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Resumen:

Se presenta uh método para la determinaci6n espectrofluorinétrica de clorofilas
ay b en algas benténicas marinas, utilizando como técnica de separacién Ta Croma-
tografia en Capa Fina. Se establecen las correspondientes curvas de calibrado y se
realiza un estudio estadistico del método. E1 mismo se aplica a 1a determinacién de
clorofila a y b en algas verdes y pardas del Titoral del Archipiélage Canario.
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Summary:

The paper presents a spectrofluorometric method for determining chlorophylls a
and b in marine algae using thin-layer chromatography as separate technique.

This established a corresponding calibration curve and a stadistical study of
the method. Green and brown algae from the Canary Islands was used to determine
chlorophylls a and b.

Key words: Pigments, algae, spectrofluorimetry.

INTRODUCCION

lLa determinacidn cuantitativa de pigmentos clorofilicos fotosintéticos es uno
de Tlos andlisis que, con mayor frecuencia, se Tlevan a cabo en Oceanografia. E1
propésito de los estudios sobre estimacidn de concentraciones de pigmentos suele
ser variado, aunque centrado casi siempre en comunidades de fitoplancton.

Las concentraciones de clorofila a se utilizan rutinariamente para estimar Jla
biomasa del fitoplancton y la productividad, mientras que los productos de degrada-
¢ién son indicadores del estado fisioldgico, del contenido detritico y de 1los
procesos de pastaje de las poblaciones naturales de fitoplancton (9). Las medidas
de clorofilas también ayudan a entender los sistemas naturales y juegan un papel
importante en estudios de evaluacién del impacto de Ta polucidn(10).

En general, los métodos analfticos utilizados para la determinacién de clorofi-
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las estdn basados en medidas espectrofotométricas (6,8,11,13) y espectrofluorimé-
tricas (1,3,7). Estos se han ido perfeccionando progresivamente nzro se caracteri-
zan por presentar ciertas desventajas que Tes restan precisifn y exactitud(9,12).

Aunque con las medidas de fluorescencia se alcanza mayor sensibilidad y
selectividad que con las de absorcién(l), 1a determinacién fluorimétrica de 1a
clorofila a sufre interferencias debido a 1a presencia de las clorofilas byc vy
productes de degradacién, que emiten en la misma regién espectral que la primera
(2). Estos problemas se pueden subsanar mediante 1a separacién previa de Jlos
distintos pigmentos presentes en 1a muestra (4).

Como casi todos los estudios sobre el desarrollo y comparacién de los métodos
de estimacién de pigmentos se refieren a muestras de plancton y la utilizacidn de
los mismos estd aln en discusién, se introduce un método basado en la espectrofluo-
rimetria usando como técnica de separacién previa la cromatografia en capa fina(5),
para la determinacién de clorofilas a v clorofila b en muestras naturales de
macroalgas. Los resultados obtenidos se comparan con los encontrados utilizando las
ecuaciones de Jeffrey y Humphrey(6).

METODO EXPERIMENTAL
Aparatos

Todas las medidas de fluorescencia se efectuaron con un Espectrofluorimetro
Perkin-ETmer equipado con arco de Xenon Osram XBO 150 W, registrador, ultratermos-
tato Selecta Frigitherm y células de cuarzo de 1 cm. de paso de luz.

Las medidas de absorcién se realizaron en un Espectrofotémetro Visible-U.V.
Perkin-Elmer $501.

La 1lecalizacién de 1as manchas de los pigmentos en las placas se realizd con
una Tampara Biotron con longitudes de onda de emisidn de 254 y 360 nm.
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Figura 1.- Espectros de excitacisn (A) vy emisién (B) de 1a clorofila a en acetona-agua
(90% v/v). R (4-4), § (0.1-1)
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Figura 2.- Espectros de excitacidn (A) y (B) de la clorofila b en acetona—agua (90%
v/v). R (4-4), S (0.,1-3)

Reactivos

Todos los experimentos se 1levaron a cabo con reactivos de grado analfitico,
disolventes purificados y agua desionizada.

Se usaron patrones de clorofila a vy b Sigma (C~6144 y C-5878 respectivamente),
previamente purificados por cromatografia en capa fina.

Procedimiento

Curvas de calibrado

Se realizaron los espectros de excitacién y emisién de las clorofilas a y b
(Figuras 1 v 2}, resyltando como longitudes de onda de excitacidn y emisibn méximas
respectivas, 432, 668 nm. para la primera, y 462, 652 nm. para la segunda.

Se establecieron las correspondientes curvas de calibrado entre 100 y 1000
ppb., utilizando las longitudes de excitacidn y emisibn indicadas anteriormente.

aplicando el método de regresidn, las ecuaciones correspondientes a las rectas
de calibrado resultaron ser:

o

F

it

2.06 + 0,09 (ppb., ¢l a), para la clorofila g,.c.c.= 0.996

g

F

H

0.48 + 0.10 {ppb. ¢1 b), para Ta clorofila b, c.c,= 0,992
cuya representacién gréfica se encuentra en la Figura 3.

Los resultados del estudio estadistico del método se reflejan en la Tabla I,
observandose que éste es correcto y que nho presenta errores sistemdticos.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.Biblioteca Universitaria. Memoria Digital de Canarias, 2004



26 BENTOS, 6

xF !
|
100+ |
‘{ | %F
{
=100
80 i
L
-1 I
oo 180
I
J I
Leo
40+ [l
i o
L
20 40
[
- |
F20
c°"’zbo' 40 ' 800 ' 800 | oo ' -
/ Cla,ppb !
S T T T~ =r—-—-1=-"L
100 300 600 700 900 ¢1p, ppb
Figura 3.- Curvas de calibrado de 1a clorofila a (A) y clorofila b (8)
(A) » exc.= 432 nm., ) em.= 668 nm., R (6-6), § (0.3-0)
(B) A exc.= 462 nm., A em.= 652 nm., R (6-6), S (1-2)

TABLA I: Resultados del estudic estadistico del método.

Pardmetros Curva A Curva B,
estadisticos * Cl1 g puesta (ppb) €1 b puesta (ppb)
499,3 430.2
X 497.0 433.2
Y 615.0 310.1
o 24.8 17.6
o 7.4 5.3
toxp, 0.0 0.1
t¥onp. 0.3 0.5
Error (%) £ 3.4 2.7

* Calculados para 11 muestras diferentes.

Determinacién espectrofluorimétrica de clorofilas a y b en muestras naturales de
algas benténicas marinas

Se introduce en un tubo de ensayo de 2 cm. de didmetro, cerrado herméticamente,
una cantidad de alga comprendida entre 1,5 y 4.0 g. La extraccién de Tos pigmentos
se realiza en acetona al 90% (v/v) durante 24 horas manteniendo las muestras a 0° C
y protegidas de Ta Tuz. A continuacidn se completa la extraccién con un enérgico
triturado del material. E1 extracto una vez filtrado se cambia de fase a dieti]
éter:NaCl (1:10).

La separacidn de los diferentes pigmentos se realiza utilizando placas cromato-
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ograficas de vidrio, usando como fase estacionaria celulosa y como fase mévil las
mezclas n-propanol:éter de petrdleo (2.5:97.5) en una dimensidén y éter de
petrdleoicloroformotacetona (70:30:0.5) en la otra.

Una vez desarrolladas las placas,  se reextraen las clorofilas a y b con acetona
al 90% (v/v) previo centrifugado a 0° C durante 30 min., y lavado con volGmenes de
4.3y 3 nl.

Las medidas de fluorescencia de los extractos resultantes v las ecuaciones de
1 as correspondientes curvas de calibrado nos permiten determinar las concentra-
< iones de Jos pigmentos en estudio.

RESULTADOS Y DISCUSION

E1 método antes descrito se aplicd a 1a determinacidon de niveles de concentra-
< i6n de dichos pigmentos en algas verdes y pardas de diferentes zonas de la isla de
Gran Canaria (Figura 4). Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 1II,
TII, IV y ¥, junto con los encontrados aplicando las ecuaciones de Jeffrey v
Humphrey (6).

Punta de Gildar

Mel enara

Arinaga

ISLA DE GRAN CANARIA

Figura 4.- Localizacifn geogrdfica de las zonas muestreadas,

TABLA II: Niveles de concentracidn de clorofila a en algunas especies de algas pardas
procedentes de 1a PUNTA DE GALDAR (ZONA M-NW}

Clorofila a2 (mg./g.)*

Especies
Método A** Método B***
Cystoseira humilis 1.19 1.02
Cystoseira compressa 1.71 1.71
Cystoseira tamariscifolia 2.06 1.91

* Valor medio de tres determinaciones
** Ecuaciones de Jeffrey y Humphrey
® %% Método propuesto
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TABLA III: Niveles de concentracién de clorofila a en algunas especies de algas pardas
procedentes de ARINAGA (ZONA E~SE)

Clorofila & {mg./g.)*

Especies
Hétodo A** Método B***
Cystoseira humilis 2,33 1.84 i
Cystoseira compressa 2.35 1.47
Cystoseira abies-marina 2.22 1.84
Halopteris scoparia 2.44 0.80
Zonaria tournefortii 1.7 0.53

* Valor medio de tres determinaciones
** Ecuaciones de Jeffrey y Humphrey
*** Método propuesto

TABLA IV: Niveles de concentracién de clorofilas a ¥ b en algunas especies de algas
verdes procedentes de ARINAGA (ZONA E-SE)

Clorofila a (mg./9.)* Clorofila b (mg./g.)*
Especies
Método A**  Método B*** Método A** Método B***
Chaetomorpha 1inum 3.22 1.77 1.59 1.97
Ulya rigida 1.86 0.39 1.05 0.74
Valonia utricularis 1.17 0.21 0.71 0.44

* Valor medio de tres determinaciones
** Ecuaciones de Jeffrey y Humphrey
*** Método propuesto

TABLA V: Niveles de concentracién de clorofilas a y b en algunas especies de algas
verdes y pardas procedentes de WELENARA (ZOMA E-SE)

Clorofila a (mg./g.)* Clorofila b (mg./g.)*

0.79
* Yalor medio de tres determinaciones

** Ecuaciones de Jeffrey y Humphrey

*** Método propuesto

En general, se observan valores inferiores de concentracifn para 1a clorofila a
por nuestro método respecto a los obtenidos basdndonos en las ecuaciches antes
citadas. Sin embarge, para la clorofila b se observa el efecto contrario.

Tode ello estd de.acuerdo con los datos bibliograficos que indican la falta de
exactitud y precisién de los métodos espectrofotométricos puestos a punto para la
determinacién de pigmentos en muestras naturales del medio marino, en el sentido
que sobreestiman Tos contenidos de clorofila a y subestiman los de la clorofila b
(13),
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