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Resumen. Se evaliia la accion antimicrobiana de la cuproclorofila
preparada a partir de clorofila extraida de la microalga Chlorella sp.
Se emplearon 33 cultivos microbianos, de los cuales 25 eran bacterias
(9 Gram positivas y 16 Gram negativas), y 8 hongos (5 de ellos leva-
duras). La actividad antimicrobiana, se determind por los métodos de
difusion radial en medio agarizado con cortes cilindricos y por dilu-
¢ién seriada en caldo. Se detectd que la cuproclorofila a una concen-
tracién del 8% es antimicrobiana frente al 92% de las bacterias, asi
como frente al 62,5% de los hongos, bacteriostatica a concentraciones
entre 0,8 y 1,0 y bactericida para las cepas sensibles probadas al 2,0%
o superiores. Recibido: 25 Mayo 2001, aceptado: 11 Diciembre 2001.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, antifiingica, antimicrobia-
na, Chlorella sp., cuproclorofila.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY
OF CUPROCHLOROPHYLL

Abstract. The anti-microbial action of cupro-chlorophyll prepared
from Chlorella sp. was evaluated. Of thirty three microbial strains, 25
were bacteria (9 Gram positives and 16 Gram negatives), and eight
fungi were analysed. Agar diffusion with cylindrical wells and serial
broth dilution methods were employed for determine the anti-
microbial action. We concluded that this product at 8% of concentra-
tion, presents anti-microbial action against 92% of bacteria found and
against 62,5% of fungi strains tested. This product inhibit bacterial
growth in a range from 0,8 to 1,0% of concentration, and possesses a
lethal action at 2,0% or more for sensitive strains. Received: 25 May
2001, accepted: 11 December 2001.

Key words: Antibacterial activity, antifungal and antimicrobial ac-
tion, cuproclhorophyll, Chlorella sp.

INTRODUCCION

A pesar de los crecientes avances en la biotecnologia, los recur-
sos naturales siguen constituyendo una fuente importante de com-
puestos biolégicamente activos. Entre ellos se encuentran las plantas
(Mongelli 1995, Jatem Lasser 1998) y los productos animales.
(Cuesta ef al. 1999).

Particularmente en el caso de aquellos compuestos con activi-
dad antimicrobiana, la vigencia de su estudio es evidente, dado el
alto niimero de publicaciones destinadas a esta tematica (Meckes et
al. 1995, Meckes et al. 1997). Este interés se hace mayor debido a la
creciente aparicion de cepas bacterianas patdgenas que se han torna-
do multirresistentes a los quimioterapéuticos, incluyendo los de alti-
ma generacion debido al mal uso y abuso que se ha hecho de estos
medicamentos (Ram 2000, Bush 1999, Ginestre 1999). Si a esto se
suma el surgimiento de las denominadas enfermedades infecciosas
emergentes y la prolongacion de la esperanza de vida, se entiende
claramente la necesidad de descubrir nuevas armas que enfrenten el
problema del control de los microorganismos patégenos (Talwani y
Horvath 2000).
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El alga Chlorella es una fuente rica de carotenoides, aceites
esenciales y clorofila, es obvio el interés de los cientificos en desa-
rrollar tecnologias que permitan el cultivo de este género y el méxi-
mo aprovechamiento de sus subproductos (Romero 1998).

A partir de la extraccion de clorofila de una pasta algal obtenida
de Chlorella, se puede obtener la cuproclorofila por sustitucién del
metal central (magnesio) de esta metaloporfirina, por cobre en medio
acido. Ambos pigmentos tienen gran utilidad en la industria cosméti-
ca para la formulacién de cremas, champtes, dentifricos y en la in-
dustria farmacéutica (Inoue y Nishimura 1990).

Sin embargo, las posibilidades del empleo de la cuproclorofila
pueden ser superiores como antimicrobiano, ya que la combinacién
de sus propiedades puede ofrecer resultados muy favorables para la
conservacion o restablecimiento de la salud, para lo cual, es indis-
pensable previamente el conocimiento profundo de su actividad an-
timicrobiana y la potencialidad de esa accion, siendo éstos los objeti-
vo del presente trabajo.

MATERIALES Y METODOS

La cuproclorofila empleada en este trabajo fue elaborada a par-
tir de la clorofila extraida de la pasta algal procedente de los cultivos
de Chlorella sp. desarrollados en las lagunas de la Organizacion
Econdmica Estatal Industrial de Alimentos (OEE INDAL) pertene-
ciente al Ministerio de la Industria Pesquera (Romero 1998) y fue
obtenida por el método descrito por Romero y Echevarria (1998).

La Cuprolorofila fue preparada y extraida de la masa algal con-
centrada procedente del cultivo de Chlorella sp., segun metodologia
descrita por Romero y Echevarria 1998, Se parti6 de una concentra-
cion del 8% (p/v), la cual se utiliz6 para realizar el tamizaje inicial y
determinar su actividad antimicrobiana frente a todos los cultivos
probados. A partir de ella, se prepararon las restantes concentracio-
nes de este compuesto.
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Se emplearon 33 cultivos microbianos, 25 de bacterias y 8 de
hongos. Estos procedieron del cepario del Departamento de Micro-
biologia de la Facultad de Biologia de la Universidad de La Habana y
del Centro Nacional de Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB). Su relacién se describe en la Tabla 1.

La determinacion de la actividad antimicrobiana se efectud por
difusion radial en medio agarizado con cortes cilindricos segtn el
método descrito en el Comité Nacional de Estandarizacién de Labo-
ratorios Clinicos (NCCLS) (1997).

Para determinar la presencia de actividad bactericida, se em-
pled el método de dilucién seriada en tubos de caldo, segin NCCLS
(1997). El in6culo empleado consistio en 0,1 mL de una suspension
microbiana en solucién salina fisiologica estéril, que contenia apro-
ximadamente 3X 108 UFC/mL (NCCLS, 1997), el cual se adicioné a
cada tubo con caldo nutriente que contenia las concentraciones de
cuproclorofila a probar. Las concentraciones empleadas estuvieron
en el rango entre 0,12 y 4% (p/v) en esta prueba. La actividad biocida
se determino por siembra en la superficie de placas con medio Agar
Nutriente, o Agar Sangre para las bacterias (segun los requerimien-
tos nutricionales de la cepa) y en Sabouraud Glucosa Agar para los
hongos y levaduras. Esta siembra se efectud luego de la incubacién
de los tubos a 35°C para las bacterias y a 25° para los hongos y leva-
duras tras 24 horas. Las placas inoculadas se incubaron a las mismas
temperaturas por 24 h para las bacterias y 48 h para las levaduras. En
los hongos filamentosos la incubacion de las placas se realizo hasta
que en la placa inoculada con la muestra del tubo control sin cupro-
clorofila se observo crecimiento. Todo el trabajo se realizé con tres
réplicas por cultivo.

Previo al uso de la cuproclorofila se verificé su estado de esteri-
lidad por siembra directa del producto en la superficie de placas con
medios Agar Nutriente, Agar Sangre y Sabouraud Glucosa Agar, las
cuales se incubaron hasta 7 dias a temperaturas de 25°C en el medio
para hongos y a 35°C en los medios para bacterias.
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TABLA 1. Relacién de cultivos microbianos empleados.

Clave Microorganismo Clave Microorganismo
S.a Staphylococcus aureus  PM-C Proteus mirabilis**
ATCC 25923
StA  Stphylococcus aureus* YP-2 Proteus mirabilis*
SP Streptococcus pyogenes Pm-CC96 Pasteurella multocida**
ATCC 19615
S.P-1  Streptococcus pyogenes* BB-A Bordetella bronchiseptica

S. PA-2 Streptococcus pyogenes*

S.P-2
S.P-4
B.S

B S-!
EC-1

YE-1
STy

Psa
YP-1
Ps-C
K-C

YK-1

Streptococcus pyogenes* YC-1
Streptococcus pyogenes™ YE-2

Bacillus subtilis YS-1
ATCC 6633

Bacillus subtilis* CA-A
Escherichia coli CA-1
ATCC 25922

Escherichia coli* CK
Salmonella typhi CG
ATCC 14028

Pseudomonas aeruginosa SC
ATCC 27853

Pseudomonas RR
aeruginosa*

Pseudomonas BB
aeruginosa**

Klebsiella ozaenae™* PL

Klebsiella pneumoniae*

Bp-CC89

ATCC 4617

Bordetella
bronchiseptica**

Citrobacter sp.*
Enterobacter cloacae*

Serratia marcescens™

Candida albicans
ATCC 10231

Candida albicans*

Candida krusei*
Candida glabrata*

Saccharomyces
cereviseae*

Rhodotorula rubra*

Bauberia bassiana
cepa LABERLAM**

Paecilomyces lilacinuz
cepa LABERLAM**

*: Fac. Biol, aislamientos ambientales o de origen clinico humano.
**: CENPALAB, aislamientos ambientales o de origen veterinario.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La prueba de esterilidad efectuada a la cuproclorofila demostréd
su adecuado estado para estos fines, ya que no mostrd crecimiento
microbiano alguno.

Como se observa en la Tabla 2, de las 25 cepas bacterianas pro-
badas frente a la cuproclorofila, 23 fueron sensibles, lo cual indica
una actividad antibacteriana del 92% frente a las cepas bacterianas
probadas. Las unicas cepas resistentes fueron Salmonella typhi y
Pasteurella multocida.

De todas las cepas bacterianas inhibidas, en 8 de ellas el halo de
inhibicién midié entre 14 y 18 mm, mientras que s6lo en una cepa
flngica, el halo de inhibicion alcanz6 esas dimensiones.

No hubo diferencias notables entre los resultados obtenidos en
una misma especie o género con cepas ATCC de origen clinico hu-
mano o en aquellos aislados de animales, lo cual habla a favor de este
producto como posible agente terapéutico. Es de sefialar que espe-
cies de interés clinico como son Staphylococcus aureus y Strepto-

TABLA 2. Relacion de cepas bacterianas inhibidas por la cuproclo-
rofila.

_Clave Inhibic. Clave Inhibic. Clave Inhibic. Clave Inhibic.

S.a B B.S B Ps-C B Bp-CC8 4
St.A B B S-1 B K-C B YC-1 A
Sp A EC-1 A YK-1 B YE-2 A
S. P-1 A YE-1 A PM-C A YS-1 A
S.PA-2 A S.Ty - YP-2 B
S.P-2 A Psa A  Pm-CC9% -

S. P-4 A YP-1 B BB-A A
- No halo de inhibicion.

A Halo entre 8 ¥ 13 mm de didmetro.

B Halo entre 14 y 18 mm de didmetro.

C Halo mayor o igual a 19 mm de didmetro.
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coccus pyogenes fueron afectadas por la cuproclorofila. Dada la ne-
cesidad de disponer de nuevos agentes quimioterapéuticos para con-
trolar la proliferacion de cepas patdgenas multirresistentes a los anti-
bidticos convencionales, estos resultados hablan a favor de las posi-
bilidades de aplicacidn de la cuproclorofila, aunque para ello, deben
realizarse estudios que definan su inocuidad, de los cuales no se han
encontrado publicaciones en la literatura cientifica revisada. No obs-
tante, el empleo de este compuesto como componente de formula-
ciones para uso dental en Japon constituye un buen indicio en este
sentido (Inoue y Nishimura 1990).

De acuerdo a los resultados de la determinacion de actividad
antifiingica en la cuproclorofila (Tabla 3), la cepa ATCC de Candida
albicans, mostrd una gran sensibilidad frente a este producto, ya que
el halo de inhibicion en ella alcanzé los 20 mm de diametro. Este
producto también afecto el crecimiento, pero con halos de inhibicion
menores en otras cepas de esta misma especie, mientras otra especie
de este mismo género de levaduras, C. glabrata, no fue sensible a
este producto. No se detecté actividad inhibitoria frente a las cepas
de hongos filamentosos probadas.

En la Tabla 4 se evidencia que la cuproclorofila no sélo presen-
ta una fuerte actividad bacteriostatica, ya que es activa como inhibi-
dora del crecimiento a concentraciones iguales o menores al 1%
(p/v) y presenta actividad bactericida a concentraciones superiores,
en el rango entre 2% (p/v) y 4% (p/v) frente al grupo de bacterias se-
leccionadas para este estudio.

Por no haber encontrado otras publicaciones anteriores simila-
res en la literatura cientifica sobre la actividad antimicrobiana de este
compuesto, estos resultados sélo pueden ser comparados con los ob-
tenidos en el trabajo realizado por Romero y Pérez (1999), quienes
no encontraron actividad antimicrobiana cuando emplearon concen-
traciones inferiores al 3% de cuproclorofila, y ain con esta concen-
tracion, la actividad bacteriostatica se demostro solo para el 44% de
los cultivos microbianos probados por estos autores. Entre las cepas
resistentes se encontraban dos especies de levaduras del género Can-
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TABLA 3. Relacion de hongos susceptibles a la cuproclorofila

~ Clave  Inhibicién Clave Inhibicién
CA-A C SC A
CA-1 A RR A
CK A BB -
CG - PL -

- No halo de inhibicion.
A Halo entre 8 y 13 mm de didmetro.
B Halo entre 14 y 18 mm de didmetro.

TABLA 4. Valores de CMI y CMB de cuproclorofila (%).

Cepa/Género CMI CMB
S.a (8. aureus) 0,8 32
YE-1 (E. coli) 1,0 2,0
YP-1 (P. aeruginosa) 0,8 2,0
YK-1 (K. preumoniae) 0,8 2.0
YP-2 (P. mirabilis) 1,0 4.0
YC-1 (Citrobacter sp.) 0,5 2,0
YS-1 (8. marcescens) 1.0 2,0

dida: C. albicans y C. utilis, de las cuales la primera fue activa en el
presente trabajo. Las discrepancias encontradas entre estos resulita-
dos y los de los autores citados pueden deberse al empleo de diferen-
tes métodos de deteccion de la actividad antimicrobiana, ya que los
autores emplearon el método de los discos de papel, y es sabido que
siempre queda parte del compuesto a probar embebido en el papel
del disco y por tanto, las concentraciones difundidas siempre son
menores que las aplicadas al disco.

El método de diluciones seriadas en tubos con caldo, no pudo
emplearse para la determinacién de las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) de este compuesto, ya que la fuerte coloracion
verde oscura de la cuproclorofila sélo permite distinguir la inhibi-
cién del crecimiento en concentraciones muy diluidas interfiriendo
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con las lecturas al no permitir detectar la turbidez debida al creci-
miento bacteriano, por lo que sdélo se empled para la determinacién
de las concentraciones minimas bactericidas (CMB). Esta problema-
tica ocurre con los productos pigmentados o con aquellos que oca-
sionan la formacion de opalescencias como es el caso del propdleo
por su poca solubilidad en el medio acuoso, trayendo como conse-
cuencia la necesidad de emplear en estos casos el método de difusion
radial en medio agarizado por las CMI.

CONCLUSIONES

La cuproclorofila preparada a partir de la microalga Chlorella
presenta actividad antibacteriana frente al 92% de las cepas proba-
das, con un amplio espectro de actividad antimicrobiana tanto frente
a bacterias Gram positivas como a Gram negativas independiente-
mente de su origen. Esta actividad bacteriostética se evidencio a con-
centraciones entre 0,5% (p/v) y 1,0% (p/v)

Es posible encontrar efecto biocida entre las cepas sensibles a
concentraciones superiores que las bacteriostaticas.

RECOMENDACIONES

Dados los resultados encontrados, es recomendable continuar
con el estudio de la actividad antimicrobiana de este compuesto para
definir los valores de CMI y CMB y CMF de las cepas bacterianas y
fungicas restantes, ya que ofrece perspectivas de uso terapéutico ani-
mal o humano.
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