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Resumen

El concreto es uno de los materiales de construccién mas utilizados, sin embargo, este material es
propenso a la formacién de grietas, que afectan la integridad de la estructura. Debido a que los procesos para
su reparacion son muy caros, se han buscado nuevas alternativas para tratar este problema. Actualmente se
esta desarrollando un nuevo método para la reparacion de fisuras y grietas utilizando calcita inducida
microbiol6gicamente que se utiliza como sellante microbiano, ya que esta muestra un alto potencial para
consolidar las fisuras superficiales que se generan en el concreto. Por lo tanto, el objetivo de este estudio es
aislar e identificar bacterias productoras de carbonato de calcio, y comparar la productividad que tiene cada
una de ellas, tanto en un medio comercial, como en un medio formulado a base de desechos industriales para
tratar microgrietas de concreto en un medio controlado. A partir de muestras de suelo extraidas de la cantera
de Cementos Progreso ubicada en Sanarate, se aislaron 11 cepas bacterianas de 8 especies distintas donde 8
cepas son del género Bacillus con la capacidad de producir carbonato de calcio. Ademas, se logré formular
un medio a base de desechos industriales que no solo permite el crecimiento bacteriano, sino que también la
precipitacion del mineral. En conclusidn, fue posible evaluar la capacidad de produccion de carbonato de
calcio a partir de muestras de suelo utilizando un medio de cultivo comercial y el propuesto. Se recomienda
realizar ensayos en microgrietas para determinar la capacidad de biorreparacion de concreto utilizando las
cepas bacterianas aisladas, asi como la secuenciacién de las mismas para obtener una identificacién mas

certera.

Xi



I. Introduccién

Existen gran variedad de estructuras como puentes, edificios, carreteras, etc, cuyo material principal
es el concreto. Este material estd compuesto principalmente de una combinacion de agua, cemento y
agregados finos y gruesos. Siendo el cemento la parte esencial del concreto debido a que enlaza los agregados
y llena los vacios entre las particulas gruesas y finas. Este material de construccion es uno de los mas
utilizados debido a que cuenta con caracteristicas como resistencia, hermeticidad, durabilidad y
permeabilidad, haciendo que este sea un material idéneo para una amplia gama de estructuras ya que puede
adaptarse a gran variedad de ambientes. Sin embargo, este material es propenso a la formacion de grietas, las
cuales no son deseables ya que permiten el paso de agua a la estructura principal permitiendo que los
refuerzos de hierro se corroan (Seifan et al., 2016). Ademas, la formacion de grietas es una de las principales
causas del deterioro del concreto, disminuyendo la durabilidad del mismo. Por lo tanto, el mantenimiento y
reparacion de estas grietas es esencial para prolongar la vida Util del material. Los métodos que actualmente
se utilizan para el mantenimiento deben ser constantemente aplicados, y no son una solucién permanente
para el problema (Rodriguez-navarro et al., 2003). Es por esto que se han buscado nuevas alternativas para
tratar este problema y actualmente se estd desarrollando un nuevo método para la reparacién de fisuras y
grietas utilizando calcita inducida microbiol6gicamente que se utiliza como sellante microbiano, ya que ésta
muestra un alto potencial para consolidar las fisuras superficiales que se generan en el concreto de manera
natural y libre de contaminantes (Diaz, 2015).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio es aislar e identificar bacterias productoras de carbonato de
calcio, y comparar la productividad que tiene cada una de ellas, tanto en un medio comercial, como en un
medio formulado a base de desechos industriales para tratar microgrietas de concreto en un medio controlado.
Se plantea que el medio formulado a base de desechos industriales cuenta con la capacidad de permitir el
crecimiento bacteriano y la precipitacion de carbonato de calcio. Ademas, que muestra una diferencia
significativa entre la produccion de carbonato de calcio en un medio comercial y el formulado al contener
una bacteria de suelo presente en una muestra de la cementera de CEMPRO con la capacidad de producir
ureasa para la biomineralizacion de carbonato de calcio. Siendo al menos una de estas bacterias Bacillus sp.,
y que hace posible la biorreparacién de microgrietas en placas de cemento que no contengan este agente

externo en la mezcla inicial.



Il. Objetivos

. Objetivo general:
Aislar e identificar bacterias productoras de carbonato de calcio, y comparar la productividad de

cada una de ellas, tanto en un medio comercial, como en un medio a base de desechos industriales

para tratar microgrietas de concreto en un medio controlado.

. Objetivos especificos:
Identificar bioquimica y molecularmente las bacterias con capacidad de realizar biomineralizacion

de carbonato de calcio, provenientes de muestras de suelo.

Formular un medio de cultivo a base de desechos industriales que permita el crecimiento bacteriano
y la precipitacién de carbonato de calcio.

Realizar pruebas de precipitacién de carbonato de calcio utilizando un medio de cultivo comercial
y el formulado a base de desechos industriales.

Probar la capacidad bacteriana de biomineralizacién en columnas de arena.



I11. Justificacion

Actualmente el cemento es uno de los materiales de construccién mas utilizados, mas éste es
susceptible a la formacion de microgrietas debido a su textura porosa. Estas microgrietas y poros no son
deseables ya que son una via para el ingreso de agua y sustancias nocivas que pueden llevar a la corrosién de
la estructura de acero que se utiliza para realizar la construccién. Esta corrosion puede hacer que se originen
dafios graves en la estructura de la construccion disminuyendo su vida Util. Debido a que el proceso para la
reparacion de estas grietas es muy costoso y necesita de materia prima industrial que causa contaminacion,
se han estudiado bacterias que tienen la capacidad de biomineralizar carbonato de calcio las cuales pueden
ser una alternativa favorable para llenar las microgrietas que se forman con el paso del tiempo en estas
estructuras. Actualmente se han realizado investigaciones donde se realiza el curado exitoso de grietas en
cemento seco utilizando bacterias aisladas de muestras de suelo, también, se han utilizando estas bacterias
en una mezcla de concreto himedo para la autorreparacion de una estructura de concreto nueva. Por esta
razon, en este estudio se busca aislar e identificar bacterias productoras de carbonato de calcio en muestras
de suelo guatemalteco y comparar la productividad de cada una de ellas, tanto en un medio comercial, como
en un medio a base de desechos industriales para tratar microgrietas de concreto en un medio controlado.
Para que de esta forma se encuentre un método mas econdémico para la reparacion de estructuras de concreto,
asi como un método sostenible donde no se requiera de procesos industriales contaminantes para la obtencion

de la materia prima.



IV. Marco teérico

A. Concreto

El concreto es uno de los materiales de construccion mas utilizados en distintas estructuras, esto se
debe a que cuenta con caracteristicas de resistencia, hermeticidad, durabilidad, permeabilidad, entre otras;
que permiten que este se adapte al uso en distintos tipos de estructuras (Gracia Alarcon and Quesada Bolafios,
2012). Sin embargo, la durabilidad de éste esta intimamente relacionada con su porosidad, su permeabilidad
y su compacidad. Es por esto, que se debe tener sumo cuidado en la seleccién de la tecnologia que su utilizara
para producir el concreto. Se debe prestar especial atencion a su dosificacion, produccién, transporte,
colocacién, curado y vibrado. Dado que el concreto tiene una estructura altamente heterogénea y compleja,
hay dificultad en poder predecir con exactitud y seguridad su comportamiento a futuro (Anne et al., 2010).
Es por esto que es importante tomar en cuenta que una estructura ya construida no se mantiene estable debido
que la pasta de cemento y la zona de transicion de esta, va evolucionando con el tiempo dado a factores como

la humedad y temperatura que la van dafiando. (O’, Diaz et al., 2010).

1. Tipos de reparacién del concreto

Como se mencionaba anteriormente, las estructuras que estan hechas a base de concreto tienden a
agrietarse debido a la lluvia, aire, entre otros factores ambientales que pueden acelerar la formacién de
microgrietas (Gaspar and Brito, 2008). Esto pone en peligro la supervivencia de las estructuras ya que poco
a poco este material sufre de desintegracién granular, causando la perdida de material de superficie y por
tanto causando dafios irreversibles (Doehne and Price, 2010). Por estas razones se opta por reparar las
construcciones utilizando algunos métodos, como la impermeabilizacion. Este ayuda a reforzar las
superficies para prevenir que el agua u otras sustancias presentes en el ambiente que ingresen al nGcleo del
cemento. Otra de las técnicas que se utilizan es el reforzamiento por medio de productos de cementacion.
Ambas técnicas que se realizan utilizan materiales organicos e inorganicos como acrilicos, resinas epoxi, y
soluciones de Ba(OH),. Cabe mencionar que a pesar que se ha visto que estos procedimientos de reparacion
del concreto son bastante efectivos, se deben estar retocando después de un tiempo por lo que no son del todo
satisfactorios. En algunos casos, los tratamientos que contienen materiales organicos pueden crear peliculas
superficiales que son insolubles con la estructura original y pueden liberar disolventes nocivos perjudiciales
para la integridad de la estructura (Rodriguez-navarro et al., 2003). Actualmente, se est4 desarrollando un
nuevo método para la reparacion de fisuras y grietas utilizando calcita inducida microbioldgicamente que se
utiliza como sellante microbiano, ya que esta muestra un alto potencial para consolidar las fisuras

superficiales que se generan en el concreto de manera natural y libre de contaminantes (Diaz, 2015).



B. Bioconcreto

El bioconcreto, como su nombre lo indica es un tipo de concreto que depende de una parte
bioldgica para su formacién. En este caso, esta seria impulsada por bacterias que tienen la capacidad de
biomineralizar carbonato de calcio. Se ha visto que debido a estas caracteristicas, las fisuras que se van
formando a lo largo del tiempo en el concreto se pueden reparar por si mismas. Como se puede observar en
la Figura No.1, el proceso de auto- curado ocurre debido a que las bacterias van depositando el carbonato de

calcio dentro de las fisuras hasta que estas quedan totalmente selladas (Passarini and Silva, 2017) .

El bioconcreto tiene la capacidad de activar las esporas bacterianas cuando el agua se filtra en las
grietas que se forman en el concreto, haciendo que estas inicien su metabolismo permitiéndoles precipitar
cristales de calcita por medio del ciclo del nitrogeno. Los cristales insolubles de carbonato de calcio en
conjunto con el agua y los componentes de cemento presentes en la fisura forman concreto de novo que
empieza a solidificarse sobre la superficie agrietada y esta se va sellando. Cabe mencionar que el consumo
de oxigeno durante las reacciones metabdlicas que las bacterias realizan al formar el carbonato de calcio,
permite la detencion de la corrosién del acero aumentando asi la durabilidad de la estructura (Chaurasia et
al., 2014).

Algunos beneficios que trae la utilizacion de bioconcreto es que permite aumentar la resistencia
mecénica de la pasta de cemento ya que este reducird gran cantidad de los poros dejados por el exceso de
agua que se requiere para trabajar el hormigon; tomando en cuenta que a menor nimero de poros, mayor es
la resistencia del material ya terminado. El bioconcreto incide sobre la geometria de los poros, por lo tanto
el rea, perimetro y diametro se ve afectado, incidiendo a su vez en la conductividad térmica afectando la
durabilidad del material (Diaz, 2015).

Actualmente, se estan realizando estudios con este producto donde se emplea este material de dos
formas distintas: como material de cimentacion o como capa superficial utilizada solo como proteccion.
Segun su uso, este material puede adoptar dos nombres distintos: bioconcreto, o biodeposicion. En ambos
casos, este tiene como objetivo disminuir los espacios de los poros del material de construccion y actuar en
el caso que se produzca un cambio en la calidad del producto, como por ejemplo la aparicion de fisuras. Es
muy importante recalcar que la eficacia del bioconcreto estéa relacionada con la actividad enzimatica de la

cepa bacteriana y la composicion del medio utilizado (Passarini and Silva, 2017).



Figura No. 1: Reparacion de grietas en concreto por medio de bacterias precipitadoras de carbonato de
calcio

s
Control specimen
after healing |+

B: Bacterial specimen Bacterial specimen
before healing aftér healing

(Jonkers, 2011).

Leyenda Figura No.1: Imdgenes tomadas a través de microscopia de luz con aumento de 40 veces,
en esta se muestran dos placas de concreto antes y despueés de ser tratadas para el sellamiento de grietas. A)
placa de concreto usada como control negativo tratada con agua y arena. B) placa de concreto tratada con

agua, arena y cepa bacteriana precipitadora de carbonato de calcio (Jonkers, 2011).

C. Bacterias de suelo

El suelo es un recurso vivo y dindmico que esta compuesto de particulas de minerales de distintas
formas y tamafios, material organico y un gran ndmero de especies microbianas con morfologia y fisiologia
distintas (Uribe, 1990). Este esta compuesto de seis principales grupos de microorganismos: bacterias,
actinomicetos, virus, hongos, algas y protozoos (Fierer et al., 2007; Arrieta Rodrigez, 2011). Entre estos
microorganismos, los que mas destacan debido a su abundancia y diversidad son las bacterias. Se estima que
existen alrededor de 108 a 10° microorganismos por gramo de suelo (Arrieta, 2011). A pesar que estas
estimaciones son bastante constantes en los distintos de suelos y ambientes generales, existen muchas
variables que influyen en la diversidad bacteriana del suelo. Algunas de estas variables son la humedad,

aireacion, temperatura, materia organica disponible, acidez y presencia de nutrientes inorganicos. En algunos



casos puede afectar la temporada, si es un suelo con cultivos y la profundidad de los mismos (Valencia
Gonzélez et al., 2015).

A pesar que algunos de los microorganismos presentes en el suelo pueden ser patdgenos para los
humanos; la mayoria de estos participan en procesos de descomposicion y mineralizacion de residuos tanto
vegetales como animales convirtiendo estos materiales organicos complejos en moléculas simples que
pueden ser utilizados por plantas u otros organismos. Ademas, otro de los papeles importantes que juegan
estos microorganismos, es que de ellos depende la estructura del suelo, por ejemplo el mucilago producido
por las bacterias y las hifas de los hongos y actinomicetos contribuyen a mantener las particulas de suelo
unidas (Uribe, 1990).

D. Biomineralizacion

La biomineralizacion es un proceso por el cual los procariotas y eucariotas producen minerales. Este
proceso tiene dos catalizadores: el resultado de la actividad celular, la cual realiza los cambios fisicoquimicos
que son necesarios para que se produzca la nucleacion y posterior crecimiento del nicleo formado; y el aporte
de superficies como la pared celular, membranas, restos de lisis, etc. que actian como nucleos para que se
Ileve a cabo la cristalizacidn disminuyendo la barrera energética necesaria para que se produzca la nucleacion

de la fase mineral (Jiménez-16pez, 2001).

Existen dos mecanismos distintos de biomineralizacion: la mineralizacion inducida biol6gicamente y

la mineralizacion controlada biolégicamente (Mann, 1995).

1. Mineralizacién inducida biol6gicamente (MIB)

Este proceso de biomineralizacién ocurre como consecuencia de cambios en la sobresaturacion del
sistema debido a la captacion o excrecion de distintos metabolitos, tomando en cuenta el aporte de nicleos
de cristalizacién mencionados anteriormente, que favorecen a la precipitacion del biomineral. La mayoria de
las superficies celulares estan cargadas negativamente, lo cual cataliza la unién de cationes por interacciones
electrostaticas inespecificas. Por esta razon, se incrementa localmente la sobresaturacion del sistema

ayudando a estabilizar las superficies de los biominerales que se estan formando (Liu et al., 2015)

2. Mineralizacion controlada biolégicamente (MCB)

En este proceso de biomineralizacidn, el organismo que la realiza ejerce un alto grado de control

cristaloquimico tanto sobre la nucleacion como en el crecimiento de los biominerales. Estos minerales son



sintetizados en su mayoria dentro de las células bacterianas y, inicamente cuando estos microorganismos se
encuentran en las condiciones apropiadas. Debido a que la biomineralizacidn ocurre dentro de la célula, los
cristales formados son de tamafio estrecho y contienen morfologias de particulas especificas y consistentes.
Actualmente se cree que los procesos de MCB estan bajo control bioquimico y por lo tanto, también bajo
control genético (Bazylinski and Frankel, 2003).

En el caso de la precipitacion de carbonato de calcio por medio de bacterias, es considerado como un
método de mineralizacién inducida biol6gicamente. Para que este proceso sea llevado a cabo, se requiere de

condiciones ambientales especificas (Brennan, Lowenstein and Horita, 2004).

a. Bacterias biomineralizadoras

Dado que la biomineralizacién es producto de algunos procesos metabdlicos necesarios para que las
bacterias puedan desarrollarse adecuadamente, muchas especies cuentan con esta capacidad. Ademas, la
pared celular de las bacterias contiene lipopolisacaridos, los cuales son altamente ani6nicos y estan
compuestos por O-polisacaridos, polisacaridos centrales y el lipido A. El lipido A cuenta con cadenas de
cidos grasos que son fuertemente hidrofébicas y son ricas en grupos fosfatos que tienen gran afinidad por
Mg?* y Ca?*; mientras que el nicleo y las cadenas laterales O tienen residuos de ceto-desoxioctonato que

proporcionan grupos carboxilato disponibles y que facilitan la formacién de minerales (Frankel, 2005).

Existen un gran ndmero de ejemplos de bacterias que realizan biomineralizacion inducida
biol6gicamente. Los minerales carbonatados inducidos por bacterias a menudo se han reportado en una gran
cantidad de especies bacterianas: cianobacterias, bacterias reductoras de sulfato, Bacillus, Myxococcus y
Pseudomonas (Liu et al., 2015). Ademas de los minerales carbonatados, también se han reportado bacterias

reductoras de sulfato con la capacidad de formar sulfuros de hierro y cianobacterias que también pueden

precipitar varios otros minerales principalmente 6xidos de hierro y manganeso. (Beveridge et al., 1992).

b. Bacterias precipitadoras de carbonato de calcio

La precipitacion de carbonato de calcio es un proceso de biomineralizacién que es producido por
ciertas especies bacterianas por medio de sus actividades metabolicas al estar en distintos ambientes naturales
como: suelos, aguas dulces, océanos, lagos salinos, formaciones rocosas, etc. (Siddique and Chahal, 2011).
Actualmente, se han reportado una gran variedad de bacterias que, a pesar que se encuentran en distintos
nichos, cuentan con la capacidad de precipitar carbonato de calcio tanto in situ, como in vitro. Ademas, se ha
observado que los factores abioticos como la salinidad y la composicién del medio influencian en la variedad

de formas de precipitacion de carbonato de calcio en una amplia gama de ambientes (Dhami et al., 2012).



Para que las bacterias puedan llevar a cabo la precipitacion de carbonato de calcio se requieren de 4
factores claves: la concentracion de carbono inorganico disuelto; el pH; la concentracion de iones de calcio;
y la presencia de sitios de nucleacion o desarrollo de cristales para la nucleacion. A pesar que estos 4 aspectos
son indispensables para llevar a cabo la produccion de carbonato de calcio, existen otros factores, menos
criticos, como la temperatura y la salinidad de la suspension que también pueden llegar a tener un efecto

significativo sobre este proceso (Alberto et al., 2015).

3. Mecanismos de produccidon del carbonato de calcio

El mecanismo preciso por el cual los microorganismos tienen la capacidad de precipitar
carbonatos y otro tipo de minerales no es del todo conocido. Sin embargo, se cree que una gran diversidad
de bacterias tiene la capacidad de precipitar minerales (Castanier, 1999). Este tipo de precipitados son un
subproducto de procesos metabolicos microbianos, como la hidrolisis de urea y la reduccién de sulfatos.
Estos procesos tienen en comin que aumentan el pH y el contenido de carbono inorganico disuelto presente
en el medio en el que se encuentran, promoviendo que se dé una precipitacion de carbonato de calcio
(Hammes et al., 2003). Se cree que existen atributos especificos en ciertas bacterias que promueven y afectan
la precipitacion de carbonato de calcio: las paredes celulares favorecen la union de cationes divalentes como
Ca®* y Mg?*, lo cual hace que la superficie de los microorganismos sean sitios ideales para la nucleacion de
cristales. Inclusive, las sustancias poliméricas extracelulares también pueden ser un factor determinante
durante la precipitacién de carbonato ya que se cree que estos causan la formacion de diferentes

polimorfismos de carbonato de calcio (Frederik Hammes & Verstraete, 2002).

Como se puede observar en la Figura No.2, el carbonato de calcio producido por medio de
bacterias puede tener tres tipos de polimorfismos cristalinos: la calcita, argonita y vaterita. EI polimorfo mas
comun y estable es la calcita y se ha visto que la biomineralizacion de aragonito a menudo es metaestable.
Es importante resaltar que la produccion de los polimorfos de calcita, aragonita y vaterita dependen tanto de

los entornos de crecimiento como de las cepas bacterianas (Rodriguez-Navarro et al., 2012).



Figura No. 2: Tipos de polimorfismos de carbonato de calcio.

S5 pum

'50 pm S50 pm

a

(Hernandez-Hernandez et al., 2008).
Leyenda Figura No.2: Fotografias tomadas a través de microscopio electronico de barrido. A)

Calcita b) Aragonito c) Vaterita (Hernandez-Hernandez et al., 2008).

Como se indicé anteriormente, la precipitacion de carbonato de calcio se puede dar por la
hidrolisis de urea. La enzima ureasa juega un papel muy importante para llevar a cabo este proceso. La
ureasa actla como catalizador para producir amonio y carbonato, dando como resultado un aumento en el

pH y en la concentracién de carbono alrededor de la bacteria (Mora, 2017).

En la Figura No.3, se muestra el proceso para que una bacteria ureolitica pueda realizar carbonato
de calcio inducida microbiol6gicamente. Como se puede observar, primero los iones de calcio que estan en
el medio ambiente son atraidos por iones de carga negativa presente en la pared celular del microorganismo,
cuando hay presencia de urea en el entorno bacteriano, se libera el carbono inorganico disuelto y amonio. La
presencia de los iones de calcio favorece a que haya una sobresaturacion y la subsiguiente precipitacion de
carbonato de calcio en la pared bacteriana, seguido de esto la célula bacteriana se encapsula limitando la

transferencia de nutrientes llevando a la muerte celular (De Muynck et al., 2010)

Figura No. 3: Proceso de produccion de carbonato de calcio de bacterias ureoliticas.

(De Muynck, De Belie and Verstraete, 2010).
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Leyenda Figura No.3: En la figura a) se puede observar como los iones de calcio que estan en el
medio ambiente son atraidos por iones de carga presente en la pared celular. b) La célula bacteriana es
rodeada por los cristales de carbonato de calcio producidos. ¢) La célula bacteriana es completamente
encapsulada con el carbonato de calcio privandola de nutrientes haciendo que esta muera. d) Huellas creadas
por las bacterias envueltas en carbonato de calcio (De Muynck, De Belie and Verstraete, 2010).

E. Quorum sensing

Las bacterias son conocidas por utilizar una gran variedad de moléculas de sefializacién que les ayuda
a comunicarse entre las distintas comunidades celulares. Actualmente, se conoce que las lactonas de
homoserina son las mas utilizadas por las bacterias Gram negativas como moléculas de sefializacién, mientras
que las Gram positivas utilizan péptidos pequefios, principalmente lipopéptidos. Estas moléculas de sefial
permiten que se dé la comunicacion entre especies de forma especifica. A este tipo de comunicacion célula-

célula bacteriana se le conoce como quorum sensing (Karlapudi et al., 2016).

Se cree que este mecanismo juega un papel importante en el proceso de biomineralizacion de carbonato
de calcio, por esta razon se realiz6 un estudio utilizando Actinobacterium b. de la linea celular BS258 con
la cual se demostr6 que la precipitacion y disolucién de carbonato de calcio en su polimorfismo de calcita,
esta vinculada a las actividades de la anhidrasa carbonica, el quorum sensing y otros metabolismos de energia
esencia (Zhu et al., 2017) .

F. Desechos industriales

Actualmente, el deterioro de los ecosistemas debido a la contaminacion es un problema critico. Se ha
visto aumento de contaminantes en zonas costeras debido al vertimiento de desechos urbanos, agricolas,
mineros y portuarios. Esta contaminacion desmedida con desechos principalmente industriales es una
amenaza constante para la estabilidad de los ecosistemas, principalmente los sistemas acuaticos que son

receptores de toda clase de desechos (G6mez, 2001).

1. Desechos de Moscamed
En 1975, en Guatemala, se detectdé una plaga de la mosca de la fruta del Mediterraneo (Ceratitis

capitata), el cual promovid la formacidon de la Comision Moscamed para la prevencidn, control y erradicacion

de esta plaga en el territorio guatemalteco. En 1977, el departamento de agricultura de los Estados Unidos
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(USDA) se uni6 a la Comision y los acuerdos del programa Medfly fueron creados (Linares and Valenzuela,
2013).

Dado que esta plaga es perjudicial para la produccién y exportacion de frutas, Moscamed utiliza varios
mecanismos para manejar el problema, uno de los mecanismos mas importantes, es la produccion de machos
estériles y su liberacion a la vida libre para el control de la plaga (Ayala and Hormazabal, 2013). Como parte
de sus procesos internos, las moscas hembras cuando ya no son utilizadas se muelen y se desechan (Linares
and Valenzuela, 2013). Se ha visto que las moscas al igual que muchos insectos tienen quitina como
componente principal de su citoesqueleto y que este puede ser utilizado para la formacién de quitosano
(Monter-Miranda et al., 2016). Esta quitina y quitosano obtenido a través de los desechos de mosca pueden
ser utilizados para muchas cosas, uno de estos usos es permitir la biomineralizacion de carbonato de calcio a

través de bacterias (Caceres, 2008).

G. Centro de Investigacion y Desarrollo de Cementos Progreso

El centro de Investigacion y desarrollo de cementos progreso, también conocido como CID, posee
varias areas de trabajo relacionadas con los negocios de Cementos Progreso, estas son: concreto, cemento,
cal, infraestructura, predosificados, geologia y la gestion del conocimiento. EI CETEC es el laboratorio del
CID en donde se ejecutan las funciones de asesoria, capacitacion de clientes internos y externos, el
aseguramiento de la calidad de los productos de la empresa y se lleva a cabo investigacion. La importancia
de los estudios que se realizan en esta institucion se relacionan directamente con los requerimientos del
mercado y de los clientes, ademé&s de explorar nuevos temas que buscan el desarrollo del pais; ya que por
ejemplo se realizan estudios para encontrar cementos con nuevas propiedades, de menor costo utilizando
materias primas alternas. Por esta razon el estudio y produccidn del bioconcreto, representa un gran interés
para este centro de investigacion; ya que este relaciona los requerimientos del mercado y una forma sostenible

de cubrir esta necesidad. (Velasquez, 2019).
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V. Metodologia

Figura No. 4: Esquema de metodologia
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Figura No.5: Esquema de metodologia para la identificacion bioquimica y molecular de las bacterias
productoras de carbonato de calcio provenientes de muestras de suelo.

IS9P

8|

Diluciones seriadas

Identificacion

Identificacion molecular

bioquimica

Leyenda Figura No.5: en esta figura se muestra la metodologia utilizada para llevar a cabo la
identificacidn bioquimica y molecular de las bacterias productoras de carbonato de calcio provenientes de

muestras de suelo. La figura fue realizada a través del programa Biorender, trabajo de la autora.

Figura No.6: Esquema de metodologia para la formulacién de un medio de cultivo a base de desechos
industriales.

—

| R g El medio de cultivo
- permite la precipitacion

de carbonato de calcio

Medio de cultivo

. g para cerrar microgrietas
A D;sechcle Hervir y mezclar Fl'"?; pafal que permite el en concreto.
ndustnialos los desechos esteg(;_zar N crecimiento de
industriales. MRS bacterias.

Leyenda Figura No.6: en esta figura se muestra la metodologia utilizada para la formulacién de un
medio de cultivo a base de desechos industriales. La figura fue realizada a través del programa Biorender,

trabajo de la autora.
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Figura No.7: Esquema de metodologia para realizar las pruebas de precipitacion de carbonato de calcio
utilizando un medio de cultivo comercial y el formulado.

2 =

- > mL | amL
|% B = \ > ="
"Tu - - J [ i - =
' : Incubar por una semana a
Inocular caldo nutritivo con Incubar por 8 1 30°C.
pH 8 utilizando las bacterias horas a 37°C. l 5

aisladas en la seccion 1.
Inocular TmL de cultivo realizado
previamente en el medio comercial y
el medio formulado a base de

desechos industriales. Extraccion de

carbonato de
calcio por medio
de ebullicion.

Leyenda Figura No.7: en esta figura se muestra la metodologia utilizada para realizar las pruebas de
precipitacion de carbonato de calcio utilizando un medio de cultivo comercial y el formulado. La figura fue

realizada a través del programa Biorender, trabajo de la autora.

Figura No.8: Esquema de metodologia para probar la capacidad bacteriana de biomineralizacion en
columnas de arena.

TpL de Diariamente: 2pL de

cultive caldo nutritivo con

2yl de caldo ﬁ overnight , % de urea y 2% de
nutritivo con 2% de ' [ m Cloruro de calcio.

urea y 2% de Cloruro

de calcio f \L i \
LA) : ® Sacar arena Columna
\ A _ dela de arena
P n columna seca.
| v —/7 —1=18-1
Arena de rio = Lonimg
(llenar hasta = . =T
7mL) =

Despues de 10
dias, dejar secar a
50°C por 2 dias.

Dejar secar a
37°C por 4
dias.

Leyenda Figura No.8: en esta figura se muestra la metodologia utilizada para probar la capacidad

bacteriana de biomineralizaciéon en columnas de arena. La figura fue realizada a través del programa

Biorender, trabajo de la autora.
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A. Sitio de estudio

El presente estudio se llevé a cabo en la ciudad de Guatemala, Guatemala en las instalaciones de la
Universidad del Valle de Guatemala: Laboratorio del Departamento de Bioquimica y Microbiologia v el

laboratorio del Centro de Estudios en Biotecnologia.

B. Sujetos de estudio

Los sujetos de estudio fueron bacterias de suelo productoras de carbonato de calcio. Obtenidas de la

cementera de Cementos Progreso ubicada en Sanarate, El Progreso.

C. Enfoque, disefio y tipo de investigacion
Esta investigacion tuvo un enfoque de modelo combinado dominante, siendo el enfoque cuantitativo

el dominante, y un disefio experimental verdadero.

D. Tipo y tamafo de muestra

Se utilizaron muestras de suelo (100ml de tierra) muestreada de manera no probabilistica por
conveniencia; y muestras de pulpa de mosca muestreada de manera no probabilistica por conveniencia (20
gramos).

E. Criterios de inclusion y exclusion

Se excluyeron las bacterias aisladas de las muestras de suelo que fueron ureasa negativas y
patogénicas segun su identificacion molecular.

F. Variables

Cuadro No. 1: Variables para la determinacion de bacterias productoras de carbonato de calcio en
muestras de suelo

Variable Definicion Tipo Unidades de
medicion
Temperatura Temperatura  de  la | Cuantitativo °C

incubadora  para el
crecimiento bacteriano.

Tiempo Tiempo de crecimiento | Cuantitativo Horas
de las bacterias.
Aeracién Cantidad de oxigeno | Cuantitativo cm?®

disponible en el medio
para el crecimiento
bacteriano.

Ureasa Bacterias con capacidad | Cualitativo Positivo / negativo
de producir ureasa.
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Cuadro No. 2: Variables para la determinacion de la produccién de carbonato de calcio.

carbonato de calcio.

Variable Definicion Tipo Unidades de
medicion
Temperatura Temperatura de la | Cuantitativo °C
incubadora para el
crecimiento
bacteriano.
Tiempo Tiempo de | Cuantitativo Horas
crecimiento de las
bacterias.
Aeracion Cantidad de oxigeno | Cuantitativo cm?
disponible en el
medio para el
crecimiento
bacteriano.
Velocidad de | Velocidad del shaker. | Cuantitativo RPM
agitacion
Presencia de | Precipitado de | Cualitativo Presente/ ausente
precipitado carbonato de calcio
Carbonato de calcio Precipitado de | Cuantitativo g
carbonato de calcio.
Cuadro No. 3: Variables para la produccion de carbonato de calcio en medio a base de desechos
industriales.
Variable Definicién Tipo Unidades de
medicion
Temperatura Temperatura de la | Cuantitativo °C
incubadora para el
crecimiento
bacteriano.
Tiempo Tiempo de | Cuantitativo Horas
crecimiento de las
bacterias.
Aeracion Cantidad de oxigeno | Cuantitativo cm?®
disponible en el medio
para el crecimiento
bacteriano.
Velocidad de | Velocidad del shaker. | Cuantitativo RPM
agitacion
Presencia de | Precipitado de | Cualitativo Presente / ausente
precipitado carbonato de calcio
Carbonato de calcio Precipitado de | Cuantitativo g
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G. Hipdtesis

Hi:

Ha:

Ho:

Ha:

Ho:

Ha:

Ho:

El medio formulado a base de desechos industriales cuenta con la capacidad de permitir el
crecimiento bacteriano y la precipitacion de carbonato de calcio, mostrando una diferencia
significativa entre la produccién de carbonato de calcio en un medio comercial y el formulado
al estar en contacto con una bacteria de suelo presente en una muestra tomada en la cementera
de CEMPRO con la capacidad de producir ureasa para la biomineralizaciéon de carbonato de
calcio siendo Bacillus sp., haciendo posible la adherencia de particulas de arena entre si al

estar en una columna.

Al menos una bacteria aislada de muestras de suelo de la cementera de CEMPRO con la capacidad

de biomineralizar carbonato de calcio es Bacillus sp. y cuenta con la capacidad de producir ureasa.

Ninguna de las bacterias aisladas de muestras de suelo de la cementera de CEMPRO con la
capacidad de biomineralizar carbonato de calcio es Bacillus sp. y cuenta con la capacidad de

producir ureasa.

El medio formulado a base de desechos industriales cuenta la capacidad de permitir el crecimiento
bacteriano y la precipitacion de carbonato de calcio.

El medio de cultivo formulado a base de desechos industriales no cuenta con la capacidad de permitir

el crecimiento bacteriano y la precipitacién de carbonato de calcio.

Existe una diferencia significativa en la biomineralizacion de carbonato de calcio utilizando un

medio de cultivo comercial y un medio de cultivo a base de desechos industriales.

No existe una diferencia significativa en la biomineralizacién de carbonato de calcio utilizando un

medio de cultivo comercial y un medio de cultivo hecho a base de desechos industriales.
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Ha:

- Al menos una de las bacterias aisladas va a permitir la adherencia de las particulas de arena al estar

en una columna con el medio de cultivo.
Ho:

- Ninguna de las bacterias aisladas va a permitir la adherencia de las particulas de arena al estar en

una columna con el medio de cultivo.

H. Viabilidad

Para llevar a cabo este estudio se contd con la autorizacion del departamento de Bioquimica y
Microbiologia de la Universidad del Valle de Guatemala, de utilizar las instalaciones de laboratorio del
departamento para llevar a cabo la parte microbiol6gica de este estudio. Ademas, se conto con el apoyo de

Cementos Progreso para tener acceso a muestras de suelo de la cantera ubicada en Sanarate.

Cabe mencionar que la metodologiay andlisis que se emplearon para poder cumplir con los objetivos
descritos anteriormente, son de mi conocimiento o cuento con asesores que conocen a profundidad los

métodos a realizar.

I. Materiales y métodos

1. ldentificacién bioquimica y molecular de las bacterias con capacidad de realizar
biomineralizacion de carbonato de calcio, provenientes de muestras de suelo.

a. Aislamiento de bacterias presentes en muestras de suelo
1) Dilucidn de muestras de suelo

Se prepararon las diluciones de las muestras de la siguiente manera:
- Se prepar6 600mL de caldo tripticasa soya con 1% de urea.
- Se pesd 10 gramos de muestra de suelo y diluirla en 90 ml de caldo de tripticasa
soya con urea.
- Se mezclé utilizando vortex para diluir la muestra lo mejor posible.
- Seincub6 a 37°C con agitacién leve durante 24 horas.

Esta metodologia fue modificada de (Krishnapriya et al, 2015).
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2) Dilucién seriada de muestras y plaqueo de muestras

Se procedio de la siguiente manera:

Se realizo el agar y el caldo tripticasa soya segun indica el fabricante, agregando
1% de urea y midiendo con un potenciometro para obtener un pH de 8.

Se colocaron 9mL de caldo tripticasa soya con 1% de urea y pH8 en tubos conicos
de 15 ml.

Se inocul6 con 1mL de muestra de cultivo de muestra de suelo luego de 24 horas
de ser incubadas, para hacer una solucién madre.

Se realiz6 una dilucion seriada hasta obtener soluciones de 10

Se colocaron 25mL de agar nutritivo con 1% de urea y pH 8 en placas de Petri.
Una vez gelificados, inocular con un 1mL de solucion de 104, 105, 10°; para las
diferentes placas.

Se incub6 por 24 horas.

Esta metodologia fue modificada de (Moreno and Velaverde, 2016).

3) Aislamiento de colonias bacterianas

Se aislaron las colonias bacterianas de la siguiente manera:

Se realizo el agar segun indica el fabricante, agregando 1% de urea y midiendo
con un pHmetro para obtener un pH de 8.

Se coloaron 25mL de agar nutritivo con 1% de urea 'y pH 8 en placas de Petri. Una
vez gelificados, inocular con utilizando un asa de aro para realizar el estriado.

Se incub6 por 24 horas.

Esta metodologia fue modificada de (Moreno and Velaverde, 2016).

b. Identificacion de cepas obtenidas a partir de muestras de suelo

1) Tincién de Gram

Se realizaron las tinciones de Gram de la siguiente manera:

Se colocd una gota de agua destilada sobre un cubreobjetos y afiadirle una colonia
bacteriana utilizando un asa de aro. Asegurarse de esparcirlo lo suficiente.

Se dej6 secar y fijar con calor utilizando el mechero.

Se agrego cristal violeta sobre la muestra y dejar durante un minuto sobre esta.
Se lavé el cristal violeta de la muestra, utilizando agua destilada, sin agregarla
directamente sobre la muestra.

Se agreg6 Lugol sobre la muestra y dejar durante un minuto sobre esta.
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Se enjuag6 el Lugol de la muestra, utilizando agua destilada, sin agregarla
directamente sobre la muestra.

Se agregaron de 2 a 3 gotas de alcohol- acetona y esperar entre 5 y 30 segundos.
Se lavé el alcohol-acetona utilizando agua destilada, sin agregarla directamente
sobre la muestra.

Se agreg0 safranina sobre la muestra y esperar durante 1 minuto.

Se enjuago la safranina de la muestra, utilizando agua destilada, sin agregarla
directamente sobre la muestra.

Se dej6 secar la muestra y observar en microscopio.

Se utilizd la metodologia descrita por (Benavides and Hermida, 2008).

2) Realizacion de pruebas bioquimicas

Se realizaron las pruebas bioquimicas de la siguiente manera:

a) Prueba de oxidacion y fermentacion de azlcares

Se selecciond una colonia aislada del cultivo realizado.
Se pico la colonia con un asa en punta e inocular en medio OF pinchando una
sola vez en el centro.
Se incubo a 36°C por 24 horas.
o Resultado positivo: cambi6 de color verde a amarillo en el medio.

Se utilizé la metodologia descrita por (Benavides and Hermida, 2008).

b) Prueba de Voges-Proskauer y rojo de metilo

c) Prueba de citrato

Se selecciond una colonia aislada del cultivo realizado.
Se pico la colonia con un asa en punta e inocular un tubo con caldo Voges-
Proskauer.
Se incub6 a 36 C por 24 horas.
Se pasaron 2.5 mL a otro tubo y agregar 5 gotas de rojo metilo.
En el tubo original se agregaro 6 gotas de alfa naftol y esperar 15 minutos
o Resultado positivo:
= Voges-Proskauer: medio color rojo o rosado.
» Rojo de metilo: indicador permanecio color rojo.

Se utiliz6 la metodologia descrita por (Benavides and Hermida, 2008).
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- Se seleccion6 una colonia aislada del cultivo realizado.
- Sepico la colonia con un asa en punta e inocular en el medio de citrato pinchando
una sola vez en el centro y realizando un estriado en el slant.
- Seincub6 a 36°C por 24 horas.
o Resultado positivo: El indicador cambi6 de color verde a azul.

Se utiliz6 la metodologia descrita por (Benavides and Hermida, 2008).

d) Prueba de SIM e indol

- Se seleccion6 una colonia aislada del cultivo realizado.

- Sepicd la colonia con un asa en punta e inocular en el medio SIM pinchando
una sola vez en el centro.

- Seincub6 a 36°C por 24 horas.

- Seevalud la motilidad. Fue positivo si hubo dispersién del crecimiento hacia
los lados donde se realizd el indculo.

- Seagregaron 5 gotas de reactivo de Kovac.

o Resultado positivo: Anillo rojo o rosado en la superficie.

Se utiliz6 la metodologia descrita por (Benavides and Hermida, 2008).

e) Prueba hierro tres azlcares

- Se seleccion6 una colonia aislada del cultivo realizado.
- Se picé la colonia con un asa en punta e inocular en el medio pinchando una
sola vez en el centro y estriando en el slant.
- Seincub6 a 36°C por 24 horas.
o Resultado positivo:
=  Fermentacién de glucosa: slant rojo y fondo amarillo.
» Fermentacion de glucosa y otro azicar: slant y fondo
amarillo.
»  Fermentacion de ningln azdcar: slant y fondo rojo.
=  Produccion de gas: burbujas o rompimiento de medio.
= Produccion de H2S: fondo o precipitado negro.

Se utilizé la metodologia descrita por (Benavides and Hermida, 2008).

f) Hierro lisina

- Se seleccion6 una colonia aislada del cultivo realizado.
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- Se picd la colonia con un asa en punta e inocular pinchando tres veces el
medio y estriando en el slant.
- Seincub6 a 36°C por 24 horas.
o Resultado positivo:

= Descarboxilacion de lisina: slant y fondo morado.
= Desaminacién de lisina: slant rojo y fondo amarillo.
=  Produccion de gas: burbujas o rompimiento de medio.
=  Produccién de H2S: fondo o precipitado negro

Se utiliz6 la metodologia descrita por (Benavides and Hermida, 2008).

g) Prueba de ureasa
- Se seleccion6 una colonia aislada del cultivo realizado.

- Se picé la colonia con un asa en punta e inocular en el medio pinchando una
sola vez el centro y estriando en el slant.
- Seincub6 a 36°C por 24 horas.
o Resultado positivo: Cambio del medio a color rosado.

Se utiliz6 la metodologia descrita por (Benavides and Hermida, 2008).

h) Prueba de catalasa
- Secolocé en un portaobjetos una gota de H202 al 30%.

- Se utiliz6 un palillo para transferir una colonia a la gota.
o Resultado positivo: Produccion de gas.

Se utilizé la metodologia descrita por (Benavides and Hermida, 2008).

3) Identificacion molecular
a) Extracciéon de ADN

Se realizo la extraccion de ADN de la siguiente manera:

- Enuntubo de 1.5 ml libre de nucleasas se agregé 200uL de cultivo
bacteriano.

- Seagreg6 200uL de tamp6n de union.

- Se agreg0 40puL de proteinasa K reconstituida.

- Semezclé y se incub6 por 10 minutos a +70°C

- Seagregaron 100uL de isopropanol y se mezclé.

- Se inserto una columna de alta pureza en un tubo de recoleccién y se agrego la
muestra en el reservorio para tampdn de la parte superior de la columna.

- Se centrifugé por 1 minuto a 8,000 g.
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b) PCR

- Luego de la centrifugacion se retiré la columna del tubo de recoleccion.

- Seelimind el tubo de recoleccidn y la solucion recuperada.

- Lacolumna se combiné con un nuevo tubo de recoleccion y se agregaron

500puL de tampdn de remocion de inhibidor en el depdsito superior de la

columna.

- Secentrifug6 1 minuto a 8,0000 g.

- Se retiré la columna del tubo de recoleccién.

- Seelimind el tubo de recoleccién y la solucién recuperada.

- Lacolumna se combiné con un nuevo tubo de recoleccion y se agregaron 500

pL de tampon de lavado en el depdsito superior de la columna.

- Secentrifug6 1 minuto a 8,0000g.

- Se elimind el tubo de recoleccidn y la solucion recuperada.

- Lacolumna se combind con un nuevo tubo de recoleccion y se agregaron 500

UL de tampon de lavado en el depdsito superior de la columna.

- Se centrifugd 1 minuto a 8,0000g.

- Se realizo una centrifugacion extra de 10 segundos a maxima velocidad.

- Paraeluir el ADN se combind la columna con un tubo limpio y esteril de

1.5mL.

- Se agregaron 200uL de tampon de elucion previamente calentado a +70°C en

el depdsito superior de

la columna.

- Se centrifug6 1 minuto a 8,000g.

- Seelimind la columna y la solucion de ADN se almacené a 4°C hasta su uso.

Se utiliz6 la metodologia descrita por (Roche Diagnostics Group, 2008).

- Se prepard el master mix (usando el kit de PCR : Platinum Il Taq Hot-Start DNA

Polymerase)

Componente Cantidad
Hot start Platinum Il 10uL
Potenciador 4uL
Cebador directo (27_F) 10X 0.4 uL
Cebador reverso (1492_R)10X 0.4 pL
Agua libre de nucleasas 4.2 uL
Volumen total 19 uL

- Se agreg6 1 pL de ADN extraido anteriormente al tubo con los reactivos

anteriormente descritos. Se mezcld succionando y soltando el reactivo con la pipeta,
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lentamente evitando la formacion de burbujas. EI volumen final de la reaccién fue de
20pL.

- Condiciones de PCR:

Desnaturalizacion inicial: 1 ciclo 3 minutos a 94°C
Desnaturalizacion: 10 ciclos Iminuto a 94°C
Alineamiento: 10 ciclos 1 minuto a 52°C
Extensidn: 10 ciclos 2 minutos a 72°C
Extensidn final: 1 ciclo 5 minutos a 72°C
Mantener 4°C

Se realizaron modificaciones de la metodologia descrita por (Invitrogen, 2018).

c) Determinacidn de presencia del gen 16S amplificado

- Se realizd una electroforesis en gel de agarosa 0.8% en tampon TBE; se calent6
la mezcla en microondas hasta que estuvo cristalino.

- Dejé que la temperatura disminuya y se agregé 2 microL de bromuro de etidio
a una concentracion de 10mg/ml y se colocd el gel en la canasta con el peine para
que polimerizara.

- Se colocé el gel en la camara de electroforesis.

- Se cargo el gel adicionando 6 microL de tampdn de carga 6X a cada 5 microL
de muestra de producto de PCR y 5 microL de escalera de ADN Trakit de 100pb.
- Se corrié el gel de 6cm de largo a 100V por 30 minutos.

- Se vio el gel en el transiluminador.

Se utiliz6 la metodologia descrita por (Laboratorio de Gendmica Viral y Humana
Facultad de Medicina USALP, 2008).

d) Secuenciacion.

- Los productos de PCR fueron enviados a secuenciar a los Estados Unidos a

Macrogen, donde se realizaron dos reacciones por cada una de las muestras.

4) Tincion de esporas

Se realiz6 la tincion de esporas de la siguiente manera:
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Se coloco una gota de agua destilada sobre un portacbjetos y se afiadié una
colonia bacteriana utilizando un asa de aro y se esparcio hasta obtener un frotis
adecuado.

Se dej6 secar y fijar con calor utilizando el mechero.

Se tifid con verde malaquita. Con ayuda de unas pinzas se colocd la muestra
encima de la llama del mechero de forma que el colorante humeé durante 5 min.
Para evitar que la muestra se quemara fue necesario asegurarse que la muestra
siempre estuviera himeda utilizando mas colorante.

Se lavd con abundante agua el exceso de colorante.

Se afiadié safranina y se esperd por un minuto.

Se lavé con abundante agua el exceso de colorante.

Se dej6 secar la muestra y se observd en microscopio.

Esta metodologia fue modificada de (Krishnapriya, Babu and G, 2015).

2. Determinacion de la produccién de carbonato de calcio.

a. Pruebas de precipitacion de carbonato de calcio

Para llevar a cabo las pruebas de precipitacion se procedié de la siguiente manera:

- Seagregaron 9 mL de caldo nutritivo con 2% de urea y cloruro de calcio en tubos cénicos

de 15mL.

- Se midi6 los OD600 para cada uno de los cultivos overnight de las bacterias obtenidas de
las muestras (se utilizaron a 0.45).

Bacteria (C4digo) 0OD600 Conteo de células en 50uL de
caldo nutritivo

P.1.1 0.45 9.7

P.2.2A 0.45 35

P.2.2B 0.45 39

P.4.1A 0.45 8

P.4.1B 0.45 19

P.5.2A 0.45 4

P.5.2B 0.45 33

p.5.2C 0.45 10

P.5.3A 0.45 19

P.5.3B 0.45 2

P.6.1 0.45 33

- Seinoculé caldo nutritivo utilizando 1mL de caldo con muestras de bacterias.
- Seincubd en condiciones de agitacion (a 130 rpm) a 30 ° C durante 7 dias.

Esta metodologia fue modificada de (Krishnapriya, Babu and G, 2015).
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b.

C.

Extraccion de carbonato de calcio

Para extraer el carbonato de calcio se procedid de la siguiente manera:

- Se hirvié por 15 minutos los tubos de 15ml resultantes de la seccion 2 (a).

- Se centrifug6 por 8 minutos a 4°C.

- Se descart6 el sobrenadante y se resuspendid el pellet con agua destilada.

- Seevapor6 la solucion resultante utilizando un vidrio de reloj y una estufa.

- Seraspo el precipitado seco en el vidrio de reloj utilizando una espatula y se almacené en
tubos eppendorf de 1.5ml.

Esta metodologia fue modificada de (Krishnapriya, Babu and G, 2015).
Determinacion de Carbonato de Calcio

- Los tubos eppendorf con el precipitado seco se enviaron al laboratorio de anélisis
instrumental avanzado de la Universidad del Valle de Guatemala donde se hizo un anélisis
en FTIR.

Formulacién del medio de cultivo a base de desechos industriales que permita el
crecimiento bacteriano y la precipitacion de carbonato de calcio.

Realizacion de medio de cultivo a base de desechos industriales.

- Se pulpa de mosca hervida por 10 minutos en agua destilada como medio de cultivo.

Pruebas de precipitacion de carbonato de calcio

Para realizar las pruebas de precipitacién de carbonato de calcio utilizando el medio de
cultivo a base de desechos industriales se procedié de la siguiente manera:

- Seagreg6é 9 mL de medio de cultivo a base de desechos industriales en tubos cénicos de
15mL.

- Se midieron los OD600 para cada uno de los cultivos overnight de las bacterias obtenidas
de las muestras.

- Seinoculé el medio de cultivo utilizando 1mL de caldo con muestras de bacterias.

- Seincubd en condiciones de agitacion (a 130 rpm) a 30 ° C durante 7 dias.

Esta metodologia fue modificada de (Krishnapriya, Babu and G, 2015).

Extraccion de carbonato de calcio

Para la extraccion de carbonato de calcio se procedi6 de la siguiente manera:
- Se hirvié por 15 minutos los tubos de 15ml resultantes de la seccién 4(b).
- Se centrifugd por 8 minutos a 4°C.
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- Sedescarto el sobrenadante y se resuspendid el pellet con agua destilada.

- Se evapord la solucion resultante utilizando un vidrio de reloj y una estufa.

- Se raspo el precipitado seco en el vidrio de reloj utilizando una espatula y se almacend en
tubos eppendorf de 1.5ml.

Esta metodologia fue modificada de (Krishnapriya, Babu and G, 2015).
d. Determinacién de carbonato de calcio

- Los tubos eppendorf con el precipitado seco fueron enviados al laboratorio de andlisis
instrumental avanzado de la Universidad del Valle de Guatemala donde se hizo un analisis
en FTIR.

e. Productividad de carbonato de calcio

Para determinar la productividad de carbonato de calcio se procedié de la siguiente manera:

- Seagregaron 15 mL de caldo realizado a base de desechos industriales en un tubo de vidrio
de 20 mL y se inocularon con una colonia de muestra bacteriana.

- Seincubd la muestra y luego se mido el macfarland, cada 2 horas por una semana.

- Se realiz6 una curva con la productividad bacteriana de carbonato de calcio, para luego
realizar una comparacion para observar que bacteria produce mayor cantidad de carbonato
de calcio tomando en cuenta la cantidad de precipitado de carbonato de calcio de cada
bacteria, obtenido en el ensayo anterior 4(c).

Esta metodologia fue modificada de (Angulo-cortés et al., 2012)

4. Adherencia de particulas de arena por medio de la biomineralizacién de carbonato de
calcio en columnas con medio de cultivo.

Para comprobar la adherencia de particulas de arena por medio de la biomineralizacién de
carbonato de calcio se procedio de la siguiente manera:

- Seutilizaron jeringas para elaborar columnas, estas se llenaron con arena hasta la marca de
7mL.

- Se agrego 1 pL de caldo nutritivo pH8 con bacterias aisladas con 8horas de incubacion a
cada una de las columnas de arena.

- Diariamente se agregaron 2 pL de caldo nutritivo con 2% de urea 'y 2% de cloruro de calcio
durante 10 dias.

- Las columnas se incubaron en todo momento a temperatura ambiente.

- Después de los 10 dias, se pusieron a secar las columnas a 50°C por 2 dias.

- Sesacaron las columnas de arena de las jeringas y se secaron a 37°C por 4 dias.

Esta metodologia fue modificada de (Dhami et al., 2017)
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Plan de analisis de los datos y presentacion de resultados

Identificacion y determinacion de bacterias productoras de carbonato de calcio en
muestras de suelo.

o Se presentard un cuadro con la especie del microorganismo y el sitio de muestreo
donde fue encontrado.

Determinacion de la produccion de carbonato de calcio.

o Se analizaran los precipitados obtenidos con el equipo FTIR, se presentardn como
resultados los espectros IR obtenidos.
o Se pesarén los precipitados y se detallaran en un cuadro.

Produccioén de carbonato de calcio en medio a base de desechos industriales.

o Se analizaran los precipitados obtenidos con el equipo FTIR, se presentaran como
resultados los espectros IR obtenidos.
o Se pesaran los precipitados y se detallaran en un cuadro.
=  Se realizard una prueba T para comparar la produccion de carbonato de
calcio para el medio comercial y el medio a base de desechos
industriales.
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V1. Resultados

A. ldentificacion bioquimica y molecular de las bacterias con capacidad de realizar
biomineralizacion de carbonato de calcio, provenientes de muestras de suelo.

Se aislaron 11 cepas bacterianas de muestras de suelo extraidas de 6 puntos distintos de la cantera de
Cementos progreso en Sanarate, EI Progreso. A estas sepas se les realizaron tinciones de Gram y de esporas
para observar su morfologia y su capacidad de formar endosporas, asi como la secuenciacion de la regién
16S de cada una de las cepas. Los resultados obtenidos para cada uno se pueden observar en el Cuadro No.4.
A partir de estas caracteristicas y de la secuenciacion de se determiné el género de las cepas encontradas y
apartir de un analisis de secuencias utilizando la enzima de restriccion Rsal, se pudieron hacer estimaciones
de la similitud entre las cepas encontradas. El gel con los productos de PCR digeridos por la enzima se pueden

observar en la Figura No.9.

Figura No. 9: Gel de electroforesis de productos de digestion con enzima Rsal.

e ———— -
B C- P11 P22A P22B P41A P41B P52A P52B P52C P53A P53B P61™

Leyenda Figura No.5: En esta imagen se muestra un gel de agarosa al 2% con los productos de PCR de
las 11 cepas bacterianas extraidas de las muestras de tierra de la cantera de Cementos Progreso, a las que se
les hicieron una digestion enzimatica. Debido a la diferencia en los fragmentos, se puede observar que hay

8 diferentes secuencias. Para cargar el gel se utilizé el mapa de carga presente en el Cuadro No.7.
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Cuadro No. 4: Identificacion de cepas bacterianas extraidas de muestras de suelo.

Cadigo Tipo de Gram Morfologia  Formacién  Género
muestra de esporas

P.1.1 Piedra + Bacilos Si Lysinibacillus sp.

P.22A Jardin + Bacilos Si Lysinibacillus sp.

P.2.2B Jardin + Cocos Si Determinar

molecularmente®

P.41A Tablas de + Bacilos Si Lysinibacillus sp.
cantera

P.41B Tablas de + Bacilos Si Lysinibacillus sp.
cantera

P.5.2A Jardin de + Bacilos Si Lysinibacillus sp.
cantera

P.5.2B Jardin de + Bacilos Si Lysinibacillus sp.
cantera

P.52C Jardin de + Cocos Si Staphylococcus sp.
cantera

P.5.3A Jardin de + Bacilos Si Lysinibacillus sp.
cantera

P.5.3B Jardin de - Bacilos Si Bacillus sp. /
cantera Lysinibacillus sp.

P.6.1 Suelo de + Bacilos Si Bacillales sin clasificar
cantera *

Leyenda Cuadro No.4: En este cuadro se muestran los cddigos de las bacterias aisladas de los
distintos puntos de muestreo en la cantera de Cementos progreso; asi como la identificacién morfolédgica de
cada una de ellas, hasta determinar el género al que pertenecen.

*Se necesita secuenciacion del 16S para determinar el género al que pertenece.

B. Produccion de carbonato de calcio en medio de cultivo formulado a base de desechos
industriales y medio de cultivo comercial.

Las 11 bacterias aisladas de las muestras de suelo fueron sometidas a pruebas de precipitacion de
carbonato de calcio tanto en un medio comercial como en el formulado a base de desechos industriales. Como
se puede observar en el Cuadro No.5, la bacteria Lysinibacillus sp. (P. 5.3 A) mostré una mayor produccion
de carbonato de calcio al estar en un medio comercial, sin embargo, al estar en un medio de cultivo de
desechos industriales, la bacteria que presentd la mayor productividad es la Lysinibacillus sp. (P.2.2 A)y la

cepa perteneciente al orden Bacillales (P.6.1).

Para determinar si existia una diferencia significativa entre los medios de cultivo utilizados se realizé
una prueba de Mann- Whitney para poblaciones que no cuentan con una distribucién normal, a cada una de
las bacterias en cada tratamiento. Se pudo notar en este cuadro que el valor p es menor o igual a 0.05, por lo

que se rechazo la hipétesis nula, y por esta razon se pudo decir que si existe una diferencia significativa en
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la produccion de carbonato de calcio usando un medio de cultivo comercial y uno formulado a base de
desechos industriales.

Cuadro No. 5: Capacidad bacteriana de biomineralizar carbonato de calcio en un medio de cultivo
comercial y uno a base de desechos industriales.

Cddigo Género Media de produccién  Media de Valor p
de carbonato de produccion de
calcio en medio carbonato de calcio
comercial £ en medio a base de
desviacién estandar desechos £
(9) desviacion estandar
(9)
P.1.1 Lysinibacillus sp. 0.0170 + 0.0066 0.0007 + 0.0003 0.05
P.22A Lysinibacillus sp. 0.0163 +0.0017 0.0008 + 0.0004 0.05
P.22B Determinar 0.0155 + 0.0049 0.0007 = 0.0003 0.05
molecularmente®
P.41A  Lysinibacillus sp. 0.0385 + 0.0136 0.0005 * 0.0002 0.05
P.41B  Lysinibacillus sp. 0.0295 + 0.0079 0.0005 + 0.0002 0.038
P.5.2A Lysinibacillus sp. 0.0345 +0.0180 0.0007 £ 0.0003 0.05
P.5.2B Lysinibacillus sp. 0.0122 + 0.0045 0.0006 * 0.0002 0.05
P.52C  Staphylococcus sp. 0.0126 + 0.0010 0.0007 + 0.0002 0.05
P.53 A  Lysinibacillus sp. 0.0393 +0.0181 0.0007 £ 0.0001 0.038
P.53B  Lysinibacillus sp. / 0.0211 £+ 0.0043 0.0005 £ 0.0001 0.05
Bacillus sp.
P.6.1 Bacillales sin 0.0251 + 0.0053 0.0008 + 0.0003 0.05
clasificar*

Leyenda Cuadro No.5: En este cuadro se muestran las medias de los pesos obtenidas de los ensayos
en triplicado de precipitacion carbonato de calcio para cada uno de los medios de cultivo, y la bacteria
correspondiente. Ademas, en la Gltima columna se muestran los valores p obtenidos a partir la prueba de
Mann- Whitney.

*Se necesita secuenciacion del 16S para determinar el género al que pertenece.

C. Adherencia de particulas de arena por medio de la biomineralizacion de carbonato de
calcio en columnas con medio de cultivo.

Las 11 bacterias aisladas de las muestras de suelo fueron sometidas a una prueba con columnas con arena
y medio de cultivo para probar la adherencia de las particulas de arena. Como se puede ver en la Figura No.
10. Las bacterias Staphylococcus sp. (P.5.2C), Lysinibacillus sp. (P.4.1B), Lysinibacillus sp. (P.5.2 A),
Lysinibacillus sp. (P.4.1A), Lysinibacillus sp. (P.5.3A), la cepa perteneciente al orden Bacillales (P.6.1), la
interaccion QS1 que conistio en la mezcla de las bacterias Lyisinibacillus sp. (P.1.1, P.4.1A, P.5.2A, P.5.2B)
y la cepa sin identificacion (P.2.2B), la interaccion QS2 que consistio en la mezcla de bacterias Lysinibacillus
sp. (P.2.2A, P.4.1B, P.5.2A, P.5.3B) , Staphylococcus sp. (P.5.2C) y la cepa perteneciente al orden Bacillales
(P.6.1) y finalmente la interaccion SQT que consistio en la mezcla de todas las bacterias, presentaron

resultados positivos para la adherencia de las particulas de arena. Los resultados fueron considerados
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positivos debido a que las columnas de arena al estar secas no perdian su forma al ser manipuladas, a
diferencia de los controles que Unicamente habian sido tratados con el medio de cultivo sin bacterias y sin

agregar nada a la columna.

Figura No. 10: Prueba de adherencia de particulas de arena por medio de la biomineralizacion de
carbonato de calcio.

Leyenda Figura No.10: En esta imagen se muestran las columnas de arena luego de haber finalizado el ensayo
y al haberse secado las columnas fuera de las jeringas. En la segunda fila del lado derecho se muestran los
controles donde el C+ se refiere a la columna de arena a la que Gnicamente se le agreg6 diariamente el medio
de cultivo nutritivo con 2% de urea 'y 2% de cloruro de calcio y el C- a la columna de arena a la que no se le

agrego nada.
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VII. Analisis de resultados

El objetivo principal de este trabajo fue aislar e identificar bacterias productoras de carbonato de
calcio, y comparar la productividad de cada una de ellas, tanto en un medio comercial, como en un medio a
base de desechos industriales para tratar microgrietas de concreto en un medio controlado. Para poder llevar
a cabo esto, se utilizaron muestras de tierra de 6 puntos diferentes de la cantera de Cementos Progreso; de las

cuales se logré aislar 11 bacterias con la capacidad de producir carbonato de calcio.

Como se puede observar en el Cuadro No. 4, a cada una de las bacterias obtenidas se les realizd
tinciones para ver su morfologia, su tincién de Gram, su capacidad para producir endosporas y se
secuenciaron usando el 16S, por medio de estos resultados y los resultados de la Figura No.9 obtenidos al
hacer la digestion de los productos de PCR de cada una de las muestras utilizando Rsal, se pudo establecer

que las 11 cepas son de 8 especies diferentes.

Se pudo determinar que 7 de las cepas pertenecen al género de Lysinibacilus ya que estas fueron
aisladas de tierra calcérea y se ha reportado que en muestras de lodo calcareo y tierras alcalinas se han aislado
bacterias del género Lysinibacillus (Kong et al., 2014). Ademas, estas bacterias cuentan con morfologia de
bacilo Gram positivo y son formadores de esporas, lo que también encaja con la descripcion de las especies
que pertenecen a este género (Miwa et al., 2009) . Otra de las razones por la que es posible determinar que
las bacterias aisladas son del género Lysinibacillus es que se ha visto que varias especies son productoras de
ureasa y se conoce que existen algunas especies como por ejemplo, Lysinibacillus boronitolerans, que tienen

la capacidad de biomineralizar carbonato de calcio (Coorevits et al., 2012; Lee and Park, 2019).

Sin embargo, uno de los bacilos aislados es Gram negativo, al ver los resultados de la secuenciacién
y analizar la secuencia directo con la herramienta bioinformatica rpd se indic6 que el microorganismo era
del género Bacillus, pero al analizar la secuencia reverse se vio que el microorganismo era un Lysinibacillus.
Ademas, al observar la Figura No. 9 donde se muestra el gel del tratamiento con la enzima Rasl, se puede
ver que las bandas son muy distintas a las de los otros organismos denominados como Lysinibacillus.
Tomando en cuenta que se conoce que los bacilos agrupados en el género Bacillus son Gram positivo (Tejera-
hernandez and Heydrich-pérez, 2011); es necesario repetir la tincién de Gram, para saber si se trat6 de un
error en la técnica o si efectivamente se trata de un bacilo Gram negativo. También la variacion entre las
secuencias directo y reverso se puede deber a que se tuvieron inconvenientes en el transporte de las muestras
para su secuenciacion, por lo que puede que las muestras se hayan degradado, generando un andlisis erréneo.
Por lo que es recomendable repetir la secuenciacion de esta bacteria, al igual que la de la bacteria P.6.1, que
dio como resultado Bacillales sin clasificar, y que también puede deberse a lo mismo de la degradacion. En
caso que si se lograra realizar una secuenciacion correcta y sigue sin estar identificada, podria ser que esta

bacteria perteneciera a un nuevo género bacteriano.
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En el caso de los cocos Gram positivo aislados, se puede observar en las figuras No.24 y 29 que si
cuentan con la capacidad de formar endosporas. Al analizar la secuencia de la bacteria P.5.2C se determind
que se trataba de un Staphylococcus sp. se ha visto que el Staphylococcus aureus cuenta la con la capacidad
de biomineralizar carbonato de calcio por medio del ciclo de la urea (Anbu et al., 2016). A pesar de que estas
caracteristicas encajan con la descripcion de la bacteria analizada, esta no es capaz de formar esporas, es por
esta raz6n no se sabe con certeza que el microorganismo estudiado sea un Staphylococcus. Por esta razén se
debe confirmar este resultado ya que de ser certero, esta cepa debera ser eliminada del estudio debido a su
patogenicidad. En cuanto a la otra bacteria aislada con morfologia de coco, no se le lograron hacer los analisis
de secuencias ya que estos estaban totalmente degradados y las secuencias no proporcionaron ninguna
informacion. Se cree que se tratan de bacterias perteneciente al género Sporosarcina ya que estas son cocos
Gram positivos presentes en el suelo y se conoce que Sporosarcina pasteurii no solo cuenta con estas
caracteristicas sino que ademas, es una especie no patogénica que cuenta con la capacidad de biomineralizar
y precipitar carbonato de calcio al estar en un medio con presencia de urea y cloruro de calcio (Ghosh et al.,
2019). Ademas, Sporosarcina ureae tiene como caracteristica principal la capacidad de habitar ambientes
ricos en urea e hidrolizara por medio de la enzima ureasa. Cabe mencionar que el género Sporosarcina no
solo comparte varias caracteristicas con los organismos del género Bacillus, sino que también se puede ver

una semejanza en el genoma de estos dos géneros (Yamada et al., 1976).

Al llevar a cabo el andlisis de las secuencias, se realizaron 3 arboles filogenéticos mostrados en las
figuras No0.149- 151, uno para las secuencias directo, una para las secuencias reverso y una de la sumatoria
entre ambas. Como se puede ver en las imégenes las distancias entre los organismos aislados de las muestras
de tierra son muy cercanos, sin embargo, debido al programa donde se realizaron los arboles (Clustal Omega)
en la disposicién se ven muy alejados, pero esto no es asi. Esto nos ayuda a confirmar lo que se creia con los
resultados de la digestion con la enzima Rsal ya que en este se podia ver que las disposiciones de las bandas
eran muy similares entre si, al igual que las distancias de los microorganismos en los arboles filogenéticos,
indicando que sus secuencias son muy similares entre si, debido a que pertenecen a un mismo género y

Unicamente varian en la especie.

Debido a que dentro de los géneros puede haber varias especies que cuyas caracteristicas se adapten
a las caracteristicas de las cepas aislada, se considera necesario repetir la secuenciacion del 16S utilizando
también los primers universales 530F y 805 R (Youssef et al., 2015), para obtener las regiones internas de
la secuencia y asi poder compararlas de una mejor manera dando una determinacién certera de los

microorganismos aislados.
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En este estudio también se llevo a cabo la formulacion de un medio de cultivo a base de desechos
industriales, para el cual se utilizaron los desechos de mosca producidos en Moscamed. Para poder determinar
si este medio de cultivo era capaz de permitir el crecimiento bacteriano y la precipitacion de carbonato de
calcio se realizaron las pruebas descritas anteriormente. Los resultados de estos ensayos se presentan en el
Cuadro No.8 A partir de estos resultados se obtuvieron las medias y desviaciones estandares mostrados en el
Cuadro No. 5. Esto se hizo con el propésito de comparar la productividad de las bacterias a producir carbonato
de calcio al estar en el medio de cultivo comercial y el formulado. Dado a que los resultados no cumplen con
una distribucion normal, se utiliz6 una prueba no paramétrica de Mann- Whitney. Al ver los valores p
resultantes del analisis se puede notar que todos son menores o iguales al valor de alfa (0.05), por lo tanto, si
se rechaza la hipotesis nula por lo que se puede concluir que si existe diferencia significativa en la produccién

de carbonato de calcio al utilizar los distintos medios de cultivo.

Para tratar de mejorar la productividad de carbonato de calcio y dado a que se ha visto que las
paredes celulares favorecen la unién de cationes divalentes como por ejemplo Ca®* y esto hace que la
superficie de los microorganismos sean sitios ideales para la nucleacion de cristales de carbonato de calcio
(Frederik Hammes & Verstraete, 2002) se intent6 suplementar el medio de desechos industriales utilizando
fruta podrida como fuente de carbono para mejorar el crecimiento bacteriano. Los resultados de precipitacion
de carbonato de calcio utilizando estos medios de cultivo se pueden observar en el Cuadro No.9. Por medio
de estos resultados, se puede ver que el medio de cultivo a base de desechos industriales es deficiente en
nutrientes, ya que permiten el crecimiento bacteriano en poca cantidad a comparacion de los medios
comerciales. Al suplementarlo se puede ver una mejoria en el crecimiento bacteriano y por lo tanto también
en la productividad de carbonato de calcio, de esta forma se puede comprobar que la cantidad de células
bacterianas son importantes ya que, a mayor cantidad de paredes celulares bacterianas, mayor seran los sitios

de nucleacion de los cristales y por tanto mayor el precipitado de carbonato de calcio.

En la seccion de anexos, se pueden ver los espectros IR de cada una de las muestras de precipitados
extraidos para cada una de las bacterias en los distintos medios, como se puede apreciar, los picos de
carbonato estan presentes en el espectro, sin embargo, hay presencia de otros picos que representan la
contaminacién de la muestra. Esto se puede deber a la presencia de restos bacterianos y de medio de cultivo.
En el caso de las muestras de precipitado obtenidas a través del medio de cultivo a base de desechos
industriales, se puede notar la presencia de los picos de quitosano, eso debido al alto contenido de quitina
presente en el medio de cultivo. Sin embargo, aunque el precipitado de carbonato de calcio no es del todo
puro, sigue siendo posible su aplicacidn para la reparacion de las grietas en concreto.

Finalmente, se llevaron a cabo los ensayos de adhesion de las particulas de arena por medio de la

biomineralizacién de carbonato de calcio. Al observar la Figura No.6 se puede notar que las columnas de

arena tratadas con bacterias ya sea solas 0 con las interacciones entre ellas, si mostraron cierta cantidad de
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adhesion en las particulas de arena, ya que estas mantenian su forma al manipularlas; mientras que los
controles se deshacian. En el caso de las columnas tratadas con las bacterias Lysinibacillus sp. (P.1.1, P.2.2A,
P.2.2B, P.5.2B ) y la cepa P.5.3B no se muestran en la figura ya que dado a que la jeringa no permitia el
secado adecuado de la arena después de llevado a cabo el ensayo, se tuvieron que sacar las columnas himedas
y estas se cayeron y se rompieron, por lo que no se pudo ver en ellas el efecto de la biomineralizacién. Por
esta razon se recomienda volver a realizar este ensayo aumentando el tiempo de secado dentro de las jeringas

y con varias replicas.
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10.

VIII. Conclusiones

Se lograron aislar 11 bacterias productoras de carbonato de calcio y a través de la digestion enzimética
del producto de PCR, se pudo decir que son de 8 especies distintas.

De las 11 bacterias aisladas 7 pertenecen al género Lysinibacillus, 1 posiblemente al género
Staphylococcus y 1 posiblemente al género Sporosarcina,

El medio de cultivo a base de desechos industriales si permite el crecimiento bacteriano y la precipitacion
de carbonato de calcio.

Existe diferencia significativa entre la produccion de carbonato de calcio utilizando un medio de cultivo
comercial y un medio de cultivo a base de desechos industriales.

El suplemento del medio a base de desechos industriales utilizando fruta podrida muestra un aumento
en el crecimiento bacteriano y la precipitacion de carbonato de calcio.

El precipitado producido por las bacterias al estar en un medio rico en urea y cloruro de calcio es
carbonato de calcio y su pureza es adecuada para la utilizacién para la reparacion de grietas en concreto.
La adhesion en las particulas de arena aumenta al estar tratada con las bacterias aisladas y el medio de

cultivo suplementado con urea y cloruro de calcio.
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IX. Recomendaciones

Comprobar la identificacidn bacteriana secuenciando el 16S, utilizando también los primers universales
530F y 805 R, para obtener las regiones internas de la secuencia y asi poder compararlas de una mejor
manera dando una determinacién certera de los microorganismos aislados.

Suplementar el medio de cultivo a base de desechos industriales con otras fuentes de carbono que
permitan mejor el crecimiento bacteriano y por lo tanto también la precipitacion de carbonato de calcio.
Repetir el ensayo de las columnas de arena aumentando el tiempo de secado dentro de las jeringas y con
varias replicas.

Realizar pruebas de biorreparacion de grietas en concreto utilizando las bacterias aisladas con el medio
de cultivo comercial y el formulado.

Cuantificar el porcentaje de quitina presente en el precipitado obtenido a través del medio de cultivo
formulado a base de desechos industriales.

Determinar la morfologia de los cristales de carbonato de calcio por medio de difraccion de rayos X.
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XI.  Anexos

Figura No.11:Tincién de Gram para Lysinibacillus sp. P.1.1
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Leyenda Figura No.11: en esta figura se muestra la tincion de Gram para la bacteria P.1.1 donde se

pueden observar bacilos Gram + indicando un posible Lysinibacillus sp.

Figura No.12:Tinci6n de Gram para Lysinibacillus sp. P.2.2A
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Leyenda Figura No.12: en esta figura se muestra la tincion de Gram para la bacteria P.2.2A donde

se pueden observar bacilos Gram + indicando un posible Lysinibacillus sp.
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Figura No.13: Tincién de Gram para muestra bacteriana. P.2.2B
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Leyenda Figura No.13: en esta figura se muestra la tincion de Gram para la bacteria P.2.2B donde

se pueden observar cocos Gram +.

Figura No.14: Tincion de Gram para Lysinibacillus sp. P.4.1A
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Leyenda Figura No.14: en esta figura se muestra la tincion de Gram para la bacteria P.4.1A donde

se pueden observar bacilos Gram + indicando un posible Lysinibacillus sp.
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Figura No.15: Tincién de Gram para Lysinibacillus sp. P.4.1B
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Leyenda Figura No.15: en esta figura se muestra la tincion de Gram para la bacteria P.4.1B donde
se pueden observar bacilos Gram + indicando un posible Lysinibacillus sp.

Figura No.16: Tincion de Gram para Lysinibacillus sp. P.5.2A

Leyenda Figura No.16: en esta figura se muestra la tincion de Gram para la bacteria P.5.2A donde
se pueden observar bacilos Gram + indicando un posible Lysinibacillus sp.
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Figura No.17: Tincion de Gram para Lysinibacillus sp. P.5.2B

Leyenda Figura No.17: en esta figura se muestra la tincion de Gram para la bacteria P.5.2B donde
se pueden observar bacilos Gram + indicando un posible Lysinibacilluss sp.

Figura No.18: Tincion de Gram para. Staphylococcus sp. P.5.2C

Leyenda Figura No.18: en esta figura se muestra la tincion de Gram para la bacteria P.5.2C donde

se pueden observar cocos Gram + indicando un posible Staphylococcus sp.
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Figura No.19: Tincion de Gram para Lysinibacillus sp. P.5.3A
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Leyenda Figura No.19: en esta figura se muestra la tincion de Gram para la bacteria P.5.3A donde
se pueden observar bacilos Gram + indicando un posible Lysinibacillus sp.

Figura No.20: Tincion de Gram para Lysinibacillus sp./ Bacillus sp. P.5.3B

Leyenda Figura No.20: en esta figura se muestra la tincion de Gram para la bacteria P.5.3B donde

se pueden observar bacilos Gram variable.
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Figura No.21: Tincién de Gram para Lysinibacillus sp. P.6.1

Leyenda Figura No.21: en esta figura se muestra la tincion de Gram para la bacteria P.6.1 donde se

pueden observar bacilos Gram + indicando un posible Lysinibacillus sp.

Figura No.22: Tincion de esporas para Lysinibacillus sp. P.1.1
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Leyenda Figura No.22: en esta figura se muestra la tincion de esporas realizadas con verde de

malaquita y safranina para la bacteria Lysinibacillus sp. P.1.1 donde se pueden observar endosporas.
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Figura No.23: Tincion de esporas para Lysinibacillus sp. P.2.2A

Leyenda Figura No.23: en esta figura se muestra la tincion de esporas realizadas con verde de
malaquita y safranina para la bacteria Lysinibacillus sp. P.2.2A donde se pueden observar endosporas.

Figura No.24: Tincion de esporas para la muestra bacteriana. P.2.2B

Leyenda Figura No.24: en esta figura se muestra la tincién de esporas realizadas con verde de
malaquita y safranina para la muestra bacteriana. P.2.2B donde se pueden observar endosporas.
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Figura No.25: Tincion de esporas para Lysinibacillus sp. P.4.1A
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Leyenda Figura No.25: en esta figura se muestra la tincion de esporas realizadas con verde de

malaquita y safranina para la bacteria Lysinibacillus sp. P.4.1A donde se pueden observar endosporas.

Figura No.26: Tincion de esporas para Lysinibacillus sp. P.4.1B

Leyenda Figura No.26: en esta figura se muestra la tincion de esporas realizadas con verde de

malaquita y safranina para la bacteria Lysinibacillus sp. P.4.1B donde se pueden observar endosporas.
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Figura No.27: Tincion de esporas para Lysinibacillus sp. P.5.2A

Leyenda Figura No.27: en esta figura se muestra la tincion de esporas realizadas con verde de
malaquita y safranina para la bacteria Lysinibacillus sp. P.5.2A donde se pueden observar endosporas.

Figura No.28: Tincion de esporas para Lysinibacillus sp. P.5.2B

Leyenda Figura No.28: en esta figura se muestra la tincidn de esporas realizadas con verde de
malaquita y safranina para la bacteria Lysinibacillus sp. P.5.2B donde se pueden observar endosporas.
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Figura No.29: Tincion de esporas para Staphylococcus sp. P.5.2C

Leyenda Figura No.29: en esta figura se muestra la tincion de esporas realizadas con verde de

malaquita y safranina para la bacteria Staphylococcus sp.P.5.2C donde se pueden observar endosporas.

Figura No.30: Tincion de esporas para Lysinibacillus sp. P.5.3A

Leyenda Figura No.30: en esta figura se muestra la tincion de esporas realizadas con verde de

malaquita y safranina para la bacteria Lysinibacillus sp. P.5.3A donde se pueden observar endosporas.
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Figura No.31: Tincion de esporas para Lysinibacillus sp./ Bacillus sp. P.5.3B

Leyenda Figura No.31: en esta figura se muestra la tincidn de esporas realizadas con verde de

malaquita y safranina para la bacteria P.5.3B donde se pueden observar endosporas.

Figura No.32: Tincion de esporas para la muestra bacteriana Bacillales . P.6.1

Leyenda Figura No.32: en esta figura se muestra la tincion de esporas realizadas con verde de
malaquita y safranina para la bacteria Bacillales. P.6.1 donde se pueden observar endosporas.
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Figura No.33: Gel de electroforesis para productos de PCR

Leyenda Figura No.33: en esta figura se muestra un gel al 0.8% de agarosa con bromuro de etidio,
donde se cargaron los productos de PCR de cada una de las cepas bacterianas, asi como un control negativo

y la escalera. Las muestras fueron cargados en los pozos segln el mapa de carga del cuadro No.6.

Cuadro No. 6: Mapa de carga para productos de PCR

Pozo 1 12 |3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Muestra | E | C | P.1.1|P.22|P.22|P41|P41|P52|P52|P52|P53|P53|P61
A B A B A B C A B

Leyenda Cuadro No.6: en este cuadro se muestra el mapa de carga utilizado para cargar el gel de
electroforesis para productos de PCR, donde E es escalera y C el control negativo.

Cuadro No. 7: Mapa de carga para digestion enzimatica de productos de PCR

Pozo 1 2 3 |4 5 6 7 8 9 10 11 12
Muestra | - E C |P11|P22|P22|P41|P41|P52|P52|P52|P53
A B A B A B C A
Pozo 13 14 15| 16 17
Muestra | P.5.3 | P.6.1 | - | - -
B

Leyenda Cuadro No.7: en este cuadro se muestra el mapa de carga utilizado para cargar el gel de
electroforesis para productos de la digestion enzimatica de productos de PCR utilizando la enzima Rasl,
donde E es escalera 'y C el control negativo.
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Cuadro No. 8: Productividad de carbonato de calcio en medio de cultivo comercial y a base de desechos

industriales
Medio a base de desechos industriales Medio comercial

Bacteria Peso (g) Peso (g) Peso (g) Peso (g) Peso (g) Peso (g)

P.1.1 0.0009 0.0004 0.0007 0.0243 0.0114 0.0153
P.22A 0.0007 0.0004 0.0012 0.0147 0.0162 0.018
P.22B 0.0006 0.001 0.0004 0.0153 0.0205 0.0107
P41A 0.0003 0.0007 0.0005 0.0303 0.0542 0.031
P4.1B 0.0004 0.0004 0.0007 0.0328 0.0351 0.0205
P52A 0.001 0.0006 0.0004 0.0283 0.0205 0.0548
P.52B 0.0006 0.0005 0.0008 0.016 0.0073 0.0133
P5.2C 0.0009 0.0007 0.0005 0.0122 0.0137 0.0119
P53 A 0.0008 0.0006 0.0006 0.0345 0.0241 0.0594
P.5.3B 0.0005 0.0006 0.0004 0.0164 0.0223 0.0247
P.6.1 0.0008 0.0005 0.001 0.02 0.0248 0.0305
Control 0 0.0003 0.0001 0.004 0.0028 0.0051

Leyenda Cuadro No.8: en este cuadro se muestran los pesos en gramos de carbonato de calcio
extraido cuando la bacteria estuvo en un medio de cultivo comercial y en uno a base de desechos industriales.

Cuadro No. 9: Productividad de carbonato de calcio en medio de cultivo a base de desechos industriales
suplementado con fruta podrida

Banano Fresa

Bacteria Género peso ()  Peso (g)

P.1.1 Lysinibacillus sp. 0.0012 0.018

P.2.2A Lysinibacillus sp. 0.0031 0.001
Determinar

pP.2.2B molecularmente* 0.0012 0.0078

P.4.1A Lysinibacillus sp. 0.0013 0.005

P.4.1B Lysinibacillus sp. 0.0019 0.002

P.5.2A Lysinibacillus sp. 0.0015  0.0021

P52B Lysinibacillus sp. 0.0008  0.0102

P52C Staphylococcus sp. 00005  0.0015

P5.3A Lysinibacillus sp. 0.001 0.008
Bacillus sp./

P.5.3B Lysinibacillus sp. 0.0011 0.0031
Bacillares sin

P.6.1 clasificar* 0.0019 0.0091

Control 0.0002 0.0019

Leyenda Cuadro No.9: en este cuadro se muestran los pesos en gramos de carbonato de calcio
extraido cuando la bacteria estuvo en un medio de a base de desechos industriales suplementado con
banano podrido y con fresas podridas.

*Se necesita secuenciacion del 16S para determinar el género al que pertenece.
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Cuadro No. 10: Estadistica descriptiva para la muestra de Lysinibacillus sp. P. 1.1

Medio comercial

Medio a base de desechos industriales

Media 0.017

Error tipico 0.003819686
Mediana 0.0153
Moda NA
Desviacién estandar 0.00661589
Varianza de la muestra 4.377E-05
Coeficiente de asimetria 1.079959583
Rango 0.0129
Minimo 0.0114
Maximo 0.0243
Suma 0.051
Cuenta 3

Media 0.00066667
Error tipico 0.0001453
Mediana 0.0007
Moda NA
Desviacién estandar 0.00025166
Varianza de la muestra 6.3333E-08
Coeficiente de asimetria -0.5855827
Rango 0.0005
Minimo 0.0004
Maximo 0.0009
Suma 0.002
Cuenta 3

Leyenda Cuadro No.10: en este cuadro se muestra la estadistica descriptiva para la muestra de

Lysinibacillus sp. P. 1.1 en un medio comercial y uno da base de desechos industriales.

Cuadro No. 11: Estadistica descriptiva para la muestra de Lysinibacillus sp. P. 2.2A

Medio comercial

Medio a base de desechos industriales

Media 0.0163
Error tipico 0.00095394
Mediana 0.0162
Moda NA

Desviacién estandar 0.00165227
Varianza de la muestra 0.00000273
Coeficiente de asimetria 0.27135476
Rango 0.0033
Minimo 0.0147
Maximo 0.018
Suma 0.0489
Cuenta 3

Media 0.00076667
Error tipico 0.00023333
Mediana 0.0007
Moda NA

Desviacion estandar 0.00040415
Varianza de la muestra 1.6333E-07
Coeficiente de asimetria 0.72210865
Rango 0.0008
Minimo 0.0004
Maximo 0.0012
Suma 0.0023
Cuenta 3

Leyenda Cuadro No.11: en este cuadro se muestra la estadistica descriptiva para la muestra de

Lysinibacillus sp. P. 2.2A en un medio comercial y uno da base de desechos industriales.

125



Cuadro No. 12: Estadistica descriptiva para la muestra de bacteria P. 2.2B

Medio comercial

Medio a base de desechos industriales

Media 0.015
Error tipico 0.00283078
Mediana 0.015
Moda NA
Desviacién estandar 0.0049030
Varianza de la muestra 0.0000240
Coeficiente de asimetria 0.18325340
Rango 0.009
Minimo 0.010
Maximo 0.020
Suma 0.046
Cuenta

5
3
3

6
4
6
8
7
5
5
3

Media 0.00066667
Error tipico 0.00017638
Mediana 0.0006
Moda NA

Desviacidn estandar 0.00030551
Varianza de la muestra 9.3333E-08
Coeficiente de asimetria 0.93521953
Rango 0.0006
Minimo 0.0004
Maximo 0.001
Suma 0.002
Cuenta 3

Leyenda Cuadro No.12: en este cuadro se muestra la estadistica descriptiva para la muestra

bacteriana. P. 2.2B en un medio comercial y uno da base de desechos industriales.

Cuadro No. 13: Estadistica descriptiva para la muestra de Lysinibacillus sp. P. 4.1A

Medio comercial

Medio a base de desechos industriales

Media 0.0385
Error tipico 0.0078526
Mediana 0.031
Moda NA

Desviacién estandar 0.0136011
Varianza de la muestra 0.00018499
Coeficiente de asimetria 1.72689091
Rango 0.0239
Minimo 0.0303
Maximo 0.0542
Suma 0.1155
Cuenta 3

Media 0.0005
Error tipico 0.00011547
Mediana 0.0005
Moda NA

Desviacion estandar 0.0002
Varianza de la muestra 0.00000004
Coeficiente de asimetria -1.499E-15
Rango 0.0004
Minimo 0.0003
Maximo 0.0007
Suma 0.0015
Cuenta 3

Leyenda Cuadro No.13: en este cuadro se muestra la estadistica descriptiva para la muestra de

Lysinibacillus sp. P. 4.1A en un medio comercial y uno da base de desechos industriales.
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Cuadro No. 14: Estadistica descriptiva para la muestra de Lysinibacillus sp. P. 4.1B

Medio comercial

Medio a base de desechos industriales

Media 0.02946667
Error tipico 0.00453223
Mediana 0.0328
Moda NA

Desviacién estandar 0.00785005

Varianza de la muestra 6.1623E-05

Coeficiente de asimetria -1.566282
Rango 0.0146
Minimo 0.0205
Maximo 0.0351
Suma 0.0884
Cuenta 3

Media 0.0005
Error tipico 0.0001
Mediana 0.0004
Moda 0.0004
Desviacidn estandar 0.00017321
Varianza de la muestra 0.00000003
Coeficiente de asimetria 1.73205081
Rango 0.0003
Minimo 0.0004
Maximo 0.0007
Suma 0.0015
Cuenta 3

Leyenda Cuadro No.14: en este cuadro se muestra la estadistica descriptiva para la muestra de

Lysinibacillus sp. P. 4.1B en un medio comercial y uno da base de desechos industriales.

Cuadro No. 15: Estadistica descriptiva para la muestra de Lysinibacillus sp. P. 5.2A

Medio comercial

Medio a base de desechos industriales

Media 0.03453333
Error tipico 0.01038048
Mediana 0.0283
Moda NA

Desviacién estandar 0.01797953

Varianza de la muestra 0.00032326
Coeficiente de asimetria 1.37259168
Rango 0.0343
Minimo 0.0205
Maximo 0.0548
Suma 0.1036
Cuenta 3

Media 0.00066667
Error tipico 0.00017638
Mediana 0.0006
Moda NA

Desviacion estandar 0.00030551
Varianza de la muestra 9.3333E-08
Coeficiente de asimetria 0.93521953
Rango 0.0006
Minimo 0.0004
Maximo 0.001
Suma 0.002
Cuenta 3

Leyenda Cuadro No.15: en este cuadro se muestra la estadistica descriptiva para la muestra de

Lysinibacillus sp. P. 5.2A en un medio comercial y uno da base de desechos industriales.

127



Cuadro No. 16: Estadistica descriptiva para la muestra de Lysinibacillus sp. P.

5.2B

Medio comercial

Medio a base de desechos industriales

Media 0.0122 Media

Error tipico 0.002570992 Error tipico

Mediana 0.0133 Mediana

Moda NA Moda

Desviacién estandar 0.004453089 Desviacién estandar
Varianza de la muestra 0.00001983 Varianza de la muestra
Coeficiente de asimetria -1.043760372 Coeficiente de asimetria
Rango 0.0087 Rango

Minimo 0.0073 Minimo

Maximo 0.016 Maximo

Suma 0.0366 Suma

Cuenta 3 Cuenta

0.00063333
8.8192E-05
0.0006

NA
0.00015275
2.3333E-08
0.93521953
0.0003
0.0005
0.0008
0.0019
3

Leyenda Cuadro No.16: en este cuadro se muestra la estadistica descriptiva para la muestra de

Lysinibacillus sp. P. 5.2B en un medio comercial y uno da base de desechos industriales.

Cuadro No. 17: Estadistica descriptiva para la muestra de Staphylococcus sp. P. 5.2C

Medio comercial

Medio a base de desechos industriales

Media 0.0126
Error tipico 0.00055678
Mediana 0.0122
Moda NA

Desviacién estandar 0.00096437
Varianza de la muestra 0.00000093
Coeficiente de asimetria 1.54539253
Rango 0.0018
Minimo 0.0119
Maximo 0.0137
Suma 0.0378
Cuenta 3

Media

Error tipico

Mediana

Moda

Desviacion estandar
Varianza de la muestra
Coeficiente de asimetria
Rango

Minimo

Maximo

Suma

Cuenta

0.0007
0.00011547
0.0007

NA

0.0002
0.00000004
0

0.0004
0.0005
0.0009
0.0021

3

Leyenda Cuadro No.17: en este cuadro se muestra la estadistica descriptiva para la muestra de

Staphylococcus sp. P. 5.2C en un medio comercial y uno da base de desechos industriales.
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Cuadro No. 18: Estadistica descriptiva para la muestra de Lysinibacillus sp. P. 5.3A
Medio comercial Medio a base de desechos industriales
Media 0.03933333 Media 0.00066667
Error tipico 0.01047288 Error tipico 6.6667E-05
Mediana 0.0345 Mediana 0.0006
Moda NA Moda 0.0006
Desviacién estandar 0.01813955 Desviacion estandar 0.00011547
Varianza de la muestra 0.00032904 Varianza de la muestra 1.3333E-08
Coeficiente de asimetria 1.11390922 Coeficiente de asimetria 1.73205081
Rango 0.0353 Rango 0.0002
Minimo 0.0241 Minimo 0.0006
Maximo 0.0594 Maximo 0.0008
Suma 0.118 Suma 0.002
Cuenta 3 Cuenta 3

Leyenda Cuadro No.18: en este cuadro se muestra la estadistica descriptiva para la muestra de

Lysinibacillus sp. P. 5.3A en un medio comercial y uno da base de desechos industriales.

Cuadro No. 19: Estadistica descriptiva para de Lysinibacillus sp./ Bacillus sp. P. 5.3B

Medio comercial

Medio a base de desechos industriales

Media 0.02113333
Error tipico 0.00246599
Mediana 0.0223
Moda NA

Desviacién estandar 0.00427122

Varianza de la muestra 1.8243E-05

Coeficiente de asimetria -1.1374508
Rango 0.0083
Minimo 0.0164
Maximo 0.0247
Suma 0.0634
Cuenta 3

Media

Error tipico

Mediana

Moda

Desviacion estandar
Varianza de la muestra
Coeficiente de asimetria
Rango

Minimo

Maximo

Suma

Cuenta

0.0005
5.7735E-05
0.0005

NA
0.0001
1E-08
7.494E-15
0.0002
0.0004
0.0006
0.0015
3

Leyenda Cuadro No0.19: en este cuadro se muestra la estadistica descriptiva para la muestra

bacteriana P. 5.3B en un medio comercial y uno da base de desechos industriales.
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Cuadro No. 20: Estadistica descriptiva para la muestra de Bacillales sin identificar. P. 6.1

Medio comercial

Medio a base de desechos industriales

Media 0.0251
Error tipico 0.003034798
Mediana 0.0248
Moda NA

Desviacién estandar 0.005256425
Varianza de la muestra 0.00002763
Coeficiente de asimetria 0.25599199
Rango 0.0105
Minimo 0.02
Maximo 0.0305
Suma 0.0753
Cuenta 3

Media 0.00076667
Error tipico 0.0001453
Mediana 0.0008
Moda NA

Desviacidn estandar 0.00025166
Varianza de la muestra 6.3333E-08
Coeficiente de asimetria -0.5855827
Rango 0.0005
Minimo 0.0005
Maximo 0.001
Suma 0.0023
Cuenta 3

Leyenda Cuadro No.20: en este cuadro se muestra la estadistica descriptiva para la muestra de

Bacillales sp. P. 6.1 en un medio comercial y uno da base de desechos industriales.
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Figura No.124: Prueba shapiro para la precipitacién de carbonato de calcio por muestra Lysinibacillus
sp. P.1.1 al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales
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Leyenda Figura No. 125: En esta imagen se muestran los resultados de la prueba shapiro realizados
con los datos de precipitacién de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. P.1.1 para observar la
distribucion de los datos. Se puede observar que los datos no estan distribuidos de forma normal.

Figura No.125: Prueba shapiro para la precipitacion de carbonato de calcio por muestra Lysinibacillus
sp. P.2.2A al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales
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Leyenda Figura No. 126: En esta imagen se muestran los resultados de la prueba shapiro realizados
con los datos de precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. P.2.2A para observar
la distribucion de los datos. Se puede observar que los datos no estan distribuidos de forma normal.
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Figura No.126: Prueba shapiro para la precipitacion de carbonato de calcio por muestra bacteriana
P.2.2B al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales
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Leyenda Figura No. 127: En esta imagen se muestran los resultados de la prueba shapiro realizados
con los datos de precipitacion de carbonato de calcio por la muestra bacteriana P.2.2B para observar la
distribucion de los datos. Se puede observar que los datos no estan distribuidos de forma normal.

Figura No.127: Prueba shapiro para la precipitacién de carbonato de calcio por muestra Lysinibacillus
sp. P.4.1A al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales
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Leyenda Figura No. 128: En esta imagen se muestran los resultados de la prueba shapiro realizados
con los datos de precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. P.4.1A para observar
la distribucion de los datos. Se puede observar que los datos no estan distribuidos de forma normal.
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Figura No.128: Prueba shapiro para la precipitacién de carbonato de calcio por muestra Lysinibacillus
sp. P.4.1B al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales
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Leyenda Figura No. 129: En esta imagen se muestran los resultados de la prueba shapiro realizados
con los datos de precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. P.4.1B para observar
la distribucion de los datos. Se puede observar que los datos no estan distribuidos de forma normal.

Figura No.129: Prueba shapiro para la precipitacién de carbonato de calcio por muestra Lysinibacillus
sp. P.5.2A al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales
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Leyenda Figura No. 130: En esta imagen se muestran los resultados de la prueba shapiro realizados
con los datos de precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. P.5.2A para observar
la distribucion de los datos. Se puede observar que los datos no estan distribuidos de forma normal.
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Figura 130: Prueba shapiro para la precipitacion de carbonato de calcio por muestra Lysinibacillus sp.
P.5.2B al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales
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Leyenda Figura No. 131: En esta imagen se muestran los resultados de la prueba shapiro realizados
con los datos de precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. P.5.2B para observar
la distribucion de los datos. Se puede observar que los datos no estan distribuidos de forma normal.

Figura No.131: Prueba shapiro para la precipitacién de carbonato de calcio por muestra Staphylococcus
sp. P.5.2C al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales
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Leyenda Figura No. 132: En esta imagen se muestran los resultados de la prueba shapiro realizados
con los datos de precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Staphylococcus sp. P.5.2C para observar
la distribucion de los datos. Se puede observar que los datos no estan distribuidos de forma normal.
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Figura No.132: Prueba shapiro para la precipitacién de carbonato de calcio por muestra Lysinibacillus
sp. P.5.3A al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales
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Leyenda Figura No. 133: En esta imagen se muestran los resultados de la prueba shapiro realizados
con los datos de precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. P.5.3A para observar
la distribucion de los datos. Se puede observar que los datos no estan distribuidos de forma normal.

Figura No.133: Prueba shapiro para la precipitacién de carbonato de calcio por muestra Lysinibacillus
sp./Bacillus sp. P.5.3B al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales
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Leyenda Figura No. 134: En esta imagen se muestran los resultados de la prueba shapiro realizados
con los datos de precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. / Bacillus sp.P.5.3B

para observar la distribucion de los datos. Se puede observar que los datos no estan distribuidos de forma
normal.
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Figura No.134: Prueba shapiro para la precipitacion de carbonato de calcio por muestra Bacillales P.6.1
al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales
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Leyenda figura No. 135: En esta imagen se muestran los resultados de la prueba shapiro realizados con los

datos de precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Bacillales P.6.1 para observar la distribucién de
los datos. Se puede observar que los datos no estan distribuidos de forma normal.

Figura No.135: Prueba Wilcoxon Mann- Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por
muestra Lysinibacillus sp. P.1.1 al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales.
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W= 9, p-value = 0.05

alternative hypothesis: true location shift is greater than 0

Leyenda Figura No.136: en esta imagen se muestran los resultados de la prueba Wilcoxon Mann-
Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. P.1.1.
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Figura No.136: Prueba Wilcoxon Mann- Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por
muestra Lysinibacillus sp. P.2.2A al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales.
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Leyenda Figura No.137: en esta imagen se muestran los resultados de la prueba Wilcoxon Mann-

Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. P.2.2A.

Figura No.137: Prueba Wilcoxon Mann- Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por
muestra bacteriana P.2.2B al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales.
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Leyenda Figura No.138: en esta imagen se muestran los resultados de la prueba Wilcoxon Mann-

Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por la muestra bacteriana P.2.2B.

Figura No.138: Prueba Wilcoxon Mann- Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por
muestra Lysinibacillus sp. P.4.1A al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales.
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Leyenda Figura No.139: en esta imagen se muestran los resultados de la prueba Wilcoxon Mann-

Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. P.4.1A.

159



Figura No.139: Prueba Wilcoxon Mann- Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por
muestra Lysinibacillus sp. P.4.1B al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales.
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Leyenda Figura No.140: en esta imagen se muestran los resultados de la prueba Wilcoxon Mann-

Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. P.4.1B.

Figura No.140: Prueba Wilcoxon Mann- Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por
muestra Lysinibacillus sp. P.5.2A al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales.
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Leyenda Figura No.141: en esta imagen se muestran los resultados de la prueba Wilcoxon Mann-

Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. P.5.2A.

Figura No.141: Prueba Wilcoxon Mann- Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por
muestra Lysinibacillus sp. P.5.2B al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales.
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Leyenda Figura No.142: en esta imagen se muestran los resultados de la prueba Wilcoxon Mann-

Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. P.5.2B.
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Figura No.142: Prueba Wilcoxon Mann- Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por
muestra Staphylococcus sp. P.5.2C al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales.
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Leyenda Figura No.143: en esta imagen se muestran los resultados de la prueba Wilcoxon Mann-

Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Staphylococcus sp. P.5.2C.

Figura No.143: Prueba Wilcoxon Mann- Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por
muestra Lysinibacillus sp. P.5.3A al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales.
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Leyenda Figura No.144: en esta imagen se muestran los resultados de la prueba Wilcoxon Mann-

Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. P.5.3A.

Figura No.144: Prueba Wilcoxon Mann- Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por
muestra Lysinibacillus sp. / Bacillus sp. P.5.3B al estar en un medio comercial y uno a base de desechos
industriales.
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Leyenda Figura No.145: en esta imagen se muestran los resultados de la prueba Wilcoxon Mann-

Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por la muestra Lysinibacillus sp. / Bacillus sp. P.5.3B.
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Figura No.145: Prueba Wilcoxon Mann- Whitney para la precipitacion de carbonato de calcio por
muestra Bacillales P.6.1 al estar en un medio comercial y uno a base de desechos industriales.
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Leyenda Figura No.146: en esta imagen se muestran los resultados de la prueba Wilcoxon Mann-
Whitney para la precipitacién de carbonato de calcio por la muestra Bacillales. P.6.1.

Figura No.146: Alineamiento de secuencias forward

Lysinibacillus(P.1.1) = —ccom oo GT 2
Bacillus(P.5.3B)  c-----o-o--oo-- GGGAGCTTGCTCCCTGAGATTANCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT 46
Staphylococcus(P.5.2C)  --------- GACGAGGAGCTTGCTCCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT 51
Lysinibacillus(P.5.2A) = --------mmmmm e GTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT 28
Lysinibacillus(P.2.2A) GAGCGAACAGAAAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGNTAGCGGCGGACGGGNGAGTAACACGT 60
Lysinibacillus(P.5.3A) = --------- GAAAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT 51
Lysinibacillus(P.4.14) -———-———-—- GAAAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGNGGACGGGTGAGTAACACGT 51
Lysinibacillus(P.4.1B) --------- GAAAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT 51
Lysinibacillus(P.5.2B) = --------- GAAAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT 51
*x
Lysinibacillus(P.1.1) GGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATNACTCCNGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATC 62
Bacillus(P.5.3B) GGGCAACCTGCCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACGT 106
Staphylococcus(P.5.2C) GGATAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATA 111
Lysinibacillus(P.5.2A) GGGNAACCTNNCCTATANNNTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATC 88
Lysinibacillus(P.2.2A) GGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATC 120
Lysinibacillus(P.5.3A) GGGCAACCTACCCTATAGNTTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATC 111
Lysinibacillus(P.4.1A) GGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATC 111
Lysinibacillus(P.4.1B) GGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATC 111
Lysinibacillus(P.5.2B) GGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATC 111
* % EEE T T * * FEkkkokk kkEk Kk wEkRKARKER KEKEEkEEEER XEkFE
Lysinibacillus(P.1.1) TCTTTTGCTTCATGGNAANAGACTGAAAGACGGTTTCNGNTGNCNCTATANGATGGGCCC 122
Bacillus(P.5.3B) TCTTTTCTCNCNTGAGAGAAGATGGAAAGACGGTTTACGCTGTCACTTATAGATGGGCCC 166
Staphylococcus(P.5.2C) TATTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTT-GCTGTCACTTATAGATGGATCC 170
Lysinibacillus(P.5.2A) TCTTTTNNTNNNTGGNNANANANTGAANNANNGNTTCGGCTGTCNCTNTNGGATGGNCCC 148
Lysinibacillus(P.2.2A) TCTTTTGCTTCATGGNAANAGACTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCC 180
Lysinibacillus(P.5.3A) TCTTTTNCTNNNTGGNNANAGACTGAAAGACGGNTTCGGCTGTCGCTATNGGATGGGCCC 171
Lysinibacillus(P.4.1A) TCTTTTGCTTCATGGNAANAGACTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGLCC 171
Lysinibacillus(P.4.1B) TCTTTTGCTTCATGGNNANAGACTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCC 171
Lysinibacillus(P.5.2B) TCTTTTGCTTCATGGNNANAGACTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCC 171
* oxx *x KOk REE R R KK K KX K R REEEE KK
Lysinibacillus(P.1.1) GCGGNGCATTANCTANTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAANGCGACNATGCGTAGCCGACC 182
Bacillus(P.5.3B) GCGGCGCATTANCTANNTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACC 226
Staphylococcus(P.5.2C) GCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACC 230
Lysinibacillus(P.5.2A) GCGGCGCATTANCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCNACGATGCGTAGCCGACC 208
Lysinibacillus(P.2.2A) GCGGCGCATTANCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGLCCGACC 240
Lysinibacillus(P.5.3A) GCGGCGCATTANCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACC 231
Lysinibacillus(P.4.1A) GCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACC 231
Lysinibacillus(P.4.1B) GCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACC 231
Lysinibacillus(P.5.2B) GCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGLCCGACC 231

EE T EEEEE LT R RECKERK KRR EoRERE Kk kK RoRREREXERERRdKE
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Lysinibacillus(P.1.1) TGANAGGGTGATCGGNCACACTGGGACTGANACACNGNCCANACTCCTACNGGAGGCAGC 242

Bacillus(P.5.3B) TGAGAGGGNGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCANACTCCTACGGGAGGCAGC 286
Staphylococcus(P.5.2C) TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC 290
Lysinibacillus(P.5.2A) TGAGAGGGTGNNNNNNCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC 268
Lysinibacillus(P.2.2A) TGANAGGGTGATCGGNCACACTGGGACTGA- - - - - - - - - oo e e o 270
Lysinibacillus(P.5.3A) TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGLCAGC 291
Lysinibacillus(P.4.1A) TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGNCCANACTCCTACGGGAGGLCAGC 291
Lysinibacillus(P.4.1B) TGAGAGGGTGATCGGLCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGRAGGLAGC 291
Lysinibacillus(P.5.2B) TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGEAGGCAGC 291
dkE kEkE Ok L EE EE L E L L L]
Lysinibacillus(P.1.1) ANTANGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACNCCNCNTGANTGAANAA 302
Bacillus(P.5.3B) AGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACN - - - - - - - - o m e e e oo 311
Staphylococcus(P.5.2C) AGTAGGGAATCTTCCGCAAT - - - - - - m e o m e e oo oo oo 310
Lysinibacillus(P.5.2A) AGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGANGAA 328
Lysinibacillus(P.2.2A) ccom e 270
Lysinibacillus(P.5.3A) AGTAGGGAATCTTCCACAATGG -~ -~~~ = =~ — oo oo oo 313
Lysinibacillus(P.4.1A) AGTAGGGAATCTTCCACAATG -~ -~ — -~ ~ - -~ —— oo 312
Lysinibacillus(P.4,1B) AGTAGGGAATCTTCCACAATG -~~~ — -~ ——— o m— oo 312
Lysinibacillus(P.5.28B) AGTAGGGAATCTTCCACAATGG -~~~ -~ ~ - -~ —— oo 313
Lysinibacillus(P.1.1) GGNTTTCNGA 312
Bacillus(P.5.3B)  —--------- 311
Staphylococcus(P.5.2C) ---------- 310
Lysinibacillus(P.5.2A) GGNTTTCGG- 337
Lysinibacillus(P.2.2A) = -—--------- 270
Lysinibacillus(P.5.3A) = ---------- 313
Lysinibacillus(P.4.1A) = ---------- 312
Lysinibacillus(P.4.1B) = ---------- 312
Lysinibacillus(P.5.2B) ---------- 313

Leyenda Figura No.147: en esta imagen se muestra los alineamientos de la regién limpia de las 9
secuencias forward analizadas.

Figura No.147: Alineamiento de secuencias reverse

Lysinibacillus(P.5.3A)  ceeeeeeooooo- ACTTCGGGNGNNNCAAACTCTCGTGGNGNGANNGGNGGNGNGNNC 45
Lysinibacillus(P.2.28) ---oooo-- CCGACTTCNGGTGTTACAAACTCTCGNGGTGTGACGGGNGGTGTGTAC 48
Bacillales_sin_clasificacion(P.6.1) --------—--- ACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC 49
Staphylococcus(P.5.2C) ATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC 60
Lysinibacillus(P.5.38) ----- TACCTCACCGACTTCGGGTGTTACNAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC 55
Lysinibacillus(P.1.1)  c-eoo-ooo-- ACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC 49
Lysinibacillus(P.5.2B) ----- TACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC 55
Lysinibacillus e CCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC 48
Lysinibacillus(P.4.1B) oo CTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC 44
RAEE EE K EokEAEEKEE KK K KK Kk KK E K K
Lysinibacillus(P.5.3A) NANGNCCNGGAACGTATTCACCGCNGNATGCTGATCCGCNATTACTANNNATTCCGGNTT 105
Lysinibacillus(P.2.2A) AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGNATGNTGATCCGCNATTACTANCGATTCCGGNTT 108
Bacillales_sin_clasificacién(P.6.1) AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTT 109
Staphylococcus(P.5.2C) AAGACCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTT 12@
Lysinibacillus(P.5.3B) AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTT 115
Lysinibacillus(P.1.1) AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGLTT 109
Lysinibacillus(P.5.2B) AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGETT 115
Lysinibacillus AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGETT 108
Lysinibacillus(P.4.1B) AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTT 104
* EE EAKEKEEARKEAREA K AR EAKEE  F HEEREEK HEEKE O
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CNTGNANGNNANNTGCANNCTACAATCCGAACTGAGAACGACTTTATCGGATTANCTCCC
CATGTANGNGAGTTGCANCCTACAATCCGAACTGAGAACGACTTTATCGGATTANNTCCC
CATGNAGGCGAGTTGCAGCCTNNNNTCCGAACTGANAANGNNTTTATGGGATTGGNTNNN
CATATAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTGCTTGA
CATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGCTTTATGGGATTCGCTTAC
CATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGACTTTATCGGATTAGCTCCC
CATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGACTTTATCGGATTAGCTCCC
CATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGACTTTATCGGATTAGCTCCC

CATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGACTTTATCGGATTAGCTCCC
£ ok % EREEET T HEEHKER KR K HEEE EA R *

TCTCNCGAGTTGGCAACCGTTTGTATCNNCCATTGNANCACGTGTGTANCCCANGNCATA
TCTCGCNAGNTGGNNACCGNT TGNATCGTCCATTGNANNACGTGTGTANCCCANGNCATA
NCTCGCNNNNTNGNNNCCCTTTGNANCNTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATA
CCTCGCGGTTTCNNTNCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATA
CTTCGCAGGTTTGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATA
TCTCGCGAGTTGGCAACCGTTTGTATCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATA
TCTCGCGAGTTGGCAACCGTTTGTATCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATA
TCTCGCGAGTTGGCAACCGNT TGTATCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATA

TCTCGCGAGTTGGCAACCGTTTGTATCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATA
EERE ] * HE kR K HoREKE R GEICRERER RNOEXR EEEE

AGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGNTTGNCACCGGNAGTCACCT
AGGGGNATGATGATTTGACGTCATCCCCNCCTTCCTCCNGNNTGNCNCCGGNAGTCACCT
AGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCT
AGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAACT
AGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCT
AGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCT
AGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCT
AGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCT
AGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCT

HEHKE HEXEEREERE KR XK EKKRAK R RRERE KRR X HHE K KEXEK REKERE KF

TANANNGNCCAACTAAAT - 3e3
TANAGTGCCCAACT ----- 302
TAGAGTGCCCAACTNA--- 385
TAGAGTGCCCAACTTAA-- 317
TAGAGTGCCCAACTG---- 318
TANAGTGCCCAACTA---- 304
TAGAGTGCCCAACTAA--- 311
TANAGTGCCCAACTAAATG 3e7
TANAGTGCCCAACTAAAT- 302

xE X L T

225
228
229
240
235
229
235
228
224

285
288
289
300
295
289
295
288
284

Leyenda Figura No.148: en esta imagen se muestra los alineamientos de la regidn limpia de las 9

secuencias reverse analizadas.
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Figura No.148: arbol filogenético para las secuencias forward

_: Arthrospira maxima 0.20453
Bacillus_P.5.3B_ 0.05915
Staphylococcus_P.5.2C_ 0.06934
Lysinibacillus_P.5.2A_-0.02224
Lysinibacillus_P.5.3A-0.00464
Lysinibacillus_P.5.2B_-0.00138
Lysinibacillus_P.4.1B_ -0.00089
Lysinibacillus P.1.1 -0.00058
Lysinibacillus _P.2.2A_ 0.00057
Lysinibacillus_P.4.1A_ -0.00057

Leyenda Figura No.149: En este arbol se puede observar la cercania entre cada uno de los géneros
de las bacterias aisladas, utilizando Arthrospira maxima como grupo externo.

Figura No.149:4rbol filogenético para las secuencias reverse

_I: Arthrospira maxima 0.49098
Staphylococcus_P.5.2C_ 0.05069

_: Bacillales_sin_clasificacion_P.6.1_-0.0191
Lysinibacillus_P.5.3B_ 0.02632

Lysinibacillus_P.4.1B_ -0.00132

Lysinibacillus_P.5.3A_ -0.0005

Lysinibacillus_P.1.1_-0.00018

r—— Lysinibacillus_P.2.2A_0

e lysinibacillus_P.5.2B_0

Lysinibacillus_P.4.1A_ -0.00013

Leyenda Figura No.150: En este arbol se puede observar la cercania entre cada uno de los géneros
de las bacterias aisladas, utilizando Arthrospira maxima como grupo externo.
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Figura No.150: arbol filogenético para las secuencias forward y reverse

Lysinibacillus_P.5.3A_ -0.00063
r— Bacillales_sin_clasificacién_P.6.1_-0.0194
L—— \ysinibacillus_P.5.3B_0.02662
Staphylococcus_P.5.2C_0.04919
Arthrospira maxima 0.10215
Lysinibacillus_P.5.2A_0.04537
s Bacillus_P.5.38_0.04125
Lysinibacillus_P.2.2A_-0.00028
Lysinibacillus_P.4.1B_-0.00015
Lysinibacillus_P.1.1_0
r— Lysinibacillus_P.5.2B_0
L—— lysinibacillus P.4.1A 0

Leyenda Figura No.151: En este arbol se puede observar la cercania entre cada uno de los géneros
de las bacterias aisladas, utilizando Arthrospira maxima como grupo externo.
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