios.
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