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RESUMEN

Las microalgas representan en la actualidad una opcién atractiva para el desarrollo de
nuevos suplementos nutricionales y alimentos para regimenes especiales, mediante la
bioconversion de la energia solar en virtud del alto contenido de proteinas y sustancias
biolégicamente activas en la biomasa celular. Se investigd el efecto de la utilizacion de
5 combinaciones enzimadticas en la hidrdlisis de las proteinas presentes en la biomasa
autotrdfica de la microalga Chlorella vulgaris tratada previamente con etanol. Los mejo-
res resultados se obtuvieron con las mezclas papaina-tripsina y papaina-pancreatina, las
que rindieron hidrolizados con niveles de nitrégeno aminico y grados de hidrdlisis superio-
res al 4y 45 %, respectivamente. Estos elementos evidencian un efecto positivo del empleo
de mezclas enzimaticas en comparacion con las enzimas individuales, lo cual estd media-
do por la superposicion de sus acciones hidroliticas.
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En el tratamiento de diversas enfer-
medades se dedica una atencion especial a
la dieta y a la terapia nutricional, por lo
que las modificaciones del patrén normal

de alimentacién resultan convenientes y aun
esenciales en ciertas afecciones.! Diversos
estudios experimentales y clinicos han apor-
tado numerosas evidencias relacionadas con
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los efectos bioestimulantes y propiedades
terapéuticas de los hidrolizados proteicos
de distintas fuentes, de manera que comien-
zan a ser esclarecidos los mecanismos me-
diante los cuales ejercen sus acciones
moduladoras.

Las dietas basadas en hidrolizados
proteicos son Utiles en el manejo nutricional
de enfermedades de 1a mucosa gastrointestinal,
en pacientes hipercatabdlicos, sindromes de
malnutricién? y en la disminucion de las
reacciones anafilacticas atribuidas a pro-
teinas y macropéptidos.® Otros efectos te-
rapéuticos asociados con la administracion
de hidrolizados proteicos estan relaciona-
dos con el incremento de la funcién
destoxificadora del amonio en el tejido
muscular* y por otra parte, se ha sugerido
que los hidrolizados de las proteinas influ-
yen en la regulacion endocrina de los pro-
cesos metabolicos.?

El alto contenido proteico (aproxima-
damente el 50 % de la biomasa) y el perfil
aminoacidico de las algas verdes
unicelulares, evidencian una calidad razo-
nablemente buena al compararlas con las
fuentes convencionales de proteinas. Sin
embargo, las algas Chlorella 'y Scenedesmus
debido a sus rigidas paredes celulares, mues-
tran una pobre digestibilidad y practicamen-
te no son toleradas por el hombre y los ani-
males monogastricos.®

La hidrdlisis enzimatica de las protei-
nas celulares constituye una de las tenden-
cias mis prometedoras para incrementar la
digestibilidad de la biomasa algal y la for-
mulacion de diversos productos proteicos.’

En un trabajo anterior, Morris y otros®
estudiaron las posibilidades de hidrolisis
enzimatica de las proteinas celulares de
Chlorella vulgaris cultivada en régimen
autotréfico en el Centro de Investigaciones
de Energia Solar (CIES). Los resultados
evidenciaron que el proceso de hidrdlisis
transcurrié mdas eficientemente en la
biomasa tratada previamente con etanol y
se demostrd, ademds, que diferentes
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enzimas proteoliticas pueden ser utilizadas
con este propoésito.

Tomando en consideracion estos ele-
mentos, ha sido de interés investigar en el
presente trabajo el efecto que produciria la
utilizacién de combinaciones enzimaticas
en la hidr6lisis de las proteinas presentes
en la biomasa autotrofica de Chlorella
vulgaris tratada previamente con etanol.

METODOS

Obtencion y tratamiento de la
biomasa. La biomasa de Chlorella vulgaris
fue obtenida a partir de un cultivo
autotréfico desarrollado a cielo abierto en
una instalacién experimental de 500 m? en
el CIES. Después de la centrifugacion de
la suspension algal, la crema resultante fue
sometida a un proceso de secado por asper-
sién (Niro Atomyzer) y el polvo verde os-
curo fue conservado en recipientes plasti-
cos hasta su utilizacién. Esta biomasa se
despigment6 con etanol (400 mL/100 g),
realizando 3 extracciones sucesivas de 1 h
de duracién cada una en condiciones de agi-
taciéon moderada.

La composicién bioquimica porcentual
de la biomasa de Chlorella vulgaris utili-
zada en nuestras experiencias son las si-
guientes:®

— Pérdida por desecacion 7,18
— Nitr6geno total 7,13
— Proteina bruta 44,56
— Proteina verdadera 32,25
— Carbohidratos 16,00
— Fibra cruda 8,20
— Lipidos 0,29
— Cenizas 8,90

— Acidos nucleicos totales 5,69

Determinacion de la actividad
enzimatica de los preparados proteoliticos
empleados. Se utilizaron las enzimas
proteoliticas siguientes: papaina,



pancreatina (MERCK), tripsina (Léciva,
Praha) y bromelina (Centro de Bioplantas,
Ciego de Avila). La determinacion de la
actividad enzimética de estos preparados
se realizo segiin el método de Anson, " em-
pleando como sustrato proteico una solu-
cion de caseina desnaturalizada al 2 %. Una
unidad de actividad proteolitica expresa la
cantidad de enzima necesaria para catalizar
la liberacion de 1 pumol de tirosina a 35 °C
y al pH 6ptimo de la enzima en 1 min. Para
el célculo de la actividad especifica (uni-
dades de actividad/miligramos de protei-
na) se determind la concentracién de pro-
teinas en los preparados enzimaticos segin
el método de Lowry y otros.! Las enzimas
empleadas y las actividades especificas
(umol de Tyr min'/mg de proteina) corres-
pondientes se presentan a continuacion:

— Papaina 0,130
— Bromelia 1,197
— Tripsina 0,070
— Pancreatina 0,470

Estudio del efecto de la combina-
cion de diferentes enzimas proteoliticas.
Se realizaron experiencias empleando sus-
pensiones al 10 % en agua de la biomasa
despigmentada con etanol, las que fueron
sometidas a hidrolisis enziméatica durante
4 h a una temperatura de 37 °C en condi-
ciones de agitacion continua. Se utilizaron
las mezclas enzimadticas siguientes:
bromelina-tripsina, bromelina-pancreatina
y papaina-bromelina (pH 7,0) y por otra
parte, papaina-tripsina y papaina-pan-
creatina (pH 7,5). Las mezclas fueron con-
formadas de modo tal de emplear 10 unidades
proteoliticas de cada enzima por gramo de
biomasa.

La reaccién se detuvo mediante el
calentamiento a 100 °C durante 15 min. La
mezcla resultante se centrifug6 a 4 000 r.p.m.
10 min y se determind el contenido de ni-
tr6geno aminico en los sobrenadantes de
acuerdo con el método descrito en la USP

XXII'2 basado en una valoracién potencio-
métrica en presencia de formaldehido.

El grado de hidrdlisis se definié como
el porcentaje de nitr6geno aminico en los
hidrolizados con respecto al nitrégeno total
de la biomasa y se tomo6 en consideracion
la concentracién de nitrégeno aminico en
la biomasa algal para realizar las correc-
ciones necesarias.

RESULTADOS

Las concentraciones de N-aminico y
los grados de hidrolisis alcanzados con las
diferentes mezclas enzimaticas evaluadas
se muestran en las figuras 1 y 2. Los mejo-
res resultados se obtuvieron con las combi-
naciones papaina-tripsina y papaina-pan-
creatina, las que rindieron hidrolizados con
niveles de N-aminico y grados de hidr6lisis
superiores al 4 y 45 %, respectivamente.
Con estas mezclas se alcanzaron grados de
hidrélisis que superan del 10 al 15 % los
obtenidos con los preparados enzimaticos
de forma aislada.

N;jAminico (%)

BT BPT PB PT PPT

B-T: bromelia-tripsina; B-BT:bromelia-pancreatina;
P-B:papaina-bromelina; P-T: papaina-tripsina;
P-PT:papaina-pancreatina

FIG. 1. Contenido de N-aminico (/100 g, base seca, en los hidrolizados
prateicos de Chlorella vulgaris con diferentes combinaciones
enzimaticas.
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B-T: bromelia-tripsina; B-BT:bromelia-pancreatina;
P-B:papaina-bromelina; P-T: papaina-tripsina;
P-PT:papaina-pancreatina

FIG. 2. Grado de hidrdlisis (%) en los hidrolizados proteicos de
Chlorella vulgaris con diferentes combinaciones enziméticas.

DISCUSION

La obtencion de hidrolizados proteicos
puede ser concebida como parte de una es-
trategia integral de aprovechamiento de la
biomasa algal. En este sentido, Morris y
otros® demostraron en un trabajo previo que
a excepcion de la pepsina, las restantes
enzimas proteoliticas evaluadas rindieron
hidrolizados con niveles de N-aminico y
grados de hidrdlisis superiores al 3y 30 %,
respectivamente, adecuados para una rapida
solubilizacién y asimilacion por el organismo.

A partir de la década de los 60, co-
menzaron a aparecer con mas frecuencia
en la literatura estudios que referian la
hidrélisis completa de las proteinas a
aminodacidos, utilizando mezclas de
enzimas. Por ejemplo, Matsumura y otros
lograron este objetivo incubando el sustrato
con proteasas y aminopeptidasas de origen
microbiano, especificamente de Bacillus
subtilis y Streptomyces sp (Centro Nacio-
nal de Investigaciones Cientificas. Obten-
cion de hidrolizados proteicos. Situacién

88

actual y perspectivas de desarrollo. La
Habana, 1990). Estos antecedentes motiva-
ron nuestro interés en estudiar el efecto de
la combinacién de enzimas en la hidr6lisis
de las proteinas celulares de la microalga
Chlorella vulgaris.

Desde una perspectiva clinica, las nue-
vas tecnologias de obtencion de hidrolizados
proteicos a partir de fuentes no convencio-
nales de proteinas podrian aportar solucio-
nes a muchos aspectos de la terapéutica
nutricional. Estos biopreparados se inclu-
yen dentro de los alimentos para regimenes
especiales, que se definen como aquellos
soportes nutricionales preparados especi-
ficamente para satisfacer necesidades par-
ticulares de determinados seres humanos por
razones fisicas, fisioldgicas o alteraciones
metabolicas. !?

En este sentido, los niveles de N-aminico
y grados de hidrolisis obtenidos con el em-
pleo de las combinaciones enzimaticas eva-
luadas, especialmente papaina-tripsina y
papaina-pancreatina, sugieren su posible
utilizacién en la elaboracién de hidrolizados
proteicos destinados a situaciones en las que
resulte necesario un mayor grado de
hidrolisis de la fuente proteica en compa-
racién con las enzimas individuales.

Estas evidencias experimentales pue-
den ser interpretadas partiendo del hecho
de que las enzimas proteoliticas no actian
sobre todos los enlaces peptidicos, sino solo
sobre aquellos de los que forman parte cier-
tos aminoécidos. Por esta razén, se obtie-
nen hidrdlisis mas completas empleando
mezclas de enzimas al lograr la superposi-
cion de sus acciones hidroliticas.

En Cuba, estas investigaciones tienen
un caracter novedoso, por lo que se debe
continuar profundizando en el estudio de las
posibilidades de hidrdlisis enzimatica de las
proteinas celulares de Chlorella vulgaris
para sustentar sus aplicaciones potenciales
como alimentos fisioldgicamente funciona-
les en el campo de la nutriciéon farmaco-
logica.



SUMMARY

The microalgae represent today an attractive option for the development of new nutritional supplements and food
for special diets by the bioconversion of solar energy in virtue of the high content of proteins and biologically active
substances existing in the cellular biomass. The effect of the utilization of 5 enzymatic combinations in the
hydrolysis of the proteins present in the autotrophic biomass of the microalga Chlorellla vulgaris previously treated
with ethanol was investigated. The best results were obtained with the papain-trypsin and papain-pancreatinin
mixtures, which yielded hydrolysates with levels of amino nitrogen and degrees of hydrolysis over 4 and 45 %,
respectively. These elements show a positive effect of the use of enzymatic mixtures compared with the
individual enzymes, which is mediated by the superposition of their hydrolytic actions.

Subject headings: ALGAE; ALGAE GREEN; CHLORELLA; PROTEIN HYDROLY SATES/therapeutic use;
PROTEIN HYDROLYSATES/chemistry; FOOD; DIET; PEPTIDE HYDROLASES/therapeutic use;
HYDROLYSIS.
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