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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE COMPUESTOS EXTRACELULARES
PRODUCIDOS POR CULTIVOS AXENICOS DE CHLORELLA KESSLERI
(CHLOROCOCCALES, CHLOROPHYCEAE)

Por ANGELA B. JUAREZ y JUAN ACCORINTI'

Summary  Antimicrobial activity of extracellular compounds from Chlorella kessleri (Chlorococcales,
Chlorophyceae) axenic cultures. Chlorella kessleri Fott et Novacova is the dominant algal species in the
thermal pond «Laguna Verde». Comparative studies were carried out between cell-free pond water samples
and filtrated culture media from axenic cultures of Chlorella kessleri grown under laboratory conditions.
Antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Candida albicans was obteined for the ether
soluble fractions from pond water samples and cell-free culture medium at the exponential and stationary
stages of growth. Pond water exhibited the highest activity. Paper and thin layer chromatography analyses
of Chlorella kessleri axenic cultures indicated the presence of lipidic substances of terpenic nature.

INTRODUCCION

Durante un relevamiento de distintos cuerpos
de agua termales de la provincia del Neuquén,
llamé nuestra atencién el color verde intenso que

presentaban las aguas de la «<Laguna Verde» (Com-

plejo Termal Copahue). En un trabajo reciente,
Juarez y Vélez (1993) determinaron que esa colora-
cién se debia a la presencia de altas concentracio-
nes de la microalga verde Chlorella kessleri Fott et
Novakova (Chlorococcales, Chlovophyceae), especie
dominante en este cuerpo de agua.

Las aguas de la «Laguna Verde» son utilizadas
con fines terapetiticos, principalmente en el trata-
miento de afecciones cutineas como psoriasis,
candidiasis, etc. (Ubogui et al., 1991). Esto result6
de nuestro interés y encaramos el estudio de las
propiedades antibiéticas de sus aguas y de las sus-
tancias liberadas al medio de cultivo por la especie
algal dominante en el fitoplancton de dicha laguna.

Numerosos autores han realizado evaluaciones
«in vitro» de la produccién de principios
antimicrobianos en diversas especies de algas ver-
des (Fogg, 1971; Pesando & Gnassia-Barelli, 1979;
Accorinti, 1981 y 1983; Reichelt & BorowitzKa,
1984). Sin embargo, en Ia bibliografia, no se regis-
tran ensayos de antibiosis con clorofitas de areas
termales. ‘

' Laboratorios de Fisiologia Vegetal, Dto. Cs. Biolégicas, Facul-
tad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.
Ciudad Universitaria, Pab. 2, (1428) Buenos Aires, Argentina.

El objetivo de este trabajo fué ensayar, en prue-
bas de laboratorio, la actividad biolégica' frente a
bacterias y hongos patégenos de compuestos
extracelulares producidos por cultivos axénicos de

“Chlorella kessleri, y establecer una posible relacion

entre la bioactividad de esos metabolitos y la de las
aguas de la Laguna Verde.

MATERIALES Y METODOS

Los materiales estudiados se recolectaron en la
Laguna Verde (Complejo Termal Copahue,
Neuquén) en enero de 1991. Las muestras de agua
fueron tomadas «in situ», filtrando 20 1. a través de
una red de 15 pm de malla. A su vez se tomaron
pequerios volimenes de muestras vivas para llevar
a cabo los cultivos de Chlorella kessleri, la cual se

. aislo, purificd y cultivé axénicamente segtin Judrez

y Vélez (1993).

Los cultivos axénicos se realizaron en
erlenmeyers de 2.000 ml conteniendo 1.000 ml de
medio 3NBBM (Archibald & Bold, 1970) suple-
mentando con glucosa 0,1% (P/V) a temperatura
ambiente y sometidos a un fotoperiodo de 12-12 L-
O y agitacién constante. Para determinar el mo-
mento Optimo de extraccién de las sustancias acti-
vas, se siguié previamente el crecimiento de la
especie bajo las condiciones mencionadas, toman-
do como pardmetros de crecimiento densidad 6pti-
ca a 600 nm y recuento celular en cdmara de
Neubauer. :

La extraccion de los productds extracelulares se
realizé a los 4 y 35 dias, cuando cada cultivo alcan-
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z6 la fase de crecimiento exponencial y estacionaria
respectivamente (indicado con flechas en la Fig. 1).
Cada cultivo se filtré a través de filtro Millipore de
0,45 nm, descartdndose la fraccién celular.

La secuencia de extraccion de los metabolitos
extracelulares, tanto para el agua de la laguna como
para las soluciones de los cultivos axénicos, se rea-
liz6 segin Stahl y Schorn (1965), e involucr6: 1)
adsorciéon en columna de carbdén activado; 2)
elucion secuencial de la columna con solventes de
polaridad decreciente (metanol, acetato de etilo y
éter sulftrico); 3) concentracion de los eluidos por
evaporacion al vacio, previa deshidratacién con
SO,Na, anhidro para el caso del extracto etéreo.

Los efectos antibidticos de cada extracto se eva-
luaron usando la técnica de antibiogramas de disco
en cajas de Petri, frente a Staphylococcus aureus (ais-
lamiento clinico del Lab. de Tuberculosis del Hos-
pital Muhiz) y Candida albicans (cepa 1001, también
ATCC 64385 del Dto. de Microbiologia de la Uni-
versidad Complutense de Madrid). En todos los
casos, se realizaron ensayos paralelos con el sol-
vente de elucién. La actividad antimicrobiana se
determing por la presencia y didmetro de los halos
de inhibicién. Las medidas estdn en la Tab. 1. Las
fotografias fueron tomadas con una cimara foto-
gréafica Pentax 1000.

El extracto etéreo del cultivo en fase estacionaria
fue analizado, en forma preliminar, por croma-
tografia ascendente en papel y cromatografia as-
cendente en placa delgada (TLC).

Las cromatografias preparativas fueron desarro-
lladas de acuerdo a Smith (1963) en papel Whatman
3MM a temperatura ambiente, usando éter de pe-
tréleo: metanol: cloroformo (50: 5: 45) como sistema
de solventes. En todos los casos, se corrieron

‘cromatogramas paralelos para testear los productos

de distinto Rf en biocromatogramas (Jorgensen,
1960; Accorinti, 1980), aplicando directamente la
seccién de papel cromatografico correspondiente a
cada Rf en antibiogramas. Las detecciones quimicas
de lipidos, dcidos organicos y acidos grasos, se hi-
cieron de acuerdo a Smith (op. cit.). :

Las corridas en TLC fueron desarrolladas de
acuerdo a Stahl (1965) en placas de silica gel Merck
60 F, ,,, usando como sistema de solventes tolueno:
dc. acético (200: 30) (White & James, 1985). Las
detecciones quimicas de lipidos y terpenoides fue-
ron realizadas de acuerdo a Stahl (op. cit.).

RESULTADOS

El crecimiento de Chlorella kessleri (Fig. 1) respon- -
di6 a la curva de crecimiento tipica de cultivos de
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Fig. 1.— Crecimiento de Chlorella kessleri en funcion del tiempo. -+-+-+-: densidad optica (Abs.); -.-.-.- ---: log. N° células.

ml". Las flechas indican el momento de extraccion.
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Fig:2.— Antibiogramas de los distintos extractos etéreos. A y B: Agua delaLaguna Verde; Cy D: cultivoen fase estacionaria;
E y F: cultivo en fase exponencial. Organismos testeados: C. albicans (A, Cy E) y S. aureus (B, D y F). E: extracto etéreo; C:
control. Las escalas corresponden a 15 mm.
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Tabla 1.— Antibiogramas de los distintos extractos
etéreos. Se indica, en milimetros, el didmetro de los halos
de actividad. A y B: agua de la Laguna Verde; C y D:
cultivo axénico en fase estacionaria; E y F: cultivo axénico
en fase exponencial; i: inhibicion; b: bacteriostasis.
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Fig.3.—Cromatogratia preparativa y biocromatogramasen
Whatman 3MM. Reveladores: azul de bromofenol (BB);
verde de bromocresol (BG); Rodamina B (RB); iodo (I). BIO:
biocromatogramas; y: amarillo; p: purpura; b: marrén; +:
antibiosis positiva.

algas autétrofas (Myers, 1962). Se observé primero
una fase exponencial (hasta el dia 5), seguida de
una fase estacionaria, no registrandose la fase lag
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Fig. 4— Cromatografia en placa delgada. Reveladores:
Rodamina B (RB); dcido sulfirico concentrado (S). p: ptrpu-
ra; h: ptrpura palido; e: bordeau; g: marrén grisaceo.

inicial, debido a la alta concentracién del indculo
sembrado.

Los antibiogramas realizados con los extractos
metandlicos y los extractos en acetato de etilo, obte-
nidos a partir del agua de la laguna y de las solu-
ciones de cultivo en fase exponencial y estaciona-
ria, dieron resultados negativos. En cambio, los
extractos etéreos presentaron una significativa acti-
vidad inhibitoria frente a C. albicans y S. aureus
(Tab. 1). El extracto etéreo proveniente del agua de
la laguna present6 la mayor actividad (Tab. 1 Ay B, -
Fig. 2 A y B), seguido por el proveniente del cultivo
en fase de crecimiento estacionaria (Tab. 1 C y D,
Fig. 2 C y D), mientras que el obtenido del cultivo
en fase exponencial dio como resultado los halos

" de inhibicién menores (Tab. 1 E y F, Fig. 2 E y F).
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Ademas, el extracto etéreo proveniente del cultivo



en fase estacionaria present6 efectos antibacterianos
y bacteriostdticos combinados frente a S. aureus
(Tab. 1 D, Fig. 2 D).

Los andlisis cromatograficos indicaron la pre-
sencia de sustancias con valores de Rf y propieda-
des cromogénicas similares a las correspondientes
a acidos organicos. lipidos, terpenoides y sustan-
cias insaturadas (Figs. 3 y 4). La existencia de sus-
tancias reductoras se evidencié por reaccion con
fuccina dcida. '

Los biocromatogramas demostraron antibiosis
frente a S. aureus en al zona de Rf: 0,85 a 0,95. De
acuerdo con los reactivos ensayados, esta zona co-
rresponderia a dcidos orgédnicos no saturados (Fig.
3)

DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos, pode-
mos afirmar que el agua de la «Laguna Verde»
contiene principios bioactivos con propiedades
antimicrobianas. ;

Como ha sido comprobado por diversos autores
(Accorinti, 1980, 1981 y 1983; Hellebust 1974) las
Chlorococcales producen una variada gama de
metabolitos extracelulares que pueden inhibir el
crecimiento de otras algas y microorganismos. Te-
niendo en cuenta los fenémenos de alelopatia (Rice,
1984), la accion de dichos metabolitos puede expli-
car, en parte, la dominancia de Chlorella kessleri en
este cuerpo de agua. :

Varios autores han demostrado «in vitro» la ac-
tividad antibacteriana y antiftingica de extractos
celulares y de soluciones de cultivo de distintas

especies algales (Borowitzka, 1988). En nuestro.

caso, los ensayos de actividad biolégica de las frac-
ciones extracelulares de los cultivos axénicos de C.
kessleri indicaron la produccién y liberacién de
principios antimicrobianos. Estos principios po-
drian estar relacionados con los efectos curativos
de las aguas naturales frente a ciertas dolencias
epidérmicas como psoriasis, candidiasis, etc.
Dada la elevada concentracién de C. kessleri en
la laguna, del orden de 2 x 107 cél./ml. (Judrez y
Vélez, 1993), podemos suponer que el efecto anti-
biético de las aguas naturales se debe en gran me-
dida a la produccién de principios activos por par-
te de esta especie algal. La mayor actividad
- antibidtica obtenida con los extractos provenientes
del agua de la laguna, puede relacionarse con: el
mayor volumen de agua filtrado «in situ», el mayor
acumulo natural de metabolitos btoactivos en fun-
cién del tiempo, y la probable produccion de sus-
tancias extracelulares por parte de las especies con-
comitantes. Comparando los resultados obtenidos
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con los extractos de cultivos en fase exponencial y
estacionaria, se observa que el efecto inhibitorio
frente a los dos microorganismos testeados fue
mayor con el extracto del cultivo estacionario. Re-
portes previos indican que la produccién de
metabolitos extracelulares es mayor en cultivos en-
vejecidos (Borowitzka, 1988; Allard & Tazi, 1993),
probablemente relacionada con la deficiencia de
nitrégeno y fésforo (Henriquez Vieira & Myklestad,
1986; Stryceck et al., 1992).

La actividad de sustancias lipidicas, terpenos y
sesquiterpenos, ya ha sido sefialada por numerosos
autores (Accorinti, 1983 y 1987; Rice, 1984). La ca-
racterizacion cromatografica preliminar del extrac-
to bioactivo de Chlorella kessleri indic la presencia
de sustancias lipidicas de tipo terpenoide. Estos
resultados preliminares seran confirmados con un
posterior andlisis de las estructuras quimicas
involucradas.
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