CUARTA PARTE

BIOMASA FOTOTROFOS: CLOROFILAS

LA BIOMASA DE FITOPLANCTON puede ser estimada determinando la concentracion de
pigmentos fotosintéticos en una muestra de agua. Midiendo la concentracién de la
clorofila-a podemos estimar la biomasa de la mayor parte del fitoplancton presente en un
cuerpo de agua (algas, cianobacterias), con la excepcién de las bacterias fotosintéticas,
las cuales carecen de dicho pigmento. La Asociacion Americana de Salud Publica
presenta tres métodos para la determinacion de la concentracién de clorofila-a, en su
publicacién "Standard Methods for the Examination of Water and Wastewaters" (18va.
edicién, 1992). Estos métodos son: el espectrofotométrico, el fluorométrico y el de
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Aqui describiremos el método
espectrofotométrico. Este es un procedimiento sencillo y el equipo y materiales
requeridos son faciles de adquirir.

Equipo y materiales:

» Espectrofotdbmetro de banda estrecha (0.5nm a 2.0 nm)

e Celdas de cristal para espectrofotometro (longitud paso de luz -1 cm, volumen
minimo 3 ml)

» Centrifuga clinica

» Tubos de centrifuga en cristal con tapa de rosca

» Homogenizador de tejido con piston de vidrio esmerilado y surcos en la punta

» Sistema de filtracién (matraces de filtracion, bomba de vacio)
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* Membranas Millipore (tipo HA, O.45 um, 47 mm didmetro, no-cuadriculadas)

e Papel de aluminio

* Solucion saturada de MgCO3 (1.09/100 H20 destilada)

» Acetona alcalinizada (90 partes acetona "reagent grade"/10 partes solucion
saturada de MgCO3) * [es importante la proporcion 90:10]

« HCI 0.1IN

* Pipetas (0.1 mly 5.0 ml)

» Botellas ambar de 1.0 L (plasticas o de cristal, limpias y libres de acido)

» cilindros graduados de 100 ml

METODOLOGIA

A. Coleccién de muestras de agua:

1. Tome las muestras de agua evitando exponerlas a la luz (una exposicién breve a
la luz solar puede alterar los valores de clorofila-a). Utilice botellas ambar de
cristal o plasticas, para evitar fotooxidacién de los pigmentos. Para aguas
costeras 0 aguas ocedanicas tome muestras de por lo menos 1 litro (para aguas
oceanicas se podrian requerir volimenes de hasta 1 galén para poder obtener
medidas significativas de clorofila-a). Para aguas interiores oligotroficas tome
muestras de 1 litro, mientras que para cuerpos eutréficos puede utilizar botellas
de 500 ml. Proceda con la fase de extraccidbn de pigmentos a la brevedad
posible. En el caso de que esto no sea posible coloque las botellas en hielo o0 a
4°C, protegidas de la luz.

B. Extraccion de pigmentos:

1. Concentre el fitoplancton presente en cada muestra de agua por filtracion,
utilizando membranas Millipore tipo HA (poros de 0.45 um, 47 mm de didmetro y
no-cuadriculadas). [Asegurese de utilizar las membranas finas de color
blanco para la filtracién y no las almohadillas ("pads") gruesas de
celulosa que se incluyen con el paquete de membranas. De igual forma
asegurese de que haremovido la cubierta protectora inferior de color
azul que acompafia a cada membrana antes de colocar esta ultima en el
vaso de filtracion.] Es deseable filtrar el contenido total de su botella. Si su
muestra fuera una con una alta densidad de fitoplancton o de material particulado,
es muy probable que la membrana se obstruya. Sila membrana se obstruye por
una alta densidad de plancton (la membrana presentara un color verdoso en su
superficie), complete la filtracion del volumen de agua que haya depositado en el
vaso de filtraciébn y anote el volumen total de agua filtrada en su libreta de
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laboratorio. En el caso de que la membrana se obstruya por una alta
concentracién de material particulado (debris 0 sedimentos), puede utilizar mas de
una membrana para concentrar su muestra. SIEMPRE ANOTE EL VOLUMEN DE
MUESTRA FILTRADA. Previo a la filtracion forre la porcién superior de su equipo
de filtracion con papel de aluminio, para prevenir la exposicion de la muestra de
agua alaluz. Trabaje en un area donde puede reducir la iluminacién lo méas
posible.

*Como método alterno, puede concentrar el fitoplancton en su muestra por
centrifugacion (10,000 rpm, 10 min, 2°C - centrifuga refrigerada de alta
velocidad).

2. Después de la filtracion coloque la membrana en un homogenizador de tejido.
Afiada 2 ml de acetona alcalinizada al tubo de homogenizacién y macere la
muestra utilizando un pistén de vidrio esmerilado (500 rpm, por 1 minuto). Cubra
el tubo de homogenizacion con papel de aluminio durante el periodo de trituracion
de la muestra. Transfiera el material resuspendido al tubo de homogenizacién y
proceda a macerar la muestra utilizando el procedimiento antes descrito. [En el
caso de que haya utilizado el método de centrifugacion, decante el sobrenadante
y afiada 2 ml de acetona alcalinizada al tubo de centrifuga para resuspender el
pellet].

3. Transfiera la muestra macerada a un tubo de centrifuga de cristal, con tapa de
rosca y forrado con papel de aluminio. Lave el piston y el tubo de
homogenizacion con 3 ml de acetona alcalinizada y afiddalo al extracto. Ajuste el
volumen total del extracto a un nivel constante entre 5 y 10 ml, utilizando la
acetona alcalinizada. Use el solvente (acetona alcalinizada) moderadamente,
evitando la dilucion excesiva del extracto. Recuerde rotular adecuadamente cada
muestra. Coloque el extracto a 4°C por lo menos durante 2 horas, en obscuridad
(puede guardarlo de un dia para otro).

4. Para clarificar su extracto centrifugue las muestras en una centrifuga clinica por
20 minutos, a 500 g 6 utilizando un filtro desechable (0.45 ), acoplado a una
hipodérmica (ambos resistentes al solvente: acetona alcalinizada). Transfiera el
extracto clarificado a tubos de cristal de 15 ml, limpios, calibrados y con tapa de
rosca. Mida el volumen total del extracto y an6telo en su libreta de laboratorio.

C. Determinacién espectrofotométrica de la clorofila-a en presencia de
feofitina:

1. La concentracion de clorofila-a puede ser sobreestimada cuando en el andlisis
espectrofotométrico no discriminamos entre la clorofila-a y sus productos de
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degradacion. Las feofitina-a es un producto de degradacion de la clorofila-a
cuya region de absorcién maxima coincide con la del pigmento parental. Podemos
determinar la concentracion de clorofila-a y de feofitina-a en una muestra de agua
acidificando el extracto. La adicién de &cido al extracto causa que la clorofila-a
presente pierda su &tomo de magnesio convirtiéendose en feofitina-a. La
acidificacion del extracto también evita que algunos pigmentos accesorios
absorban al mismo largo de onda de la feofitina-a. Cuando una soluciéon de
clorofila-a pura es convertida a feofitina-a mediante acidificacion la razén
(DO664nm antes de la acidificacion)/(DO665nm después de la
acidificacién) = 1.70 [DO = densidad Optica]. Dicho valor es utilizado para
corregir la concentracion de clorofila-a por la feofitina-a presente.

2. Se considera que los extractos con una razon: (DOg64nm-antes de la
acidificacion)/(DO665nm-despusés de la acidificacién) = 1.70 no contienen feofitina-a.
Esto implica que los fototrofos atrapados en la muestra se encontraban en un
excelente estado fisioldgico al momento de realizarse el muestreo. Soluciones
puras de feofitina-a no registran reduccién en la absorbancia a 665nm luego de la
acidificacion, presentando entonces una razén: (DOgee4nm-antes de la
acidificacion)/(DO665nm-después de la acidificacion) = 1.0. Por ende, las muestras
de agua donde tenemos mezclas de clorofila-a y feofitina-a presentaran una
razon de absorcién 664nm/665nm que variara entre 1.0y 1.7.

Procedimiento:

1. Transfiera 3 ml del extracto clarificado a una celda del espectrofotometro (1 cm) y
lea la densidad 6ptica (DO) A 750nm y 664nm.

2. Acidifique el extracto en la celda afiadiendo 0.1 ml de HCl 0.1 N. Agite con
cuidado el extracto acidificado y lea la absorbancia (DO) a 750nm y 665nm, 90
segundos después de la acidificacion. La densidad 6ptica (DO) del extracto a
664nm, antes de la acidificacion, debe estar entre 0.1 y 1.0 unidades.

3. Reste las absorbancias que obtuvo a 750nm (no-acidificada y acidificada) a las
correspondientes lecturas que obtuvo a 664nm antes de acidificar y a 665nm
después de acidificar (la absorbancia registrada a 750 nm es una medida de la
turbidez en el extracto). Utilizando los valores corregidos (DOg64nm VY
DOg65nm) calcule la concentracion de clorofila-a y feofitina-a utilizando las
siguientes expresiones:
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26.7 X (D0664:antes - DoGGS:después) XV1
Clorofila-a (mg/m®) =

V2 XL

26.7X 1.7 X (DO DO )X V1

665:antes  ~ - 664:después

Feofitina-a (mg/m3) =
V2 X L
...donde:
V1 = volumen del extracto, expresado en litros (L)
V2 = volumen de la muestra , expresado en metros cubicos (m3)
L = longitud paso de luz o ancho de la celda espectrofotométrica,
expresado en centimetros (cm)

DO 664nm: antes

densidad Optica del extracto a 664nm antes de la
acidificacion

densidad Optica del extracto a 665nm después de la
acidificacion

DO 665nm: después

El valor 26.7 es un factor de correccién de la absorbancia igual a A x K, ...donde:
A =11.0 (coeficiente de absorbancia de la clorofila-a, a 664nm)
K = 2.43 (factor de correccion por la acidificacion)

664, _
Wsd clorofila-a (pura)
K=
664, _ 664, N
665, clorofila-a (pura) 665, feofitina-a (pura)
1.7
Kz —— =243
1.7-1.0

Determinacion espectrofotométrica de la clorofila-a (método tricromético
aplicable a muestras donde no encontramos feofitina-a):

1. Transfiera el extracto a una celda del espectrofotbmetro de 1 cm y lea la
densidad 6ptica (DO) a 750, 664, 647 y 630nm. La densidad Optica del extracto a
664 nm, debe estar entre 0.1 y 1.0 unidades.

2. Corrija los valores de absorbancia de 664, 647 y 630nm por la turbidez del
extracto, restandole a cada uno de ellos la lectura obtenida a 750nm.

3. Calcule las concentraciones de clorofilaa, by ¢ en el extracto utilizando las
siguientes expresiones:
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Ca = 11.85(DOgg4) - 1.54(DOg47) - 0.08(D0O630)

Cp = 21.03(DOg47) - 5.43(DOee4) - 2.66(DO630)

Cc = 2452 (DOg30) - 7.60(DOp47) - 1.67(DO6E4)
...donde:

Ca, Ch y Cc = concentraciones respectivas de clorofilaa, by c.

4. Luego de determinar la concentracion del pigmento en el extracto, calcule la
cantidad de pigmento por unidad de volumen utilizando la siguiente expresion:

Ca X Vol Extracto (L)

Vol Muestra Filtrada (m3)

Clorofila-a (mg/m?3) =

Datos & Andlisis:

Observaciones:

Habitat:
Fecha coleccién de muestras:

Volumen Filtrado, (m®):

Volumen Extraccion, (L) [acetona]:

Abs. Clorofila
Muestra Abs. Extracto Extracto Clorofila-a  Feofitina-a a,b,c,

Acidificado
750 | 665 647 630 750 665

PREGUNTAS...

1. Indique qué funcion tiene la solucion saturada de MgCO3 en la determinacion de
clorofilas.



