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RESUMEN: Bacillus subtilis, es una bacteria que induce la bioprecipitación de carbonato de calcio (CaCO3), por ello es un gran modelo en aplicaciones biotecnológicas, desempeñando funciones en diferentes procesos industriales. En el presente trabajo la cepa 168 de B. subtilis se empleó para la formación de cristales de (CaCO3), después de 6 días de incubación en agar nutritivo, suplementado con distintas concentraciones de acetato de calcio. Los análisis realizados de microscopia electrónica de barrido mostraron morfologías semejantes a calcita en 10, 50 y 100mM, mientras que en 250 y 500mM de acetato de calcio se hacen presentes formas esféricas características de vaterita; análisis de difracción de rayos X confirmaron proporciones de calcita y vaterita en los cristales formados dependiendo de la concentración de acetato de calcio 
PALABRAS CLAVE: Biomineralización, Bacillus subtilis 168, acetato de calcio, polimorfismo, carbonato de calcio.
INTRODUCCIÓN: 
Los microorganismos generan cambios en la especiación de metales como toxicidad, movilidad, la formación, disolución o deterioro de estos. Los principales microorganismos que presentan estas propiedades son Cianobacterias, microalgas, protozoos y hongos(Gadd, 2010). Cuando un ambiente se ve alterado por la actividad microbiana, como resultado de ese desequilibrio se genera una precipitación de metales a esto se le conoce como biomineralización (Anbu, Kang, Shin, & So, 2016), proceso que genera alrededor de 60 diferentes minerales, la mayoría de éstos, son minerales inorgánicos y algunos contienen oligoelementos de compuestos orgánicos (Anbu et al., 2016), minerales que constituyen al menos el 75% de los elementos conocidos en la biósfera y algunos necesarios en la industria (Gadd, 2010).
Este procedimiento controlado por organismos y que da como resultado minerales sintetizados en una localización específica ya sea dentro o fuera de la célula bajo ciertas condiciones se le conoce como mineralización biológicamente controlada (BCM) (Anbu et al., 2016) 
Sin embargo Perry et al. en el 2007 define, a cualquier mineral que ha sido precipitado, por una integración de organopolímeros, compuestos orgánicos, biorgánicos y no biorgánicos que no presentan un esqueleto directo, intracelular o extracelular como organomineralización (Dupraz et al., 2009).
Este proceso puede llevarse a cabo  de dos maneras: 
Mineralización biológicamente influenciada (BINM):  causado por la presencia de materia orgánica de la superficie celular asociadas con biopelículas (Anbu et al., 2016).
Mineralización biológicamente inducida (BIM): Ocurre cuando un organismo modifica el microambiente, creando las condiciones extracelulares necesarias para la precipitación de minerales, se dice que puede ser el resultado de la oxidación microbiana, la reducción de un metal o la excreción de metabolitos, que proporcionan sitios reactivos para la sorción y a su vez éstos, conducen a la nucleación y formación de precipitados minerales alrededor de la biomasa (Gadd, 2010). Por lo tanto es la resultante de una sobresaturación y la precipitación de minerales.
Bacillus subtilis 168 
Bacillus subtilis  es una bacteria útil en aplicaciones biotecnológicas por la producción que tiene de enzimas que desempeñan funciones en diferentes procesos industriales. Es productora de endosporas resistentes a altas temperaturas y factores físicos como desecación, la radiación, los ácidos y desinfectantes, además produce enzimas hidrofílicas extracelulares que descomponen polisacáridos y ácidos nucleicos permitiendo que el organismo emplee estos productos como fuente de carbono y electrones (LOZADA, 2010). Posee la propiedad de inducir la bioprecipitación química de carbonato de calcio utilizando un mecanismo similar a la formación de rocas, suelos y estructuras biológicas (Montoya & Márquez, 2005).
Estudios han demostrado que Bacillus subtilis  en presencia de iones de Ca+2 secreta por medio de su metabolismo productos que reaccionan con este ion, dando como resultado la precipitación de minerales y además produciendo diferentes fases de carbonato de calcio tales como aragonita, calcita o vaterita (Anbu et al., 2016). Mora reporto en (2016), a B. subtilis en un medio de agar nutritivo suplementado con acetato de calcio a 16 mM, demostrando en sus resultados  la capacidad que tiene como bacteria mineralizante de carbonato de calcio.
Estos estudios, incitaron a científicos de todas partes a provechar esta capacidad biomineralizante, para diversas aplicaciones en diferentes áreas, como geo-tecnología, biotecnología, paleobiología e incluso en ingeniería civil (Dhami et al., 2013), así mismo, este principio se aplica para dar fortalecimiento al suelo, para el secuestro de CO2  y actualmente se busca el desarrollo de más materiales basados en la biomineralización (Kaur et al., 2013).
MATERIALES Y MÉTODOS 
· PREPARACIÓN DE PRE- INÓCULO 
Se tomó a la  cepa de Bacillus subtilis 168, almacenada a -80°C y se realizaron cepas de trabajo, inoculando 25 mL de caldo nutritivo  a una absorbancia de 0.25.
· OBTENCIÓN DE CRISTALES 
Se empleó una solución de acetato de calcio, para preparar agar nutritivo a cinco concentraciones diferentes (10, 50, 100, 250 y 500 mM).
Utilizando un matraz KIMAX ® de 125 mL, se prepararon 25 mL de caldo Nutritivo para realizar un Overnight con la cepa de Bacillus subtilis 168  incubando a 37°C por 18 Hrs, en agitación constante de 200rpm. Del medio saturado se realizó una dilución 1:1 añadiendo en un microtubo  de 1.5 mL, 500 µL del caldo nutritivo con B. subtilis y 500 µL  de una solución de caldo nutritivo (BIOXON ®), dicha dilución se midió en un espectro de luz visible a 600nm. Una vez obtenida la absorbancia, se utilizó la siguiente ecuación que determinara el volumen en µL, de caldo nutritivo con B. subtilis, completando un volumen de 1000 µL con la solución de caldo nutritivo estéril, realizando este procedimiento en 4 microtubos  de 1.5 mL

Donde: 
C1 es la absorbancia que se obtiene al medir
C2 es la absorbancia que se requiere (0.25 abs)
V1 será el volumen requerido de la solución del pre- inóculo 
V2 es el volumen final.
En condiciones estériles, de cada uno de los microtubo  se tomaron 200µL con una micropipeta, depositando la alícuota sobre una de las cajas Petri con agar nutritivo enriquecido con acetato de calcio y extendiendo con un asa de vidro creando un tapete celular, este procedimiento se realizó en todas las placas previamente preparadas, las cajas se incubarán a 37°C, por 6 días  
· COLECTA Y LIMPIEZA DE LOS CRISTALES 
En un matraz de 500mL PYREX se colocaron 300 mL de agua destilada, para posteriormente calentar en una platina hasta ebullición, una vez el agua hirviendo se tomaron 10mL en una pipeta y se depositaron en las placas con el tapete celular previamente preparado, retirando todo la biopelícula producida por B. subtilis presente en el agar. El producto disuelto en agua caliente se depositó en un tubo  de 15mL, aforando a 12mL con agua destilada a temperatura ambiente. Posteriormente los tubos resultantes se llevaron a vortex por un tiempo de 2 min., y se centrifugó a 5000rmp por 5 min, al finalizar el sobrenadante se desechó.
De una solución de alcohol-acetona (1:3) se añadieron 5 mL a  tubos de 50 mL, que ahora presentarán un precipitado blanquecino, se dejaron precipitar y de nuevo el sobrenadante es desechado, estos lavados se repetirán las veces que sean necesarias hasta que el sobrenadante se observe claro.
Al finalizar los lavados lo resultante se depositó en un tubo de vidrio con tapón rosca y se colocó en un horno por 1 día, hasta su posterior secado.
Los cristales producidos se recolectaron 6  días después de la realización del tapete celular. 
· ANÁLISIS DE RESULTADOS
ANÁLISIS POR ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO (FTIR)
Para este análisis se usaron los cristales lavados en la solución de alcohol-acetona (1:3) para retirar la materia orgánica,  recolectados el día 6 después de su incubación. Se colocaron directamente en el espectrómetro unos pocos miligramos  de las muestras recolectadas. 
Cada muestra se midió en un rango de 400 cm-1  a 4000 cm-1
ANÁLISIS POR DIFRACCIÓN DE RAYOS X (XRD)
Se realizó el mismo procedimiento que con FTIR colocando una pequeña cantidad en el difractómetro. 
ANÁLISIS DE MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE BARRIDO (SEM)
Lminerales producidos por B. subtilis se colocaron boca abajo utilizando un estereoscopio, esto para ver la parte superior de los cristales; para posteriormente montarse en una cinta de carbono doble cara, colocada en unas bases de metal sobre una caja Petri. Los cristales fueron recubiertos con targets de plata por un minuto, para posteriormente ser analizados por espectroscopia de barrido.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN:
Diferentes autores han manejado la biomineralización del género Bacillus implementando diferentes fuentes de calcio, e incluso implementando urea, dando como resultado la precipitación de minerales (Dhami et al., 2013). Estudios previos y que se tomaron como base para esta investigación, fue la biomineralización de carbonato de calcio a concentraciones de 16mM de acetato de calcio, utilizando Bacillus subtilis 168, en donde se obtuvo como resultado la aparición de calcita y aragonita, como formas alotrópicas de CaCO3 (Mora, 2016).
Con la finalidad de analizar las formas alotrópicas que genera B. subtilis se inoculó en un medio de agar nutritivo acoplado a diferentes concentraciones de acetato de calcio siendo 10 mM, 50 mM, 100 mM, 250 mM y 500 mM. Se llevo a cabo una microscopia electrónica de barrido (Figura1) en donde se observaron formas de pequeños bastones sobre el mineral, lo que podría confirmar la presencia de Bacillus, autores han reportado la misma aparición de estas formas en sus minerales, y las llamaron bacterias calcificadas  además de presentar cristales con forma lisa, esférica y cristales elipsoidales (Dhami et al., 2013), en contraste identificamos morfologías similares en la figura 1 a) con 10mM de acetato de calcio los cristales se presentaron en forma de aglomerados, mientras que en las demás concentraciones, se muestran más separados uno de otro y con más tamaño. La composición de los cristales (figura 2) muestra la aparición de iones de carbono, calcio y oxígeno en todas las concentraciones, que indica la presencia de CaCO3, además muestra iones de azufre y fosfato que pueden representar la materia orgánica de las bacterias. El difractográma de rayos X (Figura 3), en donde se comprobó la aparición de diferentes formas alotrópicas de carbonato de calcio; utilizando el software de MATCH! (Phase Identification from Powder Diffraction) versión 3.8.1, para la identificación por medio de base de datos adjuntas al software,  de estas formas alotrópicas, obteniendo  calcita como principal componente en 10mM, 50mM y 100mM, pero al aumentar la concentración de acetato de calcio vaterita aparece en 250mM y se intensifica en 500mM.
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[image: ]Figura1.  Imágenes por Microscopia electrónica de barrido de los cristales de CaCO3 inducidos por B. subtilis.  a) CaCO3 a 10mM, b) CaCO3 a 50mM, c) CaCO3 a 100mM, d) CaCO3 a 250mM y e) CaCO3 a 500mM de acetato de calcio.









Figura2. Los análisis de espectroscopia de dispersión de energía de rayos X, analizados de SEM muestran la composición de los cristales inducidos por B. subtilis  siendo a) 10mM, b) 50 mM, c) 100 mM, d) 250 mM y e) 500mM de acetato de calcio. 
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Figura 3. Patrones de XRD de los cristales producidos por Bacillus subtilis a diferentes concentraciones de acetato de calcio, siendo a) 10 mM, b)50 mM, c)100 mM, d)250 mM y e)500 mM. Se identifica la presencia de calcita ( c ) y vaterita ( v ).
Conclusión: 
Se ha demostrado que Bacillus subtilis es una bacteria mineralizante, que en diferentes concentraciones de iones Ca+2, produce carbonato de calcio con diferentes polimorfismos ya sea calcita, aragonita o vaterita e inclusive formas amorfas de carbonato, este proceso se lleva a cabo bajo  ciertas condiciones de pH,  medio de cultivo, en conjunto permite a la bacteria formar sitios de nucleación, en donde  iones se adhieren a la membrana celular, éstos cationes reaccionan con más iones conduciendo a la biomineralización, esta capacidad tiene diversas aplicaciones en diferentes áreas como geo-tecnología, biotecnología, paleobiología e incluso en ingeniería civil (Dhami et al.,  2013),
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