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RESUMEN

De una muestra de agua de produccién del pozo
Hallazgo 65-8 de Poza Rica Veracruz, se aisléd 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 opti-
mas para la produccidon del pigmento son: cultivo esta-
cionario en medios sintéticos simples, temperatura
entre 28 y 37'C, pH 7 e incubacidn de mas de 48 h.

El tipo de fuente de carbono del medio y la luz no
afectan la sintesis del pigmento, mientras que la agi-
taciéon en medio de Czapek adicionado de extracto de le-—
vadura, fuentes de nitrdgeno diferentes al NO3- y tem—
peraturas de incubacién mayores de 40°C inhiben la
sintesis del pigmento.

El medio mads simple en el que la cepa puede produ-—
cir pigmento estd compuesto de NaNO3, KZHPO4 vy
sacarosa.

El pigmento se purificd 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 pesao molecu-
lar, lo que no concuerda con los datos reportados para

las melaninas.
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INTRODUCCION

Muchas colonias de microorganismos muestran distin-—
tas coloraciones, esto se debe a que sus células son -
pigmentadas. Algunas especies secretan los pigmentos al
medio de cultivo, mientras que otras los retienen en su
mambrana citopldsmica o pared celular. La capacidad de.
producirlos estd determinada genéticamente y es una
caracteristica diagndstica (23). Como se puede obser-—
var en la tabla l1a y b, los pigmentos microbianos estan
ampliamente distribuidos entre los procariontes y pueden
tener muy variada naturaleza quimica.

Entre los pigmentos mejor estudiados estan los fo—
tosintéticos y los de algunas bacterias como
Halobacterium, Corynebacterium y Serratia marcescens
(4). El1 conocimiento de los pigmentos microbianos no es
muy amplio y a la mayoria de éstos no se les ha encon-—-
trado una funcion 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 formar pigmentos a algunos microorganismos les
da cierta ventaja sobre las cepas no pigmentadas, las cua-
les son inactivadas mas faAcilmente en presencia de la
luz (23). También los pigmentos pueden proteger contra

la fagocitosis, como observéd Singh en 1942 (24). El
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Tabla la. Microorganismos productores de pigmentos.

Microorganismo Pigmento Estructura
oH
Pseudomonas ﬁmf{ e
s S N i+,
aeruginosa (23) Piocianina AN
CHy ?’- vl
N A
Cromobacterium z:[}jii
iodinum (23) ledinina 5HT
Serratia R e N S
marcescens (23) Prodigiosina Crosal
7T o ey
N/
Micrococcus H
luteus (23) Sarcinoxantina HyC
HOMC  HiC CHy G Th A
y J‘-V‘-, ,:'_\\., U,—.N:/Y =, P ‘\,/‘:‘r
. it g oy CHy tE CHy CH,
Hycobacteriums =T, 0m
phlei (23) Phleixantofila . HiC
H\(XCH\ ;iz‘ .j:_!, ) ﬁ*-.
i S Sl ) T S
e W CHy e T
- . ey
pulcherrima (23) Pulcherrimina it . o
. [ N g
N n
Cromobacterium ' L
violaceum (23) Violaceina

Pseudomonas
indigofera (23)

Corynebacteriums
indigiosum (23)

Arthrobacter
atrocyaneus (23)

Indigoidina

Indigoidina

Indigoidina
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Tabla ib. Microorganismos productores de pigmentos.

Microoganisaso Pigmento Estructura
Streptomyces
lavendulae (17) Melanina *
Azospirillum
brasilense (13) Melanina *
Bacterium
salmonicida (12) Melanina *
Vertcillium
dahliae (9) Melanina »*
Amorphotheca
rgsince () Melanina *
Epicoccum
nigrum (9) Melanina *
Humicola
grisea (%) Melanina *
Colletotricum
coccodes (9) Melanina *
Sclerotium
rolfsii (9). Melanina *
Aspergillius
niger (25) Aspergilina Perilenequinona

#= Polimero de 5,46 dihidroxiindol y 5,46 indolquinona.

(19) ..



encontrd que algunos pigmentos bacterianos como la
prodigiosina de Serratia marcescens y la violaceina
de Cromobacterium violaceus protegian a las célu-
las de la fagocitosis amibiana, y que el protista se -n-'
quistaba o moria en presencia del pigmento. Esto no su-
cedia con las bacterias no pigmentadas, las cuales eran
fagocitadas por las amibas sin ningun efecto secunda-
rio. Este experimento se hizo también con Pseudomonas
pyocyanea y P.aeruginosa obteniendo resultados sesejan-
tes (B).

Muchos microorganismos producen pigmentos con propie—
dades antibidticas (23), asi por ejemplo
Pseudomonas aeruginosa cuando crece aerdbicamente en
medio pobre en fosfatos, secreta gran cantidad de pigmsen—
tos, de los cuales la piocianina es el que produce en
mayor cantidad. El interés del estudio de este pigmento
deriva de su intenso color, sus propiedades antibiéti-
cas y la correlacién entre su produccién y la patoge—
nicidad. La piocianina puede desviar el flujo de electro—
nes, de la via normal del citocromo a una via produc-
tora de 02- y H202, y parece ser que la accién anti-
bidtica del pigmento se debe en gran parte a la toxici-

dad y al incremento en la produccién de estos compues—
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tos. También la cianomicina, un antibiético producido
por Streptomyces cyanoflavus, se ha identificado como
piocianina (13).

Los pigmentos bacterianos no fotosintéticos gene—
ralmente son sintetizados durante el metabolismo secunda-
rio, es decir que su inicio y maxima produccién ocu-
rren en la fase estacionaria de crecimiento (23).

Los pigmentos café—negros de microorganismos se
han estudiado principalmente en hongos, entre los cuales
se reportan la aspergilina, un pigmento negro de alto pe-
s0 molecular que tiene una perilenequinona y varios amino-—
acidos, que le dan el color a las conidias de
Aspergillus niger (25), y las melaninas o compuestos
similares, que incluyen compuestos de diversos orige—
nes pero que comparten 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 formacioén,
principalmente el metabolismo de la tirosina y otros ami-
noacidos. El proceso por el que se llega a la forma-—
citn final de los pigmentos es muy complejo y la infor-—

macion 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 degradacidn de melaninas
naturales, Nicolaus (1969) (20) propone una clasifica-
cidn arbitraria para estos pigmentos: eumelaninas,
phaecomelaninas y alomelaninas, los dos primeros tipos se
encuentran principalmente en el reino animal y estan
formados por compuestos de tipo indol dados por la oxida-
cidn enzimatica de la tirosina. Las alomelaninas se
forman por la oxidacién enzimdtica de precursores no
inddlicos y se encuentran en plantas, hongos y bacte—
rias.

Existen numerosos ejemplos de estructuras fungicas
que son resistentes a condiciones ambientales adversas.
Muchas de estas estructuras tienen pigmentos negros, los
cuales se han reportado como melaninas (?), 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 accién
enzimatica microbiana (9,26).

Como resultado de los estudios realizados en diferen—
tes estructuras de hongos se encontrd que la melanina
se presenta en forma de "verrugas" o granulos que se
localizan ‘dentro y/o fuera de las paredes celulares

(9,26,27).



Con respecto a las bacterias existe una gran varie-—
dad de organismos que producen pigmentos cafés o negros
como son Azospirillum brasilense (15), Bacillus
subtilis (1,2), Bacterium salmonicida (12),

Rhizobium leguminosarum (7), y Streptoayces
lavendulae (17).

Solamente en unos cuantos reportes se menciona cual
es la localizacidn, naturaleza quimica o forma en
que se presenta el pigmento. Unos de estos casos son, el
de Azospirillum brasilense, donde el pigmento se en—
cuentra en forma de granulos en la pared (15), y el de
los Streptomycetes, donde se reporta la produccién
de un pigmento soluble en el medio (17).

En las bacterias del género Bacillus aisladas
de ambientes salinos las coloraciones mas comunes son
el amarillo, rosa y naranja. La salinidad parece ser el
factor ecoldgico que mas influye en la distribucidn
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. aterrimus que produce el
pigmento exclusivamente en medios de carbohidratos y B.
subtilis var. niger que forma el pigmento en medios

con tirosina (3). Mas recientemente Barnett y col.



(1983) (1,2) reportaron el B.subtilis 168 L-4 que pro—
duce por lo menos cinco pigmentos cafés relacionados

con la esporulacidon. Los precursores necesarios para la
formacidon de éstos pigmentos se liberan de la célu-

la ¥ se acumulan en el medio de cultivo durante el creci-
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-
matica en la que es necesaria la presencia de oxigeno
hidréxidos y Mn+2 como catalizador (2). En un trabaijo
posterior estos mismos 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-

cién de melaninas descritas anteriormente.

Este trabajo pretende ampliar la informacién 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 identificard una cepa bacteriana
aislada de un pozo petrolero, se estudiara el comporta-
miento de produccidon del pigmento, y se iniciardn es—
tudios sobre sus propiedades fisicas y quimicas. Espe-
rando que estos datos sirvan para comprender mejor el

metabolismo secundario microbiano.



OBJETIVOS

Identificar una cepa negra aislada de aguas de pro-

duccion de pozos petroleros.

Determinar la influencia de algunos factores fi-
sicos y del medio de cultivo sobre la produccién

del pigmento.

Obtener y purificar el pigmento negro.

Caracterizar el pigmento por métodos fisicos y

quimicos, y compararlo con la melanina.



MATERIAL

Y

METODOS



MATERIAL Y METODOS

I) AISLAMIENTO A PARTIR DE AGUAS DE FRODUCCION DE PODZOS
PETROLERDS.

Se tomaron muestras de aguas de produccidn de pozos
petroleros de Poza Rica Veracruz, para aislar los microor-—
ganismos existentes. A las muestras de petrdleo mezclado
con agua se les adiciond Tween BO al 2%, se agitaron 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 sifén, se filtrd 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 matraz del pozo
Hallazgo 65-8B incubado en condiciones aerdbicas presen-—
td la produccion de un pigmento de color negro.

La cepa productora del pigmento, se aisld por el
método de la estria cruzada en placas de medio de Cza-

pek modificado. (Esquema 1).

II) IDENTIFICACION DE LA CEFPA FPRODUCTORA DEL PIGMENTO
Fara la identificacién de la cepa se describid la

morfologia colonial y microscdpica y se realizaron las
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aguas de membrana

produccidn
Muestra Filtrar por
Hallazgo &5-8 millipore 45°C
y Tween BO 2% 7dias

N2
i— =
Cepa Aislamiento por Aerobiosis Anaerobiosis
aislada estria cruzada T ambiente
3 dias

Czapek modificado

Tincidon de Gram —_— Identificacidn por
pruebas bioquimicas

Esquema 1. Aislamiento e identificacidén de la cepa
negra, obtenida de éguas de produccidn de

pozos petroleros.



siguientes pruebas bioquimicas recomendadas para la iden-—
tificacidn de bacterias del género Bacillus (3,5,-

21): Crecimiento en anaerobiosis y en NaCl al 74, Voges—
Proskauer, hidrélisis del almidédn, reduccidon de NO3—

a ND2- y produccidn de oxidasa, catalasa y caseina.

III) EFECTO DE LAS CONDICIONES DE INCUBACION SOBRE LA

SINTESIS DEL PIGMENTO

La cepa se sometid a-diferantes condiciones fisi-
cas y quimicas de incubacidn. 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 excepcién de los cultivos a diferen—
tes temperaturas, y se observaron cada 24 h durante siete
dias.

Los cambios a los que se sometid la cepa fueron:

a) Iluminaciodn.

El efecto de la luz se realizd colocando unos culti-

vos en obscuridad y otros en presencia de luz.
b} Temperutura.
Los cultivos se colocaron en estufas a las siguientes

temperaturas: 4°C, 28°c, 32°c, 37°c, 45°C y 55°C.



c) Agitacidn.

Esta se realizd 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 usd una agitadora New Brunswick mod. G-235.

d) Concentracitn de NaCl

Se probaron diferentes concentraciones de NaCl para
conocer el comportamiento en cuanto a tolerancia y produc—
cion de pigmento. Las concentraciones que se usaron fue-
ron: 0,2,4;5,6,8,10,12 y 14 por ciento.

) pH.

Los pH probados fueron 4,5,6,7,B 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 produccidn del pigmento se hicieron substituyendo algu—
nos de los componentes originales del medio.

El sustrato original de carbono, la sacarosa se modi-
ficd cambiandola por: almiddn, dulcitol, galactosa,
glucosa, lactosa, maltosa, manitol, manosa y ribosa al 1%.

La fuente original de nitrdgeno NaNO3, se reempla-—
zd 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%.
g) 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.

siﬁtéticns:
Medio Czapek
Medio E
Medio de Horikoshi-Akiba (22)
complejos:
Caldo Nutritivo
Caldo Soya tripticasa
Caldo Infusidn cerebro corazén.
h) Requerimientos minimos para la sintesis del
pigmento

Fara conocer los requerimientos nutricionales mini-
mos que la cepa necesita para crecer y producir pigmento,
se fueron suprimiendo cada uno de los componentes del

medio de Czapek modificado.

IV) OBTENCION Y FPURIFICACION DE LOS PIGMENTOS
— Obtencidn del pigmento negro de la cepa Hallazgo

65-8.



El microorganismo se inoculd en matraces de S00 ml

con 100 ml de medio de Czapek modificado, se incubd has—

ta que presentd el pigmento negro y se separd el paque-—

te celular por centrifugacién a 8000 rpm durante 20 minu—

_tos, en una centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B.

Se probaron dos métodos de purificacidn: E1 meée-—

todo de Sevag modificado (Op cit 18) y el método de

Blackberg y Wanger (17).

a)

b)

c)

d)

e)

)

q)

1.- Método de Sevag modificado para extraccidn de
proteinas. Esquema 2.

Agregar una mezcla de cloroformo—octanol (8:1) a un vo-—
lumen igual del pigmento en un embudo de separacidn y
agitar manualmente 30 min.
Dejar separar las fases y el precipitado, recolectar la
fase acuosa donde se encuentra el pigmento.
Repetir los pasos a vy b hasta que no se presente preci-
pitado protéico.
Agregar a la fase acuosa 1 mg/ml de DNAsa y 0.01 mg/ml
de MgS04 e incubar a 37°C durante 3 horas, con agitacio-
nes ocasionales
Agregar proteasa alcalina y dejar a 37°C por 18 horas.
Repetir pasos a y b.

Liofilizar el pigmento.



aacly é Paquete celular (la-
var 2 veces con agua

destilada)
Cultivo de 72h 8000 rpm
a 37°C 20 min
{Czapek mod.) é 8000 rpm
20 min
Sobrenadante

s g — Precipitar proteinas
con cloroformo—-octanol
(Bzlv/v)

agitar 30 min.
DNAsa + Mg++ (dos veces)
3h a 37°C

¥

Proteasa alcalina Precipitar proteinas

18h a 37°C con cloroformo—octanol
(B:1 v/v) una vez

SN

Espectro de absorcidn
(ultravioleta, visible
e infrarrojo)

Liofilizar

Esquema 2. Purificacién del pigmento por 21 método

de Sevag modificado (0p cit 18).



2.— Método de Blackberg y Wanger para precipitar
melanina. Esquema 3.

a) Ajustar el sobrenadante del cultivo a pH de 7.0.

b) Agregar 1 g de Persulfato de potasio por cada 100 ml.

c) Dejar reposar por 2 horas con agitaciones ocasionales.

d) Agregar 100 ml de metanol por cada 100 ml de cultivo y
de jar reposar la mezcla por 3 dias.

e) Colectar por centrifugacién el pigmento precipitado.

3.— Para t.ner.una melanina con que comparar el pig-—

mento purificado, se obtuvo melanina a partir de cabello

humano (19). Esquema 4.

a) Desengrasar 280 g de cabello humano con petrdleo lige
ro durante 36 horas

b) Dejarlo en 400 ml de HCl concentrado por 20 dias a
temperatura ambiente

c) Adicionar 400 ml de agua y centrifugar

d) Lavar el precipitado con HC1l 1% (10 veces), agua (2 ve-
ces) y acetona (2 veces)

e) Tratar el pigmento con HC1 6 N a ebullicion por 100 h

f) Centrifugar y lavar con HC1l 1% (10 veces), agua (10 ve-

ces), acetona (3 veces) y éter (2 veces)

V) ESTUDIO FISICO Y QUIMICO DE LOS PIGMENTOS

1.— Determinacidn del espectro de absorcidn.
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_,.é_é__

Cultivo de 72h 8000 rpm . sobrenadante
a 37°C 20 min ajustar pH a 7
100 ml 1 g de
Persul fa—-
to de so-
dio
gi
100 ml
metanol
8000 rpm Reposar Reposar por 2 h
15 min 3 dias agitacion
ocasional

-
Colectar el pigmento

en forma de precipitado —__y Espectro de absorcion
negro (W, visible & IR)

) Esquema 3. Purificacién del pigmento por el método

de Blackberg y Wanger (17).
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—_—
400 ml 400 ml
HC1l conc. agua

Cabello + 20 dias a 8000 rpm
petrdéleo T ambiente 15 min
por 36 h
HC1l &N a Lavar el pp con:
— ebullicidén ¢ HC1l 1% 10 veces
por 100 h agua 2 veces
acetona 2 veces
8000 rpm
15 min

Lavar el pp con:

HC1 10 veces pruebas para la
agua 10 veces -— identificacidn de
acetona 3 veces melaninas

éter 2 veces

Esquema 4. Obtencidon de melanina a partir de cabello

humano (19).



Se midid el espectro de absorcidn de los tres pig—

mentos purificados. Para ultravioleta y luz visible se

leyd de 190 a 700 nm en un espectrofotdmetro Perkin-

Elmer mod. UV/VIS lambda 1A. El1 espectro de infrarrojo se

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

al

b)

c)

d)

e)

£)

2.— Pruebas para la determinacion de melanina (9,17)
Solubilidad en agua
Solubilidad en KOH o NaOH 1M.
Solubilidad en solventes organicos
Frecipitacidon del pigmento con HC1
Decoloracidn con agentes oxidantes (H202 o NaOCl)
Reaccién para polifenoles con FeCl3

32.— Determinacién de proteinas por el método de

Lowry (16).

4.- Estimacidn del peso molecular del pigmento (10)
Se utilizd wuna columna de 2.5 cm de ancho por 40 cm
de largo y regulador de fosfatos como eluyente. Se mon-—

td una con Sephadex G-100 y otra con Sephadex G-25,
como proteinas de referencia se usaron Albdmina,
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 espectrofotdmetro Perkin-Elmer mod. S5 .



RESULTADOS



RESULTADOS

1) AISLAMIEMTO DE LA CEPA PRODUCTORA DEL PIGMENTO.

La cepa productora del pigmento se obtuvo de las
aguas de produccion del pozo petrolero Hallazgo &5-8.
Esta crecid en el medio de Czapek modificado incubado
en condiciones de aerobiosis. La cepa se aisld por el
método de la estria cruzada, incubada a 37°C. Sus
caracteristicas coloniales y microscopicas en este
medio se muestran en la tabla 2. A la cepa se le puso el
nombre de Hallazgo &45-8 negra, ya que en la misma mues—
tra se encontréd otra cepa no pigmentada. La cepa se
conservd por resiembras en medio de Czapek modificado
y las esporas se guardaron en tubos con tierra esté-—
ril. En las resiembras consecutivas durante dos afos,
no se observd pérdida o disminucidn de la capaci-

dad de produccidn del pigmento.

II) IDENTIFICACION DE LA CEPA PRODUCTORA.
Las caracteristicas colontales, microscépicas
y el crecimiento en aerobiosis estricta de la cepa co-
rresponden al género Bacillus. Como se observa en
la tabla 3, con los resultados de las pruebas
bioquimicas la cepa se identificd como Bacillus

subtilis.
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Tabla 2. Caracteristicas coloniales y microscd-

picas de la cepa productora del pigmento

Tiempo de incubacidén (h)

Caracteristica 24 48
colonial
Tamafio 4 mm 7-8 mm
Color Crema café
Forma irregular irregular
Elevacidn Pulvinadql plana
con una vejiga
Superficie lisa rrugosa
Aspecto seco seco
Bordes irregulares irregulares
Luz reflejada mate mate
Luz transmitida opaca opaca
Consistencia mucoide mucoide

Caracteristicas microscdpicas: Bacilo

lado. Espora subterminal

Gram + esporu—
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Tabla 3. Pruebas bioquimicas para la identificacidn

de la cepa.

Bacillus Bacillus
subtilis
subtilis Hallazgo 65-8
negra

Crecimiento en
anaerobiosis * = =
Produccidn de
Catalasa # + +
Voges—Proskauer #* + +
Hidraélisis del
Almiddn * + +
Crecimiento en
NaCl al 7% + +
Reduccién de
nitratos + +
FProduccién de
Caseina +* +*
Produccién de
Oxidasa +* +
-= Negativo += Positivo

#= Pruebas principales para llegar a especie.
(3,21).
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I1I) EFECTO DE LAS CONDICIONES DE INCUBACION SOBRE LA
SINTESIS DEL PIGMENTO.

Los cambios fisicos en los que se probd el cre-
cimiento y la sintesis del pigmento fueron: ilumina-
cién, temperatura y agitacion.

a) Con respecto a la iluminacidn no se encontré
ninguna influencia aparente sobre el crecimiento o la
produccion del pigmento.

b) Los resultados de la influencia de la temperatura
sobre la pigmentacion y el crecimiento se encuentran
en la tabla 4, en donde se observa que la produccién
del pigmento se presenta mias répido entre 2% y
37°C a las 48 h, y que a 45°C aunque el crecimiento es
bueno, el pigmento no se produce.

c) En los resultados que se presentan en la tabla 5 se
observa que tanto la agitacion réapida (200 rpm) co-
mo la lenta (70 rpm) en el medio con extracto de levadu-
ra la cepa crece pero no pigmenta. En agitacion media
(125 rpm) la cepa pigmenta al transcurrir 5 dias de in-
cubacién quedando de color café-rojizo y nunca lle-
gando a negro. En el medio sin extracto de levadura la
agitacion en ninguna de las velocidades afecta la pro-

duccién del pigmento.
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Tabla 4. Efecto de la temperatura de incubacidén sobre
la produccién del pigmento.
Tiempo de incubacidén (h)
Temperatura
g o 24 48 72 144
4 - - - -
28 + + + -
32 + + » #*
37 + * » »
45 - + + -
S5 = - = e

—= Sin crecimiento.
+= Crecimiento sin produccién de pigmento.

#= Produccidn de pigmento.



Tabla S. Efecto de la agitacion scbre la produccidn

del pigmento.

Tiempo de incubacién (h)

rpm 24 48 72 6 144
o c/ext + * * * *

s/ext + * * #* *

75 c/ext + + + + +

s/ext + * * * *

125 c/ext + + + + *

s/ext + * * * *

200 c/ext + o+ * + +

s/ext + * * * #*

+= Crecimiento sin produccidn de pigmento.
#= Produccién de pigmento.

rpm= revoluciones por minuto.

c/ext= con extracto de levadura.

s/ext= sin extracto de levadura.
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d) Los resultados de la concentracidn de NaCl se
muestran en la tabla & en donde se observa que la cepa
es halotolerante ya que crece a concentraciones del 8%,
la producciédn del pigmento no se vé afectada por la
presencia o ausencia de sal, este se produce de 0% a B%,
variando solamente el tiempo de incubacidén.

e) El efecto del pH sobre el crecimiento y la sinte—
sis del pigmento se encuentra en la tabla 7 en la que se
observa que a pH 7 la cepa crece y produce el pigmento a
las 48 h, mientras que a pH 8 crece después de 72 h de
incubacidn y produce el pigmento hasta las 120 horas.

En los demas pH la cepa no crece.

f) En la tabla 8, se observa que el Bacillus
subtilis Hallazgo &5-B negra es capaz de producir el
pigmento con cualquier fuente de carbono que pueda meta-
bolizar. Con la glucosa, la produccidn del pigmento se
presenta poco antes de las 24 horas.

Con relacion a la fuente de nitrdgeno como se
observa en la tabla 9, la cepa puede crecer con compues—
tos nitrogenados que contengan amonio, pero es capaz de

producir el pigmento solo en presencia de nitratos.



Tabla 6. Efecto de la concentracién de NaCl sobre la

produccion del pigmento.

tiempo de incubacidn (h)

Concentracion

* 24 48 72 120
o + - * #*
2 + * * *
4 + * * *
5 + * = *
& + * * E
a - - - =
10 = = = ==
12 = = = =
14 - - - -

== 5in crecimiento.
+= Crecimiento sin produccidn de pigmento.

#= Produccidon de pigmento.



Tabla 7. Efecto del pH sobre la produccion del

pigmento.
Tiempo de incubacidon (h)
PH ) 24 48 72 96 120
4 - - -— — —_—
5 -_— — -_— — -
6 -_— - — -_— —
7 + * * * -
8 - - + + *
9 -— -— -_— — —

== Sin crecimiento.
+= Crecimiento sin producciédn de pigmento.

#= Producidn de pigmento.



Tabla 8. Produccidn de pigmento con diferentes fuen-

tes de Carbono.

Tiempo de incubacidon (h)

Fuente de C

(1%) 24 48 72 168
Almidén + * #* *
Dulcitol = - - =
GBalactosa = - - -
Glucosa * * * *
Lactosa - = - o
Mal tosa + * * *
Manitol + » * *
Manosa + * * *
Ribosa + + * *
Sacarosa + * * *

-= Sin crecimiento.
+= Crecimiento sin produccién de pigmento.

#= Produccidn de pigmento.
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Tabla 9. Produccién de pigmento con diferentes fuen-—

tes de Nitrdégeno.

Tiempo de incubacidén (h)

Fuente de

Nitrégeno 24 48 72
(0.3%)

Nitrato de amonio + * *

Nitrato de sodio + * *

Cloruro de amonio - + +

Sulfato de amonio - + +

Nitrito de sodio - - =

Sulfato ferroso

amonico - - -
Tirosina - - -
Urea = = =

-= 5in crecimiento.
+= Crecimiento sin produccidn de pigmento.

#= Produccidn de pigmento.
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9) Los resultados del crecimiento y produccién del
pigmento en los diferentes medios de cultivo se encuen-—
tran en la tabla 10. Ahi se observa que la produc-—
cion del pigmento solo ocurre en los medios sintéti-
cos, mientras que en los medios complejos solo se presen—
ta crecimiento.

h) Los requerimientos minimos nutricionales se mues-—
tran el la tabla 11, donde se observa que el microorga-
nismo necesita para crecer y pigmentar de solo 3 compues—

tos que son : NaNO3, K2HPO4 y la sacarosa.

IV) OBTENCION Y PURIFICACION DE LOS PIGMENTOS.

1) Después de separar el paquete celular se com—
probé que el pigmento se libera al medio de cultivo, ¥y
por observaciones microscdpicas se encontrd que cuan—
do se presenta el pigmento negro predominan las esporas
en el cultivo.

Después de la purificacién del pigmento par el
método de Sevag modificado, el aspecto del pigmento
liofilizado fue el de una pastilla muy porosa soluble en
agua, e insoluble en solventes orgadnicos.

El pigmento purificado a partir del cultivo origi-

nal por 21 método de Blackberg-Wanger es un precipita-
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Tabla 10. Produccidn de pigmento en diferentes medios

de cultivo.

Tiempo de incubacidn (h)

Medio de

cultivo 24 48 72 168
Czapek 3% Sac. + * * *
Czapek

modificado + * * *
Medio E + E3 * *
Medio de

Horikoshi—-Akiba + * 3 ES
Caldo nutritivo + + + +
Caldo TS + + + +
Caldo BHI + + + +

+= Crecimiento sin produccién de pigmento.
#= Produccidn de pigmento.

Sac= Sacarosa.

TS5= Soya—tripticasa.

BHI= Infusidn cerebro corazoén.



Tabla 11. Efecto de los componentes del medio de Czapek

modificado sobre la produccidn del pigmento.

tiempo de incubacidén (h)

24 48 72 120
8in nitrato de sodio - - - -
Sin fosfato dipotasico + + + +
Sin sacarosa - = - -
Sin sulfato de magnesio + * * B
Sin cloruro de potasio + * * »
Sin sulfato ferroso + * * ®
Sin cloruro de sodio + * * *
Sin estracto de levadura + * * *

-= Sin crecimiento.
+= Crecimiento sin produccién de pigmento.

#= Produccidn de pigmento.
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do de color café insoluble en agua y solventes orga-
nicos, unicamente se ha podido solubilizar en soluciones
alcalinas (NaDH v KOH 1 M).

La melanina obtenida de cabello humano al final del
proceso presentd el aspecto de un polvo muy fino de

color negro.

V) ESTUDIO FISICO Y QUIMICO DE LOS PIGMENTOS.
1.~ Determinacidn del espectro de absorcidn de los
tres pigmentos

En las graficas de los espectros de absorcién
en radiaciéon UV y visible de los pigmentos purificados
por los métodos de Sevag mod. (grafica 1) y Black-
berg-Wanger y la melanina. Se encontrd 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 graficas 2,3 y 4 corresponden a los espec-—
tros en infrarrojo, donde se observa que los pigmentos
purificados por los métodos de S;vag mod y Blackberg—
Wanger presentan picos similares; la primera zona de
absorcion se localiza entre 3300 y 3400 cm—1 que posi-—

blemente pertenezca a un érupu —CO0OH. El segundo pico
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esta entre 1620 y 1580 cm—1 el cual corrobora el grupo
—CO0OH, pero su corrimiento hacia 1600 cm—1 indica que
puede estar conjugado a un grupo carbonilo lo que
daria el siguiente arreglo 0=C-CO0OH, o también po-
dria estar unido a un grupo amida que podria dar la
siguiente estructura O0=C-NR.

Con respecto a la melanina solo se pueden interpre-—
tar dos picos, uno en 3400 cm—-1 que corresponde a grupos
OH v otro en 1400 cm—1 que indica grupos amida.

2.— En la tabla 12 se comparan las caracteristicas
fisicas y quimicas de los tres pigmentos purificados
con las de la melanina.

Como se observa los tres pigmentos estudiados pre-
sentan caracteristicas iguales a las reportadas para
las melaninas, con excepcidn del pigmento purificado
por el método de Sevag mod., el cual es soluble en
agua.

3.— Determinacidn de proteinas por el método de
Lowry.

Los resultados de contenido de proteinas para los
tres pigmentos son los siguientes:

Sevag mod. 0.029 mg/gr de pigmento.
Blackberg—-Wanger 0.021 mg/gr de pigmento.

Melanina 0.017 mg/gr de pigmento.
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Tabla 12. Comparacidn de las caracteristicas fisi-
cas y quimicas de los pigmentos purificados

contra la melanina.

FPigmento purificado

Propiedad Melaninai Sevag B—W# Melanina

Solubilidad en
agua - + - -

Solubilidad en
metanol - - - -

Solubilidad en buta-
nol a pH 1.5 y 10.5 - - - -

Color café- cafeé— café- cafe-
negro negro negro negro

Solubilidad en KOH
y NaOH 1 M + + + &

Precipitacion del
pigmento con HC1 + + + +

Solubilidad en sol-
ventes organicos = = = -

Decoloracidn con
agentes oxidantes + + + +

Reacccidén para poli-
fenoles con FeCl3 + + + +

Espectro de absor-

cidn (190-700) SPC SPC SPC SPC
#= Blackber—-Wanger. i= Referencias 2 y 16
-= Negativo. += Positivo

SPC= Sin pico caracteristico



4.— Estimacidn del peso molecular del pigmento.

El peso -ulecﬁlar se obtuvo a partir del pigmento
purificado por el método de Sevag mod. del cual se ob-
tiene un producto que conserva las caracteristicas de
solubilidad originales del pigmento. Se utilizaron colum—
nas de Sephadex G-25 y G5-100.

En la columna de Sephadex G-25, las proteinas y
el pigmento salieron en el volumen vacio. El1 intervalo
de exclusidéon para proteinas de este Sephadex esta
entre 1000 y 5000 daltones de peso molecular, por lo que
la molécula del pigmento pesa mas de 5000 daltones.

Mientras que en la columna de Sephadex G-100
salid en un volumen mayor que todas las proteinas
usadas, lo que quiere decir que es de peso molecular
menor, la proteina patrdn de menor peso fue la
Tripsina (PM 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.
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DISCUSION

De la muestra de aguas de produccion del pozo
Hallazgo 45-8 se aislaron dos cepas, una no pigmentada y
otra pigmentada. Este trabajo se enfocd al estudio de
esta dltima ya que el conocimiento de los pigmentos
bacterianos estd reducido a unas pocas especies, como
Serratia marcescens, Corynebacterium (6),

Pseudomonas aeruginosa (13) y Bacterium salmonicida
(12) principalmente.

A las 24 h de incubacidon la colonia que se ais-—

16 es de color crema—amarillenta, irregular y de eleva-
cion pulvinada por la formacion 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 altimo hecho puede ser debido a la evapo-
racién del agua del liquido viscoso, o posiblemente

a la produccién de una despolimerasa que actua sobre

el polisacarido, para la posterior utilizacidén 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 faAcilmente.

Las principales pruebas bioquimicas que nos



permitieron identificar a la cepa como Bacillus
sutilis fueron: crecimiento en aerobiosis,

produccion de catalasa, Voges—-Proskauer e hidrdli-
sis del almiddn (3,21). En un estudio taxondmico

mas amplio se recomienda hacer estudios de la propor-
cidon Guanina-Citocina, homologias de DNA y
susceptibilidad a fagos.

Con relacion al efecto a las condiciones del cul-
tivo vemos que no existe efecto de la luz sobre la pro—
duccién del pigmento, esto no descarta la posibilidad
de que otra longitud de onda como la UV o cercana al
visible tenga algun efecto. Schlegel (1986) (23) sugie—
re que algunos pigmentos protegen a las células de la
actividad nociva de la luz. Para saber si el pigmento
cumple este papel en las células de la cepa Hallazgo
&5-8 negra, se puede obtener una mutante apigmentada y
comparar su resistencia a la luz visible o radiacidén
ultravioleta con respecto a la cepa silvestre.

La agitacidn es un factor que influye notablemen-—
te en la produccién del pigmento, dependiendo de la
composicion del medio en que se siembre, ya que con ex—
tracto de levadura la cepa no pigmenta a 75 y 200 rpm, ¥y

a 125 rpm pigmenta después de incubarse mucho tiempo



(144 h). Sin embargo en el medio sin extracto de levadu-
ra no hubo cambio y la cepa pigmentd normalmente. La
agitacidn provoca una mayor oxigenacidén en el culti-

vo y se ha visto que esto favorece la produccién de
algunos pigmentos microbianos como el de Bacteriums
salmonicida (12). Sin embargo, para B. subtilis

Hallazgo 65-8 negra la aereacitdn 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 &5-8B negra es
halotolerante, 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 concentracidn del B84 de NaCl y en esta misma
concentracidn el pigmento también se produce, aunque
transcurre mas tiempo del normal. En la bibliografia
se reporta que la salinidad es un factor importante para
la produccidn de pigmentos en éste género (21),
sin embargo esto no se observa con nuestra cepa, ya que
la presencia o ausencia de sal no impide la produccidn
del pigmento.

De las fuentes de carbono probadas el microorganismo
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puede utilizar & de ellas y con todas producir el
pigmento. Con la glucosa el pigmento y la lspuéulaciﬂn
se produce antes de las 24 h, probablemente porque la
bacteria tiene una mayor velocidad especifica de creci-
miento con este sustrato, y llega mas rapido 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
producciéon (2,12,17). Con la cepa la tirosina se
probé como fuente de nitrdgeno, en un medio simpli-
ficado, pero es incapaz de utilizarla. Por lo que pensa-—
mos que la tirosina no influye en la formacién del
pigmento, ni es parte constituyente de la molécula.

En estudios posteriores se puede probar la influen-—
cia de otros aminoacidos o compuestaos inhibidores de
pigmentos melaninicos como el Tricyclazole (4) o el
p—-Benzyloxy—fenol (17) sobre la produccidn del
pigmento.

La mayoria de las bacterias pigmentadas requieren

de medios, substancias o condiciones especificas que
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favorezcan la producciéon del pigmento, como por ejem—
plo ausencia o presencia de sales o aminoacidos, cam—
bios en la temperatura de incubacion o agitacidn,
(12,13). Por el contrario nuestra cepa no requiere nin-
gun factor especial.

Por medio de modificaciones hechas al medio Czapek,
se llegd a un medio minimo constituido de NaNO3,

K2HPO4 y sacarosa en el que la cepa es capaz de producir
pigmento.

En la zona de los cultivos donde se encuentra mas
concentrado el crecimiento es donde se produce primero
el pigmento, debido posiblemente a que en dicha zona se
alcanza mas rdpidamente la fase estacionaria de cre-—
cimiento, por lo que se inicia la esporulacion y la
sintesis de metabolitos secundarios, entre los que se
encuentran la mayoria de los pigmentos. Se reporta que
en Bacillus subtilis la produccidn de pigmentos
negros esta relacionada con la esporulacidn, pero
existen excepciones a esto y se han encontrado cepas pig—
mentadas que no tienen una buena esporulacién (2). Sin
que lo que hemos observado sea una evidencia contundente
la esporulacién vy la producciodn de pigmento en nues—

tra cepa parece estar relacionada, ya que en los culti-
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vos donde se esta iniciando la producion del pigmen—

to se observan muchos bacilos y algunas esporas, mien—
tras que en los cultivos ya pigmentados se vé gran
numero 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 estan ausentes. Por lo que pensamos que posible—
mente una mutante apigmentada serd incapaz de esporu-
lar adecuadamente.

En la cepa de Bacillus subtilis 168 L-4 estudia-
da por Barnett y col }933 (1,2), los pigmentos se sinte-—
tizan extracelularmente ya que al eliminar las célu-—
las en el inicio de la fase estacionaria el pigmento se
sigue formando, lo que indica que sus precursores se li-
beéan y acumulan en el medio durante la fase logarit-
mica de crecimiento. Al parecer en la cepa de Bacillus
subtilis Hallazgo &5-B 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 pigmentos purificados la unica diferencia
que se encontrd 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 organicos, decolo—
racion con agentes oxidantes, reaccidn positiva para
polifenocles y espectro de absorcidn sin picos caracte-
risticos (9).

De la interpretacion de los espectros de infrarro—
jo , solo se puede decir que las bandas de absorcion
en ambos pigmentos se debe a la presencia de los mismos
grupos quimicos, lo cual no implica necesariamente la
misma estructura. Posiblemente las bandas observadas co-
rresponden a la parte cromdfora de la molécula prin-
cipalmente.

Del espectro de la melanina no se puede obtener
informacion sobre su estructura.

De los resultados obtenidos en la cuantificacion
de proteinas no podemos asegurar que todo pertenezca a
éstas. Posiblemente parte de la absorbancia se deba al
propio color del pigmento o0 a que la molécula de este
interfiera con los reactivos de la técnica. Una de las

reacciones es la del cobre con los grupos aminos de
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las proteinas; y probablemente el pigmento tenga estos
radicales, con lo que la reaccién 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 podemos concluir
que se trate de una melanina como tal, pero posiblemente
pertenezca a un grupo de compuestos similares.

Para seguir las investigaciones y complementar el
trabajo se debe buscar una técnica de purificacioén
(electroforésis o cromatografia) que asegure obtener
la molécula pura y con esto aplicarle resonancia mag-—
nética nuclear y poder dilucidar su estructura.

Como se ha visto en las sugerencias hechas en la
discusidn, a partir de este trabajo se pueden tomar
numerosos caminos en el estudio de este pigmento, los
cuales pueden estar dirigidos a la regulacidon y pro-—
duccidn o a la naturaleza y composicidn quimica

del pigmento.
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La cepa se identificd como Bacillus subtilis y

se le llamd B. subtilis Hallazgo 65-8 negra.

El pigmento se produce en medios sintéticos sim—

ples y los medios complejos inhiben su sintesis.

El medido minimo donde se produce pigmento contie-—

ne NaNO03, K2HPO4 y sacarosa.

Las condiciones dptimas para la produccidn del
pigmento son: cultivo estacionario en medio Czapek

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

El pigmento purificado por el método de Sevag si-
gue siendo soluble en agua, mientras que el purifi-

cado por Blackberg—Wanger pierde esta capacidad.

El pigmeto purificado por Sevag tiene un peso molecu-

lar entre 5000 y 24,000 d.

El pigmento de la cepa B. subtilis Hallago 65-8
negra presenta caracteristicas +fisicas, quimi-
cas y espectrofotométricas semejantes a la mela—

nina.



APENDICE



APENDICE

Composiciton del medio Czapek modificado:

Nitrato de sodio
Fosfato dipotasico
Sulfato de magnesio
Cloruro de potasio
Sulfato ferroso
Sacarosa

Cloruro dg sodio
Extracto de levadura

Agua destilada

3.0

1.0

0.5

0.5

0.01

60.0

50.0

10.0

1000.0

@ @ @ o w @ @
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