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RESUMEN

La acidificacion oceénica es el descenso del pH de los océanos, causado por la
incorporacion de CO,. Entre los compromisos de Cuba con los Objetivos de Desarrollo
Sostenible, esta el estudio de este fendmeno dentro del objetivo nimero 14. El presente
estudio esta dirigido a implementar una metodologia para cuantificar el §*C del Carbono
Inorganico Disuelto en agua de mar, para discriminar el origen del CO, disuelto en
ecosistemas marino-costeros. Para ello, se comprob6 esta metodologia en dos etapas
fundamentales, 1) empleo de patrones internos con concentraciones similares a la del agua
de mar de 30mg/L de carbono y 2) determinaciones en muestras reales de agua de mar.
Los resultados obtenidos confirman que la metodologia es eficiente para la determinacion
de 8*3C del Carbono Inorganico Disuelto en agua de mar, obteniéndose valores con una
precision de £ 0,37%o para el patron de control utilizado (CB). En muestras reales, se
obtuvieron valores entre -12,87%o y -0,65%o, con un promedio de -3,35 £ 5,01%.. Por lo
tanto, la metodologia propuesta permitié cuantificar el 8**C del Carbono Inorganico
Disuelto en agua de mar, asi como distinguir entre aguas con aporte de CO, disuelto

proveniente de fuentes diferentes.

Palabras claves: acidificacion oceanica; Carbono Inorgénico Disuelto; §'*C; origen



ABSTRACT

Ocean acidification is the decrease in the pH of the oceans, caused by the incorporation of
CO,. Among the commitments of Cuba to the Sustainable Development Goals, is the
study of this phenomenon within objective number 14. The present study is aimed at
implementing a methodology to quantify the §*3C of Inorganic Carbon Dissolved in
seawater, to discriminate the origin of dissolved CO, in marine-coastal ecosystems. The
proposed methodology was tested in two main stages, 1) using internal standards with
concentrations similar to seawater 30mg/L of carbon; and 2) preforming determinations in
real samples of seawater. The results obtained, confirm that the methodology is efficient
for the determination of 5'*C of Inorganic Carbon Dissolved in seawater, obtaining values
with an accuracy of £ 0,37%o for the control pattern used (CB). In real samples, values
between -12,87%0 and -0,65%0 were obtained, with an average of -3,35 = 5,01%o.
Therefore, the proposed methodology allowed to quantify the 8**C of Dissolved Inorganic
Carbon in seawater, as well as to distinguish between different sources of dissolved CO,

in marine waters.

Keywords: ocean acidification; Dissolved Inorganic Carbon; 8**C; origin
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GLOSARIO

CID
CEAC
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Carbono Inorgénico Disuelto: sumatoria de las distintas especies
del carbono inorganico disueltos en agua.

Centro de Estudios ambientales de Cienfuegos.

Espectrometro de masa de relaciones isotdpicas (Isotope Ratio
Mass Spectrometer, en inglés).

Laboratorio de Isotopia Ambiental.

(PeeDee Belemnite, en inglés): patron estandar utilizado
inicialmente en el calculo de la relacion isotépica *C/**C.
(Viena-PeeDee Belemnite, en inglés): estandar internacional
decretado por el OIEA para referenciar como patrén primario de
caracterizacion de la relacion isotopica **C/**C.

Notacion delta: describe la diferencia en la composicion
isotOpica de una muestra respecto a un estandar.

Composicion isotdpica del carbono trece (**C/**C) para una
sustancia determinada con respecto a un estandar internacional
certificado.

Composicion isotopica del carbono trece en el Carbono
Inorganico Disuelto.



Introduccion

INTRODUCCION

La acidificacion del océano es el progresivo incremento en la acidez del océano sobre
un largo periodo. La acidez puede entenderse simplemente como la concentracion de
iones hidrogeno (H") en un liquido y el pH es la escala logaritmica con la cual se
mide dicha concentracion. A medida que la acidez aumenta, el pH disminuye
producto de la captura del CO, de la atmosfera. De igual forma la acidificacion del
océano puede ser ocasionada o incrementada por la adicion y remocién de otros

compuestos y elementos quimicos del océano.

Cuando el CO, se disuelve, reacciona con el agua para formar un equilibrio entre
especies quimicas ionicas y no iénicas: el dioxido de carbono libre en disolucion
CO,, el 4cido carbénico (H,COs), el bicarbonato (HCO3) y el carbonato (CO5>). Este
fendmeno modifica la quimica de los carbonatos del agua de mar. La concentracion
de CO; disuelto, iones hidrogeno e iones bicarbonato estan incrementando mientras
que la concentracién de iones carbonato esta disminuyendo (proyecto Ocean Carbon,

2014).

El déficit de carbonato interfiere en el desarrollo de especies que construyen
caparazones o esqueletos de carbonato de calcio; lo cual puede afectar a diferentes
especies del fitoplancton. También pudiera ocasionar la destruccion de arrecifes
coralinos, del habitat de ciertas especies y una crisis alimentaria mundial (Broadgate
et al., 2013). Por lo tanto, es de urgencia y prioridad global que se investigue la

categorizacion completa del sistema del Carbono Inorganico Disuelto (CID).


https://es.wikipedia.org/wiki/I%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_carb%C3%B3nico
https://es.wikipedia.org/wiki/Bicarbonato
https://es.wikipedia.org/wiki/Carbonato
http://quo.mx/2011/08/21/pragmatas/corran-huyamos-del-calor
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El conocimiento de las variables de datos asociadas con el monitoreo de la
acidificacion del océano que incluyen pH, presion parcial de didxido de carbono
(pCO,), Carbono Inorganico Disuelto (CID) y Alcalinidad Total (AT); constituyen en
la actualidad indicadores de seguimiento del Objetivo 14 de desarrollo sostenible de
Naciones Unidas. Plantea el seguimiento de la exposicion de los ecosistemas marinos
y los sitios de acuicultura a circunstancias corrosivas e identificar oportunidades para

reducir la vulnerabilidad del ecosistema a la acidificacion del océano.

A nivel nacional se desarrolla el plan de estado para enfrentar el cambio climatico,
conocido como Tarea Vida, el cual identifica las &reas vulnerables a la acidificacion
costera y se propone conocer el origen del CO, presente para establecer acciones de
mitigacion y adaptacion al cambio climatico (IGBP et al., 2013). El Centro de
Estudios Ambientales de Cienfuegos (CEAC), perteneciente al Ministerio de Ciencia,
Tecnologia y Medio Ambiente (CITMA), desarrolla un programa de observaciones
prolongadas de los parametros que caracterizan la acidificacion e investiga sobre las

fuentes de CO, en el ecosistema marino costero de Cuba.

Dentro de estos programas de investigacion, el uso de is6topos estables constituye
una prioridad para comprender complejos procesos marino-costeros, entre ellos la

evaluacion de las fuentes de CO, presentes en la columna de agua.

La composicion isotépica del carbono trece en el Carbono Inorganico Disuelto (5*3C-
CID) permite conocer los medios de recarga y el origen biologico del carbono. En

Cuba existen limitadas capacidades para la cuantificacion de isotopos estables en
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general y en particular para la determinacién del 8C-CID por lo complejo del
procedimiento y los elevados costos del equipamiento requerido, basado en la
espectrometria de masas de relaciones isotopicas. EI CEAC, como resultado de
proyectos con el Organismo Internacional de Energia Atomica (OIEA), ha adquirido
un espectrometro de masas acoplado a un analizador elemental y a un sistema de
equilibrio de flujos mdltiples que permite la cuantificacion de las relaciones
isotopicas del oxigeno, hidrogeno, azufre, nitrogeno y carbono en diferentes matrices
ambientales, entre ellas, aguas marinas. Sin embargo, no dispone de metodologias

analiticas para la cuantificacion de 8**C-CID.

Para dar solucion a esta problematica se desarrolla esta investigacion que tiene como

objetivo general:

Implementar una metodologia que permita cuantificar la composicion isotdpica del

carbono trece en el Carbono Inorgéanico Disuelto en agua de mar.
Obijetivos especificos:

1. Comprobar la eficacia de la metodologia analitica para la determinacién de la
composicion isotdpica del carbono trece en el Carbono Inorganico Disuelto en
agua de mar, via Espectrometria de Masas de Relaciones Isotdpicas acoplado
a un sistema de equilibracion multiple (MultiFlow-IRMS).

2. Cuantificar la sefial de la composicién isotopica del carbono trece en el

Carbono Inorganico Disuelto en muestras reales de agua de mar.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1. Acidificacién de los océanos

La acidificacion de los océanos es el nombre dado al descenso en curso del pH de los
océanos de la Tierra, es un proceso causado por el incremento en dioxido de carbono
(CO,) atmosférico, también puede ser ocasionado o incrementado por la adicion y
remocion de otros compuestos y elementos quimicos del océano (Kerrison et al.,

2011).

El océano absorbe alrededor del 30% del CO, atmosférico (24 millones de toneladas
diarias). Debido a que se emite cada vez mas CO, a la atmosfera, el océano ha
absorbido cantidades cada vez mayores y a velocidades mas rapidas. Este proceso
esta alterando la capacidad del sistema de ajustarse a los cambios de CO, que ocurren
naturalmente a lo largo de milenios y a su vez la quimica de los mares causando una

progresiva acidificacion (Oceanica, 2009).

El pH global de la superficie del océano ha disminuido desde 8,2 registrado en la era
pre-industrial a 8,1; lo cual corresponde a un aumento cercano al 26% en la acidez del
océano. Para el afio 2100 se proyectan valores de pH entre (7,8 — 7,9) representando

un aumento del doble en acidez (IGBP et al., 2013).

La elevacion de la acidez disminuye la situacion natural basica o alcalina del océano
y fuerza el equilibrio acido-base del agua de mar hacia el lado &cido. Si como se

prevé, este proceso se acelera durante las cuatro proximas décadas, el consiguiente
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aumento de la acidez del océano sera mayor que cualquiera de los ocurridos en los
ultimos 21 millones de afios. Estos cambios se estan produciendo a una velocidad 100
veces mayor que en cualquier otro momento en la historia del planeta (IGBP et al.,

2013).

En el ciclo natural del carbono, la concentracion de CO, muestra un equilibrio de
flujos entre los océanos, la biosfera terrestre y la atmdsfera. Las actividades humanas
tales como los cambios en los usos del suelo, la quema de combustibles fésiles y la
produccién de cemento; han supuesto un nuevo aporte de CO; a la atmosfera. Parte
del aporte de CO, ha permanecido en la atmdsfera (donde es responsable del aumento
de las concentraciones atmosfeéricas); el cual ha sido tomado por las plantas terrestres

y también ha sido absorbido por los océanos (CDISSOAMRIA et al., 2010).

Las observaciones regulares de la acidez marina en lugares oceanicos abiertos durante
los Gltimos 30 afios han revelado una clara tendencia a disminuir el pH y se ha
descubierto que las condiciones actuales a menudo estdn fuera de los limites
preindustriales. En algunas regiones los cambios se amplifican por procesos naturales
como surgencias; en las que el agua fria a menudo rica en CO; y en nutrientes, se
eleva hacia la superficie del mar. Ademas, otros factores como la escorrentia de agua
dulce, el derretimiento del hielo, la eutrofizacion (Ge et al., 2017), la actividad
bioldgica, el cambio de temperatura y las grandes oscilaciones oceanicas que influyen
en los niveles de CO, (Severiche Sierra et al., 2013) particularmente en las aguas
costeras; deben tenerse en cuenta al interpretar los impulsores de la acidificacion de

los océanos y los impactos relacionados (Cooley et al., 2012).

7
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Cuando el CO, gaseoso reacciona con el agua se forma &acido carbdnico (H,COg3) y
sus productos de disociacién; bicarbonato (HCOs) y carbonato (COs*) (Alarcén et

al., 2015).

COs (g) —» CO, (ac) + HO € H,CO; «® H + HCOy e 2H* + COo>~ (1)

En condiciones normales la calcita es estable en las aguas superficiales dado que el
ion carbonato se encuentra en concentraciones sobresaturadas. No obstante, a medida
que el pH desciende con el aumento del CO,, disminuye la concentracion de este ion;

esto se puede explicar a partir de las constantes de disociacion del acido carbénico.

Ecuaciones de disociacién (Frangois Hélie and Marcel, 2006):

_ [H,C05] (2)
" [H, 0][co,]
_ [HT][HCO7]
AN ®)

_ [H][co57]
= Taco] @

Partiendo de lo anterior, se puede plantear que a medida que aumenta la
concentracion de CO; disuelto, se incrementa las concentraciones de iones hidrégeno
e iones bicarbonato, lo cual trae consigo que disminuyan las concentraciones de iones
carbonato (Pelejero et al., 2010). Se ha demostrado que los cambios observados

causan una variedad de respuestas a nivel de organismo que pueden afectar la
8
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biodiversidad, la estructura del ecosistema y la seguridad alimentaria (Doney et al.,

2009).

1.1.1. Efectos de la acidificacion en la vida marina

La disminucion del carbonato disuelto reduce la solubilidad de los minerales de
carbonato, incluidos la aragonita y la calcita; siendo estas las dos formas principales
de carbonato de calcio utilizadas por las especies marinas para formar conchas y
material esquelético. La aragonita es la forma mas soluble y su disponibilidad para la
construcciéon de conchas por parte de organismos como los corales y las ostras,
Ilamada estado de saturacion de la aragonita (Q2), se usa junto con ¢l pH como un
indicador en el seguimiento de la progresion de la acidificacion del océano. Ademas,
de igual importancia para algunos organismos marinos claves es el CO, disuelto y la

concentracion de bicarbonato (Lefévre et al., 2016).

Muchos animales marinos necesitan iones carbonato para el carbonato calcico,
indispensable en la formacion de sus esqueletos y conchas. Este cambio en la quimica
de los carbonatos exige a los organismos marinos gastar mas energia en regular la
quimica de sus células. Para algunos organismos, esto podria implicar dejar menos
energia disponible para desarrollar otros procesos biolégicos como crecer,

reproducirse o responder a otros agentes estresantes (Ries, 2011).

El impacto biologico de la acidificacion de los océanos sera variable, debido a que
diferentes grupos de organismos marinos tienen un amplio rango de sensibilidad a los
cambios en pH y la quimica de los carbonatos. Los corales, bivalvos, pteropodos y

9
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ciertas especies de fitoplancton presentan una gran sensibilidad a estos cambios. Este
impacto en cualquier estado de desarrollo puede reducir la capacidad de crecer o de
recuperarse de una poblacion frente a pérdidas en abundancia debido a perturbaciones
0 estrés; en particular, nuevos estudios indican que los estadios juveniles de estas
especies son altamente sensibles a los efectos de la acidificacion (OCB-OA et al.,

2014) (Hendriks and Duarte, 2010).

Por lo tanto, es de urgencia y prioridad global que se investigue el sistema de los
carbonatos, a partir del conocimiento de las variables asociadas con el monitoreo de
la acidificacion del océano ya que las concentraciones y actividades del acido
carbénico disuelto, bicarbonato disuelto y carbonato disuelto no pueden medirse
directamente pero si se puede medir la presion parcial de CO, (pCO, ), Carbono

Inorganico Disuelto (CID), pH y Alcalinidad Total (AT) (Eisler, 2012).

1.1.2. Parametros que describen la acidificacion oceanica

Para caracterizar adecuadamente los diferentes componentes del sistema del
carbonato en las aguas ocednicas, deben medirse al menos dos de los cuatro
parametros medibles; incluyen pH (Hemming and Honisch, 2007), pCO2, CID y AT

(Newton et al., 2015) (Severiche Sierra et al., 2013).

Estos pardmetros constituyen en la actualidad indicadores de seguimiento de la
exposicion de los ecosistemas marinos y los sitios de acuicultura a condiciones
corrosivas. Permite ademas, identificar oportunidades economicas a la acidificacion

del océano y la reduccion de la vulnerabilidad del ecosistema; por lo que es

10
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importante conocer el origen del CO, presente para establecer acciones de mitigacion

y adaptacién al cambio climatico.

El uso de is6topos estables constituye una herramienta para comprender complejos
procesos marino-costeros, entre ellos la evaluacion de las fuentes de CO, presentes en

la columna de agua (IGBP et al., 2013).

1.2. Carbono Inorganico Disuelto

El mayor grupo activo en el ciclo global del carbono es el CID. Este grupo es en gran
parte H,COg3 (casi no esta presente), HCO3™ (~95% de carbono en CID) pero también
incluye CO, disuelto (<1% de carbono) y COs* disuelto (~5% de carbono) (Coleman

and Fry, 1991).

La fuente de CO, en aguas naturales puede ser atmosférica o biogénica. El
componente biogénico es predominantemente de las fuentes de respiracion o la
oxidacion de la materia organica. El componente de carbonato en aguas subterraneas
y superficiales se deriva de la disolucion del suelo junto o no con la disolucion de los
carbonatos de las rocas. Los cambios en la concentracion del CID pueden ocurrir
debido a reacciones de disolucidn, precipitacion dentro del sistema del carbonato
acuoso, absorcion biogénica, liberacion de CO, y a partir de la mezcla de carbono de

diferentes fuentes (de Groot, 2004).
1.2.1. *3C del Carbono Inorgénico Disuelto

El grupo CID de aguas naturales esta relativamente enriquecido en **C, respecto al

CO, atmosférico. El *3C es el is6topo estable mas pesado, presente en las especies
11
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quimicas que forman parte del CID. Es uno de los trazadores biogeoquimicos mas
utilizados en los procesos biolégicos (Planavsky et al., 2014), que ademas ha sido
esencial para el desarrollo de la comprension de los flujos de carbono modernos y la
evolucion a largo plazo del ciclo global del carbono. Sus principales aplicaciones se
centran en estudios de hidrologia isotdpica y geoquimica de aguas interiores y
oceanicas; donde permiten conocer el origen del CID a partir de sus diferentes

fuentes en el ecosistema. (Coleman and Fry, 1991).

Los cambios en el 8*3C del CID son el resultado del fraccionamiento (procesos
cinéticos y en equilibrio capaces de producir una relativa separacion entre los
isétopos ligeros y pesados) (Reyes, 2004) que acompafia a las transformaciones del
carbono durante el ciclo de los carbonatos; las cuales dependen de la temperatura y
del pH, por lo que el fraccionamiento isotopico del *3C entre algunas especies del

carbono es bastante marcado (hasta un 10 %o) (Fry, 2006).

El valor 83C del CID en el agua oceénica varia entre 0 y +2,5%o, siendo el rango
correspondiente de los valores §3C de la fraccién més abundante. En este sentido, el
bicarbonato, se ha de calcular corrigiendo los valores de &3C de los tres
constituyentes (CO2, HCO3 y CO3%), y esta sobre el +1%o. La calcita que precipita
lentamente en equilibrio con el bicarbonato oceénico tiene valores de 5"°C entre +2,0
y +2,5%0. La composicion isotopica del CID se ve intensamente afectada por los
cambios estacionales en la temperatura en el 8*3C del CO, atmosférico, debido a la

relativamente baja tasa de intercambio. No obstante la actividad biologica causa
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variaciones del &C, por ejemplo, el crecimiento de las algas implica un

fraccionamiento del orden de -20%o hasta el -23%o (Fry, 2006).
1.3. Espectrometria de masa de relaciones isotopicas

La espectrometria de masa de relaciones isotdpicas es la técnica analitica utilizada
para determinar las masas relativas de los is6topos. Es una técnica destructiva, puesto
que el analito se altera dentro del instrumento en condiciones de vacio, de tal forma
gue no es posible su recuperacion posterior. Se trata de una técnica extremadamente
sensible, por lo que se precisan cantidades de muestras muy pequefias, lo que

minimiza esfuerzos de muestreo.
Esta técnica se basa en tres etapas:

1) lonizacion
En esta etapa se forman los iones de masa (m) en la fuente de ionizacion
mediante el impacto electronico a partir de circular un valor de corriente en la
trampa de ionizacidn para luego ser acelerados por un gradiente de potencial (V),

adquiriendo una energia cinética.

A mayor valor de corriente de la trampa de ionizacion, se van a formar un mayor
numero de iones y a medida que aumenta el gradiente de potencial, aumenta
también la energia cinética con que se desplazan dichos iones, por lo que la
sensibilidad del equipo va a depender tanto del valor de la corriente de la trampa

de ionizacion como del gradiente de potencial aplicado. Para este tipo de estudio
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se establecen valores de intensidad de la corriente entre (200 — 800pA) y de

voltaje de aceleracion de aproximadamente 3500V (Isoprime, 2009a).

Deflexion

La fuerza centripeta magnética, no es mas que la fuerza de deflexion ejercida por
un campo magnético (H) perpendicular que debe balancear a la fuerza centrifuga
ejercida sobre un ion que viaja en un circulo de radio (r). El equilibrio de estas

fuerzas se expresa en la siguiente ecuacion:

Ecuacion 5. Ecuacion fundamental de la espectrometria de masa (con analizador

0 sector magnético).

¥
S 5)
Hd\l g

Indica que el grado de deflexion de los iones de masa (m) y carga (e) constante
se incrementa (el radio de la trayectoria disminuye) a mayores campos
magnéticos 0 a menores potenciales de aceleracion. En el caso de los IRMS,
donde estos pardmetros se mantienen constantes, el radio de giro es menor para
los isétopos ligeros, es decir, su trayectoria se deflacta en mayor medida que la
de los iones pesados (que se recogen en la coja de Faraday mas externa del

detector) (Redondo Ortega, 2008).
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3) Deteccidn

En los detectores (cajas de Faraday) se focalizan, respectivamente, los diferentes
iones isotopicos del CO,, debido a la abundancia de moléculas con masas iguales
a 44, 45 y 46g/mol que contienen diferentes combinaciones de is6topos en la

molécula de CO,; conocidos como isotopdlogos. (Ver detalles en la tabla 1).

Tabla 1 Abundancias naturales de los isotopélogos del CO, (Sharp, 2014).

Masa Isotopologos Abundancia
44 121616y 98,4 %
i 13160160y 1.1%

2cto'o 760mg/L

121618y 0.4 %
46 Bclol’o 8,5mg/L

2ct’o'o 150pg/L

Estos colectores recogen las cargas eléctricas (los iones positivos atraen a los
electrones) generando corrientes eléctricas (1) para las diferentes moléculas

isotopicas.

A partir de determinar las razones de las corrientes eléctricas generadas por los
colectores [ver en ecuacion (6) y (7) (Fry, 2006)] se pueden deducir las relaciones

isotopicas del CO,.

C0,con masa 45

(6)

Lis
[_ = (Caz/Cas )

=) CO,con masa 44 (Css/Cas) Ry
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Lg o /C C0,con masa 46 Co/CLR (7)

Cada una de las muestras se analiza simultdneamente con un pulso de gas de
referencia. Las ecuaciones anteriores se aplican a la muestra (m) y al gas de
referencia de trabajo (est); se eliminan los factores de eficiencia (c); las medidas de la
masa 45 y la masa 46 y otros errores instrumentales (generalmente proporcionales o

multiplicativos).

La sefial 8*3C-CID se obtiene a partir de una serie de célculos, ejecutados por el
software del instrumento, en los que se corrige la contribucién de los is6topos del
oxigeno para formar los diferentes isotopdlogos del CO,, teniendo como referencia la
relacion lys/l44 de la muestra (Rpy) respecto a la relacion lys/ls4 del estandar de trabajo
(Rest). Por tltimo la sefial 813C de la muestra se calcula de acuerdo con una expresion

en notacion 9.

1.3.1. Notacion delta ()

“d” es una unidad especifica que expresa la composicion isotopica de una muestra en
abundancias isotdpicas naturales, respecto al valor de un estandar internacional
certificado. (Ver detalles en la ecuacion 8). En algunos laboratorios se utiliza el
propio gas de referencia como estandar de trabajo, previamente caracterizado y con
su composicion isotdpica calibrada respecto a algin material estandar internacional.
Sin embargo, esta practica no es recomendable, pues existen factores que pueden

afectar esta composicion isotopica certificada como son la viscosidad del gas, su
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flujo, presion de vapor y volumen; por los cuales se genera un fraccionamiento de la
misma con el uso diario. Para ello se utiliza como alternativa un proceso de
correccion de los resultados que se conoce como “Normalizacion”. (Ver detalles mas

adelante).

Ecuacion 8. Calculo de la relacion isotdpica de un material de muestra en notacion 9.

R, —R
s13¢ = ['“R—“t] X 1000 (8)

eEL

Donde R es la cantidad de isétopo pesado dividida por la cantidad del ligero
(*C/**C), tanto en la muestra como en el estandar (Guerrero and Berlanga, 2000).
Finalmente se multiplica por mil (1000) para ampliar las pequefias diferencias
medidas entre los valores de (Rn Y Rest) Y Se expresa el resultado en partes por mil

(%) (Fry, 2006).

1.3.2.  Normalizacién

La normalizacion de los datos de is6topos estables es importante para las
comparaciones significativas de datos entre laboratorios, especialmente en aguas
donde pueden existir grandes variaciones naturales en las relaciones de is6topos del
carbono. Como resultado, pueden surgir grandes errores sistematicos en aplicaciones
de flujo continuo sin correccion, mientras que la normalizacion a la escala NBS-
LSVEC frente a VPDB para el §°C-CID puede facilitar la comparacién entre

laboratorios y puede lograrse mediante un procedimiento simple en el que se analizan
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estandares de laboratorio secundarios cuidadosamente calibrados junto con muestras

desconocidas.

Los valores delta para estos estandares, segun se analizan, se representan en funcion
de los valores calibrados y se realiza una regresion lineal. La ecuacién resultante se
aplica a muestras desconocidas para lograr la normalizacion. La desviacion estandar
para muestras repetidas mediante este método de normalizacion debe ser del 0,1%.
Debido a que las muestras se analizan directamente contra los estandares de
laboratorio calibrados, en un proceso analitico conocido como “ldentical Treatment
Principle”, en inglés (Werner and Brand, 2001). Con este proceso se elimina la
necesidad de calibrar cuidadosamente los gases de referencia y por tanto, los
pequefios cambios en la composicion isotopica del gas de referencia, afectan los

resultados analiticos.

El uso de patrones con un amplio rango de composicion minimiza el error
introducido por la correccion lineal, creando entonces una escala de calibracion
dentro de la cual se recomienda que estén los valores esperados de las muestras que
se miden regularmente. Por lo tanto, en la practica diaria se recomienda el empleo de
uno o varios patrones de control que se calibran por separado y se tratan como

muestras regulares para comprobar los resultados finales.

Por lo general, el 10% o méas del volumen de muestra desconocido debe estar
compuesto por el estandar de control de calidad para monitorear la precision externa.

Para un lote de muestras desconocidas, la reproducibilidad del estandar de control de
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calidad proporciona una medida de precision externa, dado que su composicion
isotopica absoluta ha sido calibrada, su andlisis repetido proporciona un control

sindptico de precision (Nelson, 2000).
1.4. Muestreo de agua de mar para la determinacion del d*C-CID

La primera preocupacion durante el proceso de muestreo, transporte vy
almacenamiento es evitar el fraccionamiento isotdpico a través de la evaporacion o
pérdidas difusivas del vapor de agua, junto o no con el intercambio isotopico con los
alrededores y con el material del envase. Estos efectos se pueden minimizar siempre
y cuando se utilicen métodos de recoleccion y envases adecuados. Los envases mas
seguros para el almacenamiento son las botellas de cristal con cuellos estrechos, las
cuales permiten el almacenamiento durante al menos una década, siempre y cuando el
cierre no se rompa. Para ello se requieren tapas con cierres herméticos (arandelas de
teflén, silicona u otros); si el cierre no es perfecto, el agua podria entrar en contacto

con la atmdsfera y sufrir algan intercambio (Fry, 2006).

Otra de las preocupaciones es el crecimiento de materia organica o transformaciones
bioldgicas de la muestra de agua. Como en este caso el valor de 8*3C producido por el
metabolismo celular es mucho menor que el de CID, esto generaria un
fraccionamiento de la muestra a partir de la mezcla de diferentes fuentes, afectando
directamente la representatividad (calidad) de la misma. Para evitar este proceso se
recomiendan medidas como:1) la filtracion de las muestras por un tamafio de poro

inferior a 0,45um, preferiblemente 0,2um; 2) el tratamiento de la muestra con agentes
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quimicos conservantes como HgCl, o BaSOq, lugol u otros; 3) el almacenamiento de
la muestra en un lugar oscuro y a baja temperatura (4°C aproximadamente) (Francgois

Hélie and Hillaire Marcel, 2005).

Normalmente, el método de recogida de aguas superficiales supone pocos problemas
pues se requieren cantidades relativamente pequefias (30mL). Para el caso del analisis
de 83C-CID se debe de prestar especial cuidado durante la recogida del agua para
evitar el burbujeo de las muestras o la mezcla de aguas ajenas a la misma. Si se
requiere la composicion isotopica de los distintos componentes del CID, es necesario
ademas obtener mediciones in situ de otros parametros como son la temperatura,
salinidad y pH del agua; de los que depende el fraccionamiento. Estas mediciones
pueden ayudar a descifrar las reacciones quimicas en el sistema de los carbonatos, su
balance de masas y su balance isotdpico. Por ultimo, es necesario obtener una
medicion estimada del contenido de CID en la muestra, para el posterior
procesamiento de laboratorio, por lo que se puede utilizar la AT como una expresion

del contenido de CID en la muestra (Coleman and Fry, 1991).
1.5. Vias para la determinacién de '°C-CID

Para la extraccién del 8*3C-CID existen dos vias principales: La primera es la
precipitacion del CID como carbonato, para lo que se pude afiadir solucién de NaOH
(Fry, 2006) o SrCl, (Singleton et al., 2012); luego al precipitado obtenido se le puede
agregar acido en un contenedor hermético aplicando vacio para extraer el didxido de

carbono gaseoso generado para su posterior determinacion mediante IRMS. Otra
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forma de analizar el solido obtenido es utilizando un analizador elemental de
combustion catalitica del carbonato a 1200°C, en el que todo el carbonato en estado

solido pasa a estado gaseoso para su posterior analisis por IRMS.

La segunda via que se utiliza es convertir todo el CID en dioxido de carbono gaseoso
utilizando acido para la posterior extraccion y analisis utilizando un IRMS. Para la
obtencion del dioxido de carbono gaseoso a partir del CID se puede utilizar un
analizador TIC-TOC (Jean, 2002) o un sistema de equilibracién mdltiple de inyeccion

automatizada (MoltiFlow) (ISOPRIME, 2009b).

En esta investigacion todas las muestras fueron analizadas a partir de la segunda via
ya que la primera requiere enormes cantidades de muestra para lograr que todo el
CID precipite como carbonato. Ademas se utilizo la técnica MoltiFlow-IRMS en vez

de TIC-TOC-IRMS ya que es el equipamiento disponible hoy el CEAC.

1.6. Fundamento del método

Se basa en la espectrometria de masa de relaciones isotopias. Es decir, la relacién
entre el C*3/C" de una muestra en comparacioén con un estandar. El CO; obtenido por
la metodologia de extraccion (MoltiFlow) es introducido al IRMS en modo flujo
continuo donde cada una de las muestras es analizada simultaneamente con un pulso

de gas de referencia, utilizado para determinar la sefial 8*3C-CID.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Metodologia para la determinacién del 5**C-CID en agua de mar

La metodologia utilizada en este estudio es una recopilacién de técnicas descritas por
autores como (Coleman and Fry, 1991); (Jean, 2002); (ISOPRIME, 2009b);(Singleton
et al., 2012) , ajustadndola a las condiciones y a la instrumentacion del Laboratorio de
Isotopia Ambiental (LIA) del CEAC. Los elementos fundamentales a tener en cuenta

para la implementacion de esta metodologia se describen seguidamente.

2.1.1. Preparacion de la instrumentacion de laboratorio

Toda la cristaleria utilizada fue lavada primeramente con una solucion de &cido
nitrico (p.a.) al 10% para eliminar cualquier resto de carbonatos inorganicos, luego
fue lavada con agua destilada y MiliQ. Por altimo toda la cristaleria fue secada en una

estufa a 50°C.

2.1.2. Preparacion de las soluciones patrones y los blancos

Los materiales utilizados como patrones internos fueron tres alicuotas de bicarbonato
de sodio provenientes de diferentes suministradores, los cuales fueron caracterizados
con materiales de referencia certificados NBS-19 (1,95 + 0,05%0) y IAEA-603 (2,46
+ 0,01%o0) a la escala NBS-VPDB en el laboratorio de is6topos estables del centro de
investigacion Geotop-UQAM. El valor reportado para el patron primario superior NC
fue (8°C = -3,41 + 0,06%o) y para el patrén primario inferior AH fue (8**C = -19,51
+ 0,06%0). Para el patron secundario CB no se ha recibido ain su caracterizacion,
pero segun comunicacion verbal con los especialistas del laboratorio de Geotop, este
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tiene un valor aproximado de 8*3C = -14%. frente a VPDB. Este altimo se utilizo

como patrén de control entre cada secuencia analitica de normalizacion, tratandolo

€COmo una muestra.

Para la preparacion de los patrones se pesaron las masas correspondientes de cada

uno utilizando una micro-balanza analitica (MX, METTLER TOLEDO), para obtener

las concentraciones requeridas a disolver en un volumen de 250mL (30mg/L de

carbono) similar al agua de mar, utilizando muestras de Dikson de agua de mar

certificada como referencia, con un valor de CID = 24mg/L (Dickson, 2015).

Los siguientes calculos se realizaron para determinar la masa en gramos que se

necesita pesar de cada patron.

Datos: M. = MyaHcos
_ _ PNaHCOs

M (NaHCO3) = 84g/mol T~

M (C) = 12g/mol Myancosl ﬁ v, |= Myancos

0,039

g —
84@ [ 1zm—?‘ﬂiu 0,25 L]=mMyaucos

92,5 § =Myanco3

Los blancos se prepararon en dos grupos, uno con agua MiliQ (Res > 18,2Qm/cm) y

otro con agua desionizada (Res < 18,2Qm/cm) (Humphreys et al., 2015) para

comprobar la calidad del agua utilizada en la preparacion de las soluciones patrones.
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2.1.3. Preparacion de las muestras
La preparacion de las muestras se realizé de acuerdo con el Principio de Tratamiento
Idéntico “IT Principle”(Werner and Brand, 2001), para garantizar el resultado a partir

de la normalizacién de los datos segun lo descrito por (Nelson, 2000).

A cada vial se le afiadi6 manualmente la misma cantidad (12 gotas) de una solucion
viscosa de H3PO, al 85% (BioUltra, CAS No. 7664-38-2), utilizando una jeringuilla
de 3mL (BECTON DICKINSON, punta Luer-Lok). ElI contenido de aire en el
espacio aéreo interior de los viales fue removido con He (99,9999% ALPHAGAZ I1)
utilizando el sistema de flujos multiples MultiFlow (ISOPRIME) para efectuar la

inyeccion automatizada del gas a un flujo de 5,6 ™-/min durante 200 segundos.

El volumen utilizado para cada solucion fue de 1mL y fueron inyectadas
manualmente a los viales utilizando jeringuillas de 5mL (BECTON DICKINSON,
punta Luer-Lok). La secuencia analitica se concibi6 de forma tal que se distribuyeran
en bloques de normalizacion (aproximadamente 15 muestras por blogques) incluyendo
blancos, patrones de normalizacion y control; teniendo en cuenta en el siguiente
orden: blancos, patrones de normalizacion (superior e inferior), patrones de control,
muestras, patrones de normalizacion, patrones de control, muestras, patrones de
normalizacion y patrones de control. Las muestras se dejaron equilibrar durante una
hora a una temperatura controlada de 60°C en un bloque calentador (ver detalles en la

figura 2) para la posterior extraccion del CO,,
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2.1.4. Extraccion de CO,

Una vez equilibradas las muestras, el CO, contenido en el espacio aéreo del vial entro
de forma automatizada por el sistema de inyeccion del MultiFlow, utilizando He
como gas portador. En este sistema, los componentes que puedan existir en el espacio
aéreo del vial ademas del CO,, son separados en una columna cromatografica a

100°C y de alli el CO;es introducido al IRMS.

Adicién del &cido  Degasificacién Adicion de la Dejar equilibrar I Entrada al
HsPOa 85% con He Muestra 1 has0°C IRMS

o o ® T

g T c— — e——

Vial Exetainer sellado
herméticamente, con
septo de goma

Figura 2 Esquema de extraccion del CO, (ISOPRIME).

2.1.5. Determinacion analitica

El espectrometro de masas utilizado para las determinaciones es un IRMS
(ISOPRIME) en modo Flujo Continuo, en el que se analizaron cada una de las
muestras y patrones simultaneamente con un pulso de gas de referencia, en este caso
CO; (99.998% ALPHAGAZ II). El valor de "°C obtenido se considera hasta esta
etapa como un valor en bruto y se obtiene a partir de los célculos y correcciones
realizadas por el software del instrumento, tal y como se describe en el capitulo 1

(acapite 1.3).
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2.1.6. Normalizacion de las muestras a la escala V-PDB

Las secuencias de datos en bruto obtenidas fueron introducidas en una plantilla de
Excel programada para la obtencion de los valores reales, la cual normalizo
automaticamente tanto los resultados obtenidos para los patrones como para las
muestras utilizando la calibracion de dos puntos, segun (Nelson, 2000) considerando
dos estandares en lugar de uno y propaga las incertidumbres de los valores medidos y

verdaderos de los materiales de referencia al ajuste de regresion lineal.

2.2. Comprobacion de la metodologia

2.2.1. Andlisis de la contribucién de los blancos (Prueba 1)

Se analizaron cinco blancos con agua MiliQ y cinco con agua desionizada para
comprobar la calidad del agua utilizada en la preparacion de las soluciones patrones y
cuantificar la contribucion de los blancos de ser necesario corregir durante el ensayo

siguiendo la metodologia descrita en el (acépite 2.1).

2.2.2. Determinacion de 8*3C-CID en patrones internos (Prueba 2)

Se tomaron ocho réplicas de cada patron de concentraciones de 30mg/L de carbono y
se analizaron siguiendo el protocolo descrito en el acapite 2,1; con el objetivo de
comprobar si utilizando concentraciones similares al agua de mar se podian obtener
valores de intensidad de la sefial 5°C-CID dentro del rango de trabajo del
instrumento de (3 - 9nA). También se quiso verificar si los resultados de sefial delta
obtenidos a partir de este estudio se encuentran dentro del intervalo de incertidumbre

real reportado para estos patrones producto de la calibracion a la escala VPDB.
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A los resultados obtenidos de intensidad y sefial delta se le aplicd una prueba de
Grubbs para depurar la informacion, descartando valores erraticos o atipicos producto

de algun error técnico al realizar la medicion.

2.2.3. Determinacion de $*3C-CID en muestras reales (Prueba 3)

Se realizd una tercera prueba para comprobar la determinacion de la sefial 8BC-CID
en muestras reales de una matriz de agua de mar, para lo que se efectué un muestreo
en cinco estaciones diferentes en la bahia de Cienfuegos. Se tomé una muestra por
cada punto de muestreo y se analizé cada una por duplicado siguiendo el protocolo

descrito en el acapite 2.1.

2.2.3.1. Zona de estudio

El lugar seleccionado para la realizacion del muestreo fue el area centro-sur de la
bahia de Cienfuegos, ubicada al sur de la provincia Cienfuegos. (Ver detalles en la
figura 3). Esta zona se caracteriza por ser una bahia semicerrada en forma de bolsa
con caracteristicas estuarinas, en la que se desarrollan actividades de tipo industrial,
agricola y urbano, no solo en sus margenes sino también en sus afluentes y cuencas
tributarias. Ocupa un area de 90km? y un volumen medio de 870m?®, presenta un
ancho de 3km en direccidn este-oeste y un largo de 22km en direccion norte-sur. Su
profundidad media es cercana a los 14m. Ademas, esta unida con el Mar Caribe por
un estrecho canal con una longitud de 3,5km, un ancho de 300m y una profundidad

de 50m.
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Figura 3. Zona de estudio, bahia de Cienfuegos.

Tabla 2. Estaciones para la toma de muestras reales de agua de mar.

Coordenadas
(WGSB84; grados
decimales) Profundidad
Latitud Longitud Profundidad de muestreo
Estaciones  Nombre Norte Oeste total (m) (m)
1 Punta Gorda 22,13012 -80,45447 6,0 3,0
2 Jucaral 22,09431 -80,48163 9,3 4,5
3 Manantiales 22,09381 -80,48556 3,0 1,5
4 Lobulo Sur  22,09202 -80,42701 10,6 5,3
5 Castillode 5 46360 -g0,46287 11,0 5,5

Jagua
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2.2.3.2. Colecta de las muestras

La toma de muestras se realizo utilizando una botella Niskin de 5L a una profundidad
media respecto a la profundidad total en cada punto. Las muestras de agua se tomaron
por duplicado, cuidando evitar el burbujeo de las mismas durante su manipulacion.
Cada réplica se filtré utilizando filtros de punta de jeringuilla de 0,45um de tamafio
de poro para eliminar todo el material en suspension, incluyendo microorganismos,
detrito u otra fuente de carbono, las muestras se pasaron a frascos de cristal de 25mL,
los cuales fueron sellados cuidosamente para evitar el contacto con el aire.
Seguidamente se almacenaron protegiéndolas de la luz y se pusieron en frio para su

posterior transporte al CEAC, donde serian analizadas.

2.2.3.3. Determinaciones in situ

Se utilizé una sonda multiparametros (H198194 HANNA); la cual se introdujo en un
cubo de muestra para medir in situ pH, temperatura y salinidad. Es necesario medir
estos parametros ya que las concentraciones de carbonato, bicarbonato y didxido de
carbono presentes en la columna de agua van a cambiar con la variacion de estos
pardmetros.

Para la medicién de la AT se utilizd un Test Kit HI3811 (Hanna), el cual se
suministra con indicador de fenolftaleina 10mL e indicador azul bromocresol de
10ml, valorante de alcalinidad (HI3811-0) de 120mL, vaso calibrado de 20mL y
50mL vy jeringuilla calibrada de 1mL con punta. Se basa en una valoracion

colorimétrica visual (Pelejero and Fernandez-Guallart, 2012).
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CAPITULO 3. PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

3.1. Comprobacién del protocolo para la determinacién del °C del Carbono

Inorgéanico Disuelto en agua de mar

3.1.1. Resultados de la contribucion de los blancos (Prueba 1)

Se analizaron cinco réplicas para cada uno de los blancos, obteniendo valores de
intensidad de la sefial que oscilan para el agua MiliQ entre (0,05 - 0,08nA) con un
promedio de 0,06 + 0,01 y para el agua desionizada oscilan entre (0,09 - 0,11nA) con
un promedio de 0,10 = 0,01. Los resultados de sefial delta para el agua MiliQ se
encentran entre -24,31 y -21,09%o, con un promedio de -22,29 + 1,30%o y para el
agua desionizada se obtuvieron entre -20,32 y -17,50%o, con un promedio de -18,79 +

1,33%o.

Tabla 3. Resultados del anélisis de los blancos.

Agua MiliQ Agua Desionizada
Replicas  ntensidad masa44  $°C-CID  Intensidad masa44  $C-CID
(nA) (%0) (nA) (%0)
1 0,06 -21,09 0,10 -20,32
2 0,07 -24,31 0,10 -17,55
3 0,05 -22,03 0,09 -20,00
4 0,05 -21,30 0,11 -18,56
5 0,08 -22,70 0,09 -17,50
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Figura 4. Resultados de la intensidad de la sefial analitica en nA para la masa 44 del
CO; en blancos de agua ultrapura (MiliQ) y desionizada (DI).

Los resultados de los blancos se encuentran muy por debajo del rango inferior de
trabajo del equipo (3nA) por lo que su contribucién no es significativa y puede
manejarse dentro del rango de incertidumbre reportado para el método, por lo que no

es necesario realizar la correccion de su contribucion a la sefial.

Los blancos preparados con agua MiliQ arrojaron valores de sefial 5*C similares a
los obtenidos con agua destilada, estos resultados evidencian que es posible emplear
el agua desionizada comun para la preparacion de las soluciones patrones, siempre y
cuando se mantenga un control riguroso y periodico (para cada corrida de muestras)

de estos valores.
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3.1.2. Resultados de la determinacién de $°C-CID en patrones internos
(Prueba 2)
De cada uno de los patrones internos se analizaron ocho réplicas. Los datos obtenidos
de intensidad de la sefial para el patron NC se encontraron entre (4,07- 6,93nA) con
un promedio de 5,72 + 1,06, para AH se obtuvieron resultados entre (4,78 — 7,00nA)
con un promedio de 6,03 + 0,86 y CB brindé resultados entre (5,89-6,83nA) con un
promedio de 6,41 + 0,48. Los resultados de sefial delta *C obtenidos respectivamente
se encentran entre -7,36 y -4,66%o, con promedio de -5,64 + 0,89%o para NC, entre -
20,45y 20,13%o, con promedio de -20,30 £ 0,12%o para AH y entre -15,83 y -14,73%o

con promedio de 15,33 + 0,48%o para CB.

Tabla 4. Resultados en bruto del analisis de los patrones.

NC AH CB

Parametros —|ntensidad 6°C- Intensidad 8°C- Intensidad 8"°C-
Descriptivos  mgasa 44 CID masa 44 CID masa 44 CID

(nA) (%) (nA) (%) (nA) (%)
Promedio 5,72 -5,64 6,03 -20,30 6,41 -15,33
Minimo 4,07 -7,36 4,78 -20,45 5,89 -15,83
Maximo 6,93 -4,66 7,00 -20,13 6,83 -14,73
c 1,06 0,87 0,86 0,12 0,30 0,48

En el analisis de intensidad de la sefial (nA) para la masa 44, el valor critico
establecido para un nivel de significacion de o =5% en 24 resultados fue de 2,80 y el
valor calculado del estadigrafo (G) fue de 2,40. Por tanto, todos los valores son

aceptados como correctos. (Ver detalles en la figura 5).
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Figura 5. Prueba de Grubbs para la intensidad de la sefial del conjunto de 24 valores de los
patrones internos.

El valor critico resultante para un nivel de significacion de a = 5% para el anlisis de
ocho resultados de sefial delta para cada patron fue de 2,13. El estadigrafo obtenido
para NC es igual a 1,99, para AH fue de 1,40 y para CB de 1,26. Estos resultados son
menores que su valor critico de 5%, por lo que son aceptados todos como correctos.
(Ver mas detalles en la figura 6).

En la figura 7, se presentan los resultados obtenidos para las soluciones patrones,
preparados en concentraciones de 30mg/L de carbono. Especificamente los resultados
de intensidad de la sefial en nA para la masa 44, estuvieron dentro del rango de
trabajo del equipo, por lo que se corrobor6 que la metodologia utilizada es valida para

analizar concentraciones similares al agua de mar.
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Figura 6. Resultados de la prueba de Grubbs aplicada a los valores de sefial delta
obtenidos de cada patrén.

a) Patron interno de normalizacion (NC).
b) Patron interno de normalizacion (AH).

c) Patrén interno de control (CB).
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La mayor dispersion se obtuvo en el patron NC, con una desviacion estandar de +
1,06, esto puede atribuirse a la presencia de errores aleatorios durante la preparacion

de las soluciones patrones, la dosificacion del acido o en la inyeccién de la muestra.

9.0 5 [ ]Desviacion Estandar
T Rango (Min-Max)
8.5 -
— Mediana
8.01 O Media Aritmética
< 754
£
I 7.0 ° — ®
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3.0 . . .
NC AH cB

Patrones Internos
Figura 7. Resultados de la intensidad de la sefial analitica en nA para la masa 44 del
CO; en los patrones.

La figura 8, muestra los resultados de sefial delta sin corregir de los patrones internos.
La metodologia y la instrumentacion empleadas permitieron distinguir las diferentes
composiciones isotopicas de cada uno de ellos. La dispersion observada de los datos
estuvo en el orden de + 0,87%o para NC; £ 0,12%o para AH; y de + 0,48%o para CB.
Estas dispersiones pese a ser bien pequefias, no se corresponden con las reportadas en
la caracterizacion por el laboratorio Geotop-UQAM para los patrones NC y AH
(0,06%0), lo que indica que es necesario hacer un estudio mas profundo sobre
elementos como la estabilidad, repetibilidad y reproducibilidad de los patrones y del

método, respectivamente.
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Figura 8. Resultados de la sefial delta de los patrones.

Con la intencion de demostrar si existia o no dependencia entre las variables:
intensidad de la sefial (nA) de la masa 44 y composicion isotopica 8*3C, se realizé un
analisis de correlacién lineal de Pearson. (Ver detalles en la figura 9). Los resultados
de los coeficientes de determinacion (R?) fueron de: 0,09, 0,63, y 0,11 para NC, AH y
CB respectivamente. Esto evidencia que no existe correlacion significativa entre estas
variables; fenémeno esperado pues la determinacién de §°C es a partir de la
integracion de la sefial de las diferentes masas 44, 45 y 46 y esta no deberia verse
afectada siempre que las determinaciones se encuentren en el rango de linealidad del

equipo o rango de trabajo.

38



Presentacion y Analisis de los Resultados

“ = Faonce
o°
° a
'S s ¢ 202 - g a 4 a
8 a 154
s oo . I
8 6 o® - a
£ 204 — a
g - e at a
= 184
g 7 206
) © [intercepto | -6.08578 £1.922%6 | [infercepto  -20.82887 £0.26968 | [Intercepto  -16.48994 £ 411021
O 4] Pendiente 0.07862 £ 0.33128 Pendiente  0.08791 £0.04433 174 Pendiente  0.18096 + 0.6406
w Pearson 0.09644 208 Pearson 0.62926 Pearson 0.11456
R cuadrado 0.0093 R cuadrado 0.395% R cuadrado 0.01312
9 ; . - - - y 210 , . . , 18 . . . .
3 4 5 6 7 8 9 H H i 7 s 55 60 65 70 75

Intensidad (nA) masa 44

Intensidad (nA) masa 44 Intensidad (nA) masa 44

Figura 9. Resultados de las pruebas de correlacion de la intensidad y sefial delta para los

patrones.

3.1.3. Resultados de la determinacion de *C-CID en muestras reales (Prueba

3)

La figura 10 contiene los resultados de las mediciones in situ del pH, temperatura,

salinidad y AT obtenidos en cada punto de muestreo.
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Figura 10. Resultados de las mediciones in situ del pH, temperatura, salinidad y AT.

En todas las estaciones se obtuvieron valores de pH, temperatura, salinidad y AT

similares excepto en la estacion Manantiales donde se obtuvieron valores diferentes

de pH (7,73), temperatura (26,54°C), salinidad (9,19mg/L) y AT (345mg/L). Estos
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resultados sugieren la presencia de una mezcla de aguas en esta estacion con
caracteristicas fisico-quimicas diferentes afectando directamente las concentraciones
del CID.

Para la determinacién de 8*3C-CID fue necesario estimar las concentraciones del CID
para cada muestra a partir de introducir los resultados de las mediciones in situ de
(pH, temperatura, salinidad y AT) en una hoja de célculo de Excel, programada segun
las ecuaciones que se presentan y discuten en (Francois Hélie and Hillaire Marcel,
2005);(Francois Hélie and Marcel, 2006) y (Francois Hélie and Marcel, 2007). Se
obtuvieron resultados de CID = 85,9mg/L en los Manantiales, 34,1mg/L en el l6bulo
sur, 41,1mg/L en Jucaral, 33,5mg/L en Punta Gorda y 34,8mg/L en el Castillo de
Jagua. Todos los resultados se encuentran alrededor de los 30mg/L, excepto la
estacion Manantiales, la cual presento el doble de la concentracidn requerida para este
analisis por lo que se hizo un reajuste del volumen para la determinacion de 5C,
tomando solo la mitad (0,5mL) respecto al resto de las muestras.

En la figura 11, se muestra la secuencia analitica en la que se realizaron las
determinaciones de las muestras reales. De acuerdo con la metodologia propuesta, se
incluye en la secuencia: blancos, patrones internos de normalizacion, patrones
internos de control y muestras; ordenados de forma tal que se garantice la
comprobacion de errores durante el proceso de determinacion analitica, desviaciones
y otros cambios que puedan afectar el valor de §"*C. (Ver mas detalles en la tabla 6 -
anexos 2).

Los resultados de intensidad en toda la secuencia (5,32 = 1,80nA), estuvieron dentro

del rango de trabajo del equipo (3 - 9nA). Adicionalmente, los valores de intensidad
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para las muestras reales se comportaron muy similares a los obtenidos en los patrones
internos, esto demuestra la validez del protocolo para trabajar con muestras de agua
de mar (aproximadamente 30mg/L de carbono en el CID, con una salinidad

aproximada de 35mg/L).
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Figura 11. Resultados de intensidad de la sefial para la secuencia analitica.

Los valores de intensidad obtenidos para la estacion Manantiales fueron superiores
(8,22 + 0,78nA). No obstante, estuvieron al igual que el resto de las muestras, dentro
del rango de trabajo del equipo; corroborando la importancia de la medicion de la AT
a las muestras como una manera de estimar el contenido de CID vy realizar el ajuste

apropiado del volumen de muestra a analizar.
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Figura 12. Resultados de la normalizacion de las muestras reales.

En esta figura se muestran los resultados de la normalizacion de las muestras reales.
Los valores de sefial delta en bruto obtenidos para todas las muestras se encentran
fuera del rango de normalizacion establecido por los patrones internos excepto las
tomadas en la estaciobn Manantiales, a pesar de esto todas las muestras fueron
normalizadas; pero se evidencia la necesidad de trabajar con un patron interno
superior de mayor escala. A partir de la interpretacion de estos resultados se pudiera
sugerir la utilizacién de estos patrones internos en el analisis de matrices de agua

dulce.

Los resultados de 8'3C en muestras reales de agua de mar demuestran que la
metodologia propuesta permite distinguir entre aguas con aportes de CID de

diferentes fuentes. (\Ver mas detalles en la figura 13).

En la estacion Manantiales se obtuvo un valor promedio de -12,85%o este resultado

corresponde con los reportados por la literatura para zonas con presencia de
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macrofitos y se encuentra dentro del intervalo reportado para el agua dulce, esto se
corrobora con los bajos resultados de salinidad obtenidos, por lo que se pudiera decir
que esta estacion presenta una mezcla de aguas diferentes. Las restantes muestras se
encuentran entre -1,23 y -0,91%o, correspondiendo con los valores reportados para los

carbonatos marinos (IAEA/UNESCO, 2000).

04 Carbonatos
Marinos ¢ S . .

5'%C-CIDygs. svec VS VPDB (%0)

Figura 13. Muestras y fuentes de carbono en ecosistemas marino-costeros.
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CONCLUSIONES

1. Lametodologia analitica utilizada es eficiente para la determinacion de 8*°C del
Carbono Inorganico Disuelto en agua de mar.

2. La sefial de 8*3C del Carbono Inorganico Disuelto en las muestras de agua de
mar colectadas estuvo entre -12,87%o y -0.65%o, con un valor promedio de -
3,35+ 5,01%o.

3. Los resultados de 5'C en muestras reales de agua de mar demuestran que la
metodologia propuesta permite distinguir entre aguas con aportes de Carbono

Inorganico Disuelto de diferentes fuentes.
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RECOMENDACIONES

» Realizar un estudio completo de validacion de este método, incluyendo las
concentraciones de Carbono Inorganico Disuelto en el rango de las aguas dulces

superficiales y subterraneas.

> Obtener un Patrén Interno de Normalizacion con un valor de §°C superior al de
NC, para asegurar que las muestras de agua de mar estén dentro del rango de

normalizacion de los patrones.
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ANEXOS

Anexo 1. Resultados en bruto del anélisis de los patrones

Tabla 5. Resultados en bruto del analisis de los patrones.

NC AH CB
Intensidad Intensidad Intensidad
Réplicas dC-CID d1C- d1C-
masa 44 masa 44 masa 44
(%o) CID (%o) CID (%)
(nA) (nA) (nA)
1 4,84 -4.66 478 -20,41 6,48 -14,74
2 571 -4.92 5,24 -20,45 5,89 -14.84
3 4,68 -4 87 5,31 -20,21 6,83 -14,73
4 6,56 -5,65 6,91 -20,13 6,41 -15,58
5 6,93 -5,67 7,00 -20,26 6,69 -15,49
6 6,61 -5,93 6,29 -20,41 6,24 -15,71
7 4,07 -7,36 5,86 -20,34 6,56 -15,72
8 6,34 -6,03 6,85 -20,18 6,18 -15,83
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@ Patrén de Normalizacién (NC)

A Patron de Normalizacion (AH)
0 o Patrén de Control (CB)
Ecuacién y = mX+n —— Curva de Nomalizacién
-2 4 |Intercepto 269049 + 0.34352
4] Pendiente 1.09123 + 0.02304 o &
Pearson 0.99689
6 4 R cuadrado 0.9938

5'C-CID,gs.Lvec VS VPDB (%)

T T
-22  -20

Figura 14. Normalizacion de los patrones internos (Prueba 2).

48 16 14 12 -0 -8 & 4
3'3C-CID (%) (datos en bruto)
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Anexo 2. Resultados en bruto del analisis de la secuencia analitica

Tabla 6. Resultados en bruto de la Secuencia analitica.

Muestras Intensidad masa 44 (nA) 8°C-CID
MiliQ 0,12 -17,31
MiliQ 0,11 -14,47

NC 6,77 -4,80

NC 6,03 -4,96

CB 6,24 -14,93

CB 6,18 -15,02

AH 6,71 -20,06
AH 6,66 -20,16
Manantiales 8,77 -13,71
Manantiales 7,67 -13,77
L6b Sur 5,18 -2,18
L6b Sur 5,55 -2,24
Jucaral 5,34 -2,59
Jucaral 4,96 -2,60

P Gorda 5,42 -2,72
P, Gorda 5,45 -2,75
C, Jagua 5,16 -2,41
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C Jagua
NC
NC
CB
CB
AH

AH

5,37
6,82
5,42
6,14
5,13
6,85

5,45

-2,44
-4,82
5,20

-15,04

-15,16

-20,22

-20,45

Anexos
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Anexo 3. Resultados de 8"*C-ClDpgs.Lsvec Vs VPDB de muestras reales de agua

de mar
® Promedio
06 - I Desviacion Estandar
07 .i‘ # \/alores Obtenidos
__ -0.8-
= 091 Y14
m -1.04
a ]
% 1.1 - Y X
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€ 43l 4
. ]
o 1.4 ==
?
2 -12.7 4
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=
&)
o -12.8- .
O
w0 12,9 ¢
-13.0 T T T T T
& o & P K
& o’ & 0& )"”q
.}& ‘ogo& ) . bﬂ

Figura 15. Distribucién de valores de §"°C-CID en las muestras reales de agua de mar

de la bahia de Cienfuegos (Prueba 3).
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