
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

La investigación reportada en esta tesis es parte de los programas de investigación del 

CICESE (Centro de Investigación Científica y de Educación Superior de Ensenada, Baja 

California). 

 

La investigación fue financiada por el CONACYT (Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología). 

 

Todo el material contenido en esta tesis está protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). El uso de imágenes, fragmentos de 

videos, y demás material que sea objeto de protección de los derechos de autor, será 

exclusivamente para fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la 

obtuvo mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, reproducción, 

edición o modificación, será perseguido y sancionado por el respectivo o titular de los 

Derechos Autor.    

 
CICESE@ 2022. Todos los derechos reservados 



Centro de Investigación Científica y de Educación 
Superior de Ensenada, Baja California 

 
 

 
 
 
 

Maestría en Ciencias 
en Acuicultura  

 
 

Actividad del exopolisacárido sulfatado producido por la 
microalga Porphyridium cruentum sobre las bacterias Vibrio 

harveyi y Escherichia coli 
 
 

Tesis 
para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de 

Maestro en Ciencias 
 

Presenta:  
 
 
 

Ramiro Hernández García 
 
 
 
 

Ensenada, Baja California, México 
2022



Tesis defendida por 

Ramiro Hernández García 
 

y aprobada por el siguiente Comité 
 
 

  
 

 
 

 
 

                   

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Copyright © 2022, Todos los Derechos Reservados, CICESE 
Prohibida su reproducción parcial o total sin la autorización por escrito del CICESE 

  

Dra. Beatriz Cordero Esquivel 
Codirectora de tesis 

 Dr. Jorge Abelardo Cáceres Martínez 
Codirector de tesis 

 
 
 

 Dr. Roberto Cruz Flores  
 

 Dr. Misael Rosales Leija  
 

 Dra. Elizabeth Ponce Rivas 
 

 Dr. Samuel Sánchez Serrano  
 

Dr. Roberto Cruz Flores 
Coordinador del Posgrado en acuicultura 

 

 

 

 

Dr. Pedro Negrete Regagnon 
Director de Estudios de Posgrado 



ii 

Resumen de la tesis que presenta Ramiro Hernández García como requisito parcial para la obtención 
del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.  
 
Actividad del exopolisacárido sulfatado producido por la microalga Porphyridium cruentum sobre 

las bacterias Vibrio harveyi y Escherichia coli 
 
Resumen aprobado por: 
 
 

Dra. Beatriz Cordero Esquivel 
Codirectora de tesis 

 Dr. Jorge Abelardo Cáceres Martínez 
Codirector de tesis 

     

La acuicultura es una actividad enfocada a la producción de alimentos que ha mantenido un 
crecimiento constante en las últimas décadas. Sin embargo, esta actividad se ha visto afectada por 
brotes de enfermedades infecciosas que merman su producción. La bacteria Vibrio harveyi es uno de 
los agentes infecciosos que más ha afectado a esta actividad, y como es ya sabido, el uso de antibióticos 
es cada vez más cuestionado, ya que su mal uso favorece la resistencia bacteriana. En el presente 
trabajo se estudió la aplicación del exopolisacárido sulfatado (EPS) producido por la microalga 
Porphyridium cruentum, para el posible control de la bacteria V. harveyi. Para tal efecto, se realizó un 
cultivo de P. cruentum y se llevaron a cabo extracciones de EPS de las distintas fases de crecimiento 
del alga. El EPS colectado fue preparado en concentraciones de 0.05, 0.1 y 0.2 mg ml-1 para las pruebas 
de actividad antimicrobiana. Se realizaron cultivos de las bacterias V. harveyi y Escherichia coli (bacteria 
modelo) y de estas se obtuvieron concentraciones de 1.5x108 UFC ml-1 de las fases de crecimiento 
exponencial (FCE) que fueron inoculadas en medio Mueller Hinton para realizar las pruebas de 
sensibilidad. Los resultados indican que el EPS no generó inhibición en ninguna de las especies 
bacterianas en las concentraciones ensayadas. Las causas por las cuales se observaron estos resultados 
pueden deberse a que el EPS no presenta las propiedades bioquímicas necesarias para generar una 
inhibición de crecimiento en ambas bacterias o que algún problema metodológico impidió corroborar 
dicho efecto. Además, no hay diferencia estadística en la producción de EPS (promedio: 2.84 ± 0.14 mg 
ml-1) en las distintas fases de crecimiento; sin embargo, el contenido de azucares de glucosa, xilosa y 
galactosa del EPS aumentó en la FCE, esto indica que el contenido de estos azucares está relacionado 
a la fase de crecimiento de P. cruentum. Adicionalmente, se obtuvo que el EPS no presenta una 
diferencia estadística en contenido de sulfatos, Así que, el contenido de sulfatos no depende de la fase 
de crecimiento en la que se encuentre el alga, ni del contenido de los azúcares. 

. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palabras clave: Porphyridium cruentum, polisacárido, Vibrio harveyi, E. coli   
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Abstract of the thesis presented by Ramiro Hernández García as a partial requirement to obtain the 
Master of Science degree in Aquaculture. 
 

Activity of the exopolysaccharide produced by the microalgae Porphyridium cruentum on the 
bacteria Vibrio harveyi and Escherichia coli 

 
Abstract approved by: 
 
 

Dra. Beatriz Cordero Esquivel 
Codirector of thesis 

 Dr. Jorge Abelardo Cáceres Martínez 
Codirector of thesis 

 

Aquaculture is an activity focused on food production that has maintained a constant growth in recent 
decades. However, this activity has been affected by outbreaks of infectious diseases that reduce its 
production. The bacterium Vibrio harveyi is one of the infectious agents that has most affected this 
activity, and as is already known, the use of antibiotics is increasingly questioned, since its misuse 
favors bacterial resistance. In the present work, the application of the sulfated exopolysaccharide (EPS) 
produced by the microalgae Porphyridium cruentum was studied, for the possible control of the 
bacterium V. harveyi. For this purpose, a culture of P. cruentum was carried out and EPS extractions 
were carried out from the different phases of algae growth. The collected EPS was prepared in 
concentrations of 0.05, 0.1 and 0.2 mg ml-1 for antimicrobial activity testing. Cultures of the bacteria 
V. harveyi and Escherichia coli (model bacteria) were carried out and from these concentrations of 
1.5x108 CFU ml-1 of the exponential growth phases were obtained and inoculated in Mueller Hinton 
medium to perform the sensitivity tests. The results indicate that EPS did not generate inhibition in 
any of the bacterial species at the concentrations tested. The reasons why these results were observed 
may be due to the fact that EPS does not have the biochemical properties necessary to generate a 
growth inhibition in both bacteria or that some methodological problem prevented corroborating this 
effect. In addition, there is no statistical difference in EPS production (average: 2.84 ± 0.14 mg ml-1) in 
the different growth phases; however, the sugar content of glucose, xylose and galactose of EPS 
increased in exponential growth phases, this indicates that the content of these sugars is related to 
the growth phase of P. cruentum. Additionally, it was obtained that the EPS does not present a 
statistical difference in sulfate content, so the sulfate content does not depend on the growth phase 
in which the algae is located, nor on the content of the sugars. 
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Capítulo 1.  Introducción 

La acuicultura es una actividad enfocada a la producción de especies acuáticas, se considera que ésta 

tendrá un papel de gran importancia en los próximos 30 años, ya que como lo indican datos de la FAO, la 

acuicultura aportó el 46 % de 179 millones de toneladas de pescado obtenidas a nivel mundial en el 2018, 

mientras que el 54 % fue aportado por la captura. Así mismo, la pesca se ha mantenido estable desde 

principios de los años 90 hasta la actualidad, con una fluctuación de captura de que va de los 86 a los 93 

millones de toneladas de pescado y una captura histórica de 96 millones de toneladas en 2018. En 

contraste, la acuicultura ha venido aumentado su producción anual con una tasa promedio de 5.3% desde 

los años 2000 y su aporte para ese año fue del 27.5 % de 86 millones de toneladas de pescado. La 

acuicultura aumentó la producción de pescado desde el año 2000 a 2018 de 23.5 millones de toneladas a 

81 millones de toneladas. Sin embargo, la población mundial se encuentra cerca de los 10,000 millones de 

personas, lo que ha ocasionado que la demanda de alimento siga en aumento. Con el incremento de la 

producción Acuícola se ha presentado también el incremento en la incidencia de problemas sanitarios, 

relacionados con agentes infecciosos, siendo las infecciones bacterianas las de mayor presencia en los 

cultivos (FAO, 2020).  

El medio ambiente acuático es propicio para proliferación de bacterias y algunas de ellas pueden ser 

patógenas. Independientemente del tipo de hospedador, estos agentes infecciosos pueden alcanzar 

grandes densidades que afectan a los animales al su alrededor (Defoirdt et al., 2011). Desde sus inicios la 

acuicultura se ha visto mermada por eventos de enfermedades infecciosas que ponen en riesgo la 

sustentabilidad de esta actividad. Particularmente, las enfermedades de origen bacteriano son las más 

reportadas en el cultivo de organismos acuáticos (Verschuere et al., 2000; Erkinharju et al., 2021). Por otra 

parte, se ha postulado que podría existir un incremento en los brotes de infecciones bacterianas en los 

cultivos de organismos acuáticos debido al incremento gradual de la temperatura causado por el 

calentamiento global.  

Se han reportado al menos 13 géneros de bacterias patógenas para animales acuáticos; Aeromonas, 

Edwardsiella, Flavobacterium, Francisella, Photobacterium, Piscirickettsia, Pseudomonas, Tenacibaculum, 

Yersinia, Lactococcus, Renibacterium, Streptococcus y Vibrio. Entre las estrategias que se han establecido 

para evitar las enfermedades por bacterias están las medidas de bioseguridad que consisten en prácticas 

que minimizan el riesgo de introducir una enfermedad infecciosa a una instalación acuícola, tales como:  

la buena higiene del personal del granja,  la cuarentena de organismos y la desinfección para optimizar la 
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calidad del agua, reducir la densidad de cultivo, dar alimento de buena calidad, mejoramiento genético de 

reproductores para la resistencia a enfermedades; sin embargo, en algunas ocasiones, estas bacterias 

pueden traspasar las medidas preventivas de bioseguridad adoptadas por la unidad acuícola  y por 

consiguiente, se ha recurrido al uso de antibióticos (Pridgeon y Klesius, 2012; Yanong y Erlacher-Reid, 

2012). Además, las bacterias no solo traen consigo efectos negativos en los cultivos de organismos 

acuáticos, sino que también traen una problemática de interés mundial que es la resistencia bacteriana 

por el mal uso de antibióticos y que puede afectar a la salud del ser humano (Verschuere et al., 2000; 

Reverter et al., 2020). 

La producción animal para consumo humano utiliza los antibióticos no solo para erradicar una enfermedad 

bacteriana, sino también como medidas profilácticas (Barattini, 2012; WHO, 2017). Sin embargo, la 

problemática respecto a su uso es de interés mundial, puesto que las bacterias pueden generar resistencia 

a los antibióticos haciendo que estos sean cada vez menos efectivos y en consecuencia pueden generar 

un daño colateral en la salud humana (Santiago et al., 2009; Vignesh et al., 2011; OIE, 2016; WHO, 2017). 

Por tal motivo, organizaciones como la FDA (Food and Drug Administration), WHO (World Healt 

Organization) y la OIE (Oficina Internacional de Epizootias) informan constantemente sobre esta gran 

problemática y regulan el uso y aprobación de estos.  

Los antibióticos son un subgrupo de los antimicrobianos (moléculas naturales o sintéticas para inhibir el 

crecimiento de microorganismos) ampliamente utilizados para controlar el crecimiento bacteriano (Seija 

y Vignoli, 2006). Sin embargo, por su efecto negativo derivado de la utilización excesiva, desde años 

anteriores se ha venido prohibiendo y regulando su uso: en 1969, el Reino Unido prohibió el uso de 

antibióticos de medicina humana con el fin de promover el crecimiento animal, posteriormente en 1997, 

la Unión Europea prohíbe el uso de avorpacin como promotor del crecimiento en animales y Estados 

Unidos Prohíbe el uso el uso de fluoroquinolonas y glicopéptidos en producción animal, en 2012 la OIE y 

la OMS recomiendan evitar el uso de antibióticos de uso en medicina humana con fines de controlar las 

enfermedades bacterianas en la producción animal (WHO, 2017).  

Sin embargo, para el tratamiento de las enfermedades en animales, la Agencia Europea de Medicamentos 

(EMA) sugiere seguir las indicaciones de calcificación de antibióticos AMEG (Antimicrobial Advice Ad Hoc 

Expert Group), en donde los antibióticos son clasificados en cuatro categorías: A, B, C y D. Los antibióticos 

de clasificación A, nunca deberán ser usados en la producción animal con fines de alimentación humana, 

mientras que los de clasificación B pueden ser utilizados condicionados a que la enfermedad en cuestión 

no pueda ser tratada con medicamentos de clasificación C y D. Así mismo, los medicamentos de 
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clasificación C pueden ser utilizados en la producción animal siempre y cuando si existan antibióticos 

alternativos en la medicina humana, es decir, que la bacteria patógena pueda ser erradicada con más de 

un antibiótico. Por otro lado, los de clasificación D son los antibióticos de primera línea para el tratamiento 

de enfermedades en animales (EMA, 2021). 

De acuerdo con el Diario Oficial de la Federación 2004, en México se establecieron regulaciones para la 

aplicación de antibióticos en acuicultura, específicamente para la prevención y control de enfermedades 

en el cultivo de crustáceos y se autorizaron ocho antibióticos, así como sus dosis y tratamiento. Además, 

los antibióticos cloranfenicol, nitrofuranos, nitromidazoles y sulfonamidas (sulfas) fueron prohibidos para 

todos los crustáceos. En el 2012 la OIE y OMS recomendaron evitar el uso de antibióticos originalmente 

producidos para la medicina humana, con el fin de controlar enfermedades bacterianas en la producción 

animal (WHO, 2017).  

La resistencia bacteriana se presenta cuando las bacterias desarrollan la capacidad para proliferar en 

presencia de antibióticos. Existen varios mecanismos básicos por los que las bacterias pueden generar 

resistencia a los antibióticos: por degradación e inactivación del antibiótico mediante enzimas, alteración 

del sitio de unión sobre la proteína blanco del antibiótico y, cambios en la estructura de la pared celular 

bacteriana para impedir el paso del antibiótico (Dever y Dermody, 1991; Pérez-Cano y Robles-Contreras, 

2013). 

Resistencia a los antibióticos ß-lactámicos, penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y los 

monobactámicos son un grupo de antibióticos ß-lactámicos que debido a sus características estructurales 

presentan la capacidad de adherirse a las enzimas carboxipeptidasas y transpeptidasas responsables de la 

síntesis de la pared celular bacteriana. Cuando el antibiótico se une, se interrumpe la síntesis de la pared 

celular bacteriana, por lo que se da la inhibición de la división celular y la lisis de la célula. Sin embargo, 

existen bacterias con la capacidad de producir enzimas (ß-lactamasas, acilasas y esterasas) que degradan 

estos antibióticos (Dever y Dermody, 1991; Moreno et al., 2009). 

Otro mecanismo de resistencia alternativo que es utilizado por las bacterias es la modificación del sitio de 

unión de la proteína blanco del antibiótico, como ocurre con resistencia al antibiótico meticilina 

(antibiótico ß-lactámico) (Dever y Dermody, 1991; Moreno et al., 2009; Pérez-Cano y Robles-Contreras, 

2013). De esta manera no existe forma de que el antibiótico tenga un efecto sobre la bacteria.  
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La disminución de la permeabilidad de la pared celular bacteriana es otro de los mecanismos de resistencia 

empleado por bacterias. Este mecanismo bloquea el paso del antibiótico al interior de la bacteria debido 

a que se reduce el diámetro y número de porinas (proteínas que facilitan el intercambio de nutrientes y 

sustancias por la pared celular bacteriana) en la pared celular de la bacteria (Dever y Dermody, 1991; 

Moreno et al., 2009; Pérez-Cano y Robles-Contreras, 2013). 

También, es importante mencionar que muchos antibióticos pertenecen a la misma clase de 

medicamentos y que la resistencia a una molécula activa de un antibiótico en concreto, puede ocasionar 

la resistencia a toda una clase de medicamentos (OMS, 2016). Además, debido a que las bacterias cuentan 

con la capacidad de intercambiar material genético, esto por medio de transpones y plásmidos, ocasiona 

que la resistencia a una droga particular se puede esparcir rápidamente (Gómez-Gil et al., 2000; OMS, 

2016). El Reino Unido dio a conocer que 700, 000 personas mueren cada año debido a infecciones causadas 

por bacterias resistentes a los antibióticos y estiman que esta cifra puede aumentar a 10 millones de 

muertes anuales para 2050 si no se toman medidas (Pérez-Sánchez et al., 2018). A nivel mundial hubo 1.27 

millones de defunciones ocasionadas por bacterias resistentes a antibióticos en 2019 (Collaborators 

Antimicrobial Resistance, 2022). 

La resistencia bacteriana a los antibióticos es un problema que se ha reportado desde hace varios años, a 

pesar de ello, se siguen utilizando grandes cantidades de estos compuestos en la acuicultura (Manage, 

2018). Por ello, es de suma importancia buscar nuevas opciones para mitigar las enfermedades 

ocasionadas por bacterias y que estas sean amigables con el medio ambiente y no causen un efecto 

negativo en la salud de los seres vivos. En este sentido, las microalgas se han planteado como una 

alternativa, ya que son productoras de diversas moléculas con actividad antibacterial y antiviral (Lauritano 

et al., 2016). 

1.1 Antecedentes  

1.1.1 Microalgas y compuestos antimicrobianos 

En la acuicultura, el cultivo de microalgas es una actividad clave para el desarrollo de larvas de peces, 

moluscos bivalvos y crustáceos por lo que se debe hacer una correcta selección de microalgas, 
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principalmente aquellas que proporcionen una calidad de nutrientes apropiada, que tengan una 

digestibilidad adecuada y que sean fáciles de cultivar (Sirakov et al., 2015). 

Las microalgas como Isochrysis galbana, Chaetoceros muelleri, Nannochloropsis oculata, Nitzschia sp., 

Thalassiosira sp., Chlorella spp., Dunaliela salina y Haematococcus pluvialis son productoras de 

importantes ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs, por sus siglas en inglés), esteroles y pigmentos que se 

utilizan para la elaboración de suplementos alimenticios y farmacéuticos, entre otros (Pratoomyot et al., 

2005; Durmaz et al., 2008; Hamed, 2016; Lauritano et al., 2016; FAO, 2018). Otras microalgas están 

reportadas como productoras de compuestos con actividad antimicrobiana (Amaro et al., 2011; Kokou et 

al., 2012), entre ellas P. cruentum (Kusmiyati y Agustini, 2006; Saracco-Alvarez, 2007). 

Una particularidad de esta microalga es que se encuentra encapsulada por una pared celular compuesta 

por exopolisacárido sulfatado (EPS), que le dan una consistencia gelatinosa (Ramus y Groves, 1972; Arad 

et al., 1985) y estos pueden representar hasta el 70% del peso total de la microalga (Geresh y Arad, 1991). 

La pared celular contiene al menos 10 azucares, siendo la glucosa, galactosa y xilosa los de mayor 

proporción y también contiene sulfatos (Geresh y Arad, 1991; Bernaerts et al., 2018). Aunque hasta el 

momento no se ha reportado la función biológica precisa del exopolisacárido sulfatado, Arad et al. (1985) 

reportaron que a mayor intensidad de luz se produce más polisacárido. Esto sugiere que una de las 

funciones biológicas del exopolisacárido es proteger a la célula de irradiancias extremas. Para dar más 

sustento a esta hipótesis, Arad y van Moppes (2013) aislaron una cepa de Porphyridium sp. de arena de 

mar, donde las condiciones ambientales son fluctuantes, especialmente a la exposición de altas 

intensidades de luz y sequía durante las mareas bajas, sugiriendo que el exopolisacárido podría estar 

protegiendo a la célula de estas condiciones, manteniendo a la célula con la hidratación suficiente y 

bloqueando la luz solar.  

Algunos estudios indican que P. cruentum contiene moléculas que generan inhibición de las bacterias 

Salmonella enteritidis, E. coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Vibrio splendidus y V. harveyi, 

(Kusmiyati y Agustini, 2006; Saracco-Alvarez, 2007 y Raposo et al., 2014). Por otro lado, se ha reportado 

que el extracto sulfatado de P. cruentum, tiene efectos antivirales contra la septicemia hemorrágica viral 

y el virus de la peste porcina africana (Fábregas et al., 1999) y contra el herpes virus simple (HSV) (Huheihel 

et al., 2002). Incluso, se ha sugerido el uso del EPS de Porphyridium sp. para frenar el creciente aumento 

de infecciones causadas por el SARS-CoV-2 (COVID-19) (Gaikwad et al., 2020). Raposo et al. (2014) 

reportaron que el EPS producido por P. cruentum en concentraciones del 1% puede inhibir el crecimiento 

de S. enteritidis, puesto que, al exponer esta bacteria al EPS, se observó una disminución del 19 % de las 
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UFC (unidades formadoras de colonias). Además, Gargouch et al. (2021) encontraron que el EPS producido 

por P. marinum inhibió el crecimiento de E. coli en concentraciones de 62 µg ml-1, así como de S. enteritidis 

y S. aureus en concentraciones de 125 µg ml-1. Otros estudios con macroalgas también han reportado 

inhibición de la bacteria E. coli al ser expuesta al polisacárido sulfatado producido por el alga Gracilaria 

ornata en concentraciones de 1 mg ml-1 (Amorim et al., 2012). 

Por otro lado, estudios con macroalgas indican que el EPS aislado de Spatoglossum asperum inhibe el 

crecimiento de Aeromonas hydrophila formando halos de inhibición de 32 mm (Palanisamy et al., 2017).  

Sivagnanavelmurugan et al. (2015) reportan que el extracto de Sargassum wightii actúa como agente 

antibacterial de Vibrio parahaemolyticus. Además, esta especie tiene un efecto antiviral importante en el 

virus de la mancha blanca (WSSV, por sus siglas en inglés) (Sivagnanavelmurugan et al., 2012). También se 

ha observado que compuestos sulfatados de otras especies de algas tienen actividad antiviral, ya que 

inhiben la replicación del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en concentraciones de 5 µg ml-1, el 

virus de la peste porcina africana a 20 µg ml-1, virus de la influenza tipo A en concentraciones de 50 µg ml-

1, poliomielitis y el virus del bosque Semliki en concentraciones mayores a 200 µg ml-1 y  también inhibe la 

replicación del virus del dengue a concentraciones 20 µg mL-1 (Minkova et al., 1966; González et al., 1987; 

Boukgougnon et al., 1993; Bouhlal et al., 2011; Pujol et al., 2012). 

1.1.2 Bacterias del género Vibrio 

Como se mencionó anteriormente, la acuicultura se ha visto mermada por agentes infecciosos como las 

bacterias, siendo la del género Vibrio una de las más reportadas en los eventos de mortalidades, ya que 

afectan tanto a organismos vertebrados como invertebrados, en todos sus estadios de vida, silvestres y de 

cultivo (Sugumar et al., 1998; Zhang y Austin, 2000; Beaz-Hidalgo et al., 2010; Cuéllar-Anjel, 2013; Zhang 

et al., 2020; de Souza-Valente y Wan, 2021). El género Vibrio es habitante natural de los ambientes marinos 

y estuarinos y, además de causar daños a la salud de organismos acuáticos, también afecta a la salud 

humana (Morris y Black, 1985). Se ha visto que la proliferación de Vibrio está asociada principalmente a 

las aguas cálidas de los meses de verano (Blackwell y Oliver, 2008). Existen por lo menos 12 especies de 

este género que son patógenas para humanos (García-Bermejo, 2000). 

Vibrio harveyi es una bacteria Gram negativa, de forma bacilo, que excreta enzimas para la degradación 

de la materia orgánica que se encuentra a su alrededor, con el fin de obtener nutrientes de los productos 

generados y se ha reportado que estas enzimas están relacionadas con eventos de mortalidades 
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importantes de organismos acuáticos (peces, crustáceos y moluscos) (Zhang y Austin, 2000; Labreuche et 

al., 2010; Saulnier et al., 2010; Cuéllar-Anjel, 2013; Zhang et al., 2020). Por lo que, en más de 14 países se 

ha reportado vibriosis, enfermedad causada por bacterias del género Vibrio (Chen et al., 2000), que ha 

afectado alrededor de 48 especies de peces marinos (Austin y Austin, 2007). De manera general, los signos 

de esta enfermedad pueden ser identificados en el comportamiento: letargo, inapetencia, desorientación. 

Externamente: metamorfosis lenta, malformación corporal, crecimiento lento, necrosis de tejido, 

opacidad de músculo, melanización, manchas rojas en las áreas ventrales y laterales, lesiones oscuras que 

se ulceran y exudan de sangre, lesiones corneales que generan una opacidad inicial, seguida de ulceración 

y evulsión del contenido orbitario, petequias en las bases de las aletas. Internamente: el intestino se llena 

con un líquido transparente y viscoso, meningitis, encefalitis, vasculitis, necrosis renal, daño hepático y 

renal. Sin embargo, es común que esta enfermedad se manifieste de manera aguda y severa de tal manera 

que la mayoría de los peces infectados mueren sin mostrar ningún signo clínico (Aguirre-Guzmán et al., 

2004; Thompson et al., 2006; Zhang et al., 2020). 

Así mismo, se estima que las pérdidas económicas en Tailandia causadas por la necrosis hepatopancreática 

aguda (AHPND, por sus siglas en inglés) causada por V. parahaemolyticus en el período 2010-16 

ascendieron a 7,380 millones de dólares. Adicionalmente, las bacterias V. parahaemolyticus, Vibrio 

campbellii, V. harveyi, Vibrio owensii y Vibrio punensis, también son responsables de causar esta 

enfermedad y son capaces de generar mortalidades del 100% en postlarvas de camarón. Esta enfermedad 

fue reportada por primera vez en el 2010 al sur de China, pero la enfermedad se expandió hasta Vietnam, 

Tailandia y Malasia (De Schryver et al., 2014). El género Vibrio es uno de los principales grupos bacterianos 

asociados a mortalidades masivas en moluscos bivalvos siendo las especies V. splendidus, Vibrio 

alginolyticus y V. harveyi las más frecuentes (Beaz-Hidalgo et al., 2010). Por ejemplo, V. splendidus y V. 

harveyi puede ocasionar mortalidades de hasta el 100% en el cultivo larval de Crassostrea gigas (Sugumar 

et al., 1998; Saulnier et al., 2010). El género Vibrio no se limita a causar enfermedades en una sola clase 

de especies, ya que afecta a moluscos, peces y crustáceos (Montánchez et al., 2019). 

1.2 Justificación  

Siendo la acuicultura una actividad de gran importancia a nivel mundial tanto para el sostén alimenticio 

de miles de personas como para el cuidado y preservación de nuestros recursos naturales acuáticos, es 

necesario estar atentos con todos aquellos aspectos que representen un peligro para esta actividad. Entre 

ellos, la aparición y brotes de enfermedades infecciosas de origen bacteriano. Como ya se ha señalado 
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anteriormente, las Vibriosis se encuentran entre las más importantes, ya que puede causar hasta el 100% 

de mortalidad en el cultivo tanto de peces de aguas dulces como de aguas marinas (Austin y Austin, 2007). 

Entre las especies que se integran en el género Vibrio, V. harveyi de amplia distribución geográfica, ha sido 

aislado en Baja California como presunto agente causal de mortalidades de Totoaba, Totoaba macdonaldi 

(Trejo-Ramos, 2019) por lo que resulta en un candidato ideal para ser utilizado en este trabajo. 

Por otra parte, mientras que el uso de antibióticos para el control de bacterias es cada vez más observado, 

señalado y limitado, es de suma importancia buscar nuevas alternativas que puedan hacer frente a estas 

problemáticas sin que ocasionen daños colaterales que tengan un impacto significativo en el ecosistema, 

en la salud animal y en la economía. En este sentido los productos generados a partir del metabolismo de 

las microalgas son una alternativa a tomar en cuenta para sustituir a los antibióticos sintéticos y poder 

prevenir, controlar o incluso erradicar enfermedades bacterianas mediante su uso correcto. Por lo 

anteriormente mencionado, en el presente trabajo se evaluará el efecto inhibitorio de del EPS producido 

por la microalga Porphyridium cruentum en la bacteria Vibrio harveyi. 

1.3 Hipótesis  

 La concentración de exopolisacárido sulfatado estará en función de las fases de desarrollo en que 

se encuentra Porphyridium cruentum. 

 El exopolisacárido sulfatado producido por Porphyridium cruentum inhibirá el crecimiento de 

Vibrio harveyi. 

1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo general 

 Determinar la concentración del exopolisacárido sulfatado producido por la microalga 

Porphyridium cruentum en sus diferentes fases de desarrollo y evaluar su actividad antibacterial 

en Vibrio harveyi. 
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1.4.2 Objetivos específicos 

• Determinar la concentración del exopolisacárido sulfatado producido por Porphyridium cruentum 

en las diferentes fases de crecimiento. 

• Determinar la concentración de azúcares y sulfatos del exopolisacárido de Porphyridium 

cruentum. 

• Evaluar la actividad antibacteriana del exopolisacárido sulfatado de Porphyridium cruentum sobre 

Vibrio harveyi. 
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Capítulo 2.  Metodología 

2.1 Cultivo de Porphyridium cruentum 

La microalga Porphyridium cruentum se obtuvo del Cepario de Microalgas del Departamento de 

Acuicultura del CICESE. Posteriormente, se realizó su escalamiento desde 25 ml, hasta 2 L.  

2.1.1 Condiciones de cultivo 

Los cultivos se realizaron en agua de mar estéril (autoclave a 121 oC por 20 min) y enriquecida con el medio 

“f/2” (Guillard y Ryther, 1962). Estos se inocularon con 1.5x 105 cél ml-1 y se mantuvieron con aireación 

constante, temperatura promedio (22 oC), el pH se mantuvo entre 8 y 8.5, por medio de inyección de CO2. 

La intensidad de luz para los cultivos fue de 150 µmol m-2 s-1, proporcionada por medio de lámparas 

fluorescentes de luz blanca fría.  

2.1.2 Recuento celular y tasa de crecimiento  

Diariamente se tomaron muestras de los cultivos para el recuento celular y verificar la ausencia de 

protozoarios, para lo cual se utilizó un hematocitómetro de 0.1 mm de profundidad. La tasa de crecimiento 

se obtuvo con la fórmula indicada en Arredondo-Vega y Voltolina (2007). 

 𝜇 =
𝑙𝑜𝑔2(𝑋2) − 𝑙𝑜𝑔2(𝑋1)

(𝑇2 − 𝑇1)
 (1) 

 Donde: 

• μ = tasa de crecimiento 

• Log2 = logaritmo base dos 

• X1 = concentración celular inicial 
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• X2 = concentración celular final  

• T1 = tiempo inicial 

• T2 = tiempo final 

2.1.3 Extracción de exopolisacárido sulfatado (EPS)  

Es importante mencionar que se analizaron diferentes metodologías previamente evaluadas y publicadas 

en la literatura científica: Abdala-Díaz et al. (2010); Mendonça, (2014) y Gargouch et al. (2021), sin 

embargo, se seleccionó la indicada por Hernández-Garibay (2011), quien recomienda realizar la filtración 

con tierra de diatomeas, además, de precipitar el EPS con etanol al 96%.  

Se recolectaron volúmenes conocidos de los cultivos de microalgas en sus diferentes fases de crecimiento. 

Cada uno de los volúmenes cosechados se homogeneizó con 10 gramos de tierra de diatomeas. 

Posteriormente, se filtró por vacío en un matraz kitasato por medio de un embudo con malla de plástico 

de 200 µm y filtro de 10 µm. La mezcla se filtró hasta que la tierra de diatomeas estuviera seca. El volumen 

recolectado se filtró por 1.2 µm para retirar la tierra de diatomeas remanente y posteriormente se llevó a 

una concentración de 0.1 M con NaCl y se mezcló con dos volúmenes de etanol, agitando constantemente 

con una varilla de vidrio.  

A continuación, se recolectaron las fibras formadas de EPS y se compactaron para formar un pellet, mismo 

que fue exprimido manualmente. El pellet se colocó en 25 ml de etanol al 70% con agitación constante, a 

temperatura ambiente por 10 minutos, repitiendo este mismo paso para eliminar la mayor cantidad de 

sales. Este paso se repitió nuevamente con etanol al 96 % para deshidratar la muestra. Después, el pellet 

se puso a secar a 60 oC por 24 h. Las fibras que no pudieron ser recolectadas al inicio fueron precipitadas 

a 3500 rpm (Thermo Scientific Megafuge 16R) por 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se 

decantó y el EPS fue resuspendido en 25 ml de etanol al 70%. Este paso se repitió para eliminar la mayor 

cantidad de sales. El sobrenadante se decantó y se siguió el mismo procedimiento de secado mencionado 

anteriormente.  
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2.1.4 Peso seco total (PST) y peso orgánico (PO) de EPS 

Después del tiempo de secado, los pellets completos de EPS se pesaron en una balanza analítica AND GR-

202. Posteriormente, se tomaron pequeñas muestras e igualmente se colocaron a 60 oC, y se pesaron cada 

24 h hasta obtener el PST constante. 

Una vez obtenido el peso constante del EPS, las muestras se colocaron en una mufla a 600 oC por 6 h. Las 

cenizas se pesaron (PC) y el peso orgánico (PO) se obtuvo por la diferencia entre el PST y el PC. 

2.1.5 Purificación del EPS 

Para eliminar la mayor cantidad de sales del EPS se utilizó la técnica de diálisis. Se tomaron muestras de 

peso seco conocido, se homogeneizaron en agua destilada (4 mg ml-1) y se colocaron en una membrana 

de diálisis de 14 KDa y 10 volúmenes de agua desionizada y se dejaron en agitación por 18 h. Después, la 

muestra se recolectó en tubos falcón de 50 ml y se liofilizaron por 24 h (Liofilizador LABCONCO). 

Posteriormente se tomaron muestras conocidas de EPS y se colocaron en una mufla a 600 oC por 6 h para 

obtener el PC (Parolis et al., 1996; Yim et al., 2004; Raposo et al., 2014; Priyanka et al., 2014). 

2.1.6 Análisis de sulfatos 

El contenido de sulfatos del EPS fue analizado con la metodología de Craigie y Leigh (1978). Para esto, se 

tomaron 5 mg de cada una de las muestras y se hidrolizaron con 1ml de HCl 2N por 2 h en baño María (100 

oC), después, las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y se aforaron a 10 ml con agua destilada. 

Las muestras se agitaron vigorosamente y se centrifugaron a 4,500 rpm por 5 min. Se tomó 1 ml del 

sobrenadante y este fue llevado a 10 ml con HCl 0.05N, se agitó y se agregó 0.5 ml de BaCl2 Gelatin. La 

muestra se agitó vigorosamente y se dejó reposar por 30 min para después leer en el espectrofotómetro 

a 550 nm. El cálculo para la cuantificación de sulfatos se realizó mediante la ecuación de la curva de 

calibración obtenida previamente, utilizando como estándar K2SO4 (3 mg ml-1). 
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2.1.7 Análisis de azúcares 

Los azúcares xilosa, glucosa y galactosa del EPS fueron cuantificados mediante la metodología descrita por 

Whyte (1987). Para la cuantificación se utilizaron las muestras dializadas previamente. Se realizaron curvas 

de calibración con estándares de cada uno de los azúcares. Las muestras se analizaron en un 

espectrofotómetro a las longitudes de onda de 478 nm, 488 nm y 489 nm, respectivamente. 

2.2 Cultivo de la bacteria Vibrio harveyi 

2.2.1 Reactivación de la bacteria V. harveyi  

La bacteria de V. harveyi se obtuvo del Banco de Germoplasma del CICESE en estado de criopreservación. 

Por lo tanto, con un asa bacteriológica esterilizada se tomó una muestra de la bacteria, se colocó en medio 

TCBS y se incubó por 24 h a 27 ̊ C. Transcurrido este tiempo, del cultivo de la bacteria se tomó una muestra, 

con asa bacteriológica y se inoculó en 15 ml de medio liquido Luria-Bertani (LB), se dejó incubó a 27 ˚C por 

24 h y 200 rpm (Gutiérrez-Jiménez et al., 2015; Rain-Franco et al., 2021; Vásquez-Yeomans., Com. Pers., 

2021; Culture Collections web).  

Posteriormente, se identificó a la bacteria como género Vibrio, mediante pruebas bioquímicas (tinción 

Gram, gota colgante, sensibilidad a 0/129, oxidación / fermentación de glucosa, crecimiento en agua 

peptonada sin sal (Croci et al., 2007). Para conocer la especie de la bacteria, la identificación fue 

complementada con el kit de identificación bacteriana marca BIOLOG (Gómez-Gil et al., 1998; Croci et al., 

2007). 

2.3 Curva de crecimiento de Vibrio harveyi 

Para determinar el crecimiento de la bacteria V. harveyi, se realizó una curva de crecimiento, para lo cual, 

se tomaron 5 colonias de la bacteria cultivada en placas de agar con medio TCBS y se inocularon en medio 

LB líquido, se dejó incubar por 12 h, a 27 oC y 200 rpm. Después de transcurrido este tiempo, se midió la 

densidad óptica del cultivo (DO) y se cosechó el 10% para inocular en medio LB, en un volumen final de 50 

ml. Este cultivo se incubó por 3 h a 27 oC y 200 rpm y se tomó el 10% de este para inocular un nuevo cultivo 
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en medio LB en las mismas condiciones de agitación y temperatura. La DO inicial se registró y se etiquetó 

como la hora cero, seguidamente se fueron tomando muestras del cultivo c/h durante 9 h para medir su 

DO y graficar el crecimiento de V. harveyi (García-Triana, 2005).  

2.3.1 Curva de calibración del crecimiento de V. harveyi 

Después de las 9 h de cultivo de V. harveyi, se realizaron diluciones de este para obtener distintas lecturas 

de DO en escala de 0.5, también, de cada una de las diluciones se realizó un inóculo en medio TCBS para 

su posterior conteo de UFC/ml. Una vez obtenidos los conteos se graficó la curva de calibración 

(Moniruzzaman, 2018).  

2.4 Prueba de sensibilidad de la bacteria V. harveyi al EPS de P. cruentum 

Con base en los estudios revisados: Amorim et al. (2012); Gargouch et al. (2021); Palanisamy et al. (2017), 

se prepararon tres concentraciones del exopolisacárido sulfatado (0.05, 0.1 y 0.2 mg ml-1 con base en el 

PO del EPS), en DMSO al 10%. Posteriormente, se cultivó V. harveyi hasta llegar a una DO de 1.31 que 

correspondió a 1.5 x108 ufc ml-1 y a su fase de crecimiento exponencial. 

Después de haber alcanzado la DO de 1.31, se traspasaron 10 ml del cultivo de V. harveyi a un tubo de 

ensayo y se impregnó un isopo estéril (el exceso fue exprimido con las paredes del tubo) para inocular 12 

cajas Petri con medio Mueller-Hinton pasando el isopo por toda la superficie del medio, se utilizó un isopo 

por caja Petri. A cada caja inoculada se le colocaron tres sensidiscos (Hardy diagnostics de 6 mm) con 20 

µl de la concentración correspondiente del EPS. También se realizó un control positivo al cual se le 

agregaron 15 µl de antibiótico oxitetraciclina (15 mg ml-1). La metodología empleada se basó en el manual 

de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de disco difusión de 

Sacsaquispe-Contreras y Velásquez-Pomar, (2002) y el manual de pruebas de susceptibilidad 

antimicrobiana de Cavalieri et al. (2005). 
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2.5 Prueba de sensibilidad de la bacteria Escherichia coli al EPS de P. cruentum  

La bacteria E. coli se utilizó como testigo al haber amplia información sobre el efecto antibacteriano que 

tienen los EPS extradíos de distintas algas rojas sobre esta bacteria.  

La bacteria E. coli (TG1 electrocompetente) fue obtenida del Departamento de Innovación biomédica del 

CICESE. 

Para la prueba de sensibilidad con la bacteria E. coli, se siguió la misma metodología que para la prueba 

de sensibilidad de la bacteria V. harveyi (por 12 h, a 27 oC y 200 rpm), pero se cultivó a E. coli hasta alcanzar 

una DO de 2.7, que es donde el cultivo se encuentra en su fase exponencial. Posteriormente, una muestra 

del cultivo de E. coli en su fase exponencial fue diluida a DO de 0.3 la cual equivale a 108 ufc ml-1 (Barquero 

et al., 2012; Yap y Trau, 2019; anexo 1).  
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Capítulo 3.   Resultados 

El cultivo de P. cruentum tuvo una duración de ocho días, donde se observaron las diferentes fases de 

crecimiento. La fase exponencial inició el día dos y se mantuvo hasta el día siete de cultivo, la máxima tasa 

de crecimiento (µ: divisiones día-1) fue de 1.3 al día 4. Posteriormente el cultivo entró a su fase estacionaria 

el día 8 con una µ de 0.02 div día-1. La máxima densidad celular fue el día 8 de cultivo con 2.66 ± 0.09 x 106 

cél ml-1 (Fig. 1). 

 

Figura 1. Crecimiento de Porphyridium cruentum en cultivo estático. 

3.1 Peso orgánico (PO) de P. cruentum 

La biomasa (µg ml-1) de P. cruentum obtenida con base en el peso orgánico (Fig. 2), se incrementó a través 

del tiempo, con diferencias significativas en los días de muestreo (p < 0.05). El valor máximo de PO fue de 

582 ± 27.71 µg ml-1 al día 8 de cultivo y mínimo de 40.25 ± 3.69 µg ml-1 al día 2 de cultivo, es decir, existe 

una correlación directa entre el tiempo de cultiv  o y el peso orgánico de P. cruentum. 

En el peso orgánico por célula (PO, pg cél-1) de P. cruentum (Fig. 3) no se encontraron diferencias 

significativas en el PO obtenido en los días 2, 4 y 8 (p > 0.05), donde se obtuvo un valor promedio de 216.27 

pg cél-1. El PO obtenido en el día seis (138.06 pg cél-1), fue similar (p>0.05) al obtenido en el día 4 (192.7 

pg cél-1); sin embargo, sí se observaron diferencias significativas entre el valor obtenido en el día 6 con 

relación a los días 2 y 8 (P < 0.05). 
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Figura 2. Peso orgánico (PO, µg ml-1) de Porphyridium cruentum durante los diferentes días de muestreo del cultivo 
estático.  

 

Figura 3. Peso orgánico (pg cél-1) de Porphyridium cruentum durante los diferentes días de muestreo. 
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Respecto a la producción de EPS no se encontraron diferencias significativas (p = 0.686) en el contenido 

de EPS en los diferentes días de muestreo. El promedio de EPS fue de 2.84± 0.14 mg ml-1 (Fig. 4).  

Con relación al contenido de sulfatos en el EPS, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en 
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± 9.43 % (Fig.5).  
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Figura 4. Concentración (mg ml-1) de exopolisacárido sulfatado producido por P. cruentum en cultivo estático. 
 

 

Figura 5. Concentración (%) de sulfatos en el exopolisacárido sulfatado (EPS) producido por P. cruentum en cultivo 
estático. 
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Figura 6. Curva de calibración de sulfatos realizada con el reactivo K2SO4. 

3.3 Concentración de azúcares del exopolisacárido (EPS) de P. cruentum 

Las curvas de calibración realizadas para la cuantificación de azúcares, en concentraciones de 0 a 200 µg 

ml-1 obtuvieron una r2 a 0.99 (Fig. 7).  

El contenido de azúcares del EPS de P. cruentum se muestra en la fig. 8. El mayor contenido de azúcares 

se obtuvo en el día 4 de cultivo (p<0.05), con valores de 20.13% para glucosa, 23.64% para xilosa y 28.82 

para galactosa. En los porcentajes obtenidos los días 2, 6 y 8 no se presentaron diferencias significativas 

(p>0.05). El EPS presentó un mayor contenido de galactosa que de glucosa en los días 4, 6 y 8 de cultivo, 

mientras que en el día 2 no se observaron diferencias entre los azucares producidos. Además, no se 

encontraron diferencias significativas entre la galactosa  y la xilosa, a excepción del día 4 de cultivo. 

Tampoco se observaron diferencias significativas entre el porcentaje de glucosa y xilosa en ninguno de los 

días de muestreo (Fig. 5 y Tabla 1). 

 

Figura 7. Curvas de calibración de azucares: (A) Glucosa, (B) Xilosa, (C) Galactosa 
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Figura 8. Concentración (%) de azúcares obtenidos en el exopolisacárido (EPS) de P. cruentum. Glucosa (Glu), Xilosa 
(Xil) y Galactosa (Gal).  

 

Tabla 1. Valor de p estadístico de los azúcares presentes en EPS. Los valores con asterisco (*) indican una diferencia 
significativa entre los azúcares glucosa (Glu), xilosa (Xil) y galactosa (Gal). La segunda sección de la tabla indica con 
asterisco (*) que se observó una diferencia significativa de azúcares entre los días de cultivo. 

Día de cultivo 

Azúcares 2 4 6 8 

Glu-Gal 0.273 0.004* 0.027* 0.047* 

Xil-Gal 0.438 0.048* 0.231 0.158 

Xil-Glu 0.915 0.171 0.273 0.628 

Días de cultivo (en pares) 

2-4 2-6 2-8 4-6 4-8 6-8 

0.002* 0.220 0.965 0.000* 0.004* 0.117 

3.4 Peso orgánico (PO) del EPS 

El PO obtenido en el EPS fue similar entre los días de muestreo (p>0.05), con porcentajes de 15.5 % a 32.7% 

y con un promedio de 22.61 ± 10.71 % (Fig. 7). También, se analizó el peso orgánico del EPS sin purificar 

(diálisis) en donde se obtuvo un PO de 8.02 ± 1.05 %. 
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Figura 9. Peso orgánico (PO, %) del exopolisacárido sulfato (EPS) producido por P. cruentum en diferentes días de 
muestreo durante el cultivo estático. 

3.5 Identificación de la bacteria Vibrio harveyi  

Las pruebas bioquímicas realizadas indicaron que la bacteria pertenece al género Vibrio (tabla 3). De igual 

manera, la microplaca de identificación microbiana GENIII (BIOLOG) indicó un 99.7% de probabilidad que 

se trata de la bacteria Vibrio harveyi.  
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3.5.1 Curva de crecimiento y calibración de la bacteria Vibrio harveyi 

La bacteria V. harveyi mantuvo una fase exponencial de 3 horas presentando una tasa de crecimiento (µ) 

máxima de 1.83 a la hora 2 de cultivo (Fig. 10). Además, en la figura 11 se observa que para que a una DO 

de 1.1 se obtiene una concentración bacteriana de 1.5x108. 

 

Figura 10. Crecimiento de V. harveyi. El valor sobre la curva de crecimiento indica la tasa de crecimiento (µ). 

 

Figura 11. Curva de calibración de V. harveyi. 
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3.6 Curva de crecimiento de la bacteria E. coli 

La bacteria E. coli mantuvo su fase exponencial durante 3 horas, con una tasa de crecimiento (µ, divisiones 

h-1) máxima de 2.3 a las 3 horas, después de este tiempo presentó una fase estacionaria por un periodo 

de una hora y nuevamente presentó crecimiento, con una µ de 0.5 y a la siguiente hora nuevamente entró 

a fase estacionaria y enseguida a fase de muerte (Figura 11). 

 

Figura 12. Curva de crecimiento de E. coli. Los valores sobre la curva de crecimiento indican la tasa de crecimiento. 

3.7 Prueba de sensibilidad de las bacterias V. harveyi y E. coli al exopolisacárido 

sulfatado de P. cruentum  

El EPS producido por P. cruentum no generó inhibición en las bacterias E. coli ni V. harveyi durante el 

periodo de inoculación (24 h y 48 h, respectivamente), en ninguna de las concentraciones evaluadas de 

EPS (Figura 12 y 13). Por otro lado, el antibiótico oxitetraciclina sí generó halos de inhibición, tomando 

este último como control positivo.  
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Figura 13. Prueba de sensibilidad de la bacteria V. harveyi a las 24 h de inoculación con las concentraciones de EPS 
de 0.5, 0.1, 0.2 µl. Oxitetraciclina (control positivo). 

 

Figura 14. Prueba de sensibilidad de la bacteria E. coli a las 48 h de inoculación con las concentraciones de EPS de 
0.5, 0.1, 0.2 µl. Oxitetraciclina (control positivo). 
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Capítulo 4.  Discusión  

Las microalgas producen una gran variedad de compuestos de interés, los cuales tienen múltiples 

aplicaciones en diferentes industrias, y por ello han sido extensamente estudiadas en las últimas décadas 

(Medina-Jasso et al., 2012). Los compuestos que producen pueden variar en su concentración, 

dependiendo de las condiciones de cultivo, principalmente la intensidad de luz, la temperatura, el tipo de 

medio de cultivo, así como de la fase de crecimiento donde es cosechada (Raposo et al., 2013).  

La microalga roja Porphyridium spp., es ampliamente conocida por su capacidad para producir compuestos 

bioactivos de alto valor económico (Li et al., 2019), como el ácido graso araquidónico (20:4n6), el cual, 

bajo condiciones limitantes de temperatura, intensidad de luz o pH, llega a formar casi el 40% del total de 

ácidos grasos de esta especie, además, del pigmento ficoeritrina y un exopolisacárido sulfatado (EPS) 

(Cohen, 1990).  

Así mismo, Arad et al. (1985), cultivaron a Porphyridium sp., en intensidad de luz baja (3.8 µmol m-2 s-1) y 

alta (15 µmol m-2 s-1), y mencionan que en esta última intensidad obtuvieron una mayor producción de 

EPS (2.7 mg ml-1) a los 15 días de cultivo, cuando el cultivo estaba en fase estacionaria y con una biomasa 

de 50 x106 cél ml-1. Es decir, la intensidad de luz influye en la producción de EPS. En el presente trabajo no 

se observaron cambios en el contenido de EPS en las diferentes fases de crecimiento, en promedio se 

obtuvieron 2.84 mg ml-1, concentración similar a la obtenida por los autores antes mencionados, pero en 

una biomasa mucho menor (2.66 x106 cél ml-1). La diferencia en densidad y producción de EPS puede estar 

relacionada con la intensidad de luz utilizada en ambos trabajos, ya que, en este estudio, se utilizó una 

intensidad de luz de 150 µmol m-2 s-1 (10 veces más que la mayor intensidad utilizada por Arad y 

colaboradores (1985). 

El EPS posee carga negativa a causa de que contiene grupos sulfatos y es precisamente esta propiedad del 

EPS a la que se le atribuye su actividad antimicrobiana (Cohen y Arad, 1998; Sivagnanavelmurugan et al., 

2012; Liu et al., 2016). El EPS puede repeler electrostáticamente a las bacterias debido a que su pared 

celular tiene un alto contenido de lipopolisacáridos con carga negativa, lo que evita que las bacterias 

puedan adherirse en el tejido huésped (Arlov et al., 2021). Este mecanismo también ha sido observado en 

virus al agregar el EPS ya que se adhiere a las capsulas virales con cargas positivas evitando la interacción 

entre el virus y la célula hospedadora (Ghosh et al., 2009; Bouhlal et al., 2011).  
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Se ha reportado que el EPS de Porphyridium spp. puede contener de 1 a 14 % de sulfato (Raposo et al., 

2013; Soanen et al., 2016) y que la variación del porcentaje de sulfatos presentes en el EPS es debido a la 

especie de alga (Arad y van Moppes, 2013). En este trabajo el contenido de sulfatos en P. cruentum fue de 

37.38 %, que es mayor a lo reportado por los anteriores autores, no obstante, el resultado del presente 

trabajo es cercano al obtenido a Bernaerts et al. (2018), quienes obtuvieron un porcentaje del 40 % de 

sulfatos en EPS. Estos mismos autores, indican que los valores relativos de sulfatos en el EPS reportados 

previamente podrían estar subestimando la cantidad real, ya que no especifican la pureza del EPS. Entre 

las impurezas podrían ser fragmentos de la pared celular y residuos de lípidos de la microalga.  

En trabajos anteriores ya se ha reportado como está conformado el perfil de azúcares presentes en el EPS 

de Porphyridium sp. (Geresh y Arad, 1991; Bernaerts et al., 2018). Así mismo, también se ha demostrado 

que la xilosa se encuentra en mayor proporción con 55 %, seguida de la galactosa con 30% y la glucosa con 

12% (Soanen et al., 2016). Estos mismos autores mencionan que se presentaron variaciones en las 

proporciones del contenido de azúcares en el EPS al cambiar el medio de cultivo, ya que obtuvieron 

pequeñas disminuciones en el caso de xilosa (47.0 %), galactosa (28.0 %), pero incrementos en la glucosa 

(18 %). En diversos estudios igualmente se han encontrado variaciones amplias en las concentraciones de 

azúcares en Porphyridium spp., que van desde el 25.8 % al 55.0 % para xilosa, de 11.9 % al 42.0 % para 

galactosa y de 11.0 % al 25.0 % para glucosa, para las especies P. marinum, P. sordium, P. purpureum y P. 

aerugineum (Ramus y Groves 1972; Roussel et al., 2015; Soanen et al., 2016 y Medina-Cabrera et al., 2020).  

En el caso de P. cruentum, las concentraciones reportadas por Casas-Arrojo et al. (2021) son muy bajas 

para xilosa (0.7 %) y glucosa (7.4 %), mientras que la galactosa está dentro del intervalo encontrado por 

los autores mencionados (23.0 %). En esta tesis, los mayores valores obtenidos de xilosa y glucosa fueron 

20.12 % y 23.6 %, respectivamente, mientras que la galactosa, aunque también fue superior (con 28.9 %), 

la diferencia no es tan pronunciada como en el caso de los otros dos azúcares. Estos resultados se 

presentaron en la fase de máximo crecimiento exponencial, cuando P. cruentum tenía una tasa de 

crecimiento de 1.3 div día-1, mientras que los porcentajes indicados en todos los trabajos mencionados 

anteriormente fueron obtenidos en la fase estacionaria. Esto indica que las variaciones en el contenido 

bioquímico de las moléculas, en este caso del EPS, dependen de la fase de crecimiento además de factores 

como el medio de cultivo y la especie.  

En lo que respecta a la relación de azúcares y sulfatos en el EPS, los monosacáridos que presentan el grupo 

sulfato son la glucosa, galactosa y xilosa (Lupescu et al., 1991; Mendonça, 2014); sin embargo, no se han 

encontrado trabajos que confirmen que la cantidad de sulfato depende de la cantidad de estos 
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monosacáridos. En este trabajo se esperaba ver una interacción entre la cantidad de sulfatos y los 

monosacáridos de xilosa, glucosa y galactosa. Sin embargo, a pesar de que se presentó una variación en la 

cantidad de los tres monosacáridos en el día 4 de cultivo, los sulfatos se mantuvieron en la misma cantidad 

durante todo el cultivo, por lo que, se sugiere realizar más estudios que puedan ampliar el conocimiento 

sobre la interacción entre los azúcares del EPS y el grupo sulfato, así como también la relación que existe 

entre la composición bioquímica del EPS respecto a la fase de crecimiento de la microalga. 

Además, se han descrito numerosos estudios donde mencionan que el perfil de azúcares en el EPS es 

similar entre el género Porphyridium y otras algas rojas (Geresh y Arad, 1991; Cohen y Arad, 1998; Li et al., 

2000; Bouhlal et al., 2011; Raposo et al., 2014; Soanen et al., 2016 Medina-Cabrera et al., 2020 Gargouch 

et al., 2021). Sin embargo, la estructura bioquímica del EPS es diferente entre las especies, ya que se ha 

reportado que el EPS de Porphyridium sp. fue degradado por enzimas extracelulares de un grupo de 

bacterias de suelo, mientras que estas mismas enzimas no pudieron degradar el EPS sulfatado de otras 

algas rojas, entre ellas Rhodella reticulata (Arad et al., 1993). No obstante, las bacterias asociadas al cultivo 

de R. reticulata, utilizaron el EPS como fuente de energía (Panova-Toncheva y Ivanova, 1997). Estos 

resultados toman gran relevancia al momento de explicar porque no hubo un efecto antimicrobiano en el 

presente trabajo. Para complementar esta información, en el trabajo de Gargouch et al. (2021) observaron 

inhibición de E. coli al exponerla al EPS producido por P. marinum, mientras que en el trabajo de Raposo 

et al. (2014) los autores no encontraron un efecto antimicrobiano del EPS producido por P. cruentum sobre 

la bacteria E. coli. Este contraste en los resultados podría atribuirse a las diferencias entre las estructuras 

del EPS de P. marinum y P. cruentum. Por otro lado, no se han reportado estudios sobre la inhibición de la 

bacteria V. harveyi al ser expuesta al EPS producido por el género Porphyridium.  

Como se describió anteriormente, el éxito de las bacterias para metabolizar el EPS dependerá de la 

estructura de éste, por lo tanto, un efecto similar podría estar pasando con el efecto antimicrobiano de 

del EPS de P. cruentum sobre las bacterias E. coli y V. harveyi. En adición, se ha mencionado que la actividad 

biológica (antioxidante, antiviral, antimicrobiana) de EPS depende en gran medida de la estructura 

bioquímica de los carbohidratos, la masa molecular, posición de los grupos sulfatos y cantidad o grado de 

sulfatación (Wang et al., 2018). Sin embargo, en el presente trabajo, también se consideran los errores 

metodológicos que pudieron influir en los resultados, por ejemplo, quizá las concentraciones del EPS 

fueron subestimadas o también, la metodología de difusión en placa para las pruebas de sensibilidad pudo 

no haber sido las adecuadas para esta investigación, ya que, como se menciona en el trabajo de Amorim 

et al. (2012) la viscosidad del EPS dificulta la difusión del EPS en el medio de cultivo sólido. Por lo tanto, se 

recomienda realizar la prueba de sensibilidad en medio liquido como en el trabajo de Raposo et al. (2014). 
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Song et al. (2014), obtuvieron resultados que revelan la mecánica anti adhesiva de los EPS ante las 

bacterias, ya que en su ensayo observaron que el grupo sulfato del EPS compitió contra las bacterias de 

Helicobacter pylori por sitios de adhesión en las células diana, dando como resultado una reducción en la 

población de bacterias sobre células AGS (células de epitelio gastrointestinal humano) y eritrocitos. El 

efecto antiadhesivo se observó potencializado cuando el EPS presentó mayor cantidad de galactosa con el 

grupo sulfato.  

A pesar de los resultados obtenidos en el presente trabajo, en donde aparentemente el EPS producido por 

la microalga P. cruentum no tiene un efecto inhibitorio ante las bacterias V. harveyi y E. coli, bajo las 

condiciones adoptadas en este bioensayo, otros estudios demuestran que esta microalga contiene la 

capacidad de inhibir una gran variedad de bacterias incluyendo el género Vibrio. Por ejemplo, se ha 

observado que compuestos bioquímicos de P. cruentum extraídos a base de disolventes orgánicos 

(hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol) son capaces de inhibir a las bacterias V. splendidus, 

V. harveyi, A. hydrophilia, Vibrio sp., entre otras, a concentraciones de 5 mg ml-1 (Saracco-Alvarez, 2007). 

Así mismo, en otros estudios también se ha registrado que el extracto de P. cruentum no genera inhibición 

de distintas bacterias, entre ellas, E. coli, cuando el extracto es extraído con etanol, pero, sí produce un 

halo de inhibición de 9 mm en la bacteria E. coli cuando el extracto es obtenido con hexano y en 

concentración de 1.5 mg ml-1 (Yilmaz et al., 2017). Estos autores, indican que el extracto que tiene en su 

mayoría compuestos fenólicos, pero que la actividad antimicrobiana podría estar surgiendo de una 

sinergia entre varias moléculas presentes en el extracto. Además, un estudio realizado por Kusmiyati y 

Agustini (2006) Indican que el tipo de solvente orgánico utilizado en la obtención del extracto de P. 

cruentum influirá en si hay o no una inhibición en la bacteria E coli. 

Las curvas de crecimiento de las bacterias V. harveyi y E. coli presentaron un comportamiento de 

crecimiento bifásico. Este fenómeno ocurre cuando el medio de cultivo presenta dos fuentes de carbono 

y metabolizan primeramente el de menor complejidad (Attwood et al., 1991; Rincón-Santamaría et al., 

2019). Para la Bacteria E. coli se ha visto con un comportamiento de crecimiento bifásico (Loomis y 

Magasanik, 1967; Okada et al., 1981; Sun et al., 2020), mientras que para el caso de la bacteria V. harveyi 

no se han encontrado hasta el momento, evidencias de curvas de crecimiento similares a las del presente 

trabajo, pero si se ha reportado este tipo decrecimiento para V. cholerae. Sin embargo, no se descarta la 

posibilidad de que ocurriera un error al momento de tomar las lecturas en el espectrofotómetro. Por otro 

lado, aunque es difícil establecer las condiciones óptimas de crecimiento para V. harveyi debido a la 

interacción de varios factores (salinidad, nutrientes temperatura, entre otros), se ha visto que la 

temperatura del agua es uno de los que más influyen (Cavallo y Stabili, 2002; Zhou et al., 2012). Además, 
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temperaturas que varían de 20 a 30 oC es donde se presenta la mayor densidad de bacterias tipo Vibrio 

(Tantillo et al., 2004). No obstante, sea reportado como temperatura óptima 26 oC para V. harveyi 

(Montánchez et al., 2019).  

En lo que se refiere a la bacteria E. coli, se ha visto que en medio LB y temperatura de 25 a 30 oC tiene un 

crecimiento moderado, mientras que 37 oC es su temperatura optima (Noor et al., 2013), por lo que la 

temperatura utilizada en el presente trabajo probablemente no fue la óptima, pero si generó un ambiente 

aceptable para el crecimiento de la bacteria E coli.  
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Capítulo 5.   Conclusiones 

No hubo diferencias estadísticamente significativas en la producción de EPS durante las diferentes fases 

de crecimiento de P. cruentrum. La cantidad final de EPS fue 2.84± 0.14 mg ml-1. No obstante, si se observó 

una diferencia significativa en el contenido de azúcares presentes en el EPS. La fase de crecimiento 

exponencial es donde el porcentaje de azúcares aumenta. Así mismo, también se obtuvo que el contenido 

de sulfato presente en el EPS no está relacionado a los azúcares ni tampoco a la fase de crecimiento del 

alga.  

El hecho de que el exopolisacárido sulfatado producido por P. cruentum no generara inhibición en las 

bacterias V. harveyi y E. coli podría deberse a que el EPS producido bajo las condiciones utilizadas en este 

trabajo no tiene la estructura biológica para generar inhibición de las cepas bacterias utilizadas o que 

estuviera en una baja concentración, entre otros. 

La ausencia de actividad antimicrobiana en este trabajo pudiera estar relacionada con la viscosidad del 

EPS y su dificultad para difundir en los sensidiscos utilizados en el método de difusión en placa, por lo que 

en el futuro se sugiere el uso de metodologías en líquido.   
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Capítulo 6.  Recomendaciones 

Se sugiere analizar la viscosidad del EPS ya que, una alta viscosidad puede interferir con los resultados en 

la prueba de sensibilidad con la metodología de difusión en placa, así como lo indica Amorim et al. (2012), 

además de, utilizar concentraciones mayores de EPS y cambiar la metodología de difusión en placa por 

pruebas de sensibilidad en medio liquido como el trabajo de Raposo et al. (2014). 

La diálisis del EPS se debe de realizar con una membrana menor a 14 KDa para evitar pérdidas del 

exopolisacárido. Además, se requiere evaluar la metodología de diálisis empleada para garantizar la 

usencia de sales en el EPS. Algunos de los parámetros a evaluar en el proceso de diálisis son: tiempos, 

volúmenes de agua y temperatura. 

Antes de iniciar con las pruebas de sensibilidad del EPS sobre las bacterias, es recomendable realizar los 

análisis del contenido de sulfatos, azúcares y peso orgánico del EPS, con la finalidad de corroborar la 

integridad de este. 

Se sugiere analizar el perfil del contenido total del EPS de P. cruentum mediante técnicas de infrarrojo o 

espectrometría de masas.  

Ampliar el conocimiento del efecto inhibitorio del EPS de P. cruentum sobre otras bacterias diferentes al 

género Vibrio, pero de importancia en la industria acuícola. 
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Anexo 

Anexo 1. Referencia de página de internet para calcular la densidad celular de E. coli respecto a su 

absorbancia a 600nm. 

https://www.agilent.com/store/biocalculators/calcODBacterial.jsp?_requestid=712618 

Figura 15. Calculadora de unidades formadoras de colonias de E. coli respecto a su densidad óptica. 

 

 

https://www.agilent.com/store/biocalculators/calcODBacterial.jsp?_requestid=712618

