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Recogida y analisis a bordo de muestras de materia
organica disuelta cromofora: absorbancia (aDOM)
y fluorescencia (FDOM)

1Alvarez-Salgado, X. A.; Nieto-Cid, M.; 2Romera-Castillo, C.; 2Marrasé, C.;
3Serrano Catala, T.; 3Reche, 1.; “Fuentes Lema, A.; “Sobrino, C.;
SGutiérrez, R.; SLuculano, F.; ®Ortega-Retuerta, E.

!Instituto de Investigacions Maririas (CSIC)

2Institut de Ciéncies del Mar (CSIC)

SUniversidad de Granada

1Universidad de Vigo

5Instituto Mediterraneo de Estudios Avanzados (UIB-CSIC)

SObservatoire Oceanologique de Banyuls sur Mer

Finalidad. Campo de aplicacion

Protocolo de recogida de muestras de agua para el analisis de la absor-
bancia y fluorescencia de la materia organica cromofora y su determina-
cion a bordo por espectrofotometria y espectrofluorimetria.

Conceptos generales

La fraccion de la materia organica disuelta en los océanos que absorbe
luz en el rango de longitudes de onda del ultravioleta y, en menor medida,
del visible, se conoce como materia organica disuelta cromofora. Cuando la
materia organica disuelta cromoéfora se irradia con luz ultravioleta esta emite
luz fluorescente caracteristica de materiales tanto proteinicos como himicos.

La materia orgdnica disuelta cromofora se caracteriza mediante espec-
tros de absorcion entre 250 y 750 nm y matrices de excitacion—emision de
fluorescencia, excitando entre 250 y 450 nm y leyendo la intensidad
de emision entre 300 y 560 nm.

En el océano abierto, las concentraciones de materia organica particu-
lada son tan bajas que se acostumbra a no filtrar las muestras para minimi-
zar el riesgo de contaminarlas en el proceso de filtracion. En el caso de Ma-
laspina se filtraran solo las muestras de la roseta superficial. El bloque de
biogeoquimica filtrara a través de filtros GF/F de 47 mm de diametro (calci-
nados a 450 °C durante 4 h) con un sistema de filtracion de vidrio bajo pre-
sion controlada de N,. El bloque de fitoplancton lo hara a través de filtros
Millex de 0.2 um de tamano de poro por medio de una jeringa.

191
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La materia organica disuelta cromo6fora modifica las propiedades Opti-
cas de los océanos, influyendo en su transparencia tanto a la radiacion UV
como visible y, por tanto, afectando a la actividad biologica (proteccion
contra el efecto danino de la radiacion UV, reduccion de la produccion pri-
maria, etc.). Ademas, los procesos tanto fotoquimicos como microbiologi-
cos alteran las propiedades Opticas de la materia organica disuelta cromo-
fora de manera que la absorbancia y fluorescencia pueden usarse para
trazar la intensidad de dichos procesos.

Equipamiento necesario

e Espectrofotometro Perkin Elmer lambda 850 con portacubetas para
cubetas prismaticas de 10 cm de camino 6ptico.

e Espectrofluorimetro FLUOROMAX—4 (Jobin Yvon Horiba) con porta-
cubetas para cubetas cuadradas de 1 cm de camino Optico.

Reactivos u otro material fungible

e Guantes de vinilo (sin polvo) o de polietileno.

Estadillo de recogida de muestras.

Libreta de incidencias.

Material de libreria (rotuladores, boligrafos, lapices, etc.).

Frascos de vidrio de 250 ml con tapon de vidrio.

Sistema de filtracion de vidrio (x2).

Bombona de N, ultrapuro de 20 1 (x2).

Mano6metro para bombona de N, ultrapuro (x1).

Filtros GF/F de 47 mm de didametro calcinados a 450 °C durante 4 h

(x300 u.d.).

Patron de referencia de agua Milli-Q en cubeta sellada (x2).

Patron de referencia de p-terfenilo en bloque de metacrilato (x2).

e Patron de referencia de tetrafenilbutadieno en bloque de metacrilato
(x2).

e Cubeta prismatica de 10 cm con 2 ventanas de cuarzo para absorban-
cia (x4).

e Cubeta de 1 cm con 4 ventanas de cuarzo para fluorescencia (x4).

e HCI concentrado (37%) para preparar 1% HCIl anadiendo 10 ml de
37% HCI por cada 1000 ml de agua destilada (se usara para lavar fras-
cos de vidrio y cubetas).

e Probeta de 100 ml (para medir el volumen de 37% HCD.

e Bicarbonato sodico comercial, que se usard para neutralizar el 1%
HCI una vez usado anadiendo bicarbonato hasta que se acabe el bur-
bujeo (aprox. 8 g /litro de 1% HCD.

e Papel indicador de pH.
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e Metanol, para lavar la cubeta de fluorescencia en caso de que el 1%
HCI no sea suficiente

e Caja de plastico pequena con tapa, para sumergir cubetas en 1% HCL.

e Caja de plastico con tapa, para sumergir frascos de vidrio en 1% HCI.

e Tistes, para secar y limpiar las paredes de las cubetas (KimWipes).

Calibracion
Absorbancia

De cada muestra se obtendra un espectro de absorcion entre 250 nm y
750 nm a intervalos de 1 nm. Como blanco se usard agua Milli-Q recién
producida. En espectrofotometros de doble haz, en el portacubetas de re-
ferencia se colocard una cubeta de 10 cm con agua Milli-Q recién produ-
cida evitando el desarrollo de burbujas. El agua de esta cubeta se renovara
al menos al inicio de cada sesion de analisis, y cada hora si el tiempo de
medida es superior a dos horas.

Los espectros de absorcion se obtienen en unidades de absorbancia,
por lo que no se calibran contra ninguna sustancia de referencia.

Fluorescencia

Antes de comenzar la secuencia de analisis de cada estacion se hard un
espectro de emision de: (1) el patron de referencia de agua Milli-Q entre
365 nm y 450 nm excitando a 350 nm; (2) el patron de referencia de p-ter-
fenilo entre 310 nm y 600 nm excitando a 295 nm; y (3) el patron de refe-
rencia de tetrafenilbutadieno entre 365 nm y 600 nm excitando a 348 nm,
fijando el ancho de ranura de excitacion y emision en 5 nm y el tiempo de
integracion en 0.25 segundos. El area bajo el pico del patron de referencia
de agua Milli-Q, conocido como pico Raman, se dividird entre la intensidad
de fluorescencia, para expresar los valores obtenidos en unidades Raman
(Lawaetz y Stedmon, 2009). Para ello:

i) Encendido del instrumento

— Encender el espectrofluorimetro en el boton situado en el lateral de-
recho del aparato.

— Esperar 1 minuto.

— Encender el ordenador.

— Esperar 30 minutos a que la lampara se caliente.

— Usar cubetas con las 4 caras de cuarzo. NUNCA tocar las cubetas con
los dedos, usar SIEMPRE guantes de vinilo o polietileno.

i) Iniciacion del programa

— Abrir la hoja excel “DAILY fluoroLOG.sxc” — en la que se registrard
diariamente informacién sobre el estado del instrumento, inicial-
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mente escribir fecha, usuario y horas de trabajo de la lampara al co-
mienzo de la sesion (en el lateral derecho del instrumento), el resto
se ira completando a lo largo del apartado 3.

Hacer doble clic en el icono FLUORESSENCE.

Hacer clic en “M” para iniciar el programa (tarda unos segundos, es-
perar sin tocar nada).

iii) Comprobaciones diarias del estado del instrumento

Comprobacion de la Excitacion

El objetivo es comprobar la estabilidad de la intensidad de la lam-
para de xeno6n dia a dia.

Hacer clic en “Spectra”.

En “Experiment Type”, seleccionar “excitation”.

Usar el “experiment file” por defecto, “DfltSpectralExcitation.xml”.
Comprobar que la configuracion es Ex 200-600 nm, Em 350 nm, Ex y
Em “slits” 1 nm.

Hacer clic en “Detectors” y comprobar que el tiempo de integracion
es 0.1 s y que la senal R1 estd seleccionada y aparece en el cuadro
de “formulas”.

Asegurarse de que la camara del portacubetas esta vacia y bien ce-
rrada.

Hacer clic en “Run” para realizar el espectro.

Para poder visualizar los resultados, el programa preguntard por
el nombre que se quiere dar al proyecto. Introducir la fecha como
nombre del proyecto y un subindice por si se hace mas de una se-
sion por dia (eg. “081104_a” para la primera sesion del 4 Nov 2008).
El proyecto se debe guardar en la carpeta “C:\Program Files\Jobin
Yvon\Data\MALASPINA”.

Cuando se haya realizado el espectro, hacer clic en el 14° boton con-
tando desde la derecha ("Data Reader”, apariencia de visor). Acto se-
guido, hacer clic en el pico mas alto, que debiera encontrarse a 467
nm con una intensidad de unos 0.08-0.09 MicroAmps.

Este espectro se grabard como “DfItEx1”.

Registrar la posicion (X) e intensidad (Y) del pico en el fichero
“DAILY fluoroLOG.sxc” y en el cuaderno.

Se pueden hacer espectros adicionales seleccionando el boton justo
a la derecha de “M”. En ese caso, los espectros adicionales se graba-
ran con los nombres DfItEx 2, DfItEx 3, etc.

Comprobacion de la emision
Espectro Raman de la cubeta sellada con agua Milli-Q

Esta prueba permite comprobar la deriva de la lampara.
Hacer clic en “M”.
Hacer clic en “Spectra”.
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— En “Experiment Type”, seleccionar “emission”.

— Cargar un nuevo “experiment file” llamado “Emission check 25.xml”".

— La configuracion debiera ser Ex 350 nm, Em 365-450 nm, Ex y Em
“slits” 5 nm.

— Hacer clic en “Detectors” y comprobar que el “integration time” es
0.25 s y que los modos S1/R1 y Slc/Rlc estén seleccionados y apa-
rezcan en el cuadro de “formulas”.

— Cambiar el nombre del fichero (en “Data Identifier”) a
Mdeg)_(stn)sMQ_a (por ejemplo M1_001sMQ_a, para el primer leg,
primera estacion y primer Raman del dia)y asi el espectro se guar-
dard como M(leg)_(stn)sMQ_al.

— Usando guantes, limpiar las paredes de la cubeta sellada con agua
Milli-Q con tist y colocarla en el portacubetas, con las letras mirando
hacia nosotros.

— Hacer clic en “Run” para registrar el espectro.

— Cuando el espectro termine, hacer clic en el pico mas alto de ambos
modos. El maximo del pico Raman debiera aparecer a 397+1 nmy la
intensidad debiera ser alrededor de 565000 CPS en ambos modos.

— Si el pico Raman esta dentro de este rango, calcular el area bajo el
pico. Para ello, ir a “Analysis” en el menu principal — “Calculus” —
“Integrate”. El area aparecerd en un pequeno recuadro blanco en la
esquina inferior derecha de la pantalla. Registrar la altura y area del
pico en ambos modos en el fichero “DAILY fluoroLOG.sxc” y en el
cuaderno de campana.

Espectro del bloque de p-terfenilo

— Esta prueba permite comprobar la deriva de la lampara en la region
donde fluorescen los amino acidos / proteinas aromaticos.

— Hacer clic en “M”.

— Hacer clic en “Spectra”.

— En “Experiment Type”, seleccionar “emission”.

— Cargar un nuevo “experiment file” llamado “Terphenyl check.xml”.

— La configuracion debiera ser Ex 295 nm, Em 310-600 nm, Ex y Em
“slits” 5 nm.

— Hacer clic en “Detectors” y comprobar que el “integration time” es
0.25 s y que los modos S1/R1 y Slc/Rlc estén seleccionados y apa-
rezcan en el cuadro de “formulas”.

— Cambiar el nombre del fichero (en “Data Identifier”) a
Mdeg)_(stn)Tph_a (por ejemplo M1_001Tph_a, para el primer leg,
primera estacion)y asi el espectro se guardara como
Mdeg)_(stn)Tph_al.

— Usando guantes limpios/nuevos, limpiar las paredes del bloque de
p—terfenilo con tisue y colocarlo en el portacubetas, con el nimero 3
de la parte superior colocado hacia nosotros para que se lea al dere-
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cho. A los bloques de terfenilo y terbutadieno debe darles la luz lo
menos posible.

Hacer clic en “Run” para registrar el espectro.

Cuando el espectro termine, hacer clic en el pico mas alto de ambos
modos. El maximo del pico de p—terfenilo debiera aparecer a 338+1
nm vy la intensidad debiera ser alrededor de 3.8 107 CPS en modo
S1/R1y 6.5 107 CPs en modo Slc/R1lc en ambos modos.

Si el pico de p—terfenilo esta dentro de este rango, calcular el area
bajo el pico. Para ello, ir a “Analysis” en el mena principal, luego a
“Calculus” y luego a “Integrate”. El 4rea aparecerd en un pequeno re-
cuadro blanco en la esquina inferior derecha de la pantalla. Registrar
la altura y area del pico en ambos modos en el fichero “DAILY fluo-
roLOG.sxc” y en el cuaderno de campana.

Espectro del bloque de p-tetrafenilbutadieno

Esta prueba permite comprobar la deriva de la lampara en la region
donde fluorescen las sustancias humicas.

Hacer clic en “M”.

Hacer clic en “Spectra”.

En “Experiment Type”, seleccionar “emission”.

Cargar un nuevo “experiment file” Illamado “TPButadiene
check.xml”.

La configuracion debiera ser Ex 348 nm, Em 365-600 nm, Ex y Em
“slits” 5 nm.

Hacer clic en “Detectors” y comprobar que el “integration time” es
0.25 s y que los modos S1/R1 y Slc¢/Rlc estén seleccionados y apa-
rezcan en el cuadro de “formulas”.

Cambiar el nombre del fichero (en “Data Identifier”) a
Mdeg)_(stn)But_a (por ejemplo M1_001But_a, para el primer leg, pri-
mera estacion)y asi el espectro se guardard como M(leg)_(stn)But_al.
Limpiar las paredes del p—terfenilo y colocarlo en el portacubetas,
con el nimero 4 de la parte superior colocado hacia nosotros para
que se lea al derecho.

Hacer clic en “Run” para registrar el espectro.

Cuando el espectro termine, hacer clic en el pico mas alto de ambos
modos. El maximo del pico de p- tetrafenilbutadieno debiera apare-
cer a 422+1 nm vy la intensidad debiera ser alrededor de 2.5 107 CPS
en ambos modos.

Si el pico de p—tetrafenilbutadieno esta dentro de este rango, calcular
el area bajo el pico. Para ello, ir a “Analysis” en el menu principal,
luego a “Calculus” y luego a “Integrate”. El area aparecerd en un pe-
queno recuadro blanco en la esquina inferior derecha de la pantalla.
Registrar la altura y 4area del pico en ambos modos en el fichero
“DAILY fluoroLOG.sxc” y en el cuaderno de campana.
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e Comprobacion de contaminacion en la cubeta

— Con los guantes de vinilo o polipropileno puestos, enjuagar (3 ve-
ces) y llenar la cubeta de cuarzo con agua Milli-Q recién producida,
evitando el desarrollo de burbujas.

— Secar las paredes exteriores de la cubeta con tisues.

— Insertar la cubeta en el portacubetas y cerrar bien la cimara de
muestra. Colocar la cubeta siempre en la misma posicion, con las le-
tras hacia delante.

— Hacer clic en “M”.

— Hacer clic en “Spectra”.

— En “Experiment Type”, seleccionar “emission”.

— Cargar (load) un nuevo “experiment file” llamado “contam.xml”.

— La configuracion debiera ser Em 270-430 nm, Ex 240 nm, Ex y Em
“slits” 5 nm y “integration time” 0.1 s.

— Hacer clic en “Run” para realizar el espectro.

— Este espectro se grabard como “contam1”.

— Se pueden hacer espectros adicionales seleccionando el boton justo
a la derecha de “M”. En ese caso, los espectros adicionales se graba-
ran con los nombres contam?2, contam3, etc.

— EI espectro resultante debiera ser una linea plana con ruido y tener
una intensidad muy baja (<2000 CPS). Si se ve algin pico, aunque
sea con mucho ruido, debe lavarse de nuevo la cubeta y llenarse con
Milli-Q recién preparada.

— Registrar el maximo valor de intensidad entre 300nm y 350 nm en la
columna “contaminacion?” del fichero “DAILY fluoroLOG.sxc” y en el
cuaderno de campana; en estas longitudes de onda es donde los
amino acidos/proteinas fluorescen, por eso no debiera observarse
ningln pico en el agua Milli-Q.

— Si después de repetidos lavados el pico sigue apareciendo, probar a
rotar la cubeta 90° y medir de nuevo. Cualquier cambio en la intensi-
dad o posicion del pico nos indica que alguna de las paredes de la
cubeta sigue estando sucia. En ese caso, serd necesario limpiar la cu-
beta con metanol (ver el apartado de “Notas” mas abajo).

e Calibracion RAMAN

Espectro Raman de la cubeta de medida con agua Milli-Q

— Se realiza sin retirar la cubeta con Milli-Q, después de conseguir un
espectro sin contaminacion. El drea bajo el pico Raman se usard para
normalizar las medidas realizadas.

— Hacer clic en “M”.

— Hacer clic en “Spectra”.

— En “Experiment Type”, seleccionar “emission”.

— Cargar un nuevo “experiment file” llamado “Emission check 25.xml”".



Malaspina 1-2 (2)_Malaspina 27/03/12 10:35 Pagina 198 %

198

LIBRO BLANCO DE METODOS Y TECNICAS DE TRABAJO OCEANOGRAFICO

La configuracion debiera ser Ex 350 nm, Em 365-450 nm, Ex y Em
“slits” 5 nm.

Hacer clic en “Detectors” y comprobar que el “integration time” es
0.25 s y que los modos S1/R1 y S1c/Rlc estén seleccionados y apa-
rezcan en el cuadro de “formulas”.

Cambiar el nombre del fichero (en “Data Identifier”) a M(leg)_(stn)ra-
man_a (por ejemplo M1_001lraman_a, para el primer leg, primera es-
tacion y primer Raman del dia)y asi el espectro se guardard como
M(eg)_(stn)raman_al.

Hacer clic en “Run” para registrar el espectro.

Cuando el espectro termine, hacer clic en el pico mas alto de ambos
modos. El maximo del pico Raman debiera aparecer a 397+1 nmy la
intensidad debiera ser alrededor de 555000 CPS en ambos modos.

Si el pico Raman esta dentro de este rango, calcular el area bajo el
pico. Para ello, ir a “Analysis” en el menu principal, luego a “Calcu-
lus” y luego a “Integrate”. El area aparecera en un pequefio recuadro
blanco en la esquina inferior derecha de la pantalla. Registrar la al-
tura y area del pico en ambos modos en el fichero “DAILY fluoro-
LOG.sxc” y en el cuaderno de campana.

Al final de la tanda de andlisis, repetir el espectro de emision de la cu-

beta sellada de agua Milli-Q entre 365 nm y 450 nm excitando a 350 nm.

Descripcion de la técnica

Recogida de muestras para la determinacion de la absorbancia y
Sfluorescencia

e Ponerse guantes de vinilo.
e Tomar las muestras directamente de la botella Niskin en frascos de

vidrio de 250 ml. Enjuagar tres veces con la misma agua de muestreo
y recoger aprox. 200 ml de agua.

Almacenar las muestras en la oscuridad, en un lugar fresco y alejado
de compuestos orginicos volitiles hasta el momento de medir su
fluorescencia y absorbancia. Debe esperarse a que la temperatura de
las muestras se equilibre con la del laboratorio antes de comenzar a
medir. Las medidas deben hacerse en < 2 horas desde que se recojan
las muestras.

Una vez que la absorbancia y fluorescencia de las muestras se ha me-
dido, lavar los frascos de vidrio de 250 ml con agua Milli-Q (3 lava-
dos sucesivos con 25 ml). Cada 3 dias, sumergir los frascos en 1%
HCI durante 24 horas y lavarlos con agua Milli-Q abundante (3 lava-
dos sucesivos con 25 ml de Milli-Q). Renovar el acido 1% HCI al cabo
de 5 lavados, es decir, cada 15 dias.



Malaspina 1-2 (2)_Malaspina 27/03/12 10:35 Pagina 199 %

BIOGEOQUIMICA DEL OCEANO: CARBONO, NUTRIENTES Y GASES TRAZA 199

Filtracion de muestras para la determinacion de la absorbancia y
fluorescencia

Las muestras de la roseta superficial han de filtrarse previamente. En el
caso del bloque de biogeoquimica se hara a través de filtros GF/F de
47 mm en un sistema de filtracion de vidrio bajo presion controlada de N,
ultrapuro. Para ello:

e Ponerse guantes de vinilo.

e Colocar un filtro GF/F en el porta filtros (usar un filtro por estacion) y
anadir 50 ml de agua Milli-Q para lavar el filtro, fijando la presion de
manometro en 0.5 bares y el flujo del flujometro en 50 ml min’.

e Anadir 50 ml de muestra para lavar el sistema de filtracion y el filtro.

e Anadir otros 50 ml de muestra, recoger el filtrado directamente en las
cubetas de fluorescencia y absorbancia, y proceder a su determina-
cion.

Este proceso se repetira para las muestras de la roseta superficial, co-

menzando por la de mayor profundidad y terminado por la mas superficial.

Una vez finalizada la filtracion, lavar el sistema de filtracion de vidrio

con agua Milli-Q (3 lavados sucesivos con 25 ml). Cada 3 dias, sumergir los
frascos en 1% HCI durante 24 horas y lavarlos con agua Milli-Q abundante
(3 lavados sucesivos con 25 ml de Milli-Q). Renovar el acido 1% HCI al
cabo de 5 lavados, es decir, cada 15 dias.

En el caso del bloque de fitoplancton (5) lo hara a través de filtros Mi-

llex de 0.2 um de tamano de poro por medio de una jeringa. Para ello:

e Ponerse guantes de vinilo.

e Colocar un filtro Millex en la jeringa. Usar un filtro por estacion como
minimo y cambiar el filtro siempre que haya que ejercer una presion
extra debido a la acumulacion de materia en el filtro. Lavar la jerin-
guilla y el filtro previamente con 40 ml de agua Milli-Q (2 x volumen
jeringa).

e Lavar el sistema de filtracion y el filtro con 20 ml de agua de la mues-
tra.

e Anadir otros 20 ml de muestra, recoger el filtrado directamente en las
cubetas de absorbancia, y proceder a su determinacion.

Determinacion a bordo de la absorbancia

e Encender el espectrofotometro aproximadamente media hora antes
de comenzar a hacer las medidas. Para ello:

— Presionar el boton situado en la esquina posterior derecha de la cu-
bierta del aparato.
— Esperar 1 minuto.
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— Encender el ordenador.

— Hacer doble clic en usuario “lamba 850”.

— Hacer clic en el icono del programa “Perkin Elmer UV Winlab”, esco-
ger User Name: “Analyst” (por defecto) y hacer clic en “OK”. Apare-
cera la pantalla:
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— En la ventana de la derecha hacer clic en “Scan-MALASPINACDOM” y
esperar a que haga los chequeos correspondientes. A continuacion,
aparecera la ventana:
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Comprobar que en la esquina superior izquierda aparece el mensaje
“Idle” que indica que todo esta correcto.

— En la pestana “samples” escogemos el n® de muestras correspondien-
tes (en la mayoria de los casos son 7 muestras si se trata del CTD de
200 m y 11 si se trata del CTD de 4000 m) y las nombramos con la
nomenclatura oficial de la expedicion MALASPINA 2010 correspon-
diente a cada bloque. Por ejemplo, el codigo MH002A001201AD co-
rresponderia a una muestra tomada en la expedicion MALASPINA
(M), a bordo del BIO Hespérides (H), el segundo dia de campana
(002), de una botella Niskin de la roseta (A), en la primera estacion
(001), en la segunda tirada de la roseta (2), de la botella n® 1 (1) para
medir absorbancia disuelta (AD) . La siguiente ventana corresponde-
ria al caso del CTD de 200 m:
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En este caso, se han programado 7 scans (5 muestras mas 1 Milli-Q al
inicio y otro al final). Para la roseta profunda se programaran 11 scans (8
muestras, 1 Milli-Q inicial, 1 Milli-Q intermedio y un Milli-Q final).

En el caso del bloque 3 se usard la misma nomenclatura anadien-
do al final el digito “_B3” que indica el bloque del que se trata. Por ejem-
plo, MHO02A001201AD_B3) para la misma muestra que en el ejemplo
del bloque 5. El primer botellon de la manana se nombrard como
MHO002C001001AD_B3, donde “C” hace referencia al botellon y “001” a
que se trata del primer lance de botellones del dia.

El método ya esta preconfigurado, pero si queremos comprobarlo se
pincha en el enlace “Data Collection” de la columna de la izquierda y apa-
recera la siguiente pantalla con la configuracion de las lamparas y los valo-
res adecuados para recoger el espectro de la CDOM.
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Ademas, en el enlace “Output” hemos configurado el directorio en el
que se grabaran los datos, que serd MALASPINA/CDOM en el escritorio del
PC, asi como el formato de los ficheros de datos que serd ASCID. La co-
rrespondiente pantalla es la siguiente:
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— Presionar el boton “Start” en la parte superior de la pantalla y apare-
cerd la siguiente pantalla:
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e Ponerse guantes de vinilo.

e Llenar la cubeta de referencia con agua Milli-Q recién producida evi-
tando el desarrollo de burbujas. Secar completamente las paredes de
la cubeta con tisu y colocarla en el portacubetas de referencia.

e Llenar la cubeta de medida con agua Milli-Q recién producida evitando
el desarrollo de burbujas. Tener cuidado de colocar la cubeta en la
misma posicion siempre que hagamos una medida. Secar completa-
mente las paredes de la cubeta con tist y colocarla en el portacubetas
de medida. Finalmente, hacer clic en “Ok” para hacer el autozero (100%
T). Tras hacer el espectro del autozero, aparecera la siguiente pantalla:

Y R S LS A T i 5, 0080 77 DA B s T

E-GISAEESE
i
{
i
il
%
]

i |



Malaspina 1-2 (2)_Malaspina 27/03/12 10:35 Pagina 204 %

204 LIBRO BLANCO DE METODOS Y TECNICAS DE TRABAJO OCEANOGRAFICO

— Sin cambiar el agua Milli-Q de la cubeta de medida, hacer clic en
“OK” para registrar el primer blanco de Milli-Q, que se grabara con el
nombre de archivo “blank 1”

e Enjuagar la cubeta de medida tres veces con agua de muestra y llenarla
evitando el desarrollo de burbujas (tomando el agua del sistema de fil-
tracion en caso de que se trate de una muestra de la roseta superficial
o directamente del frasco de vidrio de 250 1 en caso de que se trate de
una muestra profunda). Tener cuidado de colocar la cubeta en el es-
pectrofotometro en la misma posicion siempre que hagamos una me-
dida. Secar completamente las paredes de la cubeta con tist y colo-
carla en el portacubetas de medida. Realizar el espectro (el primero
sera por ej.: “MH002A001201AD”, el siguiente “MH002A001202AD” y
asi sucesivamente) y grabarlo en formato ASCII (predeterminado).
Abrir un directorio por estacion y anotar en la libreta y el estadillo la
equivalencia entre los diferentes codigos y las muestras.

— Finalizado el proceso de anilisis procedemos a guardar los resulta-
dos. Para ello pinchamos FILE\ SAVE RESULTS\ AS NEW TASK... y
aparecera la siguiente pantalla:
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Para las medidas del bloque de fitoplancton, nombramos el directorio
de resultados segin la nomenclatura oficial de la expedicion MALASPINA
en donde viene reflejado el codigo de la campana (M, de MALASPINA), el
buque (H, de BIO Hespérides) el dia de campana (tres digitos), la estacion
(3 digitos) y la variable medida (AD para absorbancia disuelta y AP para
absorbancia particulada). Por ejemplo, MHO03_002AD para las medidas de
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absorbancia disuelta (AD) de la estacion n® 2 (002), que se realizo el tercer
dia de campana (003) de la expedicion MALASPINA (M) a bordo del BIO
Hespérides.

Para las medidas del bloque de bioquimica, se usara la misma nomen-
clatura indicando a mayores si se trata del primer CTD del dia (01, roseta
profunda) o del segundo (02, roseta superficial). Por tanto, se generarin
dos directorios: MH003_002AD_B301 y MH003_002AD_B302.

En cualquier caso, en cada directorio aparecerd un archivo por espec-
tro en formato ASCIL

e Al terminar la secuencia de analisis, sumergir las cubetas de 10 cm en
1% HCI durante al menos 2 horas y lavarlas con agua Milli-Q abun-
dante (3 lavados sucesivos con 25 ml de Milli-Q) antes de usarlas de
nuevo.

Determinacion a bordo de la fluorescencia

i) Matrices

Las matrices de excitacion-emision consisten en 22 espectros de emi-
sion concatenados, empezando a una longitud de onda de excitacion de
240 nm y terminado a 450 nm (es decir separados en 10 nm) y leyendo la
intensidad de emision entre 300 y 560 nm a intervalos de 2 nm.

e Espectros 3-Dimensionales (EEMs) - blancos

— Cada EEMs lleva unos 20 minutos.

— Nota: cada dia hay que hacer una EEM de agua Milli-Q recién prepa-
rada que luego se sustraera a cada muestra. Tanto el blanco como las
muestras deben generarse usando el mismo “experiment file”.

— Hacer clic en “M”.

— Hacer clic en “3D”.

— Cargar un nuevo “experiment file” llamado “EEMnew25.xIm”.

— Comprobar que la configuracion es Ex 240-450 a intervalos de 10
nm, Em 300-560 nm a intervalos de 2 nm, Ex y Em “slits” a 5 nm, y
no “Rayleigh masking checked”.

— Hacer clic en “Detectors” y asegurarse de que el tiempo de integra-
cion es 0,25 s y que ambos modos S1/R1 y S1¢/Rlc estdn selecciona-
dos y aparecen en el cuadro de “formulas”.

— Cambiar el nombre del fichero (en “Data Identifier”) a uno del tipo
M(eg)_(stn)blank_a, por ejemplo el primero seria M1_001blank_a. La
letra final (a, b, c...) se utiliza para diferenciar los distintos blancos
hechos en una misma estacion.

— Hacer clic en “Run” para iniciar la EEM.

— Para el ejemplo, las EEM se grabarin como “M1_001blank_al_S1R1”
(sin corregir) y “M1_001blank_a2_S1cR1c” (corregida) y los ficheros
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con los datos se grabardn con los nombres “M1_001blank_ad1” y
“M1_001blank_ad2” (pueden encontrarse en la lista de ficheros si se
hace doble clic en “data”).

e Espectros 3-Dimensionales (EEMs) - muestras

Enjuagar la cubeta de 1 cm tres veces con agua de muestra y llenarla
evitando el desarrollo de burbujas (tomando el agua del sistema de
filtracion en caso de que se trate de una muestra de la roseta superfi-
cial o directamente del frasco de vidrio de 250 1 en caso de que se
trate de una muestra profunda).

Hacer clic en el botén justo a la derecha de “M” (es el dibujo de un
espectro) y se llama “Previous experiment setup”.

Asi se cargard el mismo “experiment file”, es decir, “EEMnew25.xIm”.
No cambiar la configuracion, EXCEPTO en el cuadro “Data Identi-
fier” donde debe escribirse el nombre de la muestra:
M(leg)_(stn)(cast)(bottle), donde leg =1 a 7, stn = 001 a 177, cast = s
(superficie) o d (“deep”, profundo), y bottle = 01 a 24. Por ejemplo,
la primera muestra seria M1_001s01 y la altima: M7_177d24. Las
muestras del primer botellon de la manana se nombran como
M(eg)(stn)sB.

Hacer clic en “Run” para empezar la EEM.

Grabacion de datos

Grabar el proyecto haciendo clic en “File” y después en “Save Pro-
ject”.

Grabar el proyecto seleccionando “File” en el ment principal y “Save
Project as” de la barra. Grabar el proyecto en un nuevo directorio
“MALASPINA” con la misma fecha que el proyecto (habra que crear
una nueva carpeta). Por ejemplo, para las muestras corregidas el
4-Nov-2008, grabar el proyecto en el directorio.

C:\Program Files\Jobin Yvon\Data\MALASPINA\081104\.

Exportar datos

Para exportar los ficheros en ascii, ir al ment principal y seleccionar
“File”.
Seleccionar “Batch Export” y “ASCII Data” de menu.
Seleccionar todos los ficheros a exportar y hacer clic en “Export
Data”.
Elegir la carpeta donde grabar los ficheros exportados.
Para el proyecto MALASPINA, grabarlos en una nueva carpeta dentro
del directorio MALASPINA con la misma fecha que el proyecto y en
un subdirectorio llamado “ascii” (p.e. para las muestras medidas el
4-Nov-2008, grabar en:

C:\Program Files\JobinYvon\Data\MALASPINA\081104\ascii\)
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e Correccion de los picos Rayleigh de primer y segundo orden: se hace

posteriormente en MATLAB.

e Correccion de “inner-filter” de las EEM: se hace posteriormente en

MATLAB.

e Normalizacion al pico Raman de las EEM: se hace posteriormente en

MATLAB.

e Substraccion del blanco de agua Milli-Q de las EEM: se hace posterior-

mente en MATLAB.

Al terminar la secuencia de anilisis, sumergir la cubeta de 1 cm en 1%
HCI durante al menos 2 horas y lavarla con agua Milli-Q abundante (3 lava-
dos sucesivos con 5 ml de Milli-Q) antes de usarla de nuevo. Si la cubeta si-
gue sucia, lavarla con metanol (3 lavados sucesivos con 5 ml) y después
con agua Milli-Q abundante (3 lavados sucesivos con 5 ml de Milli-Q).

ii) Apagado del instrumento (se apagara siempre que el instrumento
vaya a estar mas de 2 horas inactivo).

Hacer clic en “X” en la parte derecha superior de la pantalla para sa-
lir del programa.

Asegurarse de que se ha introducido toda la informacion necesaria
en el fichero “DAILY fluoroLOG.sxc” y en la libreta de campana.

1" — apagar el ordenador.

20 — apagar el fluorimetro y cubrirlo con plastico.

NO REINICIAR NUNCA EL FLUORIMETRO JUSTO DESPUES DE
APAGARLO. DEBE DEJARSE QUE LA LAMPARA SE ENFRIE DU-
RANTE AL MENOS 1 HORA ANTES DE ENCENDERLO DE NUEVO.
Lavar la cubeta con agua Milli-Q. Dejarla secar unos minutos. Colo-
carla en su estuche.

iii) Notas/Correcciones/actualizaciones

e Lavado de la cubeta.

Normalmente la cubeta se limpia Gnicamente con agua Milli-Q o con
1% HCl y luego Milli-Q. Si este procedimiento no es suficiente, enton-
ces puede lavarse con metanol y luego con Milli-Q. Si la cubeta sigue
sucia, puede probarse disolviendo 2 lentejas de NaOH en 200 ml de
metanol y sumergir la cubeta en esa disolucion durante 2 horas. Des-
pués, enjuagar abundantemente con agua Milli-Q (>10 veces).

e Enjuagado de la cubeta entre muestras.

Entre muestras, enjuagar la cubeta 2 veces con agua Milli-Q y luego
otras 2 veces con la muestra.

e Nomenclatura de las muestras.

Nombres menores de 5 caracteres daran un error.
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Cuadro sinoptico de la técnica

Se presenta una secuencia de fotografias numerada que muestra los pa-
sos mas relevantes del proceso de recogida, filtrado y analisis a bordo de la
absorbancia (aDOM) y fluorescencia (FDOM) de muestras de materia orga-
nica total cromofora. (1) y (2) recogida de la muestra en frascos de vidrio
de 250 ml directamente de la botella; (3) y (4) enjuague y llenado de la cu-
beta de cuarzo de 1 cm para la medida de la fluorescencia; (5) secado de la
cubeta de 1 cm; (6) colocacion en el portacubetas del espectrofluorimetro;
(7) y (8) enjuague y llenado de la cubeta de 10 cm con paredes de cuarzo
para la medida de la absorbancia; (9) y (10) colocacion en el portacubetas
del espectrofotometro.

En caso de tratarse de una muestra de agua superficial, después del
paso (2), hay que proceder al filtrado de la muestra, tal y como se recoge
en la siguiente secuencia de fotografias. (1) sistema de filtracion de mate-
rial disuelto que se utilizara; (2) y (3) filtros GF/F de 47 mm calcinados que
se colocaran en el sistema con la cara menos rugosa hacia arriba con una
pinza millipore; (4) y (5) colocacion del filtro en el sistema y cierre del
mismo con una pinza de sujecion Millipore; (6) y (7) se anaden 50 ml de
agua Milli-Q para lavar el filtro y se coloca el tapon superior con la pinza
de sujecion que se muestra; (8) y (9) se abren las llaves de la bombona de
aire sintético y del manoémetro, luego la llave que conecta con flujometro y
en este se fija la presion alrededor de 50 ml min’!; (10) se vacia el sistema
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en la bandeja que hay debajo del sistema; (11 y 12) se anade la muestra de
igual manera que se hizo con el agua Milli-Q, enjuagando previamente el
sistema de cada vez con 50 ml de muestra, y recogiendo luego el filtrado
para medir la florescencia y la absorbancia, lavando dos veces cada cubeta.
A continuacion se miden las muestras como se explicé anteriormente.

Calculo de los resultados

Absorbancia

Se calculara el coeficiente de absorcion a cada longitud de onda, a(A),
aplicando la siguiente ecuacion:

a(M) = 23.03 - [ABS(L) — ABS(600-750)]

Donde ABS(A) y ABS(600-750) son las absorbancias a las longitudes de
onda A y promedio entre 600 y 750 nm, respectivamente.

Se obtendri la pendiente espectral, S, como la pendiente de la regre-
sion lineal entre Infa(M)] y A para longitudes de onda entre 250 y 500 nm. El
valor de S se acompanara del error estandar de la estimacion (E.E.).

Fluorescencia

Las matrices de excitacion-emision se expresaran en unidades Raman
dividiendo la intensidad de fluorescencia entre el area bajo el pico Raman
(ver apartado de calibrado).
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Control de calidad

Absorbancia

e Al principio, mitad y final de cada sesion de analisis se hard un es-
pectro del agua Milli-Q para comprobar la deriva del espectrofotome-
tro.

Fluorescencia

e Diariamente se calibrara el espectrofluorimetro en unidades Raman,
registrando un espectro de emision de: (1) el patron de referencia de
agua Milli-Q entre 365 nm y 450 nm excitando a 350 nm; (2) el pa-
tron de referencia de p-terfenilo entre 310 nm y 600 nm excitando a
295 nm; y (3) el patron de referencia de tetrafenilbutadieno entre
365 nm y 600 nm excitando a 348 nm, fijando el ancho de ranura de
excitacion y emision en 5 nm y el tiempo de integracion en 0.25 se-
gundos para comprobar, y en caso necesario, corregir la deriva del
aparato.

Referencias

LawageTZ, A. J., C. A. STEDMON. 2009. Fluorescence intensity calibration using
the Raman scatter peak of water. App. Spectroscop. 63: 936-9.



