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RESUMEN. Se exponen los resultados obtenidos del analisis quimico y biolégico del
biogel obtenido en las aguas de la piscina El Templado del Balneario San Diego de los
Bafos, Cuba. La cianobacteria Leptothrix subtilissima Kiitz es la cianobacteria productora
de este biogel, con un 87% de azufre elemental y evidencias de polisacaridos, magnesio,
calcio y proteinas. Sin presencia de irritabilidad dérmica ni oftalmica, ni toxicidad aguda.
Se describe el proceso de secado al cual fue sometido el material. El polvo fue utilizado
en la elaboracién de un jabdén de tocador, en la produccién de una crema y aceite de
masajes de los cuales se ofrecen los beneficios terapéuticos y cosmetoldgicos, asi
como de los usos potenciales de esta cianobacteria en biomedicina, como biofertilizante
en la agricultura y en el propio balneario dadas sus propiedades biologicamente activas.
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ABSTRACT.

The results obtained in the chemical and biological analysis of the biogel of San Diego de
los Bafios SPA, are discussed. The cianobacteria Leptothrix subtilissima Kutz, is the one
that produces this biogel that contain 87% of elemental sulfur, polysaccharides,
magnesium, calcium and proteins. This work describe the process to obtain a powder
with biological activity, used to produce soaps, creams and massage oil to be utilized in
this SPA. This cianobcteria has other potential uses in biomedicine and agriculture
(biofertilization).
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INTRODUCCION

Las algas son organismos con los que el hombre ha estado en contacto durante sus ya
miles de afos de historia vivida. El interés despertado por las algas no sélo se
fundamenta en el uso tradicional que se les ha dado como fuente alimenticia en muchos
paises asiaticos, sino también en la variedad de propiedades biolégicas que se han
descubierto y que aun hoy continan asombrando a los cientificos en todas partes del
mundo (Jimenez-Escrig y Goni Cambrodon, 1999).

En lo referido a sus propiedades biologicas, se han acumulado muchos trabajos durante
los dltimos afios que enriquecen este tdpico. Posiblemente este gran interés se sustente



en las ventajas que ofrece la busqueda de los compuestos responsables de tales
propiedades biolégicas de las algas, en comparacién con otros organismos. Las algas
son fuentes naturales facilmente renovables y de facil acceso, unido al hecho de que es
posible cultivarlas bajo condiciones controladas, de establecimiento. Adicionalmente, son
muy poco toxicas, lo que facilita su uso en la industrias farmacéutica y alimenticia.
(Grabley y Thiericke, 1999).

Las fuentes termales, salinas y ciertos ecosistemas donde prevalecen condiciones
extremas del medio como cambios bruscos de temperatura, salinidad, ph, concentracion
elevadas de determinadas sustancias (azufre, arsénico, hierro, carbonatos, bicarbonatos,
magnesio, calcio entre otros) tienen determinadas ventajas en este campo de la
cosmetologia, ya que las cianobacterias que habitan en estos medios son cepas
resistentes y producen sustancias termotolerantes.

Algunas microalgas y cianobacterias han sido explotadas en la cosmetologia, ya que han
desarrollado un sistema adaptativo diferentes a las existentes en los vegetales terrestres,
que les permite producir una serie de moléculas organicas como: pigmentos naturales
(ficocianina, ficoeritrina, carotenoides liposolubles, clorofilas, caroteno, cantoxanthina y
astaxantina); antioxidantes naturales: vitaminas C, E y superoxidismutasa; acidos grasos
polinsaturados: EPA, DHA; proteinas: aminoacidos, proteinas selénicas; vitaminas,
oligoelementos y alcaloides y terpenos, entre otras.

Estas sustancias quimicas se emplean en la industria farmacéutica y cosmética, por sus
propiedades antiinflamatorias, cicatrizantes, desinfectantes, antifingicas, antioxidantes,
protectoras solares, antivirales, nutritivas, antiestrés. (Harvey, 2000)

Asi estas microalgas y cianobacterias tienen un excepcional poder de penetracion a
través de la piel y una rapida asimilacion en el organismo por los oligoelementos que
poseen. Se nutren por 6smosis y retienen los elementos activos del acuatorio en que se
encuentran, y los transfieren al medio sin perder ninguna de sus cualidades originales.

La atencidn hidrotermal no tiene solo funciones curativas, sino que se valoran, cada vez
mas, sus resultados preventivos y de rehabilitacién. Los productos elaborados de estas
fuentes termales van ganando en la actualidad un espacio mas amplio.

Las fuentes termales de Cuba han sido poco estudiadas en lo que respecta a las
microalgas que la habitan y al contenido de sus principios activos por lo que el presente
trabajo investigativo tiene como objetivos caracterizar y evaluar biologica y quimicamente
el biogel que se produce en el balneario San Diego de los Bafios, y las potencialidades
gue el mismo ofrece a la salud, la cosmética y la agricultura.



MATERIALES Y METODOS

Las microalgas fueron colectadas en la piscina El Templado del balneario San Diego de
los Bafios, ubicado en la provincia de Pinar del Rio, en septiembre del 2001.

Las muestras de las microalgas fueron observadas vivas y procesadas siguiendo la
metodologia de Popowski y Borrero (1989). Las concentraciones de microalgas se
expresan en cel/l.

El biogel, concentrado de la cianobacteria dominante, fue secada a temperatura
ambiente durante 48 horas y pulverizada posteriormente para las pruebas toxicologicas
y los analisis quimicos.

El material biolégico para las pruebas toxicologicas: Irritabilidad Dérmica, Irritabilidad
Oftalmica y Toxicidad aguda fueron congelados y preservado hasta su utilizacion en los
laboratorios de Control Bioldgico del Centro de Investigaciones y Desarrollo de
Medicamentos (CIDEM), de Cuba segun las normas ISO 10993-10:1998 y OECD
(1987).

Para el andlisis quimico ademas se preparé una muestra sin contenido de azufre, que
permitié determinar los componentes inorganicos minoritarios enmascarados por el alto
contenido de azufre en la misma mediante el método de extraccion sélido-liquido.
(Birg, 1963)

Los espectros infrarrojos con Transformada de Fourier fueron obtenidos en un
Espectrémetro FTIR (USA) modelo MIDAC de la serie M- 2000 con detector DTGS y
solfware Grams /32. Resolucién de + 4 cm™ en el rango de 4000 - 500 cm™ Las
muestras se prepararon en pastillas de KBr ( relacion muestra: KBr 1:300),
mortereando y homogenizando cuidadosamente la misma. La mezcla finamente
triturada se prensa a 10 T durante cinco minutos hasta obtener un disco transparente.

El andlisis Espectral de Emision se realizo en un espectrografo PGS-2 de la firma Carl
Zeiss, Alemana. Las muestras se mezclaron 1: 1 con polvo de grafito en un mortero de
agata, y 40 mg de esta muestra se colocaron en electrodos de grafitos. EI material se
excitdo en un arco de corriente directa a una intensidad de 10 A hasta su total
combustion. Los espectros se registraron en placas fotograficas. La identificacion de los
elementos se realizé por comparacion de las lineas mas sensibles de cada elemento.

Mediante la Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X en un equipo Philiips XPERT
se determind el porcentaje de azufre en la muestra. La muestra y el patron de azufre
fueron preparados en forma de tabletas, utilizando acido borico como agente
aglutinante.



Con el polvo fue elaborado un jabon dermocosmético, una crema, y un aceite para
masajes con bases convencionales sometido a las pruebas de estabilidad segun las
normas nacionales (NC26-211:1999). Los analisis realizados fueron: desgaste del
jabén por ablandamiento, indice de saponificacién, rajadura en himedo, contenido de
alcalis libre, contenido de acidos grasos e insaponificables, contenido de cloruros,
contenido de materia insoluble y estudios de envejecimiento a 49°C, en ventana, en
anaquel y envueltos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las aguas mineromedicinales sulfuradas suelen estar acompafiadas de iones, tales
como SO,%, CI, Ca**, Mg**, K*, asi como componentes minoritarios: Rn, As, Fe, Cu,
Co, Si, F, etc., los cuales le confieren otras propiedades beneficiosas en las curas
balnearias. (San Martin y Armijo-Castro, 1994).

Las aguas del balneario San Diego estan clasificadas como sulfatadas calcicas
sulfhidricas, con una mineralizacion entre 2000-3000 mg/l y una temperatura entre 30 y
34°C. (Fagundo et.al.,2001)

El biogel de hilachas compactas blancas esta constituido por un 94.4% de
cianobacterias y un 5.57% de diatomeas (Navicula sp). Fig.1

La especie dominante es Leptothrix subtilissima con una abundancia de 13 x10° celll,
su tricoma es filamentoso, muy fino con divisibn celular casi imperceptible, la
terminacién apical es truncada. Su color es verde amarillo. (Fig.2)

En los ensayos de Irritabilidad oftalmica después de aplicada la solucién de microalgas
en las estructuras oculares (cérnea, iris y conjuntiva) se observd la presencia de
eritema, edema y secreciones de grado | en los animales a la hora de aplicada la
solucion, a las 24 horas soOlo se observé eritema y a las 48 horas esta lesidon
desapareci6 en todos los animales.

El indice de Irritacion ocular calculado fue dos, por lo que la solucidén de la microalga
Leptothriix subtilissima no presenta efectos toxicos irritantes sobre la mucosa ocular.

En los ensayos de irritabilidad dérmica se observo la presencia de eritema en uno de
los animales a las 24 horas. En las observaciones posteriores no se evidenciaron
signos de irritacion sobre piel, obteniéndose un indice de irritacion primaria con un valor
de 0.11 por lo cual se determin6é que la soluciébn de microalgas no presentd efectos
téxicos sobre la piel de los conejos.

Al administrar la sustancia de microalgas en el ensayo de Toxicidad aguda dérmica no
se observo la presencia de sintomas toxicos y al retirar el parche, no se encontraron
alteraciones en la piel. No se presenté mortalidad en el periodo de observacion, ni



decremento en el peso corporal en los grupos experimentales, durante el estudio. En la
autopsia realizada no se encontraron evidencias en las alteraciones patolédgicas en los
organos analizados, al no presentar mortalidad a la dosis empleada la solucion de
microalgas se considera no toxica.

Descripcion Espectrosco Analisis Espectrosco
de muestras. pia Espectral de pia
Infrarroja. Emision. fotoelectroni
ca de Rayos
X.
Muestra en Senales Ca 87 %de S
polvo caracteristica
S de
polisacaridos.
Muestra sin Espectro del Ca (3), Al(2), -
azufre. anion SO, Mg(2).

Tabla 1. Resultados del analisis instrumental.

La muestra en polvo de la cianobacteria se caracteriza por un alto contenido de azufre
elemental (87%). Por otro lado, la muestra sin azufre mostré6 en el espectro infrarrojo
las sefiales tipicas del anion sulfato, infiiendo a partir del resultado del analisis de
emisidn que se trata de la sal sulfato de calcio, resultados Iégicos dado el medio en
que vive esta cianobacteria. (Tabla.1)

En el espectro fotoelectronico de Rayos X se observa la coincidencia entre la muestra y
el patrén de azufre y en el espectro infrarrojo se muestran un grupo de sefales
anchas y solapadas en la regién de 1000-1100 cm™ atribuibles a las absorciones de
deformacion de tension de los grupos alcoholes (C-OH) y de éteres ciclicos (C-O-C, de
6 0 mas anillos) presentes en los compuestos polisacaridos que forman parte de las
paredes celulares de la cianobacteria estudiada. (Fig. 3 y 4 respectivemente)

Ademas, presenta una débil sefial de grupo carbonilico en 1735 cm™ y un conjunto de
bandas de intensidad media en la regién de 1600-1500 cm™ que puede deberse a la
presencia de proteinas en la microalga. (Fig.4)

En la muestra sin azufre el espectro infrarrojo mostré las sefales tipicas del anién
sulfato y en el andlisis espectral de emisién se determina como mayoritario el elemento
calcio ademas de magnesio y aluminio, todo lo que infiere que el componente
fundamental de esta muestra es una sal de sulfato de calcio. (Fig.5)



Estos elementos encontrados en la cianobacteria Leptothrix subtilissima nos permiten
sefalar el valor terapéutico y cosmetoldgico que le aportan a estas aguas y peloides
de San Diego de los Bafos, si tenemos presente que el azufre es un reparador de
lesiones de la piel, al ser absorbido a través de ella tiene una accién estimuladora de
los linfocitos, de la regeneracion celular y de los linfoblastos por lo que estimula los
mecanismos de defensa del organismo. Rodriguez (2002) sugiere que 100g de piel
fresca contiene entre 0,74 y 2,48g de azufre elemental y que el 8% del peso de la cara
es azufre, de ahi la potencialidad que representa Leptrothrix subtilissima en las aguas
del balneario San Diego de los Bafios.

El azufre tiene preferencias sobre las articulaciones y es muy efectivo en los procesos
osteomioarticulares; ademas se ha comprobado que contenidos en azufre pueden
estimular enzimas que inhiben el crecimiento bacteriano. Las plantas requieren para su
crecimiento de 16 elementos esenciales y el azufre es uno de ellos que se utiliza en
cantidades medias entre un macro y un micronutriente, en la actualidad es muy
utilizado y se considera de suma importancia en el crecimiento y rendimiento de los
cultivos porque es parte constituyente de tres aminoacidos esenciales (cistina, cisteina
y metionina) los cuales intervienen en la formacion de varias proteinas. Este elemento
participa también en la formacion de clorofila y de aceites y en la sintesis de vitaminas.
(Melgar,1999)

Hayashi et.al., 1996 y Hayashi y Hayashi,1996 han demostrado la actividad contra el
virus del Herpes simplex y contra el virus de inmunodeficiencia humana de un
polisacéarido sulfatado natural en Spirulina platensis denominado spirulan de calcio.
Freile (2001) cita estudios recientes sobre la inhibicion de los mecanismos de
coagulacion de los polisacaridos sulfatados, donde se inhibe la accion de la trombina y
gue esta inhibicion es directamente proporcional al peso molecular y al contenido de
sulfatos del polisacéarido; la presencia de polisacaridos sulfatado calcico en esta
microalga nos muestra otra potencialidad a explotar en este recurso termal.

El magnesio interviene en la mayoria de las funciones fisiol6gicas, se encuentra en las
células oséas y tiene una accidn beneficiosa sobre numerosas enfermedades
infecciosas de origen microbiana y viral, es un regenerador tisular, desempefia un
papel antiinflamatorio, antialérgico y antistress pero ademas actua favorablemente en
los trastornos circulatorios y cardiacos ocasionados por la disminucion de depdésitos
calcicos en arteriosclerosis. Calma todos los aumentos de la resistencia a la fatiga y de
la actividad cerebral. Como la tasa de magnesio disminuye con la edad, un suplemento
natural puede retardar el envejecimiento celular. Intervienen en la transmision
neuromuscular, contraccion muscular y como cofactor de enzimas en la sintesis de
proteinas y &cidos grasos.

El calcio por su parte, representa el 2% en el organismo y es indispensable en la
osificacion, sin él los huesos pueden ser fragiles. Mientras que el silicato de aluminio
tiene poder cicatrizante y a él se le atribuyen el no dejar apenas sefiales en las
cicatrices.



Las proteinas de las algas son facilmente asimilables y garantizan una mayor nutricion
favoreciendo la renovacion y la reparacion celular activando el metabolismo de las
células.

Las propiedades activas de la cianobacteria, Leptothrix subtilissima, dominante en las
aguas del balneario San Diego de los Bafios permiten hacer uso de ellas como
cataplasma, en tratamientos dentro de la propia piscina, y liofilizadas o secadas para
elaborar bioproductos con propiedades biomédicas, cosméticas y de biofertilizantes,
pero también para afadir en bafieras donde se busque producir un restablecimiento del
equilibrio fisiolégico, los oligoelementos que poseen las algas favorecen todas las
funciones y todos los cambios biolégicos que permiten a un organismo vivo funcionar
armonicamente.

La experiencia realizada en productos dermocosméticos a escala de laboratorio en la
obtencion de un jabon, una crema y un aceite para masaje, nos permite afirmar su
potencialidad de wuso, asi como que se hallan en los limites normales

En las pruebas de estabilidad realizadas al jabén de tocador utilizando como principio
activo la cianobacteria al 1%, el porcentaje de desgaste y el rendimiento es
comparable a otros jabones de tocador, el nivel de espuma producida fue igual al
obtenido en otras formulaciones, lo que implica que el nivel de solidos utilizados fue el
adecuado. No se observaron rajaduras en humedo, en las pruebas de envejecimiento
no se observaron cambios de color.

Las cremas en envase de polietilenglicol duro son estables, en estudios realizados por
un afo, no se detecto afectacion en el PH, el conteo de microorganismo se hall6 en los
limites normales, no se detecto presencia de microorganismos patégenos, no tuvo
cambio de color, no hubo indice de descomposicion.

La preparacion del aceite de masajes tuvo como inconveniente la poca solubilidad del
polvo en el vehiculo utilizado, por lo que quedaron particulas en suspension.

CONCLUSIONES

El biogel de San Diego de los Bafios esta constituido por un 94.4% de cianobacterias.
Leptothrix subtilissima es la especie dominante.

Esta cianobacteria se caracteriza quimicamente por un alto contenido de azufre
elemental (87%), con sefiales caracteristicas de polisacaridos. Se evidencia la
presencia del sulfato de calcio como componente mayoritario en la muestra tratada
para la eliminacién del azufre, ademas de magnesio y aluminio.

Las pruebas de estabilidad a escala de laboratorio indican la posibilidad de uso de esta
cianobacteria al 1% como principio activo en la elaboracion de jabén de tocador, crema
y aceite de masaje.



4- De acuerdo con las propiedades quimicas y las pruebas toxicoldgicas realizadas a este
biogel tiene potencialidades de uso en la biomedicina, cosmética y como fertilizante en
la agricultura.
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Fig. 1 Biogel obtenido en la Piscina El Templado del Balneario San Diego de los Bafios.

TN TN BN

i T .M' ;{Ju' 2
e THit

Fig. 2. Imagen a microscopia Optica de la cianobacteria Leptothrix subtilissima.
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Fig. 3. Espectro fotoelectrénico de rayos x. A patron de azufre y B muestra.

Fig.4. Espectro Infrarrojo de la muestra en polvo.



Fig.5. Espectro infrarrojo de la muestra sin azufre.



