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Resumen : 

Se p resen ta  un método pa ra  l a  de te rm inac ión  e s p e c t r o f l u o r i m 6 t r i c a  de c l o r o f i l a s  
a y  b en a l g a s  ben tón i cas  marinas, u t i l i z a n d o  como t é c n i c a  de sepa rac ión  l a  Croma- 
t o g r a f í a  en Capa F i n a .  Se es. tablecen l a s  co r respond ien tes  cu rvas  de c a l i b r a d o  v se 
r e a l i z a  un e s t u d i o  e s t a d S e t i c o  de l  m6tüdü. E l  micmü se a p l i c a  a  
c l o r o . F i l a  a y  b en a l g a s  verdes y  pardas d e l  l i t o r a l  d e l '  A r c h i p  

Pa lab ras  c l a v e :  pigmentos,  a lgas ,  e s p e c t r o f l u o r i m e t r f a .  

Summary : 

The paper p r e s e n t s  a  s ~ e c t r o f l u o r o m e t r i c  method f o r  determ 

l a  d e t e r m i n a c i h  de 
61 ago Canar io .  

n i n g  c h l o r o p h y l l s  a . .  . 
and b :in mar ine a lgae  u s i n g  t h i n - l a y e r  chromatography as sepa ra te  techn ique.  

T h i c  e s t a b l i s h e d  a  co r respond ing  c a l i b r a t i o n  cu rve  and a  s t a d i s t i c a l  s tudy  of  
t h e  method. Ereen and brown a lgae  f rom t h e  Canary I s l a n d s  was used t a  determine 
c h l o r o p h y l l s  a and b. 
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INTRODUCCION 

La de te rm inac ion  c u a n t i t a t i v a  de p igmentos  c l o r o f ' i l i c o s  f o t o s i n t 6 t i c o s  es uno 
de l o s  a n i i l i s i s  que, con mayor f r e c u e n c i a ,  se l l e v a n  a  cabo en Oceanografía.  E l  
propósi.k.0 de l o s  e s t u d i o s  sobre  e s t i m a c i ó n  de concen t rac iones  de pigmentos s u e l e  
s e r  va r i ado ,  aunque c e n t r a d o  c a s i  s iempre en comunidades de f i t o p l a n c t o n .  

Las concen t rac iones  de c l o ~ o f i l a  a se u t i l i z a n  r u t i n a r i a m e n t e  p a r a  es t imar  l a  
biomasa de l  f i t o p l a n c t o n  y  l a  p r o d u c t i v i d a d ,  m ien t ras  que l o s  p roduc tos  de degrada- 
c i ó n  son i n d i c a d o r e s  d e l  es tado F i s i o l ó g i c o ,  de l  con ten ido  d e t r í t i c o  y  de l o s  
procesos de p a s t a j e  de l a s  pob lac iones  n a t u r a l e s  de f i t o p l a n c t o n  (9 ) .  Las medidas 
de c l o r o f i l a s  tambi6n ayudan a  entender  l o s  s is temas n a t u r a l e s  y juegan un papel  
i m p o r t a n t e  en e s t u d i o s  de e v a l u a c i ó n  de l  impacto  de l a  p o l u c i ó n ( l 0 ) .  

En gene ra l ,  l o s  m6todos anal  t t i c o s  u t i l i z a d o s  para  l a  de te rm inac ion  de c l o r o f i -  



l a s  e s t á n  basados en medidas espec t ro fo tomét r i cas  (6,8,11,13) y espectroFluorimé- 
t r i c a s  (1,3,7). Estos se han i d o  per fecc ionando progresivamente p3ro se c a r a c t e r i -  
zan p o r  p r e s e n t a r  c i e r t a s  desventajas que l e s  r e s t a n  p r e c i s i ó n  y exac t i tud (9 ,12) ,  

Aunque con l a s  medidas de f l u o r e s c e n c i a  se a lcanza mayor s e n s i b i l i d a d  y 
s e l e c t i v i d a d  que con l a s  de absorc iÓn( l ) ,  l a  determinación f l u o r i m 6 t r i c a  de l a  
c l o r o f i l a  9 su f re  i n t e r f e r e n c i a s  debido a  l a  presencia de l a s  c l o r o f i l a s  b  y c y 
productos de degradación, que emiten en l a  misma r e g i 6 n  espectra l  que l a  pr imera 
( 2 ) .  Es tos  problemas se pueden subsanar mediante l a  separación p r e v i a  de l o s  
d i s t i n t o s  pigmentos presentes en l a  muestra ( 4 ) .  

Como c a s i  todos l o s  es tud ios  sobre e l  d e s a r r o l l o  y comparación de l o s  métodos 
de e s t i m a c i b n  de pigmentos se r e f i e r e n  a  muestras de p lanc ton  y l a  u t i l i z a c i ó n  de 
l o s  mismos e s t á  aYn en d iscus lbn ,  se in t roduce  un método basado en l a  espec t ro f luo -  
r i m e t r í a  usando como t é c n i c a  de separac ión p r e v i a  l a  cromatograf ía  en capa f i n a ( 5 1 ,  
para l a  determinación de c l o r o f i l a s  a y c l o r o f i l a  b en muestras na tu ra les  de 
macroalgas. Los resu l tados  obtenidos se comparan con l o s  encontrados u t i l i z a n d o  l a s  
ecuaciones de J e f f r e y  y Humphrey(6). 

METODO EXPERIMENTAL 

Aparatos 
a 

Todas l a s  medidas de f l u o r e s c e n c i a  se e f e c t u a r o n  con un Espec t ro f luo r ímet ro  
N 

Perkin-Elmer equipado con arco de Xenon Osram XBO 150 W ,  r e g i s t r a d o r ,  u l t ra te rmos-  
E 

t a t o  S e l e c t a  F r l g i t h e r m  y c e i u i a s  de cuarzo de 1 cm. de paso de luz .  " 
n 

Las medidas de absorc ión se r e a l i z a r o n  en un Espectrofotómetro Visible-U.V. 
- - 
m 

Perkin-Elmer $501. 
O 

E 
La 'local i z a c i 6 n  de 1 as manchas de l o s  pigmentos en l a s  placas se r e a l i z ó  con E 

una lámpara B i o t r o n  con l o n g i t u d e s  de onda de emis ión  de 254 y 360 nm. 
2 
E 

xF I 
- 

1 A 0 3 

Figura 1.- Espectros de excitacion ( A )  y emisión ( 0 )  de l a  c l o r o f i l a  a en acetona-agua 
(90% v / v ) .  R ( 4 - 4 ) ,  S (0.1-1) 
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Figura 2.- Espectros de exc i t ac ión  ( A l  y ( 0 )  de l a  c l o r o f i l a  b en acetona-agua (90% 
v / v ) .  R ( 4 - 4 ) ,  S (0,l-3) 

Reac t i vos  

Todos l o s  expe r imen tos  se l l e v a r o n  a  cabo con  r e a c t i v o s  de grado a n a l í t i c o ,  
d í s o l v e n t e s  p u r i f i c a d o s  y  agua des ion i zada .  

Se usaron p a t r o n e s  de c l o r o f i l a  a y b Cigma (C-6144 y C-5878 r e s p e c t i v a m e n t e ) ,  
p rev iamente  p u r i f i c a d o s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  en capa f i n a .  

P roced im ien to  

Se r e a l  i z a r o n  l o s  e s p e c t r o s  de e x c i t a c i o n  y e m i s i a n  de l a s  c l o r o f  i l a s  a y b 
( F i g u r a s  1 y S), r e s u l t a n d o  como l o n g i t u d e s  de onda de e x c i t a c i o n  y e m i s i 6 n  máxlmas 
r rsper t ;vas ,  412, 66Y nm. p a r a  12 pr imera? y 6 6 Z j  652 n m .  p a r a  1- segunda. 

Se e s t a b l e c i e r o n  l a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  c u r v a s  de c a l i b r a d o  e n t r e  100 y 1000 
ppb., u t i l i z a n d o  l a s  l o n g i t u d e s  de e x c i t a c i ó n  y e m i s i 6 n  i n d i c a d a s  a n t e r i o r m e n t e .  

Ap l i cando  e l  metodo de r e g r e s i h ,  l a s  ecuac iones  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a s  r e c t a s  
de c a l  i b r a d o  r e s u l t a r o n  s e r :  

%F= 3 . 0 -  t oo?Q (ppb. c l  a ) :  p a r a  l a  c l o r o f i l a  a, c .c .=  0,996 
Y 

%F= 0.48 t 0.10 (ppb.  c l  b ) ,  p a r a  l a  c l o r o f i l a  b ,  c.c ,=  0,992 

cuya r e p r e s e n t a c i 6 n  g r s f i c a  se  encuen t ra  en l a  F i g u r a  3. 

Los r e s u l t a d o s  d e l  e s t u d i o  e s t a d f s t i c o  d e l  m6tado s e  r e f l e j a n  en l a  T a b l a  1, 
observ2ndose que e s t e  e s  c o r r e c t o  y que no p r e s e n t a  e r r o r e s  s i s t e m 5 t i c o s .  
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Figura 3.- Curvas de cal ibrado de l a  c l o r o f i l a  a (A) y c l o r o f i l a  b (S)  
(A) exc.= 432 nm., A em.= 668 nm., R (6-6) ,  S (0.3-0) 
(8) X exc.= 462 nm., X em.= 652 nm., R (6-61, S (1-2) 

TABLA 1: Resultados del estudio es tadís t ico  del método. 

Parámet ros  Curva A Curva B. 
e s t a d í s t i c o s  * C 1  a pues ta  (ppb) C1 b puesta  (ppb) 

499.3 430.2 .................................................................. 

* Ca l cu lados  p a r a  11 muest ras  d i f e r e n t e s .  

Se i n t r o d u c e  en un tubo  de ensayo de 2 cm, de d iáme t ro ,  ce r rada  herm6t icamente,  
una  c a n t i d a d  de a l g a  comprendida e n t r e  1 . 5  y 4.0 g .  La e x t r a c c i ó n  de l o s  pigmentos 
se r e a l i z a  en acetona a1 90% (v / v )  du ran te  2 4  ho ras  manteniendo l a s  muestras a O "  C 
y p r o t e g i d a s  de l a  l u z .  A c o n t i n u a c i ó n  se comple ta  l a  e x t r a c c i ó n  con un  ené rg i co  
t r i t u r a d o  de l  m a t e r i a l .  E l  e x t r a c t o  una vez f i l t r a d o  se  cambia de fase  a d i e t i l  
C ter :NaCl  (1:lO). 

La sepa rac ián  de l o s  d i f e r e n t e s  p igmentos  se r e a l i z a  u t i l i z a n d o  p lacas  cromato- 
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g r á f i c a s  de v i d r i o ,  usando como fase e s t a c i o n a r i a  c e l u l o s a  y  como f a s e  m á v i l  l a s  
m e z c l a s  n-prapano1:Gter  de p e t r ó l e o  ( 2 . 5 : 9 7 . 5 )  e n  una d imens ión y  e t e r  de 
p e t r ó l  e o : c l  o ro formo:acetona ( 7 0 : 3 0 : 0 . 5 )  en 1  a o t r a .  

Una vez d e s a r r o l l  adas l a s  p l a c a s ,  se r e e x t r a e n  l a s  c l o r o f i l a s  a  y  b  con acetona 
al 90% ( v /v )  p r e v i o  c e n t r i f u g a d o  a  O" C d u r a n t e  30 min .  y l avado  con volúmenes de 
4 .3  y  3 m l .  

Las  medidas de F l u o r e s c e n c i a  de l o s  e x t r a c t a s  r e s u l t a n t e s  y l a s  ecuac iones de 
1 a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  c u r v a s  de c a l i b r a d o  nos p e r m i t e n  d e t e r m i n a r  l a s  concen t ra -  
c i o n e s  de l o s  p igmen tos  en e s t u d i o .  

RESULTADOS Y D I S C U S I O N  

E l  método a n t e s  d e s c r i t o  se a p l i c ó  a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  de n i v e l e s  de concen t ra -  
c i ó n  de d i c h o s  p igmen tos  e n  a l g a s  ve rdes  y  pa rdas  de d i f e r e n t e s  zonas de l a  i s l a  de 
G r a n  Canar ia  ( F i g u r a  4 ) .  Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  s e  muestran en l a s  Tab las  11, 
111, X V  y  V,  j u n t o  con l o s  encon t rados  a p l i c a n d o  l a s  ecuac iones de J e f f r e y  y  
H u m p h r e y  ( 6 ) .  

i Me 1 ena ra 

Arinaga 2 
F igu ra  4.- Loca l izac ión geográf ica de l a s  zonas muestreadas. 

TABLA 11: Nive les  de concentración de c l o r o f i l a  a en algunas especies de algas pardas 
procedentes de l a  PUNTA DE GALDAR (ZONA N-NW) 

C l o r o f i l a  2 (mg./g.)* 
E s p e c i e s  

* V a l o r  medio de t r e s  de te rm inac iones  
* *  Ecuac iones de J e f f r e y  y Wumphrey 

x. * *  Método p r o p u e s t o  
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TABLA 111: Nive les  de concentración de c l o r o f i l a  2 en algunas especies de a l  gas pardas 
procedentes de ARINAGA (ZONA E-SE) 

Espec ies  
C l o r o f i l a  3 (mg,/g.)*  

Método A * *  MBtodo B * * *  

c,r.c.tbse.ira humili.: 2,33 1.84 
C~~stm.elrc! com.~re,ss,a 2.35 1.47  
Cyctos.elrc! ab.ies:.mari_a 2 .22 1.84 
H_l.o.~t.er.Ss sc~ea.ria 2,44 o .  80 
Zona.r.i..a tourxef a.r291 1 . 7 1  o .  53 

* Va lo r  medio de t r e s  de te rm inac iones  
* *  Ecuaciones de J e f f r e y  y Humphrey 

* * *  MBtodo p r o p u e s t o  

TABLA I V :  Nive les  de concentración de c l o r o f i l a s  2 y b en algunas especies de algas 
verdes procedentes de ARINAtA (ZONA E-SE) 

# - - - - - : . -  
C l o r o f i l a  2 ímg./g+)* C l o r o f i l a  b (mg,/g.)* 

c s p w  les  

* V a l o r  medio de t r e s  de te rm inac iones  
* *  Ecuaciones de J e f f r e y  y Humphrey 

* * *  Metodo p r o p u e s t o  

En g e n e r a l ,  se observan v a l o r e s  i n f e r i o r e s  de c o n c e n t r a c i ó n  Para  l a  c l o r o f i l a  a 
po r  n u e s t r o  métado r e s p e c t o  a l o s  o b t e n i d o s  basBndonos en l a s  ecuac iones an tes  
c i t adas .  S i n  embargo, p a r a  l a  c l o r o f i l a  b se obse rva  e l  e f e c t o  c o n t r a r i o .  

Todo e l l o  es tB  de acuerdo con l o s  d a t o s  b i b l i o g r ~ f i c o s  que i n d i c a n  l a  f a l t a  de 
e x a c t i t u d  y p r e c i s i á n  de l o s  métodos e s p e c t r o f o t o m 6 t r i c o s  puestos  a pun to  para  l a  
de te rm inac i6n  de p igmentos  en muestras n a t u r a l e s  d e l  medio marino, en e l  s e n t i d o  
que sobreest iman l a s  c o n t e n i d o s  de c l o r o f i l a  a y subest iman l o s  de l a  c l o r o f i l a  
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