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ARTICULO CORTO

Efecto del Tween® 80 sobre la bioprecipitacion de carbonato de calcio
por Bacillus cereus

Effect of Tween® 80 on calcium carbonate bioprecipitation mediated
by Bacillus cereus

Darly Yuliana Aristizdbal Visquez®, Gerardo Andrés Caicedo Pineda™,
Maria Consuelo Prada Fonseca""", Ana Elisa Casas Botero™""", Hader Vladimir Martinez Tejada

KKK

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v19n1.62007
Resumen

Se llevaron a cabo procesos de biosintesis de carbonato de calcio, empleando una cepa de Bacillus cereus, aislada de los jardines
de la Universidad Pontificia Bolivariana (Medellin, Colombia). Se evalué el efecto disgregante del Tween® 80 a tres concentracio-
nes: 0.00% p/v, 0.25% p/v y 0.50% p/v. Los experimentos se monitorizaron por 6 dias con mediciones de pH y andlisis mineral6-
gicos a los precipitados finales por microscopia electrénica de barrido, difraccién de rayos X y espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier. El Tween® 80 tuvo un papel importante como desaglomerante de las estructuras de carbonato formadas
por los microorganismos. Aunque los ensayos con el surfactante presentaron menor formacién de precipitado, las concentracio-
nes evaluadas no inhibieron el crecimiento bacteriano. Adicionalmente, este compuesto favorecioé la formacion de vaterita incre-
mentando su proporcién en comparacion con la calcita (alrededor del 98%, utilizando Tween® 80 al 0.50% p/Vv).

Palabras clave: Tween® 80; biomineralizacion; Bacillus cereus; calcita; vaterita.
Abstract

This research presents the sprinkling effect of Tween® 80 for three concentrations (0.00% w, 0.25% w y 0.50% w) in a processes
of calcium carbonate biosynthesis. The assays used a culture of Bacillus cereus, isolated from the gardens of the Universidad Pon-
tificia Bolivariana (Medellin, Colombia). The experiments were monitored for 6 days measuring pH as well as through mineralogi-
cal analyses for precipitates using scanning electron microscopy, X-ray diffraction and Fourier transform infrared spectroscopy.
Tween® 80 had an important role as deagglomerate, decreasing the precipitation of biomineralized-carbonate structures
(generated by bacteria). It was also found that the evaluated concentrations did not inhibit the bacterial growth. Additionally,
Tween® 80 favored the production of vaterite, increasing its ratio in comparison to calcite (around 98% by using 0.50% w of
Tween® 80).
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Introduccion

Los carbonatos de calcio de diferentes morfologias y
tamanos han despertado el interés de muchos investi-
gadores en los dltimos afos, puesto que han
demostrado excelentes propiedades que han impac-
tado la industria biomédica. Ejemplos de esto puede
ser sensores oOpticos y electrénicos, la catalisis, disposi-
tivos para almacenamiento de energia, pigmentos
magnéticos, entre otros (Sung et al., 2005; Zhang et al.,
2008). El carbonato de calcio (CaCOs) es uno de los
minerales que puede formar compuestos hibridos or-
ganicos/inorganicos con estructura y propiedades con-
troladas. Dichas propiedades pueden ser la estructura
del cristal, el tamafio de la particula y la morfologia del
mineral. La caracteristica morfolégica es la que puede
establecer la propiedad de la particula, definiendo asf
también su aplicacion (Stocks-Fischer et al., 1999).

En la biosintesis de carbonato de calcio, algunos de los
microorganismos mas conocidos pertenecen al género
Bacillus spp. (Bachmeier et al., 2002; Dupraz et al.,
2009). Se ha documentado el impacto de estos micro-
organismos en diversos procesos geoldgicos,
evaluando su potencial para precipitar vaterita o calcita
(Mitchell et al., 2013; Sung et. al., 2005; Zhang et al,,
2008). Lo anterior, da pie a pensar en aplicar los me-
canismos de mineralizacién bacteriana en procesos a
nivel industrial, debido a que es un proceso innova-
dor el cual se puede ejecutar bajo condiciones ambi-
entales (Daskalakis et al., 2015; Montoya et al., 2005;
Singh et al., 2016).

Varios estudios han mostrado el impacto de ciertos
parametros sobre la cristalizacién de carbonatos de
calcio y el control de la morfologia (incluyendo la
estructura, tamafo y forma), lo cual es importante pues
cada vez se buscan particulas uniformes y de tamafios
micro o nanométricos (Henderson et al., 2008; Wada
et al, 2001). Los mecanismos de biomineralizacion
pueden ser afectados por factores como la sobre-
saturacion de iones de calcio, la disponibilidad de nutri-
entes o fuentes de energia bacteriana en el medio de
cultivo (carbono, nitrégeno, oxigeno disuelto, miner-
ales, entre otros) y la relacién estequiométrica entre
ellos, el pH, la temperatura (Bachmeier et al., 2002;
Dupraz et al., 2009; Mitchell et al., 2013). Por lo tanto,
este proceso puede ser manipulado de varias formas.
Una de ellas es el uso de aditivos como el Tween® 80,
tensoactivo que actia sobre la mineralizacién del car-
bonato de calcio, controlando su morfologia cristalina.

El polioxietileno-80-sorbitdn monooleato (Tween® 80) se
ha reconocido como un desaglomerante en procesos
de sintesis quimica, fisicos y biolégicos. influyendo sobre

la morfologia de las particulas de carbonato de calcio
mas reducidas y uniformes, al actuar sobre planos crista-
linos especificos del mineral, inhibiendo el crecimiento
en esas zonas, sin afectar la reaccion de precipitacion
(Sung et al., 2005; Zhang et al., 2008).

Con base en lo anterior, en este estudio se evalué qué
efecto tiene el Tween® 80 a tres concentraciones:
0.00% p/v, 0.25% p/v y 0.50% p/v, sobre la bioprecipi-
tacion de carbonato de calcio, empleando una cepa de
Bacillus cereus. De antemano, se tuvo presente que
este compuesto no inhibe el crecimiento bacteriano e
incluso puede contribuir a que las células presenten
una mayor estabilidad térmica de las enzimas dentro
de este microorganismo (Evans & Abdullah, 2012; Na-
kahara et al,, 1979). Se emplearon técnicas de carac-
terizacion mineraldgica con el fin de confirmar los cam-
bios morfolégicos y el tipo de mineral obtenido.

Materiales y métodos

Microorganismo

Se utilizé una cepa de Bacillus cereus U1/UPB, aislada
de material terroso procedente de los jardines de la
Universidad Pontificia Bolivariana (Medellin, Colombia)
y conservada en el Cepario del Laboratorio de Biofenix
S.A.S. Se identific6 molecularmente por el Laboratorio
del Centro Nacional de Secuenciacion Genodmica
(CNSG) de la Universidad de Antioquia, utilizando la
técnica molecular de reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR). Se realiz6 la extraccion de ADN y la ampli-
ficacion del gen 16S, la secuenciacion del gen 16S vy el
andlisis filogenético. La cepa tuvo una adaptacion pre-
via al proceso de biomineralizaciéon de carbonato de
calcio al medio M3 modificado (0.50% de acetato de
calcio y 0.40% de triptona), en varias etapas consecu-
tivas, con duracién de 6 dias cada una, hasta no ob-
servar variaciones entre réplicas, respecto a valores
como pH vy la cantidad de precipitado generado.

Los in6culos para cada cultivo bacteriano a diferentes
concentraciones en peso de Tween® 80 (0.00%, 0.25%
y 0.50%) se prepararon en Erlenmeyer de 250 mlL,
usando un volumen de trabajo de 100 mL y una rela-
cion de 1 mL de in6culo bacteriano por cada 9 mL de
medio M3 modificado (con la respectiva concentra-
cién de Tween® 80 evaluada). Las cepas se incubaron
por 6 dias en un agitador orbital, a una temperatura de
30°C £ 1°C y una velocidad de agitacion de 180 rpm *
2 rpm.

Ensayos de bioprecipitacion de carbonato de calcio

Cada ensayo fue preparado en Erlenmeyer de 250 mL,
con un volumen de trabajo de 100 mL y una relacion
de 1 mL de in6culo bacteriano por cada 9 mL de me-
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dio de cultivo M3 modificado, variando la concentra-
cion de Tween® 80 (porcentajes en peso): 0.00%,
0.25% y 0.50%. Cada ensayo tuvo su respectiva répli-
ca y control abidtico (sin presencia de microorganis-
mos). Todos los experimentos fueron incubados por 6
dias a las mismas condiciones de temperatura y agita-
cion utilizadas en la preparacion de los indculos.

Los experimentos se monitorizaron con mediciones de
pH, utilizando un pH-metro HACH HQ 30d. Al finalizar
cada ensayo, se calcul6 la cantidad de precipitado pro-
ducido, para lo cual se tomé 80 mL de cada erlenme-
yer y se centrifugd a 3500 rpm por 10 minutos. Pasado
ese tiempo, se descartd el sobrenadante y el precipita-
do se lavo 4 veces con agua destilada y 4 mas con al-
cohol al 90%, agitando en vortex por 1 minuto y nue-
vamente centrifugando a 3500 rpm. Posteriormente, se
secaba la muestra a temperatura ambiente. El producto
final se utilizé para determinar la cantidad de precipita-
do formado por litro de medio, dividiendo el peso ob-
tenido sobre el volumen inicial empleado.

Analisis mineralégicos

Se establecié la composicion mineralégica de las
muestras mediante difraccion de rayos X (XRD), anali-
sis por espectroscopia de infrarrojo por Transformada
de Fourier (FTIR) y microscopia electronica de barrido
(SEM). Para todos los andlisis, se utilizaron las mues-
tras sin someterse a ningln proceso de tamizaje, ni se
utilizé alguna mezcla en polvo para la purificacion del
precipitado. Tampoco se usé ninguna transformacion
de tamano de particula.

Para XRD, el precipitado se analizé en un difractéme-
tro marca Rigaku Miniflex I, con radiaciéon K, me-
diante el método paso a paso, en el intervalo 26 entre
5°y 70°, tamano del paso de 0.05°, con un tiempo
de conteo de 50 segundos. Los minerales presentes

Time (days)

—X=0,00% —@=0,25% =0m=050

Figura 1. pH vs. tiempo durante el proceso de bioprecipita-
cion de calcio a diferentes concentraciones de Tween® 80.

en el precipitado fueron cuantificados mediante
refinamiento de Rietveld, cuyas simulaciones vy
célculos se llevaron a cabo en el programa X'Pert
HighScore Plus®, las bases de datos PDF-4-2012 vy
American Mineralogist Crystal Structure Database
(Downs & Hall-Wallace, 2003). Los andlisis de FTIR se
hicieron en un espectrometro marca Thermo Scienti-
fic Nicolet, utilizando el modo ATR con la muestra
pura, con un intervalo de nimero de onda entre 400
cm' y 4000 cm™ y 32 barridos, a una resolucién es-
pectral de 4 cm™. En el caso de SEM, la muestra fue
recubierta con una fina capa de plata. La técnica de re-
cubrimiento “sputtering” o pulverizacion catodica se
realiz6 con un equipo DENTON VACUUM DESK IV. El
andlisis se hizo en un microscopio electrénico de barrido
marca JEOL JSM-6490LV, con un voltaje de 20 kV. Adi-
cionalmente, se utiliz6 una microsonda de Rayos X -
EDS, referencia INCA PentaFETx3 Oxford Instruments,
para hacer los andlisis microquimicos de la muestra.

Resultados

Ensayos de bioprecipitacion de carbonato de calcio
La figura 1T muestra el comportamiento del pH para
todos los ensayos. En general, se evidencié un aumen-
to en los valores de pH por encima de 8.9. El ensayo
sin adicion de Tween® 80 mostré un incremento con-
tinuo en los valores de pH, en contraste a los ensayos
con Tween® 80 que no presentaron una variacién
significativa entre los dias 1 y 2 de proceso. No obs-
tante, todos los ensayos presentaron una tendencia
similar en los dias siguientes, indicando que hubo creci-
miento bacteriano en todos los experimentos. Por otra
parte, los controles negativos, no evidenciaron cambios
en los valores del pH, manteniendo el mismo valor
inicial durante todo el proceso (datos no mostrados).

La figura 2 muestra la cantidad de carbonato de calcio
sintetizado por la cepa Bacillus cereus. El ensayo sin
adicion del surfactante (0.00%) mostré mayor precipi-
tacion (3.23 g/L), en comparacién a los demas ensa-
yos, los cuales obtuvieron una produccién similar,
alrededor de 2.90 g/L.

Analisis mineralogicos

La figura 3 muestra los difractogramas de rayos X para
los precipitados obtenidos en los ensayos. Todos evi-
denciaron picos asociados a vaterita y calcita. No obs-
tante, el ensayo con Tween® 80 al 0.50% mostré ma-
yor intensidad en los picos asociados a vaterita y casi
no se evidenciaron picos asociados a calcita.

Mediante el refinamiento Rietveld de los difractogra-
mas, la tabla 1 constata las proporciones semicuantita-
tivas de las fases cristalinas de vaterita y calcita en

Tween® 80 en la bioprecipitacion de CaCOs
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Precipitated (g/L)

Tween 80

Figura 2. Bioprecipitado de carbonato de calcio sintetizado
por Bacillus cereus, empleando las concentraciones de Twe-
en® 80 (0.00%,0.25%,0.50%).

todos los precipitados, con un perfil residual pondera-
do (weighted residual profile: R,) por debajo del
10%, el cual no diferia mas del 20% respecto al perfil
residual esperado (residual expected: Rey,). Estos para-
metros determinaron que los modelos de refinamiento
fueron buenos para aceptar los valores obtenidos
(Kniess et al., 2012; McCusker et al,, 2011). La propor-
cion de calcita fue menor, en la medida que incrementa-
ba la concentracion de Tween® 80, disminuyendo a la
mitad al emplear 0.25%, mientras que con una concen-
tracion de 0.50%, el porcentaje de calcita fue de 1.6%.

La figura 4 muestra los espectros de FTIR para todos
los precipitados y la tabla 2 muestra la identificacion
de las bandas y su respectiva asignacion (Daskalakis
et al, 2015; DePaula et al., 2013; Montoya et al,,
2005; Patil et al., 2014; Saikia & Das, 2014; Sevcik et
al., 2015; Silverstein et al., 2014; Singh et al., 2016;
Trushina et al., 2015; Wang et al.,, 2016; Wang et al.,
2013; Zhou et al., 2010). Se corroboré la presencia
de calcita y vaterita en todos los precipitados. La ban-
da a 713 cm? indica la presencia de calcita en los
ensayos 0.00% T80 y 0.25% T80, siendo el ensayo sin
adicién de Tween® 80 donde se presenté en mayor
intensidad. La banda a 1087 cm’, asociada a vaterita,
se muestra con mayor amplitud en los ensayos con

Tabla 1. Porcentaje de calcita y vaterita en fase cristalina de
los precipitados obtenidos en los ensayos a diferentes con-
centraciones de Tween® 80.

Ensayo Calcita Vaterita
0.00% T80 32.40% 67.60%
0.25% T80 16.30% 83.70%
0.50% T80 1.60% 98.40%

Va Va Va

va b va 0.50% T80

Cuentas

0.25% T80

0.00% T80

10 20 30 40 50
20
Figura 3. Difractogramas de los precipitados para cada ensa-
yo a diferentes concentraciones de Tween® 80. Va: Vaterita,
Ca: Calcita.

Tween® 80, probablemente asociado a la mayor con-
centracion de este polimorfo en dichos ensayos. La
banda a 1707 cm™ hace referencia a vestigios de ma-
teria orgdnica, posiblemente proveniente de alguno
de los compuestos del medio de cultivo o de alguno
de los productos del metabolismo de los microorga-
nismos. La banda a 1648-1653 cmrevela la presen-
cia de humedad natural o alguna pequena fraccién de
carbonato hidratado y la banda a 3282-3287 cm indi-
ca las interacciones O-H, probablemente correspon-
dientes al alcohol remanente de la etapa de lavado o
a absorcién de humedad, cuando se sec6 a tempera-
tura ambiente.

La figura 5 muestra las imagenes obtenidas a partir de
microscopia electronica de barrido. El ensayo sin adi-
cién de Tween® 80 presentd formaciones de carbona-
to de calcio tipo corazas huecas, biomineralizadas a
partir de la morfologia bacilar de las bacterias. En con-
traste, en los ensayos con adicién de Tween® 80 se
observé disgregacion o desaglomeracion de estas
estructuras (figuras 5b y 5c¢), asi como peliculas de
carbonato de calcio depositadas (figuras 5d y 5e). Sin
embargo, la figura 5f indica que algunas de las cora-

— e —————— oy
— W\ ~7 M-
\ /Y [VY="\ oso%Teo
v
| |
\ |/
\ |
\/
V
R = M‘vd\ N o1 T -
\ V") 025%T80
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e ———— = N, ~ )
\ 7V Mw
\ T\ 0.00% T80
‘\ |
\
\ |

Figura 4. Espectros de FTIR de los precipitados para cada
ensayo a diferentes concentraciones de Tween® 80.
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Tabla 2. Bandas de los espectros de FTIR de los precipitados obtenidos en los ensayos a diferentes concentra-

ciones de Tween® 80.

713 CO;* asociado a calcita 0.00% y 0.25%

745 CO;% asociado a vaterita Todos

874 CO;% de carbonatos Todos

1087 CO;% asociado a vaterita Todos
1400-1402° CO:% asociado a calcita Todos

1430 CO;z' asociado a vaterita Todos
1648-1653 H-OH Todos

1707 C=0 (orainico) Todos
32823287 O-H (alcohol) Todos

‘Los ensayos tienen solo una banda que esta entre estos valores, los cuales representan una misma asignacion.

zas todavia se mantuvieron definidas y ademas se
evidenciaron particulas esféricas, relacionadas con la
vaterita (figura 5f).

A partir de los andlisis de SEM, se hicieron andlisis
microquimicos sobre las estructuras de carbonato de
calcio obtenidas en los ensayos. La figura 6 hace refe-
rencia a los precipitados obtenidos en los ensayos sin
adicion de Tween® 80. Al compararse con las relacio-
nes atomicas ideales de carbonato de calcio (20% Ca:
20% C: 60% O), da indicio de que dichas particulas,

o sus alrededores, presentan componentes de materia
organica, posiblemente proveniente de algunos com-
puestos precipitados, producto de los mecanismos de
reaccion del microorganismo o vestigios de las bacte-
rias que estaban dentro de las estructuras.

La figura 7 muestra el andlisis microquimico realizado
sobre una pelicula de carbonato formada en el ensa-
yo en el cual se adiciono 0.25% de Tween® 80. La
proporcién atémica entre el calcio y el carbonato es
aproximadamente de 1:1, denotando que se obtuvie-

Figura 5. Imagenes de SEM de precipitados para ensayos a diferentes concentraciones de
Tween® 80. (a) 0% Tween® 80, (b) 0.25% de Tween® 80, recubrimientos biomineralizados
aglomerados, (c) 0.25% de Tween® 80, corazas biomineralizadas y particulas esféricas de
vaterita, (d) 0.25% de Tween® 80, peliculas de carbonato aglomeradas, (e) 0.50% de Twe-
en® 80, peliculas de carbonato aglomeradas y (f) 0.50% de Tween® 80, recubrimientos

biomineralizados definidos.

Tween® 80 en la bioprecipitacion de CaCOs
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Figura 6. Andlisis microquimico sobre particulas que recubren los recubrimientos de los microorganismos bio-

mineralizados (0.00% Tween® 80).

ron particulas de mayor pureza, que las obtenidas en
el ensayo sin adicion de Tween® 80 (figura 6).

Discusion

Es importante senalar que la medicion de pH muestra
de manera indirecta el crecimiento celular en este
proceso en particular y permite dar a entender de
forma cualitativa cémo los microorgansimos actdan
dentro del proceso. El aumento en los valores de pH
(figura 1) puede ser explicado por el CO,, que se pro-
duce a partir de la amonificacién generada por la acti-
vidad metabdlica microbiana, lo cual alcaliniza el me-
dio y contribuye a la cementacién de carbonato de
calcio (figura 2), en presencia de la sal de acetato
(Liang et al., 2013). Por otra parte, la tendencia a esta-
bilizar este valor, en los dltimos dias de proceso, podr-
ia deberse a un agotamiento de la fuente de carbono
(triptona) y los iones de calcio (acetato de calcio) dis-
ponibles en el medio y necesarios para que se dé la
respiracion celular (Stocks-Fischer, Galinat, & Bang,
1999; Wong, 2015).

Los recubrimientos biomineralizados de carbonato de
calcio (figura 5) se pudieron generar a partir de la in-
teraccion estequiométrica de los iones Ca?* del medio
con grupos COs* cargados, presentes en la membra-
na externa de la bacteria, permitiendo la deposicién
mineral y generando paredes bacilares (figuras 5y 6)
(Douglas & Beveridge, 1998; Komala & Khun, 2013).

Después de la precipitacion, la segunda etapa impli-
caria el aumento de la concentraciéon de carbonato
de calcio y la saturacion de la superficie celular, ge-
nerando una aglomeracion y precipitacion fuera de
la célula (figura 7), la cual no es controlada por el
microorganismo, sino por el ambiente fisico-quimico
de la superficie, alrededor de cada bacteria (Douglas
& Beveridge, 1998).

Teniendo en cuenta los resultados de EDS (figuras 6 y
7), el mayor valor de precipitado en el ensayo sin adi-
cion de Tween® 80 (figura 2), podria estar relacionado
con una porcién de materia organica que precipitd
junto al carbonato, la cual pudo provenir de algin
subproducto del medio. Sin embargo, con base en las
investigaciones preliminares, relacionadas con la cris-
talizacion de carbonato de calcio bajo diferentes con-
diciones, este hecho también pudo estar relacionado
con la propagacién y metabolismo del microorganis-
mo que favorece la sintesis del mineral de interés, ya
que, al no tener agregado el Tween® 80, este podria
segregar metabolitos que acelerarian la hidratacién de
CO,, regulando las concentraciones de CO, y HCOy
y modificando el pH del medio (Matahwa et al., 2008;
Parks, 2009; Stocks-Fischer et al., 1999).

Aunque los ensayos con adicién de Tween® 80 pre-
sentaron alrededor de 10% menos peso de precipita-
dos que el ensayo sin el aditivo (figura 2), la morfolog-
fa y el tamano de particula obtenido fue diferente
(figura 5), asi como se pudo evidenciar un producto

Ul Scale M8 cts Cursor: 16.285 (2cts)
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Figura 7. Andlisis microquimico sobre particulas que recubren los recubrimientos de los microorganismos bio-

mineralizados (0.25% Tween® 80).
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de mayor pureza (figura 7). El Tween® 80 es un aditi-
vo alimentario con accién detergente emulsionante, el
cual pudo actuar como un agente dispersante en el
proceso de produccion de carbonato de calcio, con-
tribuyendo a disgregar cimulos o las estructuras bio-
mineralizadas de los microorganismos. En investiga-
ciones sobre sintesis quimica de calcita, se ha encon-
trado que este tensoactivo no idnico tiene un efecto
significativo sobre la morfologia de los cristales, ya
que se adsorbe y forma enlaces con una cara cristali-
na especifica, inhibiendo el crecimiento del mineral
en esa zona, pero sin afectar la reaccion entre los
iones Ca** y el COs* hidratado, lo cual solo induciria a
un cambio de la forma, pero no del producto (Patil et
al.,, 2014; Zhang et al., 2008).

En cuanto a las variaciones de las proporciones de
vaterita y calcita, observadas en los andlisis de XRD
(tabla 1), estas contrastan con los resultados obteni-
dos en procesos de sintesis quimica, donde se ha evi-
denciado que la inclusién de Tween® 80 solo promue-
ve una leve formacién de vaterita (con predominio de
calcita) y, ademas, este polimorfo tenderfa a despare-
cer y transformarse en calcita (Patil et al., 2014).

La estabilidad de la biovaterita podria explicarse por
el efecto de los microorganismos sobre la formacion
de carbonato, gracias a la produccién de biomolécu-
las por la pared celular de las bacterias, donde com-
puestos iénicos de fésforo, grupos carboxilicos o poli-
sacéridos presentes en ella juegan un papel importan-
te en coordinar la orientacién del calcio y el carbona-
to (Daskalakis et al., 2015).

De acuerdo con los resultados obtenidos, fue posible
evidenciar la formacion de carbonatos de calcio en
todos los experimentos, independiente de la concen-
tracion de Tween® 80 empleada. Esto indica posible-
mente que las células pueden crecer, desarrollarse y
formar carbonatos de calcio de manera tal que este
aditivo no es un inhibidor celular, por lo menos a las
concentraciones evaluadas en este estudio. Adicio-
nalmente, este tensoactivo pudo incrementar el rendi-
miento en la formacién de los compuestos necesarios
para la estabilizacion de la vaterita, sin afectar la sinte-
sis bioquimica de la bacteria, obteniéndose una biomi-
neralizacién de carbonatos de mejor calidad con una
morfologia controlada, reducida y uniforme, ya que
los andlisis de FTIR (figura 4) y EDS (figura 7) mostra-
ron presencia poco significativa de componentes ad-
sorbidos sobre el precipitado, diferentes al carbonato
de calcio (Dupraz et al, 2009; Evans & Abdullah,
2012; Weiner & Dove, 2003).

Conclusiones

El proceso de biomineralizacién de carbonato de cal-
cio mediado por Bacillus cereus, permite, en su mayor-
ia, la formacién de estructuras en forma de coraza
con morfologia bacilar y centro hueco, las cuales se
componen de particulas de carbonato de calcio
(vaterita-calcita). No obstante, incluir el tensoactivo
Tween® 80 en el medio de cultivo puede ayudar a
disgregar dichas formaciones, en el caso que se consi-
deren indeseables en alglin tipo de proceso especifi-
co, actuando ademds como agente de dispersion, en
procesos que puedan ser ejecutados comercialmente,
ayudando a la formacién de particulas de menor ta-
maio y de mejor calidad.

Aunque los microorganismos utilizados en este pro-
yecto tuvieron mayor tendencia a formar particulas de
carbonato de calcio en forma de vaterita, siempre
existe un porcentaje de calcita en el precipitado final.
Sin embargo, el Tween® 80 contribuyé a incrementar
la proporcion de biovaterita, indicando su capacidad
de modificar algunas condiciones del bioproceso que
favorezcan este fenémeno. Futuras investigaciones
podrian centrarse en evaluar qué parte del proceso es
la que afecta el surfactante, por ejemplo, su efecto
sobre las enzimas que forman los subproductos que
ayudan a estabilizar la proporcion de vaterita.

Cabe sefalar que la vaterita es de gran importancia
dentro del area de la medicina, ya que tiene muchas
aplicaciones dentro de la industria biomédica, en la
preparacion de drogas y cosmética, siendo apreciado
por sus propiedades cristalinas particulares. De acuer-
do a las concentraciones de Tween® 80 evaluadas,
puesto que con 0.50% se obtuvo un 98% de biova-
terita, una concentracion ligeramente superior podr-
fa ser suficiente para obtener un mineral de mayor
pureza.
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