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1. RESUMEN

En el presente estudio, se determind la activaddinicrobiana de masas secas de las bacterias
marinas pigmentada€hromobacterium Flavobacterium Flexibacter y Micrococcus sobre
tapices de las cepas controRacillus subtilis(ATCC 6639),Candida albicand ATCC 9002),
Escherichia coli(ATCC 25922), yStaphylococcus aureydaTCC 25923). Se determino que la
masa bacteriana seca @aromobacteriunfue la Unica que presento actividad inhibitorireo
todas las cepas controles. La masa seca bactde®@taomobacteriunes poco soluble en agua,
soluble en metanol, muy soluble en dimetilsulféxelansoluble en cloroformo. Mantiene la
estabilidad del color a temperaturas de 0 °C H&QC, y pH 1 a pH 11. La purificacion de la
masa bacteriana seca @aromobacteriumdio como resultado la obtencién de 3 fracciones,

no presentaron actividad antimicrobiana frentesacégpas controles.

SUMMARY
In the present study, the antimicrobial activitydsfy masses of the marine bacteria pigmented
ChromobacteriumFlavobacterium FlexibacterandMicrococcuswas determined, on carpets of
the controls strainBacillus subtilistATCC 6639),Candida albicangATCC 9002),Escherichia
coli (ATCC 25922), andStaphylococcus aureu®ATCC 25923). The dry bacterial mass of
Chromobacteriums the only one that showed inhibiting activity alh the strains controls. The
bacterial dry mass o€hromobacteriumis slight soluble in water, soluble in metanolrywe
soluble in dimetilsulfoxido and insoluble in chiéwam. It shows color stability between 0 °C and
100 °C and all over the range o pH between 1 andrhé three fractions obtained from the

bacterial mass a@homobacteriundid not showed antimycrobial activity toward canhtstrains.



2. INTRODUCCION

Desde hace muchos afios, los microorganismos han ssiinpre objeto de estudios como
productores de sustancias antibacterianas; sinrgmiambién son considerados productores de
sustancias antifungicas, antivirales, antiparaagacitotoxicas e inhibitorias de otras formas de
crecimiento celular (Pelléet al 2001). Productos de origen natural son usado® doente
medicinal en el tratamiento de enfermedades de aéesmincluyendo el ser humano, desde
tiempos inmemoriales (Pitlovanciv, 2005), lo quepeamitido reducir su mortalidad y controlar
su propagacion. El descubrimiento de sustanciagpodar antimicrobiano y la investigacion, asi
como el desarrollo de nuevos antibioticos semisad®, han adquirido un gran valor en la
terapia médica (Schlegel, 1997). A principios siglo XX, las enfermedades infecciosas y
parasitarias constituian las principales causasmdetalidad de la poblacion del planeta
(Salvatierra & Benguigui, 2000). El primer antitigd obtenido a partir de un microorganismo
utilizado con fines terapéuticos fue la penicilirehtenida a partir de un hongo llamado
Penicillium notatumdescubierta en 1929 por Alexander Fleming (Ingnah1998). A partir de
este descubrimiento, se inici6 una intensa busqdedaicroorganismos capaces de producir
sustancias de interés biomédico. En el ultimo sigilo embargo, ha habido un aumento en el rol
gue juegan los microorganismos en la produccioramtéioticos y de otras drogas para el

tratamiento de algunas enfermedades (Cragg & Newnza01).

Varios antibiéticos activos frente a organismos cprintas son también producidos por

procariotas (Madigaret al, 1998). A continuacion en la Tabla 1, se indiclyumas especies de



microorganismos desde las cuales se han obtenadlugtos antibacterianos y antifiingicos que

se usan actualmente.

Tabla 1. Especies de microorganismos, desde los cuales se ob&nido productos

antibacterianos y antifingicos que se usan actudéne

Microorganismo Antibidtico Ao de descubrimiento
Penicillum notatum - P. chrysogeum| Penicilina 1929
Streptomyces grieseus Estreptomicina 1944
Bacillus lincheniformis Bacitracina 1945
Streptomyces venezuelae Cloramfenicol 1947
Cephalosporium acremonium Cefalosporina 1948
Streptomyces fradiae Neomicina 1949
Streptomyces erythraeus Eritromicina 1952
Fusidium coccineum Fucidanina 1960
Micromonospora monopores Gentamicina 1963
Streptomyces tenebraeus Tobramicina 1968

Los océanos poseen la mayor riqueza filogenétibeeda tierra, presentando el mayor nimero
de animales, plantas y microorganismos (Jensen réic&e 1994, Mancilla, 2003 citado por

Fuenzalida 2006). El mundo marino es considetadoenorme fuente de recursos, como los
antibioticos producidos en forma natural, podri@r de gran utilidad en el control de

enfermedades tanto en acuicultura como en enfedesdaumanas (Ledn & Tapia, 1999). Los
microorganismos marinos han recibido particulanciten en las Ultimas décadas como fuentes
de nuevos recursos biomédicos (Kelecom, 2002). hislienicroorganismos marinos han sido
considerados productores de substancias biologitenaetivas (Pellépt al, 2001). Bacterias de

origen acuatico con capacidad de producir substaranitibacterianas tienen amplia distribucion
en el ecosistema marino (Ledén & Garcia - Tello,8)98stos microorganismos han sido aislados

de diferentes fuentes marinas, como peces, algaenflano - Herrerat al, 2005), agua de mar y



sedimentos (Leén & Garcia - Tello, 1998; Manci#l@03; Ledret al, 2005; Fuenzalida, 2006) e
invertebrados (Avendafo - Herregaal 2005). Se pueden mencionar entre otAdeeromonas
luteoviolaceus reportada por Gauthie& Flatau (1976), como productora de 2 sustancias
antimicrobianas, que presentaron actividad coB#eillus subtilis B. epidermidisy B. firmus
Segun Mancilla (2003Fseudomonasp., que fue aislada a partir de agua y sedimendos0s,
presentd actividad contfd. subtilis Escherichia coliy Saphylococcus aureusnientras que
Actimonycetesp., presentd actividad contfd. subtilisy Candida albicansLedén & Garcia -
Tello (1998), por su parte demostraron la actidahibitoria de Alteromonassp., contra
bacterias patdogenas de peces y moluscos, pertetescia los génerogibrio, Aeromonasy

Pseudomonas

Aguas y sedimentos marinos del litoral de la c¥stldiviana serian un importante reservorio de

bacterias antagonicas, constituyendo una fuentenpiai de nuevos agentes antimicrobianos
(Mancilla, 2003). Dentro de estos microorganisnmeegrcuentran bacterias marinas, productoras
de pigmentos, también denominadas bacterias craora§d&uenzalida, 2006). Muchas colonias

bacterianas llaman la atencidn por su caractaistdoracion, ya sea, por la excrecion de un

colorante al medio o por la pigmentacion de lasilasl La capacidad de sintetizar sustancias
coloreadas estad determinada genéticamente y retaptw una caracteristica de la especie
microbiana en particular (Schlegel, 1997).

Los pigmentos de los microorganismos son metalsofigcundarios, se caracterizan por no ser
esenciales para el crecimiento del microorganisnporyproducirse a través de una mezcla de
metabolitos muy similares quimicamente. Otros tig@snetabolitos secundarios producidos por

bacterias son algunas toxinas, pigmentos y amtibg Existen estudios que indican que la



produccién de substancias inhibitorias es un fem@rmmmun entre bacterias aisladas de los
ecosistemas naturales, proporcionando una ventmj@petitiva a las bacterias capaces de
producirlas sobre aquellas no productoras (Avendariderreraet al 2005). Algo similar

mencionan Leivat al, 2004, respecto a que losthomycetesp., han desarrollado habilidades
estratégicas que les otorgan mayores probabiliddelesipervivencia, en relacion a un proceso
de adaptacion al ambiente acuatico, entre las sukdeproduccion de metabolitos bioactivos

contra otras bacterias, hongos y otros organisimosi@ probabilidad.

La produccion de pigmentos en bacterias tiene stgerfuncionalidades, por ejemplo, los
carotenoides dentro del cual se encuentra el lwtateno, que ademas de tener una funcién
fotosintética, presenta una funcion protectoratérem la radiacion UV y luz visible (Schlegel,
1997; Coelloet al 2003), y protegen a estos organismos contraféados toxicos del oxigeno.
En otras bacterias, com®seudomonas anguillisepticauando hay deficiencia de hierro, se
encuentran pigmentos fluorescentes que participamoideroforos, en la captacion y transporte
de este elemento al interior de la célula (Castral 2005). Finalmente e@hromobacterium
violaceumse encuentra la violaceina, un pigmento que ficenmado como una potencial droga
para el tratamiento de la enfermedad de Chagasidlaceina es también eficaz contra la
leucemia y células del linfoma (Silhat al, 2000).C. violaceumes una bacteria de vida libre,
aislada comunmente desde habitats acuéticos degiames tropicales y subtropicales del mundo
(Fantinatti - Garbogginiet al 2004). De acuerdo a Pitlovanciv (2005), pequeidasidades de
violaceina presentan actividad muy interesante elesd punto de vista farmacoldgico.

Actualmente existen evidencias de que puede tenar accion antibacteriana y antivirica.



Estudios han determinado que la violaceina ejemeefuncion protectora frente a las radiaciones
solares y de regulacion de la concentracion dwfapo (Meyeret al, 2006).

Bacterias marinas pigmentadas presentarian cepasnegyores potencialidades de producir
sustancias inhibitorias contra bacterias patogenss se encuentran en organismos marinos.
Estudios resaltan la actividad antimicrobiana dedyas del génerblavobacterium ademas de

su actividad antiparasitaria (Pelléhal, 2001). Por otra partéa bacteria marindarinomonas
mediterranegposee un rico metabolismo secundario, este migaogsmo sintetiza una proteina
antimicrobiana de amplio espectro denominada meinao Este compuesto podria tener un gran
interés en el campo biotecnoldgico y biofarmacéufiaicas - Elicet al, 2005).

Los resultados de los estudios ddteromonas sp., Flavobacterium, Micrococcus sp.,
Pseudomonasp yVibrio sp., sobre actividades inhibitorias frente a ikdgenos, sugieren que
dichas cepas o0 sus productos podrian ser Utilesl eontrol bioldgico de patégenos que se
desarrollan durante el cultivo intensivo de peceftjivo de larvas de moluscos y crustaceos de
importancia econdmica (Le@ Garcia - Tello, 1998). Otra aplicacion interesatdgda al uso de
pigmentos producidos por microorganismos cdphaffia rhodozymaque produce astaxantina
(un pigmento) es su inclusién en pellet utilizagosla alimentacion de truchas y salmones de
criadero, con el objetivo de que la carne incremest color y asi hacer de este producto mas
apetitoso a la vista del consumidor. Como menciéeiga - Crespet al (2005), en la industria
los pigmentos bacterianos hoy en dia tienen un maso, asi la especie bacterigdBardonia
jacobaeaes capaz de sintetizar y acumular grandes caesdael cantaxantina, un pigmento muy
usado en la industria alimentaria y de cosmétidesesta manera, el uso de pigmentos naturales
aislados a partir de microorganismos, comercialmerge esta convirtiendo en un negocio

rentable y se ha incrementado en los Ultimos afegd - Crespet al, 2005).



Debido a la seleccion y diseminacion de poblaciodesmicroorganismos resistentes, es
imperativo buscar nuevos antimicrobianos (Gonz&eal 2002) mas eficientes, de mayor
espectro y tolerancia para combatirlos (Mancill@)3). La resistencia a los antibioticos es la
capacidad adquirida por un organismo para resestiefectos de un antibidtico, ante el cual es
normalmente susceptible (Madigaat al, 1998), esto es consecuencia, principalmenteade |
amplia disponibilidad de antibidticos que sonizdilos irracionalmente, repercutiendo en la
seleccion de cepas de microorganismos MAas resisteynt para cuyo combate se hace

indispensable la busqueda de nuevos agentes amtmaicos (Pitlovanciv, 2005).

En base a lo expuesto, se plantea la siguientedsigdale trabajo.

Cepas bacterianas marinas tienen actividad antbimma sobre cepas controles Blacillus

subtilis Candida albicansEscherichia colly Staphylococcus aureus

Para aceptar o rechazar la hipétesis, se planteasiduientes objetivos especificos:

- Masificar bacterias pigmentadas de los géndBbsomobacterium Flavobacterium
Flexibactery Micrococcusen medios de cultivos sélidos y determinar el tefele las
masas bacterianas secas en cultivos de las cepasles Bacillus subtilis Candida

albicans Escherichia colly Staphylococcus aureus

- Analizar quimica y fisicamente las masas bactesissgras que presenten capacidad

inhibitoria sobre las cepas controles.



Purificar el pigmento de las masas bacterianass#z#as cepas que presenten capacidad

inhibitoria sobre las cepas controles.

Determinar el efecto de cada una de las fraccipiggaentadas que presenten inhibicién

en cultivos de cepas controles.

Determinar de la Concentracion Inhibitoria Minin@IN1), Concentracién Letal Media
(CLM) y Concentracion Letal (CL) de las masas bémtas secas de cada una de las

cepas que presenten capacidad inhibitoria sobieefzss controles.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Bioldgico

De cada uno de los siguientes géne@iwomobacterium Flavobacterium Flexibacter y
Micrococcusse utilizé una cepa bacteriana pigmentada, lapg@amente fueron aisladas por
Fuenzalida (2006) desde muestras de agua y sedisngel Estero de la Plata y Playa Chica de
Valdivia. Ademas, se utilizaron las cepas contr@esillus subtilis(Ehrenberg) Cohn (ATCC
6639), Candida albicangRobin) Berkhout (ATCC 9002 scherichia coli(Migula) Castellani

and ChalmergATCC 25922), \Staphylococcus auretl®osenbach (ATCC 25923).

3.1.2 Reactivos

Los reactivos utilizados en la parte experimengapsesentan ordenados alfabéticamente y se
sefiala en paréntesis las abreviaturas usadastert@l acetato de etilo al 99% Merck, acido
clorhidrico al 37% (HCI) Merck, acido sulfarico 80% (HSO,) Merck, agar — agar, agar
peptona al 2% (AP 2%), agar extracto de malta al(2®M), cloroformo pro analisis 99%
Merck, cloruro de sodio (NaCl), dimetilsulfoxido A€:Os) Merck, etanol 70% y extra puro
Merck, extracto de carne, extracto de malta, hid@wxle sodio al 98% (NaOH) Merck, metanol

al 99% Merck, n-hexano al 99% Merck, peptona deear
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3.1.3 Equipos

Autoclave Orthmann, balanza Hanson 1460, camarautte’o Kottermann, camara de frio
Eurofrigo, espectrofotometro UV/visible Jasco modeét530 ,|lampara UVSL MINERALIGHT,
refrigerador Trotter, rotavapor Quimis 1ISO 9002rte®w manual modelo K-550-GE (220 y 50

Hz).

3.1.4 Otros

Aceite de oliva Colavita, agua destilada estéridsa de siembra, bisturi, botellas de vidrio
estériles de 250 mL, capilares, columna cromatagrailicagel’®F.s4 cubreobjetos, embudo de
porcelana Buchner, espatulas metalicas, granallas eldullicion, guantes, hielo, horno
microondas, matraces balén de 250 mL, matraceniBdyer de 125 y 250 mL, matraz de
succion, mechero, micropipetas de 10y 500 uL, papel filtro, pinza sostén, pipetas graduadas
de 1 mL, 5 mLy 10 mL, pipetas Pasteur, placad,Reirtaobjetos, probetas de vidrio de 10 mL,
50 mL y 100 mL, probetas plasticas de 100 mL y 800 torulas estériles, tubos con casquetes
de 30 mL, tubos de ensayo, tubo refrigerante, tweosget, vasos de precipitados de 500 y 250

mL.

3.2 METODOS

3.2.1 Masificacion de las cepas bacterianas pigmewas
Cada una de las cepas de bacterias pigmentadssméearon individualmente y por triplicado
mediante el método de siembra por estrias en pRe@sque contenian AP al 2 %. Sembradas

las placas se incubaron a 23 £ 1 °C por 24 a 4é&shor
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3.2.2 Obtencidn de las masas bacterianas secasatedepas pigmentadas

Con la finalidad de obtener en forma individual gman cantidad de la masa bacteriana de cada
una de las cepas en estudio, los cultivos la ceg@ectiva se sometieron al procedimiento que se
describe a continuacioén: transcurrido el tiempandebacion sefialado en el punto 3.2.1, con un
bisturi se extrajo el cultivo formado en cada plpoala cepa en estudio (teniendo la precaucién
de no extraer agar) y se deposito en tubos quermiam 10 mL de agua destilada estéril. Luego el
contenido de los tubos se mezcl6 en un vértex hdmtner una mezcla homogénea, la cual fue
depositada independientemente en tapas de platgsld®eque posteriormente se dejaron a 37
°C por 24 horas en un horno con la finalidad deperax toda el agua y obtener solo la masa
bacteriana seca de la cepa respectiva. Obteniti@sa seca bacteriana, esta se extrajo desde las
tapas de las placas y se deposité individualmenteleos (Fig. 1) que fueron almacenados, para

luego probar la capacidad antibiética de ella.

Figura 1. Masas bacterianas secas obtenidas de cada cggaat®s bacterianos pigmentados.

1. Micrococcus 2. Flexibacter 3. Flavobacterium 4. Chromobacterium
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3.2.3 Determinacion mediante antibiograma de la cagidad antimicrobiana de las masas
bacterianas secas de bacterias pigmentadas

Para realizar el antibiograma y probar la capacwlaibiotica de las masas bacterianas secas
obtenidas segun punto 3.2.2, se utilizaron cultt®sas cepas controles de la levadbaadida
albicans(ATCC 90029), y las bacteri&acillus subtilisS(ATCC 6639),Escherichia coliATCC
25922) yStaphylococcus aure&TCC 25923). De cada una de las cepas contrelesadizo un
cultivo masificado, para ello, las cepas bactesarantroles se sembraron por estrias en tubos
gue contenian AP 2% y luego se incubaron a 37 f@4db., mientras que la levadura control se
cultivé en tubos que contenian AM 2% e incubar@8a& 1 °C por 24 h. Terminado el periodo
de incubacion, en forma individual de cada ceparobrise realiz6 una suspension en agua
destilada estéril. Cada suspension bacteriananfligidualmente sembrada con la ayuda de una
torula estéril en toda la superficie del AP 2% eaido en placas Petri, de manera de obtener un
tapiz homogéneo, de igual manera se sembr6 larssidpeade la cepa levaduriforme control, pero
en AM al 2%. Por su parte, con la masa bacterigga ¢pigmentos mas restos bacterianos)
obtenida de la cepa en estudio se preparo unarsidpePara ello se pesaron 0.02 g de la masa
bacteriana seca respectiva y se depositaron enbangque contenia 4 mL de agua destilada, la
mezcla obtenida se homogenizé en vortex.

Finalmente, tres placas sembradas con torula da cad de las cepas controles fueron
inoculadas respectivamente con alicuotas de 1AQQ_pL y 200 pL de la suspension de la masa
bacteriana seca de la cepa bacteriana en estndmulddas las placas se incubaron a 37 °C por
24 horas y aquellas que contenian el tapiz defda de levadura control a 23 °C, tras lo cual se

observé a simple vista la presencia de halos dbiaidn.
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En base a los resultados obtenidos (inhibicion atetimiento de las cepas controles) se

selecciond una cepa bacteriana pigmentada parmeanton la fase experimental.

3.2.4 Caracterizacion quimica y fisica de la masaabteriana seca de la cepa pigmentada
seleccionada

- Solventes polares y apolares: para evaluar ldbsolad de la masa bacteriana, se procedio de la
siguiente manera:

Se utilizaron 4 solventes, a saber: agua destilddapformo, dimetilsulféxido y metanol. Se
depositaron 10 mL de cada solvente en probetasdde,wosteriormente se agregaron 0.2 g de
la masa bacteriana seca en cada matraz con unilaspé&e evaluo su solubilidad en cada
solvente.

- pH: para evaluar la estabilidad de la masa haciifrente a variaciones de pH, se prepararon
una serie de soluciones a diferentes pH, comenzeoel pH 1 hasta llegar al pH 14. Para ello
se utilizé agua destilada, &cido clorhidrico al 3j4 (d= 1.19 g/cri) e hidréxido de sodio al
98% p/p (2.13 g/ch). Las soluciones se prepararon de la siguienteraan

Solucién a pH 1: se tomaron 0.82 mL de acido ctyitd al 37% que se coloco en un matraz de
100 mL y se aforo con agua destilada. Esta solueidia una concentracion a 0.1M. A partir de
esta solucién se tomaron 10 mL que se depositaramematraz de 100 mL que se aforo con
agua destilada. Obteniendo una solucién de coramatr a 0.01M, pH 2. A partir de esta
solucion se extrajeron 10 mL se depositaron en atran de 100 mL que se aforé con agua
destilada. Obteniendo una solucién de concentracibri0®M, pH 3. Esta metodologia se
desarrollé hasta obtener un pH 6. La solucionpite 7, se prepar6 utilizando 100 mL de agua

destilada.
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Para preparar las soluciones desde el pH 8 al 14ilem hidroxido de sodio al 98% en forma

granulada, del cual se pesaron 4 g que se disoivim 100 mL de agua destilada. Esta solucion
tenia una concentracion 1M y un pH 14. A partireda solucion se tomaron 10 mL que se
depositaron en un matraz de 100 mL que se aforagoa destilada. Obteniendo una solucion de
concentracion a 0.1M, pH 13. A partir de estadoluse extrajeron 10 mL se depositaron en un
matraz de 100 mL que se aforo con agua destilabdeeni@ndo una solucion de concentracion

0.01M, pH 12. Esta metodologia se desarrollo hastianer un pH 8.

Posteriormente, se pesaron 0.5 g de la masa lzaaegue se resuspendieron en 50 mL de agua.
Finalmente a cada solucién de pH preparada, sdi¢aaron 5 mL de la resuspension, y se

observo la estabilidad del color de la masa bauatari

- Espectro al visible y UV: para medir el espeale absorcion, se utilizaron las soluciones
preparadas a diferentes pH. Se trabajo con el gmgrSpectra Manager para realizar las
mediciones. El espectrofotdmetro de calibréo conaagestilada y las mediciones se realizaron
desde 200 nm a 700 nm de longitud de onda. Pastende se fueron depositando en el
portacubetas cada una de las soluciones y parawsda&e realizo el barrido para medir su

espectro.

- Temperatura: la estabilidad de la masa bacters@n@arobd utilizando diferentes rangos de
temperatura, comenzando desde los 0 °C, hasta #elga 100 °C, con intervalos de 10 grados
entre cada temperatura. Para ello se diluyé 1 dadmasa bacteriana en 250 mL de agua

destilada. Se utilizaron 11 tubos de precipitadol®s cuales se le agregé 20 mL de solucion a
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cada uno. Posteriormente cada tubo se sometiGdango de temperatura diferente, comenzando
por los 0 °C; hasta los 100 °C. En cada tubo serabda estabilidad del color frente a los
cambios de temperatura, y posteriormente se midioespectro al UV-visible en el

espectrofotometro.

3.2.5 Purificacion de la masa bacteriana seca dedapa bacteriana seleccionada

Para realizar la purificacion del pigmento desdeésa seca de la cepa seleccionada, se utilizo el
método de extraccion Soxhlet (solido-liquido), plaraual se pesaron 11.2 g de la masa seca
(pigmento mas restos bacterianos) obtenidos depa bacteriana del gendgtiromobacterium
estos se depositaron dentro de un dedal de p#pe] &l cual posteriormente fue depositado al
interior del sistema soxhlet. Para disolver el pgto y separarlo de algun tipo de impureza se
utilizaron 150 mL de metanol al 99% de pureza, @elonde obtener solo el pigmento puro. La
extraccion se realiz6 a 62°C por 3 dias, hasta fonsmente el metanol no se coloreo.
Posteriormente el extracto obtenido se llevdé aatavapor, para concentrarlo y con el fin de
eliminar todo el solvente. Posteriormente se rédhzseparacion del pigmento de acuerdo a su

solubilidad.

3.2.6 Separaciéon del pigmento de acuerdo a su solidad

Con el pigmento obtenido de la extraccién sefiatgdal punto 3.2.5, se procedié a separarlo de
acuerdo a su solubilidad, para esto se realizalame®los empleandose tres solventes organicos.
Primero se utilizaron 50 mL de n-hexano al 99% wepa, que se agregaron al pigmento con el
fin de disolver todo lo soluble en este solventrapesto se llevo la solucién a bafio Maria a 40

°C, con el fin de aumentar la solubilidad. Finalteetoda la solucién se filtr6 al vacio, para
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separar todo lo que quedaba como insoluble enaxano. Este procedimiento se repitié 3 veces,
con lo que se obtuvo la primera fraccion, que eedlla concentrar al rotavapor, para eliminar
todo el n- hexano existente.

Luego a todo lo que quedd del pigmento, que noclygaz de disolver el n-hexano se le
agregaron 50 mL de acetato de etilo al 99% de purezse procedid como se sefalo
anteriormente, también la solucion obtenida sedllavconcentrar al rotavapor para obtener la
segunda fraccion. Finalmente todo lo que quedddghento, que no fue disuelto por el n —
hexano y tampoco por el acetato de etilo, se legagon 50 mL de metanol al 99% de pureza,

para finalmente concentrarlo en el rotavapor ymdatéa tercera fraccion, que se denominaron:

A: Fraccion obtenida con n-hexano
B: Fraccion obtenida con acetato de etilo

C: Fraccion obtenida con metanol

3.2.7 Determinacion de la pureza de las fraccionesbtenidas del pigmento de la cepa
seleccionada mediante cromatografia de capa fina

Se sembraron muestras de las fracciones obtenadgsginento, con la ayuda de un capilar en
una placa de SilicagéfF,s. Cada muestra fue sembrada con 1 cm de sepamtitnsi, para
evitar posibles errores. Luego la placa fue intoid en una camara de vidrio con 30 mL de una
solucién 7:3 de metanol (21 mL) y acetato de g8lanL). Las muestras de las fracciones se
dejaron correr a través de la placa por 45 minuféisalizado este periodo la placa
cromatogréfica fue revelada con,30, al 30%, lo que permitid visualizar todos aquellos

componentes incoloros presentes en el pigmento.
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3.2.8 Antibiograma de las fracciones obtenidas depigmento obtenido de la cepa
seleccionada

Se realiz6 un antibiograma para determinar cuatiéa obtenida del pigmento es la que posee la
capacidad de inhibir el crecimiento de las cepa®pes.

Para esto, las fracciones A, B, C del pigmento rotite se de acuerdo al punto 3.2.7 se
disolvieron de la siguiente manera, la fraccioneAdssolvio en aceite de oliva estéril, mientras
qgue las fracciones B y C se disolvieron en aguéilads estéril y se procedio a realizar los
antibiogramas respectivos de la misma manera cemnsef®lo en el punto 3.2.3, a excepcion que

se utilizaron alicuotas de 10 pL y 200 pL de lasdiones del pigmento obtenidas.

3.2.9 Determinacion de la Concentracion InhibitoriaMinima (CIM), Concentraciéon Letal
Media (CLM) y Concentracion Letal (CL) de la masa lacteriana seca de la cepa
pigmentada seleccionada

Para determinar la CIM, CLM Y CL de la masa baetei seca de la cepa seleccionada, se
realizé la técnica utilizada por Maldonado, 2003mro se realizaron una serie de diluciones en
forma independiente de cada una de las cepas Emti@ara ello, de un cultivo de la cepa
respectiva se extrajo 1 indculo del tamafio desande siembra y se depositdé en un tubo de
ensayo que contenia 9 mL de agua destilada egibténiéndose una dilucion 1)) la mezcla
obtenida se homogenizd y a partir de ella se exfrapL y se depositd en otro tubo que contenia
9 mL de agua destilada estéril (obteniéndose uheidih 10, una vez homogenizado el
contenido de este tubo se extrajo 1 mL y se degpesiun nuevo tubo que contenia 9 mL de agua
destilada estéril (obteniéndose una diluciéri)1@ste procedimiento se repitié hasta obtener una

dilucién de la cepa de T0 De cada una de las diluciones obtenidas se seomb0.1 mL
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individualmente y por triplicado en placas Petregontenian AP 2% para las cepas bacterianas
controles y en AEM 2% para la cepa de levadurarabritas placas sembradas se incubaron a
37° C por 24 h, tras lo cual se realiz6 a ojo ddenel recuento de las colonias, finalmente los
resultados se expresan como unidades formado@dateas/ mL (UFC/mL).

En forma paralela, cada una de las diluciones fatada en forma individual de la siguiente
manera: se preparo una bateria de tubos (7 enpotadilucion) a cada uno de los tubos que
contenian 5 mL de caldo peptona al 2% se le adicbrmL de dilucion en estudio y una
concentracion definida del pigmento (0.30, 0.46000.60, 0.80, 0.90 y 1.0 mg/mL), asi al
primer tubo de la bateria se le agregaron 0.30 engigmento/mL y al dltimo tubo de la bateria
1.0 mg de pigmento/mL. Lo mismo se realizo corelatlura, en que se utilizo CM 2%. Luego
los tubos se incubaron a 37 °C por 24 horas. Tuarido el periodo de incubacién se extrajo una
alicuota de 0.1 mL del tubo respectivo y fue seioreon rastrillo en forma individual y por
duplicado en placas Petri que contenian AP al 28mbBadas las placas se incubaron a 37 °C
por 24 horas y se realizo el recuento de coloraagebianas.

De esta manera se determiné la concentracion tohigMinima (CIM) de pigmento para inhibir

el crecimiento de la poblacién bacteriana de laagmtrol analizada, también se determiné la
concentracion Letal Media (CLM) de pigmento quearatmitad de la poblacién bacteriana de
la cepa control analizada y la concentracion Lglal) del pigmento que mata la totalidad de la

poblacion bacteriana de la cepa control analizada.
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4. RESULTADOS

4.1 Actividad antimicrobiana de las masas bacteriaas secas obtenidas

Se obtuvieron masas secas de las cepas bacterippdenecientes a los géneros
ChromobacteriumFlavobacteriumFlexibactery Micrococcus cuya actividad antimicrobiana se
ensay0 en tapices de las cepas controlé&adilus subtilis Candida albicansEscherichiacoli

y Staphylococcuasureus En los ensayos realizados solo se determingidati antimicrobiana
de la masa seca bacteriana obtenid€li®mobacteriumcuya capacidad inhibitoria se present6

sobre todas las cepas controles ensayadas. EmusaF2, se presentan una fotografia que

muestra los halos de inhibiciéon observados.

Figura 2. Halos de inhibicion producidos por alicuota denlasa seca déhromobacteriuren
tapices de las cepas controles (desde izquieramezith)Bacillus subtilis, Candida albicang

Staphylococcus aureus.

4.2 Caracterizacion quimica y fisica de la masa btgiana seca de la cepa pigmentada
seleccionada
En la Tabla 2, se indica la solubilidad de las amasecas bacterianas @eromobacteriunen

diferentes solventes polares y apolares.
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Tabla 2. Solubilidad de las masas bacterianas sec&hdamobacteriunen diferentes solventes

polares y apolares

Solvente Solubilidad Color
Agua destilada Poco soluble Violeta turbio
Cloroformo No soluble No colored
Dimetilsulféxido Muy soluble Azul violeta
Metanol Soluble Violeta turbio

En la Tabla 2, se observa que los andlisis debsidlad mostraron que la masa bacteriana seca

de Chromobacteriunes muy soluble en dimetilsulfoxido, soluble en metapoco soluble en

agua, donde se observo una turbidez, a pesar ddodégcantar por 30 minutos e insoluble en

cloroformo.

En la Tabla 3, se indica

diferentes puntos de pH.

la estabilidad de la nms=@a bacteriana d&hromobacteriuma

Tabla 3. Estabilidad de las masas bacterianas secahaenobacteriuna diferentes puntos de

pH
pH Cambios Color
1 no se observan cambios Violeta
2 no se observan cambios Violeta
3 no se observan cambios Violeta
4 no se observan cambios Violeta
5 no se observan cambios Violeta
6 no se observan cambios Violeta
7 no se observan cambios Violeta
8 no se observan cambios Violeta
9 no se observan cambios Violeta
10 no se observan cambios Violeta
11 no se observan cambios Violeta
12 se observan cambios Amarillo
13 se observan cambios Amarillo
14 se observan cambios Amarillo
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Como se observa en la Tabla 3, los tubos prepsi@mio soluciones de pH 1 al 12 conteniendo
la masa seca dehromobacteriummo presentaron cambio visible alguno, solo queddeocolor
violeta, en cambio los tubos preparados con smhesi de pH 13 y pH 14 conteniendo la masa
seca d&Chromobacteriunsi presentaron cambio visible, ambos cambiaroeolal verde oliva.
Cabe destacar, que al realizar el ensayo, y watde los primeros 5 minutos, solo se denoto un
cambio visible respecto al color en los tubos adncdn pH 13 y pH 14, que en un principio
eran de color verde oliva. Sin embargo, las sohesdueron guardadas y al transcurrir 24 horas,
se observaron cambios en el tubo que conteniadaiéo pH 12, que en un principio era de
color violeta que viré al amarillo. Los tubos conlugion a pH 13 y pH 14 también habian

cambiado desde el color verde oliva al color atmasimilar a lo que ocurria a pH 11.

En lo que respecta a los espectros UV - visiblelasglesoluciones a distintos pH, muestran una
absorbancia relacionada al cambio de color querempetaron los tubos (ver anexos 2 y 3). Los
tubos que contenian soluciones a pH 1 al pH 1Tresentaron mayor diferencia, en todos los
gréficos se pudo observar una disminucion de larabscia a medida que aumentaba la longitud
de onda. En la Figura 3, se puede observar etespde UV-visible de las soluciones a pH 12,
13y 14. Como se observa en la Fig. 3, se detaromnresultados concordantes en relacion a lo
observado en los cambios de color respecto delNitese que a partir de los 240 nm la
absorbancia cae abruptamente, hasta alrededos d@0onm, donde posteriormente hasta los 700

nm se mantiene estable.



22

6
o
o
54 —e—pH 12
= —e—pH 13
@ 2 -
< —o—pH 14
0 0

240 300 400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 3. Gréfico de espectro UV/visible de la solucion de inasa bacteriana de

Chromobacteriuna pH 12, 13y 14

Respecto a la estabilidad del color de la masabant seca déhromobacteriumresuspendida
en agua destilada y sometida a diferentes rangtesnggeratura, no experimentd ningn cambio
apreciable a simple vista, en cuanto a su colar.eibargo, a las soluciones se les midio su
absorbancia, para apreciar si existe algun cambielacion al aumento de temperatura en la
solucion. En la Figura 4, se aprecia el EspectrdJdévisible de la masa bacteriana seca de
Chromobacteriumfrente a diferentes rangos de temperatura. Nates® disminuye casi de

forma constante la absorbancia respecto al aundenetemperatura.
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Figura 4. Grafico de espectro de UV/visible de la masa bacta deChromobacteriumfrente a

diferentes rangos de temperatura

4.3 Purificacion del pigmento de la cepa bacterianseleccionada

De la Extraccion de Soxhlet (solido-liquido), a dae se sometio la masa bacteriana de
Chromobacteriunse obtuvo como resultado 3 g de pigmento, quedneentrado en rotavapor,
como lo sefiala el punto 3.2.5. Posteriormentegal&zd la separacion del pigmento de acuerdo a

su solubilidad, que dio como resultado 3 fracciaessominadas:

A: Fraccion obtenida con n-hexano: de color muyigsccasi negro.
B: Fraccion obtenida con acetato de etilo: de cdlaeta.

C: Fraccion obtenida con metanol: de color azulageo.

Posteriormente se determind la pureza de las @maesiobtenidas a través de una cromatografia

de capa fina en silicagel.
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La cromatografia de capa fina (Fig. 5), al ser nlzta bajo la lampara de UV, reveld la
presencia de componentes diferentes en cada fradoidue indica que las fracciones no se

encontraban puras.

Fraccion A
Fraccién B
Fraccion C

Figura 5. Cromatografia de capa fina de las fracciones atdende la masa bacteriana de

Chromobacterium vista bajo lampara UV.

Posteriormente, se realizo la revelacion de la atografia de capa fina con$, al 30%, con
el fin de poder visualizar todos aquellos compoeenhcoloros. En la Figura 6 se puede
visualizar, la presencia de compuestos diferemesada una de las fracciones. Lo que permite

decir que las fracciones no estan puras.

Fracciéon A
Fraccién B
Fraccion C

Figura 6. Cromatografia de capa fina de las fracciones atdende la masa bacteriana de

Chromobacteriumrevelada con 50, al 30%.
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La actividad antimicrobiana de cada una de estazifsines, se probo6 en tapices de las cepas
controles deéB. subtilis C. albicansE. coli y S.aureus En los ensayos realizados no se observo
la presencia de halos de inhibicion, en ningunéadeepas controles ensayadas por lo que se

presume que el pigmento pierde su actividad adeggarado.

4.4 Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Mnima (CIM), Concentracion Letal
Media (CLM) y Concentracion Letal (CL) de la masa lacteriana seca de la cepa
pigmentada seleccionada

La determinacion de la Concentracion Inhibitorianiia (CIM), Concentracion Letal Media
(CLM) y Concentracion Letal (CL) de la masa bactes seca de la cepa pigmentada
seleccionada, en este c&aromobacteriumno se pudo llevar a cabo, ya que la masa baateria
seca se contamind con bacterias durante su alnmamaria. A pesar de los muchos intentos que
se realizaron por esterilizar la masa a travégdilbn o sometiéndola a 100 °C por varios

minutos, no se pudo lograr su completa esteril@aci
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5. DISCUSION

Respecto a la actividad antimicrobiana de las mlaeterianas secas obtenidasl total
de 4 cepas bacterianas marinas utilizadas, prewig@mesladas por Fuenzalida (2006), que
pertenecen a los géener@hromobacteriumFlavobacterium Flexibacter y Micrococcus se
obtuvieron las masas bacterianas secas, cuyadactiantimicrobiana fue ensayada sobre tapices
de las cepas controleBacillus subtilis Candida albicansEscherichiacoli y Staphylococcus
aureus Se determino actividad inhibitoria de la masatdréana seca obtenida desde el género
Chromobacteriumobservandose halos de inhibicion a simple vistaestodos los tapices de las
cepas controles ensayadas. Algo similar han repmrt@astillo et al (2001), quienes
determinaron que bacterias marinas pigmentadasneeitntes a los génerGsromobacterium
y Alteromonaseran productoras de sustancias inhibitorias asreus lo que concuerda con
los resultados obtenidos en el presente estudia.dasacteristica presente @hromobacterium
fue también informada por Pitlovanciv, (2005), quidetermind que esta bacteria es la

responsable de la produccion de un metabolito siecinde un gran potencial biotecnolégico.

Es de importancia mencionar, que en el ge@mmmobacteriunse observo el fendbmeno
de autoinhibicion previamente descrito por Anderseal, (1974); Gauthier & Flatau, (1976) y
Castilloet al, (2001); probablemente esto se deba al mantertionienlas cepas en estudio a una
temperatura menor a la que fueron aisladas. Coacdad con Castilleet al, (2001) quienes
recomiendan mantener las mismas condiciones destatopa en que se aislaron las bacterias. Es
de importancia mencionar el cambio en la capacidi inhibicion que presentd
Chromobacteriumfrente aB. subtilis C. albicansE. coliy S. aureusya que cuando la cepa fue

mantenida por varias semanas en cepario a 4° €,extsajo su pigmento, se determind una
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disminucién en su capacidad de inhibir a las cepastroles. Esta alteracion en el
comportamiento de cepas @hromobacteriumha sido indicado por Ledn & Garcia — Tello,
(1998), los que mencionan, que si las cepas séienan a 20 °C con los nutrientes necesarios,
la actividad inhibitoria se mantiene constanteppsr los cultivos eran replicados después de
pasar varias semanas en cepario, se observabasmauwtion muy marcada de su actividad
inhibitoria y un aumento de su autoinhibicion. Se descrito también que la produccién de
metabolitos secundarios como bacteriocinas, aitb®) sideroforos, estad influenciada
directamente por la competencia que se genera eredib en que se desarrolla la bacteria en
condiciones naturales, que se ve disminuida enicionés de cepario, lo que se pudo determinar
en este estudio, ya que después de un tiempo,pka locacteriana disminuyé su capacidad
inhibitoria, fendmeno anteriormente descrito pdidPest al, 2001; Fantinatti - Garboggiret al,

2004 y Avendafno — Herres al, 2005.

Bacterias del génefielavobacteriumfueron aisladas por Pell@t al, (2001) y ensayadas
contra varios tipos de bacterias, entre oti@s,aureusobteniendo resultados positivos de
inhibicion, estos no concuerdan con los del presestudio, pues la masa bacteriana seca de
Flavobacterium no presentd halos de inhibicion solide subtilis, C. albicans,E. coli y S.
aureus Algo similar a lo sefialado por Pelléh al, (2001), fue informado por Ledn & Garcia —
Tello (1998), quienes indican quélavobacteriumpresentd actividad contB subtilis,E. coli y
S. aureus Aun asi, estos resultados no concuerdan conohlienidos en la presente
investigacion, pues como se sefialé anteriormenserabservo presencia de halos de inhibicion

en ningun tapiz de las cepas controles ensayadas.
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Respecto a la cepa bacteriana del géNecoococcus Bultel-Poncéet al, (1994), sefialan
la presencia de un metabolito secundario respomsdbllia inhibicion antimicrobiana. Por su
parte, Leon & Garcia — Tello, (1998), han reportaddicrococcus aislado del bacterioneuston
como un gran inhibidor del crecimiento de bactepagigenas de peces y moluscos, ademas de
determinar su actividad contra patégenos humano® d&. subtilis E. coliy S. aureus Lo
sefialado por los anteriores autores, no concuarddos resultados obtenidos en la presente
investigacion, pues la masa seca bacteriandidecoccusno inhibié el desarrollo de ninguna
de las cepas controles. Aunque queda la posibitid@dla masa seca bacteriandlerococcus

presente actividad inhibitoria para otros microoigaos.

Finalmente, actividad inhibitoria de cepas bacte$adel génerd-lexibacter ha sido
reportado por Pellénet al (2001) tanto contra S. aureuscomo para algunos otros
microorganismos patdgenos para peces. Estos mssitampoco concuerdan con los del
presente estudio, pues la masa seca obtenidded@acterno inhibié a ninguna de las cepas

controles ensayadas.

Tal vez, los resultados obtenidos en el preserttelies respecto a la nula inhibicion de
las masas bacterianas secas obtenidas de las idmciegrtenecientes a los géneros
Flavobacterium Flexibactery Micrococcus se podria deber a que durante el secado de & mas
bacteriana se pierdan o alteren las sustanciasapmacidad antibiética, o simplemente las cepas

utilizadas no producen metabolitos con capacid#ibiatica.
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Referente a la caracterizacién quimica y fisicdadenasa bacteriana seca de la cepa
pigmentada seleccionada del gén€loomobacteriumLa masa bacteriana fue poco soluble en
agua lo que concuerda con lo descrito por Pitlava2005), pues los pigmentos producidos por
Chromobacteriumson compuestos hidrofébicos. Buchanan & Gibbod874); Pitlovanciv
(2005) y Meyetret al, (2006), determinaron que la violaceina era umpigto insoluble en agua,
cloroformo y soluble en metanol, o que concordad®a los resultados del presente estudio, si el
pigmento fuera violaceina. Ademas en los ensayafizagdos se determind que la masa
bacteriana seca déhromobacteriumes muy soluble en dimetilsulfoxido aspecto quesot
autores no han indicado, respecto a algun pigmeatteriano. En otros pigmentos, sin embargo,
como la astaxantina, que se extrae de una levaskideterming que este pigmento era altamente
soluble en dimetilsulféxido (Salazar, 2000), urufeglo muy similar al obtenido en este estudio.
La coloracion de la masa bacteriana seca obtemsidedel génerG@hromobacteriumdetermind
gue se mantiene estable dentro de un rango degbHL1, pues no vario la tonalidad del color, lo
gue se pudo verificar al medir el Espectro UVNsi®d cada solucion (ver nexos 2 y 3), los cuales
arrojaron una tendencia similar donde se pudo wasema disminucion de la absorbancia a
medida que aumentaba la longitud de onda. Algaetife se observo en los pH 12, 13 14, que
sufrieron cambios significativos respecto al col@ariando sus tonalidades al color amarillo, algo
distinto a lo reportado por Jiménet al, (2004), quienes determinaron que otros pigmentos

como los carotenoides, son capaces de resistixpeneos, no variando su intensidad del color.

La estabilidad del color de la masa seca bacterEn@hromobacterium frente a la
temperatura, se pudo observar desde los 0 °C lkegia a los 100 °C aproximadamente, donde

la coloracién del pigmento se mantuvo establesyor variacion a simple vista. Estudios en
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otros tipos de pigmentos como carotenoides, amtim@a, carotenos y clorofilas, han
determinado que mantienen estable su coloraciéntefra temperaturas que bordean los 80 ° C
(Jiménezt al, 2004), por lo que se concuerda con los resultadtenidos en el presente estudio,

pues el pigmento no varié su color al estar expugsemperaturas diferentes.

Con respecto a la purificacion del pigmento de dpac bacteriana seleccionada de
Chromobacteriumla extraccion dio como resultado la obtencion depigmento concentrado,
gue al ser separado de acuerdo a su solubilidaohtseieron 3 fracciones. La fraccion A, de
color negro, obtenida con n- hexano. La fraccioniB fue obtenida con acetato de etilo que era
de color parpura y la fraccion C obtenida con meltasiue era de color violeta. Algo similar a lo
determinado por Pitlovancet al, (2006), quien obtuvo dos extractos pigmentados,de color
purpura, extraido con acetato de etilo y otro derogoleta extraido con metanol, denominados
desoxiviolaceina y violaceina, respectivamente téfiosmente, la cromatografia de capa fina
determiné que la fraccion B, migré mas que la fiat@ y C, al igual que lo informado por
Pitlovancivet al, (2006), cuya fraccion correspondia a la extraataacetato de etilo.

En la presente investigacion, las tres fracciohe=pn ensayadas para determinar su actividad
inhibitoria en las cepas controles.

Los resultados de actividad antimicrobiana de cada de estas fracciones, parcialmente
purificadas, demostraron que el pigmento perdidastividad inhibitoria, ya que no se
observaron halos de inhibicién en ninguna de laageontroles ensayadas, esto tal vez se deba
a que constituyentes de la masa bacteriana sekeipisus propiedades antimicrobianas al ser
separados, ya sea, porque sus propiedades s& @termperaturas elevadas, como 62 °C, a los

gue se realizé la extraccion de Sohxlet (solidoitiq), durante 3 dias. Este aspecto, lo
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determinaron Ledn & Tapia, (1999), quienes consiatauna disminucion en la actividad
inhibitoria de sustancias extraidas de bacteriatha®s al ser sometidas a temperaturas desde los
70 °C a los 90 °C, durante 45 minutos. Tal veteraperatura a la que se sometié la masa seca
de Chromobacteriunera algo menor, pero se realizé durante 3 diagéopudo haber alterado
su actividad inhibitoria. La falta de actividad,egke atribuirse también a que el pigmento pierde

su propiedad al separar sus componentes.

5.1 CONCLUSIONES

La masa bacteriana seca @eromobacteriuntiene capacidad antimicrobiana frente a las cepas

controles deBacillus subtilis Candida albicansEscherichia coliy Staphylococcus aureus

La masa bacteriana seca obtenid&€teomobacteriunes insoluble en cloroformo, poco soluble
en agua, soluble en metanol y muy soluble en dsoétixido. Ademas, mantiene su color a

temperaturas entre 0° C a 100 °C, y lo piergéial2, 13y 14.

Las fracciones obtenidas de la masa bacterianadgeCaromobacteriumno poseen actividad

antimicrobiana sobre las cepas controle8deillus subtilis Candida albicansEscherichia coli

y Staphylococcus aureus

De acuerdo a los resultados obtenidos la hipatesigresente estudio se acepta.
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ANEXO 1
Preparacion de medios de cultivo.
Agar Peptona:

Cloruro de Sodio (NaCl) 50

Extracto de Carne 30

Peptona de Carne 109

Agar - agar 209

Agua destilada 1000 mL

Se mezclan todos los ingredientes y luego se kzteai 1 atmoésfera (121 °C) por 15 minutos.

Caldo Peptona:

Cloruro de Sodio (NaCl)
Extracto de Carne
Peptona de Carne

Agua destilada

59
39
209

1000 mL

Se mezclan todos los ingredientes y luego se kxztesi 1 atmosfera (121 °C) por 15 minutos.
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Agar Malta:
Agar — agar 209
Extracto de Malta 2049
Agua destilada 1000 mL

Se mezclan todos los ingredientes y luego se kzteai 1 atmoésfera (121 °C) por 15 minutos.

Caldo Malta:
Extracto de Malta 20g
Agua destilada 1000 mL

Se mezclan todos los ingredientes y luego se kzteai 1 atmoésfera (121 °C) por 15 minutos.
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ANEXO 2

Tablas de Absorbancias en relacion a diferentegitloes de onda

Tabla 1. Absorbancia de la masa bacterianadiheomobacteriumen solucion a pH 1 frente a

diferentes longitudes de onda

Solucion pH 1
Absorbancia Longitud de onda (hm)
2,739 240
1,861 300
1,201 400
0,868 500
0,731 600
0,513 700

Tabla 2. Absorbancia de la masa bacterianaGfeomobacteriumen solucién a pH 2 frente a

diferentes longitudes de onda

Solucion pH 2
Absorbancia Longitud de onda (hm)
3,345 240
2,066 300
1,451 400
1,103 500
0,948 600
0,668 700
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Tabla 3. Absorbancia de la masa bacterianaGfeomobacteriumen solucién a pH 3 frente a

diferentes longitudes de onda

Soluciéon pH 3
Absorbancia Longitud de onda (nm)
3,852 240
2,333 300
1,766 400
1,412 500
1,225 600
0,212 700

Tabla 4. Absorbancia de la masa bacterianadiheomobacteriumen solucion a pH 4 frente a

diferentes longitudes de onda

Solucién pH 4
Absorbancia Longitud de onda (hm)
3,679 240
2,147 300
1,448 400
1,037 500
0,859 600
0,506 700
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Tabla 5. Absorbancia de la masa bacterianaGfeomobacteriumen solucién a pH 5 frente a

diferentes longitudes de onda

Solucién pH 5
Absorbancia Longitud de onda (nm)
3,339 240
2,019 300
1,230 400
0,899 500
0,753 600
0,421 700

Tabla 6. Absorbancia de la masa bacterianaGfeomobacteriumen solucién a pH 6 frente a

diferentes longitudes de onda

Solucién pH 6
Absorbancia Longitud de onda (nm)
3,891 240
2,427 300
1,814 400
1,422 500
1,231 600
0,738 700
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Tabla 7. Absorbancia de la masa bacterianaGfeomobacteriumen solucién a pH 7 frente a

diferentes longitudes de onda

Solucién pH 7
Absorbancia Longitud de onda (hm)
4,088 240
3,157 300
2,500 400
2,151 500
2,243 600
1,149 700

Tabla 8. Absorbancia de la masa bacterianaGfeomobacteriumen solucién a pH 8 frente a

diferentes longitudes de onda

Solucion pH 8
Absorbancia Longitud de onda (nm)
4,881 240
2,833 300
2,083 400
1,698 500
1,670 600
0,854 700
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Tabla 9. Absorbancia de la masa bacterianaGfeomobacteriumen solucién a pH 9 frente a

diferentes longitudes de onda

Solucion pH 9
Absorbancia Longitud de onda (hm)
3,447 240
2,545 300
1,710 400
1,379 500
1,311 600
0,671 700

Tabla 10. Absorbancia de la masa bacteriana&Ctieomobacteriumen solucion a pH 10 frente a

diferentes longitudes de onda

Solucién pH 10
Absorbancia Longitud de onda (hm)
4,442 240
3,131 300
2,693 400
2,505 500
2,540 600
1,288 700
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Tabla 11. Absorbancia de la masa bacteriana&Céieomobacteriumen solucion a pH 11 frente a

diferentes longitudes de onda

Solucion pH 11
Absorbancia Longitud de onda (hm)
3,625 240
2,660 300
1,772 400
1,417 500
1,317 600
0,685 700

Tabla 12. Absorbancia de la masa bacteriana&Céieomobacteriumen solucion a pH 12 frente a

diferentes longitudes de onda

Solucién pH 12
Absorbancia Longitud de onda (nm)
3,783 240
2,450 300
1,021 400
0,566 500
0,397 600
0,281 700
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Tabla 13. Absorbancia de la masa bacteriana&Ctieomobacteriumen solucion a pH 13 frente a

diferentes longitudes de onda

Solucién pH 13
Absorbancia Longitud de onda (hm)
4,811 240
1,805 300
0,572 400
0,247 500
0,150 600
0,093 700

Tabla 14. Absorbancia de la masa bacteriana&Céieomobacteriumen solucion a pH 14 frente a

diferentes longitudes de onda

Solucién pH 14
Absorbancia Longitud de onda (nm)
4,280 240
1,880 300
0,013 400
0,000 500
0,107 600
0,070 700
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Tabla 15. Absorbancia de la masa bacterianaCteomobacteriumfrente a diferentes rangos de

temperatura, a 570 nm de longitud de onda

Absorbancia Temperatura (°C)
0,3427 0
0,2932 10
0,2536 20
0,2254 30
0,1473 40
0,1531 50
0,1266 60
0,1215 70
0,0986 80
0,0589 90
0,0523 100
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ANEXO 3

Graficos de espectros de UV/visible de la soludénla masa bacteriana @dromobacterium

desde PH 1 al pH 11.
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Figura 1. Gréfico de espectro UV/visible de la solucion de reasa bacteriana de

Chromobacteriuna pH 1
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Figura 2. Grafico de espectro UV/visible de la soluciébn de r@asa bacterianale

Chromobacteriuna pH 2
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Figura 3. Gréfico de espectro UV/visible de la solucion de reasa bacterianale

Chromobacteriuna pH 3
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Figura 4. Gréfico de espectro UV/visible de la solucion de reasa bacterianale

Chromobacteriuna pH 4
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Figura 5. Gréfico de espectro UV/visible de la solucion de reasa bacterianale

Chromobacteriuna pH 5
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Figura 6. Gréfico de espectro UV/visible de la solucion de rzasa bacterianale

Chromobacteriuna pH 6
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Figura 7. Grafico de espectro UV/visible de la soluciébn de r@asa bacterianale

Chromobacteriuna pH 7
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Figura 8. Grafico de espectro UV/visible de la soluciébn de r@asa bacterianale

Chromobacteriuna pH 8
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Figura 9. Gréfico de espectro UV/visible de la solucion de r@asa bacteriana de

Chromobacteriuna pH 9
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Figura 10. Grafico de espectro UV/visible de la solucién de neasa bacteriana

Chromobacteriuna pH 10
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Figura 11. Grafico de espectro UV/visible de la solucibn de resa bacterianale

Chromobacteriuna pH 11
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