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Resumen. Se evalué la calidad bioquimica y microbiologica de siete
productos encapsulados de la cianobacteria Spirulina comercializados en
Venezuela y otros paises. Se determind el contenido (mg g*) de clorofila
a (4,6-20,2), carotenoides (ND-1,3), carbohidratos (385,6-683,7),
proteinas (249,9-469,3), lipidos (353,5-702,5), ficocianina (trazas—
325,4), bacterias y hongos, y se aplico la prueba de toxicidad sobre
Artemia sp. La presencia de clorofila a, ficocianina y de tricomas se
utilizaron como marcadores de Spirulina. En ninguno de los productos se
detectaron mohos ni levaduras, pero solamente un producto resulté libre
de bacterias. Uno de los productos no reveld presencia de tricomas, ni de
clorofila y s6lo se detectaron trazas de ficocianina; ademas, fue positivo
para coliformes totales y fecales. Todos los productos probados fueron
téxicos sobre Artemia sp. Recibido: 02 agosto 2006, aceptado: 12 febrero
2007.
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MICROBIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL QUALITY OF
COMMERCIAL PRODUCTS CONTAINING THE CYANOBACTERIUM SPIRULINA

Abstract. Microbiological and biochemical quality of seven encapsulated
Spirulina (cyanobacteria) products marketed in Venezuela and other
countries were evaluated. We determined (mg g™) chlorophyll a (4.6—-
20.2), carotenoids (ND-1.3), carbohydrates (385.6-683.7), proteins
(249.9-469.3), lipids (353.5-702.5), phycocyanin content (traces—325.4),
presence of bacteria and fungi, and toxicity to Artemia. Phycocyanin,
chlorophyll a and trichomes were used as markers for Spirulina. Molds
and yeasts were not detected, but only one product was bacteria free. One
product revealed neither trichomes nor chlorophyll a, and only traces of
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phycocianin. Furthermore, the product was positive for total and fecal
coliforms. All products were toxic to Artemia sp. Received: 02 August
2006, accepted: 12 February 2007.

Key words: Microbiological control, commercial products, Spirulina,
toxicity, pigments, proteins.

Entre los diversos estudios realizados con Spirulina se ha descrito su
actividad biolégica antiviral, antihistaminica, antinflamatoria e inmunoes-
timulante. Por lo que actualmente presenta gran interés en biotecnologia para
la elaboracion de productos formulados a base de esta cianobacteria. En
diversos paises se ha promovido su utilizacién por sus propiedades
terapéuticas, nutricionales y como fuente de colorantes y aditivos para las
industrias farmacéutica y alimentaria (Liang et al. 2004). Los estudios sobre
analisis quimicos y microbiol6gicos de productos derivados de microalgas
utilizados como suplemento alimenticio son escasos ya que las empresas
responsables de su elaboracion raramente divulgan los resultados de sus
estudios y sus controles de calidad a la comunidad cientifica. Por otro lado, las
disposiciones legales que regulan su comercializacién no son del todo claras,
lo que implica una falta de informacién para los consumidores y
administradores de salud (Ortega-Calvo et al. 1993). Hasta el presente, en
Venezuela y otros paises latinoamericanos, no se han realizado estudios sobre
esta clase de productos a base de Spirulina. Por lo tanto, el objetivo del
presente trabajo es evaluar la calidad bioquimica y microbiolégica de los
derivados comerciales de Spirulina manufacturados en otros paises vy
comercializados no s6lo en Venezuela, sino en otros paises del continente
americano.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron siete productos de Spirulina sp., manufacturados en Perd,
Estados Unidos y Canad4, presentados en forma de comprimidos o
encapsulados. Todas las muestras se colectaron en farmacias y tiendas de
productos naturales y se encontraban dentro del periodo de uso efectivo, segun
la fecha de expiracion de la etiqueta. A cada uno de los productos evaluados se
les asigno un codigo que consistid en la letra S seguida de un nimero.

Se disolvié 1 g de cada producto en 10 mL de medio de cultivo ALGAL
(Fébregas et al. 1984) a fin de verificar la presencia de Spirulina. Las
muestras, por triplicado, se mantuvieron en tubos de ensayos durante 10 dias
bajo condiciones de laboratorio. Ademas, se determind la concentracion de
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bacterias heterétrofas aerobias, mohos y levaduras, morfologia y tincién de
Gram de los microorganismos aislados. Los productos con bacilos Gram
negativos fueron evaluados para determinar coliformes totales y coliformes
fecales (APHA 1998). La determinacion de clorofila a y carotenoides se
realizd6 por HPLC, extraidos en metanol anhidro y analizados segun las
condiciones descritas por Vidussi et al. (1996). La ficocianina se extrajo
mediante el método de shock osmético (Wyman y Fay 1986) y calculada
utilizando la ecuacion de Bennet y Bogorad (1973). Las proteinas se
determinaron por método de Lowry et al. (1951). EI método fenol-sulfurico
(Kochert 1978) se uso para la determinacion de carbohidratos y los lipidos se
determinaron por el método de carbonizacién simple (Marsh y Weinstein
1966). Las pruebas de toxicidad se realizaron con Artemia sp., segin la
metodologia descrita por Lee et al. (1999). Los analisis estadisticos se llevaron
a cabo con el programa SPSS 10.0 para Windows, utilizando un anélisis de
varianza (ANOVA) (P= 0,05) y la prueba de Sheffé para examinar las
diferencias en la composicion bioquimica entre los diferentes productos.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis microscopico reveld que seis de los productos poseen
fragmentos de tricomas de Spirulina. El producto S-1 fue el Gnico que
presentd restos celulares no identificables como tricomas de la cianobacteria.

De los productos que presentaron bacilos Gram negativos (Tabla 1), S-2
estuvo exento de coliformes totales y coliformes fecales. No obstante, S-1
present6 6,9 NMP 100 mL™ de coliformes totales y 3,6 NMP 100 mL™ de
coliformes fecales. Asimismo, ninguna de las muestras resultd positiva para
mohos y levaduras. La mayor concentracion de bacterias heter6trofas aerobias
fue detectada en S-1y S-4 (Tabla 1). La presencia de bacterias en la mayoria
de los productos evaluados puede deberse a que Spirulina es recolectada a
partir de sistemas a cielo abierto y no de sistemas de cultivo artificiales en los
gue se controlan las condiciones de crecimiento, lo cual hace méas probable la
existencia de bacterias (Henrikson 1994).

El producto S-2 presentd los mayores valores de clorofila a con 20,16 +
1,26 mg gy con diferencias significativas (P < 0,05) (Tabla 2). El porcentaje
de clorofila a para S-2, S-3, S-6 y S-7 oscil6 entre 1 y 2%, los cuales son
ligeramente superiores a los reportados para tres productos comercializados en
Espafia; con porcentajes entre 0,86 y 0,93% (Chapman y Chapman 1980), pero
similares a los reportados por la Compafiia Earthrise Farms (Earthrise Farms
1998) de 1,15%. El mayor contenido de carotenoides se obtuvo con S-6 de
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1,29 + 0,22 mg g™ (P < 0,05). En el producto S-1 no se detectaron clorofila ni
carotenoides.

Tabla 1. Concentraciéon de bacterias heterotrofas aerobias, tipos y caracteristicas
morfoldgicas de las colonias presentes en los productos comercializados en
Venezuela de la cianobacteria Spirulina.

Caracteristicas

_1 - ’
P UFCg Colonias de Colonias Morfologia Gram
S-1  6,4x10° 2 Pequefia, color crema  Bacilo Negativo
Mediana color crema Bacilo Positivo
S-2  1x10° 3 Grande, opaca Bacilo Positivo
Crema, traslucida Bacilo Negativo
S-3 NC ND Pequefia y traslucida Coco Positivo
sS4 66x10° 2 Mediana crema Bacilos en Positivo
cadena
Amarillenta Coco Positivo
S5 37x10° 1 Grande, borde rugoso,  Bacilos en Positivo
crema cadena
56 7% 103 2 Blanquecina Bacilos en Positivo
cadena
Pequeria transparente Coco Positivo
5.7 200 2 Crema Bacilos en Positivo
cadena

NC: No hubo crecimiento. ND: no determinada.

Tabla 2. Contenido de pigmentos, carbohidratos, proteinas y lipidos de los productos
comercializados en Venezuela de la cianobacteria Spirulina (promedio +desvest)

P Clorofilaa Carotenoides Carbohidratos Proteinas Lipidos
S-1 ND ND 617,74+12,6 392,65+4,8 284,2+18,3
S-2 2016+13 095%0,2 630,93+7,2 469,29+227 5994 +34,1
S-3 12,11+09 056%0,1 647,73+14,9 37533+105 537,8+47,1
S-4 456+06 0,35+0,0 518,17+9,1 24986+1,8 427,0+46,5
S-5 6,21+0,7 040x0,1 385,62+ 15,7 341,73+13,7 570,7+21,9
S-6 10,63+0,9 1,29+0,2 481,58+9,4 412,07+13,2 7025+139
S-7 1001+10 1,15%+0,3 683,71+4,2 259,84+119 3535+34,3

ND: No detectable; Todos los valores expresados en mg g'l.
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El mayor valor de ficocianina, de 325,43 + 9,90 mg g™ se obtuvo para el
producto S-6 (P < 0,05). Los valores obtenidos para el resto de los productos
oscilaron entre 144,12 y 280,39 mg g™, a excepcion de S-1 que sélo present6
trazas del pigmento (Fig. 1). Es importante indicar que la concentracion de
ficocianina en los productos elaborados a base de Spirulina, esta relacionada
con una alta calidad de la biomasa cosechada de esta cianobacteria, lo cual
contribuye a un mayor valor agregado. Entre las propiedades bioldgicas de
este pigmento se encuentran el de ser una proteina de reserva y a la vez
confiere efectos inmunomoduladores (Henrikson 1994).
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Figura 1. Contenido de ficocianina de productos comercializados en Venezuela a base
de la cianobacteria Spirulina.

El contenido de proteinas fue mayor para el producto S-2 con 469,29 +
22,71 mg g™ (P < 0,05) (Tabla 2). Sin embargo, estos valores son inferiores a
los reportados para la cianobacteria tanto en cultivos de laboratorio como en
productos comercializados (Chapman y Chapman 1980, Henrikson 1994). Por
el contrario, la concentracién de carbohidratos oscilé entre 683,71 + 4,16 y
385,62 + 15,72 mg g, para S-3 y S-5, respectivamente y son considera-
blemente superiores a los reportados por Ortega-Calvo et al. (1993). Estos
valores pueden ser el resultado de la inclusién de ingredientes adicionales, al
menos en S-3, S-5y S-7 con celulosa vegetal, croscarmelosa y polvo de trigo y
durazno respectivamente. El contenido de lipidos obtenido en este estudio
resultdé mas alto que el reportado en otros estudios sobre Spirulina (Ortega-
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Calvo et al. 1993) con valores entre 284,22 + 18,34 y 702,53 + 13,96 mg g™
para S-1y S-6, respectivamente (P < 0,05) (Tabla 2).

Todos los productos, con excepcion de S-1, resultaron ser toxicos para
Artemia sp. a las tres concentraciones evaluadas de 30, 15y 10 mg mL™. Es
decir, se produjo un 100% de mortalidad a las 24 h para todos los productos
probados. El producto S-1 no fue probado para su actividad toxica, ya que este
producto se convertia en un gel muy insoluble al hidratarse.

La division sanitaria del estado de Oregon, Estados Unidos ha encontrado
niveles de microcistina LR en 50 de 67 muestras obtenidas a partir de
recolectores, mayoristas y minoristas de algas verde-azules por encima de 1
ppm (Anon 1999). Asimismo, se han reportado 43 eventos adversos
relacionados con el consumo de suplementos dietéticos a base de algas verde-
azules por parte del Sistema de Monitoreo de Eventos Nutricionales Adversos
de la FDA. Sin embargo, no hay informacion disponible sobre condiciones
preexistentes, y tampoco hay certeza de que un evento adverso reportado
pueda ser atribuido a un producto o ingrediente particular (FDA 1998).

Se comprobd que todos los encapsulados probados, a excepcion del
producto S-1, correspondian a productos manufacturados a partir de biomasa
liofilizada de la cianobacteria Spirulina. Ademas, se comprueba que la
mayoria de dichos productos poseen una buena calidad nutricional en cuanto a
contenido de clorofila, ficocianina y proteinas, siendo el producto S-3 el de
mejor calidad microbioldgica. Por otro lado, no se puede afirmar que el
producto S-1 sea realmente Spirulina, debido a la ausencia de tricomas y a la
presencia de s6lo trazas de ficocianina.
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