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RESUMEN.- Se desarrollé una tecnologia de extraccién de
pigmentos {clorofila a, b y carotenos totales) procedentes de
Chlorella sp. cultivada en efluentes de la industria pesquera,
utilizando etanol como solvente orgédnico. No se observaron
diferencias significativas (P < 0.05) entre el método de
extraccion de pigmentos con etanol y el método tradicional
con acetona. El punto de inflexion para la pasta fresca, sin
congelar, se obtuvo en un volumen de 304 ml (equivalente a
1.4 g de pasta), a una concentracién de clorofila total de 2.7
%; y para la pasta congelada (por més de seis meses), se
presentd en un peso equivalente a 2.65 g, a una
concentracion de clorofila total de 3.14 %. En ambos casos
se emplearon 10 ml de etanol. Se demostré que existe un uso
excesivo de solvente asociado a la técnica de extraccion de
clorofila que reporta la UNESCO. Segin este método, por
cada kg de pasta producida se gastan 100 L de etanol,
mientras que en este estudio sélo 3.3 L, equivalente a un
ahorro de 96.7 % de etanol. 8i el precio actual del etanol es
$ 0.3075/L, se calcula un aborro de $ 0.29/L. Recibido: 04
Septiembre 1998, aceptado: 20 Noviembre 1998.

Palabras claves: Cultivo de microalgas, Chlorella,
clorofila; extracto etandlico; concentracién de clorofila,
efluentes de industria pesquera, Cuba.
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CONCENTRATION OF TOTAL
CHLOROPHYLL IN AN ETHANOLIC
EXTRACT OF CHLORELLA sp. CULTIVATED IN
FISHING INDUSTRY EFFLUENT

ABSTRACT.- We developed a pigment extraction
technology (chlorophyll a, b, and total carotenes) from
Chlorella sp. cultivated in fishing industry effluent, using
ethanol as an organic solvent. There was no significant
difference (P < 0.05) between the pigment extraction method
using ethanol versus the traditional method with acetone.
The inflection point for fresh, unfrozen algal paste was
obtained at a volume of 304 mi (equivalent to 1.4 g of paste),
with a total chiorophyll concentration of 2.7 %. For frozen
paste (more than six months old) the inflection point was
obtained at 2.65 g, and with a total chlorophyll concentration
of 3.14 %. In both cases, 10 ml of ethanol was used. There
is an excessive use of solvent associated with the chlorophyll
extraction method reported by UNESCO. In their technique,
100 L of ethanol are used for each kg of paste produced, but
in our technique only 3.3 L are used. This represents a
savings in ethanol of 96.7 %, or $ 0.29/L (based on a current
price of $ 0.3075/L). Received: 04 September 1998,
accepted: 20 November 1998.

Key words: Cultivation of microalgae, Chlorella,
chlorophyll, ethanol extract, chlorophyll concentration,
fishing industry effluent, Cuba.

INTRODUCCION

Las primeras perspectivas en el cultivo de microalgas se
concentraron en especies de agua dulce tales como Chlorella
vulgaris, la cual se considera la microalga pionera en este tipo de
estudios. Esta célula inmévil pertenece a la clase Chlorophyceae,
orden Chlorococalles.

El cultivo masivo de Chlorella se fundamenta en su
composicion quimica, que puede variar en funcién de las condiciones
de crecimiento, temperatura, pH y disponibilidad de nutrientes, entre
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otros (Parsons y Takahashi 1973). Ademas de su elevado contenido
proteico, también es rica en carbohidratos, vitaminas, carotenoides,
clorofila, enzimas y aceites esenciales. El uso mas probable es como
parte de un sistema de multiuso integrado, en el cual la biomasa
obtenida durante el tratamiento de aguas negras, es utilizada en la
produccién de alimento animal y humano, de compuestos quimicos y
bioquimicos, enriquecimiento de Oxigeno a la atmoésfera como
fijadora de Nitrogeno, en la obtencion de productos de alto valor
agregado, asi como de diferentes gases (Soeder 1980, Becker 1981,
Venkataraman y Becker 1985, Borowitzka y Borowitzka 1988).

Por lo anteriormente expuesto, nos hemos propuesto llevar a
cabo el cultivo intensivo de Chlorella sp. en lagunas de alta
velocidad, con el doble fin de depurar residuales y obtener biomasa
algal, asi como pigmentos de amplio uso en la industria
farmacéutica. Este sistema, espectacularmente rentable y econémico,
resulta de probada efectividad, pues el costo del medio de cultivo
(residual orgdnico) es nulo y de caracteristicas excepcionales.

El objetivo del presente trabajo es determinar la concentracién
de clorofila total en el extracto etandlico procedente de pasta
congelada y sin congelar de Chlorella sp. cultivada en efluentes de la
industria pesquera, asi como el punto de inflexién de la curva de
clorofila en ambas pastas. Ademas, se compara el método de
extraccion de pigmentos utilizando etanol como solvente organico
con el método tradicional de extraccidn con acetona.

MATERIALES Y METODOS

El cultivo de la microalga Chilorella sp. se desarrollé en
lagunas de alta velocidad ubicada en la Empresa Pesquera INDAL,
utilizando como medio de cultivo el residual liquido proveniente del
proceso de descongelacion, viscerado y coccién de tunidos.

Cuando el cultivo de la microalga alcanza su fase exponencial,
se realiza su separacion por centrifugaciéon y se cuantifica la
productividad en peso hiimedo y seco. Después de este periodo no es
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aconsejable ni econémico su extraccion, producto de la escasez de
nutrientes que comienza a manifestarse en el medio.

Con la pasta algal, se procedio a la extraccion de la clorofila
con acetona extra pura y etanol al 95 % con el objetivo de valorar la
posibilidad de emplear uno u otro solvente en la extraccion del
pigmento. Para fines farmacolégicos, la acetona posee
contraindicaciones para el organismo humano, resultando
aconsejable su sustitucion por el etanol.

La metodologia utilizada para la remocién de la clorofila fue
la descrita por la UNESCO (1966), y las férmulas a la que responde
su calculo son las siguientes:

Extracto aceténico (Segun UNESCO 1966): Ca=11.64 (Agss -
A'yso) - 2.16 (A645 - A750) + 0.1 (A630 - A750) = mg/L; Cb = 2097
(Asas - A7s0) - 3.94 (Age3 - Arso) - 3.66(Agz0 - Aso) =mg/L; Ct=Ca
+ Cb=mg/L.

Extracto etandlico (Segun Harmutk 1987): Ca = 13.36 (Asg4) -
5.19 (A549) = mg/L; Cb=2743 (A(,49) - 8.12 (A564) = mg/L; Ca +
Cb =524 (Agea) + 22.24 (Agss) = mg/L.

Se efectud un analisis de varianza al 95 % de confiabilidad con
las concentraciones de clorofila total obtenidas, con el propésito de
recomendar el empleo de uno u otro solvente.

El punto de inflexién de la curva de clorofila, que no es mas
que el punto donde se logra la mayor concentracion de clorofila con
la menor cantidad de solvente posible, se establece por la relacion
entre el volumen de cultivo o el peso de la pasta algal refrigerada y la
concentracién de clorofila total de la muestra. Se determiné de
forma practica y tedrica, con los datos recopilados de los diferentes
ensayos realizados en el laboratorio y mediante un polinomio de
grado 3, respectivamente. Para ello se utilizaron dos variantes:

Pasta sin congelar.- La pasta que se obtiene de forma
inmediata a la centrifugacién del cultivo. Para esta variante se
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tomaron diferentes volimenes de cultivo, enmarcados en un rango
entre 10 y 800 ml, los cuales fueron tratados con 10 ml de etanol.
Una vez centrifugada cada muestra por un periodo de 5 min a 4500
rpm, se procedio a la extraccion del pigmento, y se cuantificé el peso
himedo después de desechado el sobrenadante.

Pasta congelada.- Preservada por mas de seis meses a
—10 °C. Para esta segunda variante, se tomaron diferentes muestras,
oscilando los pesos de la pasta entre 0.1 y 5 gramos y se procedi6 a
la extraccioén del pigmento, segiin la metodologia ya descrita.

Se determinaron los puntos de inflexién de la clorofila a, b y
carotenos totales tanto de las concentraciones de pigmentos
obtenidas a partir del cultivo, como de la pasta congelada, y se
calcularon los coeficientes de determinacién “r* ” para cada caso.

Para comparar la eficiencia en el uso del etanol asociado a la
técnica realizada en estos experimentos, que responde a la
metodologia descrita por la UNESCO (1966), se disefié una serie
experimental que consisti6 en recolectar 12 muestras de pasta algal a
razén de 0.1 g cada una. Seis de ellas fueron tratadas con 10 ml de
etanol (que se corresponde con el volumen de solvente que propone
la UNESCO en la técnica) y las seis restantes fueron tratadas con el
volumen de etanol correspondiente al punto de inflexién (0.33 ml).
Luego se procedié a la extraccion del pigmento por la técnica

anteriormente citada.

Para valorar si existian diferencias significativas entre las
concentraciones de clorofila total extraidas por ambos volimenes de
solvente, se utilizé una prueba T.

Finalmente, se hizo una breve resefia de la cantidad de extracto
que podria producirse a partir del tratamiento de las aguas residuales
de la industria pesquera, considerando los datos arrojados por la
investigacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

COMPARACION ENTRE LA EXTRACCION DEL PIGMENTO CON ACETONA Y
ETANOL

Una vez realizadas las 24 extracciones de clorofila con acetona
y etanol (Tabla 1), se observd que no existian diferencias
significativas entre ambos tratamientos, avalado por un ANOVA de
un factor, donde la F calculada (0.02) se reporté por debajo de la F
tabulada (4.30).

TaBLA 1. Concentraciones de clorofila total (mg/L) de la pasta de
microalgas, extraidas con acetona y etanol.

Acetona Etanol
281.23 65.93 276.89 69.73
308.02 74.86 283.86 79.18
265.24 66.51 261.33 78.52
85.52 131.51 72.99 142.18
87.82 128.46 127.32 129.83
95.74 128.99 129.83 128.99
X = 143.32 (65.93-308.02) X = 148.39 (69.73-283.86)

La inexistencia de diferencias estadisticas, ofrece la posibilidad
de elegir cualesquiera de los dos solventes para los fines de
extraccion del pigmento, logrando concentraciones semejantes de
clorofila total con ambas variantes. Para las expectativas futuras que
se persiguen con esta investigacion, procede elegir el etanol por las
diversas ventajas que ofrece. Una de ellas versa sobre el aspecto
econdmico, ya que el precio del etanol es menor en comparacion a la
acetona, lo cual repercute en los costos del producto.

Oftra ventaja que brinda la eleccién del etanol, es que no
presenta las contraindicaciones que posee la acetona para el consumo
humano. Diversos cientificos prefieren prescindir de este solvente,
debido a las alteraciones funcionales y/o estructurales que suelen
provocar en el organismo humano, después de su ingestion
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(Borowitzka y Venkataraman 1994, Comun. Pers; Cifuentes 1998,
Comun. Pers.).

PUNTO DE INFLEXION DE LA CURVA DE CLOROFILA

Pasta sin congelar.- Como se observa en la Figura 1, tomado
del conjunto de valores de los siete ensayos realizados con diferentes
volimenes de cultivo, y la interpretacion efectuada a raiz de la
informacién arrojada por el polinomio de grado 3 (Tabla 2), el punto
de inflexién de la curva se corresponde con 304 ml de cultivo
tratados con 10 ml de etanol, para lograr una concentracion de
clorofila en el extracto del 2.7 %. En la misma tabla se presentan los
distintos coeficientes encontrados al realizar la regresion de orden 3,
asi como la “r* > que fue a razén de 0.945.

Este volumen de microalga es equivalente a 1.4 g de pasta,
valor promedio tomado de los datos de produccion de las lagunas
piloto ubicadas en INDAL y los resultados experimentales, con una
humedad relativa del 70 %.
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FIGURA 1. Punto de inflexién de la curva de clorofila
utilizando la pasta sin congelar.
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TABLA 2. Estadisticos derivados de los diferentes polinomios de
grado 3, asi como los puntos de inflexién para cada caso estudiado
y la concentracion de clorofila que se alcanza en cada uno de ellos.

PIGMENTO b(0) b(l) b2 b@3) r? PIL [Clorof]

PASTA SIN CONGELAR (VOLUMEN) (ml) (mg/L)
Clor atb -6.90 1.79 -283 -332 0945 304 266.97
Clora -11.00 127 -1.82 -5.73 0.907 304 190.25
Clorb 1.06 029 241 -469 0.765 314 54.76
Carot. Tot. -2.55 063 -1.14 293 0.797 314 90.81

PASTA CONGELADA (PESO) (g (mg/L)
Clora+b -4.77 289.17 -82.66 7.18 0908 2.65 314.59
Clora -6.14 214.08 -64.86 594 0923 255 216.59
Clorb -3.16 66.19 -19.56 1.70 0.833 2.55 66.68

Carot. Tot.  0.23 146.08 -44.26 393 0929 245 150.35

El rango de variabilidad entre los diferentes puntos de
inflexion, para la totalidad de los ensayos, se enmarcé entre 200 y
400 ml de cultivo, tal y como se sefiala en la Figura 2, resultados
vinculados con los valores practicos. La fluctuacién puede obedecer
a la concentracién celular del cultivo que no siempre es la misma, al
igual que sus dimensiones, las cuales pueden influir en el contenido
de pigmento.

El “r* ” estuvo por encima de 0.9 excepto en ¢l primer ensayo
que fue exploratorio. A partir del segundo experimento, los valores
se acotaron debido a que el punto de inflexién mantuvo cierta
correspondencia con un volumen de cultivo no superior a los 400 ml
y no inferior a los 100 ml

En la misma tabla se presentan los estadisticos de referencia
para la clorofila a, b y carotenos totales. Como era de esperar, los
puntos de inflexién de las curvas practicamente coincidieron con el
de la clorofila total, y en cuanto a concentracion, la clorofila b al
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FIGURA 2. Concentraciéon de clorofila total para los siete
ensayos realizados en dependencia del volumen de cultivo.

igual que los carotenos, fueron inferiores a la clorofila a, hecho que
no resulta sorprendente en las algas verdes (Venkataraman y Becker
1985, Romero et al. 1994).

Pasta congelada.- En la Figura 3 se observa que al tratar con
etanol la pasta de microalga conservada por un periodo mayor de seis
meses, para los dos primeros ensayos los puntos de inflexion se
ubican por encima de 2g de pasta tratada con los 10 ml de solvente.
A partir del tercer experimento, donde se precisé6 mas el rango de
trabajo, todos estos puntos se reportaron por encima de 2 g y por
debajo de 4 g de pasta.

Esto se corrobor6 con el polinomio de grado 3 realizado con
los datos tedricos (Fig. 4), logrando el punto de inflexion en 2.65 g
de pasta y a una concentracién de 314.59 mg/L. de clorofila total
(Tabla 2).
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FIGURA 3. Concentracién de clorofila total para los siete ensayos
realizados en dependencia del peso de la pasta.

El coeficiente de determinacion de 0.908 demuestra la calidad
del ajuste, producto de la regresién establecida con los valores
tedricos de la curva. Al igual que en el caso anterior, la
concentraciéon de clorofila b y carotenos fueron inferiores a la
clorofila a, aunque los puntos de inflexién para todos los casos
fueron muy semejantes entre si (Tabla 2).

El fenémeno de la no coincidencia entre la cantidad de pasta en
el punto de inflexion entre las muestras frescas y congeladas, con
valores de 1.4 g para el primer caso (correspondiente a 304 ml de

cultivo) y 2.65 g para el segundo, se debe precisamente al grado de
humedad de la muestra.

La pasta tratada inmediatamente después de su separacion del
medio de cultivo, tiene una humedad relativa promedio del 70 %; sin
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FIGURA 4. Punto de inflexion de la curva de clorofila
utilizando la pasta congelada.

embargo, cuando se mantiene por un periodo prolongado en
refrigeracion, el producto se hidrata hasta alcanzar una humedad del
orden del 80 %. Esto ocasiona que en estas condiciones se requiera
una cantidad superior de pasta para alcanzar el punto de inflexién,
aunque al tratarla con un volumen de etanol equivalente al caso
_ anterior, la concentracion de clorofila total para ambos tratamientos
es del 3 %. Desde el punto de vista de concentracion de clorofila en
las condiciones experimentales utilizadas, no se observaron
diferencias al realizar la extraccién partiendo de un producto fresco o
congelado.

No obstante, es mas aconsejable por un problema de manejo,
proceder al tratamiento de la pasta una vez efectuadala
centrifugacién, ya que se requiere de instalaciones mas pequefias
para el procesamiento de la muestra con el solvente. Es obvio que
por cada litro de extracto con una concentracion de clorofila total de
3 % extraido de la pasta hiimeda, se necesiten 125 g mas de pasta
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que si la exftraccion se realizara con pasta fresca, o lo que es lo
mismo, 125 kg de pasta por cadam® de extracto.

Otra razén seria el grado de humedad de la muestra, que no
siempre es el mismo. El caso estudiado se refiere a la conservacion
de la pasta en refrigeracion por un periodo de seis meses, lo cual
puede variar su humedad en mayor o menor grado dependiendo del
tiempo de permanencia en las camaras refrigeradas, lo que puede
influir, aunque no significativamente, en el punto de inflexion.

Un tercer aspecto que debe tomarse en cuenta para la decisién
de mantener por periodos prolongados la pasta en congelacion, es la
calidad del pigmento. No se conoce por nuestras propias experiencias
si se altera o no la composicion o disponibilidad de la clorofila, ya
que sélo se realizaron las investigaciones con muestras congeladas,
por lo que esta incOgnita queda momentdneamente sin una respuesta
concluyente.

UsO EXCESIVO DEL ETANOL EN LA TECNICA DE LA UNESCO (1966)

Los resultados de la prueba Mann-Whitney con los valores
obtenidos al utilizar diferentes volimenes de solvente para la
extraccion del pigmento de la pasta refrigerada, demostré que no
existen diferencias significativas al 95 % de confianza entre ambos
tratamientos, con una F calculada de 0.29 y una F tabla de 4.96, lo
que significa que existe un uso excesivo de solvente asociado a esta
técnica, para finalmente lograr la misma concentracion de clorofila
total. Este aspecto es muy importante a la hora de valorar el empleo
del reactivo en términos comerciales, donde se extraen cantidades
considerables de pigmentos para usos diversos, aumentando por
consiguiente el costo de produccion del extracto en cuestion.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS

La cantidad de pasta que se puede obtener al cabo de los siete
dias de permanencia de las microalgas en el medio de cultivo, antes
de su extraccion, es de aproximadamente 4.5 kg/m’ (Romero 1996)
y por cada 1.4 g de pasta se obtienen 10 ml de extracto alcohdlico
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con una concentracion de clorofila de 3 %. Esto representa un total
de 32 litros de extracto por cada m’ de cultivo, los cuales coinciden
también con lo sefialado anteriormente, considerando el volumen de
microalga utilizado para los mismos fines. Por cada 304 ml de
cultivo se obtienen 10 ml de extracto al 3 % de concentracion de
clorofila total.

A partir de esta informacion, se facilita el calculo a priori de la
productividad que puede lograrse en un sistema productivo de
cualquier volumen, siempre que se respeten las normas de
construccion de los estanques y el manejo por parte del personal
entrenado para estos fines, tal como lo sefiala Romero (1996) en su
trabajo sobre cultivo y aprovechamiento de Chlorella sp.

Asociado a la técnica de extraccién que propone la UNESCO
(1966) y analizando la informacion recopilada en estas
investigaciones referente a la cantidad de solvente requerida para la
mayor extraccion de clorofila de las microalgas, se calculé un ahorro
de $ 0.0029 con relacién al volumen de etanol que plantea la
UNESCO, o lo que es lo mismo, $ 0.29/L de etanol utilizado al 95
% de pureza, conociendo que el precio de este solvente estd en el
orden de $ 0.3075/L.

CONCLUSIONES

1) El contenido de clorofila total no difiere al realizar su extraccion
con etanol en comparacion con la acetona.

2) El punto de inflexion tedrico de la curva de clorofila de la pasta
congelada se encontré utilizando 1.25 g mas de pasta que la
empleada al tratar la pasta sin congelar.

3) La concentracién de clorofila total fue practicamente igual en el
punto de inflexién para la pasta congelada y sin congelar.

4) Segun la técnica reportada por la UNESCO (1966), existe un uso
excesivo de etanol para realizar la extraccién del pigmento,
comparado a los resultados obtenidos en este trabajo.
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