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Resumen

Biomineralizacion de carbonato de calcio (CaCOs) inducido por bacterias para la
inmovilizacién de iones cobre (Cu?") con potencial para aplicaciones en suelos

agricolas

Debido a las diversas actividades industriales y humanas, los metales pesados se han
convertido en un contaminante que se ha extendido por todo el medio ambiente, y sus
concentraciones superiores a los limites ambientales es un problema grave. La
precipitacién de carbonatos inducida microbiol6gicamente (MICP) se ha explorado para la
inmovilizacion de metales pesados en diferentes matrices medioambientales en donde los
microorganismos tienen la capacidad de sintetizar biominerales, esto ofrece una manera
eficiente de inmovilizar e incorporar metales pesados como el cobre, dentro de fases
sélidas estables y cristalinas. Lo expuesto justifica la necesidad de buscar otras
alternativas como la MICP como potencial proceso de biorremediacién. Para ello, se
estudio el efecto de la biomineralizacibn de carbonato inducido por bacterias y la
incorporacién de cobre (Cu?*) para su inmovilizacién como base para su aplicacion en
suelos agricolas. Se evalué la tolerancia a cuatro concentraciones de cobre (100, 250, 500
y 1000 mg/l) de 13 bacterias de la Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos
Celulares reportadas en la literatura con capacidad calcificante. Posterior a la seleccion de
las bacterias tolerantes a dos concentraciones de cobre y con la mayor capacidad de
precipitar carbonatos, se seleccionaron tres bacterias para la bioprecipitacion e
inmovilizacion de cobre, evaluando seis variables, tanto quimicas como biol6gicas. Los
precipitados obtenidos se caracterizaron por medio de las técnicas de Espectroscopia
Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR), Difraccion de Rayos X (DRX) y Microscopia
Electrénica de Barrido acoplada a Espectroscopia de Rayos X (SEM/EDX). Los resultados
mostraron que 10 de los 13 microorganismos evaluados son capaces de tolerar las
concentraciones de cobre a 100 y 250 mg/l, sin embargo, el género Sporosarcina es uno

de los méas tolerantes y con la mayor produccion de carbonatos seguido de
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Corynebacterium ammoniagenes, S. ureae y Sutcliffiella cohnii. En los tratamientos en
suspension se pudo determinar que S. pasteurii DSM-276, es el microorganismo que tiene
mejor eficiencia de eliminacion del cobre a pH mayor de 7.5 con valores superiores al 60%
y 40% a 100 y 250 mg/l respectivamente. El andlisis por DRX de los precipitados mostraron
la presencia de calcita y vaterita como los principales fases minerales formadas en todos
los tratamientos, acompafiados con una pequefia cantidad de weddellita y malaquita, en
los tratamientos en presencia de cobre, asimismo, la morfologia de los cristales y su
porcentaje de composicion elemental varié segun la presencia o ausencia de este metal
pesado. Estos resultados indican que el cobre en el proceso de la MICP puede coprecipitar
junto con el carbonato de calcio e incluso, ser inmovilizado en la estructura cristalina a
través de reacciones mediadas biol6gicamente que pueden afectar la mineralogia y

morfologia de los minerales precipitados.

Palabras clave: Bioprecipitacién, biorremediacion, calcita, cobre, MICP,

Sporosarcina pasteurii, ureasa.
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Abstract

Biomineralization of calcium carbonate (CaCOs) induced by
bacteria for the immobilization of copper ions (Cu?*) with potential

for applications in agricultural soils.

Due to various industrial and human activities, heavy metals have become a contaminant
that has become widespread throughout the environment, and their concentrations above
environmental limits is a fundamental problem. Microbiologically induced carbonate
precipitation (MICP) has been explored for the immobilization of heavy metals in different
environmental matrices where microorganisms have the ability to synthesize biominerals,
this offers an efficient way to immobilize and incorporate heavy metals such as copper,
within stable and crystalline solid phases. The above justifies the need to look for other
alternatives such as MICP as a potential bioremediation process. For this purpose, the
effect of bacteria-induced carbonate biomineralization and the incorporation of copper
(Cu2+) for its immobilization was studied as a basis for its application in agricultural soils.
The tolerance to four copper concentrations (100, 250, 500 and 1000 mg/l) of 13 bacteria
from the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures reported in the literature
with calcifying capacity was evaluated. After the selection of bacteria tolerant to two copper
concentrations and with the highest capacity to precipitate carbonates, three bacteria were
selected for bioprecipitation and immobilization of copper, evaluating six variables, both
chemical and biological. The precipitates obtained were characterized by Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR), X-Ray Diffraction (XRD) and Scanning Electron Microscopy
coupled to X-Ray Spectroscopy (SEM/EDX). The results showed that 10 of the 13
microorganisms evaluated are able to tolerate copper concentrations at 100 and 250 mg/I,
however, the genus Sporosarcina is one of the most tolerant and with the highest

production of carbonates followed by Corynebacterium ammoniagenes, S. ureae and
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Sutcliffiella cohnii. In the suspension treatments, it was determined that S. pasteurii DSM-
276 is the microorganism with the best copper removal efficiency at pH greater than 7.5,
with values higher than 60% and 40% at 100 and 250 mg/l, respectively. XRD analysis of
the precipitates showed the presence of calcite and vaterite as the main mineral phases
formed in all treatments, accompanied by a small amount of weddellite and malachite, in
the treatments in the presence of copper, also, the morphology of the crystals and their
percentage of elemental composition varied according to the presence or absence of this
heavy metal. These results indicate that copper in the MICP process can co-precipitate with
calcium carbonate and even be immobilized in the crystal structure through biologically
mediated reactions that can affect the mineralogy and morphology of the precipitated

minerals.

Keywords: Bioprecipitation, bioremediation, calcite, copper, MICP, Sporosarcina

pasteurii, urease.
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1.Introduccién

La biomineralizacion es un proceso que ocurre naturalmente en diferentes matrices
medioambientales como lo es el suelo, sedimentos y cuerpos de agua (Paerl et al., 2001;
Phillips et al., 2013), el cual, consiste en la sintesis de minerales a partir de
microorganismos con diferentes rutas metabdlicas, en donde se pueden formar carbonatos
en invertebrados, silicatos en algas y diatomeas, fosfatos en vertebrados, sulfatos, 6xidos,
entre otros (Ghosh et al., 2009; Sarayu et al., 2014). La biomineralizacién esta dividida en
tres mecanismos de accion: Mineralizacion Biolégicamente Controlada (BCM),
Mineralizacion Biol6gicamente Inducida (BIM), y Mineralizacion Biolégicamente Mediada
(BMM) (Dupraz et al., 2009). La BCM se caracteriza porque la actividad metabolica del
microorganismo controla el proceso de biomineralizacion, es decir, los minerales son
normalmente depositados en matrices organicas o en vesiculas en células vivas, la BIM
por el contrario, la precipitacién es realizada de forma indirecta, en donde uno o varios
productos que se generan del metabolismo celular del microorganismo interaccionan con
los iones presentes en el medio ambiente, como resultado se da la deposicién del mineral
como subproducto metabdlico, y la formacion del mineral mediante el mecanismo BMM es
el resultado de la interaccion entre una matriz organica e inorganica sin la necesidad de la
actividad bioldgica; actualmente los mecanismos BIM y BMM también son conocidos como

procesos de organomineralizacion (Dupraz et al., 2009; Weiner & Dove, 2003).

La mayor cantidad de biominerales formados en el medio ambiente contienen calcio como
el ion principal (aproximadamente el 50%), esto es debido a su participacion en varios
procesos fundamentales en el metabolismo de los microorganismos (Durand et al., 2010),
dentro de estos biominerales, el mas comun es el carbonato de calcio, el cual comprende
el 4% de la corteza terrestre, su precipitacion es un fenébmeno comun en diversas matrices
medioambientales como en océanos, agua dulce, asi como también en los suelos
(Castanier et al., 1999), y es mediado por varias rutas metabdlicas. Este proceso ocurre
principalmente debido a un aumento de su concentracion o una disminucién de la
solubilidad de la solucién, provocando evaporacion, cambios de temperatura o presion,
como resultado se genera la biomineralizacion y se le conoce como la precipitacion de
carbonatos inducida microbiol6gicamente (MICP). Este proceso es mayormente mediado

por bacterias, durante la MICP, estos secretan en la superficie de la membrana celular uno
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0 mas productos metabdlicos como los carbonatos (COs), que reaccionan con los iones
calcio (Ca?) que se encuentran en el medio ambiente, en donde estos inducen la
precipitacion del carbonato de calcio (CaCOs) a un pH alcalino (mayor a 8.0) (Helmi et al.,
2016; Mugwar & Harbottle, 2016), este proceso puede ser realizado por los mecanismos
de accion BCM y BIM, siendo el ultimo mencionado el mas empleado en las
investigaciones en biomineralizacion (D. Arias et al., 2019; Chaparro-Acuia et al., 2017;
de Muynck et al., 2010; Pérez-Gonzalez et al., 2004). Este proceso puede verse ilustrado

en la Figura 1.

Figura 1. Precipitacion de carbonatos inducida microbiolégicamente realizada por
medio de la hidrdlisis de urea de la enzima ureasa y redisolucion del diéxido de carbono
mediado por la enzima anhidrasa carbonica (Castro-Alonso et al., 2019).
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Para la precipitacion de CaCOsz mediada por la MICP, varias rutas metabdlicas del
crecimiento bacteriano han sido reportadas. Entre todas estas, se encuentra la hidrélisis
de urea, la amonificacion, la desnitrificacion, la reduccién de sulfatos, mediado por
sustancias poliméricas extracelulares y la fotosintesis (J. L. Arias & Fernandez, 2008;
Kawaguchi & Decho, 2002; Lian et al., 2006; Warthmann et al., 2000; Wei et al., 2015), sin
embargo, de todos los metabolismos mencionados, la menos compleja, mas reportada y
donde se han obtenido mayores porcentajes de precipitacion de carbonatos, es por medio
de la hidrélisis de urea, catalizada por la enzima ureasa (EC 3.5.1.5) y la anhidrasa
carbdnica (EC 4.2.1.1) (Figura 1) (Rajasekar et al., 2017; Umar et al., 2016; Whiffin et al.,
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2007). En la hidrdlisis enzimatica, una mol de urea hidrolizada genera una mol de amonio
y carbamato (ecuacion 1), posteriormente, el carbamato se hidroliza en amonio y acido
carbonico (ecuacion 2). El acido carbdnico es convertido en bicarbonato (ecuacion 3), en
el proceso se generan dos moles del ion amonio y ion hidroxilo (ecuacion 4), por
consiguiente, el pH del medio incrementa alrededor de la célula, lo cual induce al cambio
en el equilibrio del bicarbonato con la formacién al ion carbonato, este cambio precipita el
carbonato de calcio en presencia de este ion (ecuacién 5 a 7). La generacion del ion
amonio aumenta el pH del medio y la reacciéon continua espontdneamente hacia la

formacion del carbonato de calcio.

CO(NH,)2 + H, — NH,COOH + NHs, 1)
NH,COOH + H,0 — NHs+ H,CO4 )
H,CO; < HCO; + H* 3)
NH; + 2H,0 — 2NH} + 20H &)
HCO; + HY+ 2NHf + 20H - CO0% + 2NH] + 2H,0 (5)
Ca’t + Cell > Cell Ca?*t (6)
Cell"Ca?* - Cell~CaC0O; | (Precipitacion) (7

En la MICP, diferentes cristales o polimorfos anhidros del CaCO; pueden sintetizarse, los
cuales juegan un papel importante en los diferentes procesos. La calcita, el aragonito y la
vaterita son los polimorfos mas representativos en el proceso y cristalizan en el sistema
romboédrico, ortorrémbico y hexagonal respectivamente, estos pueden ser observados en
la figura 2 (Anbu et al., 2016; De Muynck et al., 2013; Németh et al., 2018; Omoregie et al.,
2019; Tang et al., 2020; Zhu & Dittrich, 2016). También se han reportado la presencia de
fases cristalinas hidratadas como la monohidrocalcita y la hexahidrocalcita, asi como
también la formacion de carbonato de calcio amorfo (Hammes, Boon, et al., 2003;
Hammes, Seka, et al., 2003). Los cristales que se obtienen con mayor frecuencia son la
calcita y vaterita, siendo este Ultimo un cristal en fase metaestable y transicional durante
la formacién de calcita que es la fase termodinamicamente més estable y el principal
producto de la MICP. (Achal, Pan, & Ozyurt, 2011), mencionan que ciertos componentes
como lo son los exopolisacaridos y algunos residuos de aminoacidos pueden tener un

impacto en la formacién del poliformo que se esté sintetizando.
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Figura 2. Polimorfos de los carbonatos de calcio con su sistema cristalino. A. Calcita-
Romboédrico. B. Aragonito-Ortorrombico. C. Vaterita-Hexagonal (Chang et al., 2017).
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Debido a las diversas actividades industriales y humanas, los metales pesados se han
convertido en un contaminante que se ha extendido por todo el medio ambiente. La
presencia de metales pesados en concentraciones superiores a los limites ambientales es
un problema ambiental grave (Diels et al., 2010). Naturalmente la mayoria se encuentran
en bajas concentraciones, la cual, son suficientes para proporcionar nutrientes esenciales
a los organismos vivos (Dixit et al., 2015). Sin embargo, debido a que los metales pesados
son contaminantes persistentes y no biodegradables, estos pueden provocar problemas a
largo plazo. La contaminacién del ambiente por efluentes industriales, actividades mineras,
fertilizantes, pesticidas y también la quema de residuos y combustibles fésiles ha
aumentado la concentracibn de estos (Osuji & Onojake, 2004). Los métodos
convencionales para el tratamiento de ambientes contaminados con metales pesados
incluyen métodos fisicoquimicos que tienen altos costos asociados con el consumo de
energia y de compuestos quimicos (Ahmad et al., 2012), esto conlleva a que los
tratamientos creen mas problemas secundarios en el ambiente. En los Ultimos afios, se ha
investigado varias técnicas biomediadas para la mejora de estas matrices ambientales
(Cheng et al., 2017; Cheng & Shahin, 2016; Mwandira et al., 2017; Portugal et al., 2020),
se ha prestado gran atencién a los tratamientos bioldgicos, por ser sostenibles con el medio
ambiente y no generar contaminacion en los sitios de trabajo. Existen estudios en los
cuales se ha realizado metodologias de biorremediacion y biosorcion empleando varios
microorganismos nativos como comerciales en tratamiento en suspension, en caja de Petri
y en columnas de suelo (Achal et al., 2013; Kumari et al., 2014; Qian et al., 2017; Qiao et
al., 2021). Sin embargo, hasta la fecha, se han realizado diferentes estudios para investigar
la viabilidad del uso de microorganismos y su potencial en la inmovilizacion de metales

pesados por medio de su actividad metabdlica y enzimética (Achal et al., 2012, 2013;
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Achal, Pan, & Zhang, 2011; Chen & Achal, 2019; He et al., 2019; Yang et al., 2016; Zhang
et al., 2019), es alli en donde se implican los procesos de biomineralizacion.

Los metales pesados son componentes naturales que se encuentran presentes en la
corteza terrestre y se pueden translocar a diferentes ambientes como el suelo, sedimentos,
agua dulce y océanos, estos metales dada su naturaleza no se pueden degradar o destruir,
por lo tanto, se consideran contaminantes ambientales persistentes. Generalmente, la
contaminacion por metales pesados se origina en fuentes antropogénicas, como
descargas de aguas residuales domésticas e industriales sin tratar, derrames quimicos
accidentales, vertidos directos de desechos en el suelo y residuos de algunos insumos
agricolas (Anticé et al., 2017; Mic6é et al., 2006; Tchounwou et al., 2012). Los
contaminantes mas importantes incluyen metales como Cu, Cr, Cd, Hg, Sb, Pb, As, Co, Zn
y Sn, y radionucleidos como U, Th, Am, Ray Sr (Kumari et al., 2016). El uso de maquinaria
agricola y agroquimicos trae como consecuencia la acumulacion de metales pesados
(Juan D. Mahecha-Pulido et al., 2015; Kabata-Pendias, 2004), los cuales generan un riesgo
en la salud (Nava-Ruiz & Méndez-Armenta, 2011). En este sentido, los sistemas de
produccion agricola constituyen una fuente importante de contaminantes de metales
pesados, y a su vez permite la acumulacion de éstos (Castro-Gonzalez et al., 2019).
Alloway, (2013), identificé que algunos metales pesados estan directamente relacionados
con fuentes especificas como: fertilizantes, plaguicidas y compost derivados de residuos

solidos convencionales, siendo el cobre uno de los mas usados y persistentes en el medio.

El cobre, es un elemento que sirve como cofactor esencial para varias enzimas
relacionadas con el estrés oxidativo, en donde se incluyen las enzimas catalasa,
superoéxido dismutasa, citocromo C oxidasa, ferroxidasas, entre otras, hace parte de un
gran nimero de metaloenzimas que intervienen en el metabolismo de los carbohidratos y
la biosintesis de catecolamina (Saghali et al., 2014; Wongsasuluk et al., 2014), por lo tanto,
es un nutriente esencial. Su potencial toxico son las transiciones entre Cu (ll) y Cu (l), los
cuales pueden resultar en la generacion de radicales superoxido e hidroxilo relacionandose
con el dafio celular (Achal, Pan, & Zhang, 2011; Colin et al., 2012; Giachino & Waldron,
2020).

Como se mencion6 anteriormente, los metales no se pueden biodegradar ni destruir, sin

embargo, se puede reducir su movilidad en diversas matrices medioambientales. Se ha
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demostrado que la MICP es una estrategia que tiene el potencial de realizar la
biorremediacion de metales pesados, ya que estos metales también se pueden precipitar
como carbonatos insolubles al tener un estado de valencia similar al del calcio (Barkouki
et al., 2011; Dhami et al., 2013; Fujita et al., 2004). Ademas, los carbonatos pueden ser
muy efectivos en la adsorcion de metales pesados en su estructura cristalina, permitiendo
asi su inmovilizacién, reduciendo los costos en la compra de sustancias gquimicas como
bases o hidréxidos que generalmente se usan para precipitarlos (Guimaraes et al., 2011;
Isik et al., 2012; Plassard et al., 2000). En diversas investigaciones que emplean la MICP
en la inmovilizacién de diversos metales, se ha logrado remover Ni, Cu, Pb, Co, Zny Cd
utilizando a Sporosarcina pasteurii en un periodo de incubacién de 48 horas (Kang & So,
2016; Mugwar & Harbottle, 2016), también se han realizado estudios con Sr, gque posterior
a 24 horas es posible capturar hasta el 95% de este metal en una fase sélida precipitando
el CaCO; (Dhami et al., 2016, 2017) , lo mismo pasa con el As, Ni, Cd y Cu (di Benedetto
et al., 2006; Duarte-Nass et al., 2020). A diferencia de la ecuacién 7, el metal pesado puede
reemplazar al calcio, generando asi un nuevo mineral de carbonato. Este se puede
observar en la ecuacién 8, en donde M?* es el metal pesado de interés (Jalilvand et al.,
2020). El uso de microrganismos para inducir biominerales, contribuyen a mejorar la
calidad de las matrices medioambientales contaminadas, dado que estos logran atrapar
en la estructura cristalina y por medio de inmovilizacion los diferentes metales pesados.
Sin embargo, el proceso de la precipitacion de carbonato de calcio inducida
microbiol6gicamente todavia tiene ciertos dificultades, las limitaciones en la transferencia
de nutrientes, asi como el entendimiento de la actividad metabdlica de los microorganismos
en las diversas matrices, ademas de determinar la tolerancia que tienes estos hacia los
metales pesados que se vayan a evaluar, son los principales desafios que deben

abordarse para las futuras investigaciones.

Cell"M?* - Cell"MCO; | (Precipitacién) (8)

En este estudio nos enfocamos en la biomineralizacion de carbonato de calcio sintetizada
de forma in vitro para la inmovilizacién de iones de cobre (Cu?") con potencial para
aplicaciones agricolas. En el primer capitulo se evalué la capacidad de 13
microorganismos calcificantes adquiridos de la Coleccion Alemana de Microorganismos y

Cultivos Celulares (DSMZ) de tolerar cuatro concentraciones de cobre y su efecto sobre el
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crecimiento celular, aqui también se determiné el efecto que tiene este metal sobre la

produccion de carbonatos y su rendimiento.

En el segundo capitulo se seleccionaron tres microorganismos que fueron tolerantes a dos
concentraciones de cobre, aca se evaluaron diferentes variables tanto biol6gicas como
guimicas para determinar cémo este metal pesado influia sobre la precipitacion de
carbonatos. En este mismo capitulo se evalu6 el efecto de la presencia y ausencia del
calcio para lograr precipitar carbonatos de cobre o generar una coprecipitacién de ambos

carbonatos.

Finalmente, en el tercer capitulo, se realizé el analisis de la mineralogia de los precipitados
obtenidos en el proceso de precipitacién del segundo capitulo por medio de las técnicas
de Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR), Difracciéon de Rayos X
(DRX) y Microscopia Electronica de Barrido acoplada a Espectroscopia de Rayos X
(SEM/EDX), que permitieron determinar los grupos funcionales presentes en los
precipitados, asi como también las fases cristalinas precipitadas con su morfologia, tamafio
y porcentaje elemental.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Estudiar el efecto de la biomineralizacion de carbonato inducido por bacterias y la

incorporacién de cobre (Cu?*) para la inmovilizacién de este tipo de iones de forma in vitro,

como base para su aplicacion en suelos agricolas.

1.2 Objetivos especificos

Definir las mejores cepas con capacidad de precipitar carbonato de calcio (Ca), con
base en su capacidad biomineralizante y su tolerancia a cuatro concentraciones de
cobre (Cu?*), mediante ensayos en suspension.

Definir la incorporacion (precipitacion) de cobre en el carbonato de calcio o la
coprecipitacion de ambos carbonatos, usando las cepas (ureoliticas y/o no
ureolilicas) biomineralizadoras de CaCOs, a dos concentraciones de cobre
mediante ensayos en suspension en erlenmeyer.

Estudiar la formacion de carbonato de cobre (CuCOs) en precipitados mediados por
la accion biomineralizadora de bacterias ureoliticas y/o no ureoliticas, usando dos
concentraciones de cobre mediante ensayos en suspension en erlenmeyer, con las
cepas de mejor desempefio observadas en la fase inicial.

Definir la mineralogia de los precipitados dada la aplicacion del tratamiento
bioldgico de la MICP (Microbially induced carbonate precipitation) como una opcion
para la inmovilizaciéon de cobre (Cu?*) a diferentes concentraciones, mediante

ensayos en suspension, usando las cepas con mejor desempefio en la fase inicial.
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2. Capitulo 1. Influencia del cobre en Ila
produccion de carbonato de calcio inducida

microbiolégicamente

Resumen

La precipitacion de carbonatos inducida microbiol6gicamente catalizada por la hidrélisis de
urea es una estrategia en procesos de biorremediacién de metales pesados divalentes, sin
embargo, en el caso del cobre (Cu), se menciona que existe una baja eficiencia en la
inmovilizacion debido a la poca tolerancia de los microrganismos comunmente usados. En
el presente estudio, se determiné la influencia del Cu en el rendimiento y produccién de
carbonatos calcicos, ademas, se comprobd la influencia que tiene el Cu sobre el
crecimiento de 13 microorganismos calcificantes. Los resultados obtenidos indican que no
hubo crecimiento en las bacterias evaluadas a concentraciones de 500 y 1000 mg/l de Cu,
sin embargo, a concentraciones de 100 y 250 mg/l, mostraron un crecimiento continuo. Las
bacterias méas sensibles a todas las concentraciones de Cu fueron Priestia megaterium,
Bacillus subtilis y Bacillus pumilus, mientras que los otros 10 microorganismos evaluados
toleraron las dos concentraciones mas bajas de Cu. Sporosarcina pasteurii DSM-276, fue
el microorganismo con la mejor tolerancia en los tratamientos de 100 mg/l y 250 mg/l de
Cu, presentando la mayor cantidad de carbonatos precipitados, con un valor de 755 mg a
100 mg/l Cu. Los resultados obtenidos permitieron seleccionar a S. pasteurii DSM-276, C.
ammoniagenes y S. ureae , que, segun su tolerancia al Cu y sintesis de carbonatos,

pueden ser empleados para procesos de biorremediacion de aguas.

Palabras clave: Biomineralizacion; inmovilizacion de Cu; bacterias calcificantes;

precipitacion; S. pasteurii DSM 276; biorremediacion de metales pesados.
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2.1 Introduccidn

El cobre (Cu) es un metal que a bajas concentraciones se considera un micronutriente para
diferentes organismos, también es empleado como cofactor para varias enzimas
relacionadas con el estrés oxidativo (Hill & Shannon, 2019), y a su vez forma parte de un
gran numero de metaloenzimas implicadas en el metabolismo celular, por lo que es
considerado un nutriente esencial, sin embargo, es potencialmente téxico por las
transiciones entre Cu (II) y Cu (), que generan radicales superéxido e hidroxilo,
relacionados con el dafio celular (Islam et al., 2016). El Cu se utiliza en procesos de
construccién, estabilizacion de componentes eléctricos y plaguicidas (Yazdankhah et al.,
2014). Muchos de estos compuestos pueden ser solubles o insolubles en agua como los
sulfatos y oxicloruros respectivamente, los cuales, pueden permanecer en el medio
ambiente y generar problemas por bioacumulacién. Actualmente, existen tecnologias para
remediar matrices contaminadas por metales como el Cu (Achal et al., 2011; Achal & Pan,
2011), sin embargo, tienen altos costos asociados al consumo de energia y la cantidad de
productos quimicos empleados. Por este motivo, la biorremediacién ha recibido una
atencion creciente como enfoque biotecnolégico para limpiar un entorno contaminado.
Existen dos formas principales de biorremediar el Cu, mediante fitorremediacion (Cornu et
al., 2017; Feng et al., 2017) o bioinmovilizacion (Velkova et al., 2018). Sin embargo, la
fitorremediacion requiere de tiempo para su recuperacion, y la bioinmovilizacion depende
del potencial redox del medio, por tal motivo, los iones metalicos pueden volver a liberarse
al medio ambiente. Dado lo anterior, es necesario buscar métodos mas rentables y

amigables con el medio ambiente para la remediacion de matrices contaminadas.

La precipitacion de carbonatos inducida microbiol6gicamente (MICP) ha demostrado ser
una alternativa para resolver los problemas o limitaciones de las tecnologias de
biorremediacion (Chang et al., 2017; Choi et al., 2017; Kang et al., 2014). En la MICP los
microorganismos sintetizan minerales mediante diferentes mecanismos bioquimicos
(Dhami et al.,, 2013; J. He et al, 2020; Phillips et al., 2013), permitiendo la
biomineralizacion, y dado que pueden inducir la precipitacién de carbonatos insolubles,
incorporando dentro de su estructura cristalina, elementos metalicos con un estado de
valencia similar al del calcio, ésta puede inmovilizar los iones, disminuyendo asi su
toxicidad (Kumari et al., 2014, 2016; Mugwar & Harbottle, 2016). Se ha demostrado que
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metales divalentes como el Cd, Ni, Zn y Pb, tienen la capacidad de incorporarse en la
estructura del carbonato de calcio, sin embargo, en el caso del Cu, se menciona que existe
una baja eficiencia en la inmovilizacion debido a la poca tolerancia de los microrganismos
comunmente usados (Achal et al., 2011; Chen & Achal, 2019; Cornu et al., 2017; Duarte-
Nass et al., 2020; Z. He et al., 2023; Yang et al., 2016).

La ubicuidad de la MICP vy la capacidad de sus productos para atrapar metales pesados
puede proporcionar un nuevo método de biorremediacion, por tal motivo, el objetivo del
presente trabajo fue evaluar la capacidad de sintesis de carbonato de Ca-Cu en 13

microorganismos calcificantes, con diferentes concentraciones de este metal.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Cepas y medios de cultivo.

Fueron adquiridas cepas bacterianas de la Colecciébn Alemana de Microorganismos y
Cultivos Celulares (DSMZ), reportadas en la literatura con capacidad calcificante. Se
emplearon un total de 13 bacterias (tabla 1), que fueron cultivadas a 30 °C durante 24
horas (h) a una velocidad de agitacion de 120 rpm en caldo Luria Bertani (LB) (Triptona 10
g/l, Extracto de levadura 5 g/l y NaCl 5 g/I, pH 8.0).

2.2.2 Preparacion de la solucion stock de Cu.

Se prepar6 una solucién stock de Cu a partir de CuCl,.2H,0 (Sigma Aldrich Co. Ltd, China)
en agua desionizada y se filtr6 a través de papel de filtro de 0.22 mm para eliminar las

impurezas.
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Tabla 1. Bacterias con capacidad calcificante obtenidas de la DSMZ empleadas en
esta investigacion.

Nomenclatura

Género Especie DSMZ
Alkalihalobacillus Alkglihaloba_cillus halodu_rans DSM-497
Alkalihalobacillus pseudofirmus DSM-8715
Bacillus subtilis DSM-6397-
Bacillus Bacillus lentus DSM-9*
Bacillus pumilus DSM-766
Corynebacterium Corynebacterium ammoniagenes DSM-20306"
Lysinibacillus Lysinibacillus sphaericus DSM-28*
Priestia Priestia megaterium DSM-32*
Sporosarcina pasteurii DSM-33*
Sporosarcina Sporosarc?na pasteurﬁ DSM-276"
Sporosarcina pasteurii DSM-323*
Sporosarcina ureae DSM-320"
Sutcliffiella Suitcliffiella cohnii DSM-6307*

*+: bacteria ureasa positiva; -: bacteria ureasa negativa.

2.2.3 Tolerancia de las bacterias calcificantes al cobre.

A fin de determinar la tolerancia de los microorganismos a diferentes concentraciones de
Cu, se inocularon 10 mL de cada cultivo bacteriano en 100 mL de caldo LB con un pH final
de 8.0 suplementado con urea 0.5 M y otros sin urea. Cada microorganismo fue evaluado
a cuatro concentraciones de Cu (100, 250, 500, 1000 mg/l). Las muestras se incubaron a
30 °C a una velocidad de 120 rpm, y se recolectaron alicuotas a las 0, 6, 12, 24, 48, 96,
120y 144 h. Se us6 un espectrofotometro UV-Visible Genesis 10 marca Thermo Scientific
a una longitud de onda de 600 nm y un microscopio 6ptico CX31 marca Olympus junto con
camara de Neubauer (Achal et al., 2009) para determinar el crecimiento celular. La tasa
especifica de crecimiento se calculdé con los datos del crecimiento celular en la fase
exponencial de cada microorganismo. Los medios de cultivo sin inoculacion de bacterias
se emplearon como control negativo, los medios de cultivo sin Cu y con inGculo se utilizaron

como control de crecimiento. Todos los tratamientos fueron evaluados por triplicado.

2.2.4 Efecto del calcio en la tolerancia a cobre.

Para evaluar la influencia del calcio en la tolerancia de los microorganismos al Cu, las 13
bacterias calcificantes se inocularon en 100 mL de caldo LB con urea y cloruro de calcio

(CacCly) 0.5 M para los microorganismos ureasa positivos y acetato de calcio (2.5 g/L) para
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los microorganismos ureasa negativos. La concentracion de Cu, las condiciones y las
alicuotas recolectadas fueron las mismas que en la seccién anterior. Los medios de cultivo
sin inoculacion de bacterias se emplearon como control negativo, los medios de cultivo sin
Cu y con inéculo se utilizaron como control de crecimiento, y los medios de cultivo con
calcio y sin Cu se tomaron como control de precipitacion. Todos los tratamientos fueron

evaluados por triplicado.

2.2.5 Analisis estadistico.

Todos los datos experimentales se expresaron como medias + desviacion estandar de tres
réplicas y se analizaron con el paquete estadistico Stat-graphics Centurion XVI, version
16.1.03.

2.3 Resultados.

2.3.1 Tolerancia a Cu de 13 bacterias calcificantes

La velocidad de crecimiento de un microorganismo se puede comparar segun la tasa
especifica de crecimiento (Umax), Un parametro cinético que permite determinar cambios en
la poblacién microbiana con respecto al tiempo durante la fase exponencial. En la tabla 2

se presenta la pumax de cada microorganismo evaluado.

Se pudo determinar que, con las concentraciones més altas de Cu, 500 y 1000 mg/I
(Cu500 y CulO000 respectivamente) no se obtuvo crecimiento de ninguno de los
microorganismos, lo cual indica una alta toxicidad de este metal provocando la apoptosis
celular, posiblemente por su capacidad bactericida. Por el contrario, en concentraciones
de 100y 250 mg/l (Cul00 y Cu250 respectivamente), las bacterias tuvieron un crecimiento
continuo con una tolerancia hacia el Cu. De las 13 bacterias evaluadas, las mas sensibles
a las menores concentraciones de Cu fueron P. megaterium, B. subtilis y B. pumilus,
mostrando una baja pmax a las condiciones de cultivo por debajo de 0.05 h, por el contrario,

cuando no hay Cu en el medio (control de crecimiento), la pmax aumenta, tomando valores
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de 0.09 a 1.31 h', indicando asi que existe un efecto toxico de este metal sobre estos
microorganismos. Con respecto a las otras bacterias evaluadas, se puede mencionar que
son tolerantes a las concentraciones de Cu de 100y 250 mg/l, y se pueden clasificar segun
su tasa de crecimiento, siendo entonces que, entre 1.24 y 1.27 h' se encuentra L.
sphaericus y S. cohnii, como el segundo grupo de microorganismos menos tolerantes a
Cu, luego este parametro empezd a aumentar, llegando a ser entre 1.5 — 1.8 h' para A.
pseudofirmus, C. ammoniagenes, S. pasteurii DSM 33 y 323, junto con A. halodurans, y
finalmente, por encima de 1.9 h'! para S. pasteurii DSM 276, B. lentus y S. ureae. La S.
ureae, B. lentus, A. halodurans y las tres cepas de S. pasteurii, toleraron las dos
concentraciones mas bajas de Cu y tuvieron el mejor crecimiento. Las especies del género
Sporosarcina han sido ampliamente aisladas y reportadas como tolerantes a metales

pesados

En todas las bacterias evaluadas se puede observar una tendencia en donde el pardmetro
cinético (Umax) calculado disminuye cuando estas se encuentran creciendo en el medio que
tiene Cu en comparacion al control de crecimiento, indicando una disminucion del
crecimiento celular. Sin embargo, se puede observar en la tabla 2, que con S. pasteurii
DSM 276 no se observa esta disminucién, sino por el contrario, hay un aumento en la pmax,
lo cual permite inferir que este microorganismo podria emplear el Cu como un cofactor
nutricional sin llegar a un estrés metabdlico por la presencia de este metal pesado y asi

mejorar su tolerancia.
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Tabla 2. Comparacion de la tasa especifica de crecimiento promedio (Umax) durante
la fase exponencial de 13 microorganismos calcificantes expuestos a cuatro
concentraciones de Cu. Ccto: control de crecimiento, Cu100-Cul000: 100 mg/l hasta
1000 mg/l de Cu.

Microorganismo e (07)
Ccto Cul00 Cu250 Cu500 Cul000
P. megaterium 0.90 0.00  0.00 0.00 0.00
B. pumilus 1.10 0.04 0.04 0.00 0.00
L. sphaericus 1.22 1.25 1.24 0.00 0.00
A. pseudofirmus 1.28 1.87 1.57 0.00 0.00
B. subtilis 1.31 0.00 0.00 0.00 0.00
S. cohnii 1.57 1.27 1.27 0.00 0.00
C. ammoniagenes 1.57 1.62 1.58 0.00 0.00
S. pasteurii DSM 33 1.80 1.56  1.53 0.00 0.00
S. pasteurii DSM 323 1.83 1.88 1.70 0.00 0.00
S. pasteurii DSM 276 1.86 211 218 0.00 0.00
A. halodurans 2.08 1.72 1.76 0.00 0.00
B. lentus 2.56 199 192 0.00 0.00
S. ureae 2.78 2.04 1.91 0.00 0.00

2.3.2 Efecto del calcio en la tolerancia a cobre

En el proceso de la MICP, el calcio es el ion necesario para fabricar el CaCOgs, sin embargo,
en presencia de otros iones divalentes el rendimiento en la produccion de éste puede verse
afectado. La Figura 3., presenta los miligramos de carbonatos precipitados en los
tratamientos evaluados (100 y 250 mg/l de Cu y 100 y 250 mg/lI Cu con calcio) y el control
de precipitacion. Se observa una diferencia en los tratamientos en presencia de solo Cu
en comparacion con el calcio, con una precipitacién por debajo de los 100 mg en los
tratamientos con Cu para todos los microorganismos, y precipitacion entre 100 y 800 mg
en el control de precipitacion. Por el contrario, cuando el calcio se encuentra disponible en
el medio, la precipitacion de carbonatos aumenta, disminuyendo la accion bactericida del
Cu permitiendo asi un aumento en la cantidad del biomineral sintetizado. El

microorganismo que tuvo una mayor produccion de carbonatos fue S. pasteurii DSM 276
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con 755 y 661 mg en los tratamientos de 100 y 250 mg/l de Cu respectivamente en
presencia de calcio 0.5 M (Ca0.5/Cul00 y Ca0.5/Cu250), inclusive mayor que la
precipitacion en el control de precipitacion, en donde se obtuvo 534 mg de carbonatos,
indicando asi que el calcio y el Cu se pudieron haber co-precipitado. Cabe destacar que
hay otras bacterias como B. lentus, C. ammoniagenes, S. ureae y S. pasteurii DSM 33 que
se le observa una tendencia similar a la cepa DSM 276 del género Sporosarcina, siendo

candidatos como microorganismos biorremediadores.
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Figura 3. Produccién de carbonatos en medio liguido de 13 microorganismos

calcificantes en presencia y ausencia de calcio evaluado a cuatro concentraciones de
Cu. Ca0.5: control de precipitacién, Cul00-Cu250 concentracion de 100 mg/l y 250
mg/l de Cu, Ca0.5/Cul00-Ca0.5/Cu250 concentracion de 100 mg/l y 250 mg/l de Cu
en presencia de calcio.

En la Tabla 3., se observa que las bacterias con una pmax. cercana al control de
precipitacién, tienen un mejor crecimiento y una produccién de carbonato similar (Figura

1.), este es el caso de C. ammoniagenes, S. ureae, B. lentus y las tres cepas de S.
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pasteurii, donde los tratamientos Ca0.5/Cul100 y Ca0.5/Cu250, pueden incluso superar los
miligramos sintetizados en el control con solo calcio. Asimismo, se puede observar la
misma tendencia que en la Tabla 2., que a las mayores concentraciones de Cu y en
presencia de calcio, el parAmetro cinético es cero, por consiguiente, no hubo crecimiento
celular. Con respecto a las bacterias, P. megaterium, B. subtilis y B. pumilus, siguen siendo
los microorganismos mas sensibles a Cu, inclusive cuando hay calcio en el medio de
cultivo, aunque, para este Ultimo microorganismo hubo un leve aumento de la pmax. Se
evidencia que cuando hay Cu y calcio en el medio de cultivo, el crecimiento tiende a
disminuir con respecto al control de precipitacién, aunque es poca la disminucién, infiere

gue el metal pesado tiene un efecto sobre la cinética de crecimiento del microorganismo.

La tendencia anteriormente mencionada puede ser observada en L. sphaericus, A.
pseudofirmus, C. ammoniagenes, S. pasteurii DSM 33 y S. ureae, sin embargo, para S.
cohnii, S. pasteurii DSM 323 y DSM 276 y B. lentus, la presencia de calcio permite que las
condiciones de crecimiento mejoren, asi como también su produccién de carbonatos
(Figura 1.), siendo mas significativa en S. pasteurii DSM 276, el cual se caracteriza por
tener la mayor tolerancia a Cu de todos los microorganismos evaluados, asi como también,
la mejor producciéon en la precipitacibn de carbonatos. Estos resultados permiten
determinar que la tolerancia a Cu no solo es del microorganismo, sino que también las
variables que afectan la fisiologia de las bacterias como es la composicién del medio de

cultivo pueden influir en su crecimiento.
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Tabla3. Efecto del calcio sobre la tasa de crecimiento especifico en 13
microorganismos calcificantes expuestos a cuatro concentraciones de Cu. Ccto
indica la tasa de crecimiento en el control de crecimiento, Ca0.5 en el control de
precipitacién, Ca0.5/Cul00-Ca0.5/Cul000 en la concentracion de 100 mg/l hasta
1000 mg/l de Cu en presencia de calcio.

: . Hmax. (h™)
Microorganismo Ccto_Ca0.5  Ca0.5/Cul00  Ca0.5/Cu250 Ca0.5/Cu500 Ca0.5/Cul000
P. megaterium 0.90 1.09 0.00 0.00 0.00 0.00
B. pumilus 1.10 1.93 0.38 0.09 0.00 0.00
L. sphaericus 1.22 1.93 1.47 1.28 0.00 0.00
A. pseudofirmus 1.28 1.85 1.54 1.38 0.00 0.00
B. subtilis 1.31 1.23 0.00 0.00 0.00 0.00
S. cohnii 1.57 1.35 1.44 1.39 0.00 0.00
C. ammoniagenes 1.57 1.80 1.71 1.68 0.00 0.00
S. pasteurii DSM 33 1.80 1.77 1.53 1.54 0.00 0.00
S. pasteurii DSM 323 1.83 1.85 1.97 1.84 0.00 0.00
S. pasteurii DSM 276 1.86 1.79 2.53 2.15 0.00 0.00
A. halodurans 2.08 1.77 1.84 1.62 0.00 0.00
B. lentus 2.56 2.51 2.69 2.23 0.00 0.00
S. ureae 2.78 2.99 2.65 2.43 0.00 0.00

2.4 Discusion.

En este trabajo se evaluaron 13 microorganismos comerciales de la DSMZ hacia la
tolerancia de cuatro concentraciones de Cu. Todas las cepas estudiadas en este estudio
mostraron la capacidad de formar minerales mediante la MICP siendo mas evidente en los
tratamientos que tenian calcio en el medio de cultivo. Las 13 cepas bacterianas mostraron
diferentes perfiles de crecimiento en el rango de concentraciones evaluadas, siendo
sensibles a 500 y 1000 mg/l de Cu en presencia como en ausencia de calcio, y dando
como resultado que las cepas (DSM 33, DS 276 y DSM 323) del género Sporosarcina
fueron las que mejor tuvieron tolerancia y produccién de carbonatos a las dos menores
concentraciones de Cu (Tabla 2 y 3, Figura 3). Las especies del género Sporosarcina han
sido ampliamente aisladas y reportadas como tolerantes a metales pesados.
Ghorbanzadeh et al., (2020), emplearon la cepa S. pasteurii PTCC 1645, y encontraron
una tolerancia hasta 2 mM en presencia de cadmio, por el contrario, Achal et al., (2012) y

Kang et al., (2014). emplearon a S. ginsengisoli y S. pasteurii WJ-2 en procesos de
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remocion de arsénico y estroncio respectivamente. Por lo tanto, la capacidad y versatilidad
gue tiene este género bacteriano de crecer en presencia de diversos metales, le permite

ser seleccionada para procesos de biorremediacion.

La tolerancia al Cu depende del tiempo de cultivo, la concentracion celular, la composicion
del medio de cultivo y la capacidad de adaptacion-tolerancia de los microorganismos
(Vicentin et al., 2018). Al comparar el control de crecimiento (Ccto), y las cuatro
concentraciones de Cu en la Tabla 2 y 3, se observan diferencias en el parAmetro cinético
calculado. En presencia de Cu, y a medida que aumenta su concentracion, los
microorganismos tienen una respuesta negativa al metal, generando un estrés metabdlico
y finalmente su muerte (Gomaa, 2019; Helmi et al., 2016). Este efecto puede observarse
en la mayoria de las bacterias evaluadas a excepcion de S. pasteurii DSM 276, donde se
produce un aumento de la pmax con un valor de 2.11 y 2.18 h en los tratamientos Cul100
y Cu250 respectivamente, en comparacion con el Ccto (1.83 h?), asi como también cuando
el calcio se encuentra en el medio de cultivo, en donde para este mismos microorganismo,
a las dos menores concentraciones de Cu su parametro cinético aumenté con respecto al
control de precipitacion (Tabla 3), lo cual indica que este microorganismo tiene una alta
tolerancia al Cu y posiblemente puede emplearlo como cofactor nutricional para el
crecimiento celular (Giachino & Waldron, 2020), por tal motivo, es un candidato para su

uso en procesos de biomineralizacion de metales pesados y procesos de biorremediacion.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que la capacidad de adaptacidn-tolerancia, también
puede estar influenciada por la composicion del medio de cultivo (Aljerf & AlMasri, 2018).
Los metales pesados pueden formar un complejo con los componentes del medio de
cultivo y asi eliminarlos de la solucion, lo que resulta en una reduccién de sus
concentraciones en el cultivo (Gonzalez Henao & Ghneim-Herrera, 2021). Ademas, la
toxicidad de los metales puede verse reducida por componentes comunes de los nutrientes
del medio. Se ha demostrado que el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa mejoraba
en presencia de concentraciones inhibitorias de Cu con el aumento de las concentraciones
de nutrientes en el medio (Disi et al., 2022), dado que las células bacterianas estarian
expuestas a concentraciones de metales pesados inferiores a las indicadas, las
interacciones entre los componentes del medio y los metales pesados harian que se

sobrestimaran los valores de la tolerancia cultivo (Aljerf & AlMasri, 2018). Por tal motivo,
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se debe de tener en cuenta que, la composicion nutricional del medio de cultivo, puede
influir sobre el crecimiento celular y tolerancia a metales pesados para reflejar la situacion

real en un entorno natural.

2.5 Conclusioén.

Los resultados muestran que 10 de los 13 microorganismos evaluados con capaces de
tolerar concentraciones de Cu de 100 y 250 mg/l en presencia y ausencia de calcio, siendo
S. pasteurii DSM 276 la mas tolerante de las evaluadas. Basandose en la produccion de
carbonatos y la actividad microbiana, en este trabajo se determiné que los
microorganismos S. pasteurii DSM 276, DSM 33, DSM 323, C. ammoniagenes, S. ureaey
S. cohnii, son los mas tolerantes y con mejor produccién de carbonatos, por lo tanto, estos
microorganismos pueden ser utilizados para procesos de biomineralizacion de metales
divalentes y de biorremediacion de aguas para capturar estos contaminantes del medio

ambiente.
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3. Capitulo 2: Coprecipitacién de carbonatos
de calcio/cobre basados en la precipitacién
de carbonatos inducidos
microbiolégicamente como base para la

remocion de metales divalentes

Resumen

La precipitacion de carbonato de calcio inducida por microorganismos (MICP) es un
proceso biogeoquimico que implica la precipitacion de carbonato de calcio y la posible
coprecipitacion/inmovilizacion de otros metales divalentes. En este estudio se investigo la
capacidad de las bacterias Sporosarcina pasteurii, Corynebacterium ammoniagenes vy
Sporosarcina ureae para la bioprecipitacion de carbonato de calcio y la eficiencia de
remocién de Cu de una solucién acuosa. Los experimentos se realizaron de forma aerobia
en medios de cultivo Luria-Bertani que incluia urea y cloruro de calcio 0.5 M y dos
diferentes concentraciones de Cu. El crecimiento microbiano y la degradacion de la urea
provocaron un aumento del pH, facilitando la precipitacion de carbonato de calcio. El Cu
tuvo un efecto en la morfologia de los carbonatos, y, por consiguiente, se presentaron
diferencias en las tasas de eliminacion de este metal. La eficiencia de eliminacion del Cu
fue superior al 60% y 40% con S. pasteurii para 100 y 250 mg/I respectivamente, siendo el
microorganismo con mayor remocion de Cu en presencia de calcio. Asi pues, la eficiencia
de eliminacion de Cu durante el MICP vari6 con la concentraciébn y microorganismo

evaluado.

Palabras clave: Actividad ureasa, bioprecipitacién, biorremediacién, cobre, MICP.
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3.1 Introduccidn

La contaminacion ocasionada por metales pesados genera problemas de sostenibilidad,
siendo un problema relevante al ambito global (M. Chen et al., 2021; Jiang et al., 2019;
Rahman et al., 2020). La liberacién de estos metales pesados al medio ambiente suele
estar asociada a eventos principalmente antropogénicos, como son los vertidos de aguas
residuales de industrias de la mineria, curtido, pesticidas, entre otros (Mwandira et al.,
2017; Nagajyoti et al., 2010), y una vez que estos se han liberado al medio ambiente de
forma persistente no se pueden degradar y se bioacumulan hasta llegar a la cadena
alimentaria. Particularmente, el cobre (Cu), el cual es un oligoelemento natural presente
en todo tipo de entornos, existe en forma de compuestos, es decir, minerales de Cu y se
encuentra en el suelo, en los sedimentos, en el aire y el agua. El Cu es utilizado
ampliamente en la agricultura para controlar las enfermedades de las plantas y en muchos
otros procesos industriales (Cornu et al., 2017; Giachino & Waldron, 2020; Li et al., 2013;
Qiao et al., 2021), sin embargo, se considera un contaminante comun y peligroso, presente
en los entornos circundantes, que causa graves amenazas para la salud humana y vegetal
(Liao et al., 2020; Wang et al., 2022; Zhao et al., 2020), y dado su amplio uso, se ha

aumentado el potencial de migracién y difusion a la naturaleza.

Las metodologias convencionales para la eliminacion de Cu, como la electrorremediacion,
el intercambio y adsorcion de iones, (Bhattacharya et al., 2018; Xue, Cheng, Wang, & Wen,
2022), no son eficientes ni econdmicas, y pueden causar una contaminacién ambiental
secundaria. Por tal motivo, se han propuesto métodos biol6gicos como la biosorcion y la
fitorremediacion (Ghaed, Khalilzadeh & Marandi, 2013; He et al., 2020; Kang et al., 2015;
Li et al., 2018), aunque estos métodos requieren de un largo plazo para la inmovilizacion
del Cu, lo cual aumenta los costos del proceso (Wang et al., 2022). La precipitaciéon de
carbonatos inducida por microorganismos (MICP) se ha considerado una solucién
novedosa para este problema, en donde se han utilizado diversas especies bacterianas
para este proceso (Achal, Pan, & Zhang, 2012; Z. Chen et al., 2016; Kang & So, 2016; Ye
et al., 2021). Existen varias rutas metabdlicas para la precipitacion de carbonatos, como lo
son la desnitrificacién y la reduccién de sulfatos (Gat et al., 2014; Raveh-Amit & Tsesarsky,
2020), sin embargo, la degradacion de la urea a través de la via ureolitica empleando la
enzima ureasa, es la ruta mas reportada y eficiente en la MICP (Bibi et al., 2018; Jiang et
al.,, 2016; Qiao et al., 2021; Sarayu et al., 2014; Torres-Aravena et al., 2018). Todo el
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proceso se denomina biomineralizacion, un proceso natural, que permite que el potencial
de migracion de metales pesados pueda reducirse sustancialmente cuando se encapsulan,
inmovilizan o coprecipitan mediante la formacion de carbonatos, minimizando asi su
amenaza para los entornos circundantes (Song et al., 2021; Teng et al., 2019; Zhu &
Dittrich, 2016), generando asi un potencial proceso de biorremediacion alternativo para

suelos y aguas residuales.

En este estudio se investigo el potencial de la MICP como proceso alternativo para la
inmovilizacion, coprecipitacion o precipitacion de Cu en aguas contaminadas
artificialmente empleando tres microorganismos ureoliticos comerciales tolerantes a Cu,

obtenidos de un proceso de screening.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Cepas y medios de cultivo

Sporosarcina pasteurii DSM-276, Corynebacterium ammoniagenes DSM-20306 vy
Sporosarcina ureae DSM-320 fueron empleadas para el estudio de la MICP para remocién
de Cu. Los cultivos fueron reactivados en medio liquido Luria Bertani (LB) a pH 8.0
(Triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y NaCl 5 g/l), a una temperatura de 30 °C durante

24 horas (h) y con una velocidad de agitacion de 120 rpm.

3.2.2 Preparacion de la solucion stock de Cu

Se prepar6 una solucién stock de Cu a partir de CuCl,.2H,0 (Sigma Aldrich Co. Ltd, China)
en agua desionizada y se filtr6 a través de papel de filtro de 0.22 mm para eliminar las
impurezas. Las concentraciones de Cu trabajadas fueron obtenidas por diluciones

seriadas. La solucion stock fue almacenada a temperatura ambiente.
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3.2.3 Precipitacion de carbonatos inducidos

microbiol6gicamente.

Los cultivos puros fueron inoculados en 100 ml de medio LB a pH 8.0, las condiciones de
crecimiento fueron a 30 °C durante 24 h a una velocidad de agitacion de 120 rpm hasta
alcanzar 1x108 células/ml. La produccion de carbonatos fue determinada usando un medio
de precipitacién en 200 ml de medio LB pH 8.0, suplementado con urea y CaCl. 0.5 M,
NiCl> y ZnCl, 10 pM. Las cepas bacterianas fueron incubadas por 7 dias a 30 °C a una
velocidad de 120 rpm, se recolectaron alicuotas diarias hasta cumplir los dias de
incubacién. Los medios de cultivo sin inoculacién de bacterias se emplearon como control

negativo. Todos los tratamientos fueron evaluados por triplicado.

3.2.4 Inmovilizacién-Coprecipitacion de Cu

La remocion de Cu fue evaluada cultivando a S. pasteurii DSM-276, C. ammoniagenes
DSM-20306 y S. ureae DSM-320 en el medio de precipitacion anteriormente mencionado,
suplementado con 100 y 250 mg/l de Cu. Las cepas bacterianas fueron incubadas por 7
dias a 30 °C y 120 rpm, se recolectaron alicuotas diarias hasta cumplir los dias de
incubacién. Se evalu6é un medio de precipitacion con la misma composicién nutricional,
pero sin la adicion de CaCl, 0.5 M, las condiciones de cultivo fueron las mismas
anteriormente mencionadas. Los medios de cultivo sin inoculacion de bacterias se
emplearon como control negativo, los medios de cultivo sin Cu y con inéculo se utilizaron

como control de crecimiento. Todos los tratamientos fueron evaluados por triplicado.

3.2.5 Métodos analiticos

= Crecimiento celular. Se us6 un espectrofotometro UV-Visible Genesis 10 marca
Thermo Scientific a una longitud de onda de 600 nm y un microscopio 6ptico CX31
marca Olympus junto con camara de Neubauer (Achal et al., 2009) para determinar
el crecimiento celular. La tasa especifica de crecimiento se calcul6 con los datos
del crecimiento celular en la fase exponencial de cada microorganismo.

» Actividad ureasa. La actividad ureasa fue determinada empleando el método del
fenol-hipoclorito (Natarajan, 1995). El cloruro de amonio (50-1000 pM) fue

empleado para la curva de calibracion. Los cultivos se centrifugaron a 12000 rpm
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por 5 minutos, 250 uL del sobrenadante fueron afiadidos a una mezcla que contenia
1 ml de buffer fosfato de potasio 0.1 M (pH 8.0) y 2.5 mL de urea 0.1 M. La mezcla
fue incubada a 37 °C por 5 minutos, posteriormente, se afiadié6 1 mL de fenol
nitroprusiato e hipoclorito alcalino y se incub6 por 25 minutos a 37 °C. Terminada
la incubacién, se midi6 la absorbancia en un espectrofotémetro UV-Visible Genesis
10 marca Thermo Scientific a una longitud de onda a 626 nm. La cantidad de
enzima en la suspensién bacteriana que hidrolizaba 1 pmol urea/minuto fue
definida como una unidad de enzima ureasa.

= Oxigeno disuelto y pH. Las medidas de pH y oxigeno disuelto se realizaron en un
equipo multiparamétrico HACH HQ30d, acoplado con una sonda de pH (PHC101)
y oxigeno disuelto luminiscente (HACH-LD0O10101).

= Concentracion de calcio en solucidon. El calcio se midié por el método de
valoracion EDTA, segun el método descrito en Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (3500-Ca B), utilizando como indicador el
Eriochrome Blue Black R.

= Concentraciéon de Cu en solucion. El contenido de Cu en el medio de cultivo para
cada bacteria y concentracion evaluada fue determinado en un espectrofotémetro
de absorcién atomica (Perkin Elmer - Analyst 400, USA) posterior a una hidrolisis
acida. La eficiencia en la inmovilizacién-coprecipitacion de Cu fue calculada segun

la ecuacion (9):

L e, o ci—C
Eficiencia inmovilizacion/coprecipitacion (%): % x 100 (9)
i
donde Ci y C: son la concentracién de iones Cu?* antes y después de la remediacion

respectivamente.

» Caracterizacion de los precipitados por SEM/EDX. La morfologia superficial de
los cristales de carbonatos sintetizados, se observaron en un microscopio
electronico de barrido (SEM) marca JEOL JSM 5910-LV con espectrometro EDX
marca OXFORD 7324 con resolucién de 133 eV, a un voltaje de 20 Kv, corriente
de 85 mAy electrones retroproyectados, para determinar la composicion elemental
de la superficie del cristal. La medicién promedio de los granos se realizé

empleando el software ImageJ 1.52v.



33

3.2.6 Andlisis estadisticos

Todos los datos experimentales se expresaron como medias + desviacion estandar de tres
réplicas y se analizaron con el paquete estadistico Stat-graphics Centurién XVI, versién
16.1.03.

3.3 Resultados

3.3.1 Crecimiento celular

En la Figura 4 se muestran los perfiles de crecimiento microbiano durante los experimentos
a escala de erlenmeyer empleando dos concentraciones de Cu en presencia y ausencia
de cloruro de calcio 0.5 M. Se observé de manera general que los tres microorganismos
no tienen una fase de adaptacién ni de muerte, sino que tienen un crecimiento exponencial
desde el tiempo cero de la experimentacion hasta las 48 horas, posterior a eso, el
crecimiento se vuelve constante ingresando a la fase estacionaria, continuando asi hasta
el final de la incubacién. Sin embargo, para S. pasteurii a las dos concentraciones de Cu
evaluadas, la fase exponencial se alarga hasta las 72 horas de incubacién en los
tratamientos con y sin calcio (figura 4a - d), indicando que este microorganismo tiene una
mejor capacidad metabdlica y de crecimiento que S. ureae y C. ammoniagenes. En la
Figura 4c y d, se observa que la ausencia de calcio tiene un efecto sobre el crecimiento
celular de todos los microorganismos, haciendo que su poblacién se disminuya hasta tres
veces mas que en presencia de este, indicando asi el efecto téxico que tiene el Cu sobre

el crecimiento celular.
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Figura 4. Curvas de crecimiento celular a dos concentraciones de Cu con respecto al

tiempo en presencia y ausencia de cloruro de calcio 0.5 M para S. pasteurii DSM-276
(Sp), C. ammoniagenes DSM-20306 (Ca) y S. ureae DMS-320 (Su), a) Cambios en la
biomasa a 100 mg/l de Cu y 0.5 M de calcio. b) Cambios en la biomasa a 250 mg/l de
Cu y 0.5 M de calcio ¢) Cambios en la biomasa a 100 mg/l de Cu. d) Cambios en la

biomasa a 250 mg/l de Cu

En la Tabla 4 se puede detallar la tasa especifica de crecimiento celular (Umax), €en donde

se puede mencionar que los tres microorganismos evaluados tienen las mejores
condiciones de cultivo a 100 mg/l de Cu, seguido del tratamiento con 250 mg/l, se observa

gue en ausencia de Cu e incluso en ausencia del ion calcio la pmax disminuye, lo cual puede

implicar que la presencia de este metal pesado en el medio de cultivo puede tener una

mejora en su actividad metabdlica. Por el contrario, cuando en el medio de cultivo hay Cu

como Unico ion divalente, la pmax disminuye considerablemente, haciendo que los

microorganismos no crezcan de forma adecuada y llevando al estrés metabdlico por la

presencia de este metal pesado. Cabe mencionar que, aunque los microorganismos no

tienen un buen crecimiento, S. pasteurii es el microorganismo que tiene un mejor

crecimiento bajo estas condiciones.

La mayor

Mmax calculada para todos los
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microorganismos fue a 100 mg/I de Cu, siendo S. pasteurii con 1.45 h' la mayor de todos,
seguido de S. ureae con 1.30 h' y C. ammoniagenes con 1.26 h?, la menor pmax
encontrada fue en presencia de Cu a 250 mg/l, en donde oscil6 entre 0.32y 0.57 h?, siendo
esto posiblemente ocasionado por la falta de micronutrientes tales como el calcio, que
pueden llegar a aumentar su actividad metabodlica y por consiguiente su tasa de

crecimiento celular.

Tabla4. Tasa especifica de crecimiento especifico en tres microorganismos
calcificantes expuestos a dos concentraciones de Cu. Nota: Ccto indica la tasa de
crecimiento en el control de crecimiento, Ca0.5 en el control de precipitacion a 0.5 M
de calcio, Ca0.5/Cul00 y Ca0.5/Cu250 en la concentracion de 100 mg/l y 250 mg/I
de Cu en presencia de calcio 0.5 M, Cul00 y Cu250 en la concentracién de 100 mg/I
y 250 mg/l de Cu.

Hmax. (h™)

Microorganismo Ccto Cad5 Ca0.5/Culoo Ca0.5/Cu250 Cul00 Cu250

S. pasteurii DSM-276 1.09 1.12 1.45 1.44 0.64 0.57

C. ammoniagenes DSM-

20306 1.06 1.11 1.26 1.23 0.36 0.35

S. ureae DSM-320 1.01 1.06 1.30 1.11 0.37 0.32
3.3.2 pH

El comportamiento del pH de S. pasteurii, C. ammoniagenes y S. ureae se presenta en la
Figura 5. Para todos los ensayos con microorganismos y en ambas concentraciones de Cu
en presencia y ausencia de calcio, se observa que en general, el pH disminuye tras afiadir
ureay cloruro de calcio en el medio hasta un pH de 7.0, producto de la metabolizacion de
estos compuestos, luego empieza a aumentar posterior a las 24 h, alcanzando un valor
aproximado de 8.0 en los tratamientos que tienen calcio, y un valor de 7.6 en los
tratamientos de solo Cu, el cual, para ambos casos, es estable desde el final de la
incubacién. Por el contrario, en el control, el pH no disminuy6 en los primeros dias y se
mantuvo constante hasta el final de la experimentacién. El pH inicial de todos los cultivos
fue de aproximadamente 8.5, en donde se observa en la Figura 5a-d, que en las primeras
24 h de incubacion disminuyé a 7.0 (1.5 unidades de pH) en los tratamientos con solo
calcio, 0.9 unidades de pH en los de Ca0.5/Cu a ambas concentraciones, 0.5 unidades de
pH en los de crecimiento, 1.44 unidades de pH a 100 mg/l de Cu y 1.8 unidades de pH en
presencia de Cu 250 mg/l. Durante el proceso, se observa que el pH, en casi todos los

ensayos disminuye por debajo de 8.0 y vuelve a aumentar por encima de este valor, a
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excepcion en los tratamientos de calcio y Cu a 100 mg/l, donde el pH final oscil6 entre 7.91

y 7.96, asi como también en los tratamientos de Cu a 100 y 250 mg/I donde varia entre 7.6

y 7.7 respectivamente. El valor de pH mas alto alcanzado en los tratamientos de calcio y

crecimiento fue de 8.24 y 8.2 respectivamente para S. ureae, por el contrario, se obtuvo

un valor maximo de 7.96 y 8.06 en los tratamientos de Cu a 100 y 250 mg/l respectivamente

en la escala de pH con S. pasteurii.
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Figura 5. Curvas de pH a dos concentraciones de Cu con respecto al tiempo en

presencia y ausencia de cloruro de calcio 0.5 M para S. pasteurii DSM-276 (Sp), C.
ammoniagenes DSM-20306 (Ca) y S. ureae DMS-320 (Su), a) Cambios en el pH a 100
mg/l de Cuy 0.5 M de calcio. b) Cambios en el pH a 250 mg/l de Cu y 0.5 M de calcio
¢) Cambios en el pH a 100 mg/l de Cu. d) Cambios en el pH a 250 mg/l de Cu.
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3.3.3 Oxigeno disuelto

La Figura 6, muestra el comportamiento del oxigeno disuelto (OD) en solucion durante 7
dias, en los tratamientos con Cu en ausencia y presencia de calcio y crecimiento de S.
pasteurii, C. ammoniagenes y S. ureae, incluyendo controles negativos. El OD en la
solucion muestra un descenso significativo entre las 24 y 48 h (Figura 6a-d), en todos los
tratamientos evaluados el oxigeno (O2) esta por debajo de 2 mg/l, posteriormente,
desciende hasta un valor aproximado de 0.5 mg/l, indicando una alta captacion de O; y
actividad metabdlica por parte de todos los microorganismos. Sin embargo, a 250 mg/l de
Cu (figura 6d) se observa que la disminucion del OD llega hasta las 72 horas, en la cual,
empieza a aumentar considerablemente hasta casi alcanzar el valor del control negativo.
A partir de las 72 y 96 h, se observa el aumento del OD en los tratamientos en presencia
de Cu, indicando una toxicidad de este metal sobre la biomasa, por el contrario, en los
demas tratamientos en presencia de solo calcio y el control de crecimiento, el O, empieza
a aumentar a partir de las 120 h, lo que se interpreta como el inicio de la muerte celular,
evidenciado por el hecho de que no hay consumo de O; por parte de los microorganismos.
En el control negativo, no se observa ningun cambio a lo largo de la experimentacion,
estando siempre por encima de 6.5 mg/l. Cabe destacar, que cuando no hay calcio en el
medio de cultivo, la concentracién de Cu tiene un efecto en la tasa de respiracion de los
microorganismos, siendo mas evidente a 250 mg/l, en donde a las 48 y 72 horas no hay
una disminucion del OD por debajo de 1 mg/l, y que, a partir de las 96 horas, el OD aumenta

hasta un valor que oscila entre 3y 6.5 mg/l.
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Figura 6.

Curvas de oxigeno disuelto a dos concentraciones de Cu con respecto al

tiempo en presencia y ausencia de calcio 0.5 M para S. pasteurii DSM-276 (Sp), C.
ammoniagenes DSM-20306 (Ca) y S. ureae DMS-320 (Su), a) Cambios en el OD a 100
mg/l de Cuy 0.5 M de calcio. b) Cambios en el OD a 250 mg/l de Cuy 0.5 M de calcio
¢) Cambios en el OD a 100 mg/l de Cu. d) Cambios en el OD a 250 mg/l de Cu.

3.3.4 Actividad ureasa

La actividad ureasa de S. pasteurii, C. ammoniagenes y S. ureae se evalud individualmente

en cada tratamiento mediante la cuantificaciéon del amonio liberado durante la ureélisis. La

Figura 7a, muestra un aumento de la actividad ureasa con respecto al tiempo de cultivo,

alcanzando valores méaximos a las 48 h con 562 U/ml para S. pasteurii, 553 U/ml para C.

ammoniagenes y 373 U/ml para S. ureae para el cultivo con 0.5 M de calcio, también, a

las 48 h se obtuvo un valor maximo en presencia de calcio y Cu a 100 mg/l con 468, 436 y

412 U/ml para S. pasteurii, C. ammoniagenes y S. ureae respectivamente, asi como

también se obtuvo en este tiempo un valor maxima de actividad ureasa de 333, 330y 310
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U/ml a 250 mg/l de Cu y calcio para S. pasteurii, S. ureae y C. ammoniagenes
respectivamente. A partir del cuarto dia, la actividad ureasa de todos los microorganismos
empieza a disminuir principalmente en los tratamientos que tienen calcio y Cu , llegando a
ser menor a 100 U/ml a 250 mg/l y menor a 300 U/ml a 100 mg/I (Figura 7a), indicando asi
que el aumento de la concentracién de Cu en el medio de cultivo tiene un posible efecto
sobre la actividad metabdlica y por consiguiente la produccién de la enzima ureasa, lo cual

puede repercutir en la disminucion de carbonatos.
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Figura 7. Actividad ureasa a dos concentraciones de Cu con respecto al tiempo en
presencia y ausencia de calcio 0.5 M para S. pasteurii DSM-276 (Sp), C.
ammoniagenes DSM-20306 (Ca) y S. ureae DMS-320 (Su). a) Cambios en el actividad
ureasa a 100 y 250 mg/l de Cu en presencia de calcio 0.5 M de calcio. b) Cambios en
el actividad ureasa a 100 y 250 mg/I de Cu.

Por el contrario, es muy evidente que cuando no hay calcio en el medio (Figura 7b), la
actividad ureasa disminuye a la mitad en contraste cuando el calcio se encuentra presente.
En los tratamientos con Cu a 100 mg/l, se obtiene un valor de 310 U/ml, 293 U/ml y 287
U/ml, para S. pasteurii, C. ammoniagenes y S. ureae respectivamente. Sin embargo, la
disminuciéon mas significativa se presenta para la concentracion de 250 mg/l de Cu, en

donde para los tres microorganismos su actividad ureasa no sobrepasa las 100 U/ml.

3.3.5 Calcio en solucidon

La solucién de precipitacion de carbonatos afiadida en todos los experimentos tiene como
fuente de calcio cloruro de calcio (CaCl.) 0.5 M, lo que corresponde a una concentraciéon

inicial de calcio de aproximadamente 55000 mg/l. Los valores de calcio en solucion,
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correspondientes al tiempo cero fueron los mismos para todos los tratamientos, estando
siempre por encima de 50000 mg/l para cada uno de los microorganismos evaluados. La
Figura 8a, muestra el comportamiento en el tiempo del porcentaje de calcio en el medio de
cultivo, para los diferentes tratamientos en presencia de calcio 0.5 M y Calcio-Cu en
solucién. El porcentaje de calcio se calculé a partir de mediciones del calcio en soluciéon

en cada momento con relacidon con la concentracion inicial del calcio.

10000 e 12,00
90,00 + Ca0.5-5p
~ 8000 + ——Ca0.5-Ca 10,00
£ 2000 - Ca055u SSp OCa Bsu
i s0o 1 } spca05/cuto0 & 8,00
g ] N Ca-Ca0.5/Cu100 @
2 50,00 + H‘\ Su-Ca0.5/Cu100 ® 600
8 4000 - " - + - Ca-Ca0.5/Cu250 5
2 00 N, ~-splansfeaso 8, o
8 1 LN --8--5y-Ca0.5/Cu250 o
20,00 - AN —C()
10,00 — N 2,00
1 ' " "ian-«.__‘__
0,00 e ooy
0 u 48 7 % 120 144 0,00 T '
A. Tiempo () B Ca0.5 Ca0.5/Cul00 Ca0.5/Cu250
Figura 8. Comportamiento del calcio en solucién y produccion de carbonatos en S.

pasteurii DSM-276 (Sp), C. ammoniagenes DSM-20306 (Ca) y S. ureae DMS-320 (Su).
a) porcentaje de calcio disponible en solucion en presencia y ausencia de dos
concentraciones de Cu. b) produccién de carbonatos a 0.5 M, 100 y 250 mg/l de Cu

En detalle, a las 24 h, el calcio en soluciéon disminuy6 rapidamente en todos los
tratamientos con S. pasteurii, C. ammoniagenes y S. ureae cuando solo se encuentra este
metal presente en el medio de cultivo llegando a estar disponible entre el 34%, 47% y 58%
respectivamente, por el contrario, cuando hay Cu en el medio, el porcentaje disponible de
calcio no disminuye progresivamente, haciendo que la formacion de carbonatos de calcio
sea mas lenta a las 24 h. A partir de las 48 h, cuando Unicamente se encuentra el calcio,
la precipitacion de carbonatos de calcio se detiene, dado que no hay disponibilidad de este
metal para la formacion del mineral. Sin embargo, se puede observar que cuando hay Cu
en el medio y dependiendo de la concentracion, el calcio disponible en solucion no
disminuye como en el caso anterior, sino que, posiblemente la presencia del Cu pueda
competir activamente en los puntos de nucleacién de los carbonatos en la formacion de
carbonato de calcio, permitiendo que se genere una coprecipitacion o inmovilizacion,

facilitando la formacion de carbonato de cobre o carbonato de calcio con Cu sobre la
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superficie del mineral. Por el contrario, en el control negativo, se observa que el calcio en
soluciébn se encuentra en una media del 98% durante todo el proceso. Este
comportamiento apoya el hecho de que la precipitacion de carbonatos se debe
principalmente a la accibn de microorganismos y no a una precipitacion quimica. El
comportamiento descrito confirma que en el medio hay cationes de calcio disponibles para
unirse a los carbonatos y precipitar hasta 48 h después del inicio del tratamiento cuando
solo hay calcio en el medio de cultivo, 72 h cuando hay presencia de Cu a 100 mg/l'y 96 h
cuando el Cu se encuentra a 250 mg/l. Transcurrido este tiempo, el calcio disponible es
inferior al 5%. Por lo tanto, la precipitacion de carbonatos mediada por la MICP se produce
principalmente a los tres, cuatro y cinco dias de tratamiento de calcio, calcio-Cu a 100 mg/I
y calcio-Cu a 250 mg/l respectivamente, esto, con un Gnico suministro de microorganismos

y solucién de precipitacion.

3.3.6 Produccién de carbonatos

Al final del ensayo, en los tratamientos que contenian calcio 0.5 M, se encontr6 un
precipitado sélido en el fondo del erlenmeyer y se separé del medio liquido. En los
controles de crecimiento y negativo, no se encontré ningun precipitado. La Figura 8b
muestra la cantidad de precipitado obtenido en los ensayos con las bacterias evaluadas.
En todos los tratamientos se obtuvo una cantidad de carbonatos por encima de 5 gramos
(9), en donde se puede detallar que S. pasteurii es el microorganismo que mayor cantidad
de carbonatos produce al final de la experimentacidén en presencia de calcio 0.5 My en el
tratamiento con Cu a 100 mg/l con 0.5 M de calcio, seguido de C. ammoniagenes y S.
ureae en los tratamientos con calcio, sin embargo en presencia de las dos concentraciones
de Cu y calcio, estos dos microorganismos producen una cantidad de carbonatos similar,

la cual oscila entre 5.2 — 6.3 g, siendo la menor produccion a 250 mg/l de Cu.

Como se menciond al principio, S. pasteurii es el microorganismo que mayor cantidad de
carbonatos producidos, con 10 y 9.3 g en los tratamientos con calcio 0.5 M-Cu 100 mg/l y
calcio 0.5 M respectivamente, por el contrario, a 250 mg/l de Cu, la cantidad de carbonatos
precipitados disminuye a 6.3 g, indicando que el posible aumento de la concentracion de
este metal tiene un efecto sobre la produccion del mineral. En contraste, a las dos

concentraciones de Cu en solucion en ausencia de calcio, la precipitacion de carbonatos
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no se evidencio al final de la experimentacion para ninguno de los microorganismos, esto
puede ser debido a que como se mencioné anteriormente con la actividad ureasa, el Cu
puede afectar la actividad biologica de la enzima, inhibiendo la reaccion de urea para la
formacion de carbonatos, los cuales, no estuvieron disponibles en el medio, y por

consiguiente no se obtuvo precipitacion alguna.

3.3.7 Inmovilizacion-Coprecipitacién de Cu.

Se puede observar en la Figura 9, las curvas de disminucién de Cu en solucién a las dos
concentraciones evaluadas para los tres microorganismos en presencia y ausencia de
calcio, se puede determinar que a 100 mg/l de Cu y calcio 0.5 M, que en C. ammoniagenes
y S. ureae alas 48, 96 y 144 h, se evidencia un aumento en la concentracion de Cu (figura
6a), lo cual puede implicar que exista procesos de disolucién de este elemento en los
minerales que se estan formando, este comportamiento se observa también a las 72 'y 144
h para C. ammoniagenes a 250 mg/l de Cu y calcio 0.5 My a las 144 h en S. ureae para
esta misma concentracion (Figura 9b). Sin embargo, para S. pasteurii, no se observa esta
tendencia, sino que el Cu en solucién disminuye con respecto al tiempo tanto en 100 como
250 mg/l en presencia de calcio. En contraste, cuando el Cu se encuentra como Unico ion
divalente en el medio de cultivo, se puede evidenciar que la remocién de este no es
efectiva, obteniendo asi que, para todos los microorganismos, la concentracion de Cu no
disminuya de 90 y 240 mg/l, indicando la alta disponibilidad de este, pero sin una
disminucion considerable. Esto puede ser debido y en concordancia a la actividad ureasa
(Figura 7b), y ausencia de carbonatos para estas dos concentraciones de Cu en donde la

proteina pierde su actividad, haciendo que se desnaturalice.
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Figura 9. Remocién de dos concentraciones de Cu con respecto al tiempo en

presencia y ausencia de calcio 0.5 M en S. pasteurii DSM-276 (Sp), C. ammoniagenes
DSM-20306 (Ca) y S. ureae DMS-320 (Su). (a) Remocién de Cu a 100 mg/l en
presenciay ausencia de calcio. (b) Remocién de Cu a 250 mg/l en presencia y ausencia
de calcio.

La inmovilizacion/coprecipitacién de Cu en S. pasteurii, C. ammoniagenes y S. ureae en el
medio de cultivo a dos concentraciones diferentes (100, 250 mg/l) en presencia de calcio,
fue evaluado durante 7 dias de incubacion. Los tres microorganismos seleccionados,
mostraron una eficiencia de inmovilizacién/coprecipitacion a las dos concentraciones
estudiadas. Para la concentracion de 100 mg/l de Cu, las tasas de eliminacién fueron de
64%, 42% y 39% para S. pasteurii, S. ureae y C. ammoniagenes respectivamente, y de
45%, 36% y 26% para S. pasteurii, S. ureae y C. ammoniagenes respectivamente a 250
mg/l de Cu. S. pasteuri tuvo un mejor rendimiento en la eficiencia de
inmovilizacion/coprecipitacion en ambas concentraciones de Cu en comparacién a S.
ureae y C. ammoniagenes, indicando su alta tolerancia, actividad metabdlica y capacidad
de remocibn de este metal pesado. Por el contrario, la eficiencia en la
inmovilizacion/coprecipitacion es menor al 10% cuando solo se encuentra Cu en el medio
de cultivo para ambas concentraciones, indicando asi la toxicidad que este genera sobre

el crecimiento celular y la actividad metabdlica.

3.3.8 Caracterizacion de los precipitados.

Las imagenes SEM muestran que los diferentes precipitados producidos por S. pasteurii
DSM-276, y sus caracteristicas morfolégicas (figura 10a-c). Los precipitados a 0.5 M de
calcio son en su mayoria esféricos (Figura 10a) y de gran tamafio (22.7 um) junto con

precipitaciones anedrales, por el contrario, cuando el calcio se encuentra con Cu a 100
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mg/l, la morfologia de los granos tiene un aspecto anedral, con un tamafio aproximado de
5 um (Figura 10b). Sin embargo, cuando la concentracion de Cu aumenta, se pueden
observar precipitados esféricos distribuidos en forma de racimos (Figura 10c), junto con la

formacion de granos anedrales, los cuales tienen un tamafio de 20.8 y 4.3 um

respectivamente.
Elementos % en Peso
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0 5375
Ca 3050
Elementos % en Peso
C 33.46
0] 29.21
Ca 5.61
Cu 31.72
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Cu 1.96
2@kl 4 <2, 656 16 1542 BEC L : Zn 1.94
Figura 10. Imégenes de SEM a alta magnificacion, mostrando los carbonatos

sintetizados por la accion mediada de S. pasteurii DSM-276. (a) imagenes SEM/BSE
de los precipitados a 0.5 M Ca; (b) imagenes SEM/BSE de los precipitados a 100 mg/!
de Cuy 0.5 M Ca. (c) imagenes SEM/BSE de los precipitados a 250 mg/l de Cuy 0.5
M Ca. El rombo rojo indica el punto de analisis del EDX (Fig. 10 d-f).
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Se utilizé un andlisis EDX (figura 10 d-f) para confirmar la presencia de Cu en el precipitado
(tabla adjunta en la Figura 10). Este andlisis revel6 que a 100 mg/l de Cu y calcio 0.5 M, la
proporcién de atomos de Cu y calcio fue de 31.72% y 4.01% respectivamente, indicando
gue existe una precipitacion de carbonatos de cobre y calcio, por el contrario, cuando se
aumento la concentracion, la proporcion de atomos fue de 61.35% para el calcio y 1.96%
para el Cu, permitiendo asi inferir que el Cu se encuentra sobre la estructura cristalina del
carbonato formado. También se evidencié la presencia de carbono (C) y oxigeno (O),
atomos caracteristicos de los minerales carbonatados, asi como también el Zn, esto puede

estar relacionado con la composicién del medio de cultivo LB.

3.4 Discusion

En este estudio, se evaluaron tres microorganismos, S. pasteurii DSM-276, C.
ammoniagenes DSM-20306 y S. ureae DSM-320, para la inmovilizacion de Cu y la
precipitacién de minerales carbonatados, durante el crecimiento microbiano en un medio
de cultivo con presencia y ausencia de calcio. Como resultado, en todos los tratamientos
hubo un aumento en los niveles de pH, biomasa y actividad ureasa, asi como también una
disminucion en el OD, % de calcio y Cu en solucién debido al crecimiento microbiano y a
la descomposicion de la urea, creando un entorno favorable para la precipitacion de
carbonatos de calcio y Cu. Se puede observar una correlacion en el comportamiento de
las variables, entre las 48 y 72 horas de incubacién, donde se genera la mayor actividad
celular. Sin embargo, el aumento del pH, biomasa y actividad ureasa dependen de la
concentracion de Cu en el medio y de la presencia o no de calcio como en el caso de la
biomasa y la actividad ureasa que disminuyen considerablemente en ausencia de calcio.
(Figura 4c y d, Figura 7b). Varias autores reportan, que el Cu es un micronutriente para el
crecimiento celular, dado que esta implicado en la produccion de varias metaloenzimas,
sin embargo, las altas concentraciones pueden generar un efecto toxico sobre el
crecimiento celular y la actividad enzimatica, por consiguiente, pueden afectar la MICP
como la formacién de cristales de carbonato (Cui et al., 2018; Gadd & Pan, 2016; Kumari
et al., 2016; Tchounwou et al., 2012). Warren et al., (2001), descubrieron que utilizando la
MICP a 100 mg/l de Cu se dificultaba su eliminacion, comparable con el limite superior de
los efectos microbianos observados en la presente investigacion a concentraciones de
alrededor de 250 mg/l. Kim et al., (2021), encontraron que los complejos de carbonato de

Cu en las superficies de la calcita y la vaterita pueden dificultar la posterior sorcion, asi
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como el crecimiento o disolucién del mineral, lo que se puede observar en el
comportamiento del Cu a las 48 y 96 h en C. ammoniagenes y S. ureae (Figura 9a) y a las
144 h en (Figura 9b). Esto puede explicar la limitada eliminacion de Cu en estos

experimentos, incluso cuando se espera la presencia de minerales carbonatados.

El pH es otro factor clave que rige el proceso de la MICP, las condiciones de pH superiores
a 8.0, favorecen la formacion de carbonatos a partir de bicarbonato (Achal & Mukherjee,
2015), ademés, el pH influye en la solubilidad y biodisponibilidad de Cu, siendo mas
eficiente el proceso en un medio semi-alcalino (pH 7.5 — 8.5) (Hashim et al., 2011). Los
experimentos con las dos concentraciones de Cu indican que la modificacion del pH
conduce a la eliminacion del calcio (Figura 8a), sin embargo, con el aumento de la
concentracion de Cu se disminuyé el consumo del calcio, aunque fue completa después
de 96 horas.

La ureasa se ha aplicado ampliamente para realizar la hidrdlisis de la urea. Los iones de
amonio (NH*") e hidroxilo (OH) se consideran indicadores clave para describir el grado de
hidrdlisis de la urea (Fisher et al., 2017; Sun et al., 2021; Wang et al., 2022). La actividad
ureasa es un indicador importante que determina el crecimiento y reproduccion de las
bacterias ureoliticas durante el proceso de biomineralizacion. Ademas, cuanto mayor es la
actividad ureasa, mayor es la resistencia de las bacterias ureoliticas frente al Cu (Song et
al., 2021), teniendo en cuenta que el Cu puede impedir significativamente el crecimiento y
la reproduccién de las bacterias (Achal et al., 2011; X. Chen & Achal, 2019; Giachino &
Waldron, 2020; Islam et al., 2016; Kang et al., 2016). Estudios recientes indican que la
eficiencia de inmovilizacion del Cu generalmente se mantiene a niveles bajos en
comparacion con otros metales pesados (Achal et al., 2011; Achal, Pan, & Zhang, 2012;
Achal, Pan, Zhang, et al., 2012; Arias et al., 2017, 2019; X. Chen & Achal, 2019; He et al.,
2020), esto se debe a que los iones de Cu se unen a los grupos funcionales de la enzima
ureasa y, como resultado, su estructura proteica se maodifica, lo que provoca su
desnaturalizacion e inactivacion (Krajewska, 2008; Sepulveda et al., 2021). Lo anterior
concuerda con los resultados de remocién de Cu en los tratamientos sin calcio (Figura 9b),
donde la remocion no fue superior al 10%. Mugwar & Harbottle, (2016), y Duarte-Nass et
al., (2020), sugirieron que el aumento de la concentracion inicial de urea podria mejorar la

resistencia y tolerancia de las bacterias ureoliticas contra la toxicidad del Cu, sin embargo,
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cuanto mayor sea la concentracion de urea, mayor sera el pH, por consiguiente, se
aumenta el potencial de formacién de complejos desfavorables para su inmovilizacién
(Arias et al., 2017, 2019; Duarte-Nass et al., 2020; Mugwar, 2015; Mugwar & Harbottle,
2016; Xue, Cheng, Wang, Qin, et al., 2022), como es el caso del Cu tetramina, un complejo
de Cu-NH* que se forma a partir de pH 8.5 (Duarte-Nass et al., 2020; Xue, Cheng, Wang,
& Wen, 2022), el cual impide la inmovilizacién o coprecipitacion de este metal. Esta pudo
ser la razdén por la cual, la remocién de Cu fue menor del 10% cuando se evalué este metal
pesado en ausencia de calcio. Para evitar la formacién de estos complejos, se han
realizado simulaciones en donde evaltan la MICP y su inmovilizacion de Cu en dos pasos
(Sepulveda et al., 2021; Xue, Cheng, Wang, & Xie, 2022). En el primer paso, se inocula el
microorganismo en un medio de cultivo con una concentracion conocida de urea,
posteriormente, la biomasa es separada para descartar el amonio y los iones hidroxilo para
evitar la formacién del complejo de Cu-NH*', luego, se modifican las condiciones de pH
reduciendo la proporcién de inoculacién, denominada también segundo paso. Como
resultado, la eficacia de la inmovilizacién del Cu aumenta, incluso cuando se somete a
concentraciones de Cu mas elevadas, por lo que, el uso de la biomineralizacién en dos
pasos para asegurar la actividad de la ureasa y también para modificar las condiciones de
pH se considera de gran necesidad cuando se aplica la tecnologia MICP para remediar

cuerpos de agua y suelos ricos en Cu.

3.5 Conclusion

El Cu tuvo un efecto en la mineralogia del carbonato, la forma y la cristalinidad de estos,
y, por consiguiente, dieron lugar a diferencias en las tasas de eliminacion de este metal.
La eficiencia de eliminacion del Cu fue superior al 60% y 40% con S. pasteurii a 100 y 250
mg/l respectivamente, siendo el microorganismo con mayor remocion de Cu en presencia
de calcio. Estos resultados indican que el Cu en el proceso de la MICP puede coprecipitar
junto con el carbonato de calcio, precipitar como carbonato de Cu, hasta incluso, ser
inmovilizado en la estructura cristalina a través de reacciones mediadas biol6gicamente
gue pueden afectar la mineralogia y morfologia de los minerales precipitados. La
precipitacién microbiana de carbonatos en presencia de cationes divalentes es importante
para la desintoxicacién de suelos y aguas contaminados, asi como para la sintesis de
nuevos carbonatos metalicos que forman carbonatos poco solubles. Por lo tanto, la

cristalizacion de carbonatos inducida por microorganismos representa una tecnologia
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emergente y prometedora para la eliminacion de metales pesados en la sintesis de

minerales carbonatados en el medio ambiente.
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4. Capitulo 3: Sintesis in vitro 'y
caracterizacion mineralégica de carbonatos
de calcio/cobre sintetizados

microbiolégicamente

Resumen

La precipitacion de carbonatos es un aspecto importante de la biomineralizacién, y se ha
investigado ampliamente debido a su amplia gama de implicaciones tecnolégicas. En
comparacion con los minerales producidos inorganicamente, los biominerales suelen tener
sus propias propiedades especificas, incluyendo un tamafio Unico, cristalinidad y
oligoelementos. Este estudio investigb la capacidad de Sporosarcina pasteurii,
Corynebacterium ammoniagenes y Sporosarcina ureae en la bioprecipitacion de carbonato
de calcio y como el Cu puede afectar las propiedades mineral6gicas de los cristales
sintetizados. La caracterizacién mineralégica de los precipitados se realiz6 mediante el
analisis por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier, difraccion de rayos X y
microscopia electrénica de barrido acoplada a EDX. Se determin6é que la mineralogia,
habitos, tamafos y cantidades de los carbonatos sintetizados varié segun la concentraciéon
de Cu y calcio a la que fueron producidos, encontrando en mayor proporciéon habitos
esféricos y anedrales con tamafios que oscilaban entre 5-23 uym. EI DRX confirmdé la
presencia de calcita y vaterita como polimorfos de los carbonatos, asi como también la
presencia de malaquita en S. pasteurii a una concentracion de 100 mg/l de Cu en presencia
de calcio. Asi pues, la mineralogia, composicion y tamafio de los precipitados varié por la

presencia del Cu y la composicién del medio de cultivo.

Palabras clave: Bioprecipitacion, cobre, MICP, mineralogia, propiedades.
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4.1 Introduccidn

Los procesos microbianos que unen metales y forman minerales estan muy extendidos y
representan una parte fundamental de los ciclos biogeoquimicos clave (Cheung & Gu,
2007; Cui et al., 2018; Cuthbert et al., 2012; Gomez et al., 2019). La precipitacion de
carbonatos es un aspecto importante de la biomineralizaciéon, y se ha investigado
ampliamente debido a sus implicaciones tecnoldgicas. En comparacion con los minerales
producidos inorganicamente, los biominerales suelen tener sus propias propiedades
especificas, incluyendo un tamafio Unico, cristalinidad y oligoelementos (Chu et al., 2011).
Las aplicaciones de la mineralizacion de carbonatos por bacterias incluyen la produccion
de materiales y la biorremediaciébn mediante la captura en fase solida de contaminantes
inorganicos o taponamiento de fisuras en rocas y otros medios porosos (Achal &
Mukherjee, 2015; Arias et al.,, 2017; Dhami et al.,, 2013; Phillips et al.,, 2013). La
precipitacién de carbonatos inducida por microrganismos (MICP) ha demostrado ser un
medio eficaz para capturar oligoelementos contaminantes como el Sr, Cd, Cu, Mg, Co y

Zn en el suelo y cuerpos de agua (Jiang et al., 2019; Kumari et al., 2016).

Aunque muchos estudios han informado de la eficiencia de eliminacioén de iones metalicos
mediante la MICP, el énfasis se ha puesto principalmente en el papel del crecimiento
microbiano y la actividad de la ureasa en presencia de iones metalicos mas que en la
formacion de minerales de carbonato y caracteristicas mineralégicas (Bhattacharya et al.,
2018; Lietal., 2018). La formacion de polimorfos cristalinos de carbonato de calcio durante
la biomineralizacién suele producirse a través de un precursor como el carbonato de calcio
amorfo (ACC) (Bots et al., 2012; Chaparro-Acuia et al., 2017; Gong et al., 2012). La
cristalizacion del ACC en calcita permite a los microorganismos formar habitos diversos y
cristales con orientaciones cristalogréficas definidas. La morfologia y el polimorfismo de
los carbonatos de calcio biogénicos sugieren una mineralizacién especifica de un
microorganismos (Lu et al., 2019; Rodriguez-Blanco et al., 2011; Rodriguez-Navarro et al.,
2007). Sin embargo, los mecanismos y efectos de la coprecipitacion metéalica sobre la
composicion, morfologia y tamafio de los carbonatos, ain no se han dilucidado. Por lo
tanto, el objetivo de este estudio fue investigar en qué medida tres bacterias ureasa-
positiva, pueden precipitar carbonato de calcio en presencia de cobre, y como este metal

pesado, puede afectar las propiedades mineralégicas de los cristales sintetizados.
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4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Sintesis in vitro de carbonatos

Sporosarcina pasteurii DSM-276, Corynebacterium ammoniagenes DSM-20306 Yy
Sporosarcina ureae DSM-320 fueron empleadas para la produccion de carbonatos. Se
empled el medio de cultivo LB a pH 8.0 (Triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y NaCl
5 g/l), con un medio de precipitacion suplementado con urea 'y CaCl; 0.5 M, NiCl, y ZnCl.
10 uM . Se evalué la capacidad de estos microorganismos para precipitar carbonatos con
dos metales, el calcio y el cobre a dos concentraciones diferentes, 100 y 250 mg/l de Cu.
La produccién de carbonatos se realiz6 por 7 dias de incubacién de los microorganismos.

4.2.2 Purificacion de los precipitados

Una vez finalizado la experimentacion, los solidos precipitados (carbonatos) se separaron
mediante centrifugaciéon a 3000 rpm durante 10 min. Los carbonatos separados del
sobrenadante se lavaron con agua desionizada dos veces, se centrifugaron de nuevo y se

secaron al aire durante cinco dias.

4.2.3 Caracterizacion mineralogica de los precipitados.

» Espectroscopiainfrarroja con transformada de Fourier (FTIR). Para el analisis
por FTIR, se utiliz6 un equipo marca Shimadzu, modelo FTIR 8400S. Para ello, se
elaboraron pastillas tomando 1 mg de muestra pasante malla 200 y 99 mg de KBr,
en una prensa a 10 t. Los parametros del espectro IR, fueron tomados entre un
rango de 400 y 4000 cm™, en modo transmitancia, con apodizacién Happ-Genzel,
24 barridos y una resolucion de 4 cm™. Los espectros fueron tratados en el Software
IR Solution v. 1.3.

» Difraccion de Rayos X (DRX). Se llevé a cabo un analisis por DRX para identificar
las principales fases mineralégicas de los precipitados previamente macerados
hasta por lo menos un tamafio de particula de 0.075 mm (malla 200). Se us6 un

difractometro de rayos X marca Rigaku Miniflex Il, con radiacién Cu Ka, filtro de
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niquel, 30 kV y 15 mA y monocromador de grafito. Los barridos se hicieron en un
intervalo de 3 a 80° 28, con un paso de 0.02° y un tiempo de conteo por paso de 2
s. Los resultados se procesaron y se analizaron posteriormente con el software
X'pert Highscore Plus v. 2.2.9. Ademas, se realiz6 una semi-cuantificacion de las
fases minerales por medio del método de Rietveld, empleando el software descrito.

= Microscopia electronica de barrido (SEM). La morfologia superficial de los
cristales de carbonatos sintetizados, se observaron en un microscopio electrénico
de barrido (SEM) marca JEOL JSM 5910-LV con espectrometro EDX marca
OXFORD 7324 con resolucion de 133 eV, a un voltaje de 20 Kv, corriente de 85
mA y electrones retroproyectados, para determinar la composicién elemental de la
superficie del cristal. La medicion promedio de los granos se realiz6 empleando el

software ImageJ 1.52v.

4.3 Resultados

4.3.1 Mineralogia del precipitado — Andlisis por FTIR

El precipitado obtenido de los experimentos en medio liquido se analiz6 por FTIR para
determinar su composicion mineralégica. La figura 1, presenta los resultados del FTIR de
los experimentos en medio liquido, de cada uno de los precipitados de los microorganismos
evaluados. Se observa que, para todos los tratamientos de Cu y calcio se presenta la
banda de absorcién a ~876 cm™, que corresponde al carbonato célcico cristalino (CC),
modo de vibracion v», flexion fuera del plano (CCv.). También se puede detallar que, hay
presencia de dos polimorfos de los carbonatos de calcio, los cuales son la vaterita (V) y la
calcita (C). La vaterita, se observa por la banda de absorcién a 745 cm™, del modo de
vibracion vs, flexion en el plano (Vvi) y esta presente en todos los espectros de los
precipitados obtenidos, asi como también, las bandas de absorcion del modo vi que hace
referencia al estiramiento simétrico de la vaterita (Vvi ~1086 cm™). Por otro lado, la calcita
(C), también se identifico en todas los precipitados, por medio de la banda a Cv4-712 cm’
! (Katarzyna J. Stanienda-Pilecki, 2019; Rodriguez-Blanco et al., 2011; van der Marel HW
& Beutelspacher H, 1976).
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Fue posible observar otras bandas interpretadas de moléculas organicas como amidas (A-
) (entre 1650 y 1662 cm™), y compuestos alifaticos (CH) simétricos y asimétricos (2961 y
2962 cm™) como los polisacaridos y aminoacidos (Rodriguez-Navarro et al., 2007),
productos del metabolismo celular. La presencia de fosfatos se identific6 en todas las
muestras, evidenciada por las bandas entre 1032 y 1043 cm™ (POg4vs) y, 589 y 599 cm?ty
565y 568 cm™ (PO4v4) (Sarmast et al., 2014), sin embargo, estas Ultimas se observan sélo
en las muestras que contienes Cu. Estos resultados confirman que todos los
microorganismos ureasa positivos utilizados, fueron capaces de precipitar carbonato de
calcio, por un proceso de biomineralizacion, en medio liquido, en un tiempo de 7 dias. El
bioprecipitado corresponde a una mezcla de vaterita y calcita, el polimorfo menos y mas
estable del carbonato de calcio respectivamente. No se observan bandas de absorcién
relacionadas al cobre o carbonato de cobre, esto puede ser debido a un solapamiento de
curvas entre la region 1600-1400 cm™ en nuestros espectros, ya que los carbonatos de
cobre tienen cuatro bandas entre la regién 1520-1390 cm* (Stoilova et al., 2002), que esta
atribuido al modo de vibracién v; del ién carbonato. Por tal motivo se puede recomendar
realizar una segunda y cuarta derivada de la region para observar la presencia de estas
bandas de Cu.



61

Ws¥s | cadoosm
g €
=. —
ﬂ‘lﬁ’_’\ 100 mg/L Cu +
Calcio 0.5 M
P~ C. ammoniagenes
250 mg/L Cu
+ Calcio 0.5 M
S = 100 mg/L Cu+ ™)
& o Calcio 0.5 M
“ = 5. pasteurii 276
250 mg/L Cu
N m + Calcio 0.5 M
=
9 -
-
m 100 mg/L Cu +
Calcio 0.5 M
= S. ureae
250 mg/L Cu
+ Calcio 0.5 M

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
cm-!

Figura 11l.  Analisis mineralégico por FTIR. Se observa la presencia de carbonato de
calcio cristalino (CCvz) en ~876 cm™ (rectangulo negro). V: vaterita, C: calcita.

4.3.2 Mineralogia del precipitado — Andlisis por DRX

Los espectros DRX de los bioprecipitados (Figura 12 a 14) mostraron la presencia de
calcita y vaterita como los principales fases minerales formadas en todos los tratamientos,
acompafiados con una pequefia cantidad de weddellita y malaquita, los cuales se
encontraron Unicamente en los tratamientos en presencia de Cu. Como se puede observar
en las tablas 5, 6 y 7, en todos los tratamientos el mineral mas abundante fue la calcita (en
promedio en todos los ensayos de 67.8%), con excepcidon del experimento donde se usé
la cepa de S. ureae con 250 mg/l Cu, en la cual la proporcién de vaterita supero la calcita,
con porcentajes de 57.5% y 42.3%, respectivamente; de hecho, vale la pena anotar que
los dos tratamientos con mayor proporcion de vaterita en nuestros estudios fueron aquellos

donde se usé S. ureae, muy por encima de los otros ensayos.

Con relacion a las proporciones de calcita en los diversos ensayos (tablas 5, 6 y 7), se

puede anotar que el porcentaje de la calcita en los tratamientos con 0.5 M Ca (sin Cu) no
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vario para los experimentos con los diferentes microorganismos, mostrando una
proporcién del 76.4% en todos los casos. Por otro lado, las proporciones de ésta en los
experimentos agregando Cu, varié dependiendo del microorganismo y de la proporcion de
Cu usada. Asi, en los ensayos con C. ammoniagenes la calcita mostré proporciones de
69.3% y 65.3%, en presencia de Cu a 100 mg/l y 250 mg/l, respectivamente. En los
ensayos con S. pasteurii, las proporciones de calcita fueron de 74.2% usando 100 mg/l de
Cu y del 71% con 250 mg/l de Cu. Finalmente, las muestras producto del proceso de
calcificacion utilizando S. ureae las proporciones de calcita variaron entre 59.4% y 42.3%

en los tratamientos con 100 mg/l Cu y 250 mg/l Cu, respectivamente.

La ocurrencia de la vaterita también mostré una tendencia similar a de la calcita, siendo
gue su proporcion fue de 23.6% en todos los experimentos usando 0.5 M Ca (sin Cu),
mientras que en los tratamientos usando Cu variaron sus proporciones dependiendo del
microorganismo usado y la concentracion de Cu. Asi entonces, sus proporciones fueron
de 30.7%, 24.7% y 40.5% para los tratamientos con 100 mg/l de Cu en los ensayos usando
C. ammoniagenes, S. pasteurii y S. ureae, respectivamente. Por otro lado, para los
experimentos utilizando 250 mg/l de Cu, se obtuvo que el 33.9%, 28.9% y 57.5% era de

vaterita, para la mediacion con C. ammoniagenes, S. pasteuriiy S. ureae, respectivamente.

Vale la pena anotar que la proporcion de vaterita aumentd en todos los ensayos con las
diferentes bacterias, conforme aumentd la proporciéon de Cu en el medio y, de manera
consecuente, disminuyeron las proporciones de calcita. Este efecto fue

caracteristicamente mas notable en los tratamientos usando S. ureae.

Adicionalmente, se observd la presencia de otras fases mineral6gicas en los
bioprecipitados, como la weddellita en todos los microorganismos evaluados, una fase no
definida de carbonato de cobre en S. pasteurii y S. ureae, asi como también la presencia
de malaquita, un polimorfo de los carbonatos de cobre hidratados Unicamente en el

experimento con S. pasteurii, usando 100 mg/l de Cu en solucion.

Vale la pena agregar que, se observd un solapamiento de la mayoria de los picos de la
weddellita con la calcita y vaterita, siendo que su ocurrencia se justificé por la presencia
de un pequeno pico alrededor de 14° de 28 . De otro lado, la malaquita, de manera similar

mostré superposicion de buena parte de sus picos con la calcita y vaterita, siendo que, de
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manera similar, se justificé su presencia debido a la ocurrencia de un pequefio pico
alrededor de 50.9° en 20. Nuestros resultados confirman la coprecipitacion de dos
carbonatos cuando se encuentra presente un metal pesado, asi como también la

capacidad que tienen estos microorganismos de sintetizar minerales polimorfos.
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Figura 12.  Espectro DRX de los precipitados producidos por C. ammoniagenes a tres

condiciones diferentes. A. 0.5 M de calcio. B. Calcio 0.5 My Cu 100 mg/l. C. Calcio 0.5
My Cu 250 mg/l.

Tabla5. Semi-cuantificacion de fases en el DRX por el método de Rietveld de los
precipitados obtenidos por C. ammoniagenes a tres condiciones diferentes.

C. ammoniagenes

. Cddigo de Fase
Tratamiento . . L -
Referencia Mineralégica Porcentaje

ICSD 98-002-0179 Calcita 76.4%

Ca0O5M )
ICSD 98-018-1959 Vaterita 23.6%
Ca0.5M /Cu ICSD 98-016-6364 Calcita 69.3%
100 mg/l ICSD 98-018-1959 Vaterita 30.7%
ICSD 98-016-6364 Calcita 65.3%
Cazgg’r';"gf” ICSD 98-018-1959 Vaterita 33.9%
ICSD 98-005-8881 Weddellita 0.8%
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Figura 13.  Espectro DRX de los precipitados producidos por S. pasteurii DSM 276 a
tres condiciones diferentes. A. 0.5 M de calcio. B. Calcio 0.5 My Cu 100 mg/l. C. Calcio
0.5 My Cu 250 mg/I.

Tabla 6. Semi-cuantificacién de fases en el DRX por el método de Rietveld de los
precipitados obtenidos por S. pasteurii DSM 276 a tres condiciones diferentes.

CédlgO de S. pasteurii DSM 276
Tratamiento . Fase Mineraldgica :
Referencia Porcentaje
ICSD 98-002-0179 Calcita 76.4%
Ca05M )
ICSD 98-018-1959 Vaterita 23.6%
ICSD 98-015-8258 Calcita 74.2%
031865 M ;ICU ICSD 98-018-1959 Vaterita 24.7%
mg ICSD 98-006-4932 Weddellita 0.9%
ICSD 98-026-0811 Malaquita 0.3%
ICSD 98-016-6364 Calcita 71.0%
Ca0.5M/Cu ~5p 018-018-1959 Vaterita 28.9%
250 mg/l

ICSD 98-000-6179  Carbonato de cobre 0.1%
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Figura1l4. Espectro DRX de los precipitados producidos por S. ureae a tres

condiciones diferentes. A. 0.5 M de calcio. B. Calcio 0.5 M y Cu 100 mg/I. C. Calcio 0.5
My Cu 250 mg/l.

Tabla 7. Semi-cuantificacion de fases en el DRX por el método de Rietveld de los
precipitados obtenidos por S. ureae a tres condiciones diferentes.
T S. ureae
Tratamiento Codigo d.e Fase Mineraldgica :
Referencia Porcentaje
ICSD 98-002-0179 Calcita 76.4%
Ca05M !
ICSD 98-018-1959 Vaterita 23.6%
100 mg/I ICSD 98-018-1959 Vaterita 40.5
ICSD 98-000-6179 Carbonato de cobre 0.1%
ICSD 98-018-1959 Vaterita 57.5%
Cazgg’r';" ;IC” ICSD 98-002-0179 Calcita 42.3%
g ICSD 98-006-4932 Weddellita 0.2%
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4.3.3 Mineralogia del precipitado — Analisis por SEM/EDX

En la figura 15, a 500X (magnificacion menor), correspondiente a los solidos precipitados
en los ensayos a 0.5 M de calcio (sin Cu), se puede observar que los granos precipitados
se clasifican en dos grupos, de acuerdo con sus hébitos y su tamafio de particula. Los
primeros, mas grandes, se presentan en formas redondeadas (quasi esféricas, estrella en
la figura 15a), de didmetro promedio de alrededor de 22.7 um, donde, como se puede
observar, se presentan, mas frecuentemente, dos o tres esferas agregadas (menos
comunmente esferas aisladas). En segundo lugar, se evidencia la presencia de pequefios
granos anedrales (elipse en trazos), con didmetro promedio alrededor de 5 um, algunas
veces presentes como agregados de estos granos o0 agregados también a las esferas
mayores. En la Figura 15c se tiene un zoom de este tipo de granos (5000X). En la Figura
15b, a una magnificacion mayor (2000X), se puede ver un zoom de un agregado de tres
granos esféricos, parcialmente botroidales (esfera inferior izquierda), donde ademas se
pueden observar impresiones bacilares de lo que parecen bacterias (esfera inferior
derecha), muy comunes en este tipo de habito. También se puede ver lo que parecen ser

granos anedrales agregados a las esferas.

En la Figura 15d (ensayos usando 100 mg/l Cu y calcio 0.5 M), se tiene, en una imagen de
baja magnificacion, a 500X, se observan la mayoria de formas presentes en esta muestra.
En este caso se tienen tres tipos de habito: esferoidal (estrella azul), prismaticos (flecha
blanca) y anedral (elipse blanca en trazos), siendo que las formas esferoidales se
presentan es dos granulometrias diferentes (estrella azul y figura 15e). En primer lugar, se
observaron granos muy similares a los esféricos, ya descritos en la muestra anterior, con
19.4 ym de diametro promedio, sin embargo, en proporciones mucho menores (como
puede ser observado en la figura 15d). Los cristales prismaticos, aunque menos
frecuentes, muestran un ancho promedio similar de 4 um y largo que varian entre 16 - 28
pum. De otro lado, los granos anedrales mostraron didmetros en promedio de 5 um, similar
a lo descrito en la muestra sin Cu. Por otro lado, los granos esféricos mas pequefos,

presentaron diametro promedio de 1.9 um. Adicional a estas formas, fue posible observar
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granos anedrales grandes, aparentemente costriformes y parcialmente botroidales hacia
los bordes (figura 15g), con tamafios por encima de los 20 um. Vale la pena agregar, que,
en esta muestra, en laimagen BSE (Back Scattering Electron), se pudo observar diferentes
tonos de gris, siendo evidente que los granos esferoidales grandes presentan el tono de
gris mas oscuro, los granos anedrales pequefios presentan dos tonos de gris diferente:
uno MAas oscuro, pero mas claro que las esferas mayores, y otros muy claros (flechas rojas
en la Figura 15d y h). Los granos esféricos menores se presentan comdnmente en
tonalidades muy claras (Figura 15e). Los granos prismaticos presentaron tonalidades
similares a los granos anedrales mas oscuros. Finalmente, los granos grandes costriformes
muestran tal vez las tonalidades mas claras. Para verificar el significado de estos cambios
de tonalidad, se hicieron analisis de EDX en los diferentes tipos de grano, los cuales seran

mostrados a continuacion.

Los sélidos producto del ensayo usando 250 mg/l Cu, pueden ser observadas en la Figura
15 h-j. En la Figura 15h, a menor magnificacion, se puede ver que existen tres tipos
diferentes de habito, a saber, esféricos grandes (estrella azul), prismaticos (flechas
blancas) y anedrales finos (ejemplo en elipse en trazos). A priori, se puede observar una
cantidad mucho mayor de granos esféricos grandes y de prismas, con relacién a los granos
anedrales menores. Los granos esféricos grandes se observan como agregados de
muchas esferas (diferente a lo observado en las muestras anteriores), ademas que se
aumento6 su diametro, con 20.8 um en promedio. El tamafio de los granos prismaticos
también aument6 (32 um de largo en promedio) y fue posible observar agregados de
granos alargados de tamafios mucho menores (0.8 um) (Figura 15i). En la misma Figura
15i, se pueden ver gque los granos anedrales pequefios son realmente agregados de
granos menores. El diametro de los granos anedrales disminuyé a 4.3 um en promedio.
Con relacion al tono de grises, fue observado un comportamiento similar al de la muestra
anterior (a 100 mg/l de Cu y 0.5 M de calcio), con los tonos de gris mas oscuros para los
granos esferoidales mayores, intermedio para la mayoria de los granos anedrales y los
prismas, y muy claro para algunos granos anedrales (flechas rojas en la Figura 15h) y los

agregados de “prismas” (Figura 15i).
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Figura 15. baja y alta magnificacion, mostrando los carbonatos sintetizados por la accién mediada de S.
pasteurii DSM-276. (a), (b) y (c), imagenes SEM/BSE de los precipitados a 0.5 M de calcio; (d), (e), (f) y (g), imdgenes SEM/BSE
de los precipitados a 100 mg/l de Cuy 0.5 M de calcio; (h), (i) y (j), imdgenes SEM/BSE de los precipitados a 250 mg/l de Cuy 0.5
M de calcio. El rombo rojo indica el punto de andlisis del EDX (Fig. 16, 17, 18).




Por otra lado, los analisis de EDX hechos a los diferentes granos descritos en la primera
parte se pueden ver en las figuras 16, 17 y 18, paras las muestras correspondientes a los
ensayos usando S. pasteurii con 0.5 M de calcio (sin Cu), agregando 100 mg/l Cu y 250
mg/l Cu, respectivamente. Como se puede observar en la Figura 16 (precipitados del
experimento 0.5 M de calcio), en las imagenes 16a y b, corresponden al analisis de un
grano esferoidal grande (Figura 15b) y uno anedral pequefio (Figura 15c), estas muestran

espectros tipicos de CaCOs puro, sin diferencias significativas en su compaosicion.

Elementos % en Peso
C 21.17
0 54,58
Ca 24.25

Elementos % en Peso
C 22.83
0 49.09
Ca 28.08

Full Scale 31 cts Cursor: 11 423 ke (0 ctz) ket

Figura 16.  Andlisis EDX de los precipitados de carbonatos por S. pasteurii DSM-276.
(a). Analisis EDX de los precipitados a 0.5 M de calcio esféricos (Figura 15b), (b).
Andlisis EDX de los precipitados a 0.5 M de calcio anedrales (Figura 15c¢). Nota: Las
tablas EDS muestran el promedio de elementos contenidos en los precipitados.

En la figura 17 (a - e), se pueden ver los resultados de los analisis de EDX de granos tipo
de los diferentes hébitos esferoidal pequefio (Figura 15e), prismatico (Figura 15f), anedral
pequeiio (Figura 15f), esferoidales grandes (figura 15d) y granos anedrales costriformes
(Figura 15q), presentes en la muestra tratada con S. Pasteurii, 0.5 M de calcio y 100 mg/I
Cu. Como se puede ver, los resultados muestran composiciones aparentemente de
carbonato (sin embargo las estequiometrias no son muy consistentes), con contenidos
variables de Cu, con excepcion de los granos esferoidales grandes, los cuales no
presentan Cu. Las mayores cantidades de Cu se presentaron en los granos anedrales

costriformes (55.2% peso), seguidos por los granos esferoidales pequerios (39.61% peso),
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los granos prisméticos con 20.8% peso y por ultimo los pequefios granos anedrales que
mostraron cantidades menores (algunas cercanas al limite de deteccion) con proporciones
de en promedio del 3.3% peso, variando entre 0.7% peso y 7.6% en peso, de acuerdo con
la variacion en tonos de gris ya descrita en el item anterior, donde es evidente que los
granos mas claro corresponden a mayores proporciones Cu en la estructura. Vale la pena
agregar que los granos prisméaticos presentaron ademas cantidades considerables de Na
(9.3% peso).

De acuerdo con estos resultados, se podria decir que los granos en forma de miniesferas
corresponderian a carbonatos de Cu, con cantidades menores de Ca en solucion soélida,
mientras los prismaticos serian carbonatos de Cuy Na, con cantidades menores de calcio.
Finalmente, los granos anedrales se podrian definir como carbonato de Ca, con pequefas
cantidades de Cu incorporadas en solucion solida. Fue posible ademas detectar pequefias
cantidades de Cl en algunos granos, sin embargo, no se tiene certeza de si este haga parte
del mineral (carbonato) o simplemente se trate de algun tipo de contaminacion. Finalmente,
se detect6 una pequefia cantidad de P en los granos esféricos grandes, la cual podria ser
explicada como producto de la co-precipitacion de fosfato de calcio con el carbonato

(Birdsey, 1985) o su incorporacion en soluciéon sélida en el carbonato.
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Figura 17.  Andlisis EDX de la precipitacion de carbonatos por S. pasteurii DSM-276.
(a). Andlisis EDX de los precipitados a 0.5 M de calcio y 100 mg/l Cu esféricos
pequefios (Figura. 15e), (b). Andlisis EDX de los precipitados a 0.5 M de calcio y 100
mg/l Cu prismético (Figura 15f). (c). Andlisis EDX de los precipitados a 0.5 M de calcio
y 100 mg/l de Cu anedrales (Figura 15f). (d). Analisis EDX de los precipitados a 0.5 M
de calcio y 100 mg/l de Cu esféricos grandes (Fig. 15d (estrella)). (e). Andlisis EDX de
los precipitados a 0.5 M de calcio y 100 mg/I de Cu costriformes (Figura 15g). Nota:

Las tablas EDS muestran el promedio de elementos contenidos en los precipitados.

Los andlisis EDX de los sélidos producto del ensayo usando 250 mg/l de Cu y calcio 0.5

M, pueden ser observados en la Figura 18a-c. De manera similar a lo detectado en las
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muestras del ensayo anterior (100 mg/l de Cuy 0.5 M de calcio), se pudo observar que los
diferentes granos, en sus habitos diversos, mostraron cantidades variables de Cu, siendo
gue en este caso no fue encontrado ningun tipo de grano desprovisto de este elemento.
Los granos prismaticos fueron los que presentaron las mayores proporciones de Cu (32.4%
peso), los cuales, similarmente a lo observado en los prismas de la muestra anterior
(adicionada con 100mg/l Cu), presentan cantidades de Na (5.5% peso), sin embargo con
mayores proporciones de Cu y menores de Na al compararse con estos. Con relacion a
los granos esferoidales grandes y los anedrales pequefios, solo se detectaron cantidades
menores Cu (2.0 % peso y 2.2 % peso, respectivamente). A partir de estos resultados se
podria decir que en el caso de los granos prismaticos estos corresponden a un carbonato
de Cu, con Na y Ca (5.5% peso) en cantidades un poco menores. Finalmente, es
caracteristico de los carbonatos precipitados en este ensayo la ocurrencia de Zn,
aparentemente en solucion sélida, que varia entre 1.2 y 1.9 % en peso producto de la

composicion del medio de cultivo.
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Figura 18.  Andlisis EDX de la precipitacion de carbonatos por S. pasteurii DSM-276.
(a). Andlisis EDX de los precipitados a 0.5 M de calcio y 250 mg/lI de Cu esféricos
grandes (Figura 15h (estrella)), (b). Analisis EDX de los precipitados a 0.5 M de calcio
y 250 mg/l de Cu prismético (Figura 15j). (c). Analisis EDX de los precipitados a 0.5 M
de calcio y 250 mg/l de Cu anedrales (Figura 15j) Nota: Las tablas EDS muestran el
promedio de elementos contenidos en los precipitados.
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Por ultimo, en la Figura 19, se puede observar un mapa de composicion elemental de la
muestra de los precipitados por S. pasteurii, a una concentracion de Cu de 100 mg/l y 0.5
M de calcio, en el cual se observan los cinco habitos descritos con anterioridad (costriforme
e, esferoidal %, anedrales (la masa general), miniesferas (flecha roja) y prismaticos A). En
esta figura se puede ver como varia la composicion quimica el area barrida, siendo
importante resaltar que en la imagen 719c (mapa de Cu Kal) se evidencia que este
elemento esta especialmente concentrado en el cristal costiforme (o) (mayor brillo),
seguido por el cristal prismatico (A) y los pequefos granos esferoidales (flechas rojas).
Por su lado, el calcio (Figura 19e, Ca Ka1) se observa mas concentrado en los granos
esferoidales grandes (%) y en los granos anedrales, siendo que se observa ausencia casi
total en el grano costriforme y el prismatico. El Na (figura 19f, Na Kal), se puede ver
concentrado en el cristal prisméatico. Por su lado, el carbono (figura 19d, C Kal) se observa
distribuido practicamente de manera uniforme por toda la imagen. Finalmente, el oxigeno
(Figura 19b, O Ka1) se ve distribuido uniformemente, con un aparente aumento en el cristal
prismatico, lo podria sugerir que éste se trata de una fase mineral diferente, tal vez
hidratada como malaquita o azurita, sin embargo, se precisaria de analisis mas detallados

y por otras técnicas de caracterizacion para corroborar esta hipétesis.
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CKal Ca Ka

Cu Kal Na Kal_2

Figura19. Mapa de composicion elemental (EDX) de la muestra de los precipitados
obtenidos por S. pasteurii a una concentracion de 100 mg/l de Cu en presencia de
calcio 0.5 M. (A) imagen BSE, (B) mapa de oxigeno (O Ka1), (C) mapa de Cu (Cu Ka1),
(D) mapa de carbono (C Ka1), (E) mapa de calcio (Ca Ka1) y (F) mapa de sodio (Na
Ka1).
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4.4 Discusion

Las cepas bacterianas de la DSMZ evaluadas fueron capaces de precipitar carbonatos en
las condiciones experimentales, es decir, en presencia o ausencia de Cu en el medio de
cultivo. La precipitaciéon de carbonatos para producir alguno de los tres polimorfos del
carbonato de calcio como lo son la calcita, aragonito o vaterita, depende de la
concentracion de calcio y la disponibilidad de carbonatos en la solucién (Arias et al., 2019;
Chaparro-Acuiia et al., 2017; Gat et al., 2014, Siva et al., 2017).

Los analisis realizados por DRX y FTIR mostraron la presencia de calcita como polimorfo
principal en los tres microorganismos para los tratamientos de 0.5 M de calcio, Cu a 100
mg/l con calcio 0.5 M, y a 250 mg/l de Cu mezclado con calcio 0.5 M, a excepcion de S.
ureae cuando la concentracion de Cu se encontraba a 250 mg/l con calcio, en donde la
vaterita fue la fase mineraldgica principal. La vaterita es metaestable a temperatura hormal
y presion atmosférica, y se ha sugerido que los polimorfos metaestables se forman
inicialmente como un carbonato de calcio amorfo, y posteriormente se convierten en el
polimorfo mas estable, la calcita (Amini Kiasari et al., 2019; G. Kim et al., 2018). A pesar
de los amplios estudios sobre la MICP, poco se sabe sobre cudl es el motivo de la seleccién
de polimorfos y habitos durante la mineralizacion bacteriana del CaCOs. Se ha sugerido
gue la fase y la morfologia de la precipitacion del carbonato son especificas del
microorganismo (Kaur et al., 2013). También se ha sugerido que ciertas proteinas
presentes en los exopolisacaridos (EPS) controlan la seleccion de polimorfos de los
carbonatos y estabilizan fases menos estables como la vaterita (Raj et al., 2018; Rao et
al.,, 2010; Xue et al., 2022; Zhu et al., 2016). Los EPS podrian desempefiar un papel
importante en la precipitacion, ya sea por inmovilizacion o por la accion de proteinas
especificas que influyen en la precipitacion. Braissant et al., (2003), han asociado la
seleccion de polimorfos (vaterita frente a calcita) durante la carbonatogénesis bacteriana
con las caracteristicas de los EPS. Las proteinas de los EPS pueden unirse
especificamente a los iones de calcio y promover la precipitacion de carbonatos
permitiendo que las condiciones ambientales adecuadas precipiten vaterita, sin embargo,
Ercole et al., (2012), demostraron que los EPS de B. firmus y B. sphaericus inducen la
precipitacion de calcita. Estas observaciones pueden implicar que las bacterias
calcificantes pueden ejercer un mayor grado de control sobre la biomineralizacion. La

presencia de Cu en dos concentraciones diferentes influyd en los habitos y cristalinidad de
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los minerales carbonatados resultantes, en donde se observaron en mayor proporcion la
calcita y la vaterita, seguida de la weddellita, la malaquita y un carbonato de cobre no
definido. La weddellita se ha confirmado que precipita cuando hay una alta concentracién
de metales pesados o cuando la fuente de calcio es a partir de acetato de calcio (Gadd &
Dyer, 2017; Gonzéalez-Mufioz et al., 2010; Li et al., 2018; Rodriguez-Navarro et al., 2003),
en nuestro caso, la presencia de weddellita fue del 0.8% y 0.9% para C. ammoniagenes y
S. pasteurii respectivamente, cuando estos microorganismos sintetizaron los precipitados
en presencia de Cu, corroborando lo anteriormente mencionado. Cabe destacar que esta
precipitacion y presencia de esta fase mineral son especificas del microorganismo y

composicion del medio de cultivo.

Los analisis SEM indicaron diferentes morfologias de cristales de CaCOjs sintetizados por
S. pasteurii, mostraron que los carbonatos precipitaron como cristales definidos o, mas
comunmente, como agregados de tamafio y morfologia variables (Figura 15), en donde se
destacan las formas esféricas y anedrales presentes en todos los tratamientos, seguido de
las prismaticas y botroidales, las cuales sélo se encontraron a 100 mg/l de Cu con 0.5 M
de calcio. Se han reportado una gran diversidad de habitos en los carbonatos precipitados
por la MICP, y se menciona que cada uno de estos habitos son la forma mas estable en la
gue se cristaliza cierto mineral, asimismo, la presencia de otros elementos, como es el
caso de los metales, podria afectar su habito, haciendo que haya un reordenamiento
estructural del mineral (He et al., 2023; Y. Kim et al., 2021; Sepulveda et al., 2021; Song et
al., 2021; Ye et al.,, 2021) o cambios en el habito debido al favorecimiento para el
crecimiento de ciertas caras a expensas de la desaparicion de otras, como es ampliamente
conocido para la calcita y muchos otros minerales en presencia de iones o aniones
externos (Abbona & Aquilano 2010). También se observaron huellas bacterianas en la
superficie de los cristales de carbonato, lo que sugiere que son sitios de nucleacion para
la precipitacion de carbonatos, lo que concuerda con otros autores (Chen & Achal, 2019;
Dhami et al., 2016; Sepulveda et al., 2021; Zeng et al., 2022), en donde la superficie celular
bacteriana con varios cationes podria inducir inespecificamente la deposicion mineral
proporcionando sitios de nucleacion.

La precipitacion de carbonatos metalicos se ha descrito para otras cepas del género
Sporosarcina como S. pasteurii, que precipita calcita, hidromagnesita y estroncianita, S.

koreensis, Sporosarcina sp. R-31323 y S. pasteurii que precipitan CuCOs (Achal et al.,
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2011, 2012; Duarte-Nass et al., 2020; He et al., 2023; Zeng et al., 2022). La capacidad y
versatilidad del género Sporosarcina para precipitar carbonatos metdlicos difiere entre
especies y podria estar asociada a la diversidad estructural de los grupos funcionales de
las proteinas de la capa superficial encontradas en la pared celular. S. pasteurii (DSM 276),
en presencia de varios metales divalentes mostro una variada mineralogia de carbonatos,
con morfologias cristalinas, tamafios y habitos diferentes. Se formé CaCOs, pero la
morfologia vario pudiendo observarse habitos anedrales y esféricos. También se demostro
la capacidad que tiene este microorganismo de coprecipitar dos carbonatos diferentes de
calcio y Cu, en donde los porcentajes elementales variaban, relacionados a diferentes
habitos. Se pudo determinar que en los granos sintetizados se formaron carbonatos de
calcio sin presencia de cobre, carbonatos de calcio con escasas proporciones de cobre,
asi como también, carbonatos de cobre con poco calcio. En estudios anteriores, el
carbonato de calcio formado por la enzima ureasa de la cepa S. pasteurii se notificd
principalmente como calcita y vaterita (Cheng & Shahin, 2016). Mientras tanto, Mugwar &
Harbottle (2016), encontraron que la presencia de metales pesados puede afectar la
mineralogia del carbonato, asi como también el polimorfo que se puede sintetizar. Esta
diferencia se atribuye a la actividad de la enzima ureasa y a la tasa de absorcién de calcio,
gue difieren en funcion del entorno de cultivo del mismo microorganismo, afectando la
formacion de carbonato de calcio y las propiedades mineralégicas, incluyendo la fase

cristalina, el tamafio y la morfologia (Cheng & Shahin, 2016).

Como se mencion6 anteriormente, los analisis de FTIR, SEM y XRD demostraron que los
cristales precipitados por los tres microorganismos evaluados estaban compuestos por uno
0 una mezcla de cristalitos de dos polimorfos del carbonato de calcio, la calcita y vaterita,
excepto la weddellita, presente en C. ammoniagenes y S. pasteurii, la malaquita en S.
pasteurii, y el carbonato de cobre en S. pasteurii y S. ureae en medio LB. Confirmando asi
la capacidad de estos microorganismos de inmovilizar y precipitar un metal pesado como

lo es el Cu, sin inhibir de forma definitiva su crecimiento celular.
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4.5 Conclusién

Tres microorganismos comerciales de la DSMZ y tolerantes a cobre como S. pasteurii DSM
276, C. ammoniagenes y S. ureae, mostraron la capacidad de precipitar carbonato de
calcio en forma de calcita y vaterita. Ademas, S. pasteurii (DSM 276) precipitd malaquita
en condiciones in vitro. Estos resultados indican que el cobre en el proceso MICP puede
coprecipitar junto con el carbonato de calcio a través de reacciones que afectan a la
mineralogia y morfologia de los minerales presentes. La MICP en presencia de cationes
divalentes permite la cristalizacion de minerales, la cual representa una tecnologia

emergente y prometedora para la eliminacion de metales pesados en el medio ambiente.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Los procesos de biorremediacion e inmovilizacion inducida por los microorganismos
calcificantes son una estrategia para la mejora de las matrices ambientales, dado que estas
se encuentran expuestas a las diferentes condiciones abibticas y antropogénicas sufriendo
un grado de contaminacién, conllevando al aumento en su toxicidad de compuestos
metalicos. Con la implementacién de la MICP en este proyecto se daria como resultado
una estrategia sostenible con el medio ambiente para la recuperacién de las condiciones
biéticas y abidticas de las matrices ambientales, teniendo un impacto en el aumento de la

sostenibilidad de estos.

Adicionalmente, a parte de las variables evaluadas en todo el proceso de la MICP de este
trabajo, se puede afadir la cuantificacién de las sustancias de los exopolisacaridos (EPS)
para asi poder determinar el rol que tienen sobre los procesos de tolerancia a metales
pesados, asi como también su papel en los procesos de mineralizacién de los diferentes

carbonatos que se puedan precipitar.

Por medio de las diferentes técnicas de caracterizacién implementadas, se demostré que
los cristales precipitados por los tres microorganismos evaluados estaban compuestos por
uno o una mezcla de cristalitos de dos polimorfos del carbonato de calcio, la calcita y
vaterita, la weddellita, la malaquita y el carbonato de cobre. Confirmando asi la capacidad
de los tres microorganismos evaluados de inmovilizar y precipitar un metal pesado como

lo es el Cu, sin inhibir de forma definitiva su crecimiento celular.
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5.2 Recomendaciones

La precipitacion de carbonatos inducida microbiolégicamente puede llegar a ser una ruta
potencial de aplicacion ambiental e industrial, para llegar a ello, deben llenarse algunos
vacios, uno de ellos es la seleccion de pardmetros de operacion éptimos para este
proceso, tener claro sus posibles inhibiciones, analisis de costos comparativos con las
rutas tradicionales, en donde se evalué también la implicacibn ambiental que estos
procesos generan versus el tratamiento biol6gico. En dltimo lugar, estudios de escalado

de los resultados encontrados en laboratorio.

Se recomienda evaluar la inmovilizacion de metales pesados en la precipitacion de
carbonatos inducidos microbiologicamente por medio de dos pasos para que asi, en
primera instancia, la actividad biolégica del crecimiento celular no se vea afectada,
generando un mayor contenido de biomasa y iones como los carbonatos, y posteriormente
adicionando el metal pesado para que la tolerancia a este sea mucho mayor y la

precipitacion de diferentes metales carbonatados mejore.

Se recomienda implementar mejoras a las metodologias del proceso para tratar de
aumentar los porcentajes de inmovilizacién, de una forma que el proceso biolégico pueda
ser mas eficiente en la remocién de metales pesados divalentes tanto en medios acuosos
como en el suelo. Entre ellas, esta revisar las concentraciones del metal pesado a evaluar

y cOmo esta pueda afectar en la actividad enzimatica.

Se sugiere para futuros estudios, evaluar la posibilidad de realizar consorcios de las cepas
calcificantes para lograr tener una mejora en la remocion, inmovilizacion y precipitacion de
carbonatos de calcio o carbonatos metalicos haciendo ciclos con recirculacion de la

solucion de precipitacion o realizando el proceso en dos etapas.
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