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1. DESCRIPCION

La clorofila es un pigmento verde encontrado en diferentes plantas, algas y varios
grupos de procariotas como son las cianobacterias. Este pigmento se encarga de la
transferencia de energia luminica a aceptores quimicos (Levent A, 2011; Pareek sunil
et al, 2017). Su nombre se derivado del griego Cloros - verde y Phyllon - hoja (Levent
A, 2011; Pareek sunil et al, 2017), la molécula de clorofila esta formada quimicamente
por atomos de carbono y nitrégeno con un solo 4tomo de magnesio en la posicion
central (Pareek sunil et al, 2017), consiste en un anillo de porfirina o nucleo de
tetrapirol, desde el cual se extiende una cola formada por un grupo de 20 carbonos
llamado fitol (Levent A, 2011). El pigmento de clorofila absorbe luz azul y luz roja de
la radiacién solar a 430 nm y 660 nm, respectivamente, y refleja el espectro verde
(Levent A, 2011; Pareek sunil et al, 2017).

La clorofila a, es la forma mas abundante de clorofila y se utiliza para estimar en
forma indirecta la biomasa de comunidades fitoplanctonicas (Rivera Carlos, 2005).
La concentracién de clorofila a es un indicador del grado de contaminacién de los
ecosistemas acuaticos por aumento de nutrientes; es asi como, los cuerpos de agua
superficial con alta concentracion de clorofila contienen altas concentraciones de
nutriente como fosforo y/o nitrébgeno que a su vez, pueden ser indicadores de
contaminacion por fuentes artificiales, como fugas del sistema séptico, plantas de
tratamiento de aguas residuales que funcionan mal o escorrentia de fertilizantes, al
igual de ser indicadores de condiciones neriticas y aumento de temperatura por
fendbmeno del nifio (Pefia Viviana, 2002). Su estimacidén es de gran interés a nivel
cientifico ya que permite conocer que tan saludable es un cuerpo de agua, su
composiciéon y estado ecolégico.

2. ALCANCE

El método de determinacion espectrofotométrica de clorofila a, es aplicable a
matrices de agua superficial y marina.

3. FUNDAMENTOS DEL METODO

3.1 Principio



El método se fundamenta en la extraccion de la clorofila a, a partir del extracto
acetonico que contiene los pigmentos y la diferencia entre las absorbancias obtenidas
a diferentes longitudes de onda (664, 647, y 630 nm).

3.1.Interferencias

La clorofila es muy sensible a los pH bajos. En muestras que contiene pH bajos la
clorofila es tendiente a degradarse produciendo feofitina a. De igual forma, una
exposicion prolongada a la luz puede degradar con rapidez la molécula de clorofila,
por esto es recomendable realizar los analisis en un ambiente que tenga luz tenue.

Feoforbidas a y Feofitinas a, dos productos comunes de degradacion de la clorofila
a, pueden interferir con la determinacion de la clorofila a porque ellos absorben la luz
y la fluorescencia en la misma regién que el espectro de la clorofila a lo hace.

4. TOMA DE MUESTRA Y ALMACENAMIENTO

Para la toma de muestra, se recomienda el empleo de botellas de vidrio o polietileno
opacas, ya que incluso una breve exposicion a la luz durante el almacenamiento
altera los valores de clorofila. Si la muestra es recolectada en aguas superficiales o
estuarina es recomendable que el volumen de muestra oscile entre 300 y 500 mL,
para agua marinas se recomienda que sea mayor a 1L en zonas costera y entre 4L
y 10L mar adentro. Los botellones se llenan en su totalidad evitando que quede aire
al interior de los mismos.

Transportar y almacenar la muestra en oscuridad y a una temperatura de 4°C.
5. MATERIALES Y EQUIPOS

e Centrifuga Clay Adams Placa 0035.

e Tubos Falcon de 15 mL tapa rosca.

e Nevera MABE Placa 0143.

e Espectrofotometro, Evolution 300 UV VIS PLACA 0107.

e Cubeta de Cuarzo de 1cm.

e Equipo de filtracion.

e Bomba de Vacio.

e Vasos de Filtracion.

e Pinzas de diseccidn.

e Filtros de fibra de vidrio Whatman GF/F de 0.7 um de porosidad y 47 mm de
diametro.
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e Tranferpipetas de 1-10 mL.
e Tranferpipetas de 100 a 1000 uL.

6. REACTIVOS

e Acetona 90%.
e Agua destilada estéril Filtrada.
e Carbonato de Magnesio MgCO3 1%

7. PREPARACION DE REACTIVOS

e Acetona al 90%: para preparar 1000mL de solucién, mezclar 900mL de
acetona grado analitico con 100mL de agua destilada estéril (filtrada).

e Carbonato de Magnesio MgCOs: adicionar 1 gr de carbonato de magnesio
en polvo fino a 100 mL de agua destilada.

e Stock de Solucion Estandar de Clorofila: El estandar de clorofila a debe
ser conservado a -20 °C a luz tenue. Para su preparacion, transferir todo el
contenido de la ampolla a un balén volumétrico de 25mL. Diluya el volumen
con acetona al 90%, cubra el recipiente con aluminio y rotalelo
adecuadamente. El stock de solucién estandar es estable por 6 meses.

NOTA: El estandar de Clorofila a se utilizé para la verificacion del Método y no
constituye un control de calidad aplicado a la realizacion rutinaria del ensayo.

8. PROCEDIMIENTO
8.1. Filtracion

e Antes del filtrado, realizar lectura del pH: los filtros tomados de aguas
con pH >6, pueden conservarse en el ultracongelador a < -18°C por 28
dias, sin que haya variaciones significativas en la concentracion de
Clorofila a; aquellos items de ensayo con pH <6 deben procesarse
rapidamente, para prevenir la degradacion de la clorofila por accién del
agua acida residual que queda en el filtro. EI agua naturalmente acida
tiene pH por <6 debido al acido humico o a los contenidos de células
senescentes no preservadas.

e EIl valor del pH de la muestra se registra en el formato R-7.4-39
CAPTURA DE DATOS CLOROFILA a - TRICROMATICO
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e Concentrar el item de ensayo filtrando lo antes posible después de su
llegada al laboratorio, el volumen de muestra a filtrar esta condicionado
por la carga de material particulado en suspension presente en el cuerpo
de agua. En los items con alta concentracion de sélidos, la capacidad de
retencion del filtro se ve rdpidamente comprometida, provocando su
saturacion y una disminucién significativa del flujo. En tales casos, el
volumen de filtracion debe restringirse hasta el punto en que el paso de
agua a traves del filtro sea practicamente nulo, lo cual generalmente
corresponde a volumenes comprendidos entre 100 y 500 mL. Por el
contrario, los items con contenido particulado reducido permiten filtrar
volimenes mayores sin riesgo de obstruccién, en estas condiciones, es
posible emplear volimenes de 500 a 1000 mL.

e Si el proceso debe retrasarse, mantener las muestras a 4°C
protegiéndolas de la exposicion a la luz. Si se utiliza la totalidad del
contenido del recipiente, enjuagarlo con aproximadamente 20 mL de
agua de laboratorio libre de materia organica y pasarlo por el mismo filtro
para asegurarse de que se recogen todas las células.

e Adicionar 2 mL de carbonato de Magnesio al 1% justo antes de terminar
el proceso de filtrado de la muestra, para que actie como un tampén de
pH y evitar la degradacioén de la clorofila.

e Doblar elfiltro con el filtrado hacia adentro y disponerlo en un tubo Falcon
cubierto con aluminio. Si la muestra se va a congelar, guarde el filtro en
un pequefio sobre de aluminio.

Nota: Para aguas costeras, estuarinas y continentales se recomienda emplear
filtros de fibra de vidrio Whatman GF/F (0,7 um) de 47mm de didmetro; para el
analisis de aguas oceanicas se recomienda filtros de membrana de celulosa con
tamafo de poro 0,45 pum y diametro de 47mm.

Los filtros de fibra de vidrio son preferidos para remover las algas del agua. La
fibra de vidrio ayuda a romper las células durante la molienda, grandes volimenes
de agua pueden ser filtrados, y no hay formas precipitadas después de
acidificacion. Membrana de filtro inerte, tales como filtro de poliéster, pueden ser
usados cuando este factor es irrelevante.

8.2. Extraccion de Pigmentos

Nota: si la muestra filtrada ha sido congelada, atemperar el filtro en un area de
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luz tenue y luego continie con el proceso de extraccion descrito a
continuacion:

e Transfiera el filtro a un tubo Falcon y adicione 3 mL de acetona al 90%,
triturar el filtro con un triturador de tejidos u otro instrumento que cumpla
con esta funcion.

e Enjuague el molinillo con unos pocos mililitros de acetona al 90% y ajuste
el volumen total a 10 mL. Use el solvente con moderacion y evite la dilucion
excesiva de los pigmentos.

e Poner el tubo bajo oscuridad y refrigeracion por 2 horas a 4°C.

e Pasadas las 2 horas de extraccion, centrifugar la muestra durante 20 min a
500g o 3000rpm.

e Decantar el extracto clarificado o sobrenadante a un tubo de centrifuga con
tapa rosca de 15 mL, limpio y medir el volumen total.

Nota: El proceso de extraccion de clorofila se debe llevar a cabo en lugares
con luz tenue para evitar la degradacion de la misma. Usar contenedores
opacos o recipiente envueltos con aluminio.

8.3. Determinacion de clorofila a — Método Tricromatico:

e Transferir el extracto a una cubeta de 1cm y medir absorbancias de 750,
664, 647 y 630 nm.

e Elegir la trayectoria o la dilucion que a longitud de onda de 664 de
absorbancias entre 0,1 a 1,0.

e Use la absorbancia a 664, 647 y 630 nm para determinar clorofila a.

e La absorbancia 750nm se emplea para corregir la turbidez. Sustraer esta
lectura de cada valor de absorbancia obtenido para determinar los
pigmentos. Debido a que la absorbancia del extracto a 750nm es sensible
a cambios en las proporciones de acetona agua, respete estrictamente la
férmula de 90 partes de acetona: 10 partes de agua (v/v) para la extraccion
de pigmentos.
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9. ALGORITMO.
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ingresa al laboratorio, adicionando colocar el filtro y adicionar 90% hasta completar oscuridad por 2 horas a
2 mL de MgCo3 al 1%. 3 mL de acetona al 90%. 10 mL y homogenizar. 4°C.
Luego triturar el filtro.
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Use las absorbancias a 664, Transferir el extracto a una Centrifugar la muestra
647 y 630 nm para determinar cubeta de cuarzo de 1 cmy durante 20 min a 500 g
la clorofila a. La absorbancia medir absorbancias de 750, © 3000 rpm.
de 750 nm se emplea para 664, 647,630 nm.

corregir la turbidez.

10. CALCULOS Y RESULTADOS

Para el calculo tanto de las muestras como del estandar, proceder de acuerdo con
la siguiente expresion:

Ca= 11,85 (Aess4) — 1,54 (Aea7) — 0,08 (As30)
Donde:
Ca= concentraciones de clorofila a, en mg/L

Aes4, Asaz, Aszo = Absorbancias corregidas (con una trayectoria de luz de 1 cm) con
sus respectivas longitudes de onda.
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Después de determinar la concentracion de pigmento en el extracto, calcular la
cantidad de pigmento por unidad de volumen usando la siguiente formula:

. mg Cax* volumen de extracto (L)
clorofilaa=— = 3
m volumen de muestra (m?)

11. SEGUIMIENTO Y CONTROL DE CALIDAD

Por lote de muestras menor o igual a 20 unidades, realizar un duplicado aleatorio,
donde el RPD sea < 20%. Adicionalmente, utilizar un blanco de acetona al 90%
durante el proceso analitico.

12. MANTENIMIENTO

El mantenimiento de los equipos implicados en el proceso de realizacion del método
se lleva a cabo entre 12 a 18 meses de acuerdo con lo establecido por el laboratorio.
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14. CONTROL DE CAMBIOS
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300-03-10-23 Aprobacién inicial con cédigo y nombre “D-7.2-58: METODOS
19/11/2019 '1 4'29 e 01 | ANALITICO DETERMINACION ESPECTOFOTOMETRICA DE
CLOROFILA a, SM 10200H 2b Y 2c.
300-03-10-23- En la seccion 6 se agrega el carbonato de magnesio como reactivo
18/07/2020 0792 02 | yenla7 se agrega la preparacion del mismo. En la seccién 8 se
agrega el uso de MgCO3 en la etapa de filtracion de la muestra.
12/10/2010 300-03-10-23- 03 Se'n‘ﬁc_)difica el prpcedimiento de extraccién de pigmentos en el
1426 analisis de clorofila a
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09/07/2025 100-03-10-23- 04 In: Lipps WC, Braunt-Howland EB, Baxter TE. Eds. Standard
1338 Methods for the Examination of Water and Wastewater, 24th ed.
Washington DC: APHA Press;2023”.Se actualizé la version SM
10150 B 2b y se actualiz6 el logo corporativo.
En la vifieta 3 del apartado 8.1. filtracion, se anexd el criterio para
determinar el volumen de item de ensayo a filtrar. Adicionalmente en
el apartado 11. SEGUIMIENTO Y CONTROL DE CALIDAD se incluye
20/04/2026 300-03-10-23-0797 05 la presencia del blanco en todas las etapas del proceso.
Se actualizé el nombre del método a “METODO ANALITICO
DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE CLOROFILA a,
SM 10150 A, B, 2b.”
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