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Resumen. A la microalga Chlorella sp. cultivada en el residual proce-
dente de las labores industriales del proceso de mariscos y pescados,
se le extrajo la clorofila, la que posteriormente fue transformada en cu-
proclorofila. El licor resultante fue envasado en frascos plasticos de
color verde oscuro v transparente, Después de conservados los frascos
por un periodo de 12 meses en la oscuridad y a una temperaturade 25 a
30°C; a la luz y la misma temperatura que los anteriores y en refrigera-
¢idn a 4°C, se analizé el licor mediante mediciones mensuales de la
concentracion y el pH, para legar a 1a conclusién de que la cuproclo-
rofila conservada en frio y sin preferencia de envase, disminuyé su
concentracion en un 36% al final del ensayo, muy inferior a los restan-
tes tratamientos, donde se aprecié un decremento del 75% como pro-
medio. Los pH no sufrieron variacién, manteniéndose las caracteristi-
cas acidas del producto. Se recomendd conservar el extracto en refri-
geracion, aunque lo ideal seria su utilizacion inmediata después de
realizada la extraccion, evitando asi alteraciones en la calidad del pro-
ducto.
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THE STABILITY OF CUPROCHLOROPHYLL
EXTRACTED FROM Chlorella sp. CULTIVATED
IN FISHING INDUSTRY EFFLUENTS

Abstract. Chlorophyll extracted from the micro-algae Chlorelia sp.
cultivated in effluents from the processing of fish and seafood, was
later transformed into cuproclorophyll. The resulting liquor was bot-
tled in dark green and transparent plastic containers. After storing
some bottles in the darkness for 12 months at a temperature of 25 to
30°C, others in the light and at the same temperature as the former, and
others refrigerated at 4°C, the liquor was analyzed using monthly
measurements of the concentration and pH. Conclusions reached were
that the cuprochlorophyll kept in a cold temperature regardless of the
container, diminished in concentration by 36% at the end of the ex-
periment, a much lower percentage than with the other treatments,
which showed an average decrease of 75%. The pH did not vary, but
maintained the acidic characteristics of the product. We recommend
conserving the extract under refrigeration, although the ideal sityation
is to use it immediately after extfraction.
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INTRODUCCION

Los estudios referidos al cultivo de microalgas se han ido inten-
sificando en los Gltimos afios en paises tanto del primer como el ter-
cer mundo.

Australia, Estados Unidos de América, Japon, Checoslovaquia,
Israel, India, México y Chile, son paises con elevada tradicion en las
investigaciones referentes a estos microorganismos, las que aportan
amplios beneficios al hombre, a la biota en general y al ambiente
(Beneman et al. 1977, Soeder 1980, Becker 1981, Venkataraman y
Becker 1985, Borowitzka y Borowitzka 1988, Alvarez y Gallardo
1989).

En Cuba se ha destacado su funcion en las redes troficas asi
como su aplicacion terapeutica en padecimientos tan severos como
ulceras, gastritis y tumores cancerigenos (Takemi ef a/. 1980, Iwai et
al. 1990 y Yuchi ef al. 1985).
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La clorofila, asi como uno de sus derivados extraidos de Chlo-
rella sp. ha demostrado ser un producto con propiedades excepcio-
nales para el tratamiento de bacterias y hongos patdgenos (Romero y
Pérez 1999) motivo por el cual se hace imprescindible determinar el
tiempo de vida til del licor y las condiciones mas favorables y eco-
nomicas de aimacenamiento. Motivo por el cual el objetivo de estas
investigaciones se centrd en determinar la estabilidad de la Cupro-
clorofila extraida de Chlorella sp. cultivada en residuales pesqueros.

MATERIALES Y METODOS

Se extrajo la clorofila de la microalga Chlorella sp. cultivada en
lagunas piloto, en la Empresa Industrial de Alimentos (INDAL) si-
tuada en Ciudad de la Habana, Cuba. Las microalgas tienen como
fertilizante, las aguas procedentes del proceso de coccion, desconge-
lado y viscerado de los recursos pesqueros marinos y dulceacuico del
bonito (Katsuwonus pelamis y Sarda sarda), atan (Thunnus thynnus
thynnus, Thunnus albacares y Thunnus atlanticus), calamar (Loligo
pealiei) y tenca (Tinca tinca) entre otras.

La clorofila extraida se trat6 con una sal de Cobre, para su trans-
formacion en Cuproclorofila (Romero 2000) se empezaron seis tra-
tamientos, estos consistieron en el mantenimiento del pigmento en el
transcurso de 12 meses en botellas plasticas transparentes y verdes
sometidas a la oscuridad, a una temperatura de 25-30°C; a la ilumi-
nacién continua con una intensidad de 300-500 lux y temperatura de
25-30°C y en refrigeracion a 4°C.

Se empleo la nomenclatura siguiente:

Botella verde sometida a la claridad = VC; Botella transparente
sometida a la claridad = TC; Botella verde sometida a la oscuridad =
VO; Botella transparente sometida a la oscuridad = TO; Botella ver-
de sometida al frio = VF; Botella transparente sometida al frio="TF.

Se determind la variacion de la concentracion de la Cuprocloro-
fila mensualmente siguiendo la metodologia de Romero (2000).
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Para comparar estadisticamente los tratamientos estudiados, se
utilizaron pruebas tales como ANAVA de clasificacion simple
(p < 0,05) y pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis. Debido a la
existencia de diferencias estadisticas significativas tambien se utili-
z6 el método de comparacion multiple de Student-Newman-Keub,
que finalmente detecté los tratamientos que diferian entre si.

RESULTADOS Y DISCUSION

Haciendo una interpretacion de los resultados plasmados en la
Figura 1, se deduce que con el transcurso del tiempo, la concentra-
cion del licor de cuproclorofila va disminuyendo en mayor o menor
grado, en dependencia del color del envase, la temperatura del medio
o la iluminacion a que fueron sometidos los mismos.

Notese en el mismo orden en que aparecen los tratamientos en
la figura, que los descensos en las concentraciones fueron del orden
de los 77,2% para VC; 35,8% para VF; 71,6% para VO; 73,5% para
TC; 36,0% para TF y 71,3% para TO.

Se aprecia claramente que el licor se mantiene con mayor esta-
bilidad en los recipientes conservados en frio, aunque en los tres pri-
meros meses de iniciado el ensayo el decremento de la concentracion
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FIGURA 1. Variacion de la concentracion de cuproclorofila para las mues-
tras analizadas con una frecuencia mensual, segun el trata-
miento realizado.
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TABLA 1. Significacion de los analisis de varianza de clasificacién
simple, segun los tratamientos analizados.

Combinacion de  F calculada F tabla Significacién
_Tratamientos
VC/TC 4,0373 4,3009 NS
vO/TO 0,0503 4,3009 NS
VE/TF 0,0145 4,3009 NS
VC/VO/VF 9,6669 3,2849 *
TC/TO/TE 85191 32849 *

no superé el 15% comparado con el 36% para todo el periodo de an4-
lisis. A partir de este mes, donde se produce un cambio mas signifi-
cativo en cuanto a la concentracion, el descenso continué muy paula-
tinamente en ambos tratamientos.

Entre VF y TF no se presentaron diferencias estadisticas signi-
ficativas después de aplicado un ANAVA de clasificacion simple
(Tabla 1), lo que demuestra que el color del recipiente no interfiere
en la estabilidad del licor.

Los licores mantenidos en la oscuridad, presentaron disminu-
ciones muy bruscas de sus concentraciones desde que se registraron
los primeros valores, es decir, al cabo de los 30 dias de exposicion a
estas condiciones; la caida de concentracion estuvo en el orden de los
25y 23% para VO y TO respectivamente, valores muy superiores a
los encontrados en los tratamientos anteriores al cabo del tercer mes.

En las condiciones de oscuridad y a la temperatura entre 25 y
30°C, el comportamiento de ambos licores al tercer mes se iguald al
de las muestras mantenidas en frio al cabo de todo el periodo de ex-
perimentacion, con disminuciones del orden de los 35 y 32% para
VO y TO respectivamente.

Entre VO y TO no se encontraron diferencias estadisticas signi-
ficativas después de realizado el ANAVA de clasificacién simple
entre sus medias, hecho que corrobora que el color del envase no es
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de tomar en consideracién para seleccionar el medio mas adecuado
para el almacenaje de las muestras.

Finalmente, al interpretar el comportamiento de la cuprocloro-
fila en las condiciones de luz permanente y temperatura constante de
25 y 30°C, se aprecia que existe un patron similar a las muestras
mantenidas en la oscuridad. La disminucidn de la concentracion a los
30 dias de evaluado el licor fue de 33 y 28% para VC y TC respecti-
vamente, con valores de 45 y 39% al tercer mes.

Aunque las concentraciones de TC fueron inferiores a VC, no
se diferenciaron estadisticamente, hecho que se corrobor¢ al realizar
el ANAVA de clasificacion simple entre ambos tratamientos. Los
estadisticos para todos los casos expuestos se presentan en la Tabla 1
y la relacion entre cada tratamiento se esquematiza en la Figura 2
para su mejor y mas rapida comprension.

La similitud entre los licores expuestos a condiciones iguales se
aprecia mas claramente por las graficas de las Figuras 3a, 3b y 3c,
ademas de la tendencia a la disminucion de la concentracion. Estas
lineas de tendencia presentaron un R” superior a 0,9 o coeficientes
muy proximos a él, lo que asevera el ajuste bueno de los datos.

Entre los tratamientos VF, VO y VC, asi como TF, TO y TC se
encontraron diferencias estadisticas significativas, al aplicar un ana-
lisis no paramétrico de Kruskal-Wallis.
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FIGURA 2. Esquematizacion de los estadisticos para los distintos trata-
mientos.
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Con la comparacion multiple de Student-Newman-Keub, se de-
mostrd que VF y TF diferian de los restantes tratamientos, corrobo-
rando asi que el factor que influye en la estabilidad del licor de cu-
proclorofila fue la temperatura. En las gréficas de las Figuras 4a y 4b
se presentan las concentraciones correspondientes a cada caso, de
donde se interpreta como en el transcurso del tiempo, los valores de
los licores de VF y TF siempre estuvieron muy por encima de los res-
tantes.
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FIGURA 4a. Comportamiento de la concentracién de cuproclorofila mante-

nida en botellas verdes en condiciones de refrigeracion, en la
oscuridad y en la claridad.
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FIGURA 4b. Comportamiento de la concentracion de cuproclorofila mante-
nida en botellas transparenies en condiciones de refrigera-
cién, en la oscuridad v en la claridad.
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TABLA 2. Valores de pH del licor de cuproclorofila mantenidos en
condiciones diferentes de almacenamiento.

_Lectura vC TC vo  TO vVF TF
Inicio 2,17 2,17 2,17 2,17 2,17 2,17
Final 1,82 1,88 1,90 1,93 2.19 2,17

El por qué se alteran en menor grado las concentraciones ini-
ciales de la porfirina objeto de estudio a 4°C, en comparacion con
las restantes muestras, puede estar dado por la sensibilidad de las
proteasas, que no son mas que enzimas degradadoras, a temperatu-
ras elevadas con las que se destruyen determinadas proteinas. En el
caso de estudio, al conservar la cuproclorofila en condiciones de re-
frigeracion, muchos procesos enzimaticos se inhiben o disminu-
yen, alterandose por lo tanto mas lentamente la concentracion del
pigmento, lo que no sucedio a la temperatura predominante en el la-
boratorio, considerada como optima para el funcionamiento de di-
chas enzimas.

Respecto al pH del licor, la variacion no fue muy significativa
en las muestras analizadas. Notese por los valores de la Tabla 2 que
la cuproclorofila siempre se mantuvo acida, independientemente de
las condiciones en que se almacenaron los frascos. Segin Romero
(2000), el pH de este pigmento oscila entre 2,0 y 2,5 una vez realiza-
da la extraccidn a la microalga.

Para estos bioensayos, al término de la investigacion, el pH de
las muestras mantenidas en frio no sufri6 alteracion alguna, repor-
tandose valores de 2,19 y 2,17 para VF y TF respectivamente, com-
parados con los 2,17 al comienzo del ensayo. VO, TO, VC y TC s6lo
ofrecieron ligeras disminuciones con respecto al primer dia, del 11 al
15% como promedio.

CONCLUSIONES

El licor de cuproclorofila sufre disminucién en su concentra-
cion en el transcurso del tiempo.



Vol. 36, 2002] Estabilidad de la cuproclorofila 183

La cuproclorofila mantiene mas estable su concentracion cuan-
do se conserva en refrigeracion, no asi cuando se mantiene a tempe-
ratura ambiente expuesta a la luz o en la oscuridad.

El color del recipiente no afecta la concentracion del licor de
cuproclorofila.

El pH se mantiene acido independientemente de las condicio-
nes de conservacion del licor.

RECOMENDACIONES

Mantener el pigmento en condiciones de refrigeracion una vez
se proceda a su extraccion, aunque lo mas aconsejable seria utilizar
el licor lo mas répido posible, para evitar asi degradaciones en su
concentracion.

Realizar estudios microbiologicos a las muestras con el objeti-
vo de determinar cualesquier otra causa de la degradacion del pro-
ducto u otros estudios similares que atestigiien este proceso inhibito-
rio y su naturaleza, asi como estudios de electroforesis.
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