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RESUMEN

Se desarrolld un método fluorométrico de determinacion selectiva de la clorofilaa, Clo a, en
extractos de muestras de agua de mar, con un limite de deteccion de 1.8 pg L. Se optimizd
una metodologia simple de extraccion de los pigmentos fotosintéticos, utilizando un filtro de
membrana de nyvlon de 13 mm de didgmetro y tamafio de poro de 0,45 pm, para la separacién
del fitoplancton. Para la extraccion de los pigmentos se utilizd etanol. Se disminuyé ¢l volumen
de muestra (10 mL) y el volumen de extraccion (1 mL) en funcién del tamafio de filtro
utilizado. Este procedimiento se validé por ¢l proceso de “spiking” sobre muestras de agua de
mar. Se compard la aplicacion de modelos de calibracién univariados y multivariados, PLS
1y PLS2, en la determinacidn de la recuperacion de Clo a en muestras “spiked”. En todos los
casos se observa que el modelo de regresién de minimos cuadrados parciales, PLS1 permitié
incrementar la exactitud del andlisis, obteniendo porcentajes de recuperacién de Clo a cercanos
al 100%. El modelo de calibracién PLS2 para la determinacién simultanea de Clo a y Clorofila
b, Clo b, resulto ineficiente en la prediceidn de Clo a con un RMSEP del 50%. Este resultado
esta acorde con lo reportado en la literatura de la sobre-estimacion de la Clo a en presencia de
la Clo b por métodos fluorométricos

PALABRASCLAVES
Fluorescencia molecular, Clorofila &, Calibracion Multivariada.

ABSTRACT

In this work a selective method for determination of chlorophyll a, Chl a, on seawater samples by
molecular fluorescence has been Wﬂmn-ﬂ lirnit of 1,8 pg L' for Chl a was obtained.
Amethodology of pizments extraction was optimized in this study. The best condition of extraction:
10mL sample and 1 ml extraction volume.a nylon membrane filter (size pore 0.45 pm and 12 mm
diameter) , were chosen by the 2 Chl aand b recovery obtained by application of
univariate and multivariate cali spiked samples. The partial square least squares
regression model PLS1 and PLS2, extracts from spiked samples and over standard
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solutions of these chlorophylls. The application of PLS 1 model allowed validating the procedure of
extraction 1F-0,435 with recovery percentages nearly 100% for a sample volume of 10 ml and
extraction volume of 1 mL. Multivariate model were compared withunivariate calibration models, in
all cases higger accuracy was obtained by use of PLS1 model. The PLS2 model was lees efficient In
the simultaneous quantification of Chl a and b, a poor accuracy was obtained for Chl a and the bests
results in the prediction were obtained for Chl b. This result this according with reported previous

work. of the overestimation of Clo a in presence of Clo b by fluorometric methods.

1. INTRODUCCION

La concentracion de clorofilaa , Clo a, es el
parimetro bioqukmico de mayor importancia
medido en investigaciones marinas, Esto
debido a su carjcter indicador de la biomasa
del fitoplancton de los océamos y aguas
dulces'. Para la determinacion de Clo @ en
sisternas acujticos se wtiliza un  protocolo
estindar de anjlisis **, el cual comienza con
la filtracion de grandes volémenes de la
muestra, desde 500 a 1000 mL****, Los
filtros que suelen utilizarse son filtros de
membrana , con un tamano de poro de 0,45
mm* ¥ filtros de superficie (fibra de vidro )
de dimensiones de orificio entre 0.5 a (L7
1'I'.I.'III?"1.

La etapa siguiente, es la extraccion de los
pigmentos en solventes qukmicamente
compatibles, generalmente 90% acetona
acuosa para agua de mar v etanol acuoso al
95% en el anjlisis de muestras de agua dulce
o de reservorios’™”. En muchos casos, la
extraccion no es completa hasta que se
produce una ruptura total de la pared celular
de las algas *, en consecuencia es comén el
uso de procesos mecinicos tales como
molienda, maceracion, ultrasonido, exiraceion
salido-Tkquido, etc., que facilite la raptura de
las células. El éltimo paso del protocolo de
anilisis es la cuantificacion de la Clo a en ¢l
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extracto de muestra, bien sea por lécnicas
espectroscopicas o mediante cromatografka
lkquida de alta resolucion, HPLC **.

En la cuantificacion de la Clo @ mediante
técnicas espectroscdpicas se ha reportado una
muy pobre exactitud®; esto debido a la
similitud entre ¢l espectro de absorcidn y
fluorescencia molecular de los principales
tipos de clorofilas (a, b ¥ ¢) ¥ sus productos
de degradacion y de otros pigmentos prescntes
en muestras acujticas. 3in embargo, clertas
ventajas de estas técnicas tales como:
sencillez, rapidez, disponer de pocos
estindares de calibracion, etc han permitido
que esias prevalezcan con respecto a las
técnicas cromatogrificas, las cuales requieren
de equipos mis sofisticados, mayor tiempo de
anilisis ¥ que son mjs coslosas.

Mis recientemente, se ha explorado el uso de
la calibracion multivariante (CM), como una
alternativa en la determinacion simultinea de
clorofila v sus correspondientes feopigmentos
por técnicas espectroscopicas, esto de forma
de resolver la falta de selectividad de estas
técnicas sobre mezclas complejas y en
consecuencia mejorar la exactitud en la
cuantificacion de este analito. Esos estudios
han reportado que diversos algoritmos de la
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&5 COmaO Tegres1on sobre componentes
fipales (PCR). mknimos cuadrados
bs (CL5). la Regresion por mknimos
dos parciales (PLS1 Y PLS2) vy las
suronales artificiales (ANN), permiten
la capacidad predictiva de la Clo a
paracion con su determinacidén por
38 espectroscopicos clisicos!™! 12

b a que gran parte de las desventajas
2z en el proceso de determinacidn de
Bn sistemas acujticos @ riesgos de
macion, transformacion v pérdida del
largos tiempo de anilisis, ete; son
encia del proceso clisico de extraccion
proponer entonces una nueva
slogka experimental que permita
las limitaciones de este anjlisis. Una
ideal serka aquella en que se
muya el nsmero de etapa de anjlisis, se
la integridad de los pigmentos y una
gxactitud sca obtenida. En este sentido,

E frabajo se plantea desarrollar un
de extraccién ripido, simple ¥
icible de la Clo a vy Clo b desde
s acujticas ¥ su posterior
fificacion mediante fluorescencia
ar en conjunto con la aplicacion de
& estadksticos de CM. Esto £itimo se
con ¢] propdsito de incrementar la
d del anjlisis. Para validar la eficiencia
pdo propuesto se evaluar los
tajes de recuperacion de la Clo a en
8 de agua de mar contaminadas con

.

{uped o

APERIMENTAL

wos v Soluciones

pes esfindares de Clo 2 de 452 mg L'y
de 144 mg L' fueron preparadas por
on del contenidos del reactivo sélido puro
St. Louis, Missouri, USA)en etanol
APLC (Fluka, Suiza). Estas soluciones
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fueron refrigeradas a 4°C en un frasco jmbar
de 1, 0 mL envuelto en papel de aluminio,
esto para proteger la solucidn de las luz v ask
disminuir el riesgo de descomposicidn. Las
soluciones de calibracion fueron preparadas
en etanol, por dilucion diaria de las soluciones
eéstindares, Estas estuvieron en un intervalo
de concentracion de 100-1000 mg L- '

Muestras

Muestras de agua de mar fueron obtenidas
desde playas de diferentes regiones de la
Comunidad de Valencia- Espaha. Estas
regiones fueron ¢l Paseo marktimo v Perellé.
También fueron colectadas muestras desde un
reservorio de agua dulce de la facultad de
Qukmica de la universidad de Valencia,
Burjassot, Espania. El muestreo se llevo acabo
entre los meses de Abril v Mayo del 2007,
Las muestras fueron colocadas en botellas
plisticas de 1 L v almacenadasa 5 ® C previo
a su anjlisis.

Se utilizd un fluorimetro Hitachi F4500
{Instrumentos Hitachi Inc Tokio, Japdm). Las
longitudes de onda de excitacion fueron de
430 y 460 nm para la Clo a y Clo b
respectivamente.  La emision de radiacion de
fluorescencia se registrd entre 600 a 800nm, con
un incremento de 2 nm. Los anchos de banda
de excitacion v de emision utilizados fucron de
10 nm. La velocidad del barrido fue de 12000
nm / min. El detector del instrumento fue un

PMT. a un voltaje de 950 V.

2.4 Metodologia

2.4.1 Evaluacion Del Meétodo
Fluorométrico

Se evaluod la eficiencia analktica del método
[luorométrico utilizado en la determinacidn
de las clorofilas ( a v b). Para ello inicialmente
$¢ obticnen los espectros de disoluciones
puras de ¢stas clorofilas, disueltas en etanol.
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Esto permitic escoger las mejores condiciones
de excitacion y emisidn de cada clorofila.
Posteriormente, se aplicd el modelo de
calibracion univariada de curva de calibracion
externa (CCE) , mediante regresion lineal por
ajuste de mknimos cuadrados entre las
intensidades de fluorescencias y la
concentracion de soluciones de los estindares
de calibracion. Las soluciones utilizadas en
la calibracién univariada, se prepararon en
etanol, en un intervalo de concentracion entre
0-1000 mg L.

242 Extraccién del Pigmento

Se realizaron méltiples ensayos previos para
el procedimiento de extraccién de las
clorofilas desde las muestras ¥ se obtuvieron
los mejores resultados al utilizar los siguientes
procedimientos:

@  Procedimiento 1F-0.45.
®  Procedimiento 2 SPE C-18.

Procedimiento 1F-0.45: Se filiraron 10 mL
de muestra a través de una membrana de
nylon con tamano de poro de (.45 mm ¥
dijmetro de 13 mm (Magna, Osmonic INC).
Los filtros fueron transferidos dentro de
frascos imbar (5 mL), los cuales contenkan 1
mL de etanol . Se agitd suavemeénte la
solucion v se dejo reposar por cinco minutos,
para luego realizar de forma inmediata la
medicién de la sefial analktica de
flnorescencia molecular.

Procedimiento 2 SPE C-18: se hacen pasar
diferentes volimenes de muestra a través de
un cartucho de extraccidn de fase sohda C-
18, donde son retemidos los organismos de
fitoplancton y luego se realiza la elusion de
los pigmentos con volémenes variables de
etanol. Multiples ensayos fueron realizados
en este procedimiento, obleniendo los mejores
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resultados cuando s¢ utilizan 10 mL de muestra
v 1 mlL de etanol.

Todas las operaciones experimentales fueron
realizadas en la oscuridad, para evitar la
posible foto-oxidacidn de los pigmentos.
Finalmente. los extractos de muesiras
obtenidos por ambos procedimientos de
extraccion, fueron analizados de forma
inmediata.

2.4.3 Estudios de Recuperacion de la Clo a
¥ la Clo b en las muesiras.

Inicialmente se realizd la identificacidon
cualitativa de las clorofilas (a ¥ b) ¢n las
muestras, se realizd por comparacion entre los
espectros  fluorescencia de los extractos de
las muestras contaminadas ¥ la muestra
original con los especiros de soluciones
estindares de estas clorofilas en etanol.
Posteriormente se realizd una evaluacion
global del procedimiento de separacion del
fitoplancton v extraccion de las clorofilas a y
b desde las muestras, de manera de validar la
exactitud del método de extraccién propuesto.
Dado la alta reactividad de la clorofila v su
tendencia a transformarse en sus derivados,
no se disponen de estindares de referencia
certificados que permitan realizar la
validacién de un método experimental. En
estos casos, la TUPAC recomienda el uso del
meétodo de enniguecimiento de las muestras
para realizar dicha validacién. La exactitud
del método se expresa entonces como el
porcentaje de de recuperacién. En nuestro
estudio, varias réplicas de 10 mL de las
muestras de agua fueron enriquecidas con
cantidades conocidas de las clorofilas (a y b) .
se aplicd ¢l métode de extraccion ¥
posteriormente se analizaron los extractos
obtenidos. El mismo procedimiento se llevo
a cabo en replicas de muestras sin enriquecer,
esto para corregir la sefial analktica de los
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pigmentos extrakdos desde las muestras
enriquecidas, con respecto a la cantidad
original de estos en la muestra.

El porcentaje de recuperacién se determind
br comparacion entre la intensidad de
porescencia (a la longitud de onda de
guima emisidn) del extracto con la senal

enida desde una solucidn estindar de la
pfila disuelta en etanol.

4 Analisis Multivariado
gste estudio, se explord el uso de los
glos de Cabbraciom Multivanante, CM.
sgresiion de minimos cuadrados parciales,
PLS2, para el andlisis multivariable
sefiales de fluorescencia obtenidas
diferentes modelos de calibracidn
gos en este estudio. Dichos modelos
fueron aplicados en los estudios de
zi6n de las clorofilas (a v b) en las
enriquecidas v fueron comparados
pdelo CCE, esto con el propdsito de
walidar la exactitud del método de

A propuesio.

Calibracidn

dndares de
njuntos de calibracién fucron
para el analisis multivariado. En
presenta la composicion de los
calibracion utilizados. El primer
101, ¢l ac 4, se construyd
bnes uni-componentes de las
¥ b) disueltas en etanol. El
ato de calibracidon, el ae 4, se
extractos en etanol obtenidos
fiodo de extraccion 25PE ¢-18,
gontaminadas con Clo ay Clo

242 De igual forma se plantea
pto de calibracion, desde el a
05 en etanol obtenidos por el
1F-0.45, desde muestras

tia Basicas Universidad de Pamplona
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contaminadas con cantidades conocidas de Clo
. El cuarto conjunto de calibracidn consistio de
siete soluciones estandares (ml am?7 ) de las
clorofilas en etanol.

Tablka 1 Conjunto de Muestras de Calibsacion,
utilizada para la aplicacion del modelo PLS]

Concentracidn (pz L™ )
Cloa Clo &

cl L] 0
¢ 1] 23
c3 25 50
cd 30 100
el 1,96 Q.9
el 3.B5 19.6
3 5,66 291
ed 7.41 380
m | o
m 2 10
m 3 25
m 4 50
m 5 0
m & 0

m7T 0

Muesiras de
calibracidn

2.4.4.1
CM

El planteamiento de los conjuntos de
calibracion anteriores, se realizd con la
finalidad de establecer tres modelos de
calibracion PLS1. el prnmero: denominado
(PL51I), se aplico sobre el conjunto de
calibraciém ¢l a c4. En el segundo modelo,
PLS1II, s¢ aplico de forma individual a las
clorofilas (@ y b), del conjunto de calibracién
de ¢] a ed, El tercer modelo de calibracién
PLS1III, s¢ aplico sobre el conjunto de
calibracion establecido solo paralaCloa. el
a e4. En la validacion del modelo PLSII =e
utilizd el conjunto ¢l a ¢ 4. En los modelos
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PLSII y PLS1II el comjunto de validacion
consistia de las soluciones ¢1 ac4. Elmodelo
calibracion PLS2 fue aplicado sobre ¢l
conjunto de calibracion ml am 7. La
estimaciéon vy ajuste de los modelos
multivariades se realizd utilizando los
siguientes parametros estadisticos : (uno) el
error promedio cuadrado de calibracion (
RMSEC), para evaluar el ajuste del modelo a
los datos de calibracidn, (dos) la estimacion
del error de validacién cruzada (RMSECV) .
para realizar la validacion interna del modelo
v {tres) el error relativo de prediccion
(RMSEP) para evaluar la capacidad predictiva
del modelo sobre muestras de validacion
independientes. La similitud entre Ja magnitud
del error de calibracion y los errores de
validacion, indicari la robustez de lo modelos.

3. RESULTADOS

3.1 Evaluacién Del Método Fluorométrico
En las figuras 1 a y 1b, sc presentan los
espectros de fluorescencia obterudos para
soluciones de Clo a v Clo b (500 mg L)
disueltas en etanol. Se utilizd un intervalo de
longitudes de excitacion (1 ) entre 420 y
460 nm. Se observd que la maxima intensidad
de fluorescencia se obtiene a una longitud de
onda de emisién ( 1__, ) de 670nm paralaClo

:Q‘;

"-c-_.'

%
: BISTUA VOL. 7 No. 1

a y 650 nm para la Clo b . Las longitudes de
ondas dptimas de excitacion para la Cloay
Clo b, fueron de 430 nm y 460 nm,
respectivamente.

La linealidad entre la sefial de fluorescenciay
la concentracidn de soluciones de Clo a y Clo
b, (100 - 1000 pg L), fue determinada por
regresion de minimos cuadrados a la A_
optima de cada clorofila. En la tabla 2, se
presentan los pardmetros analiticos de la curva
de calibracion de cada clorofila. Se observa
una mayor sensibilidad en la determinacion
de las Clo a respecto a la Clo b, esto segin
los valores de pendiente (b) y limites de
deteccidn (Lods) obtenidos. La mayor
sensibilidad en la deteceion por fluorescencia
de la Clo & , se explica ya que esta posee un
rendimiento cuantico absoluto (0.32),
superior al de 1a Clo & (0.117).

Los resultados anteriores. demuestran que ¢s
posible realizar la determinacion selectiva de
la Clo aenpresenciade Clo & alai?  de
430nm. Esto debido a que a esta longitud de
onda, se obtiene una elevada sensibilidad de
la Clo a y se desfavorece la excitacion de la
Clo b, con la que esta iltima no interfiere de
forma significativa . Esto es un aporte

prar
— 430nm — &30 &M
2o _,"L 420nm — 450 nm
[ — 45 0nm m— 1 ]
sud AB0nm
- A 50— .: 3 =
[} -
2 ! ]‘ 3
- I L
1 e /
I :
d L] \t
505 Al
'} |'ﬁ"., .ll\.
ff ™
LE=— T e o M""'—ﬂ—
520 540 ey 50 T80 a0 [ =50 1 e wsg a0 a0 w0
A i

Figara 1. Especiros de Fluorescencia obtenidos con un intervalo de longitedes de cxcitacidn (1 |} entre 420
y 460 nm para - soluciones de a) Clo @ ¥ b) Clo & de 500 ppb disueltas en etanol-
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Tabla 2. Parémetros de regresion lineal de la Clo @ v la Clo &
AEXC  AEMIS M LOD INTERVALO
ALITO o DINAMICO R’
(NM) (NM) pG'L) (BGL") LINEAR (uG L")
DA 430 670 47T 3= 28 18 &0 A S} 09995
OB 460 660 033 +0.02 1425 663 ] 200 A 500 0.9940

significativo en este tipo de analisis, va que la
principal fuente de error en los métodos
cldsicos de cuantificacidon de Clo a por
fluorescencia molecular es la interferencia
causada por la Clo 6 4, Este resultado esta
acorde con lo reportado por Welschmeyver®, el
cual propuse un método fluorométrico para
la determinacion selectiva de la Clo a en
presencia de Clo b v de sus feo-pigmentos.

3.2 Estudios de Recuperacion de las
Clorofilas a v b en las muestras.

Para evaluar la eficiencia del método de
extraccion propuesto se determing el porcentaje
de recuperacion (% Rec) de las clorofilas a v &
en las muestras . Se alcanzo un elevado
porcentaje de recuperacion de la Clo a, 105%,

extracciin de ésta. Estos resultados pueden ser
explicados si se analizan los espectros de
fluorescencia de los extractos de las muestras
original ¥ enriquecidas con ambas clorofilas
{a.b), solapados con los espectros de soluciones
estandares, ver figura2. E la figura 2a, se observa
la coincidencia en los espectros del extracto de
muestra ennguecida con Clo a y su solucién
estandar; con lo cual se evidencia que la
metodologia experimental propuesta fue
eficiente en la extraccion de la Clo a en las
muestras, sin evidencia aparenie de presencia
de errores sistemiticos. Por el contrario el
procedimiento no resulta adecuado en la
extraccion de la Clo b, ya que no se observid el
maximo de emisidn caracteristico de esta
clorofila , 660 nm, en el espectro del extracto

mientras que éste porcentaje no se pude  de muestra enriquecida, ver figura 2 b
determinar para la Clo b, va que no se logro la
im i
— fl {—) Extracho de aveesin en cne i1 Exkate de la reoesir
fi i—) Extracio de L] (—1 Selucata de 350 g/ Lde Cla b
o J rostaenads con 24 pg /L de Cla o [==] Exfracio de |a mmserr costamisada
_ { —) Selneiin de 250ng /Lide Che 2 con M g/ L de Clo b
*, \
= - I.' -
= '. I.."'I.l,::‘\v.llllll"I .-- Ii
i LY i
m, y J 5\\-‘:;{{%
e, F ‘\_h_ . S i,
[ a e - e = L= e =

oy

Figura 2 Espectros de Fhmmm*_.)un 1, de430nm y b) una 1_ a460nm
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3.3 Modelos de Calibracién Multivariados
3.3.1 Regresién y Validacion

En la tabla 3, se presentan los parametros
estadisticos obtenidos por aplicacion de los
modelos PLS. Fueron aplicados dos métodos
de pre-procesamicnio de los datos de
calibracion: la no transformacidn y centrado
de columna , este ultimo método fue la mejor
opcién  para todos los modelos. El
procedimiento de validacion cruzada interna
fue utilizado para determinar el numero
optimo de los componentes principales (CPs).
Todos los modelos de calibracién PLS 1,
fueron ajustados con un solo CP, mientras
gue el modelo PLS2 se ajustd con 2 CPs en
ambas clorofilas, se evidencia entonces la
linealidad de los modelos.

Un andlisis de varianza fue llevado a cabo, para
comparar la influencia de los modelos PLS
sobre los errores REMSEC, BMSECY v
RMSEP. Se aplicd previamente la prueba de
homogeneidad de las varianzas de Levene, se
obtuvo en todos los casos que el estadistico
de Levene fue inferior al valor critico a un
nivel de confianza del 95% (F , =35, 14). Por
lo tanto, no existen diferencias

BISTUA VOL. 7 No. 1

cstadisticarnente significativas entre las varianzas
de los errores de cada modelo. Enel andlisis de
varianza los valores de F calculados parala Clo
a fueron de RMSEC: 3239, RMSECV: 23764,
v RMSEP: 37999. Se observa que en todos los
casos valores de F calculados, mayores al valor
critico a un 95% de confianza (F ., F=5.14.

Debido a que hay diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de los errores
de prediccion de los modelos de calibracion,
se aplict ¢l método comparacion miltiple de
la diferencia minima estadistica (LSD) , para
evaluar las diferencias significativas entre los
errores de cada modelo de calibracion. Para
la Clo a, se obtiene que el ermor de calibracién
v los emmores de ambas formas de validacidn
del modelo PLS1 1 y PL32, presentan
diferencias significativas con respecio a los
modelos PLS1 1Ty PLS1IL Mientras que para
estos dos ltimos modelos, los cmmores no
difieren entre si entre un modelo u otro, por
tanto su capacidad de prediccidm es
equivalente. Resultados similares se obtienen
al comparar los modelos de calibracién PLS11
v PLS11I con respecto a la Clo b, el ANOVA
mostrd que en todos los casos los valores de F

Tabla 3 Pacimetros estadisticos de los modelos PLS1T v PLSI de soluciones de Clo oy Clo b

FLsT) FLSII FLE110I PLE 2
Parimetros di Begresion
Chra Cloy Cloae Clob Ul o Clpa Clob

F:E . i 1 1 i 1 F4 2
F2 Calibracsin 06007 09965 D9G3 05971 09943 052 0ET0
R Validacidn 06500 09877 0021 05400 05821 098 00510
RMSEC (g L) 082 1,58 0,18 102 0,08 L5 633
RMSECY {pg L") 202 312 044 4,62 0,44 il 17,36
BMESEP fug L™ 210 305 (.43 135 033 6,19 11,54
EMSET {34) 10 ] 13 1z - il | 31
Pre-procesamicnty de los dmos Cintrade en Columma

44
Impresa en Colombia

Facultad de Ciencias Basicas Universidad de Pamplona




BISTUAVOL. 7 Ne. 1

calculados son superiores al valor critico aun
nivel de significancia del 95%F (, L
Estos resultados indican que para la prediccion
de la Clo b, los dos modelos de calibracién
PLS1 planteados difieren entre si. Segiin los
resultados obtenidos los mejores modelos de
calibracion son el PLSIII y PLS1II ya que
presentan los errores de menor magnitud.

3.3.2 Aplicacién de modelo PLSI L

Enlatabla4, ¢ presenta la concentraciones de
Clo ay Clo b, suministradas por los modelos de
calibracién: CCE ¥ PLS11y s¢ comparan con
los valores de concnetracion afiadidos sobre las
muestras. En todos los casos, ¢l modelo PLS1T
presento mayor exactitud en la cuantificacion de
la concentracion de las elorofilas (a v b) con
respecto al modelo CCE . Esto se evidencia
por la similitud entre los valores predichos y los
valores de referencia suministrados por el modelo

Ll

ISSN 01204211

multivariado, mientras que para ¢l modelo CCE
s¢ observa que estos valores presentan mavor
diferencia entre si. Como era de esperarse,
elevados porcentajes de recuperacion tanto con
el método 1F-0.45 como con el método SPE
C-18, fueron obtenidos con el modelo PLS1T
en ambas clorofilas. Mientras que en el modelo
CCE dichos porcentajes fueron mas bajos.

Los resultados obtenidos en la prediccion de 1a
concentracion de ambas clorofilas, demuestran
que la aplicacion del modelo multivariado de
PL31, incrementa la exactitud de la
determinacidn, siendo este capaz de modelar
cualquier contribucion a la sefial analitica de los
interferentes que puedan estar presentes en la
muesira. Por otro lado, los resultados obtenidos
en la cuantificacion de Clo a por ambos modelos
de calibracion, indican una alta eficiencia en los
procesos de separacion del fitoplancton v la
cxtraccidn de la clorofila en etanol, mediante el
método 1F-0.45 mm . Mientras que por el

Tabla 4 Prediccidn de Clo @ v Clo b en muestras de dgua de mar, por los modelos de CCE v PLSIL

METODO ANALI

CONCENTRACION (pG L™

PORCENTAJE DE
RECUFERACION (%)

acultad de Ciencia Basicas Uni

TO  pErEREN DETERMINADA
ClA CCE PLS1I CCE FLSI1I
E-u.qs L9 £0.20 150+0.20 194%080 77 w
CLO A

IR £0.50 337 40,90 4,09+ 0,50 K5 104

5,66 £ 0,70 4,62 21,78 547 % 1,60 &z 97

TALE 00 6,39 £200 720 32,10 86 97

SPE C-18 0.99 £ 010 1372045 094030 128 9%
85+ 035 345105 3,87 £ 1405 1 101

S.66 £ 0,60 434220 506+ 2,08 75 x9

CLOE 9.90%1,05 1416400 11.20% 320 143 113

19,60+ 215 20,582 7,20 20,20+ 6,19 105 103

-
38,46+ 4,10 ““*’" 35.47£11,14 1 92
4761 506 t&uw + 11.83 83 24
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método SPE C-18, se evidencia la presencia de
errores sistematicos que afectan la exactitud del
<lisi

3.2.3 Aplicacién del modelo PLS1II en la
determinacion de las Clorofilas a v b en las
muestras.

Los modelos FLS1I1 y PLS2 fueron aplicados
sobre cuatro muestras enriquecidas con ambas
clorofilas, a v b, a diferentes concentraciones.
Seusd ¢l método de extraccion SPE C-18. En
la tabla 5 se presentan los resultados
obtenidos en la prediccion de las clorofilas.,
Una elevada exactitud fue alcanzada en la
determinacion selectiva de ambas clorofilas
con ¢l modelo PLS1II, aun cuande la
cuantificacién se realizé en muestras que
contenian mezclas de ambos analitos. La
cuantificacién individual de estas clorofilas
mediante el modelo univariado de CCE seria
inexacta, debido a la presencia de
interferencias espectrales entre los analitos y
por tanto una separacion previa de los
componentes es requerida. No obstante,
mediante la aplicacién del modelo
multivaniado esto no fue necesanio,

El modelo PLS2 fue capaz de predecir
adecuadamente la concentracion de la Clo b .

|.--| .I.!.l
'.‘.I' i _."
W ; &
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esto dado la similitud entre los valores predichos
v los valores de referencia, con un valor de
EMSEP del 15%. Mientras que en la
cuantificacion de 1a Clo a, este modelo presentd
una pobre capacidad predictiva, ya que solo s¢
realizd la determinacidn en dos muestras, con
un valor del RMSEP del 47%. Este resultado
esta acorde con resultados previos reportados
en la literatura. sobre una baja exactitud en la
determinacion por fluorescencia de la Clo aen
presencia de la Clo b,

345 Aplicacién del modelo PLS11IT en la
determinacidn de Clo a.

El modelo PLS1III se aplicod para evaluar la
exactitud del método 1F-0,45 en la extraccion
de Clo a en dos muestras de agua de mar,
provenientes de diferentes playas, enriquecidas
con esta clorofila y una tercera muestra de agua
de reservorio filtrada previamente con un filtro
de 8 um. Sc aplico el método 1F-0,45. Cada
una de las muestras se enriquecio con 23,8 pg
L' de Clo a. Los resultados obtemidos se
presentan en la tabla 6.

En todos los casos, la concentracion de Clo a
determinada estuvo cercana a los valores de
referencia, independienternente del tipo de
muestra, con porcentajes de recuperacion

Tabla 5 Prediccion de Clo 2 v Clo b utilizando los modelos PLS1I1 y PLS2, en muestras analizadas por el
método SPE C-18.

CONCENTRACION CLO A (86 o cENTRACION CLO B (G L)

L")

MUESTR
AS  REFEREN
Cla

A

FL51 I

DETERMINAD

FLS T

BREFERENC DETERMINADA

L4

FL51 1 FPLS 2

1 2,91 £ .20 292+ 0,51 L.E1=9.35 14,78 338 0.1 £ 3.05 1,594 £ 0590

z 4,76 £ 0,50 505+ 083 340+ 060 2430 405 27.4%= 3.95 4,19 080

3 2,44 28,70 .24 0,TH

4 1411 -

3582 + 6,30 3131 £ 575 547z 1,60

43,06+ 7,25 4554 &.835 7.20 2 100
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Tabla & Prediccion de Clo a, wtilizando el modelo PLS11I1 en diferentes tipos de muestras analizadas por
el método 1F-0,45

M Concentracién determinsda de Cla g (pg I Porcentaje de Recuperacion
Mo Muesmoon ZiAGugl) (%) S
Agua de Mar 1 {4+02 20,54 4 1,99 86
Agua de Mar 2 1,706 1933 +1.27 g1
Agoa de Reservorio 0.4% + .03 11,24 2 504 o

entre 81 ¥ 89%. En consecuencia no fueron
encontrados efectos de matriz en las muestras
¥ por tanto se vahido el método 1F-0,45.

DISCUSION
La excelente eficiencia en la recuperacitn de
o a en las muestras, utilizando el mé&odo
).45, se atribuye al mecanismo por el cual
presume que se llevo a cabo la extraccion
los pigmentos. Fsto es, inicialmente la
smbrana de nylon posee un lamafio de poro
0.45 um suficientemente pequefio para
FOcT €n su totalidad las especies del
‘plancion, posterionmente este filtro por ser
icamente compatible con el etanol se
selve en este solvente. Durante esta etapa
anol posee el suficiente poder de
@cion en la pared celular de las algas
oducir la destruceion de aquellas ¥ de
ma lograr la extraccion total del
0; que &5 lo que se demuestra con los
tentajes de recuperacion obtenidos,
al 100%%.. Por esta razon, el uso de
mientos fisicos utilizados en Ia
n de la pared celular de Jas algas®,
Bomo sumergir €l filtro en el solvente
srminados periodos de tiempo
", la trituracion mecdnica mediante
“grinding” y la aplicacién de
o ™ somication”™ no fue necesario en
estudio. La supresion de dichos
micntos conlleva a una serie de ventajas
atarmiento de la muestra: se disminuve los
s0e pérdida y contaminacion de la muestra,

tad de Ciencia Basicas Unive

se evila la posibilidad de degradacion de los
pigmentos ¥ se disminuye el tiempo de andlisis,
Dee igual forma, nuestra metodologia cumple con
los criterios establecidos por el grupo de trabajo
SCOR 78, para las técnicas de extraccion del
fitoplancton®. Esto es fidelidad : los
pigmentos no son alterados durante el Procesn,
la compatibilidad: el solvente debe ser
compatible con ¢l método de andlisis de Jas
muesiras, precision: el proceso debe ser
repetitible y la seguridad: el solvente debe
tener baja toxicidad.

Por otro lade, los resultados obtenidos en la
recuperacion de la Clo a v la Clo b por el
procedimiento SPE C-18 sobre las muestras
contaminadas indican una baja eficiencia de
extraccion de los pigmentos mediante aquel.
Esto se explica debido a que el mecanismo
de extraccién de los pigmentos con el
procedimiento SPE C-18 fue diferente al
método 1F-0,45. En este proceso, el cartucho
de extraccidn con fase C-18. actia como un
filtro de fibra de vidrio, donde las particulas
se retienen sobre su superficie y a lo largo de
los espacios internos del filtro!, en nuestro
caso el fitoplancton de las muestras se retendrsi
a lo largo del volumen interno del cartucho.

Ademis una adsorcién selectiva de las

clorofilas se produce sobre la fase C-18§ y

diferentes formas de interaccién entre el analito
¥ la fase estacionaria pueden llevarse a cabo, Por

esta razdn, el mecanismo de elusion con etanol

es diferente al que se da en Jos filtros de nylon.
El etanol ademas de penetrar la pared celular de
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las algas, debe ser capaz de realizar la elusion de
todos los pigmentos contenidos en el fitoplancton
que s¢ encuentra adsorbido a lo largo del cartucho
de extraccidn. Es de esperar entonces que esta
metodologia se encuentre mads afectada por
interferencias de matriz que cuando se utilizan
filtros de nylon, que son superficiales, es decir,
las particulas se retienen sobre la superficie
del filtro y ademds estos suelen disolverse en
el solvente de extraceién. Los mejores
resultados en la prediceién de las clorofilas
sobre las muestras analizadas con este
método, fueron los oblenidos mediante la
aplicacién de los modelos de calibracion
multivariante. Esto debido a que dichos
modelos permiten compensar la influencia de
los errores sistemdaticos ¢n la extraccidn de
estos analitos v mejorar la exactitud del
analisis. De igual forma, la aplicacién de
dichos modelos permitié validar la exactitud
del método 1F-0.45 en la extraceion de Cloa
en muestras de agua de mar.

Otro aporte importante de nuesira
metodologia experimental, es la drastica
reduccion en el volumen de muestra utilizado
para la filtracién en comparacion con los
procedimientos clisicos de extraccion de
pigmentos. El volumen de filtracién para
andlisis de fitoplancton se escoge segun el
método de andlisis de los pigmentos y de la
biomasa de fitoplancton sc estima contenga
¢l agua a analizar. En base a estas premisas se
utilizan diferentes volimenes de filtracion, en
¢l método 445 de la EPA", ¢l volumen de
filtracion es de 4 L para aguas de océanos
abiertos v de 1L o menos para lagos o aguas de
estuarios. En el protocolo de la JFGOS' sugieren
utilizar volimenes de muestras entre (.12 0.5 L.
en aguas oligotroficas para ser analizadas por
fluorescencia, la NASA® en sus protocolos de
anilisis para la determinacion fluoromeétrica de la
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Clo“a” sugiere volimenes de filtracion de 0,5 a
1 L paraaguas oligotroficas, 0,2 20,5 litros para
aguas mesotrdficas v 0,1 L y menos para aguas
eutroficas. En los procedimientos estandar para
determinacion de Clo “a”™ por meétodos
espectrosedpicos del ICES®, sugiere un
volurmen de filtracion de 0,25 L para analisis
fluorométrico. Se observa que en todos los
protocolos estandar de determinacién de la
Clo “a™ en muestras de agua por analisis por
fluorescencia se requicre el gasto de elevados
volimenes de muestras para la filtracién. En
nuestro andlisis €l volumen de muestra fue de
10 mL, esto implica una notable disminucion
con respecto al volumen minimo requerido
que comimmente es de 0,1 L. Evidentemente
la cantidad de muestra no representa una
limitacién en nuestra metodologia, cuando
ésta no se dispone en grandes cantidades.

5. CONCLUSION

Se desarrolld un método rapido, simple ¥
barato para la determinacién selectiva de la
Clo a por fluorescencia molecular en muestras
de agua de mar, alcanzando un limite de
deteccion de 1.8 pg L. Mediante la
aplicacion de los modelos de calibracién
multivariados, se obtuvo que ¢l mejor
procedimiento de extraccion fue el método 1F-
0.45. Una elevada eficiencia en la extraccion
de la Clo « fue alcanzada, con porcentajes de
recuperacion cercanos al 100%. Mientras que
el procedimiento 2SPE C-18, sumimstro una
pobre exactiud en la  determinacion de las
clorofilas & ay b en las muestras. Esto debido
a que una elevada retencion de los pigmentos
se dio sobre la fase estacionaria de cartucho de
SPE v una baja eficiencia en la elusion de aquellos
tuvo lugar. La aplicacion del modelo PLS1
suministrd en todos los casos, un Incremento en
la exactitud de la prediceion de la concentracion
dela Cloa . El modelo PLS2 fue ineficiente en
la determinacion simulténea de las clorofilasay

Facultad de Ciencias Basicas Universidad de Pamplona
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. esto segiin los altos valores de RMSEP. Fste analitica de la Universidad de Valencia Espafia,

ssultado estd acorde con lo reportado en I para el desarrollo de este trabajo.
lieratura sobre la sub-estimacion de la Clo aen

sencia de la Clo » mediante métodos
Tl I'ﬂéT.I‘i{EI:JE-
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