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EFECTO DEL TIPO DE FILTRO Y DEL TIPO DE AGUA DE REFERENCIA SOBRE LA
DETERMINACION EXPERIMENTAL DEL COEFICIENTE DE ABSORCION ESPECTRAL

DEL MATERIAL ORGANICO CROMOFORICO DISUELTO (CDOM)

El material organico cromoférico disuelto (CDOM) es uno de los componentes dpticamente activos (COA)
que absorbe luz en el agua de mar. El tipo de moléculas que componen al CDOM no son a menudo
determinadas, por lo que al CDOM se lo caracteriza en base a sus propiedades dpticas, precisamente, por
su coeficiente de absorcién espectral. No obstante, en la bibliografia se observan grandes diferencias en el
protocolo de determinacion espectrofotométrica de la absorcion de luz por el CDOM mediante el método
de laboratorio tradicional. En vista de ello, se analizaron aigunos de los factores empiricos que afectan a la
medicién del coeficiente de absorcion espectral del CDOM (acpom(A). fm1)) por espectrofotometria; tipo
de agua de referencia, tipo de filtro y complejidad éptica de la muestra de agua. Se observaron leves
diferencias en el espectro de absorcién del agua pura utilizada como referencia proveniente de distintos
equipos de purificacion. No se encontraron diferencias en los espectros del CDOM obtenidos por filtracion
a través de filtros de membrana con tamaifio de poro de 0,2 ym o filtras de fibra de vidrio (GFF) con
tamano de poro de 0,7 um para aguas con alto (Caso Il) o bajo (Caso 1) contenido CDOM. Se discute cémo
es posible obtener los mismos espectros de absorcion a partir de muestras filtradas con distintos tamanos

de poro y se propone un método para eliminar la potencial variabilidad introducida por el agua pura de
referencia.
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EFECTO DEL TIPO DE FILTRO Y DEL TIPO DE AGUA DE
REFERENCIA SOBRE LA DETERMINACION EXPERIMENTAL
DEL COEFICIENTE DE ABSORCION ESPECTRAL DEL
MATERIAL ORGANICO CROMOFORICO DISUELTO (CDOM)

Ruiz, M. Guillermina y Lutz, Vivian

Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).
Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo Pesquero (INIDEP)

INTRODUCCION

El material organico cromoférico disuelto (CDOM) es uno de los componentes
opticos del agua de mar que mas absorbe luz solar, reduciendo la radiacion
fotosintéticamente disponible para el crecimiento del fitoplancton (Hgjerslev, 1980, Mei
et al., 2010). En las zonas costeras, la descarga de productos de degradacion terrestre
en aguas riberefas y estuarinas aportan importantes cantidades de materia al pool del
del CDOM (Hernes y Benner, 2003). Sin embargo, en el océano abierto, la fuente
principal del CDOM es la produccién microbiana in situ(Nelson et al., 2010). En la capa
superior del océano se produce principalmente a partir de materiales en
descomposicion de origen marino (por ejemplo, plancton muerto) (Nelson et al., 1998),
mientras que en el océano profundo, el procesamiento microbiano del material
organico disuelto (DOM) desempenia un papel importante (Catala et al., 2015, Romera-
Castillo et al., 2010, Jgrgensen et al., 2014).

Actualmente se observa una amplia disparidad en los métodos de laboratorio
utilizados para determinar el a 4., (1) (Andrew et al., 2013, Clark et al., 2008, D'Sa et
al., 2006, Lutz et al., 2006). Esta no es una cuestién ftrivial ya que la absorcién del
CDOM es definida operativamente por el filirado que pasa a través de un filtro de
tamano de poro pequefio y absorbe luz en el visible y el ultravioleta (Blough y Del
Vecchio, 2002). El método mas cominmente empleado para medir a.4,., (1) implica la
lectura de espectros de absorcién en un espectrofotémetro de doble haz con una celda
de cuarzo de 10 cm de camino 6éptico contra una referencia de agua pura. En la
literatura pueden observarse facilmente disparidades sobre la prefiltracién, el tipo de
sistema de filtracién, el tamano del poro del filtro, el tipo de agua ultrapura, el uso de
un "blanco real" (agua pura tratada como muestra) o el intervalo de tiempo entre la
adquisicion de la muestra, la filtracion y el escaneo en el espectrofotobmetro. Por
ejemplo, varios sistemas que producen agua ultrapura estan disponibles en el
mercado, aunque no todos son de la misma calidad. Esto introduce variabilidad a
escala global ya que cada laboratorio resta un espectro de agua "ultrapura” diferente.
Ademas, algunos autores usan filtros de membrana de 0,2 um mientras que otros usan
filtros de fibra de vidrio de 0,7 uym en experimentos de cierre (closure) de las
propiedades 6pticas, reconociendo que la contribucién a la absorcién de la fraccion del
CDOM comprendida entre 0,2 y 0,7 um podria perderse (Pope et al., 2000).

La mayoria de los espectrofotémetros de doble haz configurados con una celda
de 10 cm tienen un limite de deteccion a una densidad éptica de 0,005 (equivalente a



0,155 m™ de coeficiente de absorcién). Por lo tanto, los valores por debajo de este
umbral, que pueden ser usualmente encontrados en aguas oligotroficas con bajo
CDOM, no pueden ser determinados con exactitud. De acuerdo con la ley de Lambert-
Beer, la absorcién aumenta con el aumento del camino éptico para una solucién dada.
Si bien se han desarrollado instrumentos mas sensibles con caminos 6pticos mas
largos como los sistemas “liquidwaveguide” (D'Sa et al., 1999, Miller et al., 2002) o el
PSICAM (Réttgers y Doerffer, 2007), estos instrumentos todavia no se utilizan
rutinariamente y requieren medidas espectrofotométricas del CDOM para validacion y
comparacion de datos. Ademas, muchos de los conjuntos de datos de CDOM
existentes se han adquirido utilizando espectrofotometros de mesada, que
probablemente estaran en uso durante algun tiempo. En base a lo aqui expuesto,
resulta necesario revisar y actualizar el método actual de determinacion del a;;om (1).

OBJETIVOS

El objetivo consiste en probar y encontrar la mejor practica para algunos
aspectos de la determinacion del a.q,m (A)por espectrofotometria por el método de
laboratorio tradicional, es decir, la pureza del agua de referencia, la necesidad de un
"blanco real" y el tipo de filtro usado (membrana de 0,2 um o fibra de vidrio de 0,7 ym).

MATERIALES Y METODOS

En primer lugar, se compararon tres tipos de agua ultra pura. El primer tipo,
OFw, se obtuvo a partir de un sistema de purificacién (Gota a Gota, S.R.L.) disponible
en el Laboratorio de Produccién Primaria y Biotoxicidad del INIDEP produciendo agua
ultra pura libre de materia organica procedente de una fuente de agua de ésmosis
inversa. El segundo tipo, AOF, consisti6 en OFw envejecida durante dos dias en
botellas de vidrio lavadas con &cido. El tercer tipo fue una base de datos de espectros
de absorcion de agua Milli-Q obtenidos a bordo del R/V Melville durante la campana
MV1102 en la cual una de las autoras ha participado. En nuestro laboratorio se
observé que los "blancos reales" histéricos tenian valores de absorcién mas bajos en
el ultravioleta (UV) que el agua OFw recién adquirida del purificador. Los blancos
reales difieren del OFw fresca en que se tratan como una muestra (es decir, se filtran),
con al menos dos dias entre su recoleccion y la adquisicion de sus espectros. Por lo
tanto, se investigé el efecto del envejecimiento del agua OFw sobre sus espectros de
absorcion. Notar que en los posteriores experimentos sobre el tipo de filtro se utilizo
agua AOF como fuente de agua ultra pura.

Para este experimento se utilizaron dos tipos de muestras que representan las
aguas "Caso I" y "Caso II", siguiendo la caracterizacién éptica clasica de aguas por
Gordon y Morel (1983) y Morel y Prieur (1977). Las aguas del "Caso I" se refieren a
aquellas en las que el fitoplancton y otros materiales de generacion autdéctona son los
principales agentes responsables de las variaciones de las propiedades épticas del
agua. La muestra del "Caso I" se recogié a bordo del BIP E. Holmberg durante la
campafa EH-02/13 (mayo de 2013) cerca de las Islas Georgias del Sur (54°11'S,
37°30'W). Por el contrario, las aguas del "caso II" se refieren a aquellas que estan



influenciadas por el fitoplancton y también por otras sustancias que varian
independientemente del fitoplancton, en particular las particulas inorganicas en
suspension y otros materiales al6ctonos. La muestra "Caso II" se adquirié con un
balde en el Muelle de Pescadores en Mar del Plata (38° 00'S, 57°33'W, entre abril y
julio de 2014) y se transfiri6 a botellas de vidrio, limpiadas con &cido, con tapas de
teflon y se mantuvieron a 4°C hasta el analisis (en un plazo de 3 horas desde su
coleccion).

Se testearon dos tipos de filtros, los filtros de fibra de vidrio y los de membrana.
Los filtros de fibra (Whatman, denominados de aqui en mas "GFF") con un tamafio de
poro nominal de 0,7 ym se combustionaron a 450°C durante 3,5 horas para oxidar
cualquier materia organica y luego se lavaron con 200 ml de agua AOF para evitar que
particulas de fibra de vidrio pasen al filtrado. Los filtros de membrana, con tamafo de
poro de 0,2 ym (Poretics, denominados de aqui en adelante "NUC") se enjuagaron en
HCI al 10% durante 15 minutos y después se remojaron en agua AOF hasta su uso de
acuerdo a Mitchell et al. (2003). Se utilizd un filtro por muestra en todos los casos.
Todo el material de vidrio se enjuagd en HCI al 10% durante al menos 2 horas, se lavé
6 veces con agua de 6smosis inversa y otras 3 veces con agua OFw. Las aberturas
del material de vidrio se cubrieron con papel de aluminio hasta su uso para evitar
contaminacién. Este procedimiento se realizd6 siempre el dia antes de los
experimentos.

Los espectros de CDOM y del agua ultra pura se obtuvieron empleando un
espectrofotémetro Shimadzu 2401 UV-VIS equipado con una celda de cuarzo de 10
cm de largo. Antes de leer un lote de muestras, la celda se lavé cuidadosamente dos
veces con agua AOF, una vez con etanol de alto grado de pureza y otras 6 veces con
agua AOF. Todas las lecturas se realizaron estableciendo un intervalo de muestreo de
1 nm, velocidad de escaneo media y una ranura (s/it) de 2 nm de ancho en el rango de
250 -750 nm, después de dejar que las lamparas del instrumento se calentaran
durante 30 minutos. Se dejé que todas las muestras alcanzaran la temperatura
ambiente y se leyeron contra aire después de establecer una linea de base aire-aire
(0,000 = 0,001 unidades de absorbancia). El coeficiente de absorcién del CDOM se
calcul6 usando la ecuacion:

[AcaomD) — Apiancoreat(1)] (1)
L

Aegom ) = 2.303

donde L es el camino éptico en metros, Apianco rear (1) €S €l promedio de n
repeticiones de los espectros de absorcion de agua filtrada AOF (calculado de la
siguiente manera: para cada repeticién, se resté su propio valor promedio de
absorcion entre 460-470 nm, y luego el promedio de estas repeticiones se tomoé como
el espectro del blanco real), y A.qom(A) €s el espectro de absorcion del CDOM
promedio de n repeticiones, después de restar a cada réplica la absorcion entre 460-
470 nm y luego el valor media de absorcion entre 590-600 nm para corregir el
desplazamiento aparente del CDOM (Mitchell et al., 2003). Finalmente se aplicé un
promedio mévil de suavizado (7 nm) a cada espectro a.;,m,m (A)para minimizar el ruido
(Ruiz&Lutz, 2018). El nimero de repeticiones fue n=10.

El andlisis de los datos se realizé con el software libre R (R CoreTeam, 2015),
con coédigos desarrollados ad hoc. La pendiente de regresion después de graficar el
logaritmo en base 10 de los n espectros entre 255-300 nm se utiliz6 para comparar



espectros de diferentes grupos de tratamiento en los experimentos del tipo de agua
pura y tipo de filtro (con AOF, AOFNUC y AOFGFF y Case II-NUC, Caso II-GFF, Caso
I-NUC y Caso-GFF como grupos de tratamiento respectivamente). El error estandar
residual (RSE) se utilizé6 como una medida de la variabilidad no explicada de cada

grupo.

RESULTADOS

IMPACTO DEL AGUA PURA DE REFERENCIA Y DEL TIPO DE FILTRO

Se investigo el efecto del envejecimiento del agua ultra pura sobre su espectro
de absorcién. Este procedimiento disminuyé la absorcién del agua en el UV (es decir,
hizo que pareciera mas cercano al espectro de agua Milli-Q comiUnmente usada)
(Figural), probablemente debido a la oxidacion y volatilizacion de trazas de
compuestos organicos que permanecen en el agua purificada. Para todos los
experimentos posteriores, se utilizd6 como fuente de agua ultrapuraagua OFw
envejecida durante dos dias (AOF).
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Figural.Espectros de los coeficientes de absorcién del agua ultra pura obtenida de diferentes sistemas
de purificacién. Agua de ésmosis fresca (OFw, linea gris), agua de dsmosis envejecida por dos dias (AOF,
linea negra), agua Milli-Q (linea magenta), agua AOF filtrada por filtros de membrana (AOFNUC, linea
azul) y agua AOF filtrada por filtros de fibra de vidrio (AOFGFF, linea turquesa). Las lineas sélidas
representan el espectro promedio de 10 réplicas (excepto para Milli-Q, n=145) y las lineas punteadas
representan £1SD.

Con el fin de determinar cudl es la mejor referencia de agua para la adquisicion
de espectros de CDOM, se evaluaron las diferencias espectrales entre el agua ultra
pura filtrada y no filtrada, ya sea a través de filtros de fibra de vidrio (GFF) o filtros de
membrana de 0,2 uym (NUC). Se observdé que el enjuague de los filtros GFF
combustionados con al menos 200 ml del agua mas pura disponible minimiza la
introduccion de fibras de vidrio en el filtrado (resultado no mostrado). Por lo tanto, se



enjuagaron con 200 ml de agua AOF todos los filtros GFF combustionados para los
experimentos subsiguientes. Los espectros de absorcién media del agua AOF no
filtrada presentaron una absorcion ligeramente inferior en la regién UV que los
espectros de absorcion media del agua AOF filtrada, ya sea a través de filtros NUC
(AOFNUC) o GFF (AOFGFF). La inspeccion visual sugirié que el espectro promedio
de AOFNUC era idéntico al de AOFGFF (Figura1). Para comparar los espectros de los
diferentes grupos de tratamiento, se estimé la pendiente después de graficar el
logaritmo en base 10 de n espectros del coeficiente de absorcion del agua(agguq)entre
255-300 nm (Tabla 1). El error estandar de las pendientes del agua filtrada a través de
filtros GFF rigurosamente enjuagados fue similar al del agua filtrada a través de filtros
de membrana lavados y al del agua pura no filtrada.

También se abordo6 el efecto del tipo de filtro (GFF o NUC) sobre la adquisicién
de espectros de CDOM en muestras con un contenido de CDOM bajo ("Caso 1") y alto
("Caso II") para evaluar la posible adsorcién de materia organica sobre los filtros GFF.
Los interceptos y las pendientes ajustadas por regresion lineal fueron idénticas para
ambos grupos; no se observaron diferencias en el espectro medio obtenido utilizando
filtros NUC o GFF, para los dos tipos de agua (Figura 2). La diferencia en la
variabilidad no explicada indicada por el RSE de la regresion lineal entre Caso [I-NUC
y Caso II-GFF fue insignificante y entre Caso I-NUC y Caso |-GFF fue muy pequena
(Tabla 1).

Tabla 1. Pardmetros de la regresion lineal y sus errores estandar obtenidos después de trazar el logaritmo decimal
de n =10 espectros de absorcidn entre 255-300 nm para los diferentes Grupos experimentales (ver a continuacion).
El error estandar residual (RSE).

Intercepto  Pendiente  Error estandar Error estandar de la Error Estandar
del intercepto pendiente Residual

Experimento: Tipo de agua pura

AOF -0.7882 -0.0278 0.0053 2e-04 0.0616
AOFNUC -0.6235 -0.0284 0.0115 4e-04 0.1163
AOFGFF -0.6652 -0.0274 0.0079 3e-04 0.0761

Experimento:Tipo de Filtro

Caso Il-=NUC -1.8561 -0.0198 0.0037 le-04 0.0372
Caso Il - GFF -1.8404 -0.0197 0.0035 le-04 0.0354
Casol-NUC -3.2679 -0.0220 0.0066 2e-04 0.0670
Caso | — GFF -3.2612 -0.0224 0.0096 3e-04 0.0977

AOF: agua de dsmosis envejecida ; AOFNUC: agua AOF filtrada po filtro de membrana; AOFGFF: agua AOF filtrada
por filtros de fibra de vidrio. Caso Il - NUC: CDOM de una muestra de agua "Caso II" filtrada por filtros de
membrana. Caso Il - GFF: CDOM de una muestra de agua "Caso II" filtrada por filtros de fibra de vidrio. Caso | - NUC:
CDOM de una muestra de agua del "Caso I" filtrada por filtros de membrana. Caso Il - GFF: CDOM de una muestra
de agua "Caso II" filtrada por filtros de fibra de vidrio.
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Figura 2. Coeficientes de absorcion espectral del CDOM de muestras de agua Caso |l y Caso | obtenidas después de
filtracidn a través de filtros de membrana (NUC) y filtros de fibra de vidrio (GFF). Las lineas sélidas representan el
espectro medio de 10 repeticiones y las lineas punteadas +1 SD.

DISCUSION

Agua pura de referencia

Uno de los procedimientos mas comunes para obtener un espectro de
absorcién de CDOM implica filtrar una muestra de agua de mar, transferirla a la cubeta
de cuarzo y escanearla en comparacion con una referencia de agua pura filtrada (es
decir, un blanco real) (Mitchell, 2003). El uso de un blanco real como referencia
proporciona la oportunidad de cancelar la absorcion de cualquier lixiviado de los filtros.
Sin embargo, la fuente de agua pura difiere de un laboratorio a otro, lo que significa
gue se esta restando un espectro de agua pura diferente en cada institucion. Ademas,
los espectros de absorciébn de cualquiera de las aguas puras disponibles
comercialmente difieren de los espectros descritos por Pope y Fry (1997) para el rango
380-700 nm y por Sogandares y Fry (1997) para el rango 350-380 nm. Este espectro
combinado se ha considerado generalmente como el espectro de agua "ideal" para los
estudios Opticos y procesamientos del color del océano. Desde que estos estudios se
realizaron, espectros de absorcion de agua "pura" fueron obtenidos a partir de
mediciones Opticas del agua de mar "mas clara" (Lee et al., 2015, Morel et al., 2007)
gue sugieren que los coeficientes de absorcién del agua pura podrian ser ain mas
bajos que el espectro "ideal" antes mencionado. Recientemente, se han determinado
coeficientes de absorcién de agua pura en la regién UV de 250-550 nm (Mason et al.,
2016), revelando valores aln mas bajos en el intervalo de 350-400 nm. Sin embargo,
en pos de la argumentacién, y en ausencia de una absorcién de UV recomendada por
toda la comunidad para el agua pura, proponemos que seria posible referir
tedricamente todos los espectros de CDOM a este espectro de agua "ideal",
eliminando una fuente de variacion entre laboratorios. Esto se podria hacer de la
siguiente manera, es decir, anadiendo la diferencia entre el espectro del agua mas



pura disponible (APy;;,) -utilizada como referencia en una instalacion dada (por
ejemplo Milli-Q, 6smosis, etc.) y el espectro "ideal" (AP;zeq):

SW = APjjeq + sales + MD + MP (2)
Mcgom = APigeqr + MD + Fil 3)
APgisp = APigeq + Imp (4)
Breai = APgisp + Fil = APigeq + Imp + Fil (5)

Suponemos que en el agua de mar (SW) las sales no tienen absorciéon y MD y
MP son materia disuelta y particulada respectivamente (Ec.(2)). Después de filtrar SW
(Ec. (3)), el MP se retiene en el filtro pero la muestra de CDOM (M.4,m,) puede ahora
contener cualquier lixiviado del filtro (Fil). APysp€s el agua mas pura disponible e
"Imp" es cualquier impureza del sistema de purificacion (Ec. (4)). El blanco real
(RByeq) también puede llevar el componente Fil (Ec. (5)). Si en el espectrofotémetro
se escanea la muestra de CDOM contra el RB,.,; (Ec. (4)), entonces:

Mcdom - RBreal = APideal + MD + Fil — (APideal + Imp + Fll) (6)
=APideal +MD+Fll—APldeal —Imp—Fll = MD —Imp

Por lo tanto, lo que normalmente consideramos el "espectro de absorcién de la
materia disuelta" es realmente la diferencia entre la materia disuelta y las impurezas
del sistema de purificacién. La ecuacion (4) puede escribirse como sigue (Ec. (7)):

Imp = APdisp — APigear )

El espectro de absorcién de impurezas (Imp) es la diferencia entre el espectro
del APy;spy APigeqr- Entonces para obtener realmente el espectro de MD es necesario
anadir el espectro de I'mp al espectro obtenido leyendo la M_;,,,, contra un B,.,;. Esto
podria lograrse adquiriendo el espectro del APy, contra el aire y restando el espectro
AP;4.q1 (que se deduce reemplazando la ecuacion (7) en (8)):

8
MD = Mcgom — Breai +Imp = Mcqom — Brear + APdisp — APjgeqr (®)

De esta manera, la variabilidad introducida por los sistemas de purificacion se
anularia y todos los espectros de CDOM se referirian al mismo espectro de agua
"ideal". Este procedimiento requiere la obtencion de los espectros de absorcién del
APyisp, Que no es exactamente igual al espectro del B, . Mientras esperamos un
consenso en el espectro de absorcion del agua "ideal" en el UV, es posible utilizar la
correccién anterior para referir todos los espectros de CDOM a un mismo espectro de
agua pura de referencia para mantener la coherencia entre los laboratorios. Esto es
posible escaneando las muestras de CDOM vy el espectro de agua pura contra aire.



Procedimientos de filtracion

Se obtuvieron espectros CDOM casi idénticos utilizando ya sea una membrana
de policarbonato con poros de 0,2 um o filtros GFF con poros de 0,7 um (Figurat). A
pesar de que el tamafo de poro nominal difiere, en promedio, estos dos tipos de filtros
permiten el paso del mismo tipo de moléculas. Hay varias explicaciones para esta
observacién. Una explicacién es que la fraccién entre 0,2 y 0,7 uym tiene una
contribucién menor a la absorcion de luz en el océano abierto (Nelson et al., 1998). Sin
embargo, la microscopia electronica ha revelado que los filtros de membrana pueden
tener poros de mas de 0,2 ym de diametro como consecuencia del proceso de
perforacion, lo que permite la superposicién de los orificios, creando poros dos veces 0
incluso tres veces mas grandes de lo previsto (Negri, comunicacion personal). Nayar y
Chou(2003) informaron que el tamafo promedio de poro de un filtro GFF se reduce en
los filtros combustionados debido a la contraccion de la matriz de fibras. Ademas, no
es irrazonable esperar que después de filtrar algunos mililitros de filtros de agua de
mar los filtros se obstruyan debido a la formacién de una red apretada de moléculas
solubles en la muestra. La importancia de enjuagar los filtros GFF combustionados
antes de la recoleccién de muestras ya ha sido documentada (Mitchell et al., 2003). Se
encontré que el lavado de los filtros con 200 ml de agua pura era suficiente para eluir
la mayoria de las fibras de vidrio sueltas que podrian afectar las lecturas de absorcion.
Nuestros resultados mostraron que los espectros del agua pura y de las muestras de
CDOM filtradas a través de filtros GFF tratados de esta manera fueron comparables a
los obtenidos utilizando filtros de membrana.

CONCLUSIONES

A partir de la evaluacion de los factores que afectan al andlisis de laboratorio
de CDOM, el resultado principal fue que se obtuvieron espectros de CDOM idénticos a
partir de réplicas de muestras usando filtros de membrana (0,2 ym) o GFF (0,7 ym
nominal), lo que puede deberse a varios factores; por ejemplo, una absorcién
minoritaria de la fraccion entre 0,2 y 0,7 ym (Nelson et al., 1998) y la contraccion de
los poros de los filtros GFF después de la combustién (Nayar y Chou, 2003). El
registrar los espectros de muestras de CDOM, blancos reales (agua pura filtrada) y el
agua utilizada en un laboratorio dado contra aire es una practica que proporciona la
posibilidad de referenciar los espectros de absorcion de CDOM al mismo espectro de
agua "ideal", eliminando posibles fuentes de variaciones.
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