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RESUMEN.- En este trabajo se hace un estudio del grado
de pureza del extracto de clorofila a partir de Chlorella sp.
Ademais de la clorofila, un gran porcentaje del extracto esti
conformado también, por elementos solubles en etanol, como
carotenos totales, carbohidratos, polisacéridos, proteinas y
lipidos. Toda esta informacidén se precisa para definir su uso
industrial. Se encontrd que la clorofila total se presenta entre
un 2.3 y 3 % en etanol y acetona respectivamente (diferencia
no significativa); los carotenos en 0.8 y 1.2 %; los
carbohidratos en 1.6 y 1.3 %; los polisacéridos en 18.8 y 12.4
%; las proteinas en 0.16 y 0.20 % y los lipidos en 17.0 y 14.4
%. Como conclusion fundamental se cita que la clorofila
disuelta en etanol o acetona comparte su grado de pureza con
otros compuestos que coexisten junto a ella, que lejos de
perjudicar la calidad del producto, coadyuvan su obtencidn
con un alto valor agregado. Recibido: 22 Septiembre 1998,
aceptado: 19 Marzo 1999.

Palabras claves: Extracto de clorofila, Chlorella,
microalgas, pureza, acetona, etanol, solubilidad, Cuba.

PURITY OF A CHLOROPHYLL EXTRACT
OBTAINED FROM CHLORELLA SP.

ABSTRACT.- We studied the degree of purity of a
chlorophyll extract obtained from Chlorella sp. In addition
to chlorophyll, a large percentage of the extract may also
contain other elements soluble in ethanol, such as carotene,
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carbohydrates, polysaccharides, proteins, and lipids; and
information about these elements is needed to better define
the industrial use of the extract. Total chlorephyll was 2.3 %
and 3 % (difference not significant), carotene was 0.8 % and
1.2 %, carbohydrates were 1.6 % and 1.3 %, polysaccharides
18.8 % and 12.4 %, proteins 0.16 % and 0.20 %, and lipids
were 17.0 % and 14.4 % in ethanol and acetone, respectively.
Although chlorophyll extracts (dissolved in ethanol or
acetone) may be impure, and contain several other
compounds, we think these compounds enhance the product,
making its industrial use more valuable. Received: 22
September 1998, accepted: 19 March 1999.

Key words: Chlorophyll extract, Chlorella, microalgae,
purity, acetone, ethanol, solubility, Cuba.

INTRODUCCION

Aunque el creciente interés por las microalgas es hoy un hecho
irrefutable, no podemos negar que ya a finales de 1800, se
consideraba que contar con cultivos puros de las mismas, era un
instrumento importante para profundizar e indagar en la fisiologia y
microbiologia de las algas. Es bueno destacar que las primeras
perspectivas se concentraron en las microalgas de agua dulce, siendo
Chlorella vulgaris la microalga pionera. Esta célula pertenece a la
clase Clorophyceae, orden Chlorococalles y tal vez su omnipresencia
en este medio fue la causa de su seleccion.

Ademas de contener proteinas, Chlorella presenta también
lipidos ricos en acidos grasos insaturados, carbohidratos, vitaminas
hidro y liposolubles y otras moléculas ftiles como carotenoides,
clorofilas, enzimas, aceites esenciales, hidrocarburos y aminas
(Herrero 1985).

Chlorella es una de las mayores exponentes en cuanto a
produccion de clorofila. Este pigmento natural puede ser utilizado para
favorecer la presencia de los alimentos y articulos de poca demanda, asi
como en la industria del cosmético, para sustituir pigmentos sintéticos
usados corrientemente y con potencial cancerigeno, y en la industria
médico-farmacéutica.
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Es importante conocer el grado de pureza del extracto que se
obtiene producto del aislamiento de la clorofila, porque ademas de la
clorofila, es obvio que un gran porcentaje del extracto esté conformado
por otros elementos solubles en etanol, segin lo demuestran las técnicas
reportadas para la extraccibn de carotenos totales, carbohidratos,
polisacéridos, proteinas y lipidos (Vonshak y Borowitzka 1991, Kochert
1978, Jones y Albersheim 1972, Lowry et al. 1951, Bligh y Dyemn
1959).

En este trabajo se hace un estudio de los componentes quimicos
de la clorofila extraida con etanol que para los fines farmacéuticos a
que se aspira introducir, es el de mayor interés, asi como el de la
clorofila extraida con acetona a modo de comparacion, para asi tener
un estimado de la pureza de los pigmentos en ambos solventes.

MATERIALES Y METODOS

Con la pasta algal, se procedié a la extraccién del pigmento
fotosintético “clorofila” con los solventes acetona extrapura y etanol
al 95 %, con el objetivo de valorar la pureza de ambos extractos.

La metodologia utilizada para la extraccion del pigmento fue la
descrita por UNESCO (1966). Antes de determinar la composicién
de ambos extractos, se realizé un estudio de la capacidad de los
solventes de remover la clorofila de la microalga, comparandolos
entre si con un ANOVA simple al 95 % de confiabilidad.

Para establecer el porcentaje de clorofila presente en cada
extracto, que responde en cierto grado a su pureza, se tomaron 12
muestras de pasta algal de seis cultivos diferentes. Cada muestra fue
dividida en dos submuestras. Una de ellas se sec6 a 80 °C durante 24
h para determinar el peso seco, y la otra se traté con el volumen de
solvente correspondiente al punto de inflexion estudiado por Romero
y Echeverria (1998). Seguidamente la muestra se trituré y agité bien
y se hallé la concentracién por el cdlculo de los sélidos no solubles.
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Posteriormente se determinaron los sélidos totales (sélidos
solubles en el extracto) que responden a la diferencia entre el peso
seco del alga y el peso seco del pellet producto de la extraccion del

pigmento.

Una vez realizada la extraccién del pigmento fotosintético, se
determind la clorofila total con el auxilio de las ecuaciones propuesta
por la UNESCO (1966) y por Harmutk (1987).

Paralelamente se definieron en el extracto los carotenos totales,
carbohidratos, polisacaridos, proteinas y lipidos segin las técnicas
reportadas por los autores sefialados anteriormente.

Se realizaron espectros de absorcién a los licores de clorofila
extraidos con acetona y etanol y a ambos solventes por separados,
para valorar la posible interferencia en la pureza de los extractos
debido a impurezas de los reactivos u otras sustancias que no leen en
la zona visible del espectro.

RESULTADOS Y DISCUSION

Segun el trabajo de Romero y Echeverria (1998), se demostré
la alternativa de elegir cualesquiera de los dos solventes con fines de
extraccion de la clorofila. Este trabajo estd dirigido
fundamentalmente al estudio de la calidad del extracto una vez se
remueva el pigmento con etanol, por las miltiples ventajas que
ofrece, entre las que cabe citar lo benigno que resulta el producto en
el campo de la industria médico-farmacéutica, ademas de las
posibilidades en cuanto a suministro de etanol que brinda el pais por
su tradicién azucarera.

En la Tabla 1 se muestran los resultados de los componentes
quimicos que conforman ambos licores.

Como se observa, la clorofila total representa s6lo el 2.25 % en
el extracto etandlico y 3.01 % en el acetdnico, valores similares a los
encontrados al aplicar el polinomio de grado 3 a los valores teéricos
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de concentracion de clorofila total de los diferentes ensayos
realizados con la pasta algal refrigerada y sin refrigerar, que fueron
de 3.0 y 2.7 % respectivamente (Romero y Echeverria, 1998). Estos
valores estan dentro del rango de 2.4 y 5.2 % de clorofila en las
células jovenes de C. pyrenoidosa a los que Kamiya y Miyachi
(1982) hacen referencia en su trabajo sobre caracteristicas generales
de las microalgas verdes.

A pesar de ser la clorofila el pigmento esencial y que se
presenta en mayor concentracién en las células Chlorococalles,
también se encuentran otros pigmentos como los caratenoides, con
concentraciones de 0.83 % y 1.17 %, como valores medios en ambos
extractos, que resultaron muy semejantes al reportado por Kamiya y
Miyachi (1982).

Independientemente de que los polisacaridos corresponden a
una de las clases en que se agrupan los carbohidratos, se justifica su
alta concentracién, debido a que esas moléculas de elevado peso
molecular, son fundamentalmente solubles en etanol y no asi los
mono- y disacéridos, que son mads solubles en agua que en solventes
orgéanicos y de ahi su bajo nivel en el extracto estudiado.

Tal es el caso de la manosa, xilosa, glucosa y galactosa entre
otros, los que fueron detectados al estudiar la composicién quimica
de la misma cepa en los laboratorios del Instituto de Biotecnologia de
Kamaishi, Japén (Romero 1995).

Otro motivo por el cual los polisacaridos se presentaron con
mayor concentracién que los carbohidratos de referencia se debe a
que ellos aparecen en la naturaleza en proporciones mayores que los
mono y disacaridos (Haurowitz 1966).

Otro constituyente de los extractos de referencia lo componen
las proteinas, que en presencia de estos solventes se desnaturalizan y
precipitan, aunque alguna fraccién puede pasar al solvente de
acuerdo a su estructura y composicién. Este fenémeno explica las
concentraciones tan bajas en el extracto etanélico, del orden de 0.16
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% como promedio, y en el extracto aceténico de 0.20 % si se
compara con el contenido de proteina de la microalga sobre la base
de peso seco que oscila entre 50 y 65 % (Romero 1998).

A su vez, la presencia de proteina en el extracto se explica,
entre otros, por la existencia de las lipoproteinas en la célula,
fundamentalmente en el aparato fotosintético, que son solubles en
solventes orgamicos y que por consiguiente logran incorporarse a
dichos extractos.

Como se observa en la Tabla 1, las concentraciones de lipidos
son bastante elevadas, comportindose en el rango que reportan
diferentes autores como concentraciones normales en algunas
especies de microalgas (Materassi et al. 1980, Romero 1998)
puntualizando a su vez que los lipidos son solubles en solventes
organicos, de manera que existe correspondencia entre las
concentraciones aqui halladas y la reportada para la masa algal.

El estudio de la calidad de ambos extractos demostré que al
tratar el alga con cualesquiera de los dos solventes se obtiene,
ademds de clorofila, otros compuestos que proporcionan al producto
un alto valor agregado, y por lo tanto, su uso en cualesquiera de las
industrias mencionadas va mas alla de lo planificado en un inicio.

Haciendo una comparacién entre los espectros de absorcion de
las Figuras 1 (extracto etandlico) y 2 (extracto acetdnico) en el rango
entre 200 y 1100 nm se comprende que los espectros en la zona
visible son semejantes, y esto avala la similitud en la composicion de
los elementos esenciales encontrados con los andlisis quimicos
reportados anteriormente. Las lineas que se presentan en la zona del
ultravioleta de la Figura 1 corresponden bien a las impurezas del
etanol reactivo o a otras sustancias que son solubles en él y sélo leen
en ese rango.

Toda esta interpretacion fue avalada por los espectros de la
Figura 3 realizados a los solventes utilizados en las extracciones,
donde se puede observar que en la zona del ultravioleta existen otras
sustancias que pasan a formar parte del extracto etanélico.



22 Romero y Echeverria [ Bol. Centro Invest. Biol.

o~ R Wy
g
< P1
S ' P2
e |
2 Pa
el
<

200.3 250.0 317.2 416.7 625.0

L.O. (nm)

FIGURA 1. Espectros de absorcion del extracto etandlico
de cuatro pastas microalgales (P1, P2, P3, P4) en un rango
de 200 - 1100 nm.
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FIGURA 2. Espectros de absorcion de dos pastas
microalgales diferentes (P1, P2) en un rango de 200-1100 nm.
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FIGURA 3. Espectros de absorcion de los solventes
utilizados en los diferentes ensayos (acetona y etanol) en un
rango de 200-1100 nm.

Este analisis es muy importante a la hora de valorar la calidad
del solvente a utilizar, ya que por los espectros aqui presentados se
demuestra claramente que el etanol contenia cierto grado de
impurezas que puede interferir en la calidad del producto final. Por
tales motivos, se debe tener mucha precauciéon a la hora de
seleccionar el reactivo, que debe estar en relacion directa con el
destino final del licor. No obstante, quedé demostrado que segin los
espectros en la zona visible, el licor con acetona, al igual que el licor
con etanol poseen la calidad requerida para su utilizacién en
diferentes esferas de la industria, aunque debido a las
contraindicaciones que posee del primero para la confeccién de
determinados medicamentos, se propone el etanol para usos
semejantes u otros donde la acetona no debe estar presente.

CONCLUSIONES

La clorofila disuelta en etanol o acetona comparte su grado de
pureza con otros compuestos que coexisten junto a ella, tales como
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carotenos, carbohidratos, polisacaridos, proteinas y lipidos entre
otros, que lejos de perjudicar la calidad del producto, coadyuvan su
obtencién con un alto valor agregado, pudiendo ser utilizado dentro
de la biotecnologia farmacéutica y la industria del cosmético.

RECOMENDACIONES

1) Utilizar etanol para fines de extraccion de clorofila por sus
ventajas sobre la acetona.

2) Valorar, en dependencia de los otros productos que se
solubilizan junto a la clorofila, los numerosos usos a que
puede ser destinada la solucién.

3) En lo posible, usar etanol de alta calidad para evitar
impurezas en la muestra, o de lo contrario, redestilar el
solvente.

4) Continuar con e] estudio de otras sustancias que intervienen
en la composicién del extracto.
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