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RESUMEN. Considerando la riqueza de especies y variedades microbianas de
ciertos paises, la busqueda de cepas nativas con posible potencial biotecnolégico
y que produzcan compuestos de interés industrial es una forma de impulsar
avances cientificos, econémicos y sociales dentro de las regiones. En este estu-
dio se selecciona e identifica, morfoldgica y bioquimicamente mediante el jue-
go de reactivos APl CHB, una cepa nativa bacteriana del género Bacillus spp.,
la cual produce un pigmento naranja que es aislado, purificado y caracterizado
utilizando diferentes pruebas fisicas, quimicas y espectrofotométricas. Los re-
sultados indican que la cepa nativa se comporta como un Bacillus subtilis, pro-
bablemente el denominado Bacillus globigii segun recientes reportes basados
en técnicas de identificacion molecular. El pigmento naranja producido fue ca-
racterizado, parcialmente, como una melanina, mas especificamente una
alomelanina, dado su origen microbiano. Debe tenerse en cuenta que la clasifi-
cacion de un material dentro de esta familia es dificil y ambigua. Se ha denomi-
nado melaninas a un conjunto de compuestos biolégicos que poseen una serie
de caracteristicas comunes. No existe un método o analisis quimico o fisico sa-
tisfactorio que permita decidir claramente si una sustancia particular pertene-
ce 0 no a este grupo; sin embargo, existen diferentes pruebas no definitivas,
aungue algunas excluyentes, que permiten sospechar si un material bajo estu-
dio puede pertenecer a esta familia de pigmentos. Estas sustancias poseen inte-
resantes propiedades fisicas y quimicas que las convierte en materiales con
potenciales aplicaciones tecnologicas.

ABSTRACT. Considering the wealth of species and microbial varieties of cer-
tain countries, the search of native strains with possible biotechnological po-
tential that produces compounds of industrial interest is a form to impel scien-
tific, economic and social advances within regions. In this study, it was selected
and identified, morphological and biochemically by means of APl CHB Kkit, a
bacterial native strain of the Bacillus spp., which produces an orange pigment
that was isolated, purified and characterized using different physical, chemical
and spectrophotometric tests. The results indicate that the strain behaves like
a Bacillus subtilis, probably denominated Bacillus globigii according to recent
reports based on molecular identification techniques. In the same way, the pro-
duced orange pigment was characterized, partially, like a melanin, more spe-
cifically an allomelanin according to microbial origin. Nevertheless, it must be
considered that the classification of a material within this family is difficult
and ambiguous, as well as non-definitive. It has denominated melanin to bio-
logical compound set that has a series of common characteristics, but there is
no a method or a satisfactory physical or chemical analysis that allows to decide
clearly if a particular substance belongs or not to this group; on the contrary,
there is a series of non definitive tests, some of them excluding, which allows to

suspect if a material under study be-
longs to this pigment family. On the
other hand, these substances have in-
teresting physical and chemical prop-
erties that make them as potential
material with technological applica-
tions.

INTRODUCCION

En la Naturaleza existen bacte-
rias que bajo ciertas condiciones
ambientales son capaces de produ-
cir pigmentos caracteristicos de es-
pecies, géneros y familias,*® lo que
constituye uno de los detalles més
notables de sus cultivos.! En gene-
ral, la mayoria de las especies del
género Bacillus no son pigmentadas.
Sin embargo, algunas cepas de B.
subtilis sintetizan diferentes clases
de pigmentos de color rosa, amari-
llo, naranja, café, negro y fluores-
centes de color amarillo verdoso,?
segun la subespecie y el medioen el
cual se cultiva.

La cepa de Bacillus subtilis que
produce un pigmento color naranja
se conoce como Bacillus subtilis var.
niger (Bacillus globigii DSM 2277).
Recientemente, a partir de estudios
en reasociacion de ADN, este orga-
nismo se reclasific6 como Bacillus
atrophaeus.® Estudios acerca de los
pigmentos cafés de esta cepa han
revelado que tales compuestos pa-
recen ser melaninas, al igual que el
pigmento negro producido por B.
subtilis,” sin embargo, en este ulti-
mo caso, se cree que no es un sélo
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pigmento el que da origen al color
oscuro de las colonias, sino que en
el caldo de cultivo existen al menos
cinco pigmentos diferentes, entre
ellos, uno originado en la oxidacion
del manganeso,?® y otro que se en-
cuentra parcialmente caracterizado
y parece no ser una melanina.*

Las melaninas son pigmentos
ampliamente difundidos en la Na-
turaleza, dificiles de purificar y ca-
racterizar por métodos quimicos
convencionales.!* En general, pue-
de decirse que son biopolimeros
policiclicos, productos de reaccio-
nes reversibles de 6xido reduccion
entre quinonasy sus estados de oxi-
dacién, formadas a través de proce-
sos fluctuantes y no reproducibles
que involucran radicales libres, su-
jetos a un continuo cambio,*? pre-
sentes en organismos aerobicos en
forma extracelular o intracelular,
siendo esta ultima la méas comun.
Corrientemente, se han dividido en
eumelaninas, pigmentos café o ne-
gros productos de precursores
inddlicos, feomelaninas, pigmentos
rojo—cafés debidos a la intervencion
de la cisteina en el proceso mela-
nogenético de las eumelaninas, y
alomelaninas, pigmentos negros
originados de precursores libres de
nitrégeno y tipicas de plantas y
microorganismos.+1?

Por ser compuestos pobremente
entendidos, la clasificaciéon de un
producto como melanina es un tan-
to dificil y ambigua, asi como no de-
finitiva.'®* Se han denominado
melaninas a una familia de com-
puestos bioldgicos que poseen una
serie de caracteristicas comunes; sin
embargo, actualmente no existe un
método o un analisis quimico o fisi-
co satisfactorio que permita determi-
nar claramente si un compuesto en
particular pertenece o no a este gru-
po.1>1 Por el contrario, existe un gru-
po de pruebas no definitivas, aunque
algunas excluyentes, que hacen sos-
pechar que un material bajo estudio
pudiera pertenecer a esta familia de
compuestos.

Estas macromoléculas poseen
Unicas e interesantes propiedades fi-
sicas y quimicas, tales como ser
electronicamente estables, tener una
amplia banda de absorcion en la re-
gion visible y ultravioleta, ser
fotoconductoras y semiconductoras;
que las convierten en una nuevacla-
se de biomateriales con potencial
tecnoldgico y que podrian ser utili-
zados en el desarrollo de aparatos
fotovoltaicos, optoelectrénicos y
foténicos, en el disefio de sensores
quimicos y de humedad, actuadores,

tejidos artificiales y en la fabricacion
de peliculas delgadas por electro-
polimerizacién.' Por otra parte,
puesto que la obtencién de coloran-
tes naturales a partir de plantas y
animales es un proceso costoso,
principalmente debido al bajo ren-
dimiento de las materias primasy a
la pequenia velocidad de crecimien-
to de estos organismos, su produc-
cion a partir de microorganismos
pudiera ser favorable.

Los microorganismos son faciles
de aislar, seleccionar, mantener, mo-
dificar genéticamente y conservar;
ademas de poseer una gran veloci-
dad de crecimiento, capacidad de
asimilar desechos alimenticios dis-
ponibles y un buen rendimiento en
la cantidad de pigmento producido
por célula cultivada. Sin embargo, a
pesar de estas ventajas y aunque en
el mercado se encuentra una gran
variedad de cepas microbianas que
sintetizan pigmentos, su uso impli-
ca elevados costos operativos aso-
ciados a la compra, importacion,
rehidratacion, adaptacion, manteni-
miento y funcionamiento de ellas
mismas.

Desde este punto de vista y te-
niendo en cuenta la riqueza de es-
peciesy variedades microbianas con
posible potencial biotecnologico del
pais, es importante la bisqueda de
cepas nativas productoras de com-
puestos de interés industrial. Por
todas estas razones, el principal ob-
jetivo de esta investigacion consistio
en aislar, purificar y caracterizar
un pigmento naranja producido
por una cepa nativa de Bacillus
spp.,*” asi como estudiar las con-
diciones adecuadas para el creci-
miento, manipulacion y adaptacion
de esta de una forma sencilla y
econdmica.’®

MATERIALES Y METODOS

Para la inoculacion de los culti-
vos se trabajo con una disolucion de
esporas a un patron de Mac-Farland
de 10%.

Preparacion de la disolucion de es-
poras

Se toma una colonia de la caja
madre, se inocula en 4,5 mL de cal-
do LBy se mantiene a 37 °C durante
24 h . Luego, se siembra en cajas de
Petri con agar LB, por el método de
agotamiento en superficie y se man-
tiene a 37 °C hasta que esporule.”20-2
Se retiran las colonias de la superfi-
cie del agar y se resuspenden en
agua destilada estéril; se centrifugan
a 10 000 r/min durante 10 min. Esto
se repite dos veces mas. El precipi-

tado se resuspende en una disolu-
cion de NacCl al 0,85 % hasta una con-
centracion de 10 con base al patron
de Mac-Farland; se somete a un cho-
que térmico de 80 °C durante 15 min
y finalmente, se almacena en la ne-
vera para su posterior utilizacion.

Seleccion del microorganismo

Del cepario del Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Na-
cional de Colombia - Sede Medellin,
se escogen siete cepas nativas del
género Bacillus spp. con la capaci-
dad de producir colonias pigmentadas.
Se reactivan en caldo LB a 37 °C du-
rante 24 h . Cada una se mantiene
en tres medios de cultivo sélidos: LB,
agar nutritivo con 1 % de almidén y
agar nutritivo con 1 % de caseina. Se
evalla visualmente la produccion de
pigmento y se selecciona la bacteria
que presenta mayor produccion, la
cual se siembra en una caja de Petri
con agar LB, se mantiene a 37 °C has-
ta que esporule y se preserva a 4 °C,
la cual se denomina como caja ma-
dre.

Caracterizacion del microorganis-
mo

El microorganismo seleccionado,
se caracteriza bioquimicamente se-
gun pruebas reportadas,?>* y por la
aplicacion doble de la prueba bioqui-
mica AP150CH (Biomérieux), utilizan-
do como control la cepa de Bacillus
subtilis ATCC 21556.

Todos los medios de cultivo fue-
ron esterilizados a 121 °C, 15 libras/
pulgada cuadrada durante 15 min,
en una autoclave tipo horizontal
marca Trident Medical Corporation
EA_6202, 25,26

Extraccion del pigmento

El medio de cultivo se deja repo-
sar en la nevera por un diay, el de-
cantado se guarda para purificarlo.
El liquido clarificado se centrifuga
a 2 800 r/min durante 20 min y el
sobrenadante se acidifica con acido
clorhidrico hasta pH < 4,00. Se man-
tiene a 95 r/min durante 24 h y nue-
vamente se centrifuga a 3 000 r/min
durante 30 min . Finalmente, el
centrifugado se recoge y guarda para
posterior purificacion.

Purificacion del compuesto

El decantado y el centrifugado
guardados se purifican, por el mis-
mo método, de manera separada. El
precipitado se lava con agua destila-
day se centrifuga a 3 000 r/min du-
rante 30 min, el sobrenadante se des-
carta. Este procedimiento se repite tres
veces. Al solido lavado se le agrega aci-
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do acético, se centrifuga a 3 000 r/min
durante 30 min, se retira el sobrena-
dantey el precipitado se lava con agua
destilada y se centrifuga a 3 000 r
/min durante 30 min hasta que el
agua de lavado no produzca espuma.
Finalmente, el sélido se lava con éter
etilico, etanol y acetona. Esta tltima
se deja por 24 h y luego se evapora.
El sélido seco se guarda para poste-
rior caracterizacion.?”-%

Caracterizacion del pigmento

Los solidos purificados se carac-
terizan fisicay quimicamente. Se les
realizan pruebas de solubilidad en
diferentes disolventes organicos y
las recomendadas para la identifica-
cion de compuestos.® Se determina
si su solubilidad es mayor en una
disolucién de NaOH, pH = 10,00, so-
metida a ultrasonido por 15 min;* se
mide el punto de fusion;* se ensaya
el blanqueamiento oxidativo con
una disolucion de H,0, 5 %y la for-
macion del espejo de plata a partir
de unadisolucion de nitrato de plata
amoniacal; ademas, a una disoluciéon
etandlica del pigmento se le realizan
pruebas quimicas para la identifica-
cion de quinonas, flavonoides y
taninos.®

El espectro ultravioleta-visible
(UV) se registra con un equipo
Lambda 10 (Perkin Elmer). El espec-
tro infrarrojo (IR) se hace a partir de
una pastilla secada a 105 °C durante
30 min, formada con 2 mg del pig-
mento y 200 mg de K Br. Se registra
con un Spectrum BX | FT-IR system,
(Perkin Elmer) y se procesa con el
paquete de programas de compu-
tacién Spectrum V. 2,00. El equipo
realiza 100 mediciones y reporta la
media de ellas. La cromatografia
gaseosa se hace a partir de una di-
solucién etandlica en un equipo
Agylent 6890 con una columna
HPS5, el cual tiene asociado un ana-
lizador de masas.

Finalmente, una disolucién
acuosa del pigmento se somete a
voltametria ciclica, usando un con-
tra-electrodo de platino, un electro-
do de Ag/AgCl 3 mol/L como elec-
trodo de referencia y uno de carbén
vitreo (area aparente de 3,141 59 mm?)
como electrodo de trabajo. En esta
experienciase realizan 10 ciclosen un
intervalo de potencial entre +1 200 mV
y +100 mV . Se comienza en la di-
reccién positiva a una velocidad de
barrido de 150 mV/s y con una sen-
sibilidad de 1 pA/V, en un equipo
B.A.S. 100. Antes de comenzar la
voltametria se burbujea nitrégeno
puro a través de la disoluciéon du-
rante 10 min .

RESULTADOS Y DISCUSION
Selecciony caracterizacion del mi-
croorganismo

Durante la evaluacion de las sie-
te cepas bacterianas s6lo una de ellas
manifiesté la produccion del pig-
mento en los tres medios de cultivo
y por tanto, fue la cepa seleccionada
para este estudio.

La caracterizacion morfolégica
(Tabla 1) indicé que el microorganis-
mo de estudio corresponde a un ba-
cilo Gram positivo de la familia
Bacillaceae, género Bacillus grupo
I, al cual pertenecen las especies de
Bacillus con esporas elipsoidales y
que no deforman el esporangio o la
célula vegetativa.?*

Por otra parte, las pruebas
bioquimicas realizadas indicaron
que el microorganismo evaluado
presenta un comportamiento bioqui-
mico similar a la especie bacteriana
Bacillus subtilis (Tabla 2).22*

De acuerdo con los resultados de
la prueba AP1 50CH el microorganis-
mo evaluado se comporta como
Bacillus subtilis, especie reportada
como productora de cuatro diferen-
tes pigmentos, uno de ellos de color
naranja.2®? Asimismo, clasifica
como una bacteria nivel 1 en biose-
guridad (BSL-1), lo que significa que
es apropiado para estudios que invo-
lucren agentes caracterizados por no
causar dafios a la salud de los huma-
nos. Ademas, la Administracién de
Alimentos y Drogas de los Estados
Unidos (FDA), le ha otorgado el es-
tatuto GRAS de seguridad (Generally
Regarded As Safe).?* En la extensa
literatura consultada no se encontra-
ron reportes acerca de la caracteriza-
cién del pigmento naranja producido
por esta cepa.

Caracterizacion del pigmento

Tanto el pigmento decantado,
como el pigmento precipitado a par-

tir de la acidificacion del caldo de
cultivo presentaron el mismo com-
portamiento y la misma respuesta a
las diferentes pruebas realizadas,
por tanto, s6lo se presentan y anali-
zan los resultados obtenidos para el
pigmento decantado.

De acuerdo con los resultados de
las pruebas de solubilidad el com-
puesto analizado debe pertenecer al
grupo MN, grupo de diversos com-
puestos neutros que contienen ni-
trégeno o azufre y con mas de cinco
atomos de carbono.® Es insoluble
en todos los disolventes organicos
evaluados y en unos pocos de ellos,
presenta una miscibilidad parcial
(Tabla 3). Igualmente, en agua desti-
lada es insoluble, pero la miscibilidad
parcial aumenta en disolucién acuo-
saalcalina (pH = 10,0), sometida a ul-
trasonido. Ademas, no fue posible
determinar su punto de fusién, ya
que se carbonizé a una temperatura
mayor de 250 °C .

Por otro lado, se descarta que el
pigmento sea una quinona, un fla-
vonoide o un tanino, ya que resultaron
negativos los ensayos de Borntranger,
asi como las pruebas Shinoda y del
cloruro férrico (Tabla 4). En esta ulti-
ma, debe obtenerse un precipitado
negro si es positiva para taninos.*

La respuesta obtenida del anali-
zador de masas s6lo muestra los pi-
cos para el etanol y para el CO (los
datos no se muestran), es decir, no
existen picos que sefialen la presen-
ciadel pigmento analizado, por tanto,
puede decirse que este compuesto no
volatiliza a la temperatura alcanza-
da por la columna del cromatdgrafo
(T = 325°C), por lo que no resulta ana-
lizado por el detector de masas.

La curva voltamétrica obtenida
con la disolucién preparada, inicial-
mente de color amarillo y pH 4,00
(Fig. 1), mostré durante el primer ba-
rrido en la direccion positiva un pico

Tabla 1. Caracteristicas morfolégicas de la cepa bajo estudio.

Caracteristicas de la cepa elegida

Tinciéon Gram

Bacilo Gram positivo.

Diametro: 0,7 a 0,8 mm; longitud: 2 a3 mm .
Tincién uniforme, a veces se presenta formando cadenas.
Formacion de esporos centrales, elipsoidales y del mismo

tamano del esporangio, no mas de uno por célula.

Forma Baston recto o casi recto.
Tamario
Arreglo
Estructuras

Presenta movilidad.
Apariencia

de la colonia
blanco.

En agar LB crece formando pequefias colonias naranjas,
redondas o irregulares, opacas, rugosas y con el borde

En caldo LB no agitado crece formando una pelicula
superficial membranosa naranja.
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Tabla 2. Caracterizacion bioquimica de la cepa bajo estudio.
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g ¢ © & & & & =2 = E £ & a2 =
(§) o0 m o0 o0 o0 o0 i} m m m o0 o0 o0
Diametro celular > 1,0 mm - + Vv + + - - - + + - - +
Cristales paraesporales - - - - - - - - - - - - d
Crecimiento anaerdébico - - + - + - - - + - + - - +
Prueba de Voges Proskauer + + + - + NG - - + - + — + d
pH < 6,0 prueba de Voges Proskauer - ND + - + NG - - + d + + d +
pH > 7,0 prueba de Voges Proskauer - ND - + - NG - ND - - - - — _
Lecitina de la yema del huevo - - + - + - - - - - + - - +
Acido de la D-glucosa + + + - + NG + + + + + + + +
Acido de la L-arabinosa + d - - - NG - + + d - + o+ -
Acido de la D-xylosa + d - - - NG - + + d - + o+ -
Acido de la D-manitol + o+ - - - NG + <+ + d - + o+
Acido de la D-lactosa - + ND ND - ND ND ND ND ND ND ND - ND
Gas de la glucosa - ND - - - - - - - — - - _ _
Hidrélisis de almidén + + + - + - + + + + + _ + +
Hidrolisis de caseina + + + + + - + d + + + + + +
Reduccion de nitrato a nitrito + + + + - d d + d + - + +
Degradacion de tirosina - - d + + - d - - d ND - - ND
Crecimiento a pH = 6,8 en caldo nutritivo + ND + + + - + + + + + + + +
Crecimiento en NaCl 7 % + + + ND d - + d + d d + + +
Crecimiento a 10 °C - ND - - d + d ND - + d + d d
Crecimiento a 30 °C + ND + + + + + + + + + + + +
Crecimiento a 50 °C + d - + - - - - + - - d d —
Crecimiento a 55 °C - ND - - - - - - + - - - - -
Utilizacién del citrato + d d - + - - - + + d + + +
Utilizacion del propionato - ND ND - ND - - - + ND ND - - ND
- 90 % o mas de las cepas fueron negativas. + 90 % o mas de las cepas fueron positivas. v Inestabilidad de lacepa. d 11a89 %

de las cepas fueron positivas.

Tabla 3. Solubilidad del compuesto en diferentes disol-

ventes orgéanicos.

Disolvente

Comportamiento

Metanol

Etanol

Alcohol isopropilico
Alcohol isobutilico
Acetona
Cloroformo
Hexano

Eter etilico

Eter de petréleo
Etil acetato

Acido acético

Agua destilada
Agua basica (pH =10,0)

Insoluble
Parcialmente soluble
Insoluble
Insoluble
Parcialmente soluble
Insoluble
Insoluble
Insoluble
Insoluble
Parcialmente soluble
Parcialmente soluble
Insoluble

Parcialmente soluble

ND No hubo datos disponibles. NG No crece. Fuente:

Grimont, 1984.

anddico (A) a un voltaje de 880 mV
aproximadamente. Luego, en la di-
reccién contraria aparecié un débil
pico catddico (B) y otro mucho més
evidente (C) aproximadamente a 850
y 235 mV respectivamente. En el se-
gundo barrido, aparecieron los picos
mencionados anteriormente y un
nuevo pico anddico (D) a 370 mV
aproximadamente y por tanto, se re-
afirmo la existencia de dos picos de
oxidacion (A) y (D), y dos de reduc-
cion (B) y (C), los cuales se repitie-
ron durante los ciclos siguientes.
Es importante resaltar que, des-
pués del primer barrido, la corriente
disminuye en el voltaje del pico (A),
y aumenta, lentay progresivamente
para los picos (C) y (D), comporta-
miento que se repite en cada ciclo,
con lo que puede observarse un
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Tabla 4. Pruebas quimicas para la identificacion del compuesto.

Prueba Resultados
Ensayo de Borntranger Negativa
Shinoda Negativa

Prueba del cloruro férrico

Precipitado café

Blangueamiento con peroxido Positiva
Solubilidad en NaOH (con respecto a la del agua) Aumenta
Precipitacion desde NaOH por HCI Positiva
Formacion del espejo de plata Positiva
+4.0
7 Primer Ciclo

Corriente (mA)

I T I
+0.1 +0.3 +0.5

I T I T !
+a.7 +0.9 +1.1

Potencial, V contra Ag/AgCl

Fig. 1. Deposicion del pigmento sobre un electrodo de carbén vitreo por voltametria

ciclica.
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Fig. 2. Absorbancia del pigmento en la region visible.

crecimiento de la gréafica en esta ul-
tima zona; sin embargo, si la disolu-
cion no se lleva hasta el voltaje del
pico A, este comportamiento no se
presenta (no hay crecimiento de los
picos C y D), por lo que se deduce
que en ladisolucion evaluada existe
un compuesto, que al oxidarse (pico

A), forma un polimero conductor,
redox, correspondiéndole a los pi-
cos C y D de la grafica, las formas
reduciday oxidada del polimero, res-
pectivamente.

El andlisis de los resultados an-
teriores sugiere que el pigmento
analizado es una melanina, al pre-

sentar poca o nula solubilidad en
disolventes organicos,*% y dar po-
sitivas las pruebas quimicas carac-
teristicas para melaninas tales
como: blanqueado con peréxido;
aparicion de un precipitado café en
la prueba del cloruro férrico; forma-
cion del espejo de plata a partir de
una disolucion de plata amoniacal;
aumento de la solubilidad en agua
en presencia de NaOH; precipita-
cion del pigmento desde una di-
solucion béasica por adiciéon de
HCI0:283637 y g] comportamiento pre-
sentado por el pigmento bajo la
voltametria ciclica,®®° comporta-
miento similar al de una disolucion
de dopamina, un precursor de
melanina, bajo este mismo proceso,
con cambio de un estado incoloro a
uno rojo, pasando por amarilloy con
deposicién de melanina en el elec-
trodo de trabajo. 34

De igual manera, es caracteristi-
co de ciertos compuestos poliméri-
cos su descomposicion en presencia
de oxigeno, a temperaturas superiores
a 200 °C, antes de fundir y no poder
ser analizados por un cromatoégrafo
de gases al no volatilizarse a la tem-
peratura alcanzada por la columna,
por carbonizar y quedar como con-
taminantes dentro de ella.*?

Por otra parte, el espectro visible
para el pigmento (Fig. 2) mostré un
aumento exponencial de su absor-
bancia conforme la longitud de onda
se acercaba a la region ultravioleta
(360 a 700 nm), es decir, no se evi-
dencié ningun pico caracteristico en
esta region, comportamiento carac-
teristico para las melaninas,*** pero
contrario para las fenazinas o los
carotenoides, ya que estas sustan-
cias presentan al menos un pico ca-
racteristico en el espectro visible y
son solubles en algunos de los disol-
ventes ensayados para el pigmen-
to.®**2 Adicionalmente, una gréfica
del logaritmo de la absorbancia con-
tra la longitud de onda para el pig-
mento es una linea recta con una
pendiente del mismo orden de mag-
nitud encontrado para las melaninas
e igual a -0,002 2 nm™ entre 400 y
600 nm, mientras que para la dopa
melanina segun se ha informado es
de -0,001 8 nm™recién se tomael es-
pectro y de -0,003 3 nm™48 h des-
pués, ya que la absorbancia cambia
segun el grado de oxidacién, mante-
niendo la misma tendencia.®"*

En la region ultravioleta (220 a
400 nm) la absorbancia del pigmen-
to presenta un “hombro” alrededor
de 260 nm, similar al observado en
el espectro ultravioleta reportado
para un pigmento café producido
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por Bacillus subtilis y que identifi-
can como un compuesto que parece
no ser una melanina.* Sin embargo,
en estudios mas recientes, se asocia
la aparicion de este “hombro” con la
presencia de mondémeros precurso-
res de la melanina.*

El espectro infrarrojo obtenido
para el pigmento (Fig. 3) se asemeja
a otros reportados para las mela-
ninas;¥2°3%37 sjendo sus principales
picos: laampliabandaen 3406,1cm™,
lo que evidencia la presencia del gru-
po OH" en las estructuras poliméri-
cas y la presencia de agua; la fuerte
bandaa 1 645,97 cm™ junto con el pico
a1149,36 cm™, tipicos de cetonas y(0)
grupos carboxilicos (COO") e indica-
tivo de la conjugacion del C=0 con
un anillo bencénico correspondien-
te a una estructura quindnica tipica
de las melaninas; el picoa1 394,97 cm™,
que representa un enlace del tipo
—NH- (grupo indol o pirrol) y(o) la pre-
senciade grupos OH"de los compues-
tos fendlicos; el pico a 1 028,37 cm™,
que sugiere la presencia de grupos
C-0O-C, y asociado a la presencia de
labandaen 1645,97 cm™, que puede
sugerir la presencia de aminoéacidos,
atribuidos a la incorporacidon de pro-
teinas en la estructura del pigmen-
to. Adicionalmente, en este espectro,
se evidencia un pico a 2 926,66 cm™,
que representa grupos alifaticos CH,,
pero que no se diferencia claramen-
te debido a la presencia de la amplia
banda del OH-, asimismo podria es-
tar oculto el triplete CH entre 2930 y
2 860 cm™ caracteristico de la estruc-
tura aromética.

CONCLUSIONES

La cepa bacteriana se comporta
bioquimicamente como un Bacillus
subtilis, probablemente el denomi-
nado Bacillus globigii, el cual, segun
reportes bibliogréaficos,®?* tiene la
capacidad de producir un pigmento
naranja. Sin embargo, son necesa-
rios estudios mas profundos y
confirmatorios principalmente a ni-
vel molecular para esclarecer esta
posibilidad.

El pigmento bacteriano caracte-
rizado es probablemente una me-
lanina, mas especificamente, una
alomelanina, dado su origen micro-
biano, aunque esta ultima forma de
caracterizacion es muy ambigua.
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ELECTRODOS SELECTIVOS A IONES DE MEMBRANAS LIQUIDAS
SELECTIVAS A NITRATO Y METALES PESADOS

Facultad de Ciencias Naturales, Universidad de Oriente.

Los electrodos selectivos (ES) a iones constituyen una revolucion en el reconocimiento de un substrato por un
receptor o in6foro. Los métodos potenciométricos han sido muy beneficiados por el desarrollo que este tipo de
electrodo ha alcanzado en la Gltima década.

La utilizacion de sensores quimicos y biosensores para la deteccion de la concentracion idnica constituye un nuevo
campo de investigacién aplicada. Su objetivo prioritario ha sido la obtencién de dispositivos que permitan alcanzar
bajos limites de deteccidn con elevada selectividad y reproducibilidad. El elevado costo por unidad de estos dispositi-
vos en el mercado constituye un obstaculo para disponer de ellos en los laboratorios de produccion.

Entre los contaminantes quimicos del agua se encuentran los nitratos y metales pesados, entre otros. A estos se le
ha dedicado especial atencion, debido a su facil ingreso en la cadena alimentaria.

El agua es uno de los recursos renovables en peligro como consecuencia de la actividad humana. En muchos
casos, en las zonas muy industrializadas el agua pura que procede de la lluvia recibe, antes de llegar al suelo, su
primera carga contaminante que la convierte en lluvia acida. El nitrato se encuentra en muchas de las comidas que
consumimos diariamente, la mayor parte se ingiere en el agua; ademas, se puede encontrar en algunos vegetales.
Elevadas concentraciones de nitrato en el organismo ocasionan serias afectaciones, llegando a ser causa de muerte en
seres humanos menores de seis meses de vida. Provoca cancer, malformaciones congénitas y afectaciones al sistema
nervioso central, entre otras enfermedades.

El trabajo ha permitido la construccion, caracterizacion y aplicacion de ES a los iones plomo, cadmio y nitrato en
diversas muestras mediante el método potenciométrico como una alternativa a los clasicos.

Entre las ventajas que presentan, se pueden citar: rapidez en la preparacion de la muestra; simplicidad en las
mediciones; empleo de pequefios volimenes de muestra para las determinaciones; no requerimiento de equipo cos-
toso de medicidn y no afectacion de las determinaciones por el color, la turbidez, la materia en suspension o la
viscosidad que posea la muestra.
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