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INTRODUCCION

Estd demostrado que los productos
de degradacién de la clorofila represen-
tan en el bentos una fraccién importante
del total de pigmentos verdes presentes.
Estas formas degradadas o inactivas ab-
sorben luz en la parte roja del espectro
y esta abso.cién no es distinguible de
la de las formas activas. Las técnicas
empleadas para la determinacién de pig-
mentos deben por tanto terier en cuenta
esta circunstancia, porque de lo contra-
rio los resultados obtenidos serian poco
fiables.

El esquema de 1la degradacién de
la clorofila-a es el siguiente (YENTSCH,
1967):

-Mg - Fitol
Feofitina-a
Clorofila-a Feoférbido-a

Clorofilida-a
-Fitol -Mg

La pérdida del nicleo magnésico

y de la cadena fitol degrada la clorofi-

* Este trabajo ha sido realizado con fondos
del programa cooperativo hispano-americano "IN-
VESTIGACIONES BIOLOGICAS DE LAS RIAS DE GALI-

CIA", n? de proyecto 0020.

la-a a feof6rbido-a, a través de la
feofitina-a o de la clorofilida-a, segin
el esquema sefialado.

La clorofilida y sus formas oxida-
das presentan un espectro de absorcidn
idéntico al

de la clorofila-a y, por

tanto, en los andlisis espectrofotomé-
tricos estas clorofilas degradadas se

valorardn como clorofila activa. Por
otra parte, feofitina y feoférbido (feo-
pigmentos) presentan un espectro ligera-
mente diferente al de la clorofila acti-
va. La absorcién en la parte roja del
espectro se desplaza de 665 a 667 nm
y decrece aproximadamente en un 50 %
(fig. 1). Sin embargo, esta diferencia
es tan escasa que no permite una clara
distincién entre los pigmentos, y por
tanto los feopigmentos pueden interferir
seriamente las determinaciones especto-
fotométricas de clorofila-a, ya que es-
tos productos se incluirdn como si casi
la mitad de la correspondiente cantidad
de clorofila estuviese presente.

La clorofila-a puede ser transfor-
mada en feofitina-a y 1la clorofilida
en feofdérbido, acidificando los extrac-
tos de pigmentos con &cidos minerales

diluidos. Partiendo de esta base, se



han desarrollado procedimientos espec-
trofotométricos con los factores de co-
rreccién adecuados para permitir discri-
minar entre clorofila-a (incluyendo clo-
rofilida y formas oxidadas) y feopigmen-
(suma de

tos feofitina y feoférbido)

(LORENZEN, 1967; TETT et al., 1975).
La cantidad de pigmentos puede asi obte-
nerse indirectamente de la relacién en-
tre las absorbancias antes y después
de la acidificacidén. Esta relacién puede
variar desde un minimo de 1, en el caso
de la existencia exclusiva de feopigmen-
tos, hasta un valor méximo si éstos se

encuentran ausentes.

ELECCION DEL SOLVENTE

Los criterios a tener en cuenta

para la eleccién de un solvente estan

basados en la capacidad extractora, por
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Fig. 1. Espectros de absorcién de un extracto
de acetona al 100 % procedente del alga verde
Scenedesmus

dimorphus, con diferentes

& HALLEGRAEFF,

tratado
(MOED

concentraciones de ClH
1978).

Fig. 1.
of the

Absortion spectra of 100 % acetone extract

green alga Scenedesmus treated

of CIlH

dimorphus ,

with a successively increasing

(MOET & HALLEGRAEFF, 1978).

molarity

MANUEL VARELA

Tabla I - Eficiencia del metanol absoluto y
de la acetona al 90 % en la extraccién de clo-
rofila-a, en diatomeas y cianoficeas (de HOLM-

-HANSEN & RIEMANN, 1978).

) re CLOROFILA-a/MUESTRA

GRUPO TIEMPO (h
TAXONOMICO EXTRACCION ACETONA 90% METANOL
Diatomeas 1 34,2:0,4 37,0 0,6
.6 35,1+0,8 -
12 36,2+0,7 -
20 36,8+0,6 -
Cianoficeas 1 28,6+0,2 34,1 0,4
6 29,4+0,4 =
12 29,8+0,8 -
20 30,0+0,5 -

un lado, y la estabilidad de los pigmen-
tos en él durante los procesos de ex-

traccién y acidificacién, por otro.

CAPACIDAD DE EXTRACCION
Los solventes més ampliamente uti-

lizados son, tanto en oceanografia como

en limnologia, el metanol absoluto y

la acetona al 90 %. Como extractor, el

metanol es mucho mas rapido y eficaz

que la acetona, como puede verse en la

tabla I. Al cabo de una hora, la extrac-

cién fue completa en metanol, pero in-

completa en el caso de la acetona. Des-

pués de 20 h las muestras de diatomeas

se aproximan al 100 % de extraccién,

mientras que en cianoficeas son sdélo

un 88 % comparadas con las muestras de

metanol. Sin embargo, si las muestras

son trituradas y extraidas durante unas

pocas horas, los resultados son compara-

bles en ambos solventes. Por tanto,

cuando se emplea acetona, si se desea

una

extraccién completa, las muestras

deben triturarse o bien extraerse duran-
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te al menos 24 h, aunque en este caso
la extraccidén no sea completa en algunos
grupos, especialmente cloroficeas y cia-
noficeas. Como se comprobard posterior-
mente, la acetona presenta durante los
procesos de acidificacidén numerosas ven-
tajas comparada con el metanol, haciendo
que su uso sea preferible al de éste.
Ademéas, dado que las diatomeas constitu-
yen en general el grupo mas abundante
del fitomicrobentos, el empleo de aceto-
na no conduce a grandes subestimaciones
de 1la cantidad de clorofila. Incluso
en el caso de la presencia de organismos
en los que la extraccién sea incompleta
con acetona, puede incrementarse la efi-

cacia de ésta, hasta el nivel de la del

metanol, utilizando una mezcla de dime-
tilsulféxido (DMSO) y acetona a partes
iguales (V/v) (tabla II). Por otra par-

te, el DMSO ro modifica el espectro de

absorcién de 1. clorofila-a.

ESTABILIDAD DE LOS PIGMENTOS
EN DISTINTOS SOLVENTES

Como ya se ha sefialado, el cambio
en la absorbancia de una solucién de
pigmentos después de la acidificacién,
es la base de los métodos espectrofoto-
métricos para la estimacién de clorofila
en presencia de feofitina. Los métodos
estdn basados en la suposicidén de que
el coeficiente de absorcién de la feofi-
no varia con

tina, préximo a 665 nm,

la acidificacién. Esta suposicién es
sin embargo incorrecta, y el coeficiente
de absorcién puede variar ampliamente
dependiendo del

tipo de solvente, su

contenido en agua y la molaridad del
acido en el extracto y por tanto del
pH.

La figura 1 muestra claramente la

influencia en el espectro de distintas
concentraciones de acido. Si la molari-
dad final del acido se mantiene por de-
bajo de ciertos valores, la degradacién
de la clorofila-a a feofitina-a provoca
el desplazamiento del maximo de absor-
cién, en la parte roja del espectro,
de 665 a 667 nm. Un incremento en la
concentracién de acido origina un corri-
miento del maximo a 657 nm. Por la ob-
servacién de la figura, resulta evidente
que la aplicacidén de bajas concentracio-
nes de Aacido, junto con cortos tiempos
de reaccién, es insuficiente para asegu-

rar la conversién de toda la clorofila

Tabla II - Comparacién de la eficacia extracto-
ra de acetona al 90 % y dimetilsulféxido (DMS@
+ acetona 90 %, v/v) (de SHOAF & LIUM, 1976).

mg/1
GRUPO TAXONOMICO EXTRACTOR CLOROFILA-a
Diatomeas
Nitzschia sp. DMSO 1,32
Acetona 1,31
Cyclotella sp. DMSO 0,86
Acetona 0,86
Cloroficeas
Chlorella pyrenoidosa DMSO 2,66
Acetona 0,64
Selenastrum capricornutum DMSO 1,18
Acetona 0,02
Ankistrodesmus braunii DMSO 1,05
Acetona 0,21
Cianoffceas
Anacystis nidulans DMSO 0,40
Acetona 0,40
Anabaena flos-aquae DMSO 2,45
Acetona 2,45
Fremyella diplosiphon DMSO 3,28
Acetona 3,16
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presente en feofitina, y en este caso
se obtendrian valores de feofitina muy
elevados, y valores de la relacién entre
las absorbancias antes y después de la
acidificacién (R)

lado,

muy bajos. De otro
una fuerte acidificacién hace que
el pico de absorcién se desplace de 667
a 657 nm. Esto se debe (USACHEVA, 1971)
a ia existencia de un equilibrio, depen-
dieate del pH, neutra

entre la forma

de la feofitina, su monocatién y su di-
catién. La aparicién del pico de absor-
cién a 657 nm seria indicativa de la

formacién de dicationes de feofitina-

a. En aquellos casos en que estas trans-

forméciones no hayan sido detectadas,

este llevaria a la obtencién de valores

de feopigmentos muy bajos, incluso nega-
.

tivos, y valores de R altcs. Una concen-

racién de acido elevada puede incluso
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llegar a incrementar de forma considera-
ble 1la absorcién de fondo, utilizada
para corregir la turbidez de la solu-
cién, introduciendo de esta forma nuevos
errores en el calculo de pigmentos. Este
incremento de la absorcién a 750 nm se
debe a 1la escisién de la fucoxantina
en productos de tipo furano (fig. 2).

El empleo de metanol como solvente
presenta problemas semejantes al de la
acetona, con desplazamientos de los ma-
ximos de absorcién hacia longitudes de
onda menores de la esperada (fig. 3).

Esta reaccién es mucho mas rapida
en metanol acuoso que en acetona acuosa.
La transformacién de monoca.iones de
feofitina en sus respectivos dicationes
tiene lugar a un pH < 2 en metanol acuo-
so y sb6lo a pH < 0,5en acetona acuosa.

Este desplazamiento del espectro es com-
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Fig. 2. Espectros de absorcién de la fucoxantina antes (—) y después (---) de ser acidificado

el extracto (100 % de acetona) hasta una molaridad final de ClH de 4,4x10-2M (MOED & HALLEGRAEFF,
1978).

Fig. 2. Absortion spectra of fucoxantin before (——) and after (----) acidification with ClH. Final molarity

of the acid, 4,4x10-2M (MOFD & HALLEGRAEFF, 1978).
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Fig. 3. Espectros de absorcién de pigmentos

extraidos en metanol de un cultivo de Dunalie-

lla tertiolecte (HOLM-HANSEN & RIEMANN, 1978).

Fig. 3. Absortion spectra .f pigments extracted

in methanol from a culture of Dunaliella tertiolecta

(HOLM-HANSEN & RIEMANN, 1878).

pletamente reversible mediante neutrali-
zacién con C\aMg, lo cual indica la
existencia de un cambio fisico mas que
de uno quimico de transformacién en feo-
férbido.
Estos cambios de

espectrales la

feofitina en relacién con el pH, han
sido sefilalados para metanol al 80, 90,
95 y 100 % (LIVINGSTONE et al., 1953;
MARKER, 1972) y 100 % de acetona (MOED
& HALLEGRAEFF, 1978), y no fueron de-
tectados en acetona al 80, 90 y 95 %.
Esto es debido a que en acetona acuosa
es necesario alcanzar un pH tan bajo
como 0,5 para que comience la formacidn
de dicationes de feofitina, mientras
que en metanol acuoso esta transforma-

cién tiene lugar ya a un pH de 2. Por

tanto, cuando se emplee el metanol como
solvente, después de la acidificacién
es necesario neutralizar el extracto

hasta un nivel de pH en el cual no se

1"

presente formacién de dicationes.

-HANSEN & RIEMANN (1978)

HOLM-
aconsejan el

empleo de 25 mg de CO,Mg por ml de ex-

<)

tracto, para una concentracién final
de acido 3x10_3M, con un tiempo de reac-

cién de 10 minutos y agitacién suave.

MEDIDAS DEL pH ANTES Y DESPUES
DE LA ACIDIFICACION

MOED & HALLEGRAEFF (1978) ban lle-
vado a cabo un completo estudi.o acerca
de 1la influencia del pH del extracto
en la absorbancia de los pigmentos, que
permite explicar de forma clara numero-
sos problemas que plantea la acidifica-
cién, en un intento de caracterizar las
condiciones 6ptimas de la misma en rela-
cién con la molaridad final del &cido.
En este sentido, la determinacién del
pH en los extractos parece ser un crite-
rio mas adecuado que el calculo de la
molaridad del &cido puesto que aquél
no depende uUnicamente de 1la cantidad
de é&cido afladido sino también del con-
tenido en agua del solvente. De todas
formas las medidas de pH en solventes
acuosos organicos deberian ser interpre-
tadas con grandes precauciones, ya que
el concepto de pH ha sido definido uni-
camente en relacién con el agua como
solvente.

La adicién de ingluso pequefias can-
tidades de ClH diluido a solventes orga-
nicos con un bajo contenido en agua
(£ 5 %)
un minuto,

0,5 y 2,0;

hace descender el pH, en sdlo
a valores comprendidos entre
mientras que la misma canti-
dad de &cido en solventes con un mayor
contenido en agua (10-20 %), da lugar
a valores de pH que oscilan entre 2,5
dependiendo de 1la naturaleza del

4).

y 3,

solvente (fig. El consumo de &cido
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es, pues, mayor cuanto mayor sea la can-
tidad de agua, y es superior en metanol
que en acetona para ‘la misma cantidad
de agua. En soluciones acuosas de meta-
nol y acetona la completa degradacidn
de clorofila en feofitina tiene lugar
a un pH comprendido entre 2,6 y 2,8.

La rotura de la fucoxantina en furanos
y el incremento subsiguiente de la ab-

sorcién a 750 nm es dependiente del

tiempo y comienza a un pH(2-2,5, veri-
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Fig. 4. Variacién del pH en relacién con la

cantidad de acido (ClH 0,4 M) afiladido a 25 ml
de diferentes extractos de acetona y metanol
con distintas concentraciones de agua (MOED

& HALLEGRAEFF, 1978).

Effect of the

ClH)

Fig. 4. addition of an increasing
of acid

nl) of

amount

(2=

(C,4a M on the pH of extracts

acetone and methanol with different

water contente (MOED & HALLEGRAEFF, 1978).
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ficandose de forma muy lenta y siendo
mucho més répida a un pH comprendido .
entre 1 y 1,5.

Dado que el pH final del extracto
no es Unicamente funcién de la molaridad
acido

del sino del contenido en agua

del mismo, los calculos del pH del ex-

tracto, a partir de la concentracién

del &cido en-el mismo, no corresponden

al valor real. Por esta razdén, aun cuan-

do tedricamente - una concentracién de

acido en el extracto entre 2 y 3x10_3
daria el rango de pH sefialado como idé-
(2,6-2,8),

neo en la practica esto no

es cierto. La figura 4 representa la
disminucién del pH en relacién con la
cantidad de &acido afiadido a distintos
solventes con diferentes concentraciones
de agua. A partir de la misma se puede
deducir el volumen de acido a afiadir
a distintos volimenes de extracto. Mu-

chos autores acidifican directamente

en la cubeta del espectrofotémetro aun-
que seria preferible utilizar extractos
de mayor volumen con objeto de poder
afiadir cantidades exactas de acido. Ade-
mas, dado que numerosos investigadores
usan acetona, metanol e incluso etanol

con variadas concentraciones de agua,

seria conveniente que, en cada caso,

se estableciese el volumen de &cido re-
querido para alcanzar el pH sefialado:

2,6-2,8.

CALCULO DE LA CONCENTRACION
DE PIGMENTOS

Una vez obtenidos 1los extractos

en acetona del 90 %, las lecturas se
realizan en el espectrofotémetro a 665
nm, antes y después de la acidificacién

con ClH, corregidas por la lectura a
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750 nm y con las precauciones anterior-
mente sefialadas en relacién con la can-
tidad de acido afiadido.

E1l calculo de la concentracién de
clorofila-a se obtiene a partir de las

siguientes ecuaciones (LO%SNZEN, 1967):

Clorofila‘a (mg/mz) = AxKx(6650-665a)xvx10
LxS "

Feofitina a (mg/m2)= AxKx (Rx665a-6650)xvx10
' LxS

(A, coeficiente de absorcién de la clo-

rofila a = 11,0; K, factor para igualar
la reduccién en la absorbancia a la con-
centracién inicial de clorofila = 2,43;
6650, absorbancia antes de la acidifica-
665a, absorbancia des-

cién, corregida;

pués de la acidificacién, corregida;
v, volumen de extracto aceténico en ml;

. 2 .
10, factor de conversién a m ; L, longi-

tud de paso d:» la cubeta en cm; S, su-
perficie de la muestra, en :m2; R, maxi-
ma relacién de 6650/665a en ausencia

de feopigmentos = 1,7).

LIMITACIONES DE LOS METODOS
NORMALMENTE UTILIZADOS

Los métodos espectrofotométricos
empleados para la determinacién de pig-
mentos, tal como el descrito anterior-
mente (LORENZEN, 1967) u otros similares
(HOLM-HANSEN & RIEMANN, 1978; TETT et
al., 1975), asi como los de fluorescen-
cia (YENTSCH & MENZEL, 1963; HOLM-
-HANSEN et al., 1965), proporcionan es-
timaciones poco vdlidas ya que la medida
de clorofila-a corresponde a la suma
de clorofila-a y clorofilida-a y la de
feofitina-a a la suma de feofitina-a
y feoférbido-a.

Esto supone un serio

inconveniente, especialmente en muestras

benténicas, en donde estos productos

de degradacién pueden representar un
elevado porcentaje de la cantidad total
de pigmentos. Por otra parte, si la clo-
rofila-b estd presente, se obtiene un
valor de feofitina-a muy alto, ya que
el espectro de absorcién de la feofitina
-a y de la feofitina-b en los extractos
acidificados es muy semejante (fig. 5).
JEFFREY (1974) comenta estas limitacio-
nes y sefiala que cualquier método que
no implique la separacién fisica de los
pigmentos porporciona resultados poco
precisos y estd comprometido por la pre-
sencia de productos de degradacién nue-
acidificacién

vos, resultantes de 1la

de las muestras. Este autor propone la
utilizacién de técnicas de cromatografia
en capa fina, las cuales permiten la

separacién de 1las formas principales
de clorofila (a, b y c) y carotenoides,
asi como feofitinas, feoférbidos y clo-
rofilidas. Sin embargo, en la estimacién
de la biomasa de la microflora benténi-
ca, en la que el problema de la patchi-
ness exige la toma de numerosas mues-
tras son quizd preferibles a aquéllos

mas exactos pero lentos.

UNA APROXIMACION AL PROBLEMA

El empleo de técnicas de separacidn
de fase es sugerido por JEFFREY (1974)
como una opcién para mejorar la metodo-
logia normalmente wutilizada. WHITNEY
& DARLEY (1979) desarrollan en este sen-
tido un procedimiento para la determina-
cién precisa de clorofila-a en muestras
que contienen grandes cantidades de pro-

ductos de degradacién. La particién con
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hexano de un extracto aceténico da lugar

a un sistema de dos fases. La hiperfase

contiene los carotenos, clorofilas a

y b y feofitinas a y b, debido a que

estos componentes retienen 1la cadena

no polar (fitol). La hipofase contiene

la clorofila-c, parte de carotenos y
los productos de degradacién de la clo-
rofila que carecen dei grupo fitol, clo-
rofilidas a y b y feoférbidos a y b.
De esta forma, la particién con hexano
separa las formas degradadas de la clo-
rofila activa. La clorofila a puede en-
tonces ser calculada en la capa de he-
xano, en presencia de feofitina-a por

una ligera modificacién de las ecuacio-

MANUEL VARELA

nes de LORENZEN (1967). Dado que este
procedimiento supone una importante me-.
jora en la metodologia, es mas simple
y rapido que las técnicas cromatografi-

cas en uso, y no requiere equipo espe-

cial, serd descrito en detalle.
La particién con hexano es como
sigue: 10 ml de un extracto aceténico

(90 % de acetona)
de ClNa al 0,05% y 13,5 ml de hexano

se afiaden a 3,5 ml

(de grado espectroscépico, rango de ebu-

1licién: 68,0-68,8) en un embudo de de-
cantacién de 60 ml. E1 embudo es agitado
5 minutos

60

fuertemente durante en una

agitadora reciproca a vibraciones

por minuto, para alcanzar una maxima

T Y v T 8 T
A B
Clorofila a
B (665) 7 3 1
Clorofila b
(655)
- 1 ;‘-5 i L «Feofitina b |
E (653)
Feofitina a o
(655) o
7]
o
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1 1 1
600 650 700 600 650 700
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Fig. 5.

Espectros de absorcién de las clorofilas a y b y feofitinas a y b en metanol. Acidifica-

cién hasta una molaridad de 3x10_2M (HOLM-HANSEN & RIEMANN, 1978).

Fig. 5.

Absortion spectra for chlorophylls a and b and phaeophytins a and b

in methanol.

acid in the extract, 3x10-2M (HOLM-HANSEN & RIEMANN, 1978).

Molarity of the
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separacién. Después de eliminar la hipo-
fase aceténica, dos alicuotas de la hi-

perfase, de 5 ml cada una, se recogen
en viales de, vidrio de 20 ml de capaci-
dad. Una gota-del ClH al 50 % se afade
a uno de lo;‘viales agitadndose a conti-
nuacién para convertir la clorofila en
feofitina. Aproximadamente 0,5 g de
SOaNa2 anhidro se afiade a cada vial con
objeto de secar el hexano. Las absorban-
cias de las dos soluciones de hexano
se miden contra un blanco de hexano a
663 y 750 nm en un espectrofotémetro.
La concentracién de clorofila-a puede
entonces ser calculada a partir de las
ecuaciones de LORENZEN (1967), adaptan-

dolas a las muestras de hexano.

Clorofila a (mg/m2)= AxKx (6630-663a)xVxvx10
LxS

Feofitina a (mg/m2)= AxKx(Rx663a-6630) xVxvx10
LxS

(A, coeficiente de absorcién de la clo-

rofila-a en hexano = 11,05; K, factor
para igualar la reduccién en la absor-
concentracién inicial de

clorofila = 1,82; 6630,

bancia a 1la
absorbancia del
extracto original corregida; 663a, ab-
sorbancia del extracto acidificado; V,
factor de correccién para la diferencia
de volumen entre las capas de hexano
y acetona = 1,6; v, volumen del extracto
acetdénico original

en ml; 10, factor

de conversién a m2; L, longitud de paso
de cubeta en cm; S, superficie de la
muestra en cm2; R, relacién 6630/663a
para clorofila-a pura = 2,23).

La transferencia de clorofila-a

a la capa de hexano es independiente
de la concentracién de clorofila-a en
el rango estudiado por los autores (has-

ta 3 mg/l de acetona) y es préacticamente

completa (100,3:0,8%), de acuerdo con

las determinaciones de 1la absorbancia
de la clorofila remanente en la hipofase
aceténica. Aunque la presencia de ex-
tracto de sedimento interfiere algo la
transparencia, este problema se reduce
en gran parte agitando los solventes
durante 5 minutos.

Usando feofitina-a obtenida por
acidificacién y neutralizacién de clo-
rofila-a pura, se ve que su espectro
de absorcién no varia con el pH (MARKER,
1977) en hexano. Los valores de R préxi-
mos a 1,0 de muestras fecales apoyan
esta conclusién (tabla III). La relacién
de las absorbancias antes y después de
la acidificacién, R, varia significati-
vamente con pequefios cambios en la lon-
gitud de onda para ambos solventes, pero
de manera especial en los extractos de
hexano (fig. 6). El grado de hexano em-
pleado afecta también a esta relacidn.
Por esto es necesario calibrar cuidado-
samente el espectrofotdémetro utilizado,
determinando la longitud de onda a la

cual se obtiene el méximo de absorciédn,
o bien estableciendo el valor de R para
el aparato, usando clorofila purificada
por cromatografia.

Los pares de muestras analizadas
por ambos métodos, acetona y hexano,
son comparables, ya que proceden de la
misma solucién de acetona. Los valores
obtenidos para clorofila-a y feofitina-a
Para muestras con

pura son iguales.

productos de degradacién, el hexano pro-
porciona valores de clorofila-a mas ba-
jos. Las clorofilidas son retenidas en
la hipofase aceténica durante la parti-
cién y por tanto no son medidas como
pigmento activo. Estas diferencias en

porcentaje de pigmento activo pueden
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Tabla IlI - Comparacién de

métodos de acetona y hexano,

en varios tipos de muestras.

MANUEL VARELA

las cantidades de clorofila-a y feofitina-a obtenidas por los

Concentraciones en mg de pigmento

por litro de extracto aceténico {de WHITNEY & DARLEY, 1979).

Acetona Hexano
R R

6640:664a Cla feofitina 6630:663a Cla feofitina
Clorofila-a pura 1,802 23,896 0,002 2,227 23,898 0,009
Cylindrotheca fusiformis (cultivo)1l,768 37,893 1,138 2,105 34,083 7,139
Fitoplancton 1,569 5,400 2,215 1,798 3,592 1,926
Fango 1,544 9,583 4,548 1,711 7,648 5,547
Heces 1,054 0,525 7,270 1,057 0,200 4,085
Feofitina pura 1,021 0,128 4,651 1,050 0,164 3,958
ser de hasta el 62 % (tabla IV). Incluso

en la fase logaritmica de cultivo de

Cylindrotheca fusiformis, el porcentaje

de productos degradados de la clorofila-

-a puede alcanzar el 10 % {(tabla III).

150+

140}

130}

too} T
.. ACETONA
o

6~
8o}
70}

(]
60, N

% DE R A La.l DE ABSORBANCIA MAXIMA

' " Il I L " N

-3 -2 -1 o 1 2 3
M OF DESVIACION DE LA | DE ABSCRBANCIA MAXIMA

Fig. €. Variacién del valor de R (relacién de

las absorbancias a 663 nm antes y después de
acidificar) con la longitud de onda para la
clorofila-a pura, en acetona al 90 % y hexano.

(WHITNEY & DARLEY, 1S79).

Dependence of before-to-after acidification

ratic, K, on wavelength Zfor pure

(WHITNEY & DARLEY,

chloropnyll-a

acetone and hexane

o g b W N

Tabla IV - Comparacién de los valores de cloro-
fila-a y feopigmentos obtenidos por los métodos
de acetona y hexano. En el caso de la clorofi-
la, los porcentajes corresponden a la relacién
entre los valores de hexano y acetona, conside-
rando que los primeros representan la forma
activa del pigmento y los segundos el total
(activa + degradada = clorofila + clorofilida).
En el caso de los feopigmentos, los porcentajes
expresan la relacién entre los valores obteni-
dos por uno y otro método. Las muestras sefiala-
das con un * representan cantidades de feopig—
mentos mads elevados en acetona que en hexano.
Muestras procedentes de la ria de Arosa (VARELA
& PENAS, en preparacién). N, nGmero de mues-

tra .,

% Cl-a activa

Clorofila-a FEOPIGMENTOS
(mg/mz) (mg/mz)

N acetona hexano % acetona hexano %
373,8 198,4 53  285,1 348,5 122
257,3 133,1 51 301,7 399,8 132
377,8 217,7 S8 283,2 453,7 160
133,4 528 39 365,8 628,5 171
203,0 118,5 58 225,9 210,1 *107
245,2 123,4 S0 226,7 204,9 *110
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Las diferencias entre las concen-
traciones de feofitina no son consisten-
tes; en algunos casos el método del he-
xano proporciona una mayor cantidad de
feofifina qPé el de acetona (tablas III
y 1IV). En.éi caso de muestras de sedi-
mentos procedentes de la ria de Arosa
(VARELA" & PENAS, en preparacién), el
hexano proporcioné en la mayoria de los
casos valores mas elevados que la aceto-
na (tabla IV), en ocasiones hasta un
170 % mayores. Esto resulta probablemen-
te de la diferencia en el nivel de feo-
férbido en las muestras (WHITNEY & DAR-
LEY, 1979) o de algin tipo de interfe-
rencia no conocida, puesto que la aceto-
na deberia proporcionar valores de feo-
pigmentos mas elevados que el hexano,
pues en éste los feofdérbidos son elimi-
nados en la hipofase acetdnica durante
la particién y no son medidos como feo-

fitina.

EL USO DE CO:Mg DURANTE EL PROCESO
DE EXTRACCION

El CO3

durante la extraccién de pigmentos en

Mg es ampliamente utilizado

fitoplancton, macréfitos y fitomicroben-
tos, para prevenir la acidificacién de
los extractos. Sin embargo, su empleo
es discutido por HOLM-HANSEN & RIEMANN
(1978), quienes encuentran poca o ningu-—
na diferencia entre muestras de fito-
plancton con y sin tratamiento con
COaMg.
tras destinadas al estudio de pigmentos

Por otra parte, su uso en mues-
por los métodos de acidificacién descri-
tos puede causar serios problemas, ya
que hace que los valores de pH subsi-
guientes a la acidificacién sean mayores

que los requeridos para una completa

feofitinizacién. Ademas, MOED & HALLE-

GRAEFF (1978) sefialan que nunca los va-
lores de pH del extracto son tan bajos
como para permitir la mas minima feofi-
tinizacién. Desde este punto de vista,
por tanto, la aplicacidén de 003Mg seria
innecesaria y sélo deberia ser empleado
en condiciones de acidez de muestras
procedentes de cuerpos de agua o sedi-
mentos &acidos.

Pero el uso de C03Mg plantea ademas
otro grave problema, como es su tenden-
cia a absorber cantidades significativas
de clorofilidas y feoférbidos. Por todo
ello, el empleo de C03Mg es desaconseja-
do, mientras no se presente una alterna-

tiva adecuada.

CONCLUSIONES

Aunque la informacién existente
acerca de la determinacién de pigmentos
en muestras con gran cantidad de produc-
tos de degradacién, como son las proce-
dentes del bentos, y que exigen la aci-
dificacidén de los extractos para distin-
guir las formas activas de las degrada-
das es abundante, numerosos autores si-
guen analizando sus muestras sin las
debidas precauciones, lo cual hace que
los resultados obtenidos sean poco fia-
bles y en ocasiones dificilmente compa-
rables. Estd claro que es precisa una
puesta ‘a punto de la metodologia y una
estandarizacién de la misma. En este
sentido se proponen los siguientes pun-
tos:

1) E1 empleo de acetona con un con-
tenido en agua del 10 al 20 % es aconse-
jable sobre otros solventes, por propor-

cionar una mayor estabilidad a los pig-
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mentos durante los procesos de acidifi-
cacién, aunque su capacidad extractora
sea inferior a la del metanol.

2) La trituracién, sonicacién o
el empleo de DMSO con acetona acuosa,
permiten una eficacia y una rapidez en
la extraccién comparable a la del meta-
nol.

3) lLa acidificacién de los extrac-
tos debe permitir alcanzar un pH final

comprendido entre 2,6 y 2,8. Si se em-

MANUEL VARELA

pléa metanol como solvente, el extracto
debe neutralizarse con COaMg.

4) E1l método del hexano se presen-
ta como una alternativa adecuada por
reunir eficacia y rapidez en la determi-
nacién de clorofila-a activa. El uso
conjunto del método tradicional de ace-
tona y el del hexano permite conocer
la cantidad ‘de productos de degradacidn
existente en las muestras.

5) E1 uso de CO_Mg debe omitirse.

3

SUMMARY
THE PROBLEM OF CLOROPHYLL @ DETERMINATION IN THE PHYTOMICROBENTH 0S:
A METODOLOGICAL DISCUSSION

A general discussion about the determina-

tion of pigments in samples containing high

percentages of degradation products, as those
from the benthos, is presented. The traditional
methods based on the spectrophotometric rea-
dings before and after acidification of the
extracts are discussed in relation with the

solvents, their water content, the molarity

of the acid in the acidified extract and the
use of C03Mg. The method of WHITNEY & DARLEY
(1979), which involves partition of acetonic
extracts with hexane, allows a better distinc-
tion

between active and non-active forms of

chlorophyll-a, which is not possible with the

current spectrophotometric procedures, and is

proposed as a suitable alternative.
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