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METODO PARA BIOSINTETIZAR CARBONATO DE CALCIO A PARTIR DE
UN INOCULO BACTERIANO MEDIANTE ACIDOS ORGANICOS

Campo técnico de la invencion

La presente invencion esta relacionada con el campo de la biotecnologia, particularmente se
refiere a la formacion de materiales a partir de la biosintesis de compuestos. En la presente
invencion la biosintesis se realiza a partir de un microorganismo, donde el microorganismo
es una bacteria y donde el compuesto biosintetizado es carbonato de calcio. La presente
invencion puede ser aplicada en ingenieria de tejidos para la regeneracion de hueso,

restauraciones dentales o en la liberacion controlada de medicamentos.

Antecedentes de la invencion

La precipitacion de carbonatos de calcio se puede dar por via quimica o bioldgica, por medio
de métodos de supersaturacion y difusion de carbonatos de amonio. Con mas detalle, algunos
investigadores han encontrado por ejemplo, que los nanocarbonatos de calcio sintetizados
guimicamente no son aptos para el transporte de farmacos, debido a que ésta tiende a formar
clasteres de tamafios micrométricos (lo cual es un problema para su procesamiento) y suelen
introducir trazas de impurezas durante la sintesis. En estos casos, cuando se requiere un
mineral con condiciones Optimas de pureza y homogeneidad implica consumir reactivos de
alta pureza y precio, asi como un despliegue técnico muy alto; lo que incrementa
considerablemente los costos de produccion. Algunos articulos cientificos han reportado el
uso de acidos organicos en procesos de sintesis quimica de calcita, donde se ha observado
que estos ayudan a modificar tanto los tamafios de grano, como la polimorfia del carbonato

(calcita, vaterita 0 aragonita).

Por via bioldgica existen diferentes rutas por las cuales se obtienen este tipo de minerales, ya
sea implementando suelos ricos en urea o empleando proteinas especificas presentes en las
conchas de algunas especies marinas, entre otras. Los métodos bioldgicos para inducir la
produccion de carbonatos de calcio han sido estudiados con varios microorganismos debido
a que presentan grandes ventajas respecto a la produccion por métodos quimicos, como ser

amigables con el ambiente, espontaneos, naturales y sostenibles.

Se encuentran en el estado del arte las patentes US20050214194A Biological process for the
preparation of mineral crystals using seeds; W0O2006066326A1 Microbial biocementation;
CN1778934A Preparation of calcium carbonate by microbe deposition; CN101085880A
Nano layered calcium carbonate base bionic composite material and synthetic method
thereof y W02008120979A1 Microbiologically induced carbonate precipitation, que se

refieren a técnicas de biocementacion, aplicaciones con microorganismos o productos
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FIG. 7 Cantidad de precipitado obtenido durante el proceso de bioprecipitacion, a diferentes
concentraciones de acido citrico adicionado al dia cero.

FIG. 8 Cantidad de precipitado obtenido durante el proceso de bioprecipitacion, a diferentes
concentraciones de acido malico adicionado al dia cero

FIG. 9 Cantidad de precipitado obtenido durante el proceso de bioprecipitacion, a diferentes
concentraciones de &cido citrico adicionado al dia uno.

FIG. 10 Cantidad de precipitado obtenido durante el proceso de bioprecipitacion, a diferentes
concentraciones de acido malico adicionado al dia uno.

FIG. 11 Cantidad de precipitado obtenido durante el proceso de bioprecipitacion, a diferentes
concentraciones de acido citrico adicionado al dia dos.

FIG. 12 Cantidad de precipitado obtenido durante el proceso de bioprecipitacion, a diferentes
concentraciones de &cido malico adicionado al dia dos.

FIG. 13 Iméagenes por microscopia electronica de barrido (SEM) de los precipitados
obtenidos del proceso de bioprecipitacion a diferentes concentraciones y dia de adicion del
acido citrico. a) sin &cido, b) 0.05% dia 0, c) 0.05% dia 0, d) 0.10% dia 1, €) 0.10% dia 1 , f)
0.10% dia 2, g) 0.10% dia 2, h) 0.15% dia 2 y i) 0.15% dia 2.

FIG. 14 Iméagenes por microscopia electronica de barrido (SEM) de los precipitados
obtenidos del proceso de bioprecipitacion a diferentes concentraciones y dia de adicién del
acido malico. a) sin &cido, b) 0.05% dia 0, ¢) 0.05% dia 0, d) 0.10% dia 2, €) 0.15% dia 2y
f) 0.15% dia 2.

Descripcion detallada

La presente invencion divulga un método para biosintetizar carbonato de calcio mediante un
medio bioldgico, particularmente divulga un método para biosintetizar carbonato de calcio a
partir de un in6culo bacteriano que involucra los pasos de preparar y esterilizar un medio de
cultivo modificado con un modulador; incubar un inéculo bacteriano a condiciones de
crecimiento en el medio de cultivo modificado y finalmente separar y purificar el carbonato

de calcio precipitado obtenido mediante el in6culo bacteriano.

Se entiende por “biosintetizar” al proceso mediante el cual un microorganismo produce algun
tipo de material como resultado de su metabolismo. Para efectos de la presente invencion el
microorganismo es una bacteria. La bacteria puede adquirirse a través de un laboratorio

certificado.

Preparar y esterilizar un medio de cultivo modificado

El método de la presente invencion inicia con la preparacion y esterilizacion de un medio de
cultivo modificado con un modulador. Para el crecimiento de los microorganismos y

biosintesis de carbonatos de calcio es importante que el medio de cultivo en el que se

encuentre tenga los componentes adecuados. En el proceso, se probaron diferentes medios
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Entre las cepas de Myxococcus xanthus se encuentran ATCC 25232, ATCC 29618,
ATCC 27924, ATCC 27926, ATCC 27923, ATCC 27925, ATCC 31046, ATCC 27927,
ATCC 27922, ATCC 25565.

La incubacién consiste en mantener el microorganismo en las condiciones de crecimiento o
reproduccion, por un tiempo determinado. En este caso las condiciones de crecimiento del
inoculo bacteriano son tiempo de incubacion, temperatura y agitacion. El tiempo de
incubacion se refiere al tiempo que tarda el microorganismo en biosintetizar el mineral
deseado, este se encuentra entre 1 y 10 dias, entre 2 y 7 dias, entre 3y 9 dias, o entre 4y 8
dias. La temperatura se encuentra entre 10 y 40°C, entre 15y 35°C o entre 20 y 35°C. Las
condiciones de agitacion se encuentran entre 50 y 1000 rpm, particularmente entre 80 y
500rpm, o entre 100 y 400rpm, o entre 200 y 300rpm. En una modalidad la agitacién se

realiza mediante un agitador orbital.

Separacién del precipitado

Finalmente se realiza la separacion que alude a la desunién de las particulas soélidas
biosintetizadas del medio de cultivo liquido que las contiene. La separacién sélido-liquido
se puede realizar mediante cualquier método conocido por una persona medianamente
versada en la materia, por ejemplo decantacién, filtracion, centrifugacion, evaporacion,
flotacion o cristalizacion, entre otros. En una modalidad la separacion del precipitado se
logra mediante centrifugacion entre 2000 y 5000 rpm por un periodo entre 5y 15 minutos.

Las particulas solidas obtenidas son el carbonato de calcio biosintetizado.

El carbonato de calcio precipitado obtenido mediante la presente invencion puede estar en
cualquiera de sus tres polimorfos: calcita, vaterita y aragonita, de acuerdo con las sales de de
calcio utilizadas en el medio de cultivo.

Con el fin de caracterizar los carbonatos biosintetizados se usan técnicas como Microscopia
Electronica de Barrido (SEM) que permite realizar imagenes del producto obtenido con y sin
moduladores, y asi observar las diferencias morfologicas del precipitado. Sin los
moduladores, los precipitados son estructuras gruesas y muy aglomeradas, y después del
proceso de biomodulacion las estructuras comienzan a fraccionarse, las particulas que las
conforman son mas definidas y se ven menos aglomeradas. Simultaneamente se realizan
pruebas de caracterizacion mineralogica de Difraccion de rayos X (DRX) que permiten
identificar las proporciones de las fases cristalinas del precipitado, y se observa que con la
adicion de los moduladores se ve favorecida una fase cristalina de los carbonatos denominada
Vaterita, sobre Calcita, que es la fase prevaleciente en el proceso sin la implementacion de

los moduladores.
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comenzaron con un pH de 8, y que el dia 1, en el que se les agrega el acido citrico, su pH
disminuye. Para la muestra con 0.15% p/v de &cido citrico su pH disminuyé hasta 5.25 y con
el paso del tiempo no aumento. Las muestras con 0.05% y 0.10% p/v de acido citrico
disminuyeron su pH hasta 6.8 y 5.7 respectivamente, logrando con el paso del tiempo
aumentar hasta terminar en 9.

(©) Separacion

La separacion del carbonato de calcio precipitado se realizo de la misma manera que en el
Ejemplo 2

Caracterizacion del producto

Del proceso de biosintesis se obtuvo entre 0,0 g/L y 3,4g/L de carbonatos de calcio cuando
se agrego el modulador al dia uno como se observa en la FIG. 9. Las cantidades variaron
dependiendo de la cantidad de acido citrico implementadas, la concentracion mas alta de
acido (0,15%) obtuvo 0,0g/L y por el contrario con las otras concentraciones (0,05% vy
0,10%) obtuvieron entre 3,3g/L y 3,4g/L. Se realizaron pruebas de caracterizacion
mineraldgica como en el Ejemplo 2 y se encontraron proporciones diferentes de los
carbonatos dependiendo de la cantidad de modulador utilizada para la concentraciéon de
0,05% Va: 94,5y Ca: 5,5% y para 0,10% Va: 97,9% y Ca: 2,1. Y por microscopia electronica
de barrido se tomaron imégenes que permitieron observar las diferencias morfolégicas de los
carbonatos observando que con el modulador las estructuras pierden su forma y comienzan

a fracturarse y desaglomerarse hasta formar peliculas. (Ver FIG. 13)

Ejemplo 5.  Biosintesis de carbonato de calcio a partir de Bacillus cereus con acido

malico adicionado al dia uno como modulador en un medio de cultivo modificado

(a) Preparacion v esterilizacion del medio de cultivo modificado

El medio M3 modificado comprende 0.04% p/v de triptona, 0.05% p/v de acetato de calcio
y acido malico a 0.05%, 0.1% y 0.15% p/v. Se esteriliza en una autoclave, cada solucion por
aparte, a 121°C por 20min (15psi) y se deja enfriar a temperatura ambiente. Las soluciones
de acetato de calcio y acido malico se conservan en una nevera.

(b) Inoculacién

En una cdmara de flujo laminar se coloco el medio de cultivo y se adiciond 10mL de indculo
bacteriano (obtenido mediante el Ejemplo 1) en 90mL de medio M3 modificado. El acetato
de calcio y el acido malico se adicionaron al dia 1 de cultivo. 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.

Se realiz6 seguimiento de pH para evaluar el proceso metabélico del microorganismo durante
losdias 0, 1, 2, 4y 6, como se observa en la FIG. 4. La figura muestra que todas las muestras
comenzaron con un pH de 8, y que al dia 1 en que se adicioné el acido malico, su valor
disminuyd. Para la muestra que contenia 0.15% p/v de &cido malico su pH disminuyd hasta

5.3, y con el tiempo no aumentd. Por otro lado, las muestras con 0.05% y 0.10% p/v de &cido
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malico disminuyeron su pH hasta 6.7 y 5.8 respectivamente, aumentando su valor con el paso
del tiempo hasta obtener un valor de 8.5.

(©) Separacion

La separacion del carbonato de calcio precipitado se realizo de la misma manera que en el
Ejemplo 2

Caracterizacion del producto

Del proceso de biosintesis se obtuvo entre 0,0 g/L y 3,0g/L de carbonatos de calcio cuando
se agregod el modulador al dia uno como se observa en la FIG. 10. Las cantidades variaron
dependiendo de la cantidad de acido malico implementadas, la concentracién mas alta de
acido (0,15%) obtuvo 0,0g/L y por el contrario con las otras concentraciones (0,05% vy
0,10%) obtuvieron un precipitado alrededor de 3,0g/L. Se realizaron pruebas de
caracterizacion mineraldgica como en el Ejemplo 2 y se encontraron proporciones diferentes
de los carbonatos dependiendo de la cantidad de modulador utilizada para la concentracion
de 0,05% Va: 91,0% y Ca: 9,0% y para 0,10% Va: 93,3% y Ca: 6,7%. Y por microscopia
electronica de barrido se tomaron imagenes que permitieron observar las diferencias
morfologicas de los carbonatos observando que con el modulador las estructuras pierden su

forma y comienzan a fracturarse y desaglomerarse hasta formar peliculas. (Ver FIG. 14)

Ejemplo 6. Biosintesis de carbonato de calcio a partir de Bacillus cereus con acido

citrico adicionado al dia dos como modulador en un medio de cultivo modificado

(@) Preparacion y esterilizacion del medio de cultivo modificado

El medio M3 modificado comprende 0.04% p/v de triptona, 0.05% p/v de acetato de calcio
y &cido citrico a 0.05%, 0.1% y 0.15% p/v. Se esteriliza en una autoclave, cada solucion por
aparte, a 121°C por 20min (15psi) y se deja enfriar a temperatura ambiente. Las soluciones
de acetato de calcio y acido citrico se conservan en una nevera.

(b) Inoculacion

En una camara de flujo laminar se colocé el medio de cultivo y se adicion6 10mL de inéculo
bacteriano (obtenido mediante el Ejemplo 1) en 90mL de medio M3 modificado. El acetato
de calcio y el &cido citrico se adicionaron al dia 2 de cultivo. 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.

Se realiz6 seguimiento de pH para evaluar el proceso metabélico del microorganismo durante
losdias 0, 1, 2, 4y 6, como se observa en la FIG. 5. La figura muestra que todas las muestras
comenzaron con un pH de 8 y que comenzd a aumentar, pero el dia 2 que se adicion0 el &cido
citrico el pH disminuyd. Para las muestras con 0.05%, 0.10% y 0.15% p/v de acido citrico
los pH disminuyeron hasta 7, 6.5 y 6 respectivamente, pero con el paso del tiempo el pH
aumento hasta aproximadamente 8.5.

(©) Separacion

La separacion del carbonato de calcio precipitado se realiz6 de la misma manera que en el

Ejemplo 2
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