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PROCEDIMIENTO DE DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DEL PH DE AGUA DE

MAR CON PURPURA DE META-CRESOL

El diéxido de carbono (COj) liberado a la atmésfera por las actividades humanas genera impactos
sustanciales en el océano y los organismos que en el habitan. Uno de los efectos de |la absorcion de CO»
por el océano es la acidificacién oceanica (AQ), un fendmeno global que genera un cambio en la quimica
del sistema de los carbonatos (SC) con la consecuente disminucién del pH, el aumento de carbono
inorganico disuelto y la disminucidn en la concentracién de ién carbonato. La AO representa un desafio en
la adaptacion de los organismos marinos, influyendo en las tasas de fijacién de carbono por el fitoplancton,
la calcificacion, la reproduccion y reclutamiento de organismos en distintos niveles tréficos. El pH describe
el estado del SC del oceano, esencial para observar la AO e interpretar sus efectos quimicos y ecologicos.
Es por ello relevante realizar mediciones del SC de alta calidad. La determinacion espectrofotometrica de
pH de agua de mar con indicadores de sulfoneftaleina se ha convertido en el método de eleccion, en
particular por la serie de ventajas que ofrece sobre |la potenciometria, incluida la velocidad y la simplicidad
de medicién y los altos niveles de precision.

En el presente informe se describe la metodologia de determinacion de pH en agua de mar por
espectrofotometria con el indicador de sulfoneftaleina purpura de meta-cresol y los procedimientos de
calculo utilizados por el Programa Dinamica del Plancton Marino y Cambio Climatico del INIDEP.
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PROCEDIMIENTO DE DETERI\/IINACIQN ESPECTROFOTOMETRICA DEL
pH DE AGUA DE MAR CON PURPURA DE META-CRESOL

Berghoff, Carla Florencia
Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo Pesquero (INIDEP).
Introduccion

El diéxido de carbono (CO.) liberado a la atmdsfera por las actividades humanas genera
impactos sustanciales en el océano y los organismos que en él habitan. Uno de los efectos de la
absorcion de CO; por el océano es la acidificacién oceanica (AO), un fenémeno global que genera
un cambio en la quimica del sistema de los carbonatos (SC) con la consecuente disminucién del
pH, el aumento de carbono inorganico disuelto y la disminucion en la concentracion de ién
carbonato (Gatusso et al., 2015). La AO genera efectos negativos sobre una amplia variedad de
organismos marinos influyendo en las tasas de fijaciobn de carbono por el fitoplancton, la
calcificacion, la reproduccion y reclutamiento en distintos niveles tréficos, con repercusiones
significativas en los sectores que se sustentan las pesquerias (Macko et al., 2017).

El pH describe el estado del SC del océano y de este modo, proporciona informacién de
procesos tales como la produccién primaria y la respiracion, el intercambio aire-mar de CO: vy la
disolucion del carbonato de calcio, esenciales para interpretar los efectos quimicos y ecoldgicos de
la AO (Chierici et al., 1999). Es por ello relevante realizar mediciones del SC de alta calidad.

La espectrofotometria se ha convertido en el método de eleccion para las determinaciones
de pH en agua de mar, en particular por la serie de ventajas que ofrece sobre la potenciometria,
incluida la velocidad y la simplicidad de medicion y los altos niveles de precision (Byrne y Breland,
1989; Clayton et al., 1995). Las determinaciones espectrofotométricas de pH se basan en la adicién
de un indicador &cido-base de sulfoneftaleina a la muestra de agua de mar y la posterior
cuantificacion de los cambios en las absorbancias de las formas béasicas y acidas del indicador. Si
bien hay varios indicadores de sulfoneftaleina utilizados, el recomendado es el purpura de meta-
cresol (MCP), el cual es extensivamente utilizado para mediciones de pH de agua de mar, en
particular para los perfiles de superficie a profundidad, porque su pK (~ 8.0) se ajusta al rango de
pH tipico del agua de mar (Clayton y Byrne, 1993; Liu et al., 2011).

El procedimiento de determinacion de pH en agua de mar por espectrofotometria con mCP
gue se describe en el presente informe, es aquel desarrollado por Clayton y Byrne (1993), tal como
lo descripto en el procedimiento estandar de operacion 6b (SOP6b, por sus siglas en inglés) de la
“Guia de Buenas Practicas en Mediciones Oceanicas de CO;” (Dickson et al., 2007). Brevemente,
el procedimiento consiste en adicionar el mCP a la muestra de agua de mar y registrar la
absorbancia en 3 longitudes de onda (A): Axi =434 nm, maximo de absorbancia de la forma acida
del indicador, A, =578 nm, maximo de absorbancia de la forma basica del indicador y Anc-aps=730
nm, longitud de onda no absorbida por el mCP para corregir el espectro de fondo. La reaccion de
interés es la segunda disociacion del indicador (I): HI" = H* + 1>°. A partir de la relacion de
absorbancias de ambas formas del indicador (que describe el grado de protonacion) y el
conocimiento de los coeficientes de absorcidn molar, se determina la concentracion de las 2 formas
del mCP y con ello se resuelve la ecuacién, que permite determinar la concentracion del pH del
agua de mar (pH=pKzx+logio[I*]/[HI]). La escala de pH utilizada es la concentracién total de iones
de hidrogeno, que considera la suma de la concentracion de los iones hidrogeno libres y los
complejos del i6n hidrogeno con los iones sulfato (Hansson 1973). La misma es expresada como
moles por kilogramo de agua de mar.

El procedimiento de determinacion de pH detallado a continuacion es el utilizado por el
Programa Dinamica del Plancton Marino y Cambio Climético del INIDEP, con el equipamiento
disponible. El procedimiento se explicara en las siguientes secciones:

- Preparacion de la solucion del indicador parpura de meta-cresol.

- Colecta de la muestra.

- Andlisis de la muestra.

- Célculo y expresion de resultados.
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PREPARACION DE LA SOLUCION INDICADORA PURPURA DE META-CRESOL

El indicador parpura de m-cresol (mCP) comercialmente disponible es un polvo cristalino
gue puede adquirirse tanto en forma acida como sal de sodio. Se recomienda adquirir la sal de
sodio (C21H17NaO5S, PM=404.41 g/mol) de excelente calidad, por su mayor facilidad de
disolucion en solventes acuosos. Aqui se detallan las etapas de preparacion de una solucion
indicadora de la sal de sodio de mCP con una concentraciéon ~ 2 x102 M (marca Sigma-Aldrich,
producto nro. 21761), en agua destilada, siguiendo las recomendaciones de Astor et al., 2013.

a. Pesar 0.0809 g de purpura de m-cresol y diluir en 90 ml de agua destilada ultrapura. La
solucién debe prepararse con tiempo y dejar en agitacién unas horas hasta su completa
disolucién. Trasvasar a un matraz aforado de 100 ml y aforar.

Nota: Algunos autores preparan la solucién en agua de mar o equivalente salino en fuerza ionica.

Por ejemplo, DeGranpre et al., 2014 disuelve el indicador en 0.70 mol/Kg NaCl y Ferndndez Perez

(com. pers.)!, disuelve el indicador en Material de Referencia Certificados (CRM) de Alcalinidad

Total y Carbono Inorgénico Disuelto para determinaciones de CO; en agua de mar.

b. Vortear el matraz hasta que la solucién quede homogénea.

C. Trasvasar la solucién en un recipiente color caramelo que la protege de la luz (en su defecto
cubrir con papel aluminio).

d. Preservar en heladera y en oscuridad. NO congelar.

Recomendacion: Debido a que el pH se calcula con la relacion de absorbancias de las 2 formas del
indicador, no se requiere conocer la concentracion exacta de la solucion. La solucién indicadora es
susceptible a la contaminacion con el CO; atmosférico y los artefactos de almacenamiento y su pH
puede modificarse, por tanto, se recomienda prepararlo previo a su utilizacién y almacenarlo en
una jeringa para minimizar el contacto atmosférico.

Nota: Es importante mantener registro de la marca y lote del indicador. Douglas y Byrne (2017)
indican que el polvo de mCP comercialmente disponible incluye impurezas que son especificas de
la marca y lote del indicador. A pesar de que las impurezas no estan involucradas en el intercambio
de &cido-base, absorben la luz significativamente a 434 nm. Si bien su contribucién a 578 nm es
despreciable, debido a que el pH calculado de una muestra esta directamente relacionado con la
relacién de estas absorbancias, las impurezas disminuyen el pH aparente de la muestra. Dichos
autores desarrollaron un modelo correctivo a las determinaciones de pH de agua de mar, en caso
de utilizar el indicador impuro.

COLECTA DE LA MUESTRA
Materiales

- Celdas de cuarzo cilindricas con una longitud 6ptica de 10 cm, con 2 puertos y tapones de
teflon, para toma y almacenamiento de la muestra hasta su lectura.

- Manguera de silicona (idealmente Tygon® o similar) para colectar la muestra directamente
desde la espita de la botella Niskin a la celda de espectrofotometria.

- Caja de preservacion de las muestras.

Precauciones

- Las celdas de cuarzo y los tapones de teflon deben de estar limpios, secos y sin residuos de
acido. Lavar las celdas con HCI 0.1 N y enjuagar con abundante agua destilada. En el caso de
residuos persistentes utilizar alcohol isopropilico. Para informacion adicional sobre la limpieza
consultar la nota de aplicacion de Starna Cells, Inc. (www.starnacells.com/d tech/tech01.html).

IFiz Fernandez Perez, Instituto de Investigaciones Marinas de Vigo, Rua de Eduardo Cabello, 6, 36208 Vigo, Pontevedra,
Espania.
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Verificar que las ventanas 6pticas se encuentren limpias y en buen estado. Utilizar anicamente
pafos para tareas delicadas tipo “Kimwipes” para limpiar las superficies Opticas, ya que la mayoria
de los productos de papel contienen fibras que pueden rayar o dafiar la superficie de la celda. Las
celdas son fragiles y proclives a dafarse, por tanto, deben manipularse con cuidado. Por otra parte,
se recomienda numerar uno de los cuellos de la celda y los tapones; ello permitira tener referencia
de la muestra colectada y de su orientacion en el porta-celda del espectrofotometro (ver mas
adelante).

- El diametro de la manguera debe ser el adecuado tal que coincida con el diametro de la
espita y del puerto de la celda. Remojar la manguera al menos 24 hs. antes del muestreo, en agua
de mar filtrada, para minimizar la formacién de burbujas dentro de la manguera cuando se colecte
la muestra.

- Es recomendable el uso de guantes.

Procedimiento de captacién de la muestra

Las muestras se colectan a bordo, directamente de las botellas Niskin en las celdas,
después de colectar las muestras para determinacion de oxigeno disuelto.

a. Enjuague de la celda: Conectar un extremo de la manguera de silicona a la espita de la botella
Niskin y el otro extremo a uno de los puertos de la celda de 10 cm. Abrir suavemente el paso de
agua y dejar correr un poco de agua y cerrar. Enjuagar la celda tres veces y los tapones.

b. Llenado de la celda con la muestra: Sostener la celda en posicion vertical, de manera tal que el
puerto de la celda que esta conectada a la manguera quede en la parte inferior. Elevar la celda
por encima de la espita y abrir la llave de la botella Niskin. Permitir que el agua fluya
suavemente dentro de la celda durante unos 15-20 segundos. Deje que la muestra desborde la
celda desde el puerto superior, con el fin de eliminar las burbujas de aire durante la captacién y
asi minimizar esta interferencia. Presione con los dedos la manguera para eliminar las burbujas
de aire, también se puede girar y tocar suavemente la celda como sea necesario para desalojar
cualquier burbuja de aire, permitiéndoles escapar por el puerto abierto. Colocar la celda en
posicién horizontal y permitir que el agua se desborde al equivalente de dos volimenes de la
celda. Para calcular cuanta agua debe rebalsar estimar cuanto tarda en llenarse la primera vez y
seguidamente dejar que el agua siga fluyendo por dos periodos equivalentes a ese tiempo.

c. Cerrado de la celda: Colocar suave y cuidadosamente el primer tapén de teflon en la abertura de
la celda abierta mientras el agua fluye lentamente a través de la celda, evitando que queden
burbujas de aire atrapadas dentro. Invertir el angulo de la celda de modo que el puerto con la
manguera sea mas alto que el puerto cerrado. Retirar suavemente la manguera y colocar
suavemente la segunda tapa de teflon en el puerto restante; dejando un pequefio cuello de aire
(~ 5 mm). Si se fuerza el tapén sin dejar este pequefio espacio de aire la presion interna puede
hacer que los extremos circulares del cilindro se despeguen, destruyendo la celda. Por lo tanto,
es importante dejar esta pequefia camara de aire en el cuello de uno o ambos puertos de la
celda. Esta camara de aire proporciona ademas espacio para la posterior adicién del indicador.

Preservacion de la muestra

Dado que las muestras de pH deben analizarse idealmente de inmediato, no existe un
protocolo de conservacion a largo plazo. Sin embargo, mientras se espera para el andlisis, las
muestras deben colocarse al resguardo de la luz, en las cajas de preservacion, hasta su analisis.

ANALISIS DE LA MUESTRA

Reactivos
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- Solucidn indicadora de mCP en una concentracion ~ 2 x10-3 M.
- Buffer Tris (2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol).

Es importante ajustar el pH del indicador mCP en 7.9 £ 0.1, unidades de pH (lo que corresponde a
un R= 1.6) con HCI 0.1 N y NaOH 0.1 N. Si bien lo ideal es calibrar el peachimetro en escala total
de protones con buffer Tris (2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol), Carter et al. 2013 indican que
el peachimetro puede ser calibrado con buffers NBS 4,7 y 10.

Materiales

- Celdas de cuarzo cilindricas de 10 cm de longitud Gptica con las muestras colectadas.

- Bolsas tipo Ziploc® para colocar las celdas a termostatizar dentro del bafio termocirculador.
- Pafios de limpieza para tareas delicadas tipo Kimwipes®.

- Jeringa micrométrica Hamilton de 100 pl para inocular el indicador.

- Piseta con agua destilada para limpiar las celdas una vez finalizado el analisis.

- Planillero y planillas de muestreo.

- Cronometro.

Instrumental

El instrumental debe encontrarse alistado previamente a la coleccién de las muestras ya
gue las mismas se analizan inmediatamente después de su coleccion. Es importante tomar en
cuenta el tiempo que requiere la termostatizacion del bafio, las muestras y la aclimatacion de la
fuente de luz del espectrofotometro.

- Espectrofotdbmetro Ocean Optics® (USB 2000+), fuente de luz de deuterio y halégeno (DT-
Mini-2-GS), 2 fibras Opticas (QP450-2-XSR) y porta-celda con cubre-celda (CUV-UV-10).
Recomendacién: controlar que las fibras Opticas, los cables de la fuente de luz y el cable de
conexion del espectrofotometro a la computadora estén en buen estado.

- Bafio termocirculador con sus respectivas mangueras de salida y toma de agua para
conectar al porta-celda y agua destilada para llenar el bafio recirculador. Recomendacién: controlar
gue las mangueras de salida y toma de agua sean las adecuadas y estén en buen estado.

- Sistema de alimentacion ininterrumpida (UPS).

- Computadora con el software OceanView®. Nota: Controlar que la version del software esté
activada y actualizada.

- Termdmetro digital con sonda, de precisién 0.1°C.

Ensamblaje de los diferentes componentes del espectrofotometro Ocean Optics®:

1. Colocar en la mesada de trabajo la fuente de luz, el porta-celdas y el espectrofotometro,
presentando los componentes de modo que haya suficiente espacio para acomodar las fibras
Opticas.

2. Verificar que todas las perillas de la fuente de luz (incluso la perilla trasera) estén en “off”.

3. Conectar las mangueras del bafio termocirculador al porta-celdas. Enchufar el bafio,
prenderlo y configurar la temperatura del bafio a 25+0.1 °C. Verificar que no haya pérdida de agua
en las conexiones. Se deja aclimatar por 30 minutos minimo.

4, Conectar suavemente las 2 fibras Opticas: una del porta-celda al espectrofotometro y la otra
del porta-celda a la fuente de luz. Apretar la tuerca de la fibra éptica suavemente con la mano hasta
que haya resistencia. Verificar que no queden tensionadas.

Nota: En caso de enrollar las fibras Opticas, no se debe exceder el radio de curvatura ya que la
fibra se puede fracturar. Para el caso de las fibras 6pticas QP450-2-XSR el diametro minimo de
curvado es de 16 cm. En caso de dudas se puede consultar la hoja de especificaciones. Si no tiene
la hoja de especificaciones, un diametro minimo de curvado seguro es de 30 cm.

5. Conectar el cable de la fuente de luz.
6. Conectar la computadora y el cable de fuente de luz a la UPS.
7. Conectar la UPS a la electricidad y prenderla.

)
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8.
9.

Prender la fuente de luz. Dejar calentar al menos por 20 minutos.
Prender la computadora, conectar el puerto USB al espectrofotometro y a la computadora.

En la figura 1 se puede apreciar una vista general del ensamblaje del espectrofotometro.

Fuente de luz
DT-Mini-2-GS

Fibras 6pticas

QP450-2-XSR

Espectrofotdmetro
USB2000+

Figura 1. Vista general del espectrofotometro ensamblado y las conexiones con el bafio
termocirculador.

Configuracion del método de operaciéon del espectrofotometro mediante el software

OceanView®.

En esta seccion se describen las etapas de configuracion del método de operacién

mediante el software OceanView® version 1.6.7., siguiendo las indicaciones del Manual de
instalacion y operacion del espectrofotémetro USB2000+ (Documentos: 270-00000-000-02-201603
y 000-20000-310-02-201503) provisto por Ocean Optics. Es recomendable que el operador lea este
procedimiento cuidadosamente antes de comenzar el proceso. La informacién a continuacion
puede ser breve y se tendrd que consultar el manual provisto por el fabricante para mas detalles.
Asimismo, se encuentra informacion adicional en el manual de inicio rapido y en las distintas notas
de aplicacion (www.oceaninsight.com).

1.

Llenar una celda con agua destilada ultrapura y colocarla en el porta-celda. Es importante
colocarla adecuadamente: mantener consistentemente la misma orientacion de la celda a lo
largo del andlisis (visualizar hacia qué lado se colocé la celda), en la misma relacion
respecto de la longitud del porta-celda (por ejemplo, el extremo de la celda con el cuello con
la marca o la numeracion esté colocada de modo que la celda toque el extremo del porta-
celda donde entra la sefial luminica) y que los puertos apunten verticalmente hacia arriba.
Verificar que el paso de la luz esté abierto (pequefia palanca en el porta-celda) y tapar
correctamente el porta-celda con el cubre-celda, asegurandose de que la cubierta esta
colocada correctamente en las ranuras.

Iniciar la aplicacion OceanView®.
Una vez que se inicia el programa, aparece la ventana de inicio en la que se debe cliquear

el recuadro verde “Spectroscopy Application Wizards” y seguidamente cliquear en “Ok”
(Figura 2, izquierda).
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4, Posteriormente aparece la ventana de configuracion de la aplicacién espectroscopica y se
debe cliquear en el recuadro azul superior izquierdo “Absorbance (Concentration)”
(Figura 2, derecha).

5. Luego aparece la ventana de seleccion del método de absorbancia. Seleccionar la opcién
“Absorbance only” y cliquear en “Next” (Figura 3).

X

N .
AOceanView AQceanViey
A;/ p a Spectroscopy Application with our Spectroscopy Wizards
‘ Ahmrha"FE ) Transmission Reflectance
Quick - (Concentration) 5! y 9 )]
View Saved Project Application Wizards E— Azl

ance and Concentrztion]
Restore o)»'l"-H Raman —Ih Fluorescence @ Absolute Irradiance |
- I S

Last
Session
J
Relative Irradiance b Photomdlry, PEgERe p Color
W Power and Energy

Bhow on startug

Figura 2. Vistas de la ventana de inicio (“Welcome Screen”) del software OceanView.

Concentration Choice () X
Concentration model desired
(® Absorbance only
(O Beer-Lambert law
(O) Calibrate from solutions of known concentration
< Back Finish Cancel Help

Figura 3. Vista de la ventana de seleccion del método de absorbancia.

6. Seguidamente aparece la ventana de configuracion de los parametros de adquisicion “Set
Acquisition Parameters ()”, la cual tiene 2 pestafias: “Main Controls” y “Add/Remove
Controls”. En la pestana “Main Controls” (Figura 4) se configuran los siguientes
parametros de adquisicion que se utilizaran en las experiencias:

- Tiempo de integracion (“Integration time”): es la cantidad de tiempo que el detector captura los
fotones incidentes. Se debe ajustar de modo que la mayor cantidad de luz provoque una sefial de
aproximadamente el 85% del rango dinamico del espectrémetro, ya que de este modo se mejora la
relacion sefial:ruido (S:R). La misma corresponde a 3500 conteos para espectrometros con un total
de 4096 conteos, 14000 conteos para espectrémetros con un total de 16384 conteos y 50000 para
espectrometros con un total de 65535 conteos. Para ello se puede cliguear en el boton de
automatico o colocar un valor manualmente. El valor elegido no debe superar la linea azul
horizontal del gréfico (figura 4), que representa el 85% del rango dindmico del espectrofotémetro.
Las unidades deben estar en milisegundos (ms).

- Adquisiciones espectrales a promediar (“Scans to Average”): es el numero de adquisiciones
espectrales discretas que el equipo acumula y promedia antes de que el software OceanView
reciba el espectro. Es una forma de promedio por tiempo de los datos espectrales. Se deben
establecer valores promedios tan altos como tolerables para mejorar la relacion S:R. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que, en largos tiempos de integracion, el promedio puede aumentar
significativamente el tiempo total que lleva hacer una medicion. Por ejemplo, si se usan 100
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promedios, la relacién S:R aumentara en un factor de 10, pero la medicion tardard 100 veces mas
en adquirirse que un solo escaneo. En nuestro caso utilizamos un valor de 50.

- Ancho de suavizado de los datos espectrales (“Boxcar width”). Es una forma de promedio
espacial de los datos espectrales que promedia un grupo de pixeles (elementos detectores)
adyacentes. Aplica una media mdvil respecto de longitud de onda en multiples pixeles adyacentes.
El valor ingresado es el nimero de pixeles a la izquierda y a la derecha del pixel individual que se
promedian juntos y luego se asignha ese promedio al pixel central. Ej. Un valor de 4 promedia 9
pixeles juntos (4 a la izquierda, 1 central y 4 a la derecha). Para suavizar los datos sin afectar la
resolucion espectral, colocar un valor de ancho de suavizado en aproximadamente el mismo valor
gue la resolucion en pixeles de su espectrémetro. En nuestro caso utilizamos un valor de 5.

- Tildar las opciones “Electric dark” y “Nonlinearity Correction” para habilitar la correccion por
corriente oscura y compensar efectos de no-linealidad del detector (que ocurren por encima del
80% del tiempo de integracion), respectivamente.

- Verificar que el modo de activacion, “Trigger mode”, se encuentre configurado en modo a
demanda (“On demand”) de modo que el espectrémetro adquiera libremente datos (espectros)
basados en la configuracion de los parametros de adquisicion.

Nota: Se recomienda registrar, los parametros de configuracion seleccionados.

[A] Set Acquisition Parameters () ®

Main Controls  Add/Remove Controls e

Strobe/Lamp Enable: O

Integration Time:|  Automatic

176 = |ms - s

Scans to Average: sl @ T a0

Boxcar width: 5k £

Electric Dark:

Nonlinearity Correction:

Trigger Mode: On Demand - o

I I R
Weavelength (nm)

<oak = | =

Figura 4. Vista de la ventana de configuracién de los parametros de adquisicién.

7. Luego aparece la ventana “Store Reference Spectrum()” en la cual, con el paso de la luz
abierto y la celda con agua destilada colocada correctamente dentro del porta-celda, se
registra el espectro de referencia (Figura 5, izquierda). En la vista “Live adquisition” debe
observarse una curva con intensidades entre el 80-90% del valor maximo del gréfico.
Cliquear el botén que tiene la lampara amarilla para registrar dicho espectro y luego se
actualizara dicho valor con cada lectura de la muestra. Seguidamente aparece una vista
previa del espectro de referencia y se debe cliquear en “Next”.

8. Posteriormente aparece la ventana “Store Background Spectrum()” en la cual, con el
paso de la luz cerrado se debe registrar el espectro de fondo (Figura 5, derecha). En la
vista “Live adquisition” debe observarse una curva con bajas intensidades (entre el 100-
200). Cliquear el boton que tiene la lampara gris y luego se actualizara dicho valor con cada
lectura de la muestra. Seguidamente aparece una vista previa del espectro y se debe
cliquear en “Finish”. Al finalizar se debe abrir el paso de la luz del porta-celda
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nuevamente. De este modo el método de operacibn ya se encuentra correctamente
configurado para la lectura de las muestras.

7] Store Reference Spectrum () S| [ store Background pectrum () [

Store Reference Live Acquisition Store Background Live Acquisition

A S e

L [F 5 = = = = @ = o e w ow e e

Reference Spectrum Preview

=

o

an

Intensity (counts)

Wavalength (o) |

E E £ E) W = E] E @ & £l El £} E]
Wravelzngth (nm)

Feature Controls Instructions Feature Controls Tnstructions

Once the lamp is ready, press the button above to store a reference We want to eliminate as much light as possible and gather a background
spectrum. capture. he light or uncheck strobe/lamp enable and press the button
Strobe/Lamp Enable B Strobe/Lamp Enable (=] above to store a spectrum.

[mede) [en] [ enish | [pcancei) (b [tk [ vex> | [ommen] (oo (s

Figura 5. Vista de las ventanas de registro del espectro de referencia (izquierda) y fondo
(derecha).

9. Una vez configurado el modo de operacién, aparecen las ventanas principales del
programa en el cual se observan las pestafias “View_#" y “AbsorbanceView_# (Figura 6),
gque muestran los registros en intensidad y absorbancia respectivamente. La pestafia
“AbsorbanceView_#” serd la que se utilizara para realizar las determinaciones.

ABHBT Pl AREBEG P
5 [ o5 X[ M

v+ o DaEN® Q9 XKELEL"
¥ H H ' '
H
i

- 8 X oo - 8 x

i
5
H

ey
H H

Q6 mEL S EBE

Figura 6. Vista de las ventanas de registro del espectro en intensidad (izquierda) y
absorbancia (derecha) respectivamente.

Nota: Para configurar la cantidad de digitos significativos y el rango de longitud de onda y
absorbancia maximos y minimos, en la pestafa “AbsorbanceView_#" se puede cliquear en el icono
“Set graph layer options” (que posee el icono de un martillo y un destornillador) o también se puede
acceder cliqueando con el boton derecho sobre el eje Y en la porcion de “Absorbance (OD)” y
seleccionar “Graph Layer Options”. Ahi se abrirda una ventana “Options” con la opcién “Graph
Layer” seleccionada (Figura 7). Cliquear en la pestana “Unit precision” y en “Range Precision”
configurar el numero de digitos decimales en al menos 5 decimales y en “Axis Range” modificar los
minimos y maximos de modo tal de cubrir el rango requerido (380-800 nm). Por ultimo, cliquear
“OK”.

Por dultimo, se puede guardar la configuracion generada para poder ser utilizada
posteriormente. La misma se guarda como un “proyecto” cliqueando en el icono “Save project’
(disquete de gran tamafio en el extremo superior izquierdo) bajo un archivo con extension “.ocv”.
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Ademdas del archivo se genera automaticamente una carpeta con el mismo nombre, que contiene
las configuraciones del experimento, del espectro de referencia y del espectro de fondo.

Q]

mmmmmmm

Figura 7. Vista de la ventana de configuracion de la cantidad de digitos significativos, el
rango de longitud de onda y absorbancia maximos y minimos.

Adquisicion de los espectros de absorbancia en muestras de agua de mar.

1. Colocar las celdas con las muestras en bolsas tipo Ziploc® e introducirlas en el bafio
termostético a 25.0 °C (x 0.1 °C) durante 1 h. Anotar en la planilla de registro el nUmero de
la celda, nombre de la muestra y tiempo de entrada al bafio termostético.

Nota: este paso puede realizarse previamente, mientras se atempera la lampara y se
configura el espectrofotometro.

2. Iniciar la aplicacién programa OceanView. En caso de que tener guardado el proyecto con
la configuracion adecuada, el mismo se puede cargar desde la ventana de inicio, cligueando
el recuadro amarillo “Load a Saved Project” y seguidamente cliquear en el boton “Ok”.
Seleccionar el proyecto en la carpeta y cliquear en “Open”. Inmediatamente aparecera una
ventana de “Data Warning” como recordatorio de que deberan actualizarse los valores de
los espectros de referencia y fondo. Cliguear OK. Anotar en la planilla de registro los valores
configurados.

Nota: Se pueden verificar las opciones de configuracion cliqgueando en la pestafa lateral
“Adquisition Group Window”.

3. Cumplido el tiempo de termostatizacion retirar la celda del bafio termostético, secar y limpiar
muy bien el exterior con un pafio de limpieza tipo Kimwipes®.

4. Colocar la celda con la muestra en el porta-celda y visualizar hacia qué lado se colocé la
celda. Tal como mencionado previamente, es importante que se mantenga
consistentemente la misma orientacion de la celda a lo largo del analisis, que esté colocada
en la misma relacion respecto de la longitud del porta-celda y que los puertos apunten
verticalmente hacia arriba.

5. Cerrar_el paso de la luz y tapar el porta-celda con el cubre-celda, verificando que esté
colocada correctamente en las ranuras. Ir a la pestafia “AbsorbanceView_#" y cliquear en el
icono de la lampara gris (“store dark”) para registrar el espectro de fondo.

Nota: Si bien no es necesario registrar el espectro de fondo en todas las muestras
analizadas, debe registrarse nuevamente en el caso de pasar varias horas entre un analisis
y otro. Lo contrario ocurre con el espectro de referencia, que debera ser actualizado cada

10

Procedimiento de determinacién espectrofotométrica del pH de agua de mar con parpura de meta-cresol




@ INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION Y DESARROLLO PESQUERO

vez que se cambie de celda al momento de leer otra muestra. Se recomienda guardar el
espectro de fondo. Para ello se debe cliquear en la pestafia lateral vista de esquema
“Schematic Window”, que muestra todas las etapas de funcionamiento, los algoritmos y
constantes utilizadas en modo de diagrama de flujo (Figura 8, izquierda). En dicha vista,
ubicar el icono verde con una flecha curva y que tiene como subtitulo el espectro de fondo,
y hacer doble clic en el mismo. Alli se abre una ventana emergente en la que se debe
cliguear en “Export to file” para guardar el espectro con extension “.txt” (Figura 8, derecha).
Se recomienda que el mismo se guarde en la carpeta “records” de la campafa en cuestion
(ej.: AHO716-pH). ElI nombre del archivo deberd ser “campafia _DARK” (Ej.:
AHO0716_DARK).

| e esxz & m ='w-~»~ w»(w X~

Figura 8. lzquierda: Vista de esquema “Schematic Window”, que muestra todas las etapas
de funcionamiento, los algoritmos y constantes utilizadas en modo de diagrama de flujo. Derecha:
ventana emergente para guardar el espectro de fondo.

6. Abrir el cubre-celda y abrir el paso de la luz.

7. Cliguear en el icono de configuracion de guardado del espectro “Configure Graph Saving”
(icono con una hoja de registro y una herramienta de llave doble), desde donde se accede a
la ventana “Algorithm Parameter Control”’, que permite configurar el formato y nombre del
archivo a guardar (Figura 9). El formato debe sebe ser “ASCIl (with header data)’ y ser
guardado en la carpeta de la campafa en cuestion (ej.: AHO716-pH) dentro de la carpeta
records. El nombre de la muestra debera ser “campana-prof_SIN” (Ej.: AHO716-B1_SIN) y
debe tildarse la opcién de “Timestamp”. Anotar el nombre del archivo en la planilla de
registro. Asimismo, tildar la opcion “Save every scan” y “Stop after this many scans:” y
colocar un valor de 1. Cliquear en “Apply” y luego en “Exit”.

8. Cliguear en el icono de guardar el archivo “Save graph to files” (disquete pequefio con un
espectro inserto) de modo que el espectro de referencia (de la muestra sin indicador) quede
almacenado en la carpeta.

Nota: Mientras se esta guardando el archivo el icono “Save graph to files” cambia de color
negro al rojo. Una vez que retorna a negro es indicativo de que el archivo se ha guardado
correctamente.

9. Cliquear en el icono de la lampara amarilla (“store reference”) para registrar el espectro de
referencia. Una vez realizado este paso, el software automaticamente restara el espectro de
referencia cuando sea leida la muestra con indicador.

10. Llenar la jeringa Hamilton con 100 pl del indicador mCP, de modo que no queden burbujas

en la jeringa.
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Abrir el cubre-celda y retirar suavemente uno de los tapones de la celda. Medir la
temperatura y registrar en la planilla.

Algorithm Parameter Controls x

File Writer_13 (File Writer)
Input A: Aggregate_12

File Options Save Options

Save every scan:
File Format:  ASCII (with header data) v @ ’

Target Directory: m

CilUsers\Rubenioceanviewirecords

() save after every: 100 % scans
(O) Between saved scans, wait at least:

100 % |[see
Fileriame Decoration =

() Save the first avallable scan every:
BaseName: \MO0315_B1_SIN_indic
L msec

File Suffix

@ Timestamp () File Counter g of the next: RS

Stop after this many scans: 15

[ Stop after this amount of time:

Preview Example: | MO0315_B1_SIN_indic_sn_12-52-08-639.txt o~ e

Apply

Exit

Figura 9. Vista de la ventana “Algorithm Parameter Control”, de configuracién del formato y

nombre del archivo a guardar.

12.

13.

14.

15.

Inyectar la punta de jeringa en la celda de modo diagonal y afiadir suavemente 50 ul del
indicador mCP. Retirar suavemente la punta de la jeringa y colocar la tapa con cuidado,
tratando de que no queden burbujas atrapadas. Retirar la celda del porta-celda y tomar la
celda y agitar hasta homogeneizar la muestra con el indicador.

Limpiar muy bien el exterior de la celda con un Kimwipe y colocar la celda nuevamente en el
porta-celdas en la misma orientacion que se colocd previamente. En la pestafia
“AbsorbanceView_ #” observar el espectro de absorbancia, verificando que las absorbancias
a 434 y 578 nm se encuentren entre 0.5 y £ 1 unidades de aborbancia (u.a). Dejar unos
segundos hasta que estabilice el espectro. Ademas, verificar que la absorbancia a 730 nm
(longitud de onda no absorbida por el mCP) sea menor a £0.001 u.a. respecto del espectro
de referencia. Caso contrario remover la celda y limpiar bien las ventanas o6pticas. La
absorbancia a 730 nm se utiliza para monitorear cualquier cambio en la linea de base
debido a un error en el reposicionamiento de la celda, cambios del instrumental, particulas
de polvo en la ventana 6ptica, burbujas, etc.

Nota: Para poder observar multiples espectros en la ventana “AbsorbanceView #’y de este
modo, verificar la absorbancia a 730 nm se debe cliquear en el icono “Saved data”
(extremo inferior derecho de la ventana), que es donde se encuentra el registro de archivos
guardados (Figura 10, izquierda). Seleccionar los archivos de la muestra en cuestion y
cliqguear en “Use as Overlay”. De este modo se pueden ver los espectros y cliqueando en los
espectros, en las absorbancias de interés (434, 578 y 730) aparece un registro en el
extremo inferior del espectro desde donde se pueden visualizar los valores registrados
(Figura 10, derecha).

A continuacién, guardar el archivo de la lectura de la muestra CON 50 pl del indicador
repitiendo los pasos en el item 7. pero cambiar el nombre de la muestra por “camparia-
prof_CON_ 50” (Ej.: AHO617-B1_CON_50). Posteriormente repetir el paso 8 de guardado.

Realizar la segunda adicién de 50 pl del indicador del mismo modo que lo indicado en el
paso 12 y repetir los pasos 13 y 14 pero esta vez guardando el archivo como “campana-
prof CON_ 100" (Ej.: AHO617-B1_CON_100).
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Figura 10. Izquierda: Vista de la ventana “Saved data” con el listado de archivos guardados.
Derecha: vista de la ventana “AbsorbanceView_#” con dos espectros superpuestos.

16. Medir la temperatura y registrar en la planilla.

17. Retirar la celda del porta-celda y comenzar con la siguiente muestra.

CALCULO Y EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El pH de una muestra se calcula con el conocimiento de la constante de disociacion del mCP,
pKmcp = - logio K (HI) y a partir de la informacién contenida en el espectro de absorcién (compuesto
por ambas especies del indicador), que permite estimar [I>]/[HI-] (Ecuacién 4 en SOP 6b):

pHy = —log oK(HI ) +logyo([I¢ V/[HI ) (1)

Asi la ecuacion anterior puede ser expresada de la siguiente manera:

Hp = pKoyep +1 R— & @)
pHt = PBmcp ng(ez—Re3)

Para el célculo del término pKmcr se utiliza la ecuacion de Clayton and Byrne (1993) (ecuacion 3), tal
como lo descripto en la SOP6b, y para ello se requiere de la informacion registrada de la temperatura (T)
al momento de la determinacién espectrofotométrica y la salinidad de la muestra (S), ya que el
pKmcp es funcion de ambas.

PKmcp = # 3.8275 + (2.11x107%)(35 - 5) @)

El segundo término de la ecuacion 2 contiene toda la informacion espectrofotométrica registrada, siendo R el
cociente de las absorbancias a 434 y 578, las maximas longitudes de absorcion de las formas acidas y
béasicas del mCP, registrados en la muestra previo a la adiciéon del indicador (Asw) y posterior a la
adicion del mCP (AmCP). De este modo R se calcula de acuerdo a la ecuacion 4 de la siguiente
manera:

_ (AmCP®78—Asw578)— (AmCP73%-Asw739) @)
T (AmMCP434—Asw*34)— (AmCP730— Asw730)

El valor de 730 nm, longitud de onda no absorbida por el indicador, permite corregir cualquier
cambio de linea de base debido a un error en el reposicionamiento de la celda, entre otros.
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Por otra parte, el= 0,00691, e2= 2,2220, e3= 0,1331 corresponden a los coeficientes de extincion
de las formas &cidas y basicas del mCP a las maximas longitudes de onda de absorcion de dichas
formas, segun Clayton and Byrne (1993).

De este modo la ecuacién (2) se puede expresar de la siguiente manera:

1245.69
pHy = ——— +3.8275

R — 0.0069, ) )

2.11x10°%)(35 — §) + | (
+(211x107)( ) +logio | 5552 Ro133;

Correccion por perturbacién de pH del indicador

La adicién del indicador en la muestra de agua de mar perturba ligeramente el pH de la misma en
hasta 0.005 unidades de pH (Dickson 2007). La magnitud de la perturbacién es funcién de la
diferencia de pH de la muestra de agua de mar y del pH del indicador y varia por tanto con cada
muestra y con la solucién del indicador empleada. El enfoque utilizado para corregir dicha
perturbacion es el enfoque empirico. EI mismo consiste en agregar 2 volimenes consecutivos del
indicador y calcular el cambio en la relacién R de absorbancias con la segunda adicion. Una vez
calculados los R para cada una de las 2 adiciones se calcula el cambio en R (AR) como una
funcién lineal del valor de la relacion de absorbancia (R’) medido después de la adicién inicial del
indicador tal que AR = a + bR’. Para ello se realiza la regresion lineal de las muestras medidas con
R50 en el eje x versus R100-R50 en el eje y, siendo R50 la relacion de absorbancias con la primera
adicion del indicador y R100-R50 el valor de la resta de las absorbancias registradas con la
segunda y primera adicién del indicador respectivamente. El valor esperado de R? para dicha
regresion debe ser = 0.95 (p< 0,05). El valor de la ordenada al origen (a) y pendiente (b) de la recta
de regresién resultante permiten calcular un valor de R corregido (Rcorr, ecuacion 6) que es el que
se utiliza en la ecuacion 5.

Rcorr = R+ (a + bR’) (6)

Nota: se requiere de un analisis de los residuales previo, en las réplicas realizadas en cada
muestra, para detectar la presencia de valores atipicos o “outliers”.

Finalmente, al aplicar la ecuacion 5 y 6 se obtiene un valor de pH en escala total de protones
calculado a la temperatura de medicién, idealmente 25°C (pH25).

Nota: Si bien los andlisis de pH son insensibles a pequefios cambios de temperatura, ya que R es
relativamente insensible a cambios en la misma, cuanto mayor sea el R de la muestra, mayor sera
la sensibilidad a la temperatura. Por ello se resalta la importancia de mantener un control preciso
de la temperatura y del registro de la misma al momento de la determinacion espectrofotométrica.

Por dltimo, en el caso de determinaciones de pH en la columna de agua, pueden utilizarse los
registros de temperatura, salinidad y presion correspondientes, conjuntamente con una medicion
de otra variable del SC (tal como alcalinidad total, carbono inorganico disuelto), para calcular el
valor de pH in situ (pHinsi). La conversion de pH25 a pHinsi puede llevarse a cabo con la funcién
pHinsi del paquete Seacarb, en el entorno de programacion R Project (Gatusso et al., 2020).

Consideraciones finales

Garantizar que las mediciones de pH realizadas sean de la calidad adecuada e inter-
comparables, es un punto clave en la comprension de las consecuencias que la AO genera en los
ecosistemas marinos y sus implicancias en los servicios ecosistémicos que presta el océano.
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El control de calidad debe llevarse a cabo en diferentes aspectos, que incluyen el
seguimiento y registro de la metodologia y del equipamiento utilizado. En particular para el método
espectrofotométrico con mCP, debe registrarse:

- el rendimiento del espectrofotémetro,

- las caracteristicas del indicador de mCP (marca, lote, pureza, concentracion, ajuste del
valor de pH y calibracién con bufer tris, volumen de indicador agregado a la muestra),

- la metodologia para el célculo de la perturbacién del pH inducida por la adicion del
indicador a la muestra y los algoritmos utilizados para calcular R y el pH.

- En caso de utilizar el indicador impuro, se debe registrar si se ha aplicado un modelo
correctivo a las determinaciones de pH de agua de mar (ej.: Douglas y Byrne, 2017).

Por otra parte, debe realizarse un control de calidad y garantia de calidad de los datos. Esto
comprende tanto la identificacion y evaluacion de valores atipicos (“outliers”), la estimaciéon de la
precision de la medicion, la identificacion y estimacion de las fuentes de incertidumbre de la
medicion y la consistencia de los valores de pH hallados con otros parametros del SC medidos,
entre otros.

La precision puede evaluarse a partir de la repetitividad de las mediciones discretas de pH
por réplicas de la misma botella Niskin (Carter et al., 2013). La incertidumbre de la medicién
comprende muchos componentes, algunos de los cuales pueden evaluarse a partir de la
distribucion estadistica de los resultados de series de mediciones y caracterizarse por desviaciones
estandar (la incertidumbre estandar de la medicién con el intervalo de confianza asociado a la
desviacion estandar)?. Otros componentes de la incertidumbre, que también pueden caracterizarse
por desviaciones estandar, se evallan a partir de las distribuciones de probabilidad asumidas en
funcién de la experiencia u otra informacién (1SO, 1993; Ellison y Williams 2012). El objetivo final es
combinar las contribuciones de estimaciones de fuentes individuales de incertidumbre (de los datos
recopilados en el mar y dentro del laboratorio) a la incertidumbre de la mediciébn general
(propagacion de errores). Las fuentes de incertidumbre del método espectrofotométrico con mCP,
principalmente se vinculan con las caracteristicas fisicoquimicas del indicador y con la calidad del
instrumental utilizado. En el primer caso, se resaltan las impurezas del mCP (>0,040 unidades de
pH, Degranpre et al., 2014), el error en el calculo del pKmCP (< 0,005 unidades de pH, Clayton &
Byrne 1993, Rerolle et al., 2012), la incertidumbre de los valores asignados a los coeficientes de
extincion y la perturbacion del pH de la muestra por adicion del indicador (0,005, Dickson et al.,
2007). En el segundo caso, son los errores en las A y absorbancia en los maximos de absorbancia
del indicador, por baja calidad del instrumental o por mal funcionamiento del mismo (0,007-0,020
unidades de pH, Degranpre et al., 2014).

La meta 14.3 del Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS) 14-Vida Submarina® de la Agenda
Internacional de Desarrollo de las Naciones Unidas para conseguir un mundo mejor, tiene como
objetivo el minimizar y abordar los impactos de la acidificacién de los océanos bajo la cooperacién
cientifica a todos los niveles. La Comisidn Oceanogréfica Intergubernamental de la UNESCO (COl),
junto con la Red Global de Observacion de la Acidificacion Oceénica (GOA-ON, por sus siglas en
inglés) y otros expertos en el campo de la AO desarrollaron la Metodologia del Indicador para el
ODS 14.3.1. La metodologia brinda directrices acerca del tipo y la calidad de datos y metadatos
requeridos para reportar el pH. Dicha informacion permitira recopilar la acidez (pH) marina
promedio medida en un conjunto de estaciones de muestreo representativas en diferentes regiones
del océano global. Argentina, como estado miembro de las Naciones Unidas, adhiere a dicha
agenda y se compromete a monitorear la AO en distintas regiones del Mar Argentino. En este
contexto la serie temporal ecoldgica “Estacion Permanente de Estudios Ambientales” (EPEA,
38°28°S- 57°41°0) mantenida por el Programa “Dinamica del Plancton Marino y Cambio Climatico”
(DiPIaMCC) del INIDEP, colecta desde 2015 informacion de pH con el control de calidad requerido,

2 La incertidumbre de medicion no es sinénimo de repetitividad de medicion. La repetitividad se define como la capacidad
de un Unico operador de obtener concordancia para una Unica medicion de pH, mdltiples veces, de un Unico material
(muestra de agua de mar), en un unico conjunto de condiciones (Taylor y Kuyatt, 1994). La incertidumbre de la medicién,
por otra parte, se define como "un parametro asociado con el resultado de una medicion, que caracteriza la dispersion
(intervalo) de los valores que podrian atribuirse razonablemente a la medicién" (Newton et al., 2015).

3 Conservar y utilizar en forma sostenible los océanos, los mares y los recursos marinos para el desarrollo sostenible.
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con el objetivo final de reportar adecuadamente dicha informacién y contribuir al esfuerzo global de
monitorear los niveles de acidificacion bajo el ODS 14.3.
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