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Precipitacion de carbonatos inducida microbiolégicamente
como potencial estrategia en la restauracion de estructuras
patrimoniales
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Resumen: En los ultimos afios, la precipitaciéon de carbonatos inducida microbiolégicamente ha demostrado ser una potencial
herramienta de restauracién de piezas arquitectdnicas y esculturas alrededor del mundo con buenos resultados a corto y largo plazo. En
este trabajo se realizaron incubaciones partiendo de cepas bacterianas locales de Bacillus subtilis previamente aisladas e identificadas
para comprobar la capacidad de estas cepas bacterianas en la produccién de carbonato de calcio sobre muestras de roca carbonética.
Los cristales obtenidos fueron analizados a través de FT-IR, SEM-EDS y DRX. Los resultados muestran la formacién de peliculas estables
de bioprecipitado de calcita, el polimorfo mas estable de carbonato de calcio, sobre las muestras de rocas demostrando asi la posibilidad
de utilizar cepas no patogénicas y medios econémicos para restaurar, prevenir o disminuir el futuro deterioro del patrimonio cultural.
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Microbiologically induced carbonate precipitation as a potential strategy in the restoration of
heritage structures

Abstract: In recent years, microbiologically induced carbonate precipitation has become a potential tool for restoring architectural
pieces and sculptures around the world showing good results in the short and long term. In this work, isolated and identified Bacillus
subtilis local strains were incubated to verify the capacity of these bacterial strains in the production of calcium carbonate on carbonate
rock samples. The crystals obtained were analyzed through FT-IR, SEM-EDS, and DRX. Results show the formation of a stable layer of
bioprecipitated calcite, the most stable polymorph of calcium carbonate, on the carbonate samples thus demonstrating the possibility
of using non-pathogenic strains and economic means to restore, prevent or reduce the future deterioration of cultural heritage.
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Introduccion

El problema de la conservacién de monumentos histéricos
requiere un estudio preciso de los diferentes agentes
medioambientales, fisico-quimicos, aéreos, biol6gicos
y antropoldgicos que contribuyen al deterioro presente
y futuro de las piezas expuestas al aire libre o aquellas
resguardadas (Ortega-Villamagua, Gudifio-Gomezjurado
and Palma-Cando 2020). Se conoce que la ciencia de la
conservacién se origind tras las tragicas inundaciones
que devastaron Florencia y Venecia en 1966 (Giorgi et
al. 2010). La restauracion de una construccién historica
representa un gran reto para el restaurador, puesto que
el criterio tomado para la correcta restauracién puede

ser un problema, surgiendo preguntas como: ;Se deben
restaurar totalmente las partes faltantes?, ;Cudnto se
puede intervenir e interpretar?, ;Qué material o técnica
se debe implementar?, etc (Carrié and Marcos, 2013). Sin
embargo, las normativas que rigen la restauracion, que han
sido propuestas y adoptadas por UNESCO en 1972, tienen
como finalidad proteger, conservar y transmitir a futuras
generaciones la apariencia fisica externa e interna de una
pieza tratada, manteniendo cambios imperceptibles. Estas
normativas son requeridas puesto que, el dafio irreversible
del patrimonio cultural representa una pérdida social,
econdémica y cultural irremplazable. Jokilehto en 2005
define al patrimonio cultural como: “todo cuerpo de
signos materiales, ya sean artisticos o simbdlicos, que el
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pasado ha entregado a cada cultura y, por lo tanto, a toda
la humanidad. Como parte constituyente de la afirmacién
y el enriquecimiento de las identidades culturales, como
legado de toda la humanidad, el patrimonio cultural da a
cada lugar particular sus caracteristicas reconocibles y es
el almacén de la experiencia humana. La preservaciéonyy la
presentacion del patrimonio cultural son, por tanto, una
piedra angular de toda politica cultural.” (Jokilehto 2005).

La humanidad ha logrado entender y utilizar de manera
efectiva ciertos mecanismos provistos por la naturaleza
para resolver problemas especificos. Los microorganismos
han sido empleados de manera beneficiosa en muchos
campos, tales como: industria farmacéutica, comida,
biorremediacién, medicina, agricultura, manejo de
residuos, etc. En los ultimos afos se ha reportado el
uso de microorganismos como herramienta para la
restauracion de patrimonio cultural, principalmente en
Europa (Ortega-Morales and Gaylarde 2021). Métodos
convencionales como el uso de resinas, epdxidos, acrilicos
y otros consolidantes tradicionales han sido aplicados
en la conservacién de edificaciones patrimoniales, sin
embargo, estas presentan varias desventajas como: bajos
rendimientos, baja adherencia, obstruyen la porosidad
y dafan la estructura interna, ademdas que pueden ser
nocivos para el ambiente y el ser humano (Joseph 2021).
Asi, en las ultimas décadas se ha propuesto la precipitacion
de carbonatos inducida microbiolégicamente (PCIM) como
una alternativa amigable con el ambiente y con mejores
resultados a corto y largo plazo para la conservacion y
consolidacién del patrimonio cultural (Soffritti et al. 2019).
La PCIM es un proceso presente en una gran variedad
de microorganismos. Algunas teorias establecen que
las bacterias convierten el dioxido de carbono, urea u
otras fuente de carbono en iones carbonato CO3™ y este
reacciona con los iones de calcio Ca?* adheridos a la
superficie celular, de esta manera los cristales de carbonato
de calcio (CaCO,) son precipitados. Estos cristales, junto a
sustancias poliméricas extracelulares (SPEs) son capaces
de rellenar grietas y unir granos sueltos. Muchos estudios
han demostrado que piezas anteriormente deterioradas
mejoraron su consolidaciéon y propiedades mecdnicas
al ser tratadas con PCIM (Camaiti, Borselli and Matteoli
1988). De manera general, la velocidad de precipitacion de
carbonato de calcio es unafuncién lineal dependiente de la
concentracién de los iones €05~ y Ca®*. La supersaturacion
(S) es uUnicamente alcanzada cuando el producto de
solubilidad K, es excedido por la concentracion de [CD5 7]y
[Ca*"]. La precipitacion de CaCO, es favorecida con mayor
nivel de supersaturacion y definido por la Ecuacion 1, (Al-
Thawadi 2011).
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Durante el proceso de bioprecipitacion, las particulas
en suspension, particulas de polvo y la misma bacteria
pueden servir como sitios activos para la nucleacién
de calcita. La pared celular bacteriana generalmente se

encuentra cargada negativamente, por ende, es capaz de
enlazar en su superficie cationes divalentes como Ca* o
Mg?**. Por ejemplo, multiples especies de bacterias (e.g.,
Bacillus subtilis) son capaces de promover la precipitacion
de CaCo, al convertir CO, en HCO; a través de la anhidrasa
carbénica (AC), enzima que cataliza la formacién de acido
carbodnico a partir de anhidrido carbénico o didxido de
carbono y agua (Pérez and Garcia 2020). En mayor detalle
el mecanismo de precipitacion inicia con la disolucién de
CO, gaseoso en agua, para formar CO, acuoso (Ecuacion 2).
El CO, acuoso reacciona con H,0 para formar H,CO,, justo
durante esta reaccion la AC juega su papel mas importante
al aumentar el coeficiente de hidratacién del CO, en 10
veces (Ecuacion 3). La ionizacion de H,CO, genera HCO; y
H* (Ecuacién 4). Bajo condiciones alcalinas HCO se ioniza
para formar CO3™ y H,O (Ecuacion 5). La reaccion continua
hacia la precipitacién de carbonato de calcio al enlazar
los iones de Ca*" a la superficie de la célula bacteriana
(Ecuacion 6). En presencia de Ca?* los precipitados de
carbonato son formados al reaccionar con €03~ (Ecuacion
7) los mismos que pueden consolidar material deteriorado
en estructuras consideradas como patrimonio cultural [ver
Figura 1] (Chaparro-Acuia et al. 2018; Zheng and Qian,
2020).
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Figura 1.- Resumen gréfico de la carbonatogenesis bacteriana
aplicado en grietas.

El carbonato de calcio puede precipitar como cualquiera
de sus 6 polimorfos, sin embargo, las investigaciones
reportan mayoritariamente la presencia de calcita, vaterita
y aragonita, siendo estos los mas termodindmicamente
estables. Este proceso en un ambiente controlado puede
ser utilizado para diferentes aplicaciones, tales como (i)
mejorar de las propiedades mecénicas del concreto y su
autorrestauracion de grietas, (ii) eliminacién de metales
pesados, (iii) biocementacién de arena y arcilla, (iv)
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biorremediacion de radionucleidos, (v) secuestro de CO,,
y (iv) restauraciéon y conservaciéon de objetos histéricos y
culturales (Choi et al. 2020). Uno de los primeros estudios
en considerar el uso de la precipitacion de carbonato de
calcio inducida microbiolégicamente para la conservacion
y proteccién de edificaciones patrimoniales se realizé
en Paris en los 90s (Le Métayer-Levrel et al. 1999). Ellos
demostraron que las bacterias eran capaces de precipitar
calcita sobre la superficie dafnada de piedra caliza. Mas
tarde, se realizaron estudios en diferentes lugares del
mundo incluidos Rumania, China, Alemania, Espafa,
Francia, Brasil, Colombia y Rusia, donde se ha probado la
efectividad del método con diferentes géneros y especies
bacterianas como, Pseudomonas, Pantoea, Cupriavidus,
Myxococcus xantus, Bacillus y otros (Ortega-Morales and
Gaylarde 2021). Especificamente, los estudios realizados
con Bacillus subtilis han demostrado capacidad de
consolidary restaurar muestras carbonatadas deterioradas
mejorando sus propiedades mecénicas. Micallef et al.
obtuvo resultados eficaces aplicando el tratamiento con
B. subtilis sobre caliza deteriorada, la cual adquirié mayor
resistencia al deterioro por sal y baja absorcion de agua
después del tratamiento. También se conservé la porosidad
de la muestra a diferencia de los métodos convencionales
(Micallef et al. 2016). Uno de los mas recientes trabajos
realizados con B. subtilis es el de Andreolli et al. donde
demostraron que estas cepas tienen la capacidad de formar
una capa consolidante sobre piedra caliza (Andreolli et al.
2020).

Un proyecto propuesto por el Instituto Nacional de
Patrimonio Cultural del Ecuador busca inicialmente
restaurar una coleccién de esculturas denominado “Las
Cuatro Estaciones” [ver Figura 2], talladas en marmol

blanco, e importadas en 1890, las cuales forman
parte del patrimonio cultural del Ecuador. Agentes
medioambientales y antropogénicos han contribuido
al deterioro de estas piezas historicas [ver insertos en
Figura 2]. Similares efectos negativos se evidencian
en fachadas, murales, mausoleos, iglesias, etc, que se
encuentran en todo el territorio ecuatoriano y que han
sido declarados patrimonio nacional o patrimonio cultural
de la humanidad (Peralta and Moya 2007). En este estudio,
2 cepas bacterianas locales se analizaron como posibles
microorganismos bioformadores de carbonatos sobre
muestras de rocas carbonaticas. La decision del estudio y
aplicacion de B. subtilis se debe, en gran medida a 3 factores
principales: (i) al ser una bacteria ampliamente estudiada
y puesto que esta cepa no es patogénica (Piggot 2009)
garantizamos la seguridad de quienes trabajaran con la
misma, que en términos generales serdn restauradores con
poca o ninguna formaciéon en microbiologia, (ii) puesto
que uno de los factores para el tratamiento de las piezas
depende de si estas son micro o macro porosas y sabiendo
que B. Subtilis mide entre 2 a 6 um de largo y menos de
1 um de didmetro podemos asegurar un maximo efecto
de proteccion al trabajar con piezas que contengan
poros mayores a 2 um de radio (De Muynck et al. 2011),
y (iii) este es un estudio inédito realizado en Ecuador y
prueba por primera vez que se pueden utilizar cepas
endémicas, las cuales estan adaptadas a las condiciones
ambientales (e.g., presion atmosférica, temperatura,
humedad), para la bioprecipitacion de CaCO,, reduciendo
el tiempo de obtencidn de las bacterias ademas del costo
total de restauracion al no ser importadas. Los resultados
obtenidos sientan las bases para la biorrestauracion
de patrimonio cultural en Ecuador con énfasis en las
esculturas carbonaticas (e.g., marmol, travertino).

Figura 2.- “Las Cuatro Estaciones”, esculturas en marmol blanco. Palacio de la Circasiana, Quito.
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Metodologia

Todos los reactivos fueron obtenidos de casas comerciales.
Laincubacién serealizd en Memmert Incubator Oven INB200
c6digo: E208.0092. El recubrimiento de las cepas bacterianas
se realizd en una cabina de bioseguridad (SterilGARD®)
modelo: SG403A-HE de The Baker Company. La agitacion de
las muestras incubadas se realiz6 en un agitador alternativo
2506 de MaxQ™. El recuento de UFC se realizd en un contador
de colonias CC-1 de BOECO. La esterilizacion se realizd en
autoclave modelo 25x-1 de ALL AMERICAN. Los cristales se
secaron en un horno eléctrico de convecciéon OSK-95000 de
OBAWA SEIKI. La espectrometria de infrarrojo se realizd en
un espectrometro de infrarrojo por transformada de Fourier
FT / IR-4200 tipo A de JASCO, equipado con fuente de luz
estandar, detector TGS, resolucion 4 cm~', trabajando en una
longitud de onda de 600 a 4000 cm™~". Los difractogramas
se obtuvieron en un difractémetro de rayos X D8-Advance
de BRUKER. Las imagenes SEM-EDS se obtuvieron en un
microscopio electrénico de barrido en tdndem EDS, JEOL
IT300 XMAN1 de Oxford Instrument utilizando alto vacio
y condiciones de presiéon cambiantes segun las muestras,
detector / SED / LVSED / BED-C.

Dos cepas bacterianas etiquetadas como RTB-017 y JK-
1, entregadas por la Universidad Central del Ecuador,
fueron identificadas con bases en su morfologia y pruebas
bioquimicas. Entre las pruebas se utilizd tincion de Gram,
test de citrato, reduccidon de nitrato, test de catalasa, test
de rojo metilo y test de Voges-Proskauer. Finalmente, estas
pruebas fueron comparadas con los resultados reportados
en la bibliografia.

Medios de cultivo

El medio B4 modificado (B4M)(Marcia Aiko et al. 2011)
se prepard con extracto de levadura (19g), glucosa (1g) y
acetato de calcio monohidratado (5g) por litro de agua
desionizada. El medio fue esterilizado en una autoclave
a 120°C por 20 min. Cuando se alcanzé la temperatura
ambiente fue guardado en el refrigerador a 9.4°C para
posterior experimentacion.

Calculo de unidades formadoras de colonias (UFC)

Usando el procedimiento reportado por la Universidad
de Vermount (Allen, no date) las UFC fueron calculadas
utilizando los siguientes parametros. 0.05 mL de una
sexta diluciéon serial fueron plantados sobre agar
nutritivo utilizando un asa de Digralsky, posteriormente
fue incubada durante 24 h a 37°C (test por triplicado).
Las colonias fueron contadas utilizando un contador
de colonias. Los platos contables que sirven para hacer
el calculo poseen mas de 30 colonias y menos de 300.
Factor de dilucion de la muestra (FDM) es calculado si la
muestra fue diluida, previo a las diluciones seriales. Factor
de dilucién individual por tubo (FDIT) indica la dilucién

presente en cada tubo individual, en este caso 2 mL del
medio con microorganismos fueron diluidos en 8 mL de
agua destilada. Factor de dilucién total de serie (FDTS)
indica la diluciéon total de todos los tubos combinados,
para el caso actual se diluy6 6 veces. Factor de dilucién del
Sembrado (FDS) indica la cantidad de muestra sembrada
en la placa de Petri. Factor de dilucién Final (FDF) expresa
la dilucién total, tomando en cuenta todos los factores y se
calculé el FDF = FDM x FDTS x FDS. Unidades formadoras
de colonias/mL (UFC/mL) es el célculo final regresivo para
obtener la concentracién de la muestra original.

Carbonatogénesis cualitativa

Una vez calculadas las UFC/mL, Erlenmeyers con 50 mL del
medio de cultivo B4M fueron inoculados con 200 uL de
la cepa RTB-017, conteniendo = 8.8 x 10® UFC/mL, luego
se cubrid la boca de cada Erlenmeyer con papel aluminio
y pequeios orificios fueron elaborados para permitir la
entradaysalidadeaire, mientras quelos controles negativos
permanecieron estériles. Todos los experimentos fueron
llevados a cabo por triplicado. La incubacién tuvo lugar
en un bafo de arena previamente esterilizada y luego
anadida a un recipiente de metal colocada sobre una placa
calefactora, regulada a 40°C. La temperatura de la arena
fue comprobada utilizando un termémetro de mercurio
hasta conseguir 37°C en algunos puntos de todo el
recipiente. Los Erlenmeyers fueron colocados y cubiertos
con la arena hasta alcanzar el volumen del medio. La
plancha calefactora junto con la arena y los Erlenmeyers
fueron colocados sobre un agitador, esto con el fin de
obtener condiciones dinamicas 24/7. Finalmente, todo
el conjunto fue cubierto con pelicula de embalaje con el
fin de evitar contaminacion externa y pequenos agujeros
fueron elaborados nuevamente para permitir la salida de
gas y vapor. Tras 6 dias de incubacién, finalmente se hizo
una separacion de la materia organica presente en cada
Erlenmeyer y los cristales precipitados.

Separacion de los cristales

Para realizar la separacién de los cristales de carbonato
desde la matriz organica, el medio fue transferido desde
los Erlenmeyers a vasos de precipitacion, aquellos
cristales adheridos a la superficie de cristal fueron
removidos usando una varilla de vidrio. A continuacion,
se realiz6 un filtrado al vacio de las muestras utilizando
filtros Whatman, seguido de multiples lavados con agua
destilada. Los filtros Whatman que contenian los cristales
fueron colocados dentro de agua caliente y con una suave
agitacion los cristales y la matriz organica restante fueron
liberados. Se retiré el filtro Whatman, se afadié agua
destilada y los vasos de precipitaciéon fueron puestos en
reposo, con el fin de permitir que los cristales precipiten, a
continuacion, el sobrenadante es decantado. Este proceso
se repite hasta que los cristales sean visibles a través
del vaso de precipitacién. A continuacién, ya sin matriz
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orgdnica presente, los cristales fueron filtrados utilizando
papel filtro normal y secados en la estufa a 40°C durante 30
min. Finalmente, los cristales fueron guardados en tubos
Eppendorf para posterior andlisis.

Pruebas de consolidacion sobre muestras de rocas
carbonaticas

Se utilizaron pequefas muestras de rocas carbonaticas para
probar la consolidacion de los bioprecipitados de carbonato
de calcio. Las muestras fueron cortadas con dimensiones
de 3 cm x 2 cm x 0.5 cm. Después fueron pesadas y
esterilizadas en el autoclave a 120°C por 20 min previo al
tratamiento. Las pruebas de consolidacion se llevaron a
cabo sumergiendo las muestras en Erlenmeyer con 50 mL
de medio de cultivo B4M, los cuales fueron inoculados con
1 ml de la cepa RTB-017, con una densidad igual a 2.74 x 108
células/mL, precultivado durante 48 horas a 25°C. Se realizé
un experimento idéntico sin inocular como control. Los
Erlenmeyer fueron cubiertos con papel aluminio y fueron
incubados a 30° C y agitacién 24/7 en el sistema utilizado
para la carbonatogenesis cualitativa. Se midi6 el pH antes y
después del tratamiento, y después de 23 dias se retiraron
las muestras de los Erlenmeyer, se lavaron varias veces con
agua destilada y se secaron en la estufa a 40°C por 4 horas
hasta que se estabilice su peso. Finalmente se pesaron las
muestras y se analizaron mediante SEM-EDS y DRX.

Resultados y Discusion
Calculo de las unidades formadoras de colonia por mililitro

Después de la incubacién, los platos contables presentaron
111 colonias en promedio. FDM permanece con un valor de
1 puesto que no hubo dilucién previa. FDIT = 2/10, puesto
que 2 mL de muestra se diluyeron en 8 mL de solucién
salina. FDTS fue calculado a partir de la dilucion total de los

6
2 1 0.05mL
6 tubos, entonces (—) = con PDF = ——
10 15625 1mL
1 1 5 1
Reemplazando valores de FDF = - X X — =
1 15625 100 312500
Finalmente, la regresion final nos indica “F¢ — 111 x
mL
1 UFC

— = 34687500E: 3.5 X 107 UFC/mL.

312500
Resultados de las pruebas bioquimicas

De acuerdo con los resultados reportados por (Steinberg
et al. 2016) la observacién bajo microscopio de las
colonias bacterianas presenta mdargenes ondulados,
largos e irregulares, adicionalmente la tincién debe
dar como resultado una bacteria Gram positiva en
forma de varilla [ver Figura 3]. Esta descripcidon coincide
perfectamente con nuestros hallazgos. Los resultados
de las pruebas bioquimicas fueron comparados con
resultados bibliograficos (Slepecky and Hemphill 2006;
Awais et al. 2007), reforzando la suposicion de que los

T -

microorganismos aislados son Bacillus Subtilis. Solo la cepa
RTB-017 coincidié con todos los resultados esperados,
por lo tanto, la cepa JK-1 fue descartada de las pruebas de
carbonatogénesis cualitativa [ver Tabla]

Figura 3.- Aislado RTB-017 después de tincién de Gram.

Test RTB-017 Referencia JK1

Citrato + + -
Reduccién de nitrato + + +
Catalasa + + +

Rojo de metilo - - R
Voges-Proskauer + + +

Tabla 1.- Resultados de pruebas bioquimicas

Caracterizacion fisicoquimica de los carbonatos

precipitados en medio acuoso

La muestra codificada como B4M_1 fue caracterizada
utilizando FT-IR, DRX y SEM-EDS. Observaciones iniciales
muestran que los cristales precipitados del medio B4M
muestran un color crema claro [ver Figura 4a y 4b]. La
espectrometria por infrarrojo fue realizada utilizando
muestras en polvo sin previa preparacidn. Los cristales
fueron colocados directamente en el detector del FT-IR
y el espectro obtenido fue comparado con carbonato de
calcio estandar. CO, medioambiental fue eliminado del
espectro final. Tanto el carbonato de calcio estdndar como
bioprecipitado mostraron las mismas sefales presentes
[ver Figura 4c]. Para la muestra B4M1, la sefial en 1400 cm’
corresponde a la vibracién de tensién de C-O (area verde)
y las sefales alrededor de 707 y 873 cm™ corresponden a la
vibracion de flexion dentro y fuera del plano (area naranja),
bandas caracteristicas de la calcita. La banda ancha entre
~2700y ~3600 cm™ corresponden a la vibracién de tensién
de O-H debido a la presencia de agua (4rea rosada). Las
bandas menores en 1795 cm™, ~2875 cm™ y el primer
sobretono en ~2990 cm™ corresponde al doble enlace
C=0 (area gris). Los analisis mediante DRX muestran que
la cepa RTB-017 en medio B4M fue capaz de producir
exclusivamente calcita.
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Figura 4.- (a) Cristales bioprecipitados en el fondo de un Erlenmeyer después de varios lavados con agua destilada, (b) filtro Whatman
después de filtracién al vacio de los cristales precipitados, y (c) espectro de absorcion FT-IR de las muestras B4M_1 (verde), comparada

con CaCO, estandar (azul).

Para estudiar la morfologia de los cristales y su
composicién, utilizamos SEM/EDS. Las muestras fueron
montadas en cinta de carboén. Algunos de los cristales
fueron despegados del fondo de los Erlenmeyers
utilizando una varilla de vidrio, por lo tanto, la presencia
de cristales planos puede explicarse a través de su
cristalizacion en las paredes del vidrio [ver Figura 5al.
La magnificacion en la observacion del precipitado
permitié encontrar pequefos agujeros presentes en

todos los cristales, revelando que la superficie celular
bacteriana también sirvié como sitio de nucleacion [ver
Figura 5b]. Bacillus subtilis incubado en el medio B4M
produjo cristales blanquecinos, redondeados y planos,
con un tamano méaximo observado de 200 um. El analisis
semicuantitativo mediante EDS del precipitado muestra
en su composiciéon elemental la presencia de Ca, Cy O
corroborando la bioformacion de cristales de carbonato
de calcio [ver Tabla 2].
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x850.

Elemento Espectro 25 Espectro 26
C 27,79 19,11
o 52,22 50,08
Ca 19,78 30,33
Otros 0,21 0,48
Total 100 100

Tabla 2.- Composicidon quimica de la muestra B4M_1

Consolidacion de carbonatos de calcio sobre muestra
de roca carbonatica

Después de analizar los resultados de los experimentos
preliminares probando el crecimiento de la cepa RTBO17
y su capacidad de precipitar carbonatos de calcio en el
medio B4M, se realizaron experimentos para probar la
capacidad de la cepa de producir carbonatos de calcio
en la consolidacion de muestras de rocas carbondticas.
Para ello se utilizaron pequefas muestras, previamente
esterilizadas, que fueron sumergidas en Erlenmeyers con
50 mL de medio de cultivo B4M, inoculados con 1 mL
de la cepa que contenia una densidad igual a 2.74 x 108
células/mL precultivado durante 48 horas (Bang, Galinat
and Ramakrishnan 2001). Asi como en los experimentos
preliminares, se recreé un sistema para proporcionar
condiciones de temperatura 30°C y agitacion 24/7.
Después de 23 dias, se retiraron las muestras del medio, se
secaron y pesaron. Los resultados muestran un incremento
en el peso de la muestra de 53.7 mg y un cambio en el
pH de la solucién de 6.55 a 8.24 lo cual se atribuye a la
formacion de carbonatos de calcio en el medio (Garcia-
Gonzélez et al. 2017). Las muestras control mantuvieron

Figura 5.- Micrografias SEM de los cristales de CaCO, obtenidos de la muestra B4M_1 con (a) magnificacion x100, y (b) magnificacion

Y
o
el
;

L

% m/m
Espectro 27 Espectro 28 Espectro 30
20,86 16,67 16,67
34,87 49,86 49,51
43,68 32,93 33,34
0,60 0,54 0,48
100 100 100

su peso y pH inicial. Ademas, se puede observar una
capa blanquecina, densa y homogénea de cristales de
carbonato de calcio sobre la superficie de la muestra [ver
Figura 6a]. En un estudio realizado por M. I. Daskalakis et
al. aislaron dos de cepas pertenecientes a la familia Bacillus
para probar la precipitacion de carbonatos de calcio en
la biorrestauracion de piedra ornamental (Daskalakis et
al. 2013). Los resultados mostraron un incremento de
17.0 mg para B. licheniformis después de 15 dias y de 97.0
mg para B. cereus después de 20 dias. Entonces, el valor
obtenido del incremento de peso para la cepa RTB017
se encuentra dentro de ese rango. No obstante, se debe
tener en cuenta las condiciones y medios en los cuales
se realizaron los experimentos, asi como la composicion,
estructura y porosidad de la muestra. Mediante el andlisis
en SEM se puede apreciar cristales con forma hexagonal y
romboédrica [ver Figura 6b], caracteristico para calcita (Dick
etal. 2006). Los cristales precipitados tienen un tamarno que
va desde 5 um a 20 um. Para el andlisis en DRX, una parte
del recubrimiento formado sobre la muestra fue retirado
con un bisturi. Los resultados corroboran la formacién de
cristales de calcita mencionado anteriormente [ver Figura
6c].
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Figura 5.- (a) Microfotografia (aumento x20) de la superficie de la muestra de roca carbonatica antes (izquierda) y después (derecha)
del tratamiento de PCIM, (b) micrografia electrénica de barrido de los cristales de calcita (aumento x1300), y (c) difractograma de rayos

X del bioprecipitado comparado con la calcita.

Conclusiones

Tras la verificacion mediante pruebas bioquimicas
podemos concluir que la cepa bacteriana local RTB-
017 pertenece al género Bacillus, especificamente
a la especie Bacillus subtilis, un microorganismo no
patégeno. Después de inducir la precipitacién de
carbonato de calcio en medio B4M, se pudo comprobar la

produccion de cristales blanquecinos, esta caracteristica
es muy importante al tratar una pieza patrimonial para
restauracion. Finalmente, se realizaron pruebas de
consolidacién sobre muestras de rocas carbonaticas
resultando en la formacién de una capa estable
blanquecina de calcita. Este hallazgo es clave para futuros
trabajos en la consolidacion de estructuras patrimoniales
(e.g., Las Cuatro Estaciones) usando bacterias locales no
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patdégenas que forman precipitados de carbonato de
calcio sobre superficies carbonéticas.
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