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Resumen

La Spirulina como producto o suplemento alimenticio ha permanecido en la dieta de
muchas sociedades por siglos. En los ultimos afios se ha evidenciado un auge en el
consumo de microalgas como alimento en paises occidentales, lo que trajo la
necesidad de garantizar productos libres de elementos téxicos. El cultivo de Spirulina
puede ser muy variado, siendo los sistemas abiertos los mas utilizados para
produccién de biomasa. Diversos medios de cultivo se han propuesto para el
mantenimiento y desarrollo de Spirulina, buscando aumentar la produccion y
rendimientos tanto en biomasa como en bioproductos, y disminuir los costos. Asi,
medios de cultivo con adicién de fertilizantes inorganicos del tipo NPK pueden servir
como una fuente alternativa importante, ya que tienen altas concentraciones de los
nutrientes requeridos por la microalga para generar biomasa. Spirulina posee una
composicién quimica que la acredita como un alimento altamente nutritivo, esto por la
alta proporcién de proteinas, aminoacidos esenciales y otros compuestos de
importancia alimentaria. Ademas, Spirulina contiene compuestos bioactivos que le
proporcionan caracteristicas para ser catalogada como un alimento funcional.
Productos con estas condiciones, deben tomar en consideracion efectos colaterales
por sustancias toxicas. Pruebas simples, especificas y econdmicas, como la prueba de
Allium cepa, se presenta como una metodologia que garantiza la evaluacién
genotoxica y la actividad antiproliferativa de la biomasa de Spirulina con fines de
alimentacion.
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1. Introduccién

En las Ultimas décadas, el cultivo industrial de microalgas ha aumentado debido al
potencial estos microorganismos poseen para desarrollar aplicaciones comerciales.
Actualmente, las microalgas se usan en muchas actividades y para diversos
propésitos, tales como produccion de: biopigmentos y antioxidantes, marcadores
fluorescentes, enzimas, medicamentos, exopolisacéaridos (utilizados como agentes
gelificantes, emulsionantes, floculantes y humectantes) y diferentes nutrientes, como
vitaminas, proteinas, minerales, lipidos, carbohidratos y compuestos quimicos de
interés cosmético / farmacéuticos [1].

El consumo de microalgas como fuente de alimento humano se remonta al siglo XIV
en el Imperio Precolombino. Sin embargo, su experiencia comercial tiene algunas
décadas, desde principios de la década de 1950, cuando debido al aumento incipiente
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de la poblacién mundial, aparecieron fuentes alternativas de proteinas con el objetivo
de equilibrar la posible escasez de alimentos [2].

Luego, las microalgas aparecieron como una buena fuente de proteinas y continuaron
como tales, pero también con creciente interés debido a los ingredientes bioactivos
gque se encuentran en estos microorganismos, lo que les da un gran potencial como
fuente de alimento y moléculas funcionales [3]. Las evaluaciones nutricionales han
demostrado que la biomasa de microalgas es beneficiosa como suplemento dietético o
sustituto de las fuentes convencionales de proteinas [4].

En las ultimas tres décadas, aumentd el nimero de investigaciones y empresas
relacionadas con produccion de productos y derivados microalgales. Algunas de estas
empresas han estado en el mercado durante muchos afios y han producido con éxito
la biomasa de estos organismos comercializandolos en forma de cépsulas, tabletas y
polvo [5].

La biomasa de microalgas se clasifica como "suplemento dietético" segun el Centro de
Seguridad Alimentaria y Nutricion Aplicada de la FDA (Food and Drug Administration)
de los Estados Unidos de Norteamérica. En Brasil, las microalgas se han incluido en la
lista de nuevos ingredientes aprobados por los Comités Asesores Técnico-Cientificos
sobre Alimentos Funcionales y Nuevos Alimentos (CTCAF), Anvisa (Agencia Nacional
de Vigilancia Sanitaria), siempre que el producto final para el cual sea agregado la
microalga, esté debidamente registrado [6].

Para reducir posibles acciones tdxicas, se han desarrollado diferentes métodos de
deteccion, incluida la deteccion rapida. Varios estudios han demostrado que las
pruebas en plantas son adecuadas para detectar el potencial genotoxico de diferentes
contaminantes. Allium cepa es una de las especies mas utilizadas para el estudio de
toxicidad general, de citotoxicidad y genotoxicidad. También proporciona resultados
comparables a otros sistemas de prueba, utilizando muchos organismos diferentes,
tanto eucariotas como procariotas [7]. La utilidad de la prueba de A. cepa para
productos alimenticios ya se ha demostrado con éxito [8]. El cultivo de microalgas para
fines alimentarios debe tener una calidad nutricional y toxicolégica adecuada a las
reglamentaciones nacionales e internacionales que garanticen la seguridad del
consumidor para el consumo del producto. Esta revisibn persigue mostrar
caracteristicas generales del potencial de la Spirulina a nivel de la industria de
alimentos, sistemas de produccion y la prueba de A. cepa como alternativa para
evaluaciones tOxicas y antiproliferativa en la biomasa con fin comercial.

2. Proceso de produccién de biomasa microalgal

Las microalgas tienen un gran potencial en la generacién de productos de interés
biotecnoldgico e industrial. Entre estos, la produccion de biocombustibles y energia es
de gran repercusién debido a su naturaleza como fuente renovable. Asimismo, la
produccion de biomasa y subproductos destinados a alimentos, suplementos
alimenticios, nutracéuticos, productos quimicos y farmacéuticos ha hecho que muchos
inversores vean a la industria de las microalgas como un gran potencial de inversion

[9].

Los sistemas de cultivo utilizados para mantener el crecimiento de microalgas son de
dos tipos: sistemas abiertos o cerrados. Entre los diferentes tipos de disefio de
sistemas abiertos, los mas populares por lo relativamente facil de construir, mas
econdmicos y simples en relacion al sistema cerrado son el tanque de canalizacion
(raceway) y el tanque circular, mientras que los sistemas cerrados incluyen el
fotobiorreactor, que puede ser de tipo tubular, de placa plana e hibrido [10]. La
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comprension de los aspectos hidrodindmicos y la tecnologia de los fotobiorreactores
escalables son aspectos que deben tenerse en cuenta para obtener buenos
rendimientos [11].

En el sistema abierto, la superficie es iluminada con el sol, por lo que el cultivo de
microalgas es impactado con la intensidad de iluminacion. Esto en la practica hace con
que en los paises donde se proporcione un clima tropical se mejoren los rendimientos
de produccién en relacién a los que poseen periodos estacionales [12]. La profundidad
de estos tanques de cultivo debe estar entre 35 y 40 cm para garantizar el paso de la
luz al fondo del reactor. Sin embargo, el uso de sistemas abiertos para el secuestro de
CO; no es ventajoso debido al corto tiempo de residencia del gas en el cultivo, lo que
ofrece poco tiempo para la fijacién de CO, proveniente de los gases de combustién por
parte de las microalgas. Una de las desventajas de los sistemas abiertos es la pérdida
de agua por evaporacién y posibles problemas de contaminacion [13].

Por otro lado, los sistemas cerrados proporcionan mejores rendimientos de biomasa,
con algunas ventajas, como la reduccion de la contaminacion lo que genera un cultivo
axénico, permitiendo el control de parametros como son temperatura, pH, luz,
concentracion de CO,, asi como evita la pérdida de CO,, evaporacién del agua,
proporcionando altos rendimientos de bioproductos. Los sistemas cerrados que se
utilizan actualmente son fotobiorreactores tubulares verticales u horizontales e hibridos
[14]. Los fotobiorreactores tubulares y de placa plana son los mas utilizados para el
cultivo de microalgas a escala piloto y de laboratorio. Estos fotobiorreactores se basan
en el principio de tener una gran relacion superficie/volumen (S/V), uso 6ptimo de CO,
y una mezcla adecuada. Los fotobiorreactores tubulares (airlift o columna de burbujas)
parecen ser los mas adecuados para el secuestro de CO,, debido a la mezcla
homogénea, mayor transferencia de gas, menos estrés hidrodindmico, facil de
construir y altamente productivos. Los fotobiorreactores de placa plana son costosos
de construir, por lo que no son factibles para uso industrial. Los fotobiorreactores
hibridos son la combinacion de al menos dos tipos diferentes de fotobiorreactores, por
lo que las desventajas de uno se cubren con las ventajas del otro y viceversa. Se han
estudiado muchas configuraciones que muestran resultados convenientes [15-17].

Hay un proceso complejo de transferencia de CO, en los fotobiorreactores. En el
proceso de aireacion de gas en el fotobiorreactor, su rendimiento de transferencia de
masa y la velocidad de la reaccion bioquimica dependen de factores como el tipo y la
configuracion del fotobiorreactor, el rango diferente de las condiciones de operacion, la
influencia de las propiedades fisicoquimicas en la hidrodindamica debido a la alta
viscosidad, el medio de cultivo, el comportamiento reolégico, el método de medicién
utilizado, el tamafio de las burbujas, el tiempo de retencion de gases, la concentracion
de CO,, el &rea de contacto y la relacién gas-liquido [13].

El desarrollo de fotobiorreactores es uno de los principales pasos que deben
entenderse para obtener una produccion eficiente de biomasa de microalgas y
bioproductos. Se deben tener en cuenta algunas consideraciones al configurar el
sistema durante su instalacién para la produccion de bioproductos y el cultivo de
ciertas microalgas. Los fotobiorreactores cerrados son esenciales para producir
compuestos con alto valor agregado.

La rapida tasa de crecimiento junto con una alta productividad, significa que la
produccion de biomasa de microalgas tiene un futuro prometedor. Se han llevado a
cabo varias investigaciones sobre el uso de microalgas para obtener productos con
aplicabilidad industrial [18-20]. El proceso de produccion de biomasa de microalgas se
puede dividir en dos fases: procesamiento ascendente (USP) y procesamiento
descendente (DSP). USP corresponde a los pasos anteriores del sistema de cultivo
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que involucra cuatro areas: (i) la cepa de microalgas, (i) suministro de carbono, (iii)
fuente de nutrientes (nitrégeno / fésforo) y (iv) fuente de iluminacién. EI DSP incluye
todos los procesos involucrados directamente desde el reactor o sistema de cultivo.
Implican técnicas de cosecha y biorefineria para obtener diferentes tipos de productos
a partir de biomasa, que pueden comercializarse [21].

3. Sistemas de cultivos de microalgas

El cultivo exitoso de microorganismos fotosintéticos depende de varios factores como
la iluminacion, la temperatura, la transferencia de gases, el pH, la agitacion y la
disponibilidad de nutrientes, estos se suministran adecuadamente a través de los
recipientes de reaccién [22].

El cultivo fotosintético de microalgas depende esencialmente del suministro de energia
luminosa a las células. Los fendmenos de foto limitacién y foto inhibicion son
frecuentes en cultivos con poca iluminacion, lo que causa pérdidas significativas del
rendimiento cinético en los biorreactores [23]. Ademas de los aspectos cuantitativos,
debe considerarse la naturaleza cualitativa de la luz incidente en los sistemas. Se
puede utilizar iluminacién natural o artificial dependiendo de las caracteristicas
requeridas en los sistemas de cultivo. Aspectos como la ubicacion, las variaciones
estacionales, las variaciones sobre el fotoperiodo son los principales problemas de los
sistemas con luz natural [24].

La composicion de la biomasa microalgal se compone basicamente de carbono,
nitrégeno y fésforo, en proporciones aproximadas de 50, 8 y 1%, respectivamente [25].
En consecuencia, la disponibilidad de estos nutrientes es esencial para la
multiplicacion celular en biorreactores. A nivel del cultivo fotosintético, el dioxido de
carbono es la principal fuente de carbono utilizado en los cultivos [26]. Después del
carbono, el nitrégeno es el segundo elemento limitante de los cultivos de microalgas.
El nitrato es la fuente habitual, aunque la urea, el amoniaco y las fuentes organicas
son asimiladas por innumerables especies [27]. Finalmente, el fésforo es el tercer
elemento de mayor demanda en estos sistemas. El fosforo reactivo es facilmente
asimilable, aunque el fésforo hidrolizable con acido y el fésforo organico se usan de
manera eficiente [28].

4. Cultivo de microalgas y fertilizantes agricolas

Durante las Ultimas décadas, se han realizado varios estudios para desarrollar
formulaciones de medios para el cultivo de diferentes especies de microalgas. Asi, las
variaciones en las proporciones de las sales [29,30] y la sustitucion de sales
inorganicas de pureza analitica por fertilizantes agricolas como nutrientes [31-34] son
dispositivos que tienen como objetivo mejorar el rendimiento de la biomasa y los
productos de microalgas, asi como reducir los costos en el proceso.

Cultivos de Spirulina platensis utilizando superfosfato simple (P,OsCaS), cloruro de
potasio (KCI), nitrato de sodio (NaNO3), cloruro de sodio (NaCl), sulfato de magnesio
(MgSQ,), cloruro de calcio (CaCl,) y bicarbonato de sodio (NaHCO3) mostré la misma
produccion de biomasa y clorofila en comparacién con el medio Zarrouk, utilizado
tradicionalmente para este género. Desde el punto de vista de la escala, el medio
alternativo era muy econémico en relacién con el medio Zarrouk [35].

Bajo diferentes condiciones de cultivo y diferentes concentraciones de bicarbonato y
nitrato de sodio, el crecimiento y la productividad de la biomasa de Arthrospira
platensis aumenté con las concentraciones méas altas de bicarbonato de sodio
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utilizadas (16 g L™) lo que indica que el bicarbonato de sodio es el factor con mayor
influencia en la produccién de biomasa [29].

Las modificaciones realizadas en el medio Zarrouk con la eliminacion de cinco
micronutrientes (boro, manganeso, cobre, zinc y molibdeno) y con la sustitucién de
nitrato de sodio por nitrato de potasio, mostraron un alto rendimiento para el
crecimiento de Spirulina platensis, aumentando la tasa de crecimiento biomasa y
clorofila-a. Este medio Zarrouk modificado puede usarse como una variante de bajo
costo para el cultivo de cepas de Spirulina platensis [30].

Ramirez-L6pez et al. [36] desarrollaron un nuevo medio para el cultivo de Chlorella
vulgaris con el fin de aumentar la concentracion de biomasa y lipidos. La composicién
del medio mostré una disminucion en las concentraciones de nitrégeno de hasta un
50% en comparacion con los medios de cultivo convencionales (BBM, medio basal de
Bold y HAMGM, medio de crecimiento minimo altamente asimilable). El nuevo medio
formulado en este trabajo demostrd ser una alternativa prometedora para el cultivo de
microalgas a gran escala, lo que resultd en un aumento en la concentracion de
biomasa y lipidos en un 40% y 85%, respectivamente. Las variaciones vy
modificaciones de nutrientes en el medio de cultivo se reflejan en las caracteristicas
bioquimicas de las células de microalgas. Por lo tanto, Chia et al. [37], al evaluar tres
medios de cultivo comerciales (LC Oligo, Chu 10 y WC) en crecimiento, contenido de
biomasa y composicion bioquimica de Chlorella vulgaris, encontraron una mayor
densidad celular en el medio LC Oligo, siendo menor en el medio Chu 10, mientras
que las concentraciones y los rendimientos de carbohidratos, lipidos y proteinas fueron
mayores en el medio Chu 10 y LC Oligo.

La limitacion de nutrientes es un factor eficiente para aumentar el contenido de lipidos
en la biomasa de microalgas. Bajo condiciones de nitrégeno (2.5 mg L) y fésforo (0.1
mg L7, las cepas de Scenedesmus sp acumulan 30 y 53% de los lipidos
respectivamente en su biomasa [38]. Las altas concentraciones de nitrogeno, fésforo y
potasio que tienen los fertilizantes inorganicos, hacen que se puedan utilizar como una
fuente alternativa en la formulacion de medios para el cultivo de microalgas, con el
objetivo de mejorar el rendimiento [33].

5. Spirulina, caracteristicas generales

Las especies de Spirulina son organismos procariotas fotosintéticos con morfologia
filamentosa que pertenecen al filo Cyanobacteria. Las especies mas utilizadas en la
industria alimentaria son S. maxima, S. platensis y S. fusiformis [39]. El género
Spirulina tiene un valor comercial excepcional en la industria alimentaria y esta
clasificado como un organismo con alto valor nutricional debido al alto contenido de
proteinas que presenta [40]. El valor nutricional de la Spirulina ya era conocido por los
aztecas, quienes recolectaron estas microalgas del lago Texcoco, cerca de la Ciudad
de México; asimismo, en Africa, cerca del lago Chad, donde los miembros de la
poblaciéon de Kanembou recolectan Spirulina y la procesan para su consumo y venta
en el mercado local [2].

Spirulina es rica en vitaminas, minerales, B-caroteno, acidos grasos esenciales y
antioxidantes; se ha utilizado como suplemento alimenticio para humanos y animales
en la dltima década [41]. Ademas, presenta aplicaciones terapéuticas extremadamente
diversas como la actividad antitumoral, la reducciéon de la hiperlipidemia, el efecto
antidiabet6geno, el efecto antihipertensivo, el modulador del sistema inmune, entre
otros [42].
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Hay un creciente interés en la Spirulina para fines alimentarios. Muchos paises lo usan
como alimento para animales y suplemento alimenticio vendido en forma de capsulas
y tabletas, ademés de ser utilizado en la industria cosmética y alimentaria, ya que es
una fuente de ficocianina, utilizado como tinte natural [43].

Spirulina con un 60-70% de contenido proteico en peso seco, es considerado un
alimento altamente proteico, superior a cualquier otra fuente alimentaria Tabla 1. Las
proteinas presentes son de alta calidad con presencia balanceada de aminoéacidos
esenciales lo que trae ventajas al consumidor en términos de mejoras profilacticas
para mantener un buen estado de salud [44]. Algunos autores describen un
comportamiento, del perfii de aminoacidos, en varias microalgas con altas
proporciones de leucina y acido glutamico, y bajas tasas de cisteina, metionina y
triptofano [45-47]. El consumo diario para suplir las necesidades nutricionales
mediante biomasa de Spirulina es de 25 g d* [48].

Produto Proteinas Carbohidratos Lipidios
Carne 43 1 34
Leite 26 38 28
Arroz 8 77 2
Soja 37 30 20
S. platensis 51 14 7

Tabla 1. Composicién general de diferentes fuentes de alimentos (% de materia seca)
Modificado de Ramirez [49].

La pared celular estd conformada por polisacéridos digeribles, por lo que Spirulina
presenta alta digestibildad. Los polisacaridos extracelulares pueden presentan gran
potencial para utilizarse en la industria de alimentos, farmacéutica y cosmética como
estabilizante, espesantes, emulsificantes [50]. Presenta un alto contenido de &cidos
grasos poliinsaturados esenciales para mantener un buen estado de salud entre los
que se destacan el acido y-linolénico, a-linolénico y el &cido araquidénico. Algunos
estudios han demostrado el potencial de estos carbohidratos y lipidos para generar
biocombustible para el desarrollo de tecnologias limpias y sustentables [51].

Los pigmentos presentes en Spirulina son de importancia comercial a diferentes
niveles industriales. El B-caroteno es abundante en Spirulina, siendo bien conocido por
la actividad pro-vitamina A y sus efectos sobre la vision y el sistema inmunoldgico.
Ademads, la actividad antioxidante de los carotenoides se asocia con la prevencién del
cancer, la arteriosclerosis, las enfermedades degenerativas y el envejecimiento [52].

Ademéas de los carotenoides y clorofilas, otros pigmentos accesorios, como
ficobiliproteinas, ficoeritrina y ficocianina son sintetizados por Spirulina. Estos
pigmentos se han utilizado como marcadores de fluorescencia no radiactivos cuando
se unen de forma covalente a anticuerpos, proteinas A, biotina, lecitina y hormonas.
Ademéas de esta aplicacion, las ficobiliproteinas tienen una importante actividad
antioxidante y antiinflamatoria. Debido a la estabilidad de las moléculas, la ficocianina
se usa en la formulacién de cosméticos como perfumes y maquillaje de ojos [53].

Spirulina también posee cantidades importantes de vitaminas del complejo B, E,
biotina, &cido félico, inositol, estas estructuras tienen sus aplicaciones consolidadas a
nivel del sistema inmunitario, a través de la actividad antioxidante, la formacion de
células y la coagulacion de la sangre.



Caracteristicas nutracéuticas, herramientas de cultivo y estudio genotéxico de Spirulina 84

6. Composicion quimica como fuente de alimentos funcionales o nutracéuticos

Un alimento funcional o nutracéutico est4 formado por elementos que, ademas de
proporcionar nutrientes, tienen un beneficio para una o mas funciones del organismo
humano, mejorando su estado de salud y reduciendo el riesgo de futuras
enfermedades. Dichos productos pueden variar desde nutrientes aislados,
suplementos dietéticos en forma de capsulas; hasta productos de disefio beneficioso,
productos a base de hierbas y alimentos procesados como cereales, sopas y bebidas.
A nivel de clasificacion quimica, los compuestos con actividad biolégica se pueden
clasificar en grupos como probiéticos y prebioticos, compuestos fendlicos, alimentos
sulfurados y nitrogenados, pigmentos y vitaminas, fibras y acidos grasos
poliinsaturados [54].

Algunas proteinas, péptidos y aminoacidos tienen funciones bioldgicas asociadas con
los beneficios nutricionales y la salud humana. De esta manera, como la mayoria de
las especies de microalgas, Spirulina tiene contenidos superiores al 50% de proteina
en peso seco, estos biopolimeros pueden usarse como nutracéuticos o incluirse en
formulaciones alimentarias funcionales. Ademas de las propiedades hipolipidémicas e
hipoglicémicas, la ingesta de proteinas unicelulares se asocia con niveles reducidos de
colesterol y triglicéridos. Finalmente, algunas proteinas estan asociadas con la
estimulacioén de la producciéon de la hormona colecistoquinina, que regula la supresion
del apetito y, por lo tanto, se han considerado en la formulacién de alimentos
funcionales contra la obesidad. A nivel enzimatico, se han identificado algunas
metaloenzimas como la superdxido dismutasa en células microalgales, cuya actividad
estd asociada con la proteccién contra el dafio oxidativo en las células [55].

Ademas del colesterol, algunas especies de microalgas producen esteroles no
convencionales tales como brasicasterol, campesterol, estigmasterol y silosterol.
Debido a los altos niveles de esteroles, estas especies se han utilizado en la
formulacion de dietas para el crecimiento de juveniles, especialmente las ostras. De
manera controvertida, aunque se reconoce que los niveles altos de colesterol estan
asociados con riesgos para el sistema cardiovascular, los esteroles de las microalgas
marinas parecen mostrar actividad hipocolesterolémica en humanos [56].

El contenido y la composicién de los lipidos en las microalgas varian entre las
especies y las condiciones del habitat. Los compuestos lipidicos mas estudiados en
las microalgas son los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga como los &cidos
eicosapentaenoicos (EPA, 20: 5 w-3), docosahexaenoico (DHA, 22: 6 w-3),
araquidénico (ARA, 20: 4 w -6) y gamma-linolénico (GLA, 18: 3 w-6). La importancia
de estos compuestos se basa en la incapacidad del ser humano para sintetizar
algunos acidos grasos, por lo que se denominan &acidos grasos esenciales [54].

Los carotenoides son otra clase importante de pigmentos que se encuentran
abundantemente en las microalgas. Son bien conocidos por su actividad pro-vitamina
Ay B-caroteno y su efecto beneficioso sobre la visién y el sistema inmunoldgico. La
actividad antioxidante de los carotenoides se asocia con la prevencion de cualquier
tipo de céncer, envejecimiento y enfermedades degenerativas [57].

7. Estudio genotoxico utilizando la prueba Allium cepa

El sistema de prueba Allium cepa tiene como objetivo identificar posibles efectos
téxicos, evaluando la genotoxicidad, la citotoxicidad y la actividad mutagénica,
sirviendo como bioindicador. La prueba de A. cepa estad validada por el Programa
Internacional de Seguridad Quimica (IPCS, OMS) y por el Programa Ambiental de las
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Naciones Unidas (PNUMA), y se considera una prueba eficiente para el andlisis y el
monitoreo in situ de la genotoxicidad de las sustancias ambientales [58].

La prueba Allium cepa ha sido utilizada por muchos investigadores principalmente
como un bioindicador de contaminacion medioambiental [59], para extractos crudos de
cianobacterias [60], asi como para evaluar el potencial genotéxico de plantas
medicinales [61, 62], microalgas [63], aditivos y preservantes de alimentos [64, 65].

La prueba de Allium cepa es importante ya que es un excelente modelo in vivo, donde
las raices crecen en contacto directo con la sustancia de interés que permite predecir
el posible dafio al ADN celular. Por lo tanto, los datos se pueden extrapolar para toda
la biodiversidad animal y vegetal. El andlisis de las alteraciones cromosémicas puede
ser igual a la prueba de mutagenicidad principalmente para la deteccion de
alteraciones estructurales; sin embargo, también es posible observar alteraciones
cromosomicas numéricas.

La prueba Allium cepa es uno de los pocos métodos directos que mide el dafio en
sistemas que estan expuestos a mutagenos o carcindégenos potenciales, y permite la
evaluacion de los efectos de estos dafios a través de la observacion de alteraciones
cromosOmicas. Para esta tarea, es necesario que la muestra permanezca en division
mitética constante, buscando identificar los efectos téxicos y las alteraciones durante
un ciclo celular; y la prueba Allium cepa ha sido ampliamente utilizada para este
propésito. Es ventajoso utilizar el sistema de prueba Allium cepa, ya que su
componente principal es una planta vascular, convirtiéndolo en un excelente modelo
genético para evaluar contaminantes ambientales, detectar mutagenos en diferentes
entornos y evaluar desde mutaciones puntuales hasta alteraciones cromosomicas [66].

La prueba Allium cepa ha demostrado ser importante para la evaluaciéon de la
genotoxicidad celular en vista al sistema de enzima oxidasa capaz de metabolizar
hidrocarburos policiclicos que poseen las células Allium cepa. Aunque se ha
demostrado que otros sistemas de prueba son sensibles para esta deteccién, los
resultados de la prueba Allium cepa deben considerarse como bioindicadores. Los
estudios sobre sensibilidad y correlacion entre los sistemas de prueba son
fundamentales para una evaluacion mas precisa de los riesgos ambientales y para
extrapolar los datos a otros grupos de organismos albos. Existe una alta sensibilidad y
una buena correlacion con las pruebas de mamiferos y la misma sensibilidad que los
sistemas de prueba de algas y linfocitos humanos en comparacion con Allium cepa
[67].

La cebolla es un bioindicador eficiente para observar la aparicién de citotoxicidad y
genotoxicidad, y sus cromosomas son faciles de analizar segun los tamarios, el
namero y las morfologias. La prueba de Allium cepa es un método directo que se
puede usar para medir el dafio a los sistemas que estan expuestos a mutdgenos o
carcinégenos potenciales, y que permite evaluar los efectos mediante la observacion
de cambios cromosomicos. Para eso, es necesario que el organismo en estudio
permanezca en divisibn mitGtica constante, lo que permite identificar los efectos
toxicos y las alteraciones a lo largo del ciclo celular [7].

Para la preparaciéon de la prueba, los bulbos de Allium cepa se deben colocar en
contacto a nivel de la raiz con un recipiente que contenga agua destilada, esto a
temperatura ambiente (x 26°C) durante 72 h, aireados constantemente y con
fotoperiodo claro/oscuro de 12 h, hasta que se obtengan raices con aproximadamente
1,0 cm de longitud. Se recomienda realizar este procedimiento por quintuplicado.
Luego, las raices se recogen y se fijan en etanol: acido acético (3:1) durante 24 hy
posteriormente se almacenan en etanol al 70% en refrigeracion hasta la preparacion
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de las laminas portaobjetos. La preparacion y evaluacion de las raices en laminas
portaobjetos, se realiza tomando en consideracién un promedio de dos portaobjetos
por bulbo y para su andlisis 1,000 células por bulbo, al realizar por quintuplicado la
evaluacion de cada tratamiento, se totalizaran 5000 células para cada condicion. Las
raices se hidrolizan en HCI 1 N cada 5 minutos, posteriormente se lavan en agua
destilada y se colorean con orceina acética al 2% [68]. La region meristematica se
rompe con la ayuda de un pequefio palo de vidrio y se coloca encima un cubreobjetos
para luego observar microscGpicamente a 40X. Al final se realiza el calculo del indice
mitotico (IM) con base en el porcentaje de células en division ademas de las
aberraciones celulares evaluadas. Al momento de esta evaluacion, es interesante
evaluar controles tanto positivos como negativos. En el caso de control negativo, se
emplea agua destilada, ya para el control positivo se puede utilizar glifosato, ya que
este ha demostrado su capacidad como inductor de alteraciones en las células
meristematicas de Allium cepa [69].

8. Consideraciones finales

El uso de Spirulina como alimento y suplemento alimenticio representa una realidad
que ha aumentado en los Ultimos afios en el mercado comercial. A medida que
aumenta la demanda del producto, nuevas estrategias de produccion, tanto en el
disefio y operaciones en el sistema de cultivo, como en la composicion del medio, son
fundamentales para generar mayores rendimientos de produccion de biomasa a
relativamente bajos costos que permitan ser competitivos en el mercado. Este tipo de
productos busca generar alternativas nutritivas que ademas proporcionen efectos
nutracéuticos, esto aprovechando la cantidad de compuestos bioactivos que
presentan. Sin embargo, la evaluacion toxicolégica es fundamental para garantizar un
producto adecuado para consumo. El proporcionar pruebas econémicas y efectivas
como las presentadas por la prueba Allium cepa, genera alternativas viables para
realizar evaluaciones genotdxicas y estudios antiproliferativos en la biomasa de
Spirulina destinada a consumo.
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