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RESUMEN 

De una muestra de agua de producción del pozo 

Hallazgo 65-8 de Poza Rica Veracruz, se aisló una cepa 

de Bacillus subtilis que produce un pigmento negro 

el cual es soluble en el medio de cultivo. 

La cepa es halotolerante y las condiciones ópti

mas para la producción del pigmento son: cultivo esta

cionario en .. dios sintéticos simples, temperatura 

entre 28 y 37ºC, pH 7 e incubación de más de 48 h. 

El tipo de fuente de carbono del medio y la luz no 

afectan la sintesis del pigmento, mientras que la agi

tación en medio de Czapek adicionado de extracto de le

vadura, fuentes de nitrógeno diferentes al N03- y tem

peraturas de incubación mayores de 40ºC inhiben la 

sintesis del pigmento. 

El medio más simple en el que la cepa puede produ

cir pigmento está compuesto de NaN03, K2HP04 y 

sacarosa. 

El pigmento se purificó por el método de Sevag 

modificado, que precipita proteinas y por el método 

de Blackberg y Wanger que precipita melanina. Los pigmen

tos purificados poseen caracteristicas similares a las 

de la melanina, sin embargo el pigmento obtenido por el 

primer método es soluble en agua y de bajo peso molecu

lar, lo que no concuerda con los datos reportados para 

l as melaninas. 



I N T R o D u e e I o N 



INTRODUCCION 

ptuchas colonias de •icroorganis1110s •uestran distin

tas coloraciones, esto se debe a que sus células son 

pigmentadas. Algunas especitHI secretan los pig..,..tos al 

..ctio de cultivo, •ientras que otras llMI retienen en su 

...tJrana citopl• .. ica o pared celular. La capacidad de 

producirlos est• deter•inada gen6ticamente y es una 

caracteri•tica diagnóstica <23>. Ca.o se puede obser

var en la tabla ta y b 0 los pig ... ntos Microbianos están 

amplia..,,te distribuidos entre los procariontes y pueden 

tener .._.y variada naturaleza qui•ica. 

Entre 1015 pig..ntos .. jor estudiados están los fo

tosint6ticos y los de algunas bacterias colllO 

Halobact•riu•, Coryn•bacteriu• y S•rratia •arc•$cens 

<b>. El conociMiento de los pig•entos microbianos no es 

IBUY a19plio y a la •ayoria de éstos no se les ha encon

trado una función especifica en la célula, se pien-

sa que protegen a los Microorganismos contra el efecto de 

la luz ultravioleta y longitudes cercanas a ésta. La ca

pacidad de for•ar pig•entos a algunos microorganisMos les 

da cierta ventaja sobre las cepas no pigmentadas, las cua

les son inactivadas •ás f•cilmente en presencia de la 

luz <23>. T..t>iltn los pig•entos pueden proteger contra 

la fagocitosis, ca.o observó Singh en 1942 <24>. El 
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Tabla la. Microorganismos productores de pigmentos. 

Microorganismo 

Pseudo•onas 
aeruginosa <23> 

Cro•obacteriu• 
iodinu• <23> 

Serratia 
•arce:scens <23) 

lficrococcus 
Iuteus <23> 

lfycobacteriu• 
phlei <23) 

Candi da 
pulcherri•a <23> 

Croaobacteriu• 
violaceu• <23> 

Pseudo•onas 
indi901'era <23> 

Corynebacteriu• 
indigiosua <23> 

Arthrobacter 
atrocyaneus <23> 

Piociahina 

lodinina 

Prodi9iosima 

Pulcherri111ina 

Violaceina 

Indigoidina 

Indigoidina 

lndigoidina 

Estructura 

?ll F~ O 
¡ f 

H1 C J V~~,......., .._....... -: H~ 

-~ -~ N:.l.. , : ~l 
H)'... t ~ 

O F, · , 
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T.abl• 1b. "icroor9anis1K>s f>roductor- de pi9..ntos. 

11 i e roog.an i IMID Pig..nto Estructura 

Str•ptoayc•s 
111v1tndul•• <17> ,.._l•nin• * 
Azospirillu• 
br11sil•ns• <1:5> ,.._l.anin• * 
Bact•riu• 
sal•onicid• (12) ,.._l•nin• * 
Vertcilliu• 
dahli•• (9) ,.._lanin• * 
A•orphoth•c• 
r•sina• (9) ,.._lanin• * 
Epicoccua 
nigru• (9) t1el•nina * 
Hu•icol• 
grisea (9) l"lel.anina * 
Coll•totricu• 
coccod•s (9) Melanina * 
·Sclerotiu• 
rolfsii <9>. l"lel.anina * 
Aspergillus 
niger (2:5) Asper9ilina Perilenequinona 

•= Poli .. ro de 5,ó dihidro~iindol y 5,ó indolquinona. 
<19) • . 
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encontró que algunos pig .. ntos bact•ri.,,os CDIK> la 

prodigio•ina de S•rratia •arc•sc•ns y la violac•ina 

de Cro•obact•riu• violac•u• prot•gian a l•• c•lu-

la• d• la fagocitosis a•ibiana, y que •l protista .. en

quistaba o .aria an pr••ancia d•l pig .. nto. Esto no su

clKl ia con las bact•ria• no pig-.ntad••, l•• cual•• •r.,, 

fagocitadas por las .. ibas sin ningOn •f11eto s11eunda

rio. E•te •xperilM!flto •• hizo t..t>i*n con Ps•udo•onas 

pyocyan•a y P.a•ruginosa obtaniando resultados .... J.,,

t•• <B>. 

11uchos microorganis.as producan pi9.antos con propie

dades antibióticas <23>, asi por •J-.plo 

Pseudo•onas aeruginosa cuando cr11e• aeróbica..,,t• an 

medio pobre en fosfato•, s11er•ta · gran cantidad d• pig.en

tos, de l<Hi cual•• la piocianina •• •l que produc• an 

mayor cantidad. El interés del .. tudio de •ste pig.ento 

deriva de su intenso color, sus propiedades antibióti

cas y la correlación entre su producción y la patoge

nicidad. La piocianina puede d••viar el flujo d• •l11etro

nes, de la via normal del .citocro.a a una via produc

tora de 02- y H202, y parece s•r que la acción anti

biótica del pigmento se debe en gran part• a la toxici

dad y al incremento en la producción d• .. tos ca.pu--



- 6 -

tos. Ta-.bién la cianomicina, un antibiótico producido 

por Strepto•yces cyano~lavus, •• ha identificado cOfllo 

piocianina (13>. 

Los pigllltfntos bacterianos no fotosintéticos gena

ralllef"lta son sintetizados durante al metabolismo secunda

rio, es decir que su inicio y máxima producción ocu-

rren en la fase estacionaria de creci•iento <23>. 

Los pigmentos café-negros de microorganismos se 

han estudiado principal.-ente en hongos, entre los cuales 

sa reportan la aspergilina, un p.igmento negro de alto pe

so .alecular que tiene una perilenequinona y varios amino

ácidos, que le dán el color a las conidias de 

Aspergillus niger <25>, y las melaninas o compuestos 

similares, que incluyen compuestos de diversos orige-

nes pero que c0111parten caracteristicas fisicas y 

quimicas y que son producidos por una amplia variedad 

de organismos <4,9,11,16,17,19,26,27>. 

En los trabajos realizados sobre estos pigmentos se 

estudian varios factores que influyen en su formación, 

principalmente el metabolismo de la tirosina y otros ami

noácidos. El proceso por el que se llega a la forma-

ción final de los pigmentos es muy complejo y la infor

mación sobre la secuencia de reacciones que van de tiro-
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sina a pigmento es incompleta (12,17>. 

- con base en estudios de degradación de .. 1aninas 

naturales, Nicolaus <19ó9> <20> propone una clasifica

ción arbitraria para estos pigmentos: eumelaninas, 

phaecomelaninas y alomelaninas, los dos pri .. ros tipos se 

encuentran principalmente en el reino aniaal y estÁn 

formados por compuestos de tipo indol dados por la oxida

ción enzimática de la tirosina. Las alomelaninas se 

forman por la oxidación enzimática de precursores no 

indólicos y se encuentran en plantas, hongos y bacte

rias. 

Existen numerosos ejemplos de estructuras fúngicas 

que son resistentes a condiciones ambientales adversas. 

Muchas de estas estructuras tienen pigmentos negros, los 

cuales se han reportado como melaninas <9>, y se ha visto 

que protegen a la pared celular de las quitinasas y las 

endo B-1,3-glucanasas evitando la lisis por la acción 

enzimática microbiana <9,26>. 

Como resultado de los estudios realizados en diferen

tes estructuras de hongos se encontró que la melanina 

se presenta en f o r ma de "verrugas" o gr.inulos que se 

localizan ' dentro y/o fuera de las paredes celulares 

(9,26,27>. 
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Con respecto a las bacterias existe una gran varie

dad de organismos que producen pigmentos cafés o negros 

como son Azospirillu• brasilense (15>, Bacillus 

subti l is <1,2>, Bacteriu• salaonicida (12>, 

Rhizobiu• leguainosaru• <7>, y Streptoayces 

lavendulae <17>. 

Sola .. nte en unos cuantos reportes se menciona cual 

es la localización, naturaleza quimica o forma en 

que se presenta el pigmento. Unos de estos casos son, el 

de Azospirillu• brasilense, donde el pigmento se en

cuentra en forma de gránulos en la pared <1S>, y el de 

los Streptoaycetes, donde se reporta la producción 

de un pigmento soluble en el medio (17). 

En las bacterias del género Bacillus aisladas 

de ambientes salinos las coloraciones más comunes son 

el amarillo, rosa y naranja. La salinidad parece ser el 

factor ecológico que más influye en la distribución 

de las cepas pigmentadas <21>. Entre las especies de este 

género que producen pigmento café o negro solo se re

porta a B. subtilis var. aterriaus que produce el 

pigmento exclusivamente en medios de carbohidratos y B. 

subtilis var. niger que forma el pigmento en medios 

con tirosina (3). Más recientemente Barnett y col. 
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(1983) <1,2> reportaron el B.subtilis 168 L-4 que pro

duce por lo menos cinco pigmentos cafés re l acionados 

con la esporulación. Los precursores necesarios para la 

formación de éstos pigmentos se liberan de la célu-

la y se acumulan en el medio de cultivo durante el cr11ei

miento logaritmico y en la etapa temprana de .la fase 

estacionaria. Una vez excretados, estos precursores pue

den convertirse en los pigmentos por una via no enzi

mática en la que es necesaria la presencia de oxigeno 

hidróxidos y Mn+2 como catalizador <2>. En un trabajo 

posterior estos mislllOs autores aislaron e identificaron 

parcialmente uno de los pigmentos y al que llamaron T1, a 

pesar de tener un espectro similar al de las melaninas es 

diferente a éstas por su bajo peso molecular <3500 dal

tones>, su solubilidad en agua y por el alto contenido de 

oxigeno en su molécula <1>. De los otros pigmentos 

concluyen que por lo menos algunas de sus caracteris

ticas no son iguales a las reportadas para la identifica

ción de melaninas descritas anteriormente. 

Este trabajo pretende ampliar la información sobre 

pigmentos bacterianos, sobre todo los de color café-ne

gros, de los cuales la mayoria han sido reportados en 
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hongos. Para esto se identificará una cepa bacteriana 

aislada de un pozo p•trolaro, s• •studiará •l COlllf>Orta

•iento da producción del pig.-nto, y se iniciaran es

tudios sob,.. sus propiedades fisica• y qui•icas. Espe

rando que 9Stos datos sirvan para ca.prender .. jor el 

•etaboli!ll90 secundario microbiano. 



OBJETIVOS 

1.- Identificar una cepa negra aislada de aguas de pro

ducción de pozos petroleros. 

2.- Determinar la influencia de algunos factores fi

sicos y del medio de cultivo sobre la producción 

del pigmento. 

3.- Obtener y purificar el pigmento negro. 

4.- Caracterizar el pigmento por métodos físicos y 

9uimicos , y compararlo con la melanina. 



11 A T E R I A L 

y 

11 E T O D O S 



MATERIAL Y METODOS 

Il AISLAMIENTO A PARTIR DE AGUAS DE PRODUCCION DE POZOS 

PETROLEROS. 

Se tomaron muestras de a9uas de producción de pozos 

petroleros de Poza Rica Veracruz, para aislar los microor-

9anismos existentes. A las muestras de petróleo mezclado 

con a9ua se les adicionó Tween 80 al 2%, se a9itaron ma

nualmente por 30 min. y se dejaron reposar durante dos 

semanas para separar las dos fases. La fase acuosa se ex~ 

trajo por medio de un sifón, se filtró en equipo milli

pore usando membranas de 0.45 micrometros, y con éstas 

se inocularon dos matraces de 500 ml con 100 ml de medio 

Czapek modificado <apéndice) para cada muestra, incuban

do uno en condiciones de aerobiosis y otro en anaerobiosis 

a 45°C durante 7 dias. Posteriormente, se mantuvieron 3 

dias a temperatura ambiente y el matráz del pozo 

Hallaz90 6 5-8 incubado en condiciones aeróbicas presen-

tó la producción de un pi9mento de color ne9ro. 

La cepa produc t ora del pi9mento, se aisló por el 

método de la estría cruzada en p l acas de medio de Cza

pek modificado . <Esquema 1). 

IIl IDENTIFICAC I ON DE LA CEPA PRODUCTORA DEL PIGMENTO 

Pa r a la i d en t i f i cac i ón de la cepa se describió la 

morfo l ogia co l onial y microscópica y se realizaron las 



l'luestra 
Hallazgo 65-8 
y Tween 80 2X 

! 

aguas de 
producción 1 

('z z zzzz11 
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8 
membrana 

Filtrar por ~ 
millipore 45ºC 

7dias 

N2 

Cepa 
aislada 

Aislamiento por 
estria cruzada 

Aerobios is 
T ambiente 

Anaerobios is 

3 dias 
Czapek modificado 

\ 
Tinción de Gram ~~~~~ Identificación por 

pruebas bioquimicas 

Esquema 1. Aislamiento e identificación de la cepa 

negra; obtenida de aguas de producción de 

pozos petroleros. 
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siguientes pruebas bioquimicas recomendadas para la iden

tificación de bacterias del género Bacillus <3,5,-

21>: Crecimiento en anaerobiosis y en NaCl al 77., Voges

Proskauer, hidrólisis del almidón, reducción de N03-

a N02- y producción de oxidása, catalasa y caseina. 

III> EFECTO DE LAS CONDICIONES DE INCUBACION SOBRE LA 

SINTESIS DEL PIGMENTO 

La cepa se sometió a diferentes condiciones fisi

cas y quimicas de incubación. El medio de Czapek modi

ficado, sin extracto de levadura fue el utilizado como 

base para la mayoria de las pruebas. 

Se prepararon cultivos en matraces de 250 ml, se in

cubaron a 37~C, con excepción de los cultivos a diferen

tes temperaturas, y se observaron cada 24 h durante siete 

di as. 

Los cambios a los que se sometió la cepa fueron: 

al Iluminación. 

El efecto de la luz se realizó colocando unos culti

vos en obscuridad y otros en presencia de luz. 

bl Temperutura. 

Los cultivos se colocaron en estufas a las siguientes 

temperaturas: 4°6, 2s"c, 32°C, 37°C, 45"c y 55°C. 
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c) Agitación. 

Esta se realizó en medio de Czapek modificado, con 

y sin extracto de levadura, las velocidades utilizadas fue

ron: estacionario, 75, 125 y 200 revoluciones por minuto 

<rpm). Se usó una agitadora New Brunswick mod. G-25. 

d) Concentración de NaCl 

Se probaron diferentes concentraciones de NaCl para 

conocer el comportamiento en cuanto a tolerancia y produc

ción de pigmento. Las concentraciones 9ue se usaron fue

ron: 0,2,4,S,ó,8,10,12 y 14 por ciento. 

el pH. 

Los pH probados fueron 4,5,6,7,8 y 9, los cultivos se 

ajustaron con NaOH y HCL 1 M, usando papel pH Meditest. 

f) Modificaciones al medio de Czapek 

El efecto de diversos sustratos sobre el crecimiento 

y producción del pigmento se hicieron substituyendo algu

nos de los componentes originales del medio. 

El sustrato original de carbono, la sacarosa se modi

ficó camb1andola por: almidón, dulcitol, galactosa, 

glucosa, lactosa, maltosa, manitol, manosa y ribosa al 1%. 

La fuente original de nitrógeno NaN03, se reempla

zó por: nitrato de amonio, cloruro de amonio sulfato de 

amonio, nitrito de sodio, sulfato ferroso amonico, 
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tirosina y urea al 0.3/.. 

9> Otros medios de cultivo. 

Los medios diferentes al Czapek se utilizaron para 

conocer el comportamiento de la cepa ante diferentes condi

ciones nutricionales. Se probaron medios sintéticos y 

medios complejos. 

sintéticos: 

Medio Czapek 

Medio E 

Medio de Horikoshi-Akiba <22> 

complejos: 

Caldo Nutritivo 

Caldo Soya tripticasa 

Caldo Infusión cerebro corazón. 

hl Requerimientos mínimos para la sintesis del 

pigmento 

Para conocer los requerimientos nutricionales mini

mos que la cepa necesita para crecer y producir pigmento, 

se fueron suprimiendo cada uno de l os componentes del 

medio de Czapek mod i ficado. 

IV> OBTENCION Y PURIFICACION DE LOS PIGMENTOS 

Obtención del pigmento negro de la cepa Hallazgo 

65-8 . 
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El microorganismo se inoculó en matraces de 500 ml 

con 100 ml de medio de Czapek modificado, se incubó has

ta 9ue presentó el pigmento negro y se separó el pa9ue

te celular por centrifugación a 8000 rpm durante 20 minu-

. tos, en una centrifuga refrigerada Sorvall RC-SB. 

Se probaron dos métodos de purificación: El mé

todo de Sevag modificado <Op cit 18> y el método de 

Blackberg y Wanger <17). 

1.- Hétodo de Sevag modificado para extracción de 

proteinas. Es9uema 2. 

a) Agregar una mezcla de cloroformo-octanol (8:1) a un vo

lumen igual del pigmento en un embudo de separación y 

agitar manualmente 30 min. 

b) Dejar separar las fases y el precipitado, recolectar la 

fase acuosa donde se encuentra el pigmento. 

c) Repetir los pasos a y b hasta 9ue no se presente preci

pitado protéico . 

d) Agregar a la fase acuosa 1 mg/ml de DNAsa y 0.01 mg/ml 

de HgS04 e incubar a 3 7°C durante 3 horas, con agitacio

nes ocasionales 

e) Agregar proteasa alcalina y dejar a 37°C por 18 horas. 

f) Repetir pasos a y b. 

g> Liofilizar el pigmento. 



Cultivo de 72h 
a 37°C 

<Czapek mod. > 
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8000 rpm 
20 min 

Paquete celular Cla
var 2 vec es con a9ua 
destilada > 

8000 rp• 
20 111in 

Sobrenadant• 

l 
Precipitar protainas 
con cloroforAIO-octAnol 
C8:1v/v) 
a9itar 30 111in. 

DNAsa + H9++ 
3h a 37°C 

<dos veces> 

Proteasa alcalina ____ .. 
18h a 37°C 

Precipitar prot•inas 
con clorofor1110-octanol 
(8:1 v/v) una vez 

/ 
Espect r o de a bsor c ión 
<u ltra v ioleta, v isible 
e i nfrarro j o > 

Liof i l i zar 

Esquema 2. Purificación del p i gmento por el llMttodo 

de Sevas modificado <Op cit 18> . 
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2.- Método de Blackberg y Wanger para precipitar 

melanina. Es9uema 3 . 

al Ajustar el sobrenadante del cultivo a pH de 7.0. 

bl Agregar 1 g de Persulfato de potasio por cada 100 ml. 

el Dejar reposar por 2 horas con agitaciones ocasionales. 

dl Agregar 100 ml de metanol por cada 100 ml de cultivo y 

dejar reposar la mezcla por 3 dias. 

el Colectar por centrifugación el pigmento precipitado. 

3.- Para tener una melanina con 9ue comparar el pig

mento purificado, se obtuvo melanina a partir de cabello 

humano (19>. Es9uema 4. 

al Desengrasar 280 g de cabello humano con petróleo lige 

ro durante 36 horas 

bl Dejarlo en 400 ml de HCl concentrado por 20 dias a 

temperatura ambiente 

el Adicionar 400 ml de agua y centrifugar 

dl Lavar el precipitado con HCl 11. <10 veces>, agua (2 ve

ces) y acetona <2 veces> 

el Tratar el pigmento con HCl 6 Na ebullición por 100 h 

f) Centrifugar y lavar con HCl 1/. .<10 veces>, agua <10 ve

ces>, acetona (3 veces> y éter <2 veces> 

Vl ESTUDIO FISICO Y QUIMICO DE LOS PIGMENTOS 

1.- Determinación del espectro de absorción. 
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Cultivo de 72h 
a 37°C 

8000 rpm 
15 min 

8000 rpm 
20 min 

Reposar 
3 dias 

Colectar el pigmento 

sobrenadan te 
ajustar pH a 7 

100 1.i 1 g de 
Persulfa
to de so
dio 

Reposar por 2 h 
agitación 
ocasional 

en forma de precipitado ~ 
negro 

Esp.ctro de absorción 
<UV, visible e IR> 

Esquema 3. Purificación del pigmanto por el método 

de Bl ackberg y Wanger (17). 



Cabello + 
petróleo 
por 36 h 

8000 rp• 
15 111in 

1 

400 ml 
HCl conc.> 

Lavar el pp con: 
HCl 10 veces 
agua 10 veces 
acetona 3 veces 
éter 2 veces 
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20 dias a 
T ambiente 

400 ml 
agua 

8000 rpm 
15 min 

l 
HCl óN a Lavar el pp con: 
ebullición......__ HCl 1X 10 veces 
por 100 h agua 2 veces 

acetona 2 veces 

pruebas para la 
identificación de 
melaninas 

Esquema 4. Obtención de melanina a partir de cabello 

humano < 19> • 
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Se midió el espectro de absorción de los tres pi9-

mentos purificados. Para ultravioleta y luz visible se 

leyó de 190 a 700 nm en un espectrofotómetro Perkin

Elmer mod. UV/VIS lambda 1A. El espectro de infrarrojo se 

leyó entre 4000 y 200 cm-1 en un Perkin-Elmer mod. 599-B. 

2.- Pruebas para la determinación de melanina <9,17} 

a> Solubilidad en a9ua 

b> Solubilidad en KOH o NaOH 1M. 

c> Solubilidad en solventes or9ánicos 

dl Precipitación del pi9mento con HCl 

e> Decoloración con a9entes oxidantes <H202 o NaOCl) 

f) Reacción para polifenoles con FeC13 

3.- Determinación de proteinas por el método de 

Lowry <10). 

4.- Estimación del peso molecular del pi9mento <10) 

Se utilizó una columna de 2.5 cm de ancho por 40 cm 

de largo y re9ulador de fosfatos como eluyente. Se mon

tó una con Sephadex G-100 y otra con Sephadex G-25, 

como proteinas de referencia se usaron Albúmina, 

Tripsina y Dextrana azul 2000. Se colectaron fracciones 

de 30 gotas en un recolector LKB Ultrorac 7000. 

Las fracciones de las dos columnas se leyeron a 280 nm 

en un espectrofotómetro Perkin-Elmer mod. 55 • 
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RESULTADOS 

I> AISLAMIEMTO DE LA CEPA PRODUCTORA DEL PIGMENTO. 

La cepa productora del pigmento se obtuvo de las 

aguas de producción del pozo petrolero Hallazgo óS-8. 

Esta creció en el medio de Czapek modificado incubado 

en condiciones de aerobiosis. La cepa se aisló por el 

método de la estria cruzada, incubada a 37ºC. Sus 

caracteristicas coloniales y •icroscópicas en este 

medio se muestran en la tabla 2. A la cepa se le puso el 

nombre de Hallazgo ó5-8 negra, ya que en la misma mues

tra se encontró otra cepa no pig•entada. La cepa se 

conservó por resiembras en medio de Czapek modificado 

y las esporas se guardaron en tubos con tierra esté

ril. En las resiembras consecutivas durante dos al'los, 

no se observó pérdida o disminución de la capaci-

dad de producción del pigmento. 

11> IDENTIFICACION DE LA CEPA PRODUCTORA. 

Las caracteristicas colontales, microscópicas 

y el crecimiento en aerobiosis estricta de la cepa co

rresponden al género Baci11us. Como se observa en 

la tabla 3, con los resultados de las pruebas 

bioquimicas la cepa se identificó como Baci11us 

subtilis. 
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Tabla 2. Carac teristicas coloniales y microscó-

picas de la cepa productora del pigmento 

Caract•ristica 
coloni•l 

Color 

Far .. 

Elevación 

Superfici• 

Aspecto 

Bord•s 

Luz reflejada 

Luz trans•itida 

Consistencia 

Tiempo de incubación (h) 

24 

4-

irregular 

Pulvinada 
con una vejiga 

lisa 

seco 

irregulares 

mate 

opaca 

lllUCOide 

48 

7-8 -

café 

irregular 

plana 

rrugosa 

seco 

irregulares 

mate 

opaca 

mucoide 

Características microscópicas: Bacilo Gram + esporu-

lado. Espora subt•r•inal 
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Tabla 3. Pruebas bio9uimicas para la identificación 

de la cepa. 

Crecimiento en 
anaerobiosis * 

Producción de 
Catalasa * 

Voges-Proskauer * 

Hidrólisis del 
Almidón * 
Crecimiento en 
NaCl al 77. 

Reducción de 
nitratos 

Producción de 
Caseina 

Producción de 
Oxidasa 

Negativo 

Bacillus 

subtilis 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Bacillus 
subtilis 

Hallazgo áS-8 
negra 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+• Positivo 

*~ Pruebas principales para llegar a esp9Cie. 
<3,21>. 
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III > EFECTO DE LAS CONDI CIONES DE I NCUBACION SOBRE LA 

SINTESIS DEL PIGMENTO. 

Los ca.t>ios f i sicos en los que se probó e l cre

ci•iento y la sintesis del pig111ttnto fueron: ilumina

ción, t•111P•ratura y agitación. 

a > Con respac:to a la ilu•inación no se encontró 

ninguna influ•ncia aparente sobre el craci•i•nto o la 

producción d•l pig..nto. 

b> Los resultados d• la i nfluencia de la tat11p•ratura 

sobr• la pig..ntación y •l creci•ianto s• •ncu•ntran 

•n 1a tabla 4, an dond• •• observa que la producción 

del pig..anto se presenta •ás rápido antre 32°C y 

37°C a las 48 h, y que a 45°C aunque el cracimi•nto es 

bueno, al pigmanto no se produce. 

c> En los resultados que se presentan an la tabla 5 se 

observa que tanto la agitación rápida <200 rpm) co-

mo la lenta <70 rpm> en al medio con extracto de levadu

ra la cepa crece pero no piglll9flta. En agitación media 

<125 rpm) la cepa pig .. nta al transcurrir 5 dias de in

cubación quedando de color caf•-rojizo y nunca lle

gando a negro. En el .. dio sin extracto de levadura la 

agitación en ninguna de las velocidades afecta la pro

ducción del pig-.nto. 
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Tabla 4. Efecto de la temperatura de incubación sobre 

la producción del pigmento. 

Tie111po de incubación <h> 

Temperatura 
ºe 

4 

28 

32 

37 

45 

55 

24 

+ 

+ 

+ 

+ 

Sin crecimiento. 

+= Crecimiento sin producción 

*= Producción de pigmento. 

48 72 144 

+ + + 

+ * * 

* * * 
+ + + 

de pig•ento. 
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Tabla 5. Efecto de l a agitación sobre la producción 

del pigniento. 

Tiempo de incubación (h) 

rp• 24 48 72 96 144 

o c/ext + * * 

s/ext + * * 

75 c/ext + + + 

s/ext + * * 

12:5 c/ext + + + 

s/ext + * * 

200 c/ext + + + 

s/ext + * * 

+= Crecimiento sin producción de pigmento. 

*= Producción de pigmento. 

rpm= revoluciones por minuto. 

c/ext= con extracto de levadura. 

s/ext• sin •xtracto de levadura. 

* * 

* * 

+ + 

* * 

+ * 

* * 

+ + 

* * 
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d) Los resultados de la concentración de NaCl se 

muestran en l a tabla 6 en donde se observa que la cepa 

es halotolerante ya que crece a concentraciones del ax, 

la producción del pigmento no se vé afectada por la 

presencia o ausencia de sal, este se produce de OX a ax, 

variando solamente el tiempo de incubación. 

e> El efecto del pH sobre el crecimiento y la sinte

sis del pigmento se encuentra en la tabla 7 en la qua se 

observa que a pH 7 la cepa crece y produce el pig111e11to a 

las 48 h, mientras que a pH 8 crece después de 72 h da 

incubación y produce el pigmento hasta las 1~0 horas. 

En los demás pH la cepa no crece. 

f> En la tabla a, se observa que el Bacillus 

subtilis Hallazgo 6~-B negra es capaz de producir al 

pigmento con cualquier fuente de carbono que pueda eeta

bol izar. Con la glucosa, la producción del pigmento se 

presenta poco antes de las 24 horas. 

Con relación a la fuente de nitrógeno como se 

observa en la tab l a 9, la cepa puede crecer con c0111pues

tos nitrogenados que contengan amonio, pero es capaz da 

producir el pigmento solo en presencia da nitratos. 
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Tabla b. Efecto de la concentración de NaCl sobre la 

producción del pigmento. 

tiempo de incubación <h> 

Concentración 
X 

o 

2 

4 

5 

b 

8 

10 

12 

14 

Sin crecimiento. 

24 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

48 72 

+ * 

* * 

* * 

* * 

* * 
+ + 

+~ Creci•iento sin producción de pigmento. 

•• Producción de pigmento. 

120 

* 

* 

* 

* 

* 

* 



- 31 -

Tabla 7 . Efecto del pH sobre la producción del 

pigmento. 

Tiempo de incubación (h) 

pH 24 48 72 9ó 

4 

5 

ó 

7 + * * * 

e + + 

9 

Sin crecimiento. 

+= Crecimiento sin producción de pig111ento. 

*= Produción de pigmento. 

120 

* 

* 
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Tabla 8. Producción de pigmento con diferentes fuen-

tes de Carbono. 

Ti..,.o de incubación <h> 

Fuente de e: 
(l'X) 24 48 72 168 

Almidón + * * * 
Dulcitol 

6.al.actosa 

Slucosa * * * * 
L.actosa 

"al tosa + * * * 
"•nitol + * * * 
".anosa + * * * 
Ribos.a + + * * 
Sacarosa + * * * 

Sin creci•iento. 

+• Creci11iento sin producción de pigmento. 

*= Producción de pigmento. 
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Tabla 9. Producción de pigmento con diferentes fuen-

tes de Nitrógeno. 

Tie91po de incubación (h) 

Fuente de 
Nitrógeno 

<O. 3%> 

Nitrato de 

Nitrato de 

Cloruro de 

Sulfato de 

Nitrito de 

a1110nio 

sodio 

a1110nio 

amonio 

sodio 

Sulfato ferroso 
amonico 

Tirosina 

Urea 

Sin crecimiento. 

24 48 

+ * 
+ * 

+ 

+ 

+= Crecimiento sin producción de pig••nto. 

•= Producción de pigmento. 

72 

* 
* 
+ 

+ 
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g> Los resultados del crecimiento y producción del 

pigMtnto en los diferentes medios de cultivo se encuen

tran en la tabla 10. Ahi se observa que la produc-

ción del pig•ento solo ocurre en los medios sintéti-

cos, mittntras que en los medios ca.plejos solo se presen

ta crecimiento. 

h> Los requerimientos •inimos nutricionales se mues

tran el la tabla 11, donde se observa que el microorga

nislllO necesita para crecer y pigmentar de solo 3 compues

tos que son : NaN03, K2HP04 y la sacarosa. 

IV> OBTENCION Y PURIFICACION DE LOS Plst1ENTOS. 

1 > Después de separar el paquete celula·r se com

probó que el pigmento se libera al medio de cultivo, y 

por observaciones microscópicas se encontró que cuan

do se presenta el pigmento negro predominan las esporas 

en el cultivo. 

Después de la purificación del pigmento por el 

método de Sevag modificado, el aspecto del pigmento 

liofilizado fue el de una pastilla muy porosa soluble en 

agua, e insoluble en solventes orgánicos. 

El pigmento purificado a partir del cultivo origi

nal por el método de Blackberg-Wanger es un precipita-
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Tabla 10. Producción de pigmento en diferentes medios 

de cultivo. 

Tiempo de incubación <h> 

Medio de 
cultivo 

Czapek 37. Sac. 

Czapek 
modificado 

Medio E 

Medio de 
Horikoshi-Akiba 

Caldo nutritivo 

Caldo TS 

Caldo BHI 

24 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

48 72 

* * 

* * 

* * 

* * 
+ + 

+ + 

+ + 

+= Crecimiento sin producción de pigmento. 

*= Producción de pigmento. 

Sac= Sacarosa. 

TS= Soya-tripticasa. 

BHI= Infusión cerebro corazón. 

lbB 

* 

* 

* 

* 
+ 

+ 

+ 
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Tabla 11 . Efecto de los componentes del medio de Czapek 

1110dificado sobre la producción del pigmento. 

tiempo de incubación <h> 

24 48 72 

Sin nitrato de sodio 

Sin fosfato dipotásico + + + 

Sin sacara.. 

Sin sulfato d• -gn•tiio + * * 
Sin cloruro de potasio + * * 
Sin sulfato ferroso + * * 
Sin cloruro de sodio + * * 
Sin es tracto de levadura + * * 

Sin crecimiento. 

+= Crecimiento sin producción de pigmento. 

*= Producción de pigmento. 

120 

+ 

* 

* 

* 

* 

* 
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do de color café insoluble en agua y solventes orgá

nicos, unicamente se ha podido solubilizar en soluciones 

alcalinas <NaOH y KOH 1 M>. 

La melanina obtenida de cabello humano al final del 

proceso presentó el aspecto de un polvo lllUY fino de 

color negro. 

V> ESTUDIO FISICO V QUIMICO DE LOS PISMENTOS. 

1.- Determinación del espectro de absorción de los 

tres pigmentos 

En las gráficas de los espectros de absorción 

en radiación UV y visible de los pigmentos purificados 

por los métodos de Sevag mod. <gráfica 1> y Black

berg-Wanger y la melanina. Se encontró una curva 

descendente en la que no existen picos caracteris

ticos, este comportamiento es igual al que se presenta 

en las melaninas ya reportadas. 

Las gráficas 2,3 y 4 corresponden a los espec

tros en infrarrojo, donde se observa que los pigmentos 

purificados por los métodos de Sevag mod y Blackberg

Wan9er presentan picos similares; la primera zona de 

absorción se localiza entre 3300 y 3400 cm-1 que posi

blemente pertenezca a un grupo -COOH. El segundo pico 
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está entre 1ó20 y 1580 cm-1 el cual corrobora el 9rupo 

-COOH, pero su corrimiento hacia lóOO cm- 1 i nd ica que 

puede estar conju9ado a un 9rupo carbonilo lo que 

daria e l si9uiente arre9lo O=C-COOH, o también po

dria estar unido a un 9rupo amida que podria dar la 

si9uiente estructura O=C-NR. 

Con respecto a la melanina solo se pueden interpre

tar dos picos, uno en 3400 cm-1 que corresponde a 9rupos 

OH y otro en 1400 c•-1 que indica 9rupos amida. 

2.- En la tabla 12 se comparan las caracteristicas 

fisicas y quimicas de los tres pi9mentos purificados 

con las de la ..elanina. 

Como se observa los tres pi9mentos estudiados pre

sentan caracteristicas isuales a las reportadas para 

las melaninas, con excepción del pi9mento purificado 

por el método de Seva9 mod., el cual es soluble en 

a9ua. 

3.- Determinación de proteinas por el método de 

Lowry. 

Los resultados de contenido de proteinas para los 

tres pi9nientos son los si9uientes: 

Sevag mod. 0.029 ms/9r de pi9mento. 

Blackberg-Wanger 0 . 021 mg/gr de p i gmento. 

Melanina 0.017 mg/gr de pigmento. 
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Tabla 12. Comparación de l as caracteristicas fisi-

cas y quimicas de las pig111entas purificadas 

contra la melanina. 

Propiedad 

Salubi lidad en 
agua 

Solubilidad en 
metanal 

Solubilidad en bu ta-
nal a pH 1. 5 y 10.5 

Calar 

Salub i l idad en KOH 
y Na OH 1 M 

Precipitación del 
pigmenta can HCl 

Solubilidad en sal-
ventes orgánicas 

Decoloración can 
agentes oxidantes 

Reaccción para pal i-
fenal es can FeC13 

Espect ro de a bsar-
ción (190-700> 

*= Blackber-Wan9er. 
-= Negativa. 

Melanina: 

café-
negra 

+ 

+ 

+ 

+ 

SPC 

SPC= Sin pica caracteristica 

Pigmenta purificada 

Sevag Melanina 

+ 

café- café- café-
negra negra negra 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

SPC SPC SPC 

l= Referencias 9 y lá 
+= Positiva 
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4. - Estimación del peso molecular del pigmento. 

El peso molecular se obtuvo a partir del p i gmento 

purificado por el lllétodo de Sevag mod. del cual se ob

tiene un producto que conserva las caracteristicas de 

solubilidad originales del pigmento. Se utilizaron colum

nas de Sephadax 6-25 y 6-100. 

En la colu111na de Sephadex 6-25, las proteinas y 

el pigmento salieron en el volumen vacio. El intervalo 

da exclusión para proteinas de este Sephadex está 

entre 1000 y 5000 daltones de peso molecular, por lo que 

la molécula del pigmento pesa más de 5000 daltones. 

Mientras que en la columna de Sephadex 6-100 

salió en un volumen mayor que todas las proteinas 

usadas, lo que quiere decir que es de peso molecular 

menor, la proteina patrón de menor peso fue la 

Tripsina <PH 24,000>. 

Con estos resultados podemos decir que el peso del 

pigmento se encuentra entre 5000 d y 24,000 d. 

Esto no se puede asegurar completamente porque los 

pesos de referencia se hicieron con proteinas, y el 

pigmento al no ser una proteina puede comportarse dife

rente en la columna de Sephadex. 



D I S C U S I O N 



DISCUSION 

De la llK.lestra de aguas de producción del pozo 

Hallazgo 65-8 se aislaron dos cepas, una no pigmentada y 

otra pigmentada. Este trabajo se enfocó al estudio de 

esta últiaa ya que el conocimiento de los pigmentos 

bacterianos esta reducido a unas pocas especies, como 

Serratia •arcescens, Corynebacteriu• (6), 

Pseudo•onas aeruginosa (13> y Bacteriu• sal•onicida 

<12> principal1119nte. 

A las 24 h de incubación la colonia que se ais-

ló es de color crama-aaarillenta, irregular y de eleva

ción pulvinada por la for•ación de una vejiga llena 

de liquido muy viscoso <probablemente un polisacari

do). A las 48 h, las colonias ya presentan el pigmento y 

son de color café-grisaceo, planas y de superficie muy 

rugosa. Este últi1110 hecho puede ser debido a la evapo

ración del agua del liquido viscoso, o posiblemente 

a la producción de una despolimerasa que actua sobre 

al polisacárido, para la posterior utilización de 

sus componentes en el metabolismo de la bacteria. Mien

tras tanto, el medio de cultivo que rodea a las colonias 

va cambiando su color a negro debido al pigmento soluble 

que difunde fáci l mente. 

Las principales pruebas bioquimicas que nos 
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permitieron identificar a la cepa colllO Bacillus 

sutilis fueron: crecimiento en aerobiosis, 

producción de catalasa, Voges-Proskauer e hidróli

sis del almidón <3,21>. En un estudio taxonómico 

más amplio se recomienda hacer estudios de la propor

ción Guanina-Citocina, homologias de DNA y 

susceptibilidad a fagos. 

Con relación al efecto a las condiciones del cul

tivo vemos que no existe efecto da la luz sobr• la pro

ducción del pigmento, esto no descarta la posibilidad 

de que otra longitud de onda como la UV o cercana .al 

visible tenga algún efecto. Schlegel <1986) <23> sugie

re que algunos pigmentos protegen a las células da la 

actividad nociva de la luz. Para saber si el pig111ento 

cumple este papel en las células de la C9Pa Hallazgo 

65-8 negra, se puede obtener una mutante apigmentada y 

comparar su resistencia a la luz visible o radiación 

ultravioleta con respecto a la cepa silvestre. 

La agitación es un factor qua influye notablemen

te en la producción del pigmento, dependiendo de la 

composición del medio en que se siembre, ya qu• con ex

tracto de levadura la cepa no pigmenta a 75 y 200 rpm, y 

a 125 rpm pigmenta después de incubarse mucho tiempo 
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<144 h>. Sin embargo en el medio sin extracto de levadu

ra no hubo cambio y la cepa pigmentó normalmente. La 

agitac i ón provoca una mayor oxigenación en el culti-

vo y se ha v.isto que esto favorece la producción de 

algunos pig.antos microbianos como el de Bacteriu• 

salaonicida (12>. Sin embargo, para B. subtilis 

Hallazgo 65-8 negra la aereación en condiciones espe

cificas inhibe la sintesis del pigmento, este hecho es 

digno de estudios posteriores por no encontrarse reporta

do en trabajos realizados en otros pigmentos. 

La cepa de B. subtilis Hallazgo 65-8 negra es 

halotolera nte , al igual que otras bacterias del mismo 

género aisladas de pozos petroleros <14>. La cepa pig

mentada puede crecer bien en un medio de cultivo simple 

con una concentración del 8% de NaCl y en esta misma 

concentración el pigmento también se produce, aunque 

transcurre más tiempo del normal. En l a bibliografia 

se reporta que la salinidad es un factor importante para 

la producción de pigmentos en •ste s•nero (21>, 

sin embargo esto no se observa con nuestra c e pa, ya que 

la presencia o ausencia de sal no impide l a producción 

del pigmento. 

Da las fuentes de carbono probadas el microorganismo 



- 48 -

puede utilizar 6 de ellas y con todas producir el 

pigmento. Con la glucosa el pigmento y la esporulación 

se produce antes de las 24 h, probablemente porque la 

bacteria tiene una mayor velocidad especifica de creci

miento con este sustrato, y llega más rápido a la 

fase estacionaria. 

Los investigadores que han estudiado las melaninas 

o pigmentos negros y sus precursores se enfocan princi

palmente en la influencia que tiene la tirosina sobre 

estos. Han encontrado que al estar presente en los culti

vos aumenta la cantidad del pigmento o favorece su 

producc ión <2,12,17). Con la cepa la tirosina se 

probó como fuente de nitrógeno, en un medio simpli

ficado, pero es incapaz de utilizarla. Por lo que pensa

mos que la tirosina no influye en la formación del 

pigmento, ni es parte constituyente de la molécula. 

En estudios posteriores se puede probar la influen

cia de otros aminoácidos o compuestos inhibidores de 

pigmentos melaninicos como el Tricyclazole <4> o el 

p -Benzyloxy-fenol (17> sobre la producción del 

pigmento. 

La mayoria de las bac t erias p i gmentadas requieren 

de medios, substancias o condiciones especificas que 
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favorezcan la producción del pigmento, como por ejem

plo ausencia o presencia de sales o aminoácidos, cam

bios en la temperatura de incubación o agitación, 

<12,13>. Por el contrario nuestra cepa no requiere nin

gún factor especial. 

Por -dio de 111adif icaciones hechas ai medio Cz•pek, 

se llegó a un medio minimo constituido de NaN03, 

K2HP04 y sacarosa en el que la c~a es capaz de producir 

pig-nto. 

En la zona de los cultivos donde se encuentr• •ás 

concentrado el creci•i•nto es donde se produce pri111ero 

el pigmento, debido posiblemente a que en dicha zona se 

alcanza Alás rápidamente la fase estacionaria de cre

cimiento, por lo que se inicia la esporulación y la 

sintasis de metabolitos secundarios, entra los que se 

encuentran la mayoria de los pigmentos. Se reporta que 

en Bacillus subtilis la producción de pigmentos 

negros está relacionada con la esporulación, pero 

existen excepciones a esto y se han encontrado cepas pig

mentadas que no tienen una buena esporulación <2>. Sin 

que lo que hemos observado sea una evidencia contundente 

la esporulación y la producción de pigmento en nues-

tra cepa parece estar relacionada, ya que en los culti-
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vos donde se está iniciando la produción del pigmen-

to se observan muchos bacilos y algunas esporas, mien

tras que en los cultivos ya pigmentados se vé gran 

número de esporas y muy pocos bacilos. En nuestro ca

so, es importante mencionar que en los cultivos en que 

no se produce el pigmento se encuentran muy pocas espo

ras o están ausentes. Por lo que pensa810s que posible

mente una mutante apigmentada será incapaz de esporu

lar adecuadamente. 

En la cepa de Bacillus subtilis 168 L-4 estudia-

da por Barnett y col 1983 <1,2>, los pigmentos se sinte

tizan extracelularmente ya que al elimi.nar las célu-

las en el inicio de la fase estacionaria el pigmento se 

sigue formando, lo que indica que sus precursores se li

beran y acumulan en el medio durante la fase logarit

mica de crecimiento. Al parecer en la cepa de Bacillus 

subtilis Hallazgo 65-8 es similar ya que al extraer 

las células del cultivo cuando el pigmento se comienza 

a observar, éste sigue aumentando su color hasta lle

gar casi a negro. 

De los pi gmentos purificados la única diferencia 

que se encontró fue con el purificado por el método 

de Sevag, el cual es soluble en agua, caracteristica 
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que no corresponde a las melaninas. Sin embargo el resto 

de sus caracteristicas son iguales a la melanina. 

Los tres pigmentos purificados cumplen las cua-

tro propiedades con las que se identifican las melaninas 

esta son: insolubilidad en solventes orgánicos, decolo

ración con agentes oxidantes, reacción positiva para 

polifenoles y esp.ctro de absorción sin picos caracte

risticos <9>. 

De la interpretación de los espectros de infrarro

jo , solo se puede decir que las bandas de absorción 

en a.t>os pi~mentos se debe a la presencia de los mis1110s 

grupos quimicos, lo cual no implica necesariamente la 

•iS111a estructura. Posiblemente las bandas observadas co

rresponden a la parte cromófora de la molécula prin

cipalmente. 

Del espectro de la melanina no se puede obtener 

información sobre su estructura. 

De los resultados obtenidos en la cuantificación 

de proteinas no podemos asegurar que todo pertenezca a 

éstas. Posiblemente parte de la absorbancia se deba al 

propio color del pigmento o a que la molécula de este 

interfiera con los reactivos de la técnica. Una de las 

reacci6nes es la del cobre con los grupos aminas de 
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las proteínas; y probablemente el pigmento tenga estos 

radicales, con lo que la reacción colorida no se debe

ria totalmente a las proteinas. 

De acuerdo con los resultados, el pigmento posee la 

mayoria de las caracteristicas de la melanina, pero 

existen diferencias. Por lo mismo, no pode111<>s concluir 

que se trate de una melanina como tal, pero posiblat11ente 

pertenezca a un grupo de compuestos similares. 

Para seguir las investigaciones y COlllplementar el 

trabajo se debe buscar una técnica de purificación 

<electroforésis o cromatografia> que asegure obtener 

la molécula pura y con esto aplicarle resonancia •ag

nética nuclear y poder dilucidar su estructura. 

Como se ha visto en las sugerencias hechas en la 

discusión, a partir de este trabajo se pueden tomar 

numerosos caminos en el estudio de este pigmento, los 

cuales pueden estar dirigidos a la regulación y pro

ducción o a la naturaleza y composición quimica 

del pigmento. 
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CONCLUSIONES 

1.- La cepa se identificó como Bacillus subtilis y 

se le llamó B. subtilis Hallazgo óS-8 negra. 

2.- El pigmento se produce en medios sintéticos sim

ples y los medios complejos inhiben su sintesis. 

3.- El medido minitllO donde se produce pig111ento contie

ne NaN03, K2HP04 y sacarosa. 

4.- Las condiciones óptimas para la producción del 

pigmento son: cultivo estacionario en medio Czapek 

modificado a 37°C, pH 7 e incubación de 48 a 72 h. 

S.- El pigmento purificado por el método de Sevag si

gue siendo soluble en agua, mientras que el purif i

cado por Blackberg-Wanger pierde esta capacidad. 

ó.- El pigmeto purificado por Sevag tiene un peso molecu

lar entre 5000 y 24,000 d. 

7.- El pigmento de la cepa B. subtilis Hallago óS-8 

negra presenta caracteristicas fisicas, quimi

cas y espectrofotométricas semejantes a la mela

nina. 
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APENDICE 

Composición del medio Czapek 1110dificado1 

Nitrato de sodio 3.0 9 

Fosfato dipotásico 1.0 9 

Sulfato de magnesio 0.5 9 

Cloruro de potasio 0.5 9 

Sulfato ferroso 0.01 9 

Sacarosa bO.O 9 

Cloruro de sodio 50.0 9 

Extracto de levadura 10.0 9 

Agua destilada 1000.0 •l 
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