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RESUMEN

En cuatro ecosistemas acuáticos de montaña del altiplano Cundiboyacense, Colom-
bia, se compararon mediante un análisis de regresión los datos de clorofila-a obteni-
dos a partir de los métodos espectrofotométrico (fórmula tricromática) y fluorométri-
co (método de Welschmeyer). El análisis demostró que el método espectrofotométrico
sobreestimó la concentración de clorofila-a, pero se puede utilizar con precaución en
ambientes de baja trofia. Se halló una ecuación que permite relacionar las medidas de
clorofila-a obtenidas con las dos metodologías.

Palabras clave: Clorofila-a, espectrofotometría, fluorometría, humedales, ecosiste-
mas acuáticos de montaña.

ABSTRACT

In four mountain aquatic ecosystems of altiplano Cundiboyacense, Colombia, we
compared through analysis regression data set of chlorophyll-a obtained with
spectoropho-tometric (tricromatic formula) and fluorometric (Welschmeyer) methods.
The analysis showed that the spectrophotometric method overestimated the
chlorophyll-a concen-tration, but it could be used with precaution in the lower trophic
environments. An equation that relates the two chlorophyll-a measures was obteined.

Key words: Chlorophyll-a, spectrophotometry, fluorometry, wetlands, mountain
aquatic ecosystems.
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INTRODUCCIÓN

La concentración de clorofila-a se utiliza para estimar en forma indirecta la biomasa de
las comunidades fitoplanctónicas, debido a que es el principal pigmento fotosintético
presente en las algas (Gregor y Marsálek, 2004). La clorofila-a también es un indicador
del grado de contaminación de los ecosistemas acuáticos y un importante índice del
estado fisiológico del fitoplancton (Pinto et al., 2001). Para estimar la clorofila existen
diferentes métodos, procedimientos y modelos matemáticos, desarrollados con el ob-
jeto de minimizar los errores ocasionados por la presencia de otros pigmentos foto-
sintéticos y de algunos compuestos químicos en el agua (APHA, 1998). Los métodos
cromatográficos modernos permiten la cuantificación exacta de la clorofila y todos sus
derivados (HPLC); sin embargo, este tipo de tecnología es de limitado acceso en labo-
ratorios pequeños por sus altos costos. El método espectrofotométrico puede estar
fuertemente sesgado por el estado fisiológico de la clorofila, pero es muy utilizado de-
bido a que el equipo requerido se encuentra en cualquier laboratorio de análisis de
agua. Para cuantificar la clorofila, se reportan en la literatura diferentes solventes
(acetona, metanol, etanol, entre otros) y procedimientos de extracción (maceración,
sonicación, calentamiento y congelamiento), además de la aplicación de ecuaciones
(monodi- y tricromáticas) que utilizan distintas longitudes de onda (Banderas et al.,
1991; Pérez et al., 2002; Ramírez y Alcaráz, 2002). Algunas revisiones detalladas ana-
lizan los inconvenientes que ofrecen estos procedimientos en la exactitud de la cuantifi-
cación de la clorofila (Rowan, 1989). Dentro de los procedimientos más discutidos
que pretenden determinar con mayor exactitud la cuantificación de clorofila-a, está la
estimación de sus derivados (feopigmentos) mediante la acidificación de la muestra.
En la práctica, este procedimiento conduce en muchas ocasiones, a la obtención de va-
lores negativos de clorofila-a (Bührer, 1991). Las muestras que contienen sedimentos
pueden presentar una variedad de pigmentos no identificados y derivados de la clo-
rofila, por lo que la acidificación puede ser inadecuada (Rowan, 1989). 

También se ha cuestionado el uso de ecuaciones y procedimientos que no requieren
de acidificación, como la fórmula tricromática de Jeffrey y Humprey (APHA, 1998),
por no considerar los derivados de la clorofila (feofitinas y feoforbidos). A pesar
de esto, se han empleado con algunas modificaciones en aguas donde los productos
de degradación son bajos, como los lagos de montaña con baja concentración de nu-
trientes (Donato, 2001; Felip y Catalán, 2000). El método fluorométrico de
Welschmeyer (1994) es más sensible y preciso en la cuantificación de la clorofila en
relación con los métodos espectrofotométricos debido a que no se ve afectado por la
presencia de feopigmentos y clorofila-b en la muestra. Sin embargo, este método
requiere un equipo que tampoco es común en la mayor parte de los laboratorios de
análisis de agua. Dada la urgencia de caracterizar nuestros ecosistemas acuáticos
e interpretar funcionalmente algunas variables extensivas del fitoplancton, el objetivo
de este trabajo fue analizar y comparar los datos de clorofila-a obtenidos con los méto-
dos espectrofotométrico (fórmula tricromática) y método fluorométrico (Welschmeyer,
1994) en muestras de agua provenientes de cuatro ecosistemas acuáticos de monta-
ña de Colombia.
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Teniendo en cuenta lo anterior y considerando la necesidad de seguir empleando los
procedimientos espectrofotométricos en Colombia, se plantearon las siguientes pre-
guntas: ¿Los valores de clorofila-a obtenidos con el método espectrofotométrico con
ecuación tricromática representan adecuadamente los valores de clorofila en sistemas
acuáticos de montaña? ¿En qué límites de valores de clorofila y de nutrientes se puede
utilizar este método?

MATERIALES Y MÉTODOS

Las muestras se tomaron en el lago Guatavita, Colombia, (L. Guatavita), y en tres hume-
dales del altiplano Cundiboyacense, Colombia, (H. Llano Grande, H. Briceño y H. Si-
beria), durante campañas realizadas entre abril y agosto de 2003 (Tabla 1). El lago de
Guatavita está ubicado en el municipio de Sesquilé, presenta un diámetro de 400 m,
una profundidad máxima de 30 m, es monomíctico, no tiene afluentes ni efluentes su-
perficiales, y la cuenca hace parte de una pequeña reserva forestal.

L. Guatavita H. Llano Grande H. Briceño H. Siberia
Ubicación 4°58’50’’ N 4°59’28’’ N 4°43’40’’ N 4°58’14’’ N
geográfica 73°47’43’’ W 74°06’06’’ W 74°11’40’’ W 73°57’10’’ W
Municipio Sesquilé Tenjo Briceño Facatativá
Cond. (µS cm-1) 9,7 23,9 170,6 658,6

16% 11% 42% 53%

O2 (mg l-1) 6,2 2,7 1,4 0,5
12% 56% 98% 169%

NH4 (µmol l-1) 5,9 44,4 1471,9 2508,9
40% 123% 249% 60%

NT (µmol l-1) 22,3 1747,2 7632,0 3883,0
95% 166% 137% 73%

PRS (µmol l-1) 1,1 0,26 15,4 27,6
94% 40% 137% 95%

Cl. a (mg m-3) 10,6 8,1 151,6 132,2
Fluorometría 45% 144% 129% 148%
Cl. a (mg m-3) 12,8 9,9 376,1 363,3
Espectrofotometría 49% 151% 230% 280%

Tabla 1. Ubicación geográfica, valores promedio y coeficiente de variación de las variables físicas,
químicas y de la clorofila-a de los ecosistemas acuáticos estudiados. NT: nitrógeno total; O2:
oxígeno; NH4: amonio disuelto; PRS: fósforo reactivo soluble; Cl: cloro.

El H. Llano Grande está constituido por tres pequeños cuerpos de agua (actualmente
protegidos por la CAR) inmersos en una matriz agrícola en el municipio de Tenjo,
Colombia. Se caracterizan por no presentar macrófitas en el espejo de agua. Dos de
ellos tienen un diámetro de 50 m y una profundidad máxima que oscila entre 2 y 3 m.
El tercero se caracteriza por ser muy somero (0,3-0,5 m). El H. Briceño hace parte de
la zona de desborde del río Bogotá en el municipio de Briceño, Colombia, y es de pro-
piedad privada. Presenta una amplia variedad de macrófitas y pequeños espejos de
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agua, su extensión es aproximadamente de 14 ha. Este humedal exhibe una profun-
didad muy variable debido a que algunos sectores fueron construidos artificialmente.
El H. Siberia se encuentra en la vía Siberia-Facatativá, Colombia y hace parte de la
zona de desborde de un canal de aguas negras conectado con el río Bogotá; en su ma-
yor parte se encuentra colmatado y presenta una variada composición de macrófitas.
Este humedal recoge desechos industriales de la zona y se halla dentro de una comple-
ja matriz de uso agrícola y ganadero, fragmentada por carreteras. Para este humedal,
las muestras se tomaron en sitios donde la columna de agua presentó una profun-
didad entre 0,3 y 1 m.

Se tomaron 200 muestras para analizar la clorofila-a, en 172 de las cuales se cuan-
tificó simultáneamente la concentración de fósforo reactivo soluble (PRS), nitrógeno
total (NT) y amonio disuelto (NH4), mediante los métodos propuesto por APHA
(1998). El agua de los humedales se recolectó subsuperficialmente en tres puntos
ubicados en la zona de aguas libres o pequeños espejos de agua entre las macrófitas.
En el lago Guatavita, las muestras se tomaron en cuatro profundidades del epilimnio
y una profundidad del hipolimnio en la zona central del lago. Para cuantificar la clo-
rofila-a (Cl.a) se tomaron muestras de 2 L de agua. Las muestras del lago Guatavita
se recogieron con una botella opaca horizontal, y las muestras de los humedales se
extrajeron con un muestreador manual con un cabo largo. Cada muestra se almacenó
en un frasco opaco y se transportó refrigerada. Posteriormente, las muestras se
filtraron empleando una bomba de vacío y filtros de fibra de vidrio Whatman GF/F
(0,7µm de poro). El volumen de filtración osciló entre 50 y 1.000 mL dependiendo de
la saturación del filtro (Wetzel y Likens, 2000). Los filtros se maceraron con mortero
de mano, y para la extracción se utilizó acetona al 90%. El extracto se almacenó en
oscuridad durante 18 h a 4 ºC y se centrifugó a 2.000 rpm durante 20 min. La medi-
ción espectrofotométrica de los extractos acetónicos se realizó en un equipo HP
8453E y se aplicó la ecuación de Jeffrey y Humphrey (APHA, 1998). Posteriormente,
se realizó la medición fluorométrica con el método de Welschmeyer (1994) en un
equipo Turner Designs 10AU calibrado con soluciones estándar de Cl.a de espinaca
libre de clorofila b (Sigma Ref. C5753).

Para relacionar las concentraciones de Cl.a obtenidas con los dos métodos, se ela-
boraron modelos de regresión lineal simple con diferentes grupos de datos utilizando
arbitrariamente la Cl.a medida espectrofotométricamente como una función de la
Cl.a medida fluorométricamente. Debido a que las dos variables no presentan ecoló-
gicamente una relación de dependencia, los modelos obtenidos se analizaron a partir
del coeficiente de correlación (r) y no del coeficiente de determinación. También se
describió la desviación estándar del modelo (DS) y la pendiente (m) obtenida en los
modelos con el fin de explicar con mayor detalle la relación de las variables. Este pro-
cedimiento se realizó siguiendo las recomendaciones generales para relacionar varia-
bles que no presentan una relación de dependencia (Hakanson y Boulin, 2002;
Hakanson y Peters, 1995). Los datos presentaron una distribución cercana a la dis-
tribución de Poisson, por lo que se utilizó la transformación hiperbólica (arcoseno H)
para normalizarlos (Legendre y Legendre, 2000). Para el análisis se asume que el
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método flurométrico estima con mayor exactitud la Cl.a (Welschmeyer, 1994). Con el
fin de establecer en qué condiciones de nutrientes (NT, PRS y NH4) los valores de Cl.a
estimados espectrofotométricamente son más cercanos a los valores reales del medio
acuático, se desarrolló el siguiente procedimiento: 1. Se realizó un análisis de
regresión entre los dos métodos (Cl.aespectro.= b + m x Cl.afluorom). 2. Se calcularon los resi-
duales de la regresión. 3. Se graficaron los residuales de esta regresión contra la
concentración de nutrientes de la respectiva muestra. 4. Se establecieron la región
para cada variable química como los límites superior e inferior de la concentración de
nutrientes, en la cual la estimación de Cl.a es adecuada y donde los residuales son
siempre menores a dos DS.

RESULTADOS

La Cl.a presentó un promedio de 30,1 mg m-3 con el método fluorométrico y 66,2 mg
m-3 con el método espectrofotométrico. De las 200 muestras incluidas en el análisis,
el 76% presentaron registros más altos con el método espectrofotométrico. Los valo-
res obtenidos con el método fluorométrico oscilaron entre 0,6 y 845,1 mg m-3 y con
el método espectrofotométrico entre 0,9 y 4158,8 mg m-3. Los datos promedio de Cl.a
para cada ecosistema se presentan en la tabla 1. Al establecer la diferencia entre los
datos hallados por espectrofotometría y fluorometría, se observaron promedios de la
diferencia más bajos para el H. Llano Grande (1,8 mg m-3) y la L. Guatavita (2,6 mg
m-3), mientras que en los otros humedales el promedio de la diferencia fue superior
a 40 mg m-3. El porcentaje de diferencia absoluta con respecto al método fluoro-
métrico fue de 66% en H. Siberia, 36% en H. Briceño, 27% en L. Guatavita y 22% en
H. Llano Grande. Al calcular el porcentaje del número de muestras cuya medición de
clorofila por el método espectrofotométrico presenta un valor más alto (sobreesti-
mación) o más bajo (subestimación) que el obtenido por el método fluorométrico, se
encontró que en el 100% de los datos espectrofotométricos de H. Llano Grande so-
brestimaron el valor de clorofila. En L. Guatavita y H. Briceño el porcentaje de sobre-
estimación fue aproximadamente del 70%, mientras en H. Siberia el porcentaje de
sobreestimación fue igual al de subestimación (50%).

Los modelos de regresión lineal simple (con excepción del modelo para H. Siberia),
presentaron relaciones significativas con r > 0,87 (Tabla 2). Los humedales Llano
Grande y Briceño presentaron el r más alto y el valor más bajo se obtuvo con los da-
tos de Guatavita. El modelo desarrollado con todos los datos presentó un r = 0,93
(Fig. 1). Cuando se excluyeron los datos de H. Siberia la correlación del modelo se
incrementó (r = 0,96) y la relación de las dos variables se describió mediante la
ecuación:

arcoseno H (log10 Cl.aespectro.) = 0.1338 + 0.9192 x arcoseno H (log10 Cl.afluorom.) (E.1)

La DS fue baja y no superó 0,1 en los modelos significativos. El valor más bajo se pre-
sentó en el grupo de datos de la L. Guatavita que no incluyeron las muestras del hipo-
limnio y en el modelo para el H. Llano Grande. El valor más alto se presentó en el mo-
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delo que incluyó los datos de todos los ecosistemas. La m de los modelos significa-
tivos osciló entre 0,63 y 1,04. Una m > 1 solo se presentó en el H. Briceño (Tabla 2).

Grupo de datos Coeficiente de Desviación Pendiente n
incluidos correlación (r) estándar (DS) (m)

L. Guatavita 0,900* 0,052 0,750* 155,000

Guatavita sin hipolimnio 0,870* 0,042 0,630* 127,000

H. Siberia 0,020 n.s. 0,267 0,020 n.s. 14,000

H. Briceño 0,980* 0,066 1,040* 14,000

H. Llano Grande 0,990* 0,045 0,940* 13,000

Todos 0,930* 0,097 0,870* 200,000

Todos sin H. Siberia 0,960* 0,059 0,910* 184,000

Tabla 2. Principales parámetros obtenidos en modelos de regresión lineal simple realizados entre la
clorofila-a estimada mediante los métodos espectrofotométrico y fluorométrico. *: significativo con
α < 0,001. n.s.: no significativo con α > 0,05.

El modelo realizado para establecer en qué concentraciones de nutrientes se cuan-
tifican con mayor exactitud los valores de Cl.a estimados espectrofotométricamente
presentó un r = 0,93 (n = 172; DS = 0,1; p < 0,0001). Al utilizar el procedimiento
gráfico con los residuales del modelo y la concentración de nutrientes (Fig. 2), se
estableció que la dispersión de los datos de Cl.a fue menor cuando el NH4 < 2000
µmol L-1, el NT < 1400 µmol L-1 y el PRS < 2,6 µmol L-1. Es decir, en ambientes como
la L. Guatavita y el H. Llano Grande, los residuales no superaron dos veces la DS del
modelo. Estas condiciones de nutrientes ocurrieron cuando la concentración de Cl.a
fue generalmente < 60 mg m-3 (este criterio se cumple en todos los casos para el H.
Llano Grande y la L. Guatavita).

Figura 1. Correlación entre los valores de clorofila-a determinados por los métodos espectrofoto-
métrico y fluorométrico en cuatro ecosistemas acuáticos de montaña.
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Figura 2. Análisis gráfico entre los residuales del modelo arcoseno H (log10 Cl.aespectro.) = 0,1589 +
0,8789 x arcoseno H (log10 Cl.afluorom.) (r = 0,93; DS = 0,1; n = 172; p < 0,001), y la concentración de
nutrientes y clorofila-a.* Las líneas indican dos DS del modelo. NH4: amonio disuelto; NT: nitrógeno
total; PRS: fósforo reactivo soluble; Cl.a: clorofila

DISCUSIÓN

La sobreestimación de los valores de Cl.a por el método espectrofotométrico ha sido
ampliamente documentada en la literatura (Rowan, 1989). Los valores de sobreesti-
mación por la aplicación de la fórmula tricromática presentaron diferentes amplitudes,
según la concentración de nutrientes del ecosistema. Aún así, no se puede descartar el
uso de este método debido a que en los sistemas que tuvieron baja concentración
de nutrientes, la sobreestimación fue en promedio del 27%. Este valor es bajo si se
compara con valores > 100% descritos por Sartory (1985). Los modelos de regresión
mostraron una tendencia a tener coeficientes de correlación altos y desviaciones
estándares bajas, especialmente en sistemas acuáticos con bajas concentraciones de
nutrientes, como es el caso del H. Llano Grande y de la L. Guatavita. El análisis de los
modelos de regresión indicó que la tendencia de los resultados espectrofotométricos
(independientemente de la sobreestimación) fue altamente coherente con los datos
obtenidos por el método fluorométrico para el H. Llano Grande, la L. Guatavita y el
H. Briceño. En concordancia con estos resultados, el análisis de los residuales del
modelo y los valores de nutrientes señaló que en el H. Llano Grande y la L. Guatavita
la estimación de Cl.a fue más adecuada. En H. Briceño algunas de las muestras pre-
sentaron valores de clorofila y nutrientes por encima del límite establecido mediante
el análisis de los residuales, por lo que la cuantificación por medio del método espec-
trofotométrico estuvo posiblemente sesgada en algunos casos.

Los H. Siberia y Briceño presentaron una alta mineralización, elevadas concentra-
ciones de nutrientes y bajas concentraciones de oxígeno debido a la acumulación de
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materia orgánica (inferido a partir de la concentración de nutrientes y observaciones
de campo). En ambientes altamente enriquecidos y productivos como el de H. Sibe-
ria, la acumulación y descomposición de materia orgánica permite el aumento de
algunos pigmentos que pueden interferir con la cuantificación de la Cl.a. Los feofor-
bidos y feofitinas son dos productos comunes de la degradación de la Cl.a que, al
igual que los carotenoides, podrían interferir fuertemente con su determinación es-
pectrofotométrica (APHA, 1998). Estos pigmentos no fueron cuantificados en este
trabajo, y por esta razón solo es posible establecer que existe un factor asociado a la
alta concentración de nutrientes que interfiere con el método. Si bien otros com-
ponentes orgánicos e inorgánicos pueden ser también los causantes de interferir con
el método espectrofotométrico, el estudio de los pigmentos degradados merece espe-
cial atención en futuras investigaciones para establecer el papel de tales sustancias en
las determinaciones de la Cl.a.

En el caso de la L. Guatavita, la inclusión de los datos del hipolimnio en el modelo in-
crementaron la DS debido a la mayor dispersión de los datos; no obstante, también se
incrementó la correlación entre los dos métodos porque la amplitud en la estimación de
la variable aumentó. Estos resultados sugieren que para L. Guatavita el método espec-
trofotométrico utilizado puede ser conveniente para describir los patrones verticales de
distribución de la Cl.a, a pesar de los valores más sesgados hallados en el hipolimnio.

CONCLUSIONES

Los coeficientes de correlación obtenidos demostraron que los dos métodos pre-
sentan una tendencia semejante con el tipo de muestras analizadas, y que el método
espectrofotométrico puede utilizarse con precaución en ecosistemas acuáticos con
baja concentración de nutrientes. La pendiente de los modelos indica que en estos
ecosistemas el método espectrofotométrico sobreestima la clorofila con respecto al
método fluorométrico. Sin embargo, este método es útil para describir patrones espa-
ciales y temporales, ante la dificultad de utilizar en forma rutinaria metodologías más
exactas pero costosas. El método espectrofotométrico puede utilizarse en sistemas
acuáticos con baja concentración de nutrientes y con concentraciones de clorofila-a
inferiores a 60 mg m-3.
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