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RESUMEN

La extraccion de pigmentos del fitoplancton marino es una técnica frecuentemente usada para la determinacion de
los principales grupos presentes mediante el uso de técnicas analiticas. La determinacion de estos compuestos
(carotenoides y clorofilas) se hace principalmente por cromatografia liquida de alta presiéon (HPLC) con deteccion
UV-visible y fluorescencia, con diversos métodos publicados al respecto. Pero la extraccion previa necesaria para
su determinaciéon es un paso poco estudiado que requiere ser optimizado. En este trabajo se analizan diversos
factores que afectan al proceso de extraccion, usando como técnica principal la microsonda ultrasonido, validando
el método con muestras de cultivo y muestras reales recolectadas a diferentes profundidades.

INTRODUCCION

Para la extraccion y determinaciéon de carotenoides y
clorofilas del fitoplancton las técnicas mas usadas son la
extraccion por ultrasonidos y la determinacion por
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) con
deteccion UV-visible y fluorescencia [1].

Son diversos los estudios publicados donde se realiza una
optimizacion de la determinacion por HPLC-UV-visible
[2, 3], variando en cada método las condiciones
cromatograficas, y el nimero de carotenoides secundarios
que pueden ser detectados segun las limitaciones de cada
método. En cualquier caso todos los métodos publicados
permiten la determinacion de las clorofilas y los
principales carotenoides. El método de deteccion aceptado
por el Joint Global Ocean Flux Studies (JGOFS)
publicado por S. Wright ha sido uno de los mas utilizados
[4].

En zonas eutroficas el procedimiento de extraccion de los
pigmentos no es un paso critico, porque pequefios
porcentaje de recuperacion de compuestos son suficientes
para obtener buenas seflales cromatograficas, pero en
zonas oligotroficas este paso puede ser determinante para
la obtencion de resultados concluyentes.

Los volimenes de agua de mar recolectados para la
determinacion de pigmentos fitoplantdnicos, varian entre
0.5 y 4 litros en funcion de la concentracion esperada de
fitoplancton en las mismas [5, 6]. Pero no siempre es
suficiente con recolectar un volumen de muestra mayor, o
no siempre es posible disponer de un volumen de muestra
tan elevado, por eso es importante para zonas
oligotroficas, optimizar el procedimiento de extraccion de
estos compuestos para maximizar su recuperacion,

aumentando su seflal cromatografica a la vez que se
disminuye el ruido por interferencias con la matriz o
productos de degradacion.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras se recolectaron en botellas Niskin para
muestras reales y en cultivos controlados del género
Nichia y Phaeodactylum (Banco Espaiol de Algas, BEA).
Los cultivos artificiales fueron necesarios para la
obtencion de muestras idénticas que permitieran el estudio
analitico y la optimizacion de parametros de forma
reproducible. Los filtros utilizados para su recuperacion y
concentracion fueron Whatman GF/F de 47 mm de
diametro, y los pigmentos se extrajeron a través de una
sonda ultrasonidos con metanol (Panreac®), con
clarificacion posterior de los extractos por centrifugacion
y filtracion.

Los extractos se analizaron por HPLC siguiendo la
metodologia de Wright ef al., 1991 [4], con una columna
cromatografica Waters®™ Spherisorb 5 pm ODS2 4.6x250
mm C18. Los carotenoides se analizaron a 440 nm para el
detector UV-visible y las clorofilas a 436 nm de
excitacion y 680 nm de emision con el detector de
fluorescencia. Para la determinacién de concentraciones
individuales de cada compuesto se utilizaron estandares de
clorofila a y clorofila b obtenidos en Sigma-Aldrich®, y
los estandares de los carotenoides se obtuvieron en el DHI
Institute for Water and Environment (Denmark).

La sonda ultrasonido utilizada fue Branson Digital
Sonifier, modelo 450, con el accesorio de micropunta
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instalado para la extraccion en viales y tubos de ensayo de
pequefio volumen. En nuestro caso la extraccion se llevo a
cabo en tubos coénicos de 10 mL de volumen total con
rosca, para su posterior centrifugacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

La optimizacion del procedimiento de extraccion consistid
como primer paso en la obtencion de sesenta filtros
idénticos con la misma concentracion y tipo de
fitoplancton procedente de cultivos marinos, para poder
disponer de muestras reproducibles que permitieran hacer
el estudio de la optimizacion de los parametros de
extraccion. Los parametros optimizados en el estudio
fueron:

1. Secado previo de la muestra.

2. Trozeado del filtro Whatman GF/F previo a la
extraccion.

3. Volumen de extractante afiadido (metanol puro
y refrigerado).

4. Amplitud y tiempo de extraccion mediante
microsonda ultrasonido.

5. Extraccion en un solo paso, o en varios pasos
consecutivos con  tiempos de  reposo
intercalados.

6. Estudio del enfriamiento de la muestra en los
tiempos de reposo durante la extracciéon para
minimizar la pérdida por degradacion.

7.  Centrifugacion y clarificacion de la muestra.

8. Filtrado previo a la determinacion por HPLC-
UV-visible y fluorescencia.
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Fig. 1. Resumen del proceso de extraccion
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