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RESUMEN

Se evaluo el desempeiio de un método fluorométrico para la cuantificacion directa de clorofila-a,
para esto se utilizd un material con alto contenido de clorofilas, obtenido a partir de algas marinas
liofilizadas. Los resultados de la concentracion de clorofila-a en las muestras analizadas mostraron alta
correlacion (r=0.981) con el método espectrofotométrico tricromatico, que utiliza las ecuaciones de Jeffrey
& Humphrey (Parsons et al., 1984). Asimismo, la conveniencia del método fluorométrico y del material
obtenido a partir de algas marinas se corrobor6é por medio de un analisis de variables bioldgicas tales
como: abundancia fitoplanctonica y productividad primaria. Obteniéndose resultados que permitieron
determinar las condiciones troficas del area de estudio a un bajo costo.

Palabras claves: Fluorometria, Clorofila-a, Espectrofotometria, Fitoplancton, Productividad Primaria,
Condiciones Troficas.

ABSTRACT

The perfomance of a direct chlorophyll-a flourometric cuantification method was evaluated. To do
this a high chlorophyll content material obtained from marine algae was used. The chlorophyll-a
concentration results measured in the analized samples showing high correlation (r=0.981) with those
from the tricromatric spectrophotometric method which uses the Jeffrey & Humphrey (Parsons et al.,
1984) equations. Additionally, the flourometric method and the material obtained from marine algae
advisability was corroborated by means of biological variable analysis such as: phytoplancton abundance
and primary productivity, in this way it was possible to determine the study area trophic conditions at a
low cost.

Key words: Fluorometry, Chlorophyll-a, Spectrophotometry, Phytoplankton, Primary Productivity, Trophic
Conditions, Method Comparison.



INTRODUCCION

La evaluacion del contenido de clorofila-a es
desde hace varios afos un parametro de importancia
para una gran variedad de estudios. Se han realizado,
principalmente, trabajos relacionados con la calidad
del agua en los que el contenido de clorofila-a en
estuarios es utilizado como indice de las condiciones
troficas (EPA, 2003). Asimismo, existe una gran
cantidad de informacion referente al uso de
concentraciones de clorofila-a para la estimacion
de la productividad primaria de ecosistemas marinos
(Millan-Ndnez et al., 1999; Carpenter et al., 2004);
la determinacion de clases taxonomicas a partir de
espectros de absorcion y fluorescencia de clorofila-a
en monocultivos de algas (Lynch,1999); el estudio
de fendmenos climaticos de interés oceanografico,
como lo son los vientos en el Pacifico Ecuatorial
(Rodriguez-Rubio & Stuardo, 2002), y la evaluacion
de la actividad fotosintética en corales (Ralph et al.,
2002), entre muchos otros.

Los métodos de cuantificacion de clorofila-a
son, entonces, de vital importancia en todas estas
aplicaciones y al respecto se han hecho muchos
esfuerzos encaminados a la obtencion de métodos
rapidos, econémicos y eficaces en cuanto a la
capacidad del nUmero de muestras o el area de
estudio abarcada.

Clasicamente, la cuantificacion de clorofila-a
se ha realizado por medio de la evaluacidn
espectrofotométrica de extractos en etanol o
acetona, registrando su absorbancia a varias
longitudes de onda. Este método requiere del uso
de ecuaciones, como las de Jeffrey & Humphrey o
Lorenzen, las cuales intentan discriminar la senal
producida por la clorofila-b, los feopigmentos y la
turbidez de la muestra (Parsons et al., 1984;
EPA,1997). A pesar de que este método es aceptado
como el método de referencia, tiene algunas
desventajas como su gran sensibilidad a la turbidez
de la muestra y los esfuerzos que exige mantener
constante el volumen de extraccion.

La utilizacion de High Perfomance Liquid
Chromatography, HPLC, como método de separacion
y cuantificaciéon de clorofila-a ha sido también
investigada, arrojando resultados aceptables cuando
se ha comparado con la espectrofotometria (Louda
& Monghkonsri, 2004). No obstante, a pesar de sus
ventajas relacionadas, principalmente, con la
identificacidon inequivoca de clorofila-a, es un

método poco practico para ser utilizado como
rutinario, debido a su elevado costo y tiempo de
operacion por muestra analizada, ya que se obtienen
tiempos de retencion de entre 15 y 20 minutos (Li
et al., 2002).

Adicionalmente, se han hecho varios estudios
en la cuantificacion de clorofilas usando imagenes
satelitales, provenientes de sensores remotos como
IRS-P4 (Dey & Singh, 2003) y SeaWIFS (Moore &
Abbott, 2000); métodos que tienen la ventaja de
cubrir amplias areas de estudio, sin la recoleccion
de muestras o desplazamiento a campo.

De otra parte, el fenomeno de fluorescencia
presentado por la clorofila-a ha sido aprovechado,
ampliamente, para generar instrumentos y
técnicas fluorométricas como métodos de
cuantificacion. La fluorometria tiene ventajas
interesantes sobre los métodos clasicos debido,
especialmente, al corto tiempo de analisis, los
bajos limites de deteccidon y su gran sensibilidad
la cual llega a ser mas de mil veces que la de los
métodos espectrofotométricos (Turner Desing,
2004); asimismo ha llegado a ser ampliamente
aplicada por su facilidad de utilizacion en
determinaciones in situ (Ostrowska, et al., 2000).

Sin embargo, la fluorometria sigue consi-
derandose un método indirecto, por tanto es
indispensable su calibracion con un método de
referencia como la espectrofotometria, a menos
que se cuente con un material de referencia de
clorofila-a que permita la construccion de curvas
de calibracion. Dicho material tiene, por lo
general, un alto costo.

El presente trabajo estudio la cuantificacion
fluorométrica directa de clorofila-a in vitro,
utilizando para ello un material con alto
contenido de clorofila-a construido en el
laboratorio a partir de algas marinas, el cual
tiene como inmensa ventaja su bajo costo.

La validez del método se evalu6 por
comparacion con el método espectrofotométrico,
con datos historicos de la region estudiada; asi
como con las relaciones obtenidas con otras
variables biologicas y climaticas que intervienen
en la dinamica de clorofilas en sistemas
estuarinos, como la abundancia fitoplanctonica
y las precipitaciones.



AREA DE ESTUDIO

La recoleccion de muestras para el analisis de
clorofila-a se llevo a cabo en 21 estaciones ubicadas
en la bahia de Tumaco, la cual se encuentra en el
extremo sur del litoral Pacifico colombiano (Fig. 1),
entre las latitudes 1°45’ Ny 2°00’ Ny las longitudes
78°30’ Ny 78°45’ O, comprende un area aproximada
de 350 Km? y profundidades entre 0 y 50 m (Tejada,
2002). Presenta un régimen mareal semidiurno, con
amplitud maxima de 4 m.

La bahia de Tumaco se caracteriza por tener un
clima tropical himedo. Las lluvias son de tipo
monomodal, considerandose el invierno en el primer
semestre y la época de verano el resto del ano (CCCP,
2002). Cuenta con rios cortos pero caudalosos, cuyas
principales cuencas las constituyen los rios Rosario,
Mexicano, Tablones, Gualajo, Colorado y Changiii,
entre otras. Esta configuracion hace que la bahia se
comporte como un sistema estuarino.

METODOLOGIA
Toma y preservacion de muestras

Se colectaron 30 muestras de agua, a través de
la red de estaciones de muestreo (Fig. 1) distribuidas
en la bahia de Tumaco. Las muestras fueron tomadas
con botella Niskin en dos condiciones de marea (alta
y baja), durante el mismo dia y transportadas en
bidones plasticos de polietileno hasta el laboratorio.

Para cada muestra el fitoplancton se concentré
por medio de la filtracion al vacio de 700 mL de
agua sobre filtros de celulosa de 0.45 um de tamanfo
de poro (marca Schleicher & Schuell). Los filtros
fueron guardados luego en sobres de papel aluminio
y almacenados a -10 °C hasta su analisis.

Preparacion del material de algas marinas

Se colectaron algas clorophytas de la familia
cloroficeae atrapadas entre el manglar (Rizophora
mangle) presente en una zona intermareal del area
de estudio. El material vegetal colectado fue
liberado de pequenos residuos y organismos, y
posteriormente lavado en varias ocasiones con agua
destilada. La humedad superficial fue retirada
utilizando papel absorbente.

Con el objeto de producir un material estable,
libre de humedad y de facil manipulacion las algas

obtenidas fueron liofilizadas a-50°Cy 1.33 x 10> mBar
durante tres horas en un equipo Freeze Dry System
modelo 77510 de Labconco. El material obtenido
fue tamizado en un tamiz # 40 de 425 um, empacado
en un vial, protegido de la luz con papel aluminio y
almacenado bajo refrigeracion hasta su uso para la
preparacion de curvas de calibracion.

Calibracion y parametros de desempeiio

Los espectros y medidas de concentracion se
realizaron en un espectrofluorofotometro Shimadzu
modelo RF-5301PC, controlado por el software
Personal Fluorescence Software V 1.4.

Se determinaron las condiciones instrumen-
tales, tales como el ancho de banda y las longitudes
de excitacion (EX) y emision (EM), que produjeran
la mas alta sefal instrumental para un extracto en
acetona al 90% de 10 mg de algas clorophytas. Para
ello se registraron espectros de emision en el rango
de 350 a 700 nm para los cuales se utilizd como
longitudes de onda de excitacion 380, 400, 430, 480
y 520 nm.

La concentracion de clorofila-a en el extracto
de algas se determind por medio de la aplicacion
del método espectrofotométrico y las ecuaciones
de Jeffrey & Humphrey (Parsons et al., 1984) a
extractos obtenidos sobre cantidades variables del
material vegetal, usando un espectrofotéometro UV-
Vis Perkin-Elmer Lamda 3.

Se construyeron siete curvas de calibracion,
cada una con cinco puntos: 1.30, 0.650, 0.325,
0.163, y 0.080 mg/L, obtenidos por medio de
diluciones sucesivas 1:2 a partir de la solucion
concentrada de 1.3 mg/L de clorofila-ay un volumen
total de 10 mL. Se obtuvo una Unica curva de
calibracion promediando los siete valores de
intensidad para cada punto de calibracion y utilizando
una regresion por minimos cuadrados. Se midieron
en diez ocasiones patrones de 0.650 y 0.085 mg/L,
con el objeto de evaluar la precision del sistema.
Adicionalmente, se midieron diez blancos de
reactivos (solucion de extraccion) para determinar
el limite de deteccion.

Los extractos de 1.3 mg/L fueron preparados
tomando 20 +/- 0.2 mg del material de algas en
un tubo de ensayo, en el cual se adiciond 10 mL
de acetona (Pestanal, Riedel - de Haén) al 90% en



agua destilada. A continuacion el tubo se agito
vigorosamente por cinco minutos. Se dejo decantar
el residuo y, finalmente, se transvasé el sobre-
nadante a otro tubo limpio y seco.

Analisis fluorométrico
de muestras de fitoplancton

Cada uno de los filtros preservados bajo
refrigeracion fue disuelto por agitacion en 10 mL de
acetona al 90% dentro de tubos de ensayo. A
continuacion fueron centrifugados y el sobrenadante
fue transvasado directamente a la celda de medida
del espectrofluorofotometro e interpolada la lectura
de intensidad directamente en la curva de calibracion
establecida. Adicionalmente, los mismos extractos
fueron analizados el mismo dia por espectrofotometria,
con el objeto de comparar los dos métodos.

Andlisis complementarios

Se tomaron separadamente aproximadamente
500 mL de muestra en cada estacion para llevar a cabo
el analisis de abundancia fitoplancténica por medio de
conteo celular en un microscopio 6ptico (Leica Galen
), luego de fijar cada muestra con formol al 10%.

RESULTADOS Y DISCUSION
Material de algas marinas

Se obtuvieron 451 mg de material vegetal,
el cual se uso para la construccion de curvas de
calibracion. Su caracterizacion, por medio del
analisis espectro-fotométrico de la concentracion
de clorofila-a (Clo-a) sobre cantidades variables
de algas liofilizadas (Tabla 1), mostré que dicho
material tiene una concentraciéon de 0.634+/
-0.041 mg Clo- a / g de material vegetal (P = 0.05).

Consideraciones Analiticas

La longitud de onda de emision de los extractos
acetonicos se registré a 667.0 nm, usando un ancho
de banda de 5 nm, y la intensidad de dicha emision
resultd ser dependiente de la longitud de onda
excitacion (EX) utilizada (Fig. 2), presentando una
intensidad maxima a 430 nm.

La curva de calibracion fluorométrica de Clo-a
presento linealidad hasta 0.650 mg/L, soluciones mas
concentradas tornaron la ecuacion de calibracion en
polinomios de segundo orden (Fig. 3). La ecuacion
de la recta de calibracion fue Y = 365.9 X + 6.8641,
con un coeficiente de correlacion r’=0.9962 y un
intercepto significativamente diferente de cero (P =
0.05). La sensibilidad del método fluorométrico fue
de 366 unidades de intensidad/(mg/L) de Clo-a.

La prueba de precision mostro coeficientes
de variacion (CV) de 0.42 y 1.17 % para 0.650 y
0.085 mg/L, respectivamente.

El limite de deteccion, con incertidumbre del
95%, es de 0.16 ug/L Clo-a. Este valor resulta menor
en un orden de magnitud al reportado (5.8 ug/L)
para Cromatografia Liquida de Alta Presion, HPLC
(por sus siglas en inglés) (Li et al., 2002).

Comparaciéon de Métodos

Las muestras colectadas en las 21 estaciones de
muestreo se analizaron por los métodos espectro-
fotométrico y fluorométrico (Fig. 4) en el cual se
observa una linea de tendencia con ecuacién
Y=1.058X+0.2105, que muestra la existencia de
concordancia entre los resultados obtenidos por el
método fluorométrico, en el que se usé el material
de algas clorophytas, y el método de referencia
(espectrofotométrico), con un error relativo de la
pendiente con respecto al valor esperado (m = 1)
de 5.6%. La correlacion entre los dos métodos
evidenciado es r =0.981, la cual resulto significativa
aP=0.01.

El analisis de la distribucion de las diferencias
de concentracion entre métodos (Fig. 5) no muestra
tendencias que permitan evidenciar la presencia de
errores sistematicos. Sin embargo, a pesar de que
no se evidencian diferencias proporcionales, es claro
que para la mayoria de las muestras el contenido
de Clo-a, calculado por el método fluorométrico,
es menor al obtenido por espectrofotometria.

Verificacion de resultados

Cuando se evallan parametros fisicoquimicos con
el objeto de estimar el estado salud de un ecosistema
hay que tener en cuenta que estos dependen de
factores bioticos como la diversidad y abundancia de



individuos, nUmero de taxas, entre otros; por tanto
no es suficiente con tener datos puntuales. En lugar
de esto se utilizan rangos de variacion con los cuales
es posible establecer criterios individuales para cada
tipo de ecosistema.

Es comln, entonces, evaluar el comportamiento
de la variable de estudio, como es el caso de la clorofila,
mediante series de espacio y tiempo, para asi establecer
cambios en los valores normales observados.

Con el método de fluorometria estudiado se
evaluo el contenido de clorofila-a superficial (0- 0.5 m
de profundidad) en las estaciones de muestreo
distribuidas en la bahia de Tumaco, en tres épocas del
ano 2003, las cuales coinciden con los periodos de
lluvia (540.6 mm/m? en marzo), el periodo seco
(90.3 mm/m? en julio) y el periodo de transicion
(221.6 mm/m? en noviembre).

La Tabla 2 muestra los valores promedio de
clorofila-a encontrados para las tres épocas de
muestreo en dos estados de marea. Se observa que
las concentraciones de clorofila-a son influenciadas
por el régimen de marea, encontrandose variaciones
entre estados de marea de 30.6, 29.0y 37.9% en la
concentracion de Clo-a para marzo, julio y noviem-
bre, respectivamente.

Adicionalmente, se observa que las concen-
traciones de Clo-a promedio entre mareas estan
altamente correlacionadas (r2 = 0.9997) con la
precipitacion (Fig. 6), lo cual es un resultado
esperado ya que la lluvia mejora las condiciones
ambientales del medio, aumentando el aporte de
nutrientes por parte de los rios que desembocan en
la region de estudio (fosfatos y nitratos), los cuales
son esenciales para el crecimiento de las microalgas
(Margalef, 1982).

Por otra parte, la bahia de Tumaco se carac-
teriza por un intercambio continuo de agua de
caracteristicas oceanicas con agua de rios, lo que
hace que se comporte como un sistema estuarino
de alta productividad, esto se corrobora con los
resultados de Clo-a arrojados por el método fluoro-
métrico, calibrado con el material de algas cloro-
phytas estudiado.

Se realizo con anterioridad a este trabajo
la determinacion de la productividad primaria
bruta por medio del método de evolucion de
oxigeno (Parsons et al., 1984) en tres estaciones
representativas de la bahia. En esa ocasion se

encontro que el area con mayor productividad
(195.26 mgO,/m*h ppb) es la ubicada en la zona de
influencia de los rios (Rosario, Mexicano, Tablones).
Este resultado fue confirmado por el método
fluorométrico ya que se encontré que la mas alta
productividad de toda la red de estaciones, medida
como contenido de clorofila-a, resultd en el area
de los rios (23 ug/L).

Mas interesante aln resulto el hecho que las
mayores concentraciones de clorofila-a coinciden
con la mayor abundancia de microalgas la cual se
agrupa entre rangos de variacion de 56 y 165 cel/mL.
Presentandose el mayor nimero de células de la
comunidad fitoplanctonica en la zona influenciada
por la entrada de aguas continentales, como se
aprecia en la Figura 7.

Estos hechos verifican que los resultados
obtenidos por el método fluorométrico son
congruentes con los esperados para el sistema de
estudio, asi como con las conclusiones arrojadas por
métodos alternos (espectrofometria) y por tanto el
método es apto para la vigilancia y el diagnostico
ambiental.

Los resultados en las concentraciones de
clorofila-a para el periodo de muestreo (2003)
muestran rangos de variacion de 0.2 a 18 ug/L en
marea alta y de 0.6 a 11.05 ug/L en marea baja,
valores que indican que el cuerpo de agua funciona
adecuadamente en la produccion de biomasa
fitoplanctonica, por lo que se considera como un
sistema de condiciones mesotroficas.

CONCLUSIONES

El método fluorométrico para determinacion
de clorofila-a en aguas marinas, el cual usa un
material construido en laboratorio, a partir de algas
marinas clorophytas, demostré tener un buen
desempeiio, evidenciado en parametros analiticos
como linealidad y repetibilidad. Asimismo demostro,
por medio de la corroboracion con el compor-
tamiento esperado para la zona de estudio, que
puede ser utilizado para diagnostico ambiental.

Intrinsecamente, se evidenci6 que para la
calibracion del espectrofluorémetro utilizado no es
necesaria la utilizacion de un patrén de referencia
de clorofila-a de alto costo, sino que para fines
ambientales es posible utilizar material vegetal cuyo
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contenido de Clorofila-a sea alto y esté
especificado.
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Figura 1. Area de estudio, bahia de
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Figura 6. Variacion de clorofila-a promedio con la  Figura 7. Relacién de abundancia fitoplanctonica.
precipitacion en la bahia de Tumaco para el ano 2003.

Tabla1. Valores de masa y concentracion usados para  Tabla 2. Clorofila-a promedio en dos estados de

caracterizacion de marerial de referencia. marea, para tres periodos de muestreo en la bahia

de Tumaco.

Masa de algas (g) | Concentracién de Clo-a (mg/g) M Alta |M Bai
oo
0.02018 706.7
0:0302¢ 257.5 Marzo 5.73 4.21
0.02026 634.3 -

Julio 1.23 1.65
0.01990 620.7 : 352 1:2
0.02026 654.9 Noviembre . .
0.01998 538.1
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