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Resumen

Desde finales de la década de los 80s, se detectd la necesidad
de implementar y conocer una técnica espectrofotométrica
para la correcta determinacion de clorofila a y que
complementara los numerosos estudios de eutroficacion en
lagos y embalses calidos tropicales. Se obtuvieron muestras de
varios embalses, con el fin de contar con una amplia gama de
calidades de agua y estados tréficos; y a lo largo de cerca de
treinta afios, se ha tenido la experiencia de evaluar la clorofila
a, como un pardmetro clave en el establecimiento de un
indicador del grado de alteracion, o mejora de los cuerpos de
agua. Se pretende establecer los detalles de un criterio
estandar en las actividades de muestreo, preservacion y
transporte de la muestra, filtrado, lectura e interpretacion de
los valores de clorofila a. Entre los resultados, se observa que
no existe un cambio significativo en la concentracién de
clorofila a, al variar el volumen de muestra; sin embargo, un
mayor volumen filtrado da como resultado una menor
concentracion de feofitina. Con experiencia e informacion del
disco de Secchi y estado trofico de un lago, se puede estimar
el volumen dptimo de filtrado, el cual se recomienda que sea
de 1 hora a 1 hora y quince minutos. Se deben seguir a detalle
el método estandar establecido por la APHA (1989), teniendo
cuidado de maltiples detalles; tales como: el no acidificar la
muestra, filtrar lo mas rapido posible (antes de 24 horas), entre
otros.

Palabras clave: Clorofila a, indicador, estado tréfico, método
espectrofotométrico.

Introduccion

Desde finales de la década de los 80s, se detectd la necesidad
de implementar y conocer una técnica espectrofotométrica
para la correcta determinacion de clorofila a y que
complementara los estudios de eutroficacion en lagos y
embalses. En 1989, se obtuvieron muestras de varios
embalses, con el fin de contar con una amplia gama de
calidades de agua y estados tréficos; y a lo largo de cerca de
treinta afios (de 1989 a 2014), se ha tenido la experiencia de
evaluar la clorofila a, como un pardmetro clave en el
establecimiento de un indicador del grado de alteracion, o
mejora de los cuerpos de agua.

La clorofila es el pigmento fotosintético presente en todas las
plantas. Los tres tipos de clorofilas que comlinmente se

encuentran en las algas plancténicas son las clorofilas a, b y c.
La clorofila a (Cl-a) se encuentra en todos los grupos de algas
y es uno de los indicadores mas usados en Limnologia para
estimar la biomasa fitoplanctonica y el estado trofico de un
cuerpo de agua (Wetzel, 1983, Axler y Owen 1994). El
método puede también usarse para evaluar la salud fisiologica
de las algas al examinar sus productos de degradacion (esto es,
los feo-pigmentos, tales como feofitina a y feoforbida a). El
contenido de clorofila en los cuerpos de agua dulce es un
indicador ampliamente aceptado de la calidad del agua. La CI-
a es dominante en todas las algas eucaridticas y en las
procariéticas cianobacterias (algas verde-azules) (Carlson y
Simpson, 2007)

El objetivo del presente estudio consiste en establecer los
detalles analiticos de un criterio estandar en las actividades de
muestreo, preservacion y transporte de la muestra, filtrado,
lectura e interpretacion de los valores de clorofila a; este
pigmento es un indicador importante en la evaluacion de
cuerpos de agua.

Metodologia

Se realizo la colecta de muestras en cinco embalses y un lago
(Tabla 1), con el fin de obtener una amplia gama de calidades
de agua y estados troficos. Todos los cuerpos de agua se
ubican en la Mesa Central y el Eje Volcanico Transversal del
pais. Las presas Endhd y Requena se localizan en el estado de
Hidalgo y las restantes en el estado de México.

Para cada cuerpo de agua, se establecié un punto de muestreo,
con el fin de obtener pardmetros ambientales (temperatura del
agua, pH, oxigeno disuelto y conductividad eléctrica), lectura
de disco de Secchi y una muestra de 3.5 a 4 L para la
estimacion de clorofila (Cla).

Toma de muestra

Se mide la profundidad del disco de Secchi; para la obtencion
de la muestra de Cl-a, se obtuvo una muestra integrada por
medio del método de manguera (o con el uso de una botella
Van Dorn con tomas a varias profundidades), lo que permite
cubrir toda la zona eufética (Salas y Martino, 1991; Olvera-
Viascan et al., 1998; Bravo-Inclan, 20024). La muestra de CI-
a se preserva con 5 gotas de una suspension de carbonato de
magnesio (APHA, 1989), se mantiene en hielo y lejos de la
luz.
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Tabla 1. Listado de 5 embalses y un lago y sus caracteristicas,
utilizados para el muestreo de clorofila a
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Cuerpo de Caracteristicas

agua

Presa Valle de
Bravo (PVB)

Meso-eutréfica, con relativa alta transparencia;
usos: abastecimiento de agua potable y turistico

Presa Villa Eutrofica, con gran cantidad de arcillas; su agua

Victoria (PVV) | es utilizada para abastecer a la CDMX.

Presa Requena Eutréfica, con altas variaciones en la

(PR) concentracion de zooplancton y con dos afios de
recuperacion, después de la trituracion de lirio
acuatico. Ya no recibe aguas residuales
domeésticas de la CDMX.

Presa Endho Eutrofica y con posibilidades de presentar un

(PE) comportamiento explosivo de zooplancton. A
finales de 1988 se erradico casi completamente el

lirio. ContinGa recibiendo aguas residuales
domésticas.

Presa Madin Eutréfica, con gran cantidad de solidos

(PM) suspendidos, se usa como abastecimiento de agua
potable y control de avenidas.

Lago Nabor Hipereutréfica y salino, con concentraciones altas

Carrillo (LNC) | de fitoplancton; ubicado en la cuenca del Ex -

lago de Texcoco.

Filtracion

La muestra se filtr6 lo méas rapido posible, el mismo dia o
hasta 24 horas después de su colecta. Un volumen conocido de
muestre fue filtrado a través de un filtro de fibra de vidrio
(Whatman GF/C, de 0.7 um) o filtro de membrana (Millipore,
de 0.45 pm). A los filtros se les extrae toda la humedad
posible, se doblan y se introducen en un tubo de centrifuga y
se guardan en ultra congelador a -20°C + 10°C.

Extraccion

Los filtros se temperizan y se les agrega 10 mL + 2 mL de
acetona al 90% (es importante saber la cantidad exacta de
acetona agregada). Se tritura el filtro durante un minuto, con la
ayuda de un homogenizador de tejidos; con cuidado se baja la
pulpa que quede atrapada en las aspas del equipo o en la pared
del tubo de centrifuga. Las muestras se colocan de modo
vertical en una gradilla, bien tapadas y se refrigeran las
muestras a 4 + 2°C en la oscuridad, por 18 + 3 horas.

Centrifugado y Lectura de la muestra

Los extractos fueron centrifugados a 2 500 r.p.m. durante 10
minutos. Con cuidado, se trasvasa el sobrenadante a otro tubo
de centrifuga de pléastico de 15 mL de capacidad, de modo que
se evite que se trasvase acetona con restos de la pulpa del
filtro. Se midieron la absorbancia de la muestra a 664 y 760
nm antes de acidificar y a 750 y 666 nm a los 90 segundos de
acidificacion con 100 pL de HCI 0.1 N. Las concentraciones
de Cl-a vy feofitina fueron determinados espectro-
fotométricamente usando el procedimiento “tradicional”
establecido en los Métodos Estandar (APHA, 1989). Para la
lectura se us6 un espectrofotometro marca HP modelo 8452 A,
con una banda espectral de 2 nm de ancho y cubeta de 1 cm de
trayecto dptico.

Ahora se cuenta con seis datos para cada muestra, esto es, tres
lecturas (a 664, 666 y 750 nm), tanto antes (a) como después
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(d) de la acidificacion. Se obtienen las lecturas corregidas al
sustraer los datos de 664 y 666 nm, menos las
correspondientes lecturas a 750, utilizando estos valores
corregidos, se calculan las concentraciones de clorofila a (Cla)
y feofitina a (Ffa) en pg/L (0 mg/m®), como sigue (APHA,
1989):

Cla (ug /L) Ax K (664a-666d)VAcet )
vf t
Ffa (ug /L) AxK 36?6d664aVAcet 2)

Donde:
A Coeficiente de absorcion de la clorofilaa=11.0,y
K Tasa que expresa la correccion por la acidificacién,

(664a/6650d clorofih a pura
(664a/665d) clorofila_a pura (664a/665d) feofitina a pura

1.7
1710

2.43
Entonces, A x K=26.73

Y donde:
664a Absorcion antes de la acidificacion,
666d Absorcidn después de la acidificacion,
VAcet Volumen de acetona usado en la
extraccion, en mL,
vf  Volumen de agua filtrada, en L,
t Trayecto optico de la celda, igual a 1 cm,
R Tasa maxima de 664a:665d, en la ausencia de
feopigmentos (= 1.7).

Resultados
En la Tabla 2, se presentan los resultados ambientales de los 6
cuerpos de agua. Para cada embalse, se establecié un punto de

muestreo, se realizaron dos muestreos por cuerpo de agua.

Tabla 2. Valores ambientales superficiales de una estacién en cada
cuerpo de agua.

Cuerpo Temp pH O.D. C.E. Disco de
de agua (°C) (unid’s) (mg L-1) (uS/cm) Secchi (m)
PVB 27.3 6.8 7.4 113 2.20
PVV 254 8.7 9.9 126 1.70
PR 17.7 7.62 6.8 328 0.28
PE 23.0 7.8 2.2 1080 0.23
PM 24.5 6.8 8.0 223 1.08
LNC 20.5 10.0 31 4750 0.15

En general, la temperatura de los cuerpos de agua durante el
muestreo fue arriba de 20.5°C, excepto por la presa Requena,
con 17.7°C. El pH present6 dos valores ligeramente bajos, de
6.8 en las presas PVV y PM, en cambio, resaltan los valores
alcalinos en la presa PVV y LNC, con 8.7 y 10.0 unidades, el
valor alcalino de PVV se refleja en un valor alto en la
concentracion de oxigeno disuelto (igual a 9.9 mg L-1), que
indica una sobre-oxigenacion, provocada por una alta
productividad primaria en el momento; en contraste, se
detectan valores bajos de O.D. superficial en la PE y en LNC,
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con 2.2 y 3.1 mg L. Todos los cuerpos de agua presentan una
conductividad eléctrica baja y media excepto por LNC, con un
valor muy alto de 4 750 uS/cm. El disco de Secchi presenta
lecturas medias VB (2.20 m), bajas PVV y PM (1.70 y 1.08
m), y profundidades extremadamente bajas en el resto de los
embalses (de 0.28 a 0.15 m).

Se analizaron un total de 136 muestras, de las cuales 73 se
obtuvieron con filtros Millipore (0.45 p); 23 con filtros
Whatman (GFA/C, de 0.9 micro) y 40 por medio de
centrifugacion. Se tuvo un porcentaje de muestras que, por
tener valores negativos en la concentracion de Cl-a (22%),
wvieron que a@esecnarse. Kesalta que al usar THuUosS ae
membrana, se obtuvo un 58% de muestras adecuadas (esto es,
valores >0); no obstante, con el uso de filtros Whatman y por
medio de centrifugacién, se obtuvo un 100% de resultados
adaceloafas deddetéstde dif@@matiad bh, ks resultatiaade &kaios

Experimento A.- Se realiz6 un comparacion de resultados de
la PR, con la modificacion del volumen de muestra con un
admbito de 0.34 a 0.85 mL de agua filtrada (n = 13). En la
Figura 1 se presentan los resultados de Cl-a y feofitina. Se
observa que las concentraciones de ambos pigmentos
disminuyen ligeramente al filtrar un mayor volumen. Por la
tendencia observada, se puede asumir que se obtienen mejores
resultados al filtrar un mayor volumen, ya que se obtienen
concentraciones mas bajas de feofitina.

Clorofila a
°
Feofitina

4

Linegl (Clorofila &)

~ Lineal (Feofitina)

k3

w
ol
®

N}

Clorofila a / Feofitina (ug Lt)
(mm|

-
)

T T T T T T ]
0,2 03 04 05 0,6 07 08 0,9
Volumen filtrado (mL)

Figura 1. Resultados de clorofila a y feofitina, usando diferentes
volimenes de agua. Presa Requena, Hgo.

Experimento B.- Se efectu6 un comparativo con agua de la
PM con el fin de estudiar la eficiencia de dos tipos de filtros
(Tabla 3).

A pesar de que se hizo el experimento en triplicado, se tuvo
que descartan dos muestras para el filtro Millipore, ya que se
obtuvo concentracion de Cl-a negativa. Cabe resaltar que el
cociente 665a/665b estd comprendido en un ambito de 1.0 a
1.7, en el que valores cercanos a 1.7 indican clorofila pura, y
valores cercanos a 1.0 son de feofitina pura. Dicho cociente,
por tanto, es un indicador del estado fisiolégico del plancton
(APHA, 1989). Se observa que los filtros valores de
665a/665b, con el maximo cociente para un filtro Whatman, el
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cual obtuvo la mayor concentracién de Cl-a, menor desviacion
estandar, y la mas baja concentracién de Ffa. Otro problema
en contra de los filtros Millipore, es que se saturan muy
rapido, ya que el tiempo de filtracion fue de 2:25 horas,
mientras que con los filtros Whatman fue de 1:15 horas.

Tabla 3. Comparativo de muestras filtradas con Millipore (Milli)
y filtros Whatman GF/C (What) con agua de la presa Madin.

Clorofila (Cl-a), feofitina (Ffa).

Tipo n Tam. Nim. Volde Cla Ffa 665a/

de de de agua (Mg/L)  (ug/L)  665b

filtro poro  filtros filtrada

(um) (L)

Milli 1 045 1 0.35 5.3 29 1.45

What 3 07 1 0.40 69 + 22 1.53
0.39

What 3 07 2 0.4 66 + 43 142
0.70

Experimento C.- Se procesd6 muestra del LNC usando filtros
Whatman, asi como concentrando la muestra por medio de
centrifugacion, a 1 675 g 6 3 200 rpm (Tabla 4).

Resulta notorio los valores altos tanto de Cl-a como de Ffa en
en el LNC. Debido a la alta concentracion de algas, en 1987 se
tuvo que efectuar una centrifugacién de 0.5 L de la muestra,
ya que, con los filtros de membrana (usados en ese entonces),
no era posible filtrar la cantidad de agua necesaria; esta
situaciéon impedia obtener lecturas adecuadas. Los resultados
anteriores muestran que los filtros Whatman son factibles de
usarse, sin embargo, los resultados por centrifugacion son dos
Veces mayores.

Tabla 4. Comparativo de muestras filtradas con filtros Whatman
GF/C (What) y agua centrifugada (Centrif.) a 3 200 rpm del Lago
Nabor Carrillo. Clorofila (Cl-a), feofitina (Ffa).

Tipo de n NOm. Tiempo Cla Ffa 665a/
concentracion de (min) (ug/L)  (Mg/L)  665b
_filtros _

What 1 1 - 80.2 34.9 149

What 3 2 - 645 + 8.1 1.57
69.6

Centrif. 4 - 4 164 + 874 1.46
11.6

Centrif. 4 6 178 + 109.4 1.43
7.7

Como era de esperarse, en el caso de la centrifugacion, se
obtuvo una mayor concentraciéon (un 7.6%) con un tiempo
mas prolongado, sin embargo para la centrifugacion se
obtienen valores altos de Ffa, asi como un menor cociente
665a/665b.

Experimento D.- Con agua de la PVB se comparé la
diferencia que se obtiene al poner el carbonato de magnesio
tanto en el campo, como en el filtro Millipore, precisamente
antes de filtrar la muestra. Los resultados indican que es mas
conveniente afiadir la suspension en el campo, ya que se
obtuvo una mayor concentracion (19.1%), un cociente
665a/665b un poco mas grande (1.22, en comparamon con
1.18), y una menor feofitina (14.3, contra 16.4 pg L™).
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Experimento E.- En la PM se compararon doce muestras: seis
filtradas con Millipore filtradas con una presion media (entre
35 y 40 cm de Hg, versus seis muestras con presion baja (<25
cm de Hg). En este segundo caso, solo se obtuvo una muestra
adecuada (Cl-a = 1.1 pg L™ y un coeficiente 665a/665b de
1.06); para el caso del uso de presion media, un resultado se
desechd y el resto presentd valores relativamente elevados
(Cl-a=4.5+2.17 pg L™ y un coeficiente 665a/665b de 1.27)

Discusion

Existen dos temas importantes a tomar en cuenta a la hora de
realizar una determinaciéon tradicional de Cl-a: (a) La
filtracion adecuada y suficiente, para que se obtenga un
resultado satisfactorio; y (b) El uso de un buen liquido para la
extraccion de los pigmentos. Es importante considerar que el
volumen de muestra a tratar es variable de acuerdo con la
concentracion algal y la presencia de arcillas, en casos
excepcionales —lagos oligotréficos o zonas costeras o de mar
abierto--, se requieren filtrar hasta 2 6 5 L (Tabla 4). Cuando
se presenten dificultades de filtracion se puede filtrar el
volumen recomendado, si se utilizan dos filtros, en lugar de
uno. En otras palabras, se puede filtrar una porcion de la
muestra en un filtro y continuar el resto del volumen con otro
filtro, hasta completar la cantidad recomendada de la Tabla 3;
no usar mas de dos filtros por muestra. Ademas, si se usan dos
filtros, considerar el uso de 11 a 12 mL de acetona al 90%.

No hay lugar a duda que se observa la ventaja de usar filtros
Whatman sobre los de membrana. Ademés de que los filtros
de fibra de vidrio (Whatman) son mas econémicos, éstos son
preferibles ya que, en el momento de la extraccion, ayudan a
romper las células cuando se utilizan con un homogenizador
de tejidos; ademas, estos filtros y no se obstruyen tan pronto, y
son més eficientes en la retencion de clorofila (Sheldon, 1972;
Margalef, 1983; Axler y Owen, 1994; Carlson y Simpson,
2007). Los filtros de membrana se pueden moler, pero les falta
una abrasividad suficiente para producir una buena extraccion,
por lo que sus eficiencias de extraccion son menores (Carlson
y Simpson, 2007).

Aunque Strickland y Parsons (1972) estiman que es
recomendable utilizar entre 10 y 12 mL de acetona (APHA,
1989, recomienda 10 mL) para la extraccion, se ha visto que,
para cuerpos eutroficos o con exceso de arcillas, en el que se
espera una pobre filtracion y/é extraccion (lo cual sucede con
frecuencia en embalses célido-tropicales), se debe utilizar la
menor cantidad posible de acetona, esto es, de 8-9 mL, con el
fin de que las lecturas iniciales a 665 nm lleguen a ser
cercanas a 0.17 a 0.2 nm.

Por muchos afios, una extraccion con 90% de acetona con el
método descrito por Lorenzen (1967) y APHA (1989), se ha
considerado satisfactorio para varios autores de estudios
limnoldgicos (Carlson y Simpson, 2007; Axler y Owen,
1994). No obstante, existen otros disolventes, por ejemplo se
menciona que el metanol es superior para las cloroficeas
(Margalef, 1983, Arar y Collins, 1992).
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Tabla 3. Comparativo Volumen recomendado de muestra filtrada
de acuerdo con el tipo de cuerpo de agua

Tipo de cuerpo de | Discode | Volumen de Vol. de
agua Secchi 1/ filtracion garrafén
(m) recomendado | recomendado

v L

Lagos y  presas | 0.2—-15 | 0.250-0.750 1

eutréficos (con

exceso de nutrientes,

agua muy verde)

Lagos 'y presas | 1.6-4.4 08-20 2

mesotroficos

(nitrégeno y fosforo

con valores medios)

Lagos y  presas 45— 15-25 3

oligotréficos >15

(nitrégeno y fosforo

con valores bajos)

Zona costera 5->10 15-25 3

Mar abierto > 15 2.0-5.0 40-5.0

1/ Valores aproximados, varian de acuerdo a la presencia de solidos
suspendidos y la concentracion algal presente.
Fuente: Adaptado de Carlson (2007).

Cabe afiadir que la variabilidad de los resultados al usar la
centrifuga, con diferentes tiempos o incremento del campo
centrifugo, dan valores muy variados, y lejanos al
procedimiento tradicional de filtrado, por lo que no se
recomienda su uso. El método mas simple para preservar es la
congelacion de las muestras. Varios autores reportan que las
muestras  congeladas no muestran una degradacion
significativa ain después de 6 meses (Carlson y Simpson,
2007).

Conclusiones

Se considera la determinacion de Cl-a como la estimacion mas
adecuada, en términos préacticos, para evaluar la biomasa
algal. Se recomienda efectuar las lecturas con un
espectrofotdmetro que tenga un ancho de banda espectral de 1
a 2 nm; si se utiliza una banda mas grande, se presenta una
subestimacion importante. En la medida de los posible, tener
cuidado en los factores de: volumen de filtrado y cantidad de
disolvente afiadido, con el fin de obtener una absorbancia en
un ambito de 0.16 a 0.8 nm en la primera lectura a 664 nm.

Si se siguen técnicas de muestreo adecuadas, asi como el
procedimiento delineado por APHA (2005) la evaluacién de
clorofila a y feofitina es una técnica “tradicional” y adecuada,
que permite la evaluacion consistente e histérica, de la
tendencia de los datos de un cuerpo de agua a mediano y largo
plazo.

Durante el filtrado, se recomienda lo siguiente (a) El tiempo
recomendado de filtrado, de 50 a 1 hora 10 min; (b) La
presion de filtrado recomendada es de presion media, de 35 a
40 cm de Hg. Los datos de feofitina a representan un buen
indice del grado de pastoreo por zooplancton; sin embargo, se
debe tener cuidado en la manipulacién de la muestra, con el
fin de no incrementar artificialmente dicho valor.
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