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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 ot 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 lipidie substances of terpenic nature.

El objetivo de este trabajo fue ensayar, en prue¬
bas de laboratorio, la actividad biológica' frente a
bacterias y hongos patógenos de compuestos

de agua termales de la provincia del Neuquén, extracelulares producidos por cultivos axénicos de
llamó nuestra atención el color verde intenso que Chlorella kessleri, y establecer una posible relación
presentaban las aguas de la «Laguna Verde» (Com¬
plejo Termal Copahue). En un trabajo reciente,

Juárez y Vélez (1993) determinaron que esa colora¬
ción se debía a la presencia de altas concentrado- MATERIALES Y METODOS
nes de la microalga verde Chlorella kessleri Fott et
Novakova (Chlorococcales, ChloYophyceae), especie
dominante en este cuerpo de agua.

Las aguas de la «Laguna Verde» son utilizadas
con fines terapéuticos, principalmente en el trata¬
miento de afecciones cutáneas como psoriasis,
candidiasis, etc. (Ubogui et al., 1991). Esto resultó
de nuestro interés y encaramos el estudio de las

propiedades antibióticas de sus aguas y de las sus- . aisló, purificó y cultivó axénicamente según Juárez
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 producción 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 la bibliografía, no se regis¬
tran ensayos de antibiosis con clorofitas de áreas
termales.

INTRODUCCION

Durante un relevamiento de distintos cuerpos

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

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
pequeños volúmenes de muestras vivas para llevar
a cabo los cultivos de Chlorella kessleri, la cual se

y Vélez (1993).
Los cultivos axénicos se realizaron en

erlenmeyers de 2.000 mi conteniendo 1.000 mi de
medio 3NBBM (Archibald & Bold, 1970) suple-
mentando con glucosa 0,1% (P/V) a temperatura
ambiente y sometidos a un fotoperíodo de 12-12 L-
O y agitación constante. Para determinar el mo¬
mento óptimo de extracción de las sustancias acti¬

vas, se siguió previamente . el crecimiento de la
especie bajo las condiciones mencionadas, toman¬
do como parámetros de crecimiento densidad ópti¬
ca a 600 nm y recuento celular en cámara de
Neubauer.

La extracción de los productos extracelulares se
realizó a los 4 y 35 días, cuando cada cultivo alcan-

1 Laboratorios de Fisiología Vegetal, Dto. Cs. Biológicas, Facul-
tad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.
Ciudad Universitaria, Pab. 2, (1428) Buenos Aires, Argentina.
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El extracto etéreo del cultivo en fase estacionaria
fue analizado, en forma preliminar, por croma¬

tografía ascendente en papel y cromatografía as¬
cendente en placa delgada (TLC).

Las cromatografías preparativas fueron desarro¬
lladas de acuerdo a Smith (1963) en papel Whatman
3MM a temperatura ambiente, usando éter de pe¬
tróleo: 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

sección de papel cromatográfico correspondiente a
cada Ríen antibiogramas. Las detecciones químicas
de lípidos, ácidos orgánicos y ácidos grasos, se hi¬
cieron de acuerdo a Smith (op. tit.).

Las corridas en TLC fueron desarrolladas de
acuerdo a Stahl (1965) en placas de sílica gel Merck
60 F254, usando como sistema de solventes tolueno:
ác. acético (200: 30) (White & James, 1985). Las
detecciones químicas de lípidos y terpenoides fue- *

ron realizadas de acuerdo a Stahl (op. tit.).

zó la fase de crecimiento exponencial y estacionaria

respectivamente (indicado con flechas en la Fig. 1).

Cada cultivo se filtró a través de filtro Millipore de
0,45 pm, descartándose la fracción celular.

La secuencia de extracción de los metabolitos
extracelulares, tanto para el agua de la laguna como
para las soluciones de los cultivos axénicos, se rea¬
lizó según Stahl y Schorn (1965), e involucró: 1)

adsorción en columna de carbón activado; 2)
elución secuencial de la columna con solventes de

polaridad decreciente (metanol, acetato de etilo y
éter sulfúrico); 3) concentración de los eluidos por
evaporación al vacío, previa deshidratación con

S04Na2 anhidro para el caso del extracto etéreo.
Los efectos antibióticos de cada extracto se eva¬

luaron usando la técnica de antibiogramas de disco
en cajas de Petri, frente a Staphylococcus aureus (ais¬

lamiento clínico del Lab. de Tuberculosis del Hos¬
pital Muñiz) y Candida albicans (cepa 1001, también
ATCC 64385 del Dto. de Microbiología de la Uni¬
versidad Complutense de Madrid). En todos los
casos, se realizaron ensayos paralelos con el sol¬
vente de elución. La actividad antimicrobiana se
determinó por la presencia y diámetro de los halos
de inhibición. Las medidas están en la Tab. 1. Las
fotografías fueron tomadas con una cámara foto¬
gráfica Pentax 1000.

RESULTADOS

El crecimiento de Chlorella kessleri (Fig.1) respon¬
dió a la curva de crecimiento típica de cultivos de
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Fig. 1.— Crecimiento de Chlorella kesslen en función del tiempo. -+-+-+-: densidad óptica (Abs.);

mi1. Las flechas indican el momento de extracción.
log. N° células.
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Fig:2.—Antibiogramasdelosdistintosextractosetéreos.A y B: Aguadela Laguna Verde;CyD:cultivoen faseestacionaria;

E y F: cultivo en fase exponencial. Organismos testeados: C. albicans (A, C y 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 milímetros, el diámetro 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: inhibición; b: bacteriostasis.
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Fig. 4.— Cromatografía en placa delgada. Reveladores:
Rodamina B (RB);ácidosulfúricoconcentrado (S). p: púrpu¬
ra; h: púrpura pálido; e: bordeau; g: marrón grisáceo.
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inicial, debido a la alta concentración del inoculo
sembrado.
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Los antibiogramas realizados con los extractos
metanólicos 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

oi-

0.0-

Fig.3.—Croma tografía preparativa y biocromatogramasen
Whatman 3MM. Reveladores: azul de bromofenol (BB); (Tab. 1). El extracto etéreo proveniente del agua de

verdede bromocresol (BG);Rodamina B(RB); iodo (I).BIO: la laguna presentó la mayor actividad (Tab.1A y B, •

biocromatogramas; y: amarillo; p: púrpura; b: marrón;'+: Fig. 2 A y B), seguido por el proveniente del cultivo
antibiosis positiva. en fase de crecimiento estacionaria (Tab. 1 C y D,

Fig. 2 C y D), mientras cjue el obtenido del cultivo
algas autótrofas (Myers, 1962). Se observó primero en fase exponencial dio como resultado los halos_
una fase exponencial (hasta el día 5), seguida de de inhibición menores (Tab. 1 E y F, Fig. 2 E y F).
una fase estacionaria, no registrándose la fase lag Además, el extracto etéreo proveniente del cultivo
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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 producción de
metabolitos extracelulares es mayor en cultivos en¬
vejecidos (Borowitzka, 1988; Allard & Tazi, 1993),

probablemente relacionada con la deficiencia de
nitrógeno y fósforo (Henriquez Vieira & Myklestad,
1986; Stryceck et al., 1992).

La actividad de sustancias lipídicas, terpenos y
sesquiterpenos, ya ha sido señalada por numerosos
autores (Accorinti, 1983 y 1987; Rice, 1984). La ca¬
racterización cromatográfica preliminar del extrac¬
to bioactivo de Chlorella kessleri indicó la presencia
de sustancias lipídicas de tipo terpenoide. Estos
resultados preliminares serán confirmados con un
posterior análisis de las estructuras químicas
involucradas.

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

Los análisis cromatográficos indicaron la pre¬
sencia de sustancias con valores de Rf y propieda¬
des cromogénicas similares a las correspondientes
a ácidos orgánicos, lípidos, terpenoides y sustan¬
cias insaturadas (Figs. 3 y 4). La existencia de sus¬
tancias reductoras se evidenció por reacción con
fuccina ácida.

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¬
rrespondería a ácidos orgánicos 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 fenómenos de alelopatía (Rice,
1984), la acción 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 antifúngica de extractos
celulares y de soluciones de cultivo de distintas
especies algales (Borowitzka, 1988). En nuestro.
caso, los ensayos de actividad biológica de las frac¬
ciones extracelulares de los cultivos axénicos de C.
kessleri indicaron la producción y liberación de
principios antimicrobianos. Estos principios po¬
drían estar relacionados con los efectos curativos
de las aguas naturales frente a ciertas dolencias
epidérmicas como psoriasis, candidiasis, etc.

Dada la elevada concentración de C. kessleri en
la laguna, del orden de 2 x 107 cél./ml. (Juárez y
Vélez, 1993), podemos suponer que el efecto anti¬
biótico de las aguas naturales se debe en gran me¬
dida a la producción de principios activos por par¬
te de esta especie alga!. La mayor actividad

. antibiótica 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 bfoactivos en fun¬
ción del tiempo, y la probable producción de sus¬
tancias extracelulares por parte de las especies con¬
comitantes. Comparando los resultados obtenidos
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