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RESUMEN



RESUMEN

La resistencia antimicrobiana ha sido observada a nivel mundial en varios
microorganismos patogenos, debido a ello, la busqueda de nuevos compuestos con
actividad antimicrobiana contra cepas patdgenas para el ser humano se ha convertido en
algo cada vez mas importante. Los microorganismos marinos, en particular, las
microalgas, producen diversos tipos de metabolitos secundarios con actividad antiviral y
anticancerigena, asi como compuestos con actividad antibacteriana y antimicética. Por
lo anterior, este trabajo estuvo enfocado en la bioprospeccion de la actividad
antimicrobiana y el efecto citotoxico de un extracto de la microalga P. cruentum. A
partir de muestras de biomasa recuperadas en la fase estacionaria de crecimiento, se
obtuvo un extracto acuoso donde se utilizd agua bidestilada como disolvente. La
actividad antimicrobiana del extracto acuoso fue evaluada contra Candida albicans,
Leishmania infantum, Trypanosoma rhodesiense, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
brucei, por el método de microdilucion con resazurina en microplacas estériles de 96
pocillos utilizando 5 concentraciones a partir de 1000 pg/ml del extracto acuoso. Los
resultados mostraron un efecto antimicrobiano en T. rhodesiense, T. cruzi, T. brucei,
mostrando una debil actividad frente a Candida albicans. El estudio demostrd, ademas,
que la biomasa de la microalga no ejerce actividad citotxica sobre monocitos humanos
THP-1 y macréfagos murinos RAW 264.7. La biomasa resulto ser moderadamente
toxica a las concentraciones de 100 y 1000 pg/ml en Artemia Salina.

Palabras clave: Biomasa de Phorphyridium purpureum, actividad antimicrobiana,
lineas tumorales, Artemia salina



ABSTRACT

Antimicrobial resistance has been observed worldwide in several pathogenic
microorganisms, due to this, the search for new compounds with antimicrobial activity
against pathogenic strains for humans has become increasingly important. Marine
microorganisms, in particular microalgae, produce various types of secondary
metabolites with antiviral and anticancer activity, as well as compounds with
antibacterial and antifungal activity. Therefore, this work was focused on the
bioprospecting of the antimicrobial activity and the cytotoxic effect of an extract of the
microalgae P. cruentum. From biomass samples recovered in the stationary phase of
growth, an aqueous extract was obtained using bidistilled water as solvent. The
antimicrobial activity of the aqueous extract was evaluated against Candida albicans,
Leishmania infantum, Trypanosoma rhodesiense, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
brucei, by the resazurin microdilution method in sterile 96-well microplates using 5
concentrations starting at 1000 pg/ml of the aqueous extract. . The results showed an
antimicrobial effect on T. rhodesiense, T. cruzi, T. brucei, showing weak activity against
Candida albicans. The study also demonstrated that the biomass of the microalgae does
not exert cytotoxic activity on THP-1 human monocytes and RAW 264.7 murine
macrophages. The biomass turned out to be moderately toxic at concentrations of 100
and 1000 pg/ml in Artemia Salina.

Keywords: Phorphyridium purpureum biomass, antimicrobial activity, tumor lines,
Artemia salina
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1. INTRODUCCION

Los antibidticos son medicamentos de origen natural, artificial o semisintético, que se
emplean en la medicina tradicional para combatir microorganismos debido a que
interrumpen o alteran procesos metabdlicos, permitiendo combatir un sinndmero de
enfermedades producidas por infecciones bacterianas (Olmedo, 2019). Durante las
ultimas décadas la efectividad de los antibi6ticos ha disminuido notablemente debido a
la resistencia que experimentan muchos microorganismos, la cual es un problema
evolutivo que ocurre naturalmente y, que se ha acelerado por el uso indebido de los
antibidticos en humanos, provocando un incremento en la tasa de mortalidad por esta
causa(Olmedo, 2019) (Khan et al., 2018). La ausencia de medicamentos efectivos para
combatir estos microorganismos que han adquirido resistencias a los antimicrobianos
tiene consecuencias directas como: el incremento de costos en el tratamiento de
patologias, disminucién de la efectividad del tratamiento terapéutico con antibioticos y
el riesgo de contraer infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS).

Segin (Dhanya- swati, 2016), debido a esta escasez de antibidticos eficaces, la
bioprospeccion ha tomado fuerza investigativa en la Gltima década, en la cual las
microalgas han tomado cierto protagonismo debido a las propiedades antibacteriales que
han mostrado sus metabolitos.

Las microalgas son organismos distribuidos en todo el planeta, con cientos de miles de
especies. Sus componentes con potenciales propiedades benéficas en la nutricion y la
salud han despertado el interés cientifico, industrial y comercial (Falaise et al., 2016).
Actualmente se han investigado varias especies de microalgas por su utilidad como
productos de valor afiadido con notables cualidades farmacoldgicas y bioldgicas
(Hamidi et al., 2019).Suponen uno de los grupos con mayor proyeccion en la industria
farmacéutica, cosmética y/o biotecnoldgica; donde se han aislado, en los Gltimos afios,
compuestos con  importantes  propiedades  antioxidantes, antimicrobianas,
anticancerigenas y antivirales (Hussein et al., 2020), (Sathasivam et al. ,2019),
(Verdugo-Gonzélez et al., 2019), (Cano- Europa et al., 2012). Sin embargo a pesar de
los usos potenciales que presentan, ha sido poca la explotacion que se ha dado a estos
recursos.

En su composicion quimica se encuentran pigmentos fotosintéticos que utilizan la luz
solar para producir alimento y oxigeno, a partir del diéxido de carbono y agua. Ademas,
numerosos estudios han mostrado que las microalgas representan una fuente atractiva de
acidos grasos poliinsaturados, carotenoides, ficobilinas, péptidos, polisacaridos y son
una buena fuente de vitaminas A, B1, B2 y B12. En la actualidad se comercializan
varios productos en forma de tabletas, polvo, solucién o en mezclas con snacks,
galletas, fideos, bebidas, caramelos, gomas, vinos y cereales (Guevara et al., 2016).

Existe una variedad de cepas de microalgas que han recibido un especial interés, por sus
propiedades antioxidantes, anticancerigenas, y antimicrobianas (Venkatesan et al.,
2007) Entre ellas se encuentran las cianobacterias (Spirulina maxima, Pseudanabaena
tenuis), algunos géneros de microalgas (Chlorella, Dunaliella, Hematococcus), sélo
unas pocas como Spirulina, Porphyra, Porphyridium sp., estan bien caracterizadas,



(Cano- Europa et al., 2012). Por su alto contenido antioxidante, debido a su condicién
de acumular carotenoides como B-caroteno, luteina y zeaxantina (Abed et al., 2009)

Algunas diatomeas como Asterionella sp., Rhizosolenia alata muestran actividad
antibacteriana contra bacterias patdgenas para el hombre como Bacillus subtilis, S.
aureus, Pseudomonas aeruginosa, entre otras (Venkatesan et al., 2007). La microalga
Phorphyridium sp. inhibe el crecimiento de diferentes cepas de bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, levaduras y hongos (Abed et al., 2009). La capacidad
antimicrobiana de las microalgas es una caracteristica que se encuentra bajo estudio
actualmente, gracias a su alto contenido de compuestos con propiedades bioactivas,
como son los péptidos antimicrobianos (Gonzélez- Mendoza et al.,2019) La cantidad de
especies caracterizadas para su potencial aplicacion continda siendo pequefia en relacion
con las existentes y las investigaciones acerca de sus componentes, como aislarlos,
incrementar su rendimiento, determinar su bioactividad, sus beneficios o su toxicidad e
incluso el desarrollo de productos que sean organolépticamente aceptables son todavia
escasas (Olmedo, 2019). ElI mecanismo de accion de los antibidticos convencionales
sumado al uso excesivo e inadecuado de estos compuestos ha llevado al aumento de
microorganismos resistentes y multirresistentes, dificultando el tratamiento y control de
enfermedades infecciosas (Erbil et al., 2022) Por ello, una solucion prometedora a este
problema es encontrar compuestos con diferentes mecanismos de accion.

Porphyridium purpureum es una microalga roja que pertenece a las Rodofitas. Tiene la
capacidad de acumular valiosas biomoléculas de pigmentos como la ficoeritrina y otros
carotenoides). Sus células son esféricas de 4 a 6 um de didmetro, no presenta flagelos,
tiene un solo cloroplasto central y tiene pirenoides, no muestra una pared real, en su
lugar esta rodeada por una membrana compuesta de polisacaridos sulfatados (Benavides
et al., 2006). En la obtencion de polisacaridos de naturaleza sulfatada (que por su
viscosidad tiene potencial en la industria alimentaria y farmacéutica), en la produccion
de pigmentos como la ficoeritrina (utilizado como marcador en inmunoensayos) y para
la obtencion de enzimas de aplicacion terapéutica como la superoxido dismutasa,
ayudando en el tratamiento de células cancerosas, por lo que tienen un alto valor
terapéutico como inmunomodulador. Recientemente se ha incrementado el interés por
su habilidad de revertir el fenotipo de multirresistencia a farmacos de varios tipos de
células tumorales (Pulz y Gross, 2004). Esta microalga ha demostrado tener multiples
aplicaciones en la industria biotecnoldgica, tal como la produccién de acido
araquidonico, pigmentos (ficocianina, ficoeritrina) y polisacaridos extracelulares
(Abdala-Diaz et al., 2010). Los polisacaridos de la pared celular de P. cruentum
constituyen hasta el 50-70 % de la materia seca del alga; estos por ejemplo, inhiben la
replicacion viral y son un potente agente hipocolesteromico en estudios realizados en
ratas y aves. Ademas, estos polisacaridos promueven la actividad antioxidante, lo que
sugiere un mecanismo de proteccion celular contra especies reactivas de oxigeno
(Niizawa, 2015).

Como ya se menciond anteriormente el uso de antibidticos, que en ocasiones se utiliza
de una manera inadecuada, creando resistencia en los patdégenos y afectando a la salud
humana, ha provocado la busqueda detallada de nuevos compuestos naturales. Por lo
tanto, el proposito de este trabajo es explorar la posible actividad antimicrobiana de las
microalgas ya que éstas tienen la capacidad de biosintetizar, metabolizar, acumular y
secretar una gran diversidad de metabolitos secundarios que poseen potentes actividades
bioldgicas de interés biomédico que ayuden a combatir diversas enfermedades
bacterianas que enfrenta actualmente la humanidad.



Problema cientifico: Es necesario la evaluacion del extracto acuoso obtenido a partir
de la biomasa de Porphyridium cruentum para la busqueda de compuestos con actividad
antimicrobiana, asi como la evaluacion de su citotoxicidad empleando como modelo de
estudio lineas celulares

Hipotesis de trabajo

La biomasa de Porphyridium cruentum posee actividad antimicrobiana contra
microorganismos patdgenos para el ser humano, asi como también actividad citotdxica
sobre lineas celulares conocidas.

Objetivo General

Evaluar la actividad antimicrobiana y actividad citotoxica de extractos acuosos de la
microalga Porphyridium cruentum.

Objetivos Especificos:

1. Evaluar actividad antimicrobiana del extracto de la biomasa de la microalga
Porphyridium cruentum

2. Evaluar la citotoxicidad del extracto de la microalga Porphyridium cruentum
frente a las lineas celulares monocitos humanos THP-1 y macr6fagos murinos
RAW 264.7.

3. Evaluar la toxicidad del extracto de la microalga Porphyridium cruentum
mediante bioensayos con Artemia salina.



REVISION BIBLIOGRAFICA



REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antimicrobianos

Se considera que la historia de los antimicrobianos comienza en 1928, cuando
Alexander Fleming, observd que un hongo que contaminaba una de sus placas de
cultivo inhibia el crecimiento de la bacteria Staphylococcus aureus. Fleming consiguio
aislar una sustancia de accion antiséptica selectiva producida por este hongo, a la que
denominé penicilina ya que la producia un hongo del género Penicillium. El
descubrimiento de la penicilina y su posterior introduccion en la clinica supuso una
verdadera revolucién en el tratamiento de la patologia infecciosa. Desde entonces, se
han incorporado a la practica decenas de familias de antimicrobianos, con actividad
frente a bacterias, hongos, parasitos y virus.

Sin embargo, no fue sino hasta la Segunda Guerra Mundial que Florey y colaboradores
en 1942, consiguieron aplicar esta terapia a las enfermedades infecciosas y producir este
compuesto industrialmente. En 1944, Waksman y colaboradores, lograron extraer otro
antibiético de gran importancia, la estreptomicina del actinomicete Streptomyces
griseus. Desde entonces la estreptomicina se ha sintetizado artificialmente.

Los antibidticos (Martinez- Guillén, 2012) actian de dos formas: inhibiendo el
crecimiento de las bacterias (accién bacteriostatica) o destruyéndolas (accion
bactericida). En algunos casos inhiben las enzimas que originan la formacion de la
membrana celular de las bacterias; en otros casos interfieren en las reacciones
enzimaticas del metabolismo intermedio o impiden por el mismo mecanismo la sintesis
de proteinas. La aplicacion farmacoldgica de los antibidticos tiene que responder a dos
factores: inhibir in vivo la proliferacion de gérmenes y no ser perjudicial para el
organismo

Estos farmacos se dividen en antibacterianos, antivirales, antimicoticos,
antimicobacterianos, antiparasitarios y antirretrovirales. Cada grupo de antibidticos
actua preferentemente de una forma u otra, aunque un mismo antibiotico puede
comportarse como bactericida o bacteriostatico, dependiendo de la concentracion que
alcance en la diana, o de su afinidad por la diana de un determinado microorganismo.
En general, son bactericidas los antimicrobianos que matan a los microorganismos sin
necesidad de destruirlos o lisarlos, alterando la membrana citoplasmica o interfiriendo
con algunos aspectos del metabolismo del ADN, y bacteriostaticos los que inhiben la
sintesis proteica, actian inhibiendo la sintesis de la pared celular es decir inhabilitan el
crecimiento del microorganismo excepto los aminoglucésidos; y estan los
bacterioliticos, los cuales destruyen a los microorganismos por lisis.

Las enfermedades infecciosas constituyen un problema de salud importante, tanto por su
frecuencia de aparicion como por su posible gravedad en las complicaciones locales o
sistémicas que pudieran presentarse. La aparicion (Ferndndez et al., 2021) de los
antibidticos en el siglo pasado, no solamente contribuyd a disminuir las tasas de
morbilidad y mortalidad prohibitivamente altas que existian, sino que también cimentd



las bases del progreso de procedimientos complejos y altamente riesgosos, tales como la
profilaxis quirtrgica, quimioterapias, trasplantes de oOrganos y de células
hematopoyéticas Seria inconcebible la vida tal cual la conocemos actualmente sin la
presencia de los antimicrobianos.

2.1.1 Antibioticos

Sustancia producida por el metabolismo de organismos vivos, principalmente hongos y
bacterias, que posee la propiedad de inhibir el crecimiento o destruir microorganismos.
Segun su origen, los antibidticos pueden ser:
e Bioldgicos (naturales): sintetizados por organismos vivos, ej. Penicilina,
Cloranfenicol
e Semisintéticos: obtenidos por modificacion quimica de antibioticos naturales, ej.
Ampicilina.
e Sintéticos: generados mediante sintesis quimica, ej. Sulfas.

2.1.2 Resistencia Antimicrobiana

La resistencia actual de los gérmenes a los antimicrobianos constituye un serio
problema de salud, en todo el mundo y un reto para el futuro. Es el término méas amplio
para la resistencia de diferentes tipos de microorganismos y abarca la resistencia a los
medicamentos antibacterianos, antivirales, antiparasitarios y antimicoticos y es la
capacidad que tienen algunos microorganismos (como Vvirus, bacterias, hongos y
paréasitos) de sufrir cambios para que los medicamentos con que se los trata no tengan
efecto sobre ellos (Cutié- Aragon et al., 2022).

La resistencia antimicrobiana (RAM) pone en peligro la eficacia de la prevencion vy el
tratamiento de una gran cantidad de infecciones. Ademas, puede comprometer el
tratamiento de enfermedades tales como el cancer, las cirugias con protesis o los
trasplantes de 6rganos, entre otras. En las ultimas décadas la RAM ha sido observada a
nivel mundial en varios microorganismos patdgenos, incluidos recientemente algunos
que son sensibles a los antibidticos (Martinez Guillén, 2012). Asimismo se han
reportado brotes de otras especies oportunistas que también pueden ser patégenas, las
cuales una vez que ha pasado el efecto del quimico utilizado como antibidtico
encuentran las condiciones idéneas para su proliferacion.

La resistencia de los microorganismos a los antibidticos comdnmente utilizados ha
hecho aumentar la morbilidad y mortalidad en la poblacion humana y ha fomentado la
busqueda de nuevos compuestos con actividad antimicrobiana. A consecuencia de la
excesiva demanda frente a la proteccion microbiana, ha producido un aumento en el
interés por farmacos terapéuticos a partir de productos naturales, con especial interés
por los productos obtenidos del mar (Murray et al., 2013).

Muchas investigaciones (Diaz- Pérez et at., 2021) se han realizado, desde los ultimos 30
afios del siglo pasado hasta la actualidad, para conocer los mecanismos y causas que
hacen posible esta resistencia y la creacion de nuevos productos farmacéuticos
(sintéticos y naturales) para hacerle frente. Pero el uso indiscriminado e irracional de
estos farmacos por el hombre constituye la principal causa de la gravedad de la
situacién que hoy se presenta, por lo que la bldsqueda de nuevos principios activos
antimicrobianos constituye una prioridad de la investigacion a nivel mundial.



La farmacorresistencia antimicrobiana constituye hoy un desafio a enfrentar por los
sistemas de salud a nivel internacional, debido a que el uso y abuso de los antibi6ticos
ha generado varios mecanismos de resistencia por parte de los microorganismos
patdgenos y no patdgenos (Lopez Gamboa et al., 2022), siendo necesaria la busqueda de
nuevos productos para combatir esta resistencia.

2.1.3 Medio marino como fuente de actividad biolégica

El medio marino tiene gran diversidad biologica y debido a los mecanismos de
adaptacion y supervivencia de los organismos, generalmente se encuentra asociado a
una gran variedad de sustancias quimicas. Esta diversidad ha sido la fuente de
compuestos quimicos novedosos con potencial uso para el desarrollo industrial de
productos farmacéuticos, cosméticos, suplementos nutricionales, sondas moleculares,
enzimas, productos de quimica fina y agroquimicos (Murray et al., 2013). Durante las
ultimas cuatro décadas numerosos compuestos noveles han sido aislados de organismos
marinos y se ha demostrado que muchos de estos compuestos poseen actividad
biolégica como: actividad anticancerigena y citotdxica, antibacterial, antiflngica,
inmunosupresora, algicida, antiinflamatoria y antioxidante, entre otras (EI Gamal,
2010). Las tendencias recientes en la investigacion de farmacos se centran en
bioproductos a partir de fuentes naturales, (Mayer et al., 2007).

Las algas marinas son un grupo amplio y heterogéneo de organismos vegetales, desde
especies unicelulares hasta grandes plantas (Rozema et al., 2002). Su distribucion, el
asentamiento, crecimiento y propagacion dependen directamente de las corrientes
oceanogréficas, al igual que su estructura fisioldgica, pero son un recurso abundante y
muy econdmico. Se conocen bien las diferentes aplicaciones de las microalgas marinas
en nutricion, uso en biofertilizantes, el tratamiento de aguas e incluso en la salud
humana como antiinflamatorios, antialérgicos y analgésicos. Ademas, existen trabajos
en algas unicelulares que ponen de manifiesto su aplicabilidad como agentes, alimentos
funcionales, antitumorales (Fernandez et al., 2019)

2.2 Microalgas. Caracteristicas Generales

Las microalgas son un conjunto heterogéneo de microorganismos fotosintéticos
unicelulares procariotas (cianobacterias) y eucariotas que utilizan la luz como fuente de
energia para fijar el dioxido de carbono; contienen clorofila y pigmentos carotenoides
siendo una parte importante en la produccion primaria de la cadena alimenticia acuatica,
estos pueden crecer rapidamente debido a su estructura simple (Medina et al., 2017).EI
término microalgas hace referencia a las algas que son tan pequefias que no pueden ser
observadas a simple vista. Dentro de algunos grupos taxonomicos se incluyen:
Rhodophyta (algas rojas), Chlorophyta (algas verdes), Bacillariophyta (diatomeas) y
Chrysophyta (algas doradas) Comprende alrededor de 800.000 especies de las cuales
solo alrededor de 50.000 han sido descritas (Mobin et al., 2019).
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Fig. 1 Distribucién de los distintos Filos y algunos ejemplos de microalgas segun el
esquema de clasificacion de siete reinos. (Modificado y Tomado de (Levasseur et al.,
2020).

Su tamafio varia del micron a la centena de micrones, se encuentran en abundancia en
los medios acuéticos (océanos, rios, lagos), crecen también en héabitats diversos tales
como aguas marinas, dulces, salobres, residuales o en el suelo, bajo un amplio rango de
temperaturas, pH y disponibilidad de nutrientes.

Fig. 2 Microalgas



Segun (Mathimani et al., 2015 y Fan et al., 2020) las microalgas, dependiendo de la
especie y condiciones de cultivo, tienen una rapida produccion de biomasa comparada
con otros cultivos; son fuentes renovables, sostenibles y econOmicas de
biocombustibles, productos medicinales bioactivos e ingredientes alimentarios. Se han
investigado varias especies de microalgas por su potencial como productos de valor
afiadido con notables cualidades farmacoldgicas y biologicas (Khan et al., 2018). Las
microalgas presentan una gran plasticidad ecoldgica, y son capaces de sintetizar una
amplia gama de compuestos bioactivos de interés para la industria biotecnolégica (Das
et al., 2011; Khan et al., 2018; Perin et al., 2019).

2.2.1 Composicion

Las microalgas poseen estructuras sencillas, su composicion consiste basicamente en
carbohidratos, proteinas y lipidos, aunque también son fuente de vitaminas como la A,
B1, B2, B6, C, y E. Tienen un alto contenido en proteinas, sobre todo aquéllas usadas
como fuente de nutrientes. En cuanto a los carbohidratos, éstos se encuentran
principalmente como almiddn, glucosa y otros polisacaridos de alta digestibilidad.

El contenido de lipidos para uso en alimentos varia entre 1 y 35%, mientras que el
porcentaje para ser usados como biocombustibles esta entre el 20 y 80%, comparado
con el 15% al 30% que se utiliza de los aceites vegetales. En cualquier caso, factores
ambientales, el tipo de cosecha y el método de secado de las células determinan la
cantidad de sustancias potencialmente Utiles en las microalgas (Satyanarayana, 2011).
La productividad y la composicién bioquimica de las microalgas dependen en gran
medida del modo de cultivo, la composicion del medio y el perfil de nutrientes que
permiten incrementar o inhibir el crecimiento mediante la optimizacion de factores
como el control de la concentracion de nitrégeno, intensidad luminosa, temperatura,
salinidad, concentracion de CO- y el método de cosecha (Brennan et al., 2010). Estos
microorganismos poseen la ventaja extra de poseer un metabolismo flexible, aunque
este hecho puede conllevar la dificultad de optimizacion de los procesos de produccion
de compuestos bioactivos, ya que su estado fisioldgico sera decisivo para incrementar o
disminuir el rendimiento final (ejemplo estresado vs. no estresados). Por lo tanto, su
metabolismo secundario puede ser facilmente modulable por factores de estrés
aplicados externamente, por ejemplo con la deficiencia de la fuente de nitrégeno
(Guedes et al., 2011).

2.2.2 Aplicaciones

La biotecnologia de las microalgas ha sido desarrollada para diferentes aplicaciones
comerciales en sectores tan diversos como el alimentario, energético, farmacéutico,
sanitario y medioambiental (Harun et al., 2010). Como organismos fotosintéticos que
son, contienen clorofila que puede ser usada para alimentos y cosméticos. Se han
utilizado como fuente de alimento para humanos o suplementos nutricionales durante
cientos de afios. Los aztecas utilizaron la cianobacteria Spirulina (Arthrospira platensis,
Arthrospira maxima) del lago Texcoco (México) alrededor del afio 1300 d.C. Segun
(Basheer et al., 2020) los cronistas espafioles describieron a los pescadores locales
recolectando masas azul verdosas de los lagos que se preparaban como una torta seca,
conocida como ‘te-cuitlatl’. Estudios han mostrado que las microalgas pueden
representar una fuente atractiva de compuestos con actividad bioldgica como, por
ejemplo, acidos grasos poliinsaturados, carotenoides, ficobilinas, péptidos y
polisacaridos; también son una buena fuente de vitaminas A, Bl, B2 y Bl2.
Actualmente se comercializan varios productos en forma de tabletas, polvo, solucion o



en mezclas con snacks, galletas, fideos, bebidas, caramelos, gomas, vinos y cereales
(Sathasivam et al., 2019).

Se describe que el uso de algas (Gonzalez Salas, 2021) en la formulacion de alimentos
se esta posicionando firmemente en el mercado alimentario. Anteriormente, los
ingredientes de las algas se usaban principalmente como suplementos dietéticos en
diferentes formas, como polvo, capsulas y tabletas debido a su rica composicién en
compuestos beneficiosos para la salud. El numero de lanzamientos de alimentos y
bebidas que contienen microalgas 0 macroalgas ha aumentado significativamente
durante los altimos afios.

Ademas estos organismos son considerados de gran importancia industrial, ya que
tienen la capacidad de producir metabolitos como proteinas, lipidos y azlcares
complejos, donde a partir de estos productos se pueden generar bioguimicos,
biocomustibles y aceites entre otros compuestos de alto valor en la biorrefineria
(Bhattacharya & Goswami Saswata, 2020).
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Fig. 3 Distintos usos y aprovechamientos de las microalgas en la actualidad.
(Modificada de Khan et al., 2018.)

Por otra parte, (Dineshbabu et al., 2019) sefiala que entre los metabolitos mas
importantes para la industria y la sociedad, se encuentran las proteinas de las
microalgas; éstas contienen casi todos los aminoacidos esenciales para los seres
humanos, ademas, tienen una alta tasa de digestion de 87.45% a 97.81% vy, al constituir
casi la mitad de la biomasa de las microalgas, podrian generar beneficios para el ser
humano. Asimismo, los carbohidratos constituyen el 10% al 15% de la biomasa de las
microalgas y se encuentran en forma de almidon, celulosa, azlucares y otros
polisacaridos con aplicaciones industriales, por ejemplo, el beta-glucano, un



polisacarido abundante en Chlorella sp con propiedades antivirales y antibacteriales en
seres humanos.

En el caso de la Biotecnologia médica y farmacéutica estan desempefiando un papel
fundamental, utilizandose para la sintesis de factores de crecimiento, hormonas,
anticuerpos, vacunas y reguladores inmunitarios (Rizwan et al., 2018). Asi mismo, se ha
demostrado que algunos colorantes naturales, entre ellos los carotenoides y las
ficobiliproteinas, presentan efectos preventivos para algunas enfermedades como:
diabetes, obesidad y enfermedades cardiovasculares (De Mejia et al., 2020). Gran parte
de la investigacion biotecnolégica de las microalgas se centra en la basqueda de nuevos
compuestos para el bienestar humano. La quimica de los productos naturales es uno de
los campos de mas rapido desarrollo en biotecnologia, y el descubrimiento de nuevos
compuestos de microalgas. Muchas revisiones recientes han puesto de manifiesto la
riqgueza de compuestos que tienen aplicaciones potenciales para la salud (Jahan et al.,
2017), o a su vez eshozaron los muchos productos quimicos que tienen aplicaciones
tanto para la alimentacién como para la salud, tales como aquellos compuestos con altas
actividades antioxidantes. Las areas de aplicaciones biomédicas incluyen la busqueda de
antioxidantes, anticancerigenos, antimicrobianos, antivirales, compuestos para combatir
la obesidad, etc. (Suleria et al., 2016).

2.2.3 Requerimientos Nutricionales

La disponibilidad de nutrientes y la fuente de energia son elementos clave para la
biosintesis de los componentes celulares en el crecimiento, reproduccion y
mantenimiento de la vida de las microalgas, al ser organismos fotoautotrofos necesitan,
para transformar la energia solar en energia quimica, luz, CO2 nutrientes y agua.

Se plantea que la luz tiene uno de los efectos mas importantes en la produccion de
pigmentos en microalgas ya que estos son principalmente utilizados como captadores
de energia para llevar a cabo la fotosintesis. Por lo que cambios en la intensidad de luz,
longitud de onda y tiempo de exposicion generan cambios en la acumulacion de los
pigmentos. Los tiempos cortos de exposicion a la luz o intensidad de la luz conllevan a
una baja captura de energia, por lo que las células incrementan el nimero de pigmentos
antena y asi la captacion de la energia que llega a los fotosistemas (Begum et al., 2016).

Es por esto que la clorofila y las ficobiliproteinas son los pigmentos mayormente
influenciados por la baja exposicion a la luz. En contraparte, los carotenoides, ademas
de ser complejos antena, son principalmente sintetizados en respuesta a la presencia de
especies reactivas de oxigeno o bien en respuesta a sobreexcitacion de la clorofila. Se ha
demostrado que se puede lograr una mayor produccion de biomasa controlando la
intensidad de la luz, utilizando luz artificial como los diodos emisores de luz (LED),
lamparas incandescentes o tubos fluorescentes. En la actualidad, gran parte de estudios
en el crecimiento de las microalgas ha sido mediante el uso de LED, ya que son de
tamafo pequefio, tienen una baja disipacion de energia en forma de calor, un tiempo de
vida media elevada, alta eficiencia de conversion fotoeléctrica y un reducido consumo
de energia. Esta es empleada normalmente por la microalga para fijar el carbon a través
de la fotosintesis. La cantidad y calidad de luz afecta a los ratios de crecimiento de
biomasa asi como su composicion (Khajepour et al., 2015).

Por otra parte pueden obtener la luz del sol por lo que su utilizacion esta limitada por el
ciclo de luz natural y la variacion estacional y restringida su viabilidad comercial a areas
con alta radiacion solar. El crecimiento de la biomasa aumenta cuando la intensidad
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luminica aumenta hasta un méximo (las intensidades tipicas de saturacion estan
alrededor de 200-400 umol fotones m? -s1) (Gonzalez-Fernandez y Mufioz, 2017), y
superando este maximo podria llegar a inhibir el proceso de fotosintesis. Se puede decir
como norma general, que un incremento en la intensidad luminica lleva a un incremento
en el contenido de carbohidratos, diferente segun la especie, por ejemplo, Porphyridium
y Arthrospira mostraron un crecimiento en el contenido de carbohidratos de 300% y
34% respectivamente cuando se incrementd la intensidad luminica. Aungue esto
conlleva un mayor consumo energético y mayores emisiones de COa; este lo pueden
fijar de la atmdsfera, de emisiones de gases industriales y de los carbonatos solubles,
siendo lo més comun la alimentacidn externa, bien por las emisiones industriales o por
carbonatos solubles.

En cuanto a la salinidad podemos decir que si esta es elevada, el microalga
normalmente responde acumulando carbohidratos intracelulares de bajo peso molecular
para ajustar la presion intracelular y autoprotegerse de una 6smosis no deseada. En la
especie Scenedesmus, el contenido de carbohidratos se vio incrementado en un 35.91%
en condiciones de concentracion 400 mM de NaCl (Pancha et al., 2016). Con lo cual, la
variacion de la salinidad junto con la limitacion de nutrientes es una estrategia efectiva
para la acumulacion de carbohidratos.

Los nutrientes necesarios para su crecimiento, asi como su disponibilidad afecta al
crecimiento microalgal ya que el requerimiento de nutrientes que necesitan depende de
la especie de microalga. Es mas, la limitacion de un nutriente en particular podria tener
un impacto significativo en la composicion bioquimica (Kamalanathan et al., 2016). En
la mayoria de los casos, las condiciones de escasez de algun nutriente no tienen por qué
ser necesariamente perjudiciales para que la microalga sintetice y acumule compuestos
carbonados (lipidos o carbohidratos).

La acumulacion de carbohidratos podria ser una opcion interesante en el campo de
produccién de bioetanol, pese a que en la mayoria de los casos, las condiciones de
déficit dificultan el crecimiento de la biomasa.

2.3 Microalgas Rojas

Las algas rojas, rodofitos o rodofitas son un filo de algas clasificados como plantas no
vasculares. Son fotosintéticas y contienen clorofila a y clorofila d, ademas de pigmentos
accesorios tipo ficobilinas y carotenoides. Son un grupo de 5.000 a 6.000 especies
distribuidas en una Unica clase, Rhodophyceae, y dos subclases, Bangiophycidae y
Florideophycidae (Fernandes et al., 2017) de una gran diversidad de formas y tamafos.
Se caracterizan por la ausencia de células flageladas, la presencia de pigmentos
ficobilinicos en los ficobilisomas. Son representativas del medio marino, encontrandose
pocas en aguas dulces. Sus pigmentos fotosintéticos incluyen tres tipos de ficobilinas
que les confieren su color caracteristico, este color viene dado por la presencia de
biliproteinas (ficoeritrina y ficocianina principalmente) que contribuyen a enmascarar el
color verde de la clorofila (EI Gamal, 2010).

2.3.1 Ficobiliproteinas

Las ficobiliproteinas (FBPs) son proteinas pigmentarias que pertenecen a la familia
hidrofilica, que se juntan en una matriz para construir una estructura compleja llamada
ficobilisoma. Son pigmentos accesorios que se encuentran en la region visible del
espectro de 495 a 650 nm, constituyendo una medida de ficocianina azul, aloficocianina
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y ficoeritirina roja, que se encuentran en las cianobacterias y microalgas de los géeneros
Rhodophyta y Cytophyta (Marin-Prida et al.,, 2015). Las propiedades de Ia
cromoproteina de la ficoeritrina y la ficocianina se vienen estudiando desde hace dos
décadas. Estos estudios han revelado la agregacion de ficobiliproteinas y las fuerzas
involucradas en el proceso de agregacion, que se espera que conduzcan a la formacion
de estructuras de ficobilisomas. Los ficobilisomas son los sitios presuntos para la
localizacion de ficoeritrina, ficocianina y aloficocianina en la division Rhodophyta.
Estas ficobiliproteinas en las algas funcionan como pigmentos de transferencia de
energia. Las microalgas u otras algas rojas filamentosas son organismos microscopicos,
capaces de convertir la energia solar en energia quimica a través de la fotosintesis.
Estudios recientes enfatizaron la funcién potencial de los pigmentos de algas como un
agente director de electrones en la migracion transmembrana de electrones contra el
estrés oxidativo por reduccién de metales (McDougal & Gamlin, 2010).
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Fig. 4 Descripcién esquematica del ficobilisoma

Las FBPs abarcan cerca del 80% del peso seco del ficobilisoma, el 20% restante lo
conforman proteinas no pigmentadas, las cuales se encargan de unir y estabilizar el
ficobilisoma a la membrana externa del tilacoide (Vera-Lopez et al.,, 2021). Las
ficobiliproteinas se dividen en tres clases segun sus propiedades de absorcion:
ficoeritrinas (Amax ~ 540-570 nm), las cuales contienen los croméforos ficoeritrobilina y
ficourobilina; ficocianinas (Amax ~ 610-620 nm), que contienen ya sea una mezcla de los
cromoforos ficocianobilina y ficoeritrobilina o s6lo ficocianobilina, segun la especie de
origen; y aloficocianinas (Amax. ~ 650-655 nm), con ficocianobilina como grupo
prostético (Bermejo et al., 2003) Los cromoforos dan un color caracteristico a cada
ficobiliproteina: rojo a la ficoeritrina, azul brillante a la ficocianina, y verde azulado a la
aloficocianina (D' Agnolo et al., 1994)

Las FBPs se encuentran ordenadas en los ficobilisomas con base en la emision de
fluorescencia y absorcion de cada FBP y se sugiere que la transicion de fotones se lleva
a cabo en el siguiente orden: ficoeritrina — ficocianina —  aloficocianina
—fotosistemas I 6 II. En la Figura 5 se muestra un modelo del proceso de absorcion y
utilizacion de energia de las microalgas.
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Fig. 5 Proceso de absorcién y utilizacion de energia de las microalgas.

Debido a su pigmentacion brillante, naturaleza no toxica y capacidad antioxidante, las
FBPs se consumen como suplementos alimenticios, ya sea como cultivos celulares
liofilizados o bien en extractos purificados donde predominan estas proteinas. Las FBPs
también se emplean en diversas aplicaciones, entre las que destacan: agentes
antioxidantes, neuroprotectores, hepatoprotectores, anticancerigenos, y colorantes en
cosméticos y alimentos (Morales-Sanchez et al., 2016). Dentro de sus aplicaciones, en
el area de analisis inmunoquimicos se emplea a las FBP como marcadores
fluorescentes en ensayos de citometria de flujo, en ensayos por inmunoadsorcion ligado
a enzimas (ELISA), técnicas de histoguimica y para la deteccion de especies reactivas
de oxigeno (Eriksen, 2008). Actualmente existe una necesidad especifica de incrementar
la produccion de estas proteinas pigmentadas a nivel comercial.

2.3.2 Biomasa

Ha surgido una buasqueda globalmente creciente para satisfacer las demandas de
biomasa con la finalidad de abordar los muchos desafios de una poblacion humana en
expansion, incluyendo el cambio climatico, el envejecimiento de la poblacion y la
seguridad alimentaria, lo que da lugar a la necesidad urgente de produccién sostenible
de biomasa de fuentes no tradicionales como vienen siendo las fuentes vegetales.

En consecuencia, ha habido un aumento de la inversion a nivel mundial en la
biotecnologia marina, con la investigacion dirigida principalmente a las algas. Estas se
caracterizan, respecto a otros organismos, por su alta productividad, muy alta diversidad
de especies y de compuestos bioactivos (Blunt et al., 2017). La productividad de
biomasa y compuestos de alto valor afiadido pasa por el desarrollo de tecnologia de
cultivos y cosechados para maximizar la produccion y optimizar la relacion
coste/beneficio.

La biomasa obtenida a partir de algas es reconocida mundialmente como una fuente de
valiosos componentes quimicos con aplicaciones en el sector agroalimentario (incluidos
alimentacion humana, piensos para alimentacién animal y bioestimulantes para plantas),
en el sector energético (biodiesel, bioetanol, biogéas, biohidrogeno, etc.) asi como en el
sector nutracéutico y cosmecéutico (Eppink et al., 2017). Una amplia gama de
moléculas de estos microorganismos como carbohidratos, proteinas, lipidos, pigmentos,
minerales, vitaminas y enzimas presenta una gran variedad de potencialidades (Barros et
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al., 2019).Sin embargo, el suministro de biomasa algal de calidad y en cantidad
suficiente, sigue siendo motivo de preocupacion ante las crecientes presiones
ambientales que se oponen a la creciente demanda (Jung et al., 2013). Los intentos
recientes de suministrar una biomasa consistente, segura y ambientalmente aceptable
mediante el cultivo, se han concentrado en caracterizar la variabilidad natural de los
compuestos bioactivos y en optimizar los sistemas de cultivo (Barry et al., 2017).

Aproximadamente 7000 toneladas de biomasa de algas secas se producen en todo el
mundo cada afio y el mercado mundial de biomasa de algas se valoré en USD 717.14
millones en 2018 y se prevé que alcance los USD 1365,8 millones en 2027, a una tasa
de crecimiento anual compuesta de 7.42%. Estos datos muestran que la industria de las
microalgas estd ganando popularidad a nivel mundial, ya que ademas de la amplia
variedad de aplicaciones, tiene varias ventajas potenciales frente a otros recursos
fotosintéticos (Tang, 2020).

A diferencia de las plantas, el crecimiento de microalgas no se limita a tierras
cultivables y agua dulce. Ademas, estos microorganismos presentan alta productividad,
bajo impacto ambiental y no presentan estacionalidad; es decir, su cultivo se puede
repetir durante todo el afio y se puede cosechar diariamente (Daneshvar et al., 2019).

Aplicaciones com la
bromasa completa

Seloccion de cepa Cutvo Cosecha Secado Biomasa seca

Fraccionamiento

Proteinas Carbohidratos Lipkios Pigmentos

Fig. 6 Proceso simplificado para la obtencién de Biomasa. (Mariana et al., 2021)

Ademas, las herramientas biotecnolégicas como la metaboldémica, la cual no es mas que
el estudio de las huellas Unicas que dejan los procesos celulares especificos; la
transcriptomica, que es el estudio de todas las moléculas de ARN en una célula y la
gendmica, estudio completo del ADN, se han extendido recientemente a la ficologia,
pero en comparacion con las técnicas que ya se aplican para la obtencién de biomasa
microbiana o vegetal, las cuales siguen estando a dia de hoy subdesarrolladas (Stengel
& Connan, 2015).

Para que los procesos basados en microalgas sean sostenibles, factibles y
economicamente viables, es necesario desarrollar tecnologias de cultivo con alta
productividad de biomasa y/o bioproductos al menor costo de produccion. Con
frecuencia, como el producto objetivo esta relacionado con la formacion de masa celular
o el producto es la propia biomasa, la productividad de la biomasa es el parametro clave
a maximizar.

Aplicaciones biomédicas: gran parte de la investigacion biotecnoldgica de las

microalgas se centra en la busqueda de nuevos compuestos para el bienestar humano
basados en actividades de promocion de la salud de extractos de algas. La quimica de
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los productos naturales es uno de los campos de mas rapido desarrollo en biotecnologia,
y el descubrimiento de nuevos compuestos de microalgas y macroalgas es cominmente
apoyado por metodos analiticos incluyendo Resonancia Magnetica Nuclear (RMN) y
Espectrometria de Masas (ESI-MS). Muchas revisiones (Jahan et al., 2017) recientes
han puesto de manifiesto la riqgueza de compuestos que tienen aplicaciones potenciales
para la salud, o a su vez esbozaron los muchos productos quimicos que tienen
aplicaciones tanto para la alimentacion como para la salud, tales como aquellos
compuestos con altas actividades antioxidantes.

Se plantea (Pardo- Plaza et al., 2019) que la biomasa de las microalgas puede derivarse
en recursos naturales o cultivados, que pueden o no estar predefinidos mediante la
seleccidn y caracterizacion de especies asi como por recoleccion de especies las cuales
pueden variar segun su origen. EI conocimiento de la funcién biol6gica del compuesto,
y de su rol ecoldgico, proporcionarian una notable contribucion a todo el proceso, pues
es probable que arroje una idea de los mecanismos bioquimicos que subyacen al
componente y que podran servir de apoyo para su utilizacion, por ejemplo, en el
desarrollo de farmacos.

2.4 Porphyridium cruentum

La microalga Porphyridium cruentum, también conocida como Porphyridium
purpureum  pertenece a la divisibn Rodophyta, clase Rhodophyceae, familia
Porphyridiaceae, orden Bangiales, género Porphyridium. La misma esta encapsulada
por una pared celular con polisacaridos extracelulares sulfatados que por su viscosidad
tiene potencial en la industria alimentaria y farmacéutica.

Fig. 7 Porphyridium cruentum

Ha sido estudiada por su capacidad para producir productos de alto valor o compuestos
de interés, incluidas las ficobiliproteinas, pigmentos (ficocianina, ficoeritrina); en el
caso de la ficoeritrina esta siendo utilizada como marcador en inmunoensayos y para la
obtencion de enzimas de aplicacion terapéutica como la superdxido dismutasa,
ayudando en el tratamiento de células cancerosas, por lo que tienen un alto valor
terapéutico como inmunomodulador, produccion de acido araquidonico, acidos grasos
entre otros. Recientemente se ha incrementado el interés por su habilidad de revertir el
fenotipo de multirresistencia a farmacos de varios tipos de células tumorales (Pulz y
Gross, 2004) demostrando tener mdltiples aplicaciones en la industria biotecnoldgica,
por lo que constituye una de las especies mas prometedoras dentro del campo de la
biotecnologia marina (Benavides y Rito—Palomares, 2004).
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2.4.1 Cultivo de Porphyridium cruentum

La tecnologia de cultivo esta relacionada tanto con el disefio del tipo y configuracion de
los sistemas de cultivo abiertos o cerrados, asi como con las condiciones operativas que
conducen al equilibrio entre el crecimiento 6ptimo de las microalgas y la productividad
del bioproducto. (Yen et al., 2019; Maroneze et al., 2020) La investigacion y el
desarrollo sobre la eficiencia de los sistemas y métodos de cultivo se han convertido en
el principal objetivo en la produccion de microalgas.

En el cultivo de Porphyridium cruentum se han empleado distintas variantes: los
estanques a cielo abierto, los fotobiorreactores tubulares y sistemas basados en el
principio de la inmovilizacion celular. De éstos, el cultivo a cielo abierto aunque
presenta dificultades para mantener las instalaciones libres de microorganismos
contaminantes y limitaciones inherentes a las variaciones de los factores ambientales, ha
sido el método convencionalmente utilizado (Martinez, 2005).

Cuando Porphyridium cruentum crece en un medio liquido, la viscosidad del mismo
aumenta como consecuencia de los procesos de sintesis y transferencia de polisacaridos
a la superficie celular y su solubilizacion en el medio de cultivo. Para desarrollar
métodos adecuados de cultivo de P. cruentum en las condiciones climéticas de Cuba es
necesario dominar dicha tecnologia a pequefia escala. Por lo que se hace necesario
investigar si la cepa posee condiciones apropiadas en su desarrollo que permitan su
ulterior aplicacion en la biotecnologia marina.

2.4.2 Medios de cultivo para Porphyridium cruentum

Se han desarrollado diferentes medios de cultivo para microalgas cuyas férmulas tienen
diferentes usos o propo6sitos. Uno de los aspectos mas importantes a tener en cuenta en
la produccion de microalgas, es el de seleccionar el medio de cultivo quimica y
econdmicamente apropiado para utilizar en los diferentes volimenes del sistema de
produccién masiva. Cuando se trabaja con volumenes grandes, el interés radica
generalmente en el uso de elementos de bajo costo y que, a su vez, aseguren altas
densidades de los cultivos y buena calidad nutricional de las células (Abalde et al.,
1995).

Se han desarrollado diferentes medios para el cultivo de microalgas que van desde las
férmulas para enriquecer el agua de mar natural, hasta el uso de medios artificiales que
permitan resultados constantes en contraste con los resultados tan variables que brinda
el uso del agua de mar natural que entre otros factores depende del lugar donde se
colecta ésta, y el tiempo de almacenamiento de la misma. Los medios artificiales se
usan principalmente para fines experimentales, ya que como se ha mencionado, brinda
resultados constantes, aunque existen algunas especies que no crecen en medios
artificiales por factores desconocidos que afectan su crecimiento.

Existen una serie de medios de cultivos que son utilizados para elevar la produccion de
biomasa de Porphyridium cruentum, el medio de cultivo Vonshak, (f/2) de GUILLARD
y Walnes son los mas ampliamente utilizados para el cultivo en bolsas o
fotobioreactores, ya que contienen todos los elementos necesarios para el crecimiento de
estos microorganismos, aunque existen otras formulaciones para condiciones de
laboratorio descritas por Vonshak (Garcia, 2004).
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2.4.3 Inoculo

Todos los inoculos, en condiciones adecuadas de luz, temperatura y nutrientes
experimentan un crecimiento exponencial, pero dado que las condiciones de cultivo no
suelen ser siempre estrictamente controlables es importante contar con un indculo
abundante de la especie en cuestion con objeto de evitar proliferaciones de otras
especies no deseadas. Dicho inoculo abundante suele producirse en el laboratorio en
cultivos unialgales ya masivos, pero rara vez axénicos. Cuando el cultivo alcanza el
final de la fase exponencial, se pasa a trabajar en condiciones semicontroladas, con
mayores volumenes que se obtienen diluyendo el inoculo con medio de cultivo. Desde
esta fase se comienza la fase industrial al aire libre o en el mar abierto. El inoculo en la
propagacion del cultivo es generalmente del orden del 1-10% del volumen total del
medio y estd en dependencia de cada microorganismo. En cultivos sumergidos el
tamafo del inoculo se calcula entre un 5 y un 10 % en volumen de la etapa actual. Si es
inferior a esta proporcion puede existir un periodo de latencia excesivamente
prolongado, lo que alargara el periodo de fermentacion. Es necesario aclarar que no es
solo importante el tamafo del indculo sino también su calidad, es decir debe predominar
el nimero de células viables. Para evitar estos problemas, el proceso de fermentacién se
lleva a cabo en cuatro etapas: Preservacion del indculo, multiplicacion del indculo,
cultivo de pre-fermentacion y fermentacion de produccion. (Garcia, 2004).

2.4.4 Biorreactores. Caracteristicas.

El fotobiorreactor es uno de los dispositivos que se utiliza para el cultivo masivo de
microalgas, donde la productividad también esté directamente relacionada con el disefio
del fotobiorreactor, y esto depende de factores como la geometria, la dinamica de
fluidos y la capacidad de transferencia de masa (Garcia-Mafias et al., 2019; Acién et al.,
2017; Kirnev et al., 2020).

Los sistemas de cultivo deben disefiarse para proporcionar las condiciones Optimas
requeridas por las cepas seleccionadas con una demanda y un costo minimo de energia.
Por lo tanto, se deben proporcionar condiciones de cultivo especificas. Para satisfacer
estas demandas impuestas por el sistema bioldgico, los sistemas de cultivo deben
disefiarse de manera que garanticen mezclado y transferencia de masa eficientes. Estos
organismos fotosintéticos pueden crecer tanto con luz solar como artificial y se pueden
cultivar basicamente en sistemas de cultivo: abierto y cerrado; el sistema abierto es el
mas usado a gran escala. A pesar de ello el cultivo de microalgas se ha visto limitado
por el nivel de produccion de biomasa y los costos asociados al cultivo (Gémez y
Martinez, 2018).

Los Biorreactores de microalgas se clasifican segun su disefio en dos tipos principales:
1. Los sistemas abiertos (como estanques extensos sin mezclar, estanques con

canales) en los cuales existe intercambio de masa entre el sistema y los
alrededores; es decir, existen flujos de entrada y/o salida
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2. Los sistemas cerrados: aquellos en el que no existe intercambio de masa (flujo
maésico) entre el sistema (caja negra) y los alrededores (ambiente externo), como
fotobioreactores (PBR) tubulares, PBR verticales, fermentadores heterétrofos).
Normalmente, estas estructuras constan de sistemas de cuatro fases: células
como fase solida, medio de crecimiento como fase liquida, fase gaseosa y
colector de radiacion luminosa (en el caso de cultivos fotoautdtrofos) (Chang et
al., 2017).

Los primeros fotobiorreactores propuestos en la tltima década han sido tubulares y de
placas planas (Contreras-Flores et al., 2003) han recibido, entre otros, mucha atencion,
ya que permiten establecer cultivos de alta densidad celular, mas veces en comparacion
con los sistemas convencionales de carrusel. Esto tiene ventajas como:

1) facilidad para cosechar la biomasa,

2) mantenimiento del cultivo sin contaminacién,
3) mejor control de las condiciones de cultivo y

4) menor inversion de capital en el fotobiorreactor.

Este ultimo factor es un elemento importante en el costo de producciéon de productos
derivados de microalgas.

a) d)

Fig. 8 Tipos basicos de fotobiorreactores: a) tipo carrusel, b) tipo plano, c) con
iluminacidn interna, d) tipo serpentin, e) tubular horizontal con airlift.

Un biorreactor busca mantener condiciones ambientales propicias: pH, temperatura,
COg; segun el microorganismo que se cultiva. EI modo de operacién de un sistema de
cultivo, es sinénimo del modo de operar del biorreactor o fermentador. Este no solo
influye en el disefio propio del reactor, también, en el modelo cinético de crecimiento
del cultivo. Estos procesos bioldgicos constituyen una tecnologia esencialmente
multidisciplinaria y basada en la ciencia y la tecnologia que permite disefiar y/o
producir nuevas moléculas, nuevos productos. Podemos decir simplificadamente que es
el resultado de la integracion de la bioquimica con la microbiologia y la ingenieria.

2.5 Ensayos de actividad antimicrobiana

En la literatura se reportan varios métodos in vitro para determinar la actividad
antimicrobiana, los cuales permiten evaluar especies vegetales que son empleadas
tradicionalmente para tratar procesos infecciosos. Estos métodos son basados en
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principios diferentes y no presentan igual sensibilidad, no obstante se pueden agrupar en
tres metodologias principales: método de difusion, método de dilucidn y bioautogréficos
(Cos et al., 2006). En cuanto a la seleccion de los microorganismos depende del
proposito especifico de la investigacion. En una primera exploraciéon son preferibles
usar cepas de referencias, sensibles a antibioticos y que representen especies patdgenas
comunes de diferentes clases. Para estos estudios son posibles varias combinaciones
pero de forma general debe ser una bateria que incluya bacterias Gram positivas y Gram
negativas ademas de al menos un representante del reino fungi, generalmente levaduras.

2.5.1 Actividad antimicrobiana de las microalgas.

En los altimos afios se ha evidenciado incremento de la resistencia a los antimicrobianos
a nivel mundial, convirtiéndose en un problema de salud publica, ya que los
microorganismos han generado una mayor cantidad de mecanismos de resistencia
antimicrobiana, por lo que se ve la necesidad de encontrar componentes bioactivos de
fuentes naturales.

Las microalgas son ampliamente mencionadas como un recurso potencial de sustancias
antibacteriales y antifingicas. Se han caracterizado por su alto potencial para convertir
sustancias inorgénicas en compuestos organicos naturales, los mismos pueden ser
utilizados como ingredientes funcionales, es asi que muchos de estos compuestos
pueden ser células enteras de microalgas (biomasa microalgal) o sus bioproductos
metabolicos (compuestos bioactivos), (Ramirez- Mérida et al., 2015 y Mudimu et al.,
2014).

El potencial de diferentes péptidos e hidrolizados de proteinas de origen microalgal ha
sido reportado por diversos autores como posibles agentes terapéuticos de origen no
convencional, debido a su funcion antimicrobiana, antiviral, inmunorreguladora (Diaz-
Pérez et at., 2021).

Hasta donde se conoce, el primer reporte de actividad antibacteriana en una microalga
fue descrito por Shirahama (1942), quien investigd que Cystophyllum hakodatense tenia
efecto sobre Lactobacilus bulgaris y Lactobacilus helveticus. Sieburth en 1960, observo
que la microalga de origen marino de la Antartica Phaeocystis pouchetii, es ingerida por
Euphasia, que a su vez, es el alimento basico de los pinglinos, lo que al parecer
modifica la microflora gastrointestinal de los pinguinos por la ingesta de la microalga
incluida en el alimento (Martinez -Guilléen, 2012).

Diferentes especies, entre ellas Synechococcus elongatus, Synechocystis sp.,
Amphiprora paludosa, Phorphyridium cruentum y Chaetoceros muelleri han mostrado
actividad contra bacterias Gram-positivas y Gram- negativas, (Sanchez-Saavedra et al.,
2010).

Los medios de cultivos mas utilizados para bacterias se encuentran el Mueller-Hinton y
el tripticasa soya tanto en agar como en caldo. Para hongos el medio Sabouraud en agar
o caldo es generalmente el mas empleado; mientras que para microorganismos de dificil
crecimiento tales como Streptococcus pneumoniae y Legionella pneumophilase se
emplean medios méas complejos, enriquecidos con una atmasfera de incubacion con 5%
de diéxido de carbono (CO.) y/o una extensién del tiempo de incubacion (Cos et al.,
2006).
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2.5.2 Actividad antimicrobiana de Porphyridium cruentum

Recientemente, los productos naturales derivados de plantas y algas marinas han
Ilamado la atencion, por las propiedades antimicrobianas que estos presentan. Muchos
antioxidantes naturales, exhiben una amplia gama de efectos bioldgicos, incluidos
antibacterianos, antivirales, antiinflamatorios, actividades antialérgicas, antitromboticas
y vasodilatadoras (Fernandez, 2019). Este es el caso de Porphyridium cruentum; la cual
produce un exopolisacarido que en estudios anteriores se plantea, que evita que
Heliobacter pilori y Aeromonas veronii (bacterias patdgenas del humano), se adhieran a
las células hospederas (Guzman-Murillo y Ascencio, 2000).

Los polisacaridos sulfatados presentes en la pared celular de Porphyridium muestran
actividad antioxidante, ademas de actividad antiviral contra el Virus del herpes simple y
de la varicela zoster, (Ramirez-Mérida, 2015). Estos polisacaridos ademas muestran
actividades antiinflamatorias y antiproliferativas.

En un estudio realizado (Ginzberg y colaboradores 2000), se encontré que la adicion de
biomasa liofilizada de la microalga Porphyridium sp., en la dieta de gallinas, reduce la
tasa alimenticia en un 10 %. Los huevos de dichas gallinas presentaron niveles menores
de colesterol y un incremento en los niveles de cido linoléico, acido araquidonico y de
carotenoides, con una coloracion més obscura con respecto a los huevos de gallinas
control (sin adicion de la microalga). P. cruentum posee componentes bioldgicamente
activos que podrian calificarse como fuente potencialmente valiosa de antioxidantes y
antimicrobianos naturales, por lo que podria considerarse una fuerte alternativa a las
otras fuentes naturales debido a los componentes potencialmente valiosos que presenta.

2.5.3 Actividad antiparasitaria

Las infecciones por parasitos son un gran problema de salud en varias partes del mundo,
causando una significativa morbimortalidad. Entre ellas se encuentran, la enfermedad
del suefio africano, la leishmaniasis y la enfermedad de Chagas (clasificadas por la
OMS como enfermedades tropicales negligenciadas) que han ganado en importancia
producto a su expansion por el mundo, limitada terapia y complejo cuadro clinico.

Las leishmaniasis son un conjunto de enfermedades muy dispares entre si, producidas
por distintas especies de un protozoo perteneciente al género Leishmania. Hay dos
formas basicas, cutanea y visceral, dependientes de la especie causante y de la respuesta
inmune establecida. Tienen en comun el agente causal (alguna especie de Leishmania),
el vector (un insecto denominado fleb6tomo), el reservorio (vertebrados) y el
parasitismo de las células del sistema reticuloendotelial del huésped (sobre todo,
macrofagos). Las tripanosomiasis son las enfermedades causadas por protozoarios del
género Trypanosoma. La enfermedad del suefio en Africa es causada por tripanosomas
del grupo T. brucei (T. brucei gambiense y T. brucei rhodesiense) y trasmitida por la
mosca tsetsé. Por otro lado, la enfermedad de Chagas es producida por T. cruzi y
trasmitida por artropodos de la familia de los Triatdmidos (Arrieta et al., 2000).
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2.5.4 Actividad citotéxica de Porphyridium cruentum

Los polisacaridos de la pared celular de P. cruentum estan compuestos principalmente
por xilosa (38%), glucosa (24%), galactosa (22%) y acido glucurdnico (10%); sin
embargo, también pueden encontrarse la arabinosa, la ramnosa y la manosa en
concentraciones menores (Geresh et al.,, 2009). Estos promueven la actividad
antioxidante, lo que sugiere un mecanismo de proteccion celular contra especies
reactivas de oxigeno (Tannin-Spitz et al., 2005). Aunado a lo anterior, la administracion
in vivo de polisacaridos exocelulares de P. cruentum a ratones ha resultado en un
incremento de la poblacion de macrdéfagos asi como un incremento de la enzima acido
fosfatasa (Morris-Quevedo et al., 2000).

Se ha reportado que los polisacaridos aislados de algas tienen la capacidad de modificar
la actividad de macrdfagos al inducir la produccién de citoquinas y oxido nitrico (NO)
(Schepetkin y Quinn 2006). Los macrdfagos representan una parte esencial del sistema
natural de defensa antitumoral. La modulacién de la funcién de los macréfagos puede
ayudar a incrementar la fagocitosis, la actividad antimicrobial, la quimiotaxis y la
presentacion antigena a celulas T, por tanto sirve como estrategia preventiva y
terapéutica contra algunas enfermedades (Desai et al., 2007).

Las células mas comUnmente empleadas en los sistemas in vitro de evaluacion para
actividad leishmanicida son las U-937 que es una linea celular de monocitos humanos
derivados de un linfoma histiocitico (Qiu M. et al., 2016), la linea celular THP-1 que
corresponde a una linea de monocitos humanos derivados de una leucemia linfocitica
aguda (Souza GSd et al., 2017) y las células J774A.1 que es una linea celular de
macrofagos murinos derivados de un sarcoma de células reticulares. Ocasionalmente los
sistemas in vitro de evaluacién de compuestos para actividad citotdxica y leishmanicida
utilizan cultivos primarios de monocitos y macréfagos de sangre periférica de humanos
y de macrdfagos peritoneales de raton y hamster, aunque, los resultados presentan una
mayor variabilidad en comparacion a las lineas celulares, debido a la heterogeneidad de
la poblacidn inherente al donante de las células (Mesa et al., 2010).

2.5.5 Determinacion de toxicidad de biomasa con Artemia Salina.

Los ensayos toxicologicos son herramientas de analisis convenientes para establecer
efectos tdxicos de agentes fisicos y quimicos en organismos determinados (Hansen et
al., 2013).

Una de las pruebas iniciales mas utiles, con bajo costo y de facil manejo para determinar
especies vegetales y compuestos bioactivos promisorios en este campo, es la prueba de
letalidad de Artemia salina; en la cual, para determinar la toxicidad de una molécula se
expone un extracto o la fraccion de dicho extracto, contra este crustaceo (Pedro et al.,
2020). Sus resultados se interpretan dependiendo del contexto en que se plantea el
objetivo de la investigacion, si la sustancia evaluada no es citotoxica es un indicador
que esta sustancia puede ser bien tolerada por un sistema bioldgico, y si la sustancia es
citotoxica es un indicador que esta sustancia puede contener compuestos bioactivos con
potencial efecto antitumoral (Rajabi et al., 2015).

La Artemia salina es un camar6n minusculo de cuerpo blando que se desarrolla en

aguas de alta salinidad (Aranda-Ventura et al., 2018), ademas son organismos de facil
manutencion debido a que no es necesario conservar un cultivo de forma permanente en
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laboratorio y es posible obtener comercialmente sus quistes en todas las épocas del afio;
su empleo se ha popularizado para experimentacion en ensayos bioldgicos (lbrahim,
2015) por lo que se ha propuesto su uso en bioensayos para evaluar la toxicidad de
extractos de plantas.

A traves de pruebas de toxicidad se estima perturbaciones en su morfologia,
locomocion, tasa de filtracion, reproduccion y supervivencia (Herndndez Marin, 2015).
Son organismos fundamentales para las relaciones dentro de la cadena tr
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Microalga

Se utilizaron cepas de Porphyridium cruentum, obtenida de la Coleccién de Cultivos de
Organismos Autotréficos de Trebon, en la Republica Checa. Esta fue conservada y
propagada en condiciones de laboratorio en el Cepario de la Division de Biotecnologia
Solar del Centro de Investigaciones de Energia Solar (CIES) empleando el medio
recomendado por VVonshak, pasando luego al Laboratorio de Anticuerpos y Biomodelos
Experimentales (LABEX).

3.2 Condiciones de cultivo de Porphyridium cruentum

El crecimiento de las microalgas puede estar influido por una variedad de factores tanto
fisicos como nutricionales. Los factores fisicos incluyen fundamentalmente Ila
concentracion de iones hidrégeno (pH), la temperatura, intensidad de la luz y salinidad,
mientras que los factores nutricionales comprenden la disponibilidad de carbono,
nitrégeno, fésforo, asi como otros minerales y vitaminas (Zeng & et al., 2015).

Se cultivo la microalga P. cruentum en placas Petri con el propdsito de lograr cultivos
frescos. Esto se llevd a cabo por triplicado en Erlenmeyer de 50 mL de capacidad con
10 mL de medio de cultivo. Cuando estas alcanzaron la fase de crecimiento exponencial
fueron inoculados en el medio Walnes a una concentracion celular de 8,7 x 10°
células/mL. Para la preparacion del medio de cultivo Walnes se utilizé la formulacion
descrita en la Tabla 1.

Tabla. 1 Formulacion final del medio Walnes por litro de agua de mar
Solucion VVolumen
Solucién nutriente (3) 10L
Solucién de vitaminas (2) 0,1 mL

Agua de mar filtrada 10L

Tabla. 2 Solucion de micronutrientes (1)

Reactivo Cantidad para 100 mL de agua destilada
ZnCly 2,19
CuS04.5H0 2,090
(NH4)6M07024.4H,0 09¢

CoCl2.6H20 2,049



Tabla. 3 Solucion de vitaminas (2)
Vitamina Cantidad para 100 mL de agua destilada
Vitamina B12 (Cianocobalamina) 10,0 mg
Vitamina B1 (Tiamina) 10,0 mg
Vitamina H (Biotina) 200,0 pg

Tabla. 4 Solucién nutriente (3)

Reactivo Cantidad para 1L de agua destilada
FeCls.6H.0 1,39

MnCl..4H20 0,369

H3BO3 3369

EDTA disodico 45,09
NaH2P04.2H20 20,09

NaNOs 100,0 ¢

Solucién de micronutrientes (1) 1mL

El cultivo se realiz6 por triplicado en médulos (bolsas desechables) de 50 L capacidad
con 10 L de medio de cultivo. Estos cultivos fueron sometidos a condiciones de
temperatura de 20 a 24 °C, bajo luz artificial de 300 lux, con lamparas de 40 W
(GEDEME, Suecia) dispuesto de forma lateral al modulo de cultivo. Agitacion por
burbujeo con un flujo de aire de 0,23 g-s™. Los valores de pH y salinidad se ajustaron a
7,5y 35 %, respectivamente. El cultivo se realiz6 durante 12 dias, con mediciones
diarias de Absorbancias a 545 nm (Espectrofotdmetro UV-visible PG Instruments
T60U).

Fig. 9 Cultivo de P. cruentum en condiciones de laboratorio



3.3 Recoleccion de Biomasa

Una vez que los cultivos alcanzaron la fase de estacionaria de crecimiento, la biomasa
fue recolectada. Por el método gravimétrico, se calculd en balanza analitica (Sartorius,
BS 121S, Alemania) (Swawami et al., 2008) la biomasa concentrada expresandose en g
células-L*. Diariamente se centrifugaron 25 mL de muestra del cultivo celular a 3500
rpm. La temperatura en la estufa (DHG-9146A, electrotérmica, China) fue de 105 °C
hasta lograr un peso constante.

Se filtraron 5 L de P. cruentum a través de filtros Whatman 4, separandolo del
sobrenadante. Inmediatamente después del filtrado, el paquete celular se mantuvo en
congelacién a -20 °C.

3.4 Caracterizacién taxonomica y quimica de la biomasa de P. cruentum

Se realizd la caracterizacion taxonémica de la microalga con el objetivo de garantizar su
autenticidad.

El lisado de la biomasa para romper las estructuras celulares se realizé con una solucion
de buffer acetato de sodio pH 5,5, en una proporcién de 1 g de biomasa humeda (20 %
biomasa seca) en 4 mL de buffer acetato de sodio 1 mol/L agitando, en un agitador
magnético convencional a temperaturas de laboratorio produciendo la lisis celular
mediante choque osmdtico. Luego se remueve el debris celular en una centrifuga
refrigerada (SELECTA, Espafa) a 25 °C y a una velocidad de 2 500 rpm, durante 15-25
min, obteniéndose un solido.

Se realiz6 un barrido espectrofotométrico de la biomasa obtenida para evaluar la pureza,
mediante relaciones de Absorbancia a 280, 545, 565, 620 y 650 nm en un
Espectrofotdmetro UV-visible modelo UV-2061, Marca: Rayleigh; pais, China) a 25 °C.

3.5 Obtencion del extracto acuoso de la Biomasa

La biomasa obtenida a partir de cultivos de P. cruentum fue procesado para obtener un
extracto a una concentracion de 1000 pg/mL

El extracto se obtuvo utilizando agua bidestilada como disolvente y se mantuvo a -20°C
hasta la realizacion del ensayo. Se utilizaron distintas concentraciones, (512, 256, 128,
64, 32, 16 pg/mL) tanto para el ensayo antimicrobiano como para la evaluacion
citotoxica.

3.6 Microorganismos patégenos de prueba

Para determinar la actividad antimicrobiana de la biomasa de P. cruentum, se utilizaron
microorganismos de prueba Candida albicans, Leishmania infantum MHOM/MA
(BE)/ 67, Trypanosoma rhodesiense, Trypanosoma cruzi (Tulahuen CL2, cepa S _
galactosidasa (sensible a nifurtimox), Trypanosoma brucei Squib 427 (sensible a
suramina) suministrados por el Laboratorio de Microbiologia, Parasitologia e Higiene
(LMPH) de la Universidad de Amberes, Bélgica, los cuales han mostrado poseer
diferentes mecanismos de resistencia a los antimicrobianos. Se utilizaron los farmacos
de referencia, Flucitosina, Miltefosina, Suramina, Benzinidazol, todos de Sigma-
Aldrich, EE.UU., para cada uno de los microorganismos evaluados, respectivamente. Se



utilizaron condiciones de cultivo especificas para garantizar el crecimiento satisfactorio
de levaduras y parésitos de acuerdo con los procedimientos estandar.

3.7 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de la microalga

El potencial antimicrobiano in vitro del extracto, de la biomasa se determin6 por el
método de microdilucion con resazurina (Yen et al., 2019). Este es un método
cualitativo, que se caracteriza por ser de facil estandarizacion y estd indicado para
microorganismos no exigentes y crecimiento rapido. Presenta la ventaja de ser
reproducible (Ramirez & Marin, 2009).

Esta actividad antimicrobiana in vitro se llevo a cabo frente a hongos y parasitos. Los
ensayos fueron realizados en microplacas estériles de 96 pocillos. Diez microlitros de
cada una de las muestras diluidas en agua se adicionaron a cada pocillo (5x10°
UFC/mL) y/o hongo (5x10% UFC/mL). El crecimiento microbiano fue comparado con
los pozos controles no tratados, (100% crecimiento celular) y con los pozos controles
que contienen s6lo el medio de cultivo (0% de crecimiento celular). Las placas fueron
incubadas bajo condiciones segun el microorganismo. Luego se adicionaron 20 uL de
resazurina (c(x)=50 pg/mL) por pozo, incubando nuevamente bajo las mismas
condiciones y por el tiempo requerido.

Posteriormente se determiné el porciento de crecimiento microbiano por fluorometria a
una longitud de onda de excitacion de 550 nm y de 590 nm de emision (Cos et al.,
2006) en un fluorimetro para microplacas (TECAN GENios, Alemania).

3.7.1 Leishmania infantum

Los ensayos de actividad antiprotozoaria frente a Leishmania infantum fueron
colectadas del bazo de un hamster infectado mediante tres pasos de purificacion por
centrifugacion. El ensayo fue realizado en microplacas estériles de 96 pocillos, las que
contenian 10 pL de cada una de las muestras a las concentraciones preparadas por
pocillo junto con 190 pL del indculo macrofago/parésito (3x10°/3x10°). Después de 5
dias de incubacion a 37 °C en 5% de COg, se realizé la tincion con solucion de Giemsa
al 10 % y se determind el grado de infestacion por conteo directo mediante un
microscopio. Los resultados fueron expresados como porciento de reduccion de la
infectacion comparada con los controles de pocillo no tratados.

3.7.2 Trypanosoma brucei y Trypanosoma rhodesiense

Los ensayos de actividad antiprotozoaria frente a Trypanosoma brucei y Trypanosoma
rhodesiense fueron realizados en microplacas estériles de 96 pocillos que contenian por
cada pocillo 10 pL de cada una de las muestras a las concentraciones preparadas y 190
uL de la suspension de tripomastigotes de parasitos (1,5x10* para T. brucei y 4x10° para
T. rhodensiense) (Raz B. et al., 1997). Después de tres dias de incubacion, a cada
pocillo fueron adicionados 50 pl de resazurina. Posteriormente las placas fueron
incubadas por 6 horas para T. rhodesiense y 24 horas para T. brucei, realizando la
lectura de las mismas en un fluorimetro para microplacas (TECAN GENios, Alemania)
a una longitud de onda de excitacion de 550 nm y de 590 nm de emision. Los resultados
fueron expresados como porciento de reduccién del crecimiento del parasito en
comparacion con los controles. El crecimiento del parasito fue comparado con los



pocillos controles infectados no tratados, (100% crecimiento) y con los pocillos
controles no infectados (0% de crecimiento).

3.7.3 Trypanosoma cruzi

En este ensayo fueron las formas tripomastigotes (4x10* parasitos/pocillo) fueron
sembrados junto con 10 uL de las muestras en microplacas estériles de 96 pocillos. El
crecimiento del parésito fue comparado con los pocillos controles infectados no
tratados, (100% de crecimiento) y con los pocillos controles no infectados (0% de
crecimiento) después de 7 dias de incubacion (37 °C). Posteriormente a cada pocillo fue
adicionada el sustrato clorofenol rojo-S-D-galactopirandsido (CPRG, acrénimo en
inglés) y las microplacas fueron incubadas durante otras 4 horas a 37 °C. El grado de
infestacion del paréasito fue medido espectrofotométricamente a 540 nm93.

3.8 Ensayo de citotoxicidad in vitro

Se evalud el efecto citotdxico a diferentes concentraciones (512, 256, 128, 64, 32, 16
ug/mL) del extracto de biomasa, por el método de Reduccion de Rezasurina sobre la
viabilidad celular de las lineas RAW 264.7 (macréfagos murinos, adherentes) y TPH-1
(pre-monocitos de leucemia humana en suspension). Ambas lineas celulares se
adquirieron de ATCC (American Type Culture Collection). Se us6 tamoxifeno como
control estandar. Se utilizaron condiciones de cultivo especificas para garantizar el
crecimiento satisfactorio de las lineas celulares, de acuerdo con los procedimientos
estandar.

Las mismas fueron mantenidas en atmdsfera de CO2 5% en medios DMEN (células
RAW 264.7 y TPH-1), (Gibco-BRL, EE.UU); todos enriquecidos con 10% de suero
fetal bovino, 2% de L-glutamina y D-glucosa (4,5 g/L).

Para los ensayos de citotoxicidad las células RAW 264.7 fueron sembradas en matraces
a 37°C, a 5% de COo, se retiraron con raspado celular (solo para células adherentes) y
centrifugaron a 130 xg (10 min, 4°C). Se contaron las células y se les ajusté la
concentracion de la suspension celular. Seguidamente las células (5 x 10° células) en
200 pl fueron anadidas a cada pocillo de las placas de 96 pocillos. Posteriormente se
incubaron las placas durante 24 h a 37°C en CO: al 5%. Pasado este tiempo se
centrifugaron las placas. Esta etapa de centrifugacion solo se llevé a cabo para THP-1,
(células no adherentes) 1800 rpm/10 min/RT donde se desechd suavemente el
sobrenadante. Se afiadi6 200 puL de medio fresco en las placas de 96 pocillos (las
concentraciones del extracto y el disolvente que en este caso se tratd del agua, deben
diluirse en el medio antes). Las células de control se incubaran Gnicamente con 200 pL
de medio. Se agregd 10 pL de medicamentos de referencia (Tamoxifeno), se incubaron
las placas durante 24-48 a 37°C en CO> al 5%, para luego afadir 50 pL de resazurina
(2,2 pg/mL) a cada pozo e incubar por 4 a 37°C. Se medira la fluorescencia (excitacion
a 550 nmy emision a 590 nm.

3.8.1 indice de selectividad



Se calcularon los indices de selectividad (IS) a través de la ecuacion, relacionando la
actividad antimicrobiana y la citotoxicidad. La importancia de la determinacion del
indice de selectividad radica, en que utiliza las células invasoras y las células tipo
hospedero, discerniendo asi que la accion antimicrobiana que se reporta no esta
asociada a una toxicidad celular inespecifica. Las muestras con valores de indices de
selectividad < 5 clasificaron como no selectivas, entre 5 y 10 selectivas y mayor que 10
altamente selectivas, de acuerdo a lo normado en el laboratorio de referencia y a la
literatura especializada (Chatelain E., 2015).
IS =CC 50/ CI50

Donde: IS: Indice de selectividad CC50: Concentracion citotdxica media
CI50: Concentracion inhibitoria media

3.9 Ensayo de toxicidad con Artemia salina

3.9.1 Obtencion de las larvas

Los quistes de A. salina, donados gentilmente por especialistas del Centro de
Investigaciones Pesqueras de Cuba, fueron puestos a eclosionar en un recipiente con
agua de mar esterilizada, a temperatura ambiente durante 48 h bajo régimen continuo de
luz. Después de la incubacion, se colocd una fuente de luz a un lado del recipiente para
atraer a las larvas y separarlas de los huevos adn sin eclosionar. Los crustaceos se
colectaron y trasladaron a los pozos de la placa de ensayo utilizando una pipeta Pasteur.
El nimero de larvas colectadas y afiadidas a la placa se determind utilizando un
microscopio estereoscépico.

3.9.2 Ensayo de letalidad

Se prepararon placas de 24 pozos, con 1,5 mL de agua de mar filtrada y con las
diluciones del extracto de la biomasa de P. cruentum (1000, 100, 10 y 1 pg/mL). Se
transfirieron entre 10 y 15 larvas a cada pozo durante 24 h a temperatura ambiente y
bajo régimen continuo de luz. A las 24 h de exposicion, se calculd el porcentaje de
mortalidad, considerando muertas las larvas que no exhibieron movimiento durante
varios segundos de observacion.

Cada concentracion se evalud por triplicado. La concentracion letal media (CLso) se
calculé mediante interpolacion lineal de los valores del porcentaje de mortalidad, para
cada concentracion, en cada experimento.

El grado de toxicidad del extracto se definio en funcion del rango en que se encontraron
los valores de CLso de acuerdo con las categorias siguientes: extremadamente toxico
(CLso< 10 pg/mL), muy toxico (10< CLsg <100), moderadamente toxico (100< CLsg <1
000) y no téxico (CLsp> 1 000 pg/mL).

El método de la prueba de toxicidad estd disefiado segin las buenas practicas de
laboratorio establecidas para este tipo de ensayo, la prueba fue desarrollada segun los
métodos descritos por (Gonzélez-Lozano et al., 2010, Arencibia-Carballo et al., 2010) y
la norma regulatoria mexicana NMX-AA-110-1995-SCFI (1996), adaptada a las
condiciones de laboratorio del Centro de Investigaciones Pesqueras (CIP), de Cuba.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

La busqueda de nuevos compuestos activos derivados de fuentes naturales con potencial
farmacologico ha aumentado en los Gltimos afios. En este sentido existe un mayor
numero de investigaciones con el fin de aislar sustancias que puedan combatir una gran
variedad de enfermedades y que sirvan como base para la sintesis de nuevos farmacos.
Dentro de las fuentes naturales mas estudiadas se encuentran las algas y microalgas,
siendo nichos de sustancias con actividad bioldgica verdaderamente ain inexplorados.
Considerando lo antes expuesto, el presente trabajo explora el potencial antimicrobiano
de la microalga P. cruentum y su efecto sobre diferentes cepas de microorganismos
patogenos, asi como en el impacto sobre la viabilidad celular de leucocitos humanos y
murinos, y mediante la utilizacion de un modelo in vitro que permita explorar su no
toxicidad, como es el sistema de estudio con Artemia salina.

4.1 Cultivo de Porphyridium cruentum

En primer lugar se procedié al cultivo de la microalga Porphyridium cruentum, el cual
se llevd a cabo utilizando un fotobiorreactor. El fotobiorreactor es considerado el
corazon de todo proceso biotecnoldgico, ya que es donde se lleva a cabo el crecimiento
celular, acompafado de los nutrientes especificos de cada especie. Su operacion debera
garantizar la maxima transformacion, por lo que su funcionamiento es de vital
importancia en la rentabilidad de bioprocesos.

El comportamiento del cultivo de P. cruentum en el medio de cultivo Walnes, fue
observado durante 12 dias con mediciones diarias de Absorbancia a 545 nm, estos
valores se muestran en la Tabla.4. Los datos obtenidos durante este tiempo fueron
promediados y graficados para evaluar la curva de crecimiento de la microalga en
estudio (Figura 10).

Tabla. 4 Valores de Absorbancia en medio Walnes.

Dias

Sistemas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1
2
3

0,143 0,167 0,177 0,178 0,214 0,376 0,492 0,565 0,561 0,568 0,589
0,100 0,172 0,181 0,213 0,222 0,302 0,420 0,489 0,527 0,545 0,548
0,080 0,100 0,118 0,164 0,237 0,313 0,516 0,542 0,501 0,523 0,586

La adaptacion al medio de cultivo no se comporté de manera rapida durante los
primeros cuatro dias, su crecimiento fue lento lo cual no es muy beneficioso, pues esta
adaptacion debe ser alrededor de las 48 horas de iniciado el cultivo.

La fase de crecimiento exponencial o aceleracion positiva comenzo a observarse al
quinto dia de cultivada la microalga, donde se observé un resultado importante, ya que
evidencia un crecimiento celular con respecto a los niveles de produccion al comienzo
de los cultivos. Si se toma en cuenta que el conteo celular o la medicion de Absorbancia
son medidas de la produccion de biomasa microalgal, podemos decir que a los cinco
dias los cultivos muestran un buen rendimiento. Esta fase fue solo de cuatro dias lo cual
desde el punto de vista productivo no es favorable; pues lo que se requiere es que las
células alcancen la densidad maxima en un corto periodo de tiempo, siendo este uno de
los principales requerimientos para apoyar el desarrollo de la industria de las
microalgas, donde el cultivo de estas debe ser eficiente a gran escala. La tecnologia del
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cultivo esta relacionada tanto con el disefio y configuracion de los sistemas de cultivo
abiertos o cerrados, asi como con las condiciones operativas que conducen al equilibrio
entre el crecimiento optimo de las microalgas y la productividad.
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Fig. 10 Curva de crecimiento de Porphyridium cruentum en medio Walnes.

La etapa de crecimiento estacionario comenzo a partir del dia ocho de iniciado el cultivo
con una pequefia desaceleracion en su crecimiento, que pudiera deberse al suministro de
aire ya que el crecimiento de la microalga se comporta proporcionalmente a este, ya que
los cultivos alcanzan densidades superiores a medida que este aumenta. Esta fase es de
vital importancia en el cultivo de las microalgas, debido a que es el periodo donde se
alcanza la méxima velocidad de crecimiento.

La adaptacion de la microalga a un medio de cultivo artificial sugiere un proceso de
desarrollo de investigacion que establezca las condiciones Optimas para el desarrollo
microalgal. Investigaciones a escala de laboratorio se han realizado en LABEX sobre el
proceso de cultivo de esta microalga: crecimiento de P. cruentum bajo determinadas
condiciones con diferentes medios de cultivo, velocidades de agitacion y empleando
agentes aceleradores del crecimiento como la zeolita y el campo magnético.

Con la utilizacion de bolsas desechables de 10 L el proceso de cultivo presentd algunos
inconvenientes principalmente con la agitacion, la alimentacién al sistema del aire
enriquecido con CO. y con la adherencia de las células a las paredes de las bolsas
desechables, imposibilitando el apropiado crecimiento celular.

La recoleccion de microalgas o cosecha es una de las etapas claves del proceso. El éxito
de esta etapa depende de varios factores entre ellos el tipo de microalga, el proceso
productivo, la presencia de contaminantes, la velocidad de produccion, entre otros
factores, La biomasa es un producto que debe tratarse con rapidez para evitar su
deterioro (Cervantes et al., 2020).

4.2 Caracterizacion de Porphyridium cruentum

4.2.1 Taxonomica

Considerando que la microalga presenta forma esférica, carece de pared celular
organizada, las células de P. cruentum estan encapsuladas en un complejo de
polisacaridos sulfatados, teniendo en cuenta estos factores se realiz6 una caracterizacion
taxondmica, donde se concluyé la autenticidad de la P. cruentum, donde su nombre
correcto es P. purpureum (Anexo 1).
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4.2.2 Quimica

La microalga Porphyridium cruentum ha demostrado ser eficiente en la produccion de
B-ficoeritrina, ya que se ha encontrado que esta especie produce grandes cantidades de
esta proteina (Herndndez mireles, 2006), por lo que llevar a cabo un barrido
espectrofotométrico nos puede indicar la presencia de este compuesto quimico en la
microalga, ademas de otros métodos que nos pueden indicar con exactitud la
composicion quimica de Porphyridium cruentum. El barrido de las muestras de biomasa
lisadas, obtenidas mediante la relacion de absorbancias a estas longitudes de onda,
(545nm /280nm), se obtuvo una pureza promedio de 4,7 lo cual estd en correspondencia
con lo reportado en la literatura (Hemlata et al., 2018). En la figura 11 se muestra la
curva de barrido obtenida.
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Fig. 11 Barrido espectrofotométrico biomasa de Porphyridium cruentum lisada.

Se observo la presencia de bandas que corresponden con las subunidades oy B, y a
través de la relacion de Absorbancia 545/280 > 4, se evidencia la presencia de las
subunidades proteicas. Esta relacion de pureza es un indicador de que puede ser
utilizada como grado analitico (Rito-Palomares et al., 2001). Sobre la base del espectro
se puede observar la presencia de ficoeritrinas con un maximo a una longitud de onda
de 545 nm, y un hombro a 495 nm, lo cual corresponde a la B- ficoeritrina,
demostrando la presencia de esta ficobiliproteina en la biomasa utilizada.

4.3 Evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro

Actualmente existe una alarmante preocupacion frente al exponencial crecimiento de la
resistencia antimicrobiana, frente a numerosos patdgenos que afectan a la humanidad.
La organizacion mundial de la salud, en el 2014, ya sefial6 que nos dirigimos hacia la
era post-antibidtica ante la alarmante resistencia a los antibiéticos (WHO, 2014).
Muchos son los intentos desde diferentes campos para combatir esta resistencia. Uno de
éstos, es el uso de fuentes naturales para la obtencion de nuevos antibioticos eficaces
contra microorganismos resistentes. La microalga P. cruentum ha recibido un especial
interés, por sus propiedades antioxidantes, anticancerigenas, antimicrobianas, ademas de
inhibir el crecimiento de diferentes cepas de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, levaduras y hongos (Abed et al., 2009). A partir de esta informacion se
evalud la actividad antimicrobiana in vitro frente a hongos y parasitos. Atendiendo a
que el uso excesivo e indiscriminado de los antibioticos, provoca la resistencia de
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numerosos patdgenos a estos, actualmente se intensifica la budsqueda de nuevos
candidatos derivados de fuentes naturales.

4.3.1 Obtencion del extracto

Se realiz6 una ruptura y lisis de la biomasa, mezclando la misma con buffer acetato de
sodio pH 5,5, en una proporcién de 1g de biomasa humeda (20 % biomasa seca) en 4
mL de buffer acetato de sodio 1 mol/L agitando, en un agitador magnético convencional
(Polymix, Suecia) durante 50 minutos a 2,0 W de potencia, a temperatura de
laboratorio, produciendo la lisis celular mediante choque osmético. Luego se remueve
el debris celular en una centrifuga refrigerada (SELECTA, Espafia) a 25 °C y a una
velocidad de 2 500 rpm, durante 15-25 min, obteniéndose un solido que se desecha y un
sobrenadante que se filtr6 posteriormente a través de un filtro con un didmetro de poro
de 1,2 um obteniéndose un extracto acuoso de la biomasa de P. cruentum.

4.3.2 Actividad antiparasitaria

Dentro de los microorganismos con mayor incidencia en las infecciones que afectan los
seres humanos se encuentran los hongos y los parésitos, los cuales al ser agentes
intracelulares, dificultan su erradicacion a través de los mecanismos inmunitarios y
también por la accién de compuestos quimioterapéuticos.

Las infecciones ocasionadas por parasitos, hoy en dia constituyen un problema serio en
los sistemas de salud de numerosos paises. Dentro de estas infecciones la Leishmaniasis
(causada por Leishmania spp.), la enfermedad de Chagas (causada por T. cruzi) y la
enfermedad del suefio africano (causada por T. brucei y T. rhodensis) presentan una alta
morbimortalidad en regiones tropicales y subtropicales de América, Africa y Asia, y son
clasificadas por la OMS como enfermedades negligenciadas o desatendidas. De ahi que
la busqueda de productos naturales como alternativa de tratamiento ha motivado el
interés de la comunidad cientifica.

En la presente investigacion se evalud la actividad antiprotozoaria del extracto de la
biomasa de P. cruentum, frente a las formas amastigotes (intracelular) de L. infantum y
T. cruzi y las formas tripomastigotes (extracelular) de T. brucei y T. rhodensis.

Tabla 2. Actividad antimicrobiana de la biomasa Porphyridium cruentum

Muestra Actividad(1C50ug/mL)

Candidaal Leishmania Trypanosoma Trypanosoma  Trypanosoma
bicans infantum rhodesiense cruzi brucei

Biomasa >32 4.06+0.12 1.01+0.03 1.06%0.03 0.82+0.02
microalga

Compuestos de referencia: ICso (UM): Benznidazol, 1.66 (T. cruzi); Miltefosina, 4.54 (L. inf.);
Suramina, 0.05 (T. brucei.); Suramina, 0.06 (T. rhod.); Flucytosine, 0.53 (C.albicans).

La biomasa de P. cruentum mostré buenos valores de actividad sobre los parésitos del
género Trypanosoma: T. brucei, T. rhodesiensis y T. cruzi. La forma tripomastigote de
T. brucei fue la mas sensible frente al extracto total seguida por amastigotes de T.
rhodensis y tripomastigotes de T. cruzi. Las formas amastigotes de L. infantum fueron
también sensible al extracto con un Clso = 16,23 pg/mL.

31



En el caso del estudio frente a L. infantum, los resultados muestran un marcado efecto
inhibitorio, pero por debajo de lo exhibido contra el género Trypanosoma, lo que denota
una mayor sensibilidad por estos parasitos frente a componentes presentes en la biomasa
de la microalga.

En el caso del efecto observado frente a la levadura C. albicans, uno de los patdgenos
responsables en la aparicion de cuadros clinicos de candidiasis en humanos. Estas
infecciones en ocasiones de dificil control, resultan comunes en el adulto mayor, en
pacientes hospitalizados y en personas inmunodeprimidas. En la actualidad su
tratamiento se complejiza debido a la aparicion de resistencia a las alternativas
terapéuticas, por lo que la basqueda de nuevos productos naturales resultan de interés de
la comunidad cientifica. Los exopolisacaridos presentes en P. cruentum muestran un
gran potencial para lidiar con las biopeliculas provocadas por Candida albicans (Aqil
F. et al., 2010). El estudio demostré que la microalga posee actividad frente a este
hongo, aunque en valores superiores al grupo control (Tabla 2).

Los resultados alcanzados en el estudio sugieren que metabolitos activos presentes en la
biomasa de Porphyridium cruentum son activos frente a patdgenos intracelulares.
Tantos los hongos como los parasitos son microorganismos dificiles de erradicar por el
sistema inmune, ya que desarrollan diversos mecanismos de evasion a las respuestas
inmunitarias que ayudan a la persistencia de estas infecciones y las complicaciones
clinicas (Abbas et al., 2012).

4.3.3 Efecto sobre la viabilidad celular

Los ensayos de citotoxicidad y viabilidad celular en cultivos celulares se utilizan en
diversas investigaciones para evaluar la citotoxicidad o la inhibicién del crecimiento de
células normales y tumorales durante el desarrollo de productos de interés
farmacoldgico. Estos ensayos tienen la ventaja de analizar un gran nimero de muestras,
ser rapidos, a un costo reducido, potencial de automatizacion y ademas el uso de células
humanas pueden ser mas relevantes que las pruebas en animales in vivo (Aslantirk,
2018).

La determinacién de la citotoxicidad sobre células hospederas es un criterio
determinante para estimar la selectividad de la actividad farmacoldgica objeto de
estudio. Diferentes lineas celulares son empleadas en funcion de la actividad a evaluar,
el microorganismo, la sensibilidad y caracteristicas especificas de cada linea.

Los macrofagos desarrollan la principal respuesta inmune frente a parasitos
intracelulares, (Giudice A. et al., 2007; Weinkopff T. et al., 2013). Los mecanismos
fagociticos dependiente (especies reactivas del oxigeno y nitrégeno) e independiente del
oxigeno (enzimas lisosomales) favorecen la eliminacion de estos microorganismos
(Montiel y Diaz, 2002; Stempin y Cerban, 2007) .Sin embargo, algunos parasitos
desarrollan mecanismos para evadir la respuesta defensivas de estas células y
sobreviven en el interior del macréfago, derivando en la cronicidad de la infeccion y
dificultades para su eliminacion por agentes antimicrobianos. De ahi la importancia que
los agentes antiparasitarios sean capaces de eliminar los parésitos sin afectar la
viabilidad celular de estas poblaciones de monocitos-macréfagos

En tal sentido, se realizo en forma paralela el ensayo de viabilidad celular utilizando dos
lineas de leucocitos, la linea celular de macr6fagos murinos RAW 264.7 y la linea
monocitica humana THP-1. El estudio demostr6 que la biomasa de la microalga P.
cruentum no afecto la viabilidad celular de estas células (CCsp>512 pg/mL), siendo
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entonces selectiva frente a los parasitos seleccionados. En las siguientes figuras se
muestra el efecto de la biomasa sobre estas lineas celulares.

Los polisacaridos presentes en la microalga pudieran sugerir que estos compuestos
incrementan la actividad fagocitica y de secrecion de otros mediadores en los
macrofagos, especificamente la induccién o la liberacion de citoquinas pro-
inflamatorias (Abdala-Diaz et al., 2010). Ademas, estos polisacéridos activos han
demostrado también poseer actividad anti-proliferativa en varias lineas de células
cancerigenas humanas (Berge JP., 2002) sin embargo estudios méas profundos en
modelos in vivo son necesarios para corroborar estos resultados.
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Fig. 12 Efecto de la biomasa de P. cruentum sobre la viabilidad celular de la linea
celular THP-1
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Fig. 13 Efecto de la biomasa de P. cruentum sobre la viabilidad celular de macr6fagos
murinos RAW 264.7

4.3.4 Ensayo de toxicidad con Artemia Salina de la biomasa de Porphyridium
cruentum

Adicionalmente, se tuvo en cuenta el efecto de la biomasa de Porphyridium cruentum
sobre la viabilidad de Artemia salina como un ensayo indirecto de evaluacion de la
toxicidad de los compuestos activos presentes en la microalga. Las larvas de Artemia
salina han sido utilizadas como un bioensayo en diferentes investigaciones y los
resultados en la determinacion de la CLso han sido publicados tanto para una serie de
toxinas animales, productos naturales y quimicos conocidos, como aquellos derivados
de las microalgas (Carballo et al., 2002, Otieno et al., 2021).
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El ensayo de letalidad de larvas de A. salina ha sido utilizado con eficiencia para
detectar componentes con accion citotoxica (Mackeen MM. et al.,, 2000) y ha
demostrado buena correlacion al evaluar extractos de plantas con otras actividades
bioldgicas o con la presencia de determinados componentes quimicos. Estos hallazgos
refuerzan la importancia de la utilizacion de este ensayo como prueba alternativa de
toxicidad, donde reportan una clasificacion de la toxicidad segun el valor de la CLso del
extracto. Aunque estas clasificaciones poseen variaciones entre si, todas coinciden en
agrupar los extractos con CLsg inferiores a 100 pg/mL en las categorias de mayor
toxicidad, mientras, los que muestran valores superiores a 1000 ug/mL se clasifican
como no téxicos (Valdés-lglesias et al., 2003).

Todos los pardmetros medidos en el bioensayo se comportaron dentro de los rangos
establecidos para este tipo de estudio. EI pH se mantuvo en el rango de 7-8 y la
temperatura se mantuvo entre 27-29 °C.

En los resultados de los bioensayos con Artemia salina se pudo observar la presencia de
mortalidad significativa de los nauplios a la concentracion de 100 y 1000 pg/mL. En la
Figura 14 se observa el comportamiento de la mortalidad.
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Fig.14 Comportamiento de Artemia salina frente al extracto de la biomasa de
Porphyridium cruentum.

Segun el criterio de toxicidad mencionado anteriormente podemos sefialar que la
biomasa a esas concentraciones es moderadamente toxica, frente a los crustaceos de
Artemia salina.

34



CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

Al finalizar este trabajo y bajo las condiciones en la que se desarroll6 el mismo se
concluyo que:

1. Labiomasa de Porphyridium cruentum mostr6 buenos valores de actividad sobre
todo frente a parasitos del género Trypanosoma: T. brucei, T. rhodesiensis y T.
cruzi. En el caso del estudio frente a L. infantum, los resultados muestran un
marcado efecto inhibitorio, pero por debajo de lo exhibido contra el género
Trypanosoma, lo que denota una mayor sensibilidad por estos parasitos frente a
componentes presentes en la biomasa de la microalga.

2. El estudio demostrd que la biomasa de la microalga Porphyridium cruentum no
afectd la viabilidad celular de la linea celular de macréfagos murinos RAW
264.7 y la linea monocitica humana THP-1 (CCs0>512 pg/mL), siendo entonces
selectiva frente a los parasitos seleccionados.

3. La biomasa de Porphyridium cruentum a esas concentraciones es

moderadamente
téxica, frente a los crustaceos de Artemia Salina .
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RECOMENDACIONES

1. Continuar trabajando en la optimizacion del proceso de obtencion de biomasa de
Porphyridium cruentum.

2. Realizar una caracterizacion bioquimica de la biomasa de Porphyridium
cruentum.
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ABREVIATURAS



ABREVIATURAS

IAAS. . Infecciones Asociadas a la Atencion en Salud
AND.. ..o Acido Desoxirribonucleico

FBP oo Ficobiliproteinas

ARN.....ooiviiirieeee e Acido ribonucleico
RMNL.ooiiiiiee e Resonancia Magnética Nuclear
ESI-MS.... e, Espectrometria de Masas

PBR . Fotobioreactores

OMS. .., Organizacién Mundial de Salud
CIES.....ooi i, Centro de Investigaciones de Energia Solar
UFC. ., Unidad Formadoras de Colonias

ATCC...o e American Type Culture Collection
DMEN......cooii .Medio Eagle Modificado de Dulbecco
USD..iiii Dolar estadounidense

RAM. ... Resistencia antimicrobiana

ESI-MS. .. Espectrometria de Masas

LABEX. .. ..o, Laboratorio de Anticuerpos y Biomodelos
Experimentales

IS, indice de selectividad

CIP . Centro de Investigaciones Pesqueras
LED..oii Diodo Emisor de luz (light-emitting diode)
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Cliente: Laboratorio de Anticuerpos y Biomodelos Experimentales.
Cenfro de Inmunologia Molecular.

Confeccionado por: Dr. Augusto Abilio Comas Gonzdlez, Divisibn de
Gestion Ambiental, Centfro de Estudios Ambientales de Cienfuegos,
CITMA.

Introduccion:

Dada la importancia biotecnolégica de las especies del género
Pomphyridium NAGELI 1849 (Bangiales, Rhodophyceae, Rhodophyta), el
Cliente solicitd nuestros servicios para la identificacidon de una cepa
determinada como P. cruentum (GRAY) N&G., para lo cual entregd los
materiales de acuerdo con las especificaciones requeridas.

Metodologia:

El material facilitado por el Cliente consistia en seis frascos, cuatro
contenian el cultivo vivo (uno sobre agar y tres en suspension). Los ofros
dos frascos eran muestras liquidas. Antes de su estudio, las muestras se
mantuvieron cubiertas con papel de aluminio dentro de un refrigerador
(aprox. 4°C).

La observacién y estudio se realizd en las muestras de cultivo en
suspensidn en un microscopio Laborlux, Leica-Leitz. Para las mediciones
se usd una escala micrométrica calibrada con una platina Carl Zeiss de
0.01 mm para los distintos objetivos utilizados (40 y 100X). Se obtuvieron
microfotos con una camara digital Samsung, provisoriamente acoplada
al microscopio.

Desanvllo:

Observacion de los cultivos.- A simple vista se aprecié la composicidon
mucosa Yy la coloracion rojo pUrpura, tipicos de los cultivos de
Pomphyridium purpureum (ofras especies del género presentan una
coloracién diferente).

Las observaciones al microscopio confirmaron la identidad de P.
purpureum (BORY) DREW et ROSS (= P. cruentum (GRAY) NAG.),
teniendo en cuenta los caracteres siguientes:



Colonias mucilaginosas foormadas basicamente por subgrupos de pocas
células que dado a las condiciones de cultivo se extendian de manera
" difusa; células esferoidales hasta esféricas de 5,3-(7,5)-12,8 pm de
didmetro de color rojo purpura o jo pardo, a veces gris plateado en
los bordes extemos de los cromoplastidios, cada célula o grupos de
células rodeadas de un amplio mucilago. Cromoplastidio axial, que por
las condiciones de cultivo puede extenderse hasta los margenes
intemos de las células, po leve o conspicuamente lobulado hacia esos
margenes, con un pirenoide central, a veces poco visible. (Figs. 1-5)

En los cullivos aparece como contaminante Chlorella vulgaris BEIJ.
(Chlorellales, Trebouxiophyceae)(Figs.6-7).

Conclusiones:

Esta especie era conocida como P. cruentum (GRAY) NAG. 1849; pero
de acuerdo con DREW & ROSS (1965) y STARMACH (1977) el nombre
correcto es Pomhyridium pumpureum (BORY) DREW et ROSS 1965
(Bangiales, Rhodophyceae, Rhodophyta).

De acuerdo con el Cliente, la cepa procede de la Coleccion de
Organismos Autotrdficos de Trebori, RepuUblica Checa. En  esta
coleccién (LUKAVSKY et al., 1992) aparecen dos cepas:

1- No.415- VISCHER 1925/107. Loc. Desconocida (determinada como
P. cruentum).

2- No. 416- PRINGSHEIM/GOTT. 1380-1e. Loc.: Holanda, Amsterdam
(determinada como P. purpureum y presente también en las
Colecciones SAUG 1380-1le y UTEX 637 (en esta Ulfima sub
Pomhyridium sp.)..
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Figs. 1-7: 1-5) Porphyridium purpureum; é-7) C hlorella vulgaris. Barra= 10um.



