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Resumen

El concreto es fundamental para la industria de construcción, pero tiene el problema de su-
frir fracturas que comprometen su resistencia. Una alternativa biotecnológica para su reparación
es suplementar la mezcla de concreto con microorganismos capaces de producir calcita, formando
bioconcreto, que tiene la capacidad de autorreparar las grietas. En un estudio previo, se aislaron bac-
terias de los géneros Sporosarcina, Bacillus y Lysinibacillus del suelo de una planta de producción de
cemento, capaces de precipitar calcita. El presente estudio utilizó métodos genómicos para analizar
la biomineralización en Lysinibacillus sphaericus para facilitar su aplicación industrial. Para ello, se
identificaron genes responsables del proceso de producción de calcita por hidrólisis de urea en los
géneros mencionados anteriormente, en literatura publicada. Luego, con el software CellNetAnaly-
zer, se pudo realizar un análisis de reconstrucción de rutas metabólicas, de forma que se observó la
ruta más eficiente para la biomineralización en L. sphaericus. Se observó que las enzimas esenciales
para llevar a cabo este proceso son la ureasa y la anhidrasa carbónica, que permiten la degradación
de urea hacia carbonato para la formación de calcita en el exterior celular. Para la optimización de
producción de calcita por L. sphaericus, se recomienda desarrollar un medio de cultivo que brinde
las condiciones óptimas para la enzima ureasa, que contenga una fuente de urea y calcio, un elevado
pH y, si es posible, llevar a cabo una modificación genética para producir un aumento de actividad
enzimática por parte de la ureasa.
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Abstract

Concrete is an essential for the construction industry; however, it is prone to fractures that
compromise its strength or resistance. A biotechnological alternative to expensive repairs is to sup-
plement the concrete mix with microorganisms capable of producing calcite, forming the so-called
“bio-concrete”, which has the ability to self-repair cracks. In a previous study, bacteria of the genera
Sporosarcina, Bacillus, and Lysinibacillus were isolated from soil samples of a cement production
plant, and it was found that they are capable of precipitating calcite. This study used genomic
methods to analyze the biomineralization mechanism in Lysinibacillus sphaericus, to facilitate its
industrial application. The genes responsible for the process of calcite production by urea hydroly-
sis in the genera mentioned above were identified in published literature. Through the use of the
CellNetAnalyzer software, a reconstruction analysis of the metabolic pathways was performed, and
from there, the most efficient pathway for the biomineralization of L. sphaericus was identified. It
was observed that the essential enzymes for this process are: urease and carbonic anhydrase; which
allow the degradation of urea to carbonate, for the formation of calcite in the cell exterior. For the
optimization of calcite production by L. sphaericus, it is recommended to develop a culture medium
that provides optimal conditions for the enzyme urease, containing a source of urea and calcium, a
high pH and, if possible, carrying out a genetic modification to produce an increase in enzymatic
activity by urease.
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CAPÍTULO 1

Introducción

En la industria existen dos materiales estructurales relevantes debido a su uso mayoritario en
construcciones: el concreto y el acero. El concreto es una mezcla de varios componentes, entre ellos
el cemento. El cemento en sí es una mezcla de calcita en forma de piedra caliza y arcillas calcinadas
(Neville y Brooks, 1987). A nivel funcional, el concreto tiene la desventaja que es propenso a fracturas
y formación de grietas con el desgaste del tiempo. Estas grietas son indeseables, no solo porque
comprometen la dureza y resistencia de la estructura de concreto, sino también permiten el paso del
agua, la cual corroe la estructura de acero que da soporte al concreto. Este desgaste del material
lleva a una serie de gastos de mantenimiento y reparación (Seifan, Samani, y Berenjian, 2016).

Una alternativa para la reparación y prevención de formación de grietas en concreto es la utili-
zación de microorganismos con capacidad de biomineralización. Estos microorganismos son capaces,
mediante distintas rutas metabólicas, como, por ejemplo: hidrólisis de urea, de la producción de
carbonato de calcio en forma de calcita. La acumulación de este mineral al entrar en contacto con
el agua que penetra por las grietas permite sellar estas fisuras. Al sellar las grietas, se aumenta la
impermeabilidad del concreto, alargando la vida útil de la estructura y restableciendo la integridad
y dureza del material (Stabnikov, Jian, Ivanov, y Li, 2013). Una de las bacterias con capacidad de
precipitación de calcita, mediante hidrólisis de urea es Lysinibacillus sphaericus (Gomez-Garzon,
Hernández-Santana, y Dussan, 2017).

Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio es identificar la ruta metabólica más eficiente en
L. sphaericus para la producción de calcita, por hidrólisis de urea, mediante el análisis computacional
de rutas en Sporosarcina, Bacillus y Lysinibacillus spp. Esta identificación permitirá establecer
un precedente para futuras investigaciones cuyo objetivo sea realizar la modificación genética o
metabólica de L. sphaericus o bien su aplicación en consorcios para su utilización industrial en
estructuras de bioconcreto.

1



CAPÍTULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Identificar la ruta metabólica más eficiente en Lysinibacillus sphaericus para la producción a nivel
industrial de calcita por hidrólisis de urea mediante análisis computacional genético de Sporosarcina,
Bacillus y Lysinibacillus spp.

2.2. Objetivos específicos

Generar, a partir de estudios previos, un listado de genes de Sporosarcina, Bacillus y Lysini-
bacillus spp. involucrados en los procesos de hidrólisis de urea asociados con la precipitación
de calcita.

Localizar, por medio de alineamiento de secuencias, los operones clave para la precipitación de
calcita en el genoma reportado de Lysinibacillus sphaericus.

Elaborar los grafos y modelar estequiométricamente las rutas metabólicas de precipitación
de calcita; a partir de los genes clave encontrados en el genoma de la cepa de L.sphaericus
reportado por Yan, Xiao y Zhang en 2017(Yan, Xiao, y Zhang, 2017).

Calcular las posibles rutas de los metabolitos intermedios de la ruta metabólica de precipitación
de calcita en L. sphaericus, según el análisis de modos elementales.

Comparar los genes en la ruta metabólica más eficiente de precipitación de calcita para L.
sphaericus con posibles rutas en Sporosarcina y Bacillus spp como posibles objetivos de opti-
mización del proceso de biomineralización.
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CAPÍTULO 3

Justificación

La Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económico (OCDE) define a la biotecnología
como: “La aplicación de la ciencia y la tecnología a los organismos vivos, así como a partes, productos
y modelos de los mismos, para alterar materiales vivos o no, con el fin de producir conocimientos,
bienes o servicios” (OECD, 2005). La biomineralización es un ejemplo de un proceso metabólico
con potencial biotecnológico. La producción de calcita como producto de este proceso, tiene gran
potencial para la industria de construcción. Uno de los problemas que enfrenta dicha industria es la
formación de grietas en el concreto. Se puede resolver este problema mediante carbonato de calcio en
forma de calcita, producida por microorganismos como Lysinibacillus sphaericus. Las rajaduras, en
estructuras de concreto que ocurren con el tiempo, conllevan un alto costo de reparación. En ocasiones
se utiliza lechada química como sustituto de cemento, pero esta alternativa tiene la desventaja
de utilizar compuestos altamente tóxicos. La producción de calcita por L. sphaericus provee una
alternativa novedosa para la reparación de grietas de forma más económica y sostenible.

Es posible optimizar el proceso metabólico de interés en un microorganismo para ser aplicado
a la industria. Esto se logra mediante ingeniería genética o metabólica sobre el microorganismo,
de forma que se expresen, silencien o inserten genes que beneficien la producción del metabolito
deseado por la industria, así como con el diseño de vías bioquímicas que no existen en el mundo
natural o con el rediseño de las vías existentes. La optimización puede darse también en la formación
de consorcios de microorganismos. Para poder realizar cualquiera de estas metodologías, es necesario
conocer a fondo los procesos metabólicos involucrados en la producción del metabolito específico.
Para cumplir este objetivo, se cuenta con la reconstrucción de rutas metabólicas con herramientas
computacionales. Este proceso nos permite dilucidar y comprender los mecanismos bioquímicos y
genéticos involucrados en la producción de dicho metabolito. Esta reconstrucción generará, entre
otros, un listado con estos genes y sus roles en la precipitación de calcita sentando un precedente
para futuras investigaciones en la aplicación industrial de este microorganismo.

3



CAPÍTULO 4

Marco teórico

4.1. Biomineralización

Biomineralización es un proceso regulado por organismos vivos en el cual se combinan materia
orgánica e inorgánica para la precipitación de minerales. La finalidad de este proceso en organismos
es la formación de tejido duro para protección y soporte. El primer libro con un reporte sobre
este proceso fue publicado en 1924 por W. J. Schmidt y en la actualidad se conocen hasta 62
diferentes minerales de distintos cationes creados por medio de este proceso. La biomineralización es
un proceso ampliamente asociado con las matrices extracelulares y dispone de 6 pasos clave desde la
delimitación de un espacio celular para el proceso de nucleación, hasta la detención del proceso. Los
pasos intermedios constan de formación de matriz para la nucleación, la supersaturación de iones
para asegurar la nucleación de un sólido inorgánico, el control de nucleación mediante agentes o
aditivos y el control de formación del mineral, finalizando con la detención del proceso cuando se
alcanza el límite del espacio delimitado (Chen y cols., 2019; Weiner y Dove, 2003; Achal, Mukherjee,
Kumari, y Zhang, 2015).

Anteriormente, el proceso de biomineralización era conocido como calcificación. Esta denomina-
ción se mantuvo hasta los 1980s. La utilización del término calcificación se debe a la predominancia
de minerales con calcio, siendo estos el 50% de los biominerales conocidos. Los biominerales con
calcio son los más abundantes de los biominerales, tanto en número como en distribución a través
de los diferentes organismos vivos. Sin embargo, el término se extendió a biomineralización con la
adición de biominerales de otros cationes tales como fosfatos, sulfatos, sulfitos y minerales clorados
(Evans, 2019; Weiner y Dove, 2003).

4.1.1. Mecanismos de biomineralización

Se conocen tres mecanismos de biomineralización: mineralización controlada biológicamente (BCM
por sus siglas en ingles); mineralización inducida biológicamente (BIM); y mineralización mediada
biológicamente (BMM) (Castro-Alonso y cols., 2019).

En la BCM, la actividad metabólica del organismo controla la nucleación, la composición, la
localización y la morfología de los biominerales producidos. La mineralización controlada biológica-
mente puede ser un mecanismo intracelular, extracelular o intercelular. El proceso intercelular se
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logra mediante comunicación intercelular con macromoléculas orgánicas de exopolisacáridos (EPS)
o vesículas. Un ejemplo de BCM es la formación de huesos en mamíferos (Castro-Alonso y cols.,
2019).

En la mineralización inducida biológicamente, la precipitación de los minerales es indirecta y
ocurre debido a la interacción entre subproductos del metabolismo del organismo con iones presen-
tes en el medio ambiente. En este mecanismo, la participación de las células del organismo en la
nucleación o localización es limitada. Los minerales generados por BIM son conocidos por su baja
cristalinidad y morfología y su amplio rango de tamaños. Un ejemplo de BIM es la formación de
estromatolitos calcáreos y esteras microbianas. En la mineralización mediada biológicamente la for-
mación de minerales es resultado de la interacción de matrices orgánicas con compuestos orgánicos
e inorgánicos. En BMM no se necesita la actividad biológica extracelular o intracelular. Un ejemplo
de BMM es la formación de cristales en la matriz extracelular sin necesidad de actividad biológica
directa (Castro-Alonso y cols., 2019).

4.2. Precipitación de calcita

En el proceso de biomineralización, se pueden expresar ocho polimorfos de carbonato de calcio,
de estos ocho, tres son en estado puro en su mayoría: calcita, aragonito y vaterita. En la Figura 1,
se pueden observar las estructuras de polimorfos de carbonato de calcio con fotografías a través de
microscopio electrónico de barrido. Se puede apreciar la estructura cuboidea rectangular de calcita,
la cual la convierte en el polimorfo más estable de carbonato de calcio. Junto con aragonito y
dolomita, la calcita forma el 15% de los sedimentos terrestres. Las formas cristalinas características
de la calcita son prisma, romboedro y escalenoedro. La dureza de la calcita tiene un 3/10 en la
escala Mohs. La calcita ha sido ampliamente utilizada en la industria de construcción en la forma de
piedra caliza y mármol. Actualmente, se utiliza la calcita en las presentaciones mezcladas de caliza
y mármol para la producción de cemento y hormigón (Dietrich, 2013).

Figura 1: Tipos de polimorfismos de carbonato de calcio.

Descripción: Fotografías tomadas a través de microscopio electrónico de barrido. a) Calcita b) Aragonito c)
Vaterita (Hernández-Hernández y cols., 2008)

La biomineralización, que tiene como productos finales compuestos carbonatados, puede dar
cualquiera de los distintos 8 polimorfos de carbonato de calcio, pero en su mayoría se obtienen
calcita, aragonito, vaterita, y sus polimorfos hidratados como monohidrocalcita o hexahidrocalcita,
e, inclusive, se puede obtener carbonato de calcio amorfo. El polimorfo de CaCO3 obtenido depende
del microorganismo utilizado, su concentración y actividad ureasa. También depende de factores
externos como pH, temperatura y concentraciones de urea y calcio. La fuente de calcio utilizada
también puede afectar el polimorfo de carbonato de calcio obtenido. Con acetato de calcio se obtiene
vaterita en su mayoría, al igual que con lactato de calcio. Se ha demostrado que, con cloruro de calcio,
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se obtiene una menor absorción de agua y una mayor producción de calcita que con acetato de calcio
o con nitrato de calcio (Chaparro-Acuña, Becerra-Jiménez, Martínez-Zambrano, y Rojas-Sarmiento,
2018; Anbu, Kang, Shin, y So, 2016).

La precipitación de calcita inducida por microbios o MICP por sus siglas en inglés es el proceso de
biomineralización o formación de cristales de carbonato de calcio de forma biológica. Ocurre a partir
de una solución saturada, tanto de iones de calcio, como de productos metabólicos de carbonato.
El proceso se lleva a cabo cuando la célula del microorganismo secreta CO3

2- y reacciona con iones
de calcio que se encuentran en el ambiente, llevando a la precipitación de calcita insoluble. La
precipitación de calcita es un proceso extracelular, aunque estudios recientes han encontrado que
ocurre este proceso de forma intracelular en cianobacteria y Achromatium oxaliferum(Castro-Alonso
y cols., 2019; Anbu y cols., 2016; Chaparro-Acuña y cols., 2018).

La precipitación de calcita es un proceso que puede ocurrir a través del seguimiento de distin-
tos procesos metabólicos dependiendo del microorganismo que esté produciendo el mineral. Se ha
demostrado precipitación de calcita en rutas metabólicas como fotosíntesis, hidrólisis de urea, oxi-
dación anaeróbica de sulfitos y formación de polímeros extracelulares. A pesar de todas estas rutas
metabólicas, la más ampliamente distribuida y mejor estudiada con la precipitación de carbona-
to de calcio es la hidrólisis de urea. La actividad de ureasa influencia el proceso de formación de
minerales mediante los parámetros de pH, concentración de carbonos inorgánicos disueltos (DIC),
concentración de iones de calcio y sitios de nucleación (Castro-Alonso y cols., 2019; Anbu y cols.,
2016; Chaparro-Acuña y cols., 2018).

4.3. Metabolismos implicados en la precipitación de calcita

El proceso de precipitación de calcita ha sido estudiado desde distintas rutas metabólicas en la
búsqueda de mejoramiento de este proceso con finalidades industriales. Se ha encontrado que rutas
metabólicas tales como hidrólisis de urea, amonificación de aminoácidos, desnitrificación, reducción
anaeróbica de sulfitos y fotosíntesis se encuentran implicadas en el proceso de formación de carbonato
de calcio. De estas rutas, la hidrólisis de urea es la ruta metabólica menos compleja, y la que
demuestra una mayor precipitación de calcita (entre 20% y 80% más que el resto de las rutas
metabólicas); por lo tanto, es la vía más estudiada y aplicada en la industria (J. Wang, Soens,
Verstraete, y De Belie, 2014).

4.3.1. Hidrólisis de urea

La hidrólisis de urea es una serie de reacciones mediadas por la ureasa (EC 3.5.1.5) y la anhidrasa
carbónica (EC 4.2.1.1). La hidrólisis de urea es un proceso que ocurre en dos etapas mediadas por la
ureasa. En la primera etapa, un mol de urea se hidroliza a amoniaco y carbamato (reacción 1). En
la fase siguiente el carbamato se hidroliza a amoniaco y ácido carbónico (reacción 2). La anhidrasa
carbónica convierte el ácido carbónico en bicarbonato (reacción 3) y los moles de amoniaco se
convierten en amonio por hidrólisis (reacción 4). Luego, el bicarbonato busca estabilidad y reacciona
dando lugar al ion carbonato y agua, utilizando los iones hidrógeno de la conversión a bicarbonato y
los iones hidroxilo de la hidrólisis de amoniaco (reacción 5). Los iones hidroxilo restantes aumentan el
pH del medio. Por último, el ion carbonato creado reacciona con un ion de calcio formando carbonato
de calcio (reacción 6). El amonio y carbonato son liberados del citoplasma celular y al entrar en
contacto con los iones de calcio, atraídos por la carga negativa de la superficie celular, se forma el
precipitado de carbonato de calcio de forma extracelular (Dhami, Alsubhi, Watkin, y Mukherjee,
2017; Chou, Aydilek, Seagren, y Maugel, 2008; Castro-Alonso y cols., 2019).

CO(NH2)2 + H2O → NH2COOH + NH3 (1)
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NH2COOH + H2O → NH3 + H2CO3 (2)

H2CO3 ↔ HCO3
- + H+ (3)

2NH3 + 2H2O → 2NH4
+ + 2OH- (4)

HCO3
- + H+ + 2OH- → CO3

2- + 2H2O (5)

Ca2+ + CO3
2- → CaCO3 (6)

Las ureasas (EC 3.5.1.5) pertenecen a la superfamilia de las amilohidrolasas y fosfotriesterasas.
Son metaloenzimas citoplasmáticas con níquel en su centro activo. Por otro lado, la anhidrasa car-
bónica (EC 4.2.1.1) es también una metaloenzima, pero utiliza zinc en lugar de níquel en su centro
activo (Nelson y Cox, 2018).

La enzima ureasa se encuentra conformada por tres subunidades codificadas por los genes ureC,
ureB y ureA. Estas conforman la holoenzima ureasa. Los genes ureD, ureF y ureG conforman el
complejo UreDFG. Tres complejos UreDFG se unen al complejo UreABC para la incorporación
de níquel al centro activo de la holoenzima y así formar una ureasa madura. Finalmente, el gen
ureE conforma un donador de níquel que coloca el níquel en el centro de la enzima y desacopla los
complejos de las proteínas accesorias para formar así una ureasa activa (Ma, Pang, Luo, Lu, y Lin,
2020).

4.3.2. Amonificación de aminoácidos

Otro mecanismo utilizado por microorganismos para la precipitación de calcita es la amonificación
de aminoácidos. Primero se metabolizan los distintos aminoácidos con oxígeno molecular, obteniendo
amoniaco, dióxido de carbono y agua (reacción 7). El amoniaco, producido con la reacción anterior,
se hidroliza, dando lugar a amonio y a iones hidroxilo (reacción 8). El dióxido de carbono reacciona
con los iones hidroxilo dando lugar a carbonato (reacción 9). El carbonato al encontrarse con calcio
en la superficie celular da lugar a precipitación de carbonato de calcio (reacción 10) (Li, Fu, Zhang,
Achal, y Kawasaki, 2015; Castro-Alonso y cols., 2019).

Aminoácidos + O2 → NH3 + CO2 + H2O (7)

NH3 + H2O → NH4 + OH- (8)

CO2 + OH- → HCO3
- (9)

Ca2+ + HCO3
- → CaCO3 + H+ (10)

4.3.3. Desnitrificación

El proceso de desnitrificación lleva a tener precipitación de calcita como resultado a la oxidación
de materia orgánica con NO3- como aceptor final de electrones. El ambiente alcalino necesario para
la producción del mineral se crea porque la célula consume los iones de hidrógeno en presencia de
iones de Calcio. El proceso de desnitrificación es menos eficiente que la hidrólisis de urea para la
precipitación de calcita. La desnitrificación se inhibe debido a acumulación de subproductos tóxicos
para la célula, tales como nitrito y óxido nitroso (Zhu y Dittrich, 2016; Ersan, Boon, y De Belie,
2018).
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4.3.4. Fotosíntesis

Se ha demostrado la capacidad de precipitación de calcita en microorganismos autotróficos tales
como cianobacterias y microalgas. Estos microorganismos son los responsables de la producción
de carbonato de calcio en ambientes acuáticos. El proceso MICP por fotosíntesis ocurre por el
intercambio constante entre bicarbonato y carbonato. El bicarbonato se difunde por membrana
hacia el interior celular y se disocia en el citosol por actividad enzimática de la anhidrasa carbónica.
Esta disociación conlleva un aumento del pH, lo cual induce la precipitación de calcita al entrar en
contacto el carbonato con iones de calcio. La fotosíntesis requiere un constante y directo contacto con
dióxido de carbono y luz solar, por lo que no es la técnica utilizada en la industria de construcción
(Rajasekar, Loo Chin Moy, y Wilkinson, 2017; Achal y cols., 2015).

4.4. Aplicaciones de la biomineralización y precipitación de
calcita

El proceso de precipitación de carbonato de calcio inducido por microorganismos (MICP) es
una tecnología efectiva y amigable al medio ambiente con distintas aplicaciones. La formación de
calcita y otros minerales por medio de biomineralización puede ser utilizada para resolver problemas
ambientales como: remoción de metales pesados, bioconsolidación de suelos y secuestro de dióxi-
do de carbono. La biomineralización tiene aplicaciones industriales también como producción de
bioconcreto para construcción o bien construcción de espacios de almacenamiento para compuestos
orgánicos tóxicos como los bifenilos policlorados (PCBs)(Anbu y cols., 2016).

4.4.1. Remoción de metales pesados

El aumento de actividades antropogénicas desde la Revolución Industrial ha llevado a un aumen-
to de la concentración de metales pesados en afluentes de agua y suelos, e inclusive en los tejidos de
animales y plantas. Los seres vivos necesitan de algunos metales pesados en bajas concentraciones
para su supervivencia. Sin embargo, en altas concentraciones estos metales resultan tóxicos. El ma-
yor problema de los metales pesados es la bioacumulación. Existen tratamientos tradicionales para
metales pesados tales como la adsorción, precipitación química, tratamientos electroquímicos y eva-
poración. Estos tratamientos tradicionales son ineficientes porque se necesita una alta concentración
de químicos para llevarlos a cabo, lo cual genera contaminación adicional. Otra desventaja es que se
necesita un alto gasto de energía y su costo es elevado, lo cual no los hace una alternativa atractiva
a la industria para el tratamiento de desechos (Anbu y cols., 2016; Chaparro-Acuña y cols., 2018).

Se han descubierto, además, alternativas de tratamientos con la utilización de microorganismos
para la remoción de metales pesados. Entre las alternativas biológicas, se encuentran fitorreme-
diación, biocoagulación, biolixiviación o bien bioinmovilización. Estas alternativas han probado ser
ineficientes hasta cierto grado debido a su alto costo, la alta cantidad de tiempo que toman para
mostrar efecto y la devolución final de los metales pesados inmovilizados o bien coagulados al medio
ambiente, de forma que no hubo una eficiencia en la remoción (Anbu y cols., 2016; Chaparro-Acuña
y cols., 2018).

La remoción de metales pesados con MICP puede ocurrir mediante precipitación directa, donde
se forma carbonato metálico, o por co-precipitación, en la que metales tales como Cu2+, Cd2+,
Co2+, Ni2+, Zn2+, Pb2+ y Fe2+ pueden ser incorporados en la estructura reticular de la calcita
en lugar de Ca2+ por medio de sustitución de cationes divalentes. Esto ocurre cuando el metal
pesado se adhiere a la superficie del mineral por medio del intercambio de iones entre metal pesado
y calcio. Se ha demostrado que el plomo y mercurio pueden ser removidos del suelo por medio de este
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mecanismo. La utilización de MICP para remoción de metales pesados del suelo presenta la ventaja
de la formación de cristales de manera que los metales quedan en estado insoluble, atrapados en la red
de calcita. Estos depósitos de metal y calcita limitan la lixiviación de metales al entorno, lo que evita
la bioacumulación de estos. La remoción de metales pesados necesita un microorganismo tolerante
a la toxicidad de estos elementos y con actividad ureasa para la producción de calcita (Eltarahony,
Zaki, y Abd-El-Haleem, 2020; Anbu y cols., 2016; Chaparro-Acuña y cols., 2018; Torres-Aravena y
cols., 2018).

4.4.2. Bioconsolidación de suelos

La bioconsolidación de suelos es la forma de la ingeniería geotécnica de estabilizar y prevenir
la erosión de suelos y de aumentar su estabilidad. Tradicionalmente, se realiza la bioconsolidación
por medio de adición de químicos al suelo. La técnica conservadora tiene la problemática de ser
contaminante, por los químicos que usa. Es una técnica costosa y la distribución de los químicos
es poco uniforme y requiere de equipo especializado, normalmente costosos. La precipitación de
calcita inducida por microorganismos ha probado ser una técnica valiosa para la bioconsolidación de
suelos: tiene un menor costo que la adición de químicos. En la Figura 2 se puede observar mediante
micrografía electrónica de barrido como disminuye la porosidad del suelo tratado con L. sphaericus,
mostrando una superficie más regular y estable. Al disminuir la porosidad del suelo, MICP ofrece la
ventaja de disminuir su impermeabilidad y aumentarla dureza del suelo tratado (Carmona, Oliveira,
y Lemos, 2016; Canakci, Sidik, y Kilic, 2015).

Figura 2: Micrografía electrónica de barrido de suelo consolidado por MICP

Descripción: Micrografía electrónica de barrido que muestra el suelo bioconsolidado de L. sphaericus WJ-8.
a Agua, b Medios YAU, c solo célula vegetativa, d célula vegetativa y espora (Anbu y cols., 2016).

4.4.3. Secuestro de dióxido de carbono

Este aumento de dióxido de carbono, debido al desarrollo industrial, tiene como consecuencia el
calentamiento global. Actualmente, se estima que tenemos una concentración de 400ppm de dióxido
de carbono causado por la industria y esta cantidad aumenta a una tasa de 2ppm/año (Schmidt,
2017). El aumento de concentración de dióxido de carbono en la atmósfera se debe a prácticas como
la quema de combustibles fósiles, la producción de cemento y la deforestación tropical. Aunque la
captura de dióxido de carbono es un proceso que se da en la naturaleza, este se suele medir en una
escala de tiempo geológico. Por ello, se ha intentado aplicar la biomineralización como técnica de
captura de CO2 utilizando anhidrasa carbónica modificada genéticamente para alcanzar una mejor
tasa de conversión y obtener calcita en el proceso (Dhami, Reddy, y Mukherjee, 2014).

4.4.4. Otras áreas de aplicación para biomineralización

La precipitación de calcita inducida por microorganismos ha probado tener distintas aplicaciones
en la industria. Por ejemplo, la calcita obtenida de Geobacillus thermoglucosidasius ha demostrado
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utilidad como relleno de caucho y plásticos, partículas fluorescentes en tinta y marcadores estacio-
narios para transferencia Western, entre otras aplicaciones para bioquímica (Yoshida, Higashimura,
y Saeki, 2010; Okwadha y Li, 2011).

Los aceites de transformadores eléctricos contienen bifenilos policlorados (PCB), compuestos
orgánicos altamente tóxicos, que son una preocupación ambiental y para la salud humana. Aunque
existen diversas técnicas de tratamiento para PCBs, estos son tratamientos de encapsulación y no
de eliminación. MICP provee una alternativa para crear áreas selladas para la contención de PCBs
de forma que no se tenga lixiviación de estos compuestos orgánicos al suelo (Okwadha y Li, 2011).

4.5. Bioconcreto

El cemento es utilizado como material de construcción para fortalecer el suelo. Pero la producción
de cemento tiene un alto impacto ambiental en cada etapa de su producción. A nivel global, la
producción de cemento conlleva el 5% del total de energía industrial y es responsable del 8.6% de
dióxido de carbono producido por actividades antropogénicas (Miller, Horvath, y Monteiro, 2016).
La alternativa al cemento para fortalecer el suelo es la utilización de una lechada química. La lechada
química se compone de silicato de sodio, cloruro de calcio, hidróxido de calcio, acrilatos y acrilamidas.
Sus componentes, hacen que la lechada química sea un proceso altamente costoso y tóxico, tanto
para el ser humano, como para el ambiente (Stabnikov y cols., 2013).

La precipitación de calcita inducida por microorganismos permite sellar las fracturas de apertura
fina (<100µm) de una estructura, mejorar la resistencia del material y aumentar la durabilidad de
este (Tobler, Minto, El Mountassir, Lunn, y Phoenix, 2018). Todo esto debido a que disminuye la
adsorción de agua del material. En 1990, JP Adolphe y su equipo patentaron la técnica de restau-
ración de piedra ornamental con MICP bajo el nombre de “biodeposición”, esta patente expiró en
2010 (Adolphe, Loubière, Paradas, y Soleilhavoup, 1990). Actualmente, se denomina a este mate-
rial bioconcreto. El bioconcreto es definido como concreto preparado con microorganismos con la
capacidad de precipitar carbonato de calcio, esto con finalidad de sellar las grietas que puedan ir
apareciendo en el cemento. A esta facultad se le llama autocuración, y es lo que hace al bioconcreto
una alternativa atractiva al cemento tradicional. El bioconcreto no solo se repara a sí mismo (per-
mitiendo una reducción de gastos de reparación), sino que su fabricación es más sostenible que el
cemento tradicional (Stabnikov y cols., 2013; Seifan y cols., 2016). Asimismo, reduce la permeabili-
dad del cemento, disminuyendo su desgaste por congelación y descongelación. Además, participa en
la protección de superficies de concreto contra el ingreso de sustancias nocivas (Anbu y cols., 2016;
Chaparro-Acuña y cols., 2018; Castro-Alonso y cols., 2019).

4.6. Género Lysinibacillus

El género Lysinibacillus era inicialmente designado como Bacillus. Pertenecen a la familia Baci-
llaceae y al filo Firmicutes. Las bacterias pertenecientes a este género son Gram positivas, ubicuas,
móviles, aeróbicas o anaeróbicas facultativas. Son bacilos con forma de varilla y forman endosporas.
Se reconocen 26 especies reportadas en este género. Este género ha despertado interés en investigación
porque ha demostrado capacidades como biopesticida, biorremediación, capacidad antimicrobiana y
baja patogenicidad en humanos. La especie más estudiada de este género es L. sphaericus (Kayath
y cols., 2019).
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4.6.1. Lysinibacillus sphaericus

L. sphaericus es una bacteria mesófila y anaerobia facultativa. En la Figura 3 se puede visualizar
la morfología de bacilo con forma de varilla de tres cepas de L. sphaericus en condiciones de exposi-
ción y no exposición a plomo. Ha demostrado utilidad en industria de control de plagas mediante su
capacidad de biopesticida. L. sphaericus es altamente toxica para larvas de Aedes aegypti y Culex
quinquefasciatus, ambos vectores para enfermedades tropicales, como el dengue. Además, L. sphae-
ricus ha demostrado tolerancia a metales pesados, siendo posible su utilización para biorremediación
y remoción de metales como níquel, hierro, mercurio y arsénico. L. sphaericus es capaz de precipitar
calcita, lo cual la convierte en una especie de interés para estudios con aplicaciones de biominerali-
zación, incluyendo bioconcreto (Farrugia, Borg, Ferrara, y Buhagiar, 2019; Gomez-Garzon y cols.,
2017).

Figura 3: Morfología de L. sphaericus bajo distintas condiciones

Descripción: Cambios morfológicos para L. sphaericus CBAMS (A y B), Ot4b31 (C y D) y 3(III)7
(E y F) crecidos en presencia (B, D y F) y ausencia (A, C y E) de plomo (Bojaca Bautista, 2014).

4.7. Modelado de rutas metabólicas

Una ruta metabólica es una red de reacciones químicas que explican la transformación de una
molécula inicial a una molécula final, mostrando los metabolitos intermedios creados durante las
reacciones químicas del proceso y a las enzimas que catalizan las reacciones químicas intermedias. Las
rutas metabólicas tienen como componentes a distintas enzimas, cofactores, sustratos y productos.
Con ayuda de las rutas metabólicas, se pueden dilucidar mecanismos esenciales de la fisiología celular
del organismo de interés (Qi, Li, y Cheng, 2014).
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La reconstrucción o modelado computacional de rutas metabólicas permite la comprensión más
detallada de las rutas metabólicas y encontrar mecanismos moleculares de interés según el organismo
y área de investigación. La utilización de herramientas computacionales para la reconstrucción de
mecanismos biológicos facilita su estudio y acelera investigaciones en áreas como farmacia, evolu-
ción y biotecnología. Mediante la reconstrucción in silico de rutas metabólicas se identifican genes
esenciales, la distribución de recursos y/o el rendimiento de esa ruta. Para la reconstrucción de ru-
tas metabólicas se cuentan con distintas estrategias dependiendo de los datos iniciales disponibles
en cada estudio. Las rutas metabólicas se pueden reconstruir con herramientas computacionales si-
guiendo modelos matemáticos como la teoría de grafos y modelado estequiométrico (Franco, 2020;
Seo y Lewin, 2009).

4.7.1. Modelado estequiométrico

Un sistema metabólico se puede definir como un sistema lineal de ecuaciones e inecuaciones con
los flujos metabólicos o reacciones químicas como variables. Para realizar este análisis matemático
del metabolismo se supone que las concentraciones de los metabolitos del sistema son constantes.
El objetivo de definir una ruta metabólica como un sistema matemático es determinar el espacio de
soluciones, es decir las reacciones químicas que ocurren en esta ruta metabólica y encontrar la ruta
más eficiente o la más lógica utilizada por el organismo de interés (Peters y cols., 2019).

4.7.2. Teoría de grafos

A partir del modelo estequiométrico de cierta ruta metabólica se puede formar un grafo de dicha
ruta. Un grafo es un término matemático para un conjunto de puntos llamados vértices o nodos
con líneas que unen pares de vértices llamadas ramas. La teoría de grafos es una teoría matemática
desarrollada por Leonhard Euler en el siglo XVIII como una rama de topología algebraica. Los
grafos según esta teoría son utilizados para representar un proceso o relación funcional. La teoría de
grafos permite una abstracción matemática de las rutas metabólicas representando las enzimas como
ramas y a los metabolitos como nodos. Esta abstracción facilita el estudio de las rutas metabólicas,
de forma que se pueden apreciar de forma gráfica simplificada y por lo tanto facilitar su análisis por
modo elemental (Bocanegra Silva, s.f.; Cardozo, Gómez, y Parras, 2009).

4.7.3. Análisis del modo elemental

Los modos elementales son un conjunto de vías con todas las posibles distribuciones de flujo que
la red puede lograr inherentemente. Este conjunto es representativo de las vías posibles dentro de
una ruta metabólica y se calcula mediante la matriz estequiométrica de esta. Como una herramien-
ta para la bioquímica, el análisis del modo elemental descompone una ruta metabólica compleja
en rutas organizadas. Estas rutas organizadas representan el uso mínimo de reacciones químicas
manteniendo el funcionamiento del metabolismo celular como unidad independiente. En caso de
que alguna reacción del modo elemental fuera eliminada, esta ruta dejaría de funcionar. El análisis
del modo elemental permite entender fácilmente la fisiología celular e igualmente simplifica la im-
plementación de ingeniería metabólica en la ruta estudiada. Este análisis aplicado al metabolismo
celular nos permite visualizar que ruta metabólica, representada por cada modo elemental, seguirá
un microorganismo. Un microorganismo elige la vía más corta hacia el producto de la ruta, esto
debido a que representa un costo energético menor. Por ello modo elemental a seleccionar para este
estudio será el que conlleve una menor serie de pasos, es decir la ruta metabólica más eficiente hacia
la producción de calcita (Franco, 2020; Trinh, Wlaschin, y Srienc, 2009; Schuster, Hilgetag, Woods,
y Fell, 2002; Wang, Dash, Ng, y Maranas, 2017).
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CAPÍTULO 5

Metodología

Figura 4: Esquema de metodología

Descripción: Diagramación de metodología acorde a objetivos específicos. El objetivo específico 1 se
encuentra en color azul, el objetivo específico 2 en color rojo, el objetivo específico 3 en verde, el 4
en amarillo y el objetivo 5 en turquesa. Fuente: Autoría propia.

13



5.1. Sitio de estudio

El estudio se llevó a cabo en la ciudad de Guatemala, Guatemala.

5.2. Sujetos de estudio

Los sujetos de estudio son los genes de Lysinibacillus sphaericus involucrados en la ruta metabó-
lica de producción de calcita mediante hidrólisis de urea y que se encuentran en el genoma reportado
por Yan, Xiao y Zhang en 2017.

5.3. Enfoque, diseño y tipo de investigación

Esta investigación tuvo un enfoque de modelo cualitativo, y un diseño no experimental.

5.4. Tipo y tamaño de muestra

Se usaron secuencias de genes involucrados en la ruta metabólica de producción de calcita ex-
traídas de bases de datos seleccionadas de manera discrecional.

5.5. Criterios de inclusión y exclusión

Se excluyeron los genes que no tienen relación con la ruta metabólica de precipitación de calcita
por hidrólisis de urea y aquellos genes que, perteneciendo a esta ruta metabólica, no se encuentren en
el genoma de Lysinibacillus sphaericus. Se incluyeron los genes reportados en literatura previa, que
se encuentraron en el genoma de L. sphaericus y pertenecen a la ruta metabólica de precipitación
de calcita por hidrólisis de urea.

5.6. Variables

Cuadro 1: Variables para la identificación de genes de Lysinibacillus sphaericus involucrados en la
precipitación de calcita

Variable Definición Tipo Unidades de medición
Reporte para hidrólisis de urea El gen se encuentra reportado como parte de ruta metabólica de hidrólisis de urea Cualitativo Si/No

Reporte para precipitación de calcita El gen se encuentra reportado como parte de ruta metabólica de precipitación de calcita Cualitativo Si/No
Pertenencia al genoma de L. sphaericus El gen se encuentra en el genoma de L. sphaericus Cualitativo Si/No

Nombre del gen Nombre del gen que pasó por los filtros aplicados Cualitativo -
Código del gen Código de identificación para NCBI, EBI y DDBJ Cualitativo -

Cuadro 2: Variables para la elaboración de grafos de rutas metabólicas para precipitación de
carbonato de calcio en L. sphaericus.

Variable Definición Tipo Unidades de medición
Nombre del gen Nombre del gen que pasó por los filtros aplicados Cualitativo -

Pertenencia del metabolito a ruta metabólica de precipitación de calcita El metabolito se encuentra como parte de la ruta metabólica de precipitación de calcita Cualitativo Si/No
Pertenencia de la enzima a ruta metabólica de precipitación de calcita La enzima se encuentra como parte de la ruta metabólica de precipitación de calcita Cualitativo Si/No
Pertenencia del cofactor a la ruta metabólica de precipitación de calcita El cofactor se encuentra como parte de la ruta metabólica de precipitación de calcita Cualitativo Si/No
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Cuadro 3: Variables para la elección del modelo idóneo para la ruta metabólica de precipitación de
calcita en L. sphaericus.

Variable Definición Tipo Unidades de medición
Número de reacciones químicas Número de reacciones químicas involucrados en el modo elemental Cuantitativo Cantidad de reacciones químicas.

Nombre de enzima Nombre de enzima que participa en la ruta metabólica señalada Cualitativo -
Nombre de cofactor Nombre del cofactor que participa en la ruta metabólica señalada Cualitativo -
Nombre del gen Nombre del gen que se encuentra involucrado en la ruta metabólica señalada Cualitativo -
Código del gen Código de identificación para NCBI del gen que se encuentra involucrado en la ruta metabólica señalada Cualitativo -

5.7. Hipótesis

5.7.1. Hipótesis de investigación:

Es posible la identificación de la ruta metabólica más eficiente en L. sphaericus para producción
de calcita por hidrólisis de urea mediante análisis computacional genético de Sporosarcina, Bacillus
y Lysinibacillus spp. con la finalidad de optimizar la producción industrial.

Hipótesis nula 1:

• No existen genes reportados de diferentes rutas metabólicas para Sporosarcina, Bacillus
y Lysinibacillus spp. involucrados en los procesos de hidrólisis de urea para precipitación
de calcita.

Hipótesis alternativa 1:

• Existen genes reportados de diferentes rutas metabólicas para Sporosarcina, Bacillus y
Lysinibacillus spp. involucrados en los procesos de hidrólisis de urea para precipitación
de calcita.

Hipótesis nula 2:

• No es factible elaborar los grafos de las rutas metabólicas de precipitación de calcita a
partir de los genes clave encontrados en los genomas reportados de L. sphaericus.

Hipótesis alternativa 2:

• Es factible elaborar los grafos de las rutas metabólicas de precipitación de calcita a partir
de los genes clave encontrados en los genomas reportados de L. sphaericus.

Hipótesis nula 3:

• No se pueden representar las posibles rutas metabólicas de precipitación de calcita en L.
sphaericus en modelos estequiométricos bioquímicos.

Hipótesis alternativa 3:

• Se pueden representar las posibles rutas metabólicas de precipitación de calcita en L.
sphaericus en modelos estequiométricos bioquímicos.

Hipótesis nula 4:

• El análisis de modos elementales no permite calcular las posibles rutas de los metabolitos
intermedios de la ruta metabólica de precipitación de calcita en L. sphaericus.
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Hipótesis alternativa 4:

• El análisis de modos elementales permite calcular las posibles rutas de los metabolitos
intermedios de la ruta metabólica de precipitación de calcita en L. sphaericus.

Hipótesis nula 5:

• La comparación de las rutas metabólicas analizadas por modos elementales no permite
encontrar la ruta más eficiente de precipitación de calcita en L. sphaericus.

Hipótesis alternativa 5:

• La comparación de las rutas metabólicas analizadas por modos elementales permite en-
contrar la ruta más eficiente de precipitación de calcita en L. sphaericus.

Hipótesis nula 6:

• La generación del listado de los genes involucrados en el camino seleccionado de precipita-
ción de calcita en L. sphaericus no proporciona posibles blancos de modificación genética
para producción de calcita a nivel industrial

Hipótesis alternativa 6:

• La generación del listado de los genes involucrados en el camino seleccionado de precipi-
tación de calcita en L. sphaericus proporciona posibles blancos de modificación genética
para producción de calcita a nivel industrial

Hipótesis nula 7:

• La generación del listado de los genes involucrados en el camino seleccionado de precipita-
ción de calcita en L. sphaericus no permite modelar posibles consorcios con Sporosarcina,
Bacillus y Lysinibacillus spp. para producción de calcita a nivel industrial.

Hipótesis alternativa 7:

• La generación del listado de los genes involucrados en el camino seleccionado de precipi-
tación de calcita en L. sphaericus permite modelar posibles consorcios con Sporosarcina,
Bacillus y Lysinibacillus spp. para producción de calcita a nivel industrial.

5.8. Bioética

Para llevar a cabo este estudio se contó con la autorización del departamento de Bioquímica y
Microbiología de la Universidad del Valle de Guatemala. No se requirió de una revisión de bioética
para este estudio. La elección de los géneros de bacterias que se usaron en este estudio se fundamentó
en cepas productoras de calcita obtenidas en los terrenos de Cementos Progreso S.A. y analizadas
por el Centro de Estudios en Biotecnología (CEB) de la Universidad del Valle de Guatemala. Se
contó con la aprobación de ambas instituciones para la realización de este estudio. Cabe mencionar
que la metodología que se empleó para poder cumplir con los objetivos descritos anteriormente, son
de mi conocimiento o conté con asesores que conocen a profundidad los métodos a realizar.
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5.9. Materiales y métodos

1. Identificación de genes de Lysinibacillus sphaericus involucrados en la precipitación de calcita

I Generación de listado de genes involucrados en hidrólisis de urea en los géneros Sporosar-
cina, Bacillus y Lysinibacillus

1) Consulta de estudios previos con reporte de genes de hidrólisis de urea
Se realizó una búsqueda de literatura con reporte de genes de hidrólisis de urea de la
siguiente forma:
- Se buscó en estudios previos almacenados en literatura en el Centro Nacional pa-
ra la Información Biotecnológica (NCBI por sus siglas en inglés) y Google Scholar
con las palabras clave en inglés “hidrólisis de urea” (ureolysis), “genes”, además de
“Lysinibacillus”, “Sporosarcina” o “Bacillus" unidos por el operador lógico “AND”.
- Los términos de búsqueda variaron dependiendo de los resultados de las búsquedas
anteriores, de forma que se adaptaron a encontrar una mayor cantidad y mejor calidad
de resultados.
- Se generó un listado de los genes reportados en dichos estudios, con sus códigos de
acceso a GenBank de NCBI, EBI y DDBJ.
Se utilizó una adaptación de la metodología descrita por (Dalmer y Clugston, 2019;
Johns y cols., 2014).

2) Consulta de estudios previos con reporte de genes en precipitación de carbonato de
calcio
Se realizó una búsqueda de literatura con reporte de genes de precipitación de car-
bonato de calcio de la siguiente forma:
- Se buscó en estudios previos almacenados en literatura en el Centro Nacional para
la Información Biotecnológica (NCBI por sus siglas en inglés) y Google Schoolar con
las palabras clave en inglés “precipitación de carbonato de calcio”, “genes”, además de
“Lysinibacillus”, “Sporosarcina” o “Bacillus” unidos por el operador lógico “AND”.
- Los términos de búsqueda variaron dependiendo de los resultados de las búsquedas
anteriores, de forma que se adaptaron a encontrar una mayor cantidad y mejor calidad
de resultados.
- Se generó un listado de los genes reportados en dichos estudios con su código de
acceso a GenBank de NCBI, EBI y DDBJ Se utilizó una adaptación de la metodología
descrita por (Dalmer y Clugston, 2019; Johns y cols., 2014).

II Localización de genes en el genoma de Lysinibacillus sphaericus

1) Búsqueda de genoma completo de Lysinibacillus sphaericus
Se realizó la búsqueda del genoma completo de Lysinibacillus sphaericus:
- Se ingresó a la página de inicio de NCBI mediante el enlace
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
- Se escribió en la barra de búsqueda las palabras Lysinibacillus sphaericus
- Se buscó en la base de datos llamada genomas.
- Se selecciónó la opción de genoma, que únicamente presenta un resultado según esta
búsqueda. Este resultado corresponde al publicado por Yan, Xiao y Zhang en 2017.
Se utilizó una adaptación de la metodología descrita por (Altschul, Gish, Miller,
Myers, y Lipman, 1990).

2) Identificación de genes presentes en el genoma de Lysinibacillus sphaericus
- Se realizó un alineamiento local con la herramienta Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST, por sus siglas en inglés) (Altschul y cols., 1990).
- Se introdujo el código o secuencia de cada gen descrito en el listado previamente
generado, como secuencia de consulta, y se realizó el alineamiento con el parámetro
de “Secuencias muy similares” y con parámetros estándar en la puntuación de la
alineación, según Franco, 2020.
Se utilizó la metodología descrita por (Altschul y cols., 1990).

17



2. Elaboración de grafos de rutas metabólicas para precipitación de carbonato de calcio en L.
sphaericus.

I Búsqueda de los genes en la base de datos KEGG para Lysinibacillus
Para llevar a cabo la elaboración de grafos de rutas metabólicas se siguió el siguiente
procedimiento basado en la metodología descrita por (Franco, 2020; Kanehisa y Goto,
2000).
- Se ingresó a la base de datos Enciclopedia Kyoto para Genes y Genomas (KEGG, por
sus siglas en inglés) con el siguiente enlace:
https://www.genome.jp/kegg/?sess=ebfe2ad23e021e38540f798c803dd061 (Kanehisa y Go-
to, 2000; Kanehisa, 2019).
- Se utilizó como datos de entrada los nombres de los genes identificados con el alinea-
miento anterior
- Se buscó los genes en las rutas obtenidas por la herramienta KEGG obteniendo un
gráfico final con la información general del metabolismo de Lysinibacillus sphaericus
- Se extrajo un subgrafo con la información relacionada con los genes identificados en la
precipitación de calcita en L. sphaericus.

II Búsqueda de los genes en la base de datos KEGG para Sporosarcina y Bacillus
Para llevar a cabo la elaboración de grafos de rutas metabólicas se siguió el siguiente
procedimiento basado en la metodología descrita por (Franco, 2020; Kanehisa y Goto,
2000):
- Se ingresó a la base de datos Enciclopedia Kyoto para Genes y Genomas (KEGG, por
sus siglas en inglés) con el siguiente enlace:
https://www.genome.jp/kegg/?sess=ebfe2ad23e021e38540f798c803dd061
- Se utilizó como datos de entrada los nombres de los genes identificados con la consulta
de estudios previos
- Se buscaron los genes en las rutas obtenidas por la herramienta KEGG obteniendo un
gráfico final con la información general del metabolismo de Sporosarcina y Bacillus spp.

III Modelado estequiométrico de las rutas metabólicas obtenidas Para modelar matemática-
mente las rutas metabólicas de precipitación de calcita se siguió el siguiente procedimiento
basado en la metodología descrita por (Franco, 2020; Trinh y cols., 2009):
- Se anotaron los coeficientes obtenidos por la base de datos KEGG para cada metabolito
de las reacciones involucradas en la precipitación de calcita en L. sphaericus.
- Se anotaron los metabolitos (sustratos, productos y cofactores) en las filas de una matriz.
- Se anotaron las reacciones como las columnas de la matriz.
- Se resolvió la matriz, por lo que si es posible para L. sphaericus realizar esta ruta
metabólica.

3. Elección de la ruta metabólica más eficiente para precipitación de calcita en L. sphaericus.

I Análisis de las rutas metabólicas con modos elementales.
- Se analizó la información obtenida por los modelos estequiométricos con la herramienta
CellNetAnalyzer (CNA) expresando los resultados en forma de modo elemental (EM por
sus siglas en inglés) (Klamt, Saez-Rodriguez, y Gilles, 2007; Klamt y von Kamp, 2011).
Se utilizó la metodología descrita por (Franco, 2020).

II Selección de la ruta más eficiente para precipitación de calcita en L. sphaericus
- Se analizaron los resultados obtenidos mediante el análisis de modos elementales y se
clasificaron según el número de pasos de reacción.
- Se seleccionó la ruta metabólica más eficiente debido a que es la que representa menor
gasto energético para la célula.
Se utilizó la metodología descrita por (Wang y cols., 2017).
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III Elaboración de listado de genes clave en la producción de calcita en L. sphaericus
- Se enlistaron las enzimas que participan en la ruta metabólica más eficiente para la
producción de calcita en L. sphaericus.
- Se enlistaron los genes que conforman dichas enzimas.

IV Elaboración de listado comparativo con Sporocina y Bacillus spp.
- Se enlistaron los genes reportados en precipitación de calcita por hidrólisis de urea en
Sporocina y Bacillus con sus códigos de identificación en NCBI, EBI y DDBJ
- Se compararon los subgrafos de rutas metabólicas de precipitación de calcita en los
géneros Sporosarcina, Bacillus y Lysinibacillus spp. en búsqueda de complementación
entre grafos por producción de diversos metabolitos.
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CAPÍTULO 6

Resultados

6.1. Búsqueda de genes de Lysinibacillus, Sporosarcina y Ba-
cillus involucrados en la precipitación de calcita

Según la búsqueda bibliográfica realizada, la enzima reportada para la hidrólisis de urea es la
ureasa, como se observa en el Cuadro No. 4. Esta enzima se encuentra formada por los genes ureC,
ureB y ureA principalmente, con el acompañamiento de los genes ureE, ureF, ureG y ureD. Todos
estos genes se encuentran en los tres géneros en los cuales se realizó la búsqueda. Adicionalmente,
en el género Bacillus se reportaron los genes ureI y nikT. El gen ureI conforma un transportador
de urea y el gen nikT conforma un transportador de níquel. También, se encontró del gen ytiB que
conforma una proteína similar a la anhidrasa carbónica en los tres géneros. En los Cuadros No. 8 y
No. 9, en la sección de Anexos, se puede observar los resultados de búsqueda bibliográfica con las
referencias en las cuáles se encontró el reporte de estos genes.

Cuadro 4: Genes reportados previamente que son necesarios para la precipitación de calcita por
hidrólisis de urea.

Nombre del gen Proteína que codifica Género en el que se reportó
ureC, ureB y ureA Ureasa (subunidades α, β y γ) Lysinibacillus, Bacillus y Sporosarcina

ureE, ureF, ureG y ureD Proteínas accesorias de ureasa (UreE, UreF, UreG y UreD) Lysinibacillus Bacillus y Sporosarcina
ureI Transportador de urea Bacillus
nikT Transportador de níquel Bacillus
ytiB Proteína similar a la anhidrasa carbónica Lysinibacillus, Bacillus y Sporosarcina

Leyenda Cuadro 4: En este cuadro se muestran los nombres de los genes reportados para el proceso de
hidrólisis de urea para precipitación de calcita, la proteína que codifica cada gen; así como el género de
bacteria en el que se encontró reporte de dicho gen. Fuente: Autoría propia
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6.2. Identificación de genes y operones de Lysinibacillus sp-
haericus involucrados en la precipitación de calcita

Se localizaron las secuencias de los genes descritos en el Cuadro No. 4. Se encontró la ubicación y
longitud de los genes ureC, ureB, ureA, ureE, ureF, ureG y ureD. También, se encontró el gen ytiB.
No se encontró el gen ureI ni nikT en L. sphaericus. Como transportador de níquel se encontró que
L. sphaericus utiliza el transportador NikE para introducir níquel al citoplasma. Se puede observar
en el Cuadro No. 5 la ubicación y longitud de dichos genes; adicionalmente en las Figuras No. 7 a No.
15 localizadas en la sección de anexos, se puede observar una captura de pantalla de los alineamientos
realizados.

Cuadro 5: Ubicación en el genoma de Lysinibacillus sphaericus de los genes reportados en hidrólisis
de urea para precipitación de calcita

Nombre del gen Ubicación en el genoma (bases) Longitud del gen (bases)
ureC 1066603 a 1068318 1716
ureB 2673111 a 2672746 366
ureA 1065921 a 1066223 303
ureE 1068371 a 1068817 447
ureF 1068891 a 1069499 609
ureG 1069517 a 1070146 630
ureD 1070139 a 1070945 807
nikE 1334892 a 1334086 807
ytiB 312264 a 311704 561

Leyenda cuadro No.5: En este cuadro se muestran los nombres de los genes reportados para el proceso de
hidrólisis de urea; así como su ubicación en el genoma de Lysinibacillus sphaericus y su longitud de acuerdo
con la herramienta BLAST de NCBI. Fuente: Autoría propia

6.3. Elaboración de grafos de rutas metabólicas para precipi-
tación de carbonato de calcio en L. sphaericus

Se representó el sistema metabólico como una matriz estequiométrica, que se observa en la Figura
No. 5. La matriz estequiométrica es una alusión matemática al sistema metabólico que nos permite
corroborar matemáticamente la posibilidad de que una ruta se lleve a cabo dentro del sistema. Los
metabolitos implicados en el sistema metabólico se encuentran en las filas de la matriz y las reacciones
químicas en las columnas. El cero “0” en la matriz representa la ausencia de dicho metabolito en la
reacción especificada. Un número negativo implica que el metabolito se encontraba como reactivo
de la reacción mientras que un número positivo implica que el metabolito es el producto de dicha
reacción. En la Figura No. 6 Se observa la representación gráfica del sistema metabólico descrito en la
matriz de la Figura No.5. El sistema metabólico se obtuvo con reacciones químicas del metabolismo
del nitrógeno que se observa en la Figura No. 17 en la sección de Anexos y la codificación de los
metabolitos y reacciones se encuentra descrita en los Cuadros No. 10 y No. 11 en la sección de
Anexos.

La matriz estequiométrica de la Figura No. 5 nos presenta como metabolitos de salida al or-
tofosfato y al carbonato y como metabolitos de entrada a dióxido de carbono y urea. También se
puede apreciar que la interacción de los metabolitos se da uno a uno, es decir por cada molécula de
metabolito consumido se produce una molécula de cada producto de la reacción. En la Figura No. 6
se pueden apreciar estos resultados de forma gráfica, lo cual facilita su análisis de interacción entre
los metabolitos.
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Figura 5: Matriz estequiométrica del proceso de hidrólisis de urea para producción de calcita en L.
sphaericus

Leyenda Figura No. 5: En esta figura se muestran las reacciones involucradas en el proceso de
hidrólisis de urea y los metabolitos involucrados en dicha reacción mediante una representación
estequiométrica. Las columnas b1 y b2 representan la entrada al proceso de los metabolitos descritos
y las columnas b3 y b4 representan la salida de estos metabolitos de esta red metabólica. Fuente:
Autoría propia

Figura 6: Grafo del proceso de hidrólisis de urea para precipitación de calcita por L. sphaericus

Leyenda Figura No.6: En esta figura se muestran las reacciones involucradas en el proceso de hidró-
lisis de urea y los metabolitos involucrados en dicha reacción mediante una representación gráfica.
Las aristas codificadas con la letra b representan las entradas y salidas de metabolitos al sistema
metabólico. Las aristas codificadas con la letra r representan las reacciones químicas que ocurren
dentro del sistema metabólico y los vértices con números representan a los metabolitos del sistema.
Fuente: Autoría propia.
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Como resultado del análisis Modos Elementales, se obtuvieron nueve distintas rutas mediante las
cuáles se resuelve la matriz estequiométrica reportada en la Figura No. 5. Las nueve distintas rutas
pueden observarse descritas en el Cuadro No. 6, además de representadas gráficamente en las Figuras
No. 17 a No. 25. De estas nueve rutas, cinco (P1, P2, P3, P6 y P7) tienen como metabolito de salida
a carbonato, mientras que las cuatro rutas restantes (P4, P5, P8 y P9) tienen como metabolito de
salida el ortofosfato. Y de las nueve rutas, ocho tienen a urea como metabolito inicial, mientras que
P3 tiene como metabolito inicial dióxido de carbono.

Cuadro 6: Rutas descritas mediante análisis de modos elementales como solución al sistema
metabólico de hidrólisis de urea de L. sphaericus

Código Ruta interna
P1 0 ->1 ->5 ->8 ->4 ->6
P2 0 ->2 ->3 ->4 ->6
P3 7 ->4 ->6
P4 0 ->1 ->5 ->9
P5 0 ->2 ->1 ->5 ->9
P6 0 ->2 ->1 ->5 ->8 ->4 ->6
P7 0 ->2 ->7 ->4 ->6
P8 0 ->1 ->5 ->8 ->1 ->5 ->9
P9 0 ->2 ->1 ->5 ->8 ->1 ->5 ->9

Leyenda Cuadro No.6: En este cuadro se muestran las posibles rutas de acuerdo con el análisis de
modos elementales realizado a la matriz estequiométrica del sistema metabólico de hidrólisis de urea para
producción de calcita. El código P proviene de pathway son las distintas rutas descritas numeradas para
su diferenciación. En la columna de “ruta interna” se muestran los números de reacciones implicados en esa
ruta metabólica. Fuente: Autoría propia.

6.4. Elección del modelo más eficiente para la ruta metabólica
de precipitación de calcita en L. sphaericus.

Según las rutas analizadas en el Cuadro No. 6, se pueden identificar enzimas que participan en
el proceso de producción de calcita por hidrólisis de urea. En el Cuadro No. 7 se enlistan los genes
que conforman las enzimas de las rutas observadas como posibles objetivos de modificación genética
para aumentar la producción de calcita en L. sphaericus.

Cuadro 7: Genes de interés para posible modificación genética para la precipitación de calcita por
hidrólisis de urea.

Nombre del gen Proteína que codifica Presencia en L. sphaericus
ureC, ureB y ureA Ureasa (subunidades alfa,beta y gamma) +

ureE, ureF, ureG y ureD Proteínas accesorias de ureasa (UreE, UreF, UreG y UreD) +
ureI Transportador de urea -

Leyenda Cuadro No.7: En este cuadro se muestran los nombres de los genes de interés para modificación
genética para precipitación de calcita, la proteína que codifica cada gen; así como si se encuentra o no en
Lysinibacillus sphaericus. Fuente: Autoría propia.

En la Figura No. 7 se puede observar de forma gráfica la ruta más eficiente para la producción de calcita en
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Lysinibacillus sphaericus según el análisis de modos elementales realizado en el sistema metabólico descrito
en la Figura No. 6. Además, se observan los posibles objetivos de modificación genética de acuerdo con las
enzimas requeridas para llevar a cabo dicha ruta.

Figura 7: Representación gráfica de la ruta más eficiente para producción de calcita en L.
sphaericus

Leyenda Figura No. 7: En esta figura se observa la ruta más eficiente para la producción de calcita
por L. sphaericus con los metabolitos involucrados en esta ruta, además de los genes que conforman
la ureasa como posibles objetivos de optimización de dicha ruta. Fuente: Autoría propia.
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CAPÍTULO 7

Análisis de resultados

El objetivo principal de este trabajo fue identificar la ruta metabólica más eficiente en Lysinibacillus
sphaericus para la producción de calcita a nivel industrial, por hidrólisis de urea; mediante análisis compu-
tacional genético de especies pertenecientes a los géneros de Sporosarcina, Bacillus y Lysinibacillus. Para
poder llevar a cabo este análisis, se diagramó un grafo, que se puede observar en la Figura No. 6 en la sección
de Resultados, como la representación del sistema metabólico que utiliza Lysinibacillus sphaericus durante
la hidrólisis de urea para precipitación de calcita.

El análisis de modos elementales dio como resultado nueve distintas rutas solución a la matriz estequio-
métrica. Estas rutas pueden observarse en el Cuadro No. 6 y apreciarse gráficamente en las Figuras No. 18
a No. 26, en la sección de Anexos. Durante el análisis, se descartaron las rutas que pudieran conformar un
ciclo de metabolitos dado que no se encontraban en el universo de soluciones de la matriz estequiométrica,
según la metodología de Franco, 2020.

Dentro de las nueve rutas que son solución a la matriz estequiométrica, cinco son de interés, porque
el metabolito de salida en estas rutas es carbonato. Las otras cuatro rutas tienen como metabolito de
salida ortofosfato, por lo que no son de interés para la producción de carbonato de calcio de Lysinibacillus
sphaericus. La reacción que lleva a la producción de ortofosfato (r7) es una reacción reversible catalizada
por la enzima Carbamoil-fosfato sintasa (6.3.4.16). Como reacción reversible se puede formular un medio tal,
con una combinación de pH, temperatura y concentración mayor de carbamoil-fosfato que de amonio para
que la enzima utilizara el ortofosfato para producción de amonio y de esta forma se integrara de nuevo al
sistema metabólico de producción de carbonato de calcio (Keleti, 1986).

Sin embargo, esta acción no sería recomendable para optimizar la producción de calcita debido a que se
utilizaría carbamoil-fosfato como sustrato para producción de amonio en lugar de producción de bicarbonato
por parte de la reacción catalizada por la enzima carbamato quinasa (r8), que busca la producción final de
carbonato. Es decir, para volver a introducir el ortofosfato al sistema metabólico se tendría que utilizar como
sustrato un metabolito esencial para otra ruta del sistema que si forma carbonato. Además, se tiene que
considerar las condiciones óptimas de la carbamoil-fosfato sintasa para llevar a cabo esta reacción inversa,
que dichas condiciones podrían variar de las condiciones óptimas de la ureasa, enzima que lleva a cabo la
hidrólisis de urea, y por lo tanto esencial para la producción de carbonato por esta vía.

Es posible bloquear la reacción r7 del sistema metabólico de L. sphaericus al modificar genéticamente la
carbamoil-fosfato sintasa, de forma que no utilizara el amonio para producir carbamoil-fosfato y ortofosfato.
Esta disrupción de ruta llevaría a una acumulación de amonio en el citoplasma celular de L. sphaericus. Esta
bacteria tiene capacidad nitrificante a una tasa de 5µg/hora, por lo cuál podría utilizar el amonio acumulado
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al oxidarlo hacia nitrato (Martínez y Dussán, 2018). En caso la producción de amonio por hidrólisis de
urea fuera menor a la tasa de nitrificación, sería una modificación favorable, de lo contrario se contaría
con una acumulación de amonio. Dicha acumulación no es óptima para la producción de carbonato de
calcio debido a que impediría el aumento de pH causado por la reacción r6, al favorecer la reacción inversa
por la concentración elevada de los productos. Para el uso en la industria, la concentración de amonio en
el bioconcreto no es oportuna, debido a la toxicidad del amonio para las personas. Por lo cual, antes de
realizar una modificación genética sobre la carbamoil-fosfato sintasa recomendaría un estudio de análisis de
la producción de amonio por parte de la ruta de hidrólisis de urea.

De las cinco rutas restantes que se obtuvieron, una utiliza como metabolito de entrada dióxido de carbono
y, dado que el objetivo de este estudio es identificar la ruta de producción de carbonato de calcio mediante
hidrólisis de urea, esta ruta prueba no adaptarse al objetivo, pero esta ruta codificada como P3 podría ser de
interés para producción de carbonato a partir de otro metabolito en caso la urea no se encuentre disponible
para dicho proceso. Las cuatro rutas restantes que son de interés para este estudio se encuentran codificadas
en el Cuadro No. 8 como P1, P2, P6 y P7.

La ruta codificada como P1 cuenta con cinco reacciones químicas desde la urea hasta carbonato, P2
cuenta con cuatro reacciones, al igual que P7 y P6 cuenta con seis. Una célula viva elige la ruta más eficiente
hacia un metabolito según el menor gasto de energía, y por lo tanto el menor esfuerzo de producción (Wang y
cols., 2017). Si se trabaja con el supuesto de que una menor cantidad de reacciones representa un menor gasto
energético, Lysinibacillus sphaericus utiliza, para la producción de carbonato, las rutas con codificación P2
y P7. Para poder comprobar este supuesto se recomienda realizar un análisis de entalpías de las reacciones
químicas involucradas en dichas rutas.

Entre la ruta P2 (Figura No. 19) y la ruta P7 (Figura No. 24) hay dos reacciones químicas distintas.
La ruta P2 utiliza r2 y r3 y la ruta P7 utiliza r5 y r9. La reacción r2 es la única reacción reversible dentro
de las cuatro diferencias, lo cual la convierte en una reacción dependiente de las condiciones del medio
para que pueda ocurrir, pero dichas condiciones son dadas por el sistema metabólico en el momento de
aumentar el pH por el equilibrio entre amoniaco producido y amonio. Sin embargo, la reacción 5 involucra a
la proteína similar a la anhidrasa carbónica como enzima adicional, a diferencia de las otras tres reacciones
que ocurren de forma espontánea. Para optimizar la producción de un metabolito se formula el medio de
cultivo que favorezca a la enzima, por lo que se prefiere la ruta P2 a la ruta P7, a manera de que se utilicen
las condiciones óptimas para la actividad de la ureasa en el medio de cultivo y no se tengan que modificar
dichas condiciones por las condiciones adecuadas para la enzima similar a anhidrasa carbónica.

La ureasa desenvuelve un papel esencial en la ruta P2. Es la enzima que cataliza la primera reacción de
la ruta, sin la cual no se podría producir carbonato; por lo que se considera como un blanco de modificación
genética para la optimización de producción de carbonato en L. sphaericus, como se observa en el Cuadro
No. 9. De acuerdo con el Cuadro No. 5, los genes involucrados en la formación de la ureasa se encuentran
en el genoma de L. sphaericus, lo que comprueba la ruta P2, porque la bacteria produce ureasa y puede ser
aplicada para la producción de carbonato de calcio. Se pueden observar los alineamientos realizados para la
ubicación de dichos genes en las Figuras No. 8 a 16, localizadas en la sección de Anexos.

Entre otras modificaciones genéticas que pueden optimizar el proceso de producción de carbonato de
calcio, se encuentra el gen ureI reportado en el género Bacillus como transportador de urea al interior
celular. L. sphaericus introduce la urea al citoplasma a través de un transportador ABC de aminoácidos de
cadena ramificada (Gomez-Garzon y cols., 2017). Con la inserción del gen ureI al genoma de L. sphaericus
se podría optimizar el proceso de producción de carbonato debido a que la urea estaría más disponible para
la ureasa y se podría realizar un mejor proceso de precipitación de carbonato de calcio. Estas modificaciones
genéticas posibles para la optimización de carbonato de calcio en L. sphaericus y la ruta codificada como
P2 se observa de forma gráfica en la Figura No. 7.

Las modificaciones genéticas a las enzimas involucradas en otras rutas descritas por el sistema que
no sean P2 o P7 son posibles. Sin embargo, no se mostraría un aumento en la producción de carbonato
por parte de L. sphaericus como resultado de dichas modificaciones ya que estas rutas simplemente no son
utilizadas porque involucran un mayor gasto energético que P2 o P7. También es necesario considerar que, al
bloquearlas genéticamente podríamos incurrir en obstaculizar otros procesos metabólicos celulares necesarios
para mantener viva a L. sphaericus, lo cual contrarrestaría la precipitación de carbonato de calcio por la
falta de un sitio de nucleación entre carbonato y calcio.
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Otra manera de optimizar el proceso de producción de carbonato de calcio mediante hidrólisis de urea en
Lysinibacillus sphaericus es la optimización del medio de cultivo de las células. Para su aplicación industrial,
las células deben encontrarse en forma de esporas y encapsuladas con los componentes necesarios para la
producción de carbonato de calcio. Para poder esporular a las células de L. sphaericus, se deben producir en
un medio rico en calcio y hierro (Ryu, Lee, Cha, y Park, 2020). Luego de esporuladas, estas células pueden
encapsularse junto a un medio rico en urea y calcio para facilitar el proceso de producción de carbonato de
calcio.

Dentro de las condiciones que se deben tomar en cuenta en el medio de Lysinibacillus sphaericus para
optimizar la producción de carbonato de calcio, es la carga negativa de la membrana, ya que es necesario
atraer al calcio para formar carbonato de calcio en la membrana celular. Para aumentar la carga negativa se
puede introducir al medio CaCl2 (Ma y cols., 2020). Se ha observado una mejor actividad de ureasa en un
medio pobre en nitrógeno, en el cual la actividad de la ureasa aumenta hasta 25 veces más que en un medio
rico en nitrógeno. Dado que el mismo sistema eleva el pH como producto de las reacciones no es necesario la
utilización de niveladores de pH en exceso, pero sí se recomienda un control del pH para llevar a cabo estas
reacciones espontáneas.

Como la presencia de níquel es necesaria para la actividad de la ureasa, se recomienda una concentración
mínima entre 5µM y 10µM de níquel en el medio, considerando que el níquel en exceso puede ser tóxico. Otra
forma indirecta de aumentar la actividad de ureasa es la presencia de Na2EDTA, Ba2+ y citrato (2-20 mM)
y es recomendable evitar la presencia de iones de litio, magnesio, zinc o yodo, ya que inhiben la actividad
de la ureasa (Al-Thawadi, 2011).

Como se puede observar en el Cuadro No. 4 y, de forma más extensa en el Cuadro No. 10, los géneros
Bacillus y Sporosarcina cuentan con los mismos genes reportados para la hidrólisis de urea, para precipi-
tación de carbonato y, de acuerdo con la Enciclopedia Kyoto de Genes y Genomas (KEGG), con el mismo
metabolismo del nitrógeno. Entonces, se llega a la conclusión de que utilizan la misma ruta descrita para L.
sphaericus para la producción de calcita. Por ello, no es recomendable realizar consorcios entre estos géneros
a nivel industrial, porque generaría competencia entre las bacterias por la urea. En caso de competencia por
urea, L. sphaericus, sería capaz de seguir produciendo carbonato por la vía codificada como P3 utilizando
la proteína similar a la anhidrasa carbónica. Ya que existe la posibilidad de continuar con la producción de
carbonato aún en ausencia de urea no se recomienda una modificación genética a la anhidrasa carbónica
de L. sphaericus. Así mismo, se recomienda realizar un análisis de las ureasas de Sporosarcina, Bacillus y
Lysinibacillus para realizar una comparación de la actividad enzimática de las tres ureasas y obtener un
respaldo estadístico de la capacidad de cada ureasa por género y demostrar que género se beneficiaría de
una competencia por la urea.
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CAPÍTULO 8

Conclusiones

1. De acuerdo con la búsqueda bibliográfica realizada, Sporosarcina, Bacillus y Lysinibacillus
utilizan los mismos genes en el proceso de producción de calcita por hidrólisis de urea.

2. Lysinibacillus sphaericus es capaz de producir calcita por hidrólisis de urea debido a la pre-
sencia comprobada por medio de alineamientos de los genes involucrados en este proceso.

3. El sistema metabólico utilizado por L. sphaericus para producción de calcita se puede repre-
sentar como un grafo y se modeló de forma estequiométrica para la generación de una matriz
matemática.

4. Se calcularon nueve posibles rutas metabólicas dentro del sistema metabólico de L. sphaericus
para producción de calcita de acuerdo con el análisis de modos elementales y a las soluciones
de la matriz generada.

5. Se estableció la ruta metabólica más eficiente para la optimización de producción de calcita en
L. sphaericus de acuerdo con los resultados del análisis de modos elementales y a las enzimas
involucradas en este proceso.

6. Se estableció que Sporosarcina y Bacillus utilizan la misma ruta metabólica para producción
de calcita por hidrólisis de urea, y un consorcio entre los tres géneros generaría competencia
por la urea como metabolito inicial, disminuyendo la productividad del proceso.
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CAPÍTULO 9

Recomendaciones

1. Se recomienda mejorar el análisis de modos elementales realizado por CellNetAnalyzer intro-
duciendo los valores de concentración de metabolitos en el programa.

2. Se recomienda la introducción del gen ureI en L. sphaericus para un mejor acceso a la urea
por parte de la ureasa, con menor gasto energético.

3. Se recomienda conformar el medio de cultivo con cloruro de calcio para aumentar la negatividad
de la membrana y facilitar la atracción de los iones de calcio, para la formación de calcita.

4. Se recomienda realizar un análisis entre ureasas de distintas especies para observa cual es la
ureasa más robusta con un sustento estadístico.

5. En caso se considere una modificación genética sobre la enzima carbamoil-fosfato sintasa, se
recomienda un estudio de análisis de la producción de amonio por parte de la hidrólisis de
urea.

6. Se recomienda realizar un análisis de entalpías de las reacciones químicas involucradas en las
posibles rutas del sistema metabólico.

7. Se recomienda la esporulación de L. sphaericus para facilitar su aplicación a la industria de
construcción.

8. Se recomienda realizar el análisis de sinergia entre la ruta de hidrólisis de urea junto con la
ruta codificada como P3, para ver si la combinación mejora la producción, o sí compiten entre
ellas.

9. Se recomienda realizar pruebas de producción de carbonato de calcio en laboratorio con la
introducción del gen ureI en L. sphaericus previo al escalamiento a nivel industrial.
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CAPÍTULO 11

Anexos

11.1. Genes involucrados en los procesos metabólicos para pro-
ducción de calcita

Cuadro 8: Búsqueda de genes de Lysinibacillus, Sporosarcina y Bacillus involucrados en la
hidrólisis de urea

Nombre del gen Proteína que codifica Especie en la que se encuentra Referencia del reporte Código NCBI Código DDBJ Código EBI
ureC Ureasa subunidad alfa Lysinibacillus sphaericus Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601 PRJNA315681
ureB Ureasa subunidad beta Lysinibacillus sphaericus Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601 PRJNA315681
ureA Ureasa subunidad gamma Lysinibacillus sphaericus Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601 PRJNA315681
ureE Proteína accesoria de Ureasa UreE Lysinibacillus sphaericus Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601 PRJNA315681
ureF Proteína accesoria de Ureasa UreF Lysinibacillus sphaericus Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601 PRJNA315681
ureG Proteína accesoria de Ureasa UreG Lysinibacillus sphaericus Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601 PRJNA315681
ureD Proteína accesoria de Ureasa UreD Lysinibacillus sphaericus Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601 PRJNA315681
ureC Ureasa subunidad alfa Lysinibacillus fusiformis Zhao, et. al., 2015 NZ_JRBA010000081 CP0108201 CP0108201
ureB Urreasa subunidad beta Lysinibacillus fusiformis Zhao, et. al., 2015 NZ_JRBA010000081 CP0108201 CP0108201
ureA Ureasa subunidad gamma Lysinibacillus fusiformis Zhao, et. al., 2015 NZ_JRBA010000081 CP0108201 CP0108201
ureE Proteína accesoria de Ureasa UreE Lysinibacillus fusiformis Zhao, et. al., 2015 NZ_JRBA010000081 CP0108201 CP0108201
ureF Proteína accesoria de Ureasa UreF Lysinibacillus fusiformis Zhao, et. al., 2015 NZ_JRBA010000081 CP0108201 CP0108201
ureG Proteína accesoria de Ureasa UreG Lysinibacillus fusiformis Zhao, et. al., 2015 NZ_JRBA010000081 CP0108201 CP0108201
ureD Proteína accesoria de Ureasa UreD Lysinibacillus fusiformis Zhao, et. al., 2015 NZ_JRBA010000081 CP0108201 CP0108201
ureC Ureasa subunidad alfa Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 BCK_170402 AE0171941 AE0171941
ureB Ureasa subunidad beta Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 BCK_170352 AE0171941 AE0171941
ureA Ureasa subunidad gamma Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 BCE_36642 AE0171941 AE0171941
ureE Proteína accesoria de Ureasa UreE Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 BCK_170452 AE0171941 NCA642581
ureF Proteína accesoria de Ureasa UreF Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 BCK_170502 AE0171941 NCA642581
ureG Proteína accesoria de Ureasa UreG Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 BCK_170552 AE0171941 NCA642581
ureD Proteína accesoria de Ureasa UreD Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 BCK_170602 AE0171941 NCA642581
ureI Transportador de urea Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 FOC91_RS09785 AE0171941 KZD26351
nikT Transportador de níquel Bacillus cereus Mols y Abee, 2008 AE0171951 AE0171941 AE0171941
ureC Ureasa subunidad alfa Sporosarcina pasteurii Ma, et. al., 2020 SRR87277073 CAA551731 U293681
ureB Ureasa subunidad beta Sporosarcina pasteurii Ma, et. al., 2020 SRR87277073 CAA551731 U293681
ureA Ureasa subunidad gamma Sporosarcina pasteurii Ma, et. al., 2020 SRR87277073 CAA551731 U293681
ureE Proteína accesoria de Ureasa UreE Sporosarcina pasteurii Ma, et. al., 2020 SRR87277073 CAA551731 U293681
ureF Proteína accesoria de Ureasa UreF Sporosarcina pasteurii Ma, et. al., 2020 SRR87277073 CAA551731 U293681
ureG Proteína accesoria de Ureasa UreG Sporosarcina pasteurii Ma, et. al., 2020 SRR87277073 CAA551731 U293681
ureD Proteína accesoria de Ureasa UreD Sporosarcina pasteurii Ma, et. al., 2020 SRR87277073 CAA551731 U293681

1. Código de acceso hace referencia al reporte del genoma completo de la especie donde se encuentra
reportado el gen.

2. Todos los registros de genes para este genoma se han descontinuado debido a un cambio en el alcance de
los genomas procarióticos en Gene-NCBI

3. Las proteínas codificadas por genes se clasificaron en una clasificación filogenética por la base de datos
de COG (Clusters of Orthologous Groups)
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Cuadro 9: Búsqueda de genes de Lysinibacillus, Sporosarcina y Bacillus involucrados en la
precipitación de calcita

Nombre del gen Proteína que codifica Especie en la que se encuentra Referencia del reporte Código NCBI Código DDBJ Código EBI
Anhidrasa carbónica gamma Proteína parecida a anhidrasa carbónica Lysinibacillus sphaericus Yan, Xiao y Zhang, 2017 CP0175601 CP0175601 PRJNA315681

Anhidrasa carbónica

gamma
Proteína parecida a anhidrasa carbónica Bacillus coagulans Johnson, et. al. 2015 BF29_RS05700 BF29_RS05700 AE0171941

Anhidrasa carbónica gamma Proteína parecida a anhidrasa carbónica Sporosarcina pasteurii Kim, et. al., 2016 SRR87277072 CAA551731 U293681

1. Código de acceso hace referencia al reporte del genoma completo de la especie donde se encuentra
reportado el gen.

2. Las proteínas codificadas por genes se clasificaron en una clasificación filogenética por la base de datos
de COG (Clusters of Orthologous Groups)

11.2. Alineamientos con el genoma de L. sphaericus

Figura 8: Alineamiento para localización del gen ureC
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Figura 9: Alineamiento para localización del gen ureB

Figura 10: Alineamiento para localización del gen ureA
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Figura 11: Alineamiento para localización del gen ureE

36



Figura 12: Alineamiento para localización del gen ureF
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Figura 13: Alineamiento para localización del gen ureG
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Figura 14: Alineamiento para localización del gen ureD
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Figura 15: Alineamiento para localización del gen nikE

Figura 16: Alineamiento para localización del gen ytiB
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11.3. Reconstrucción de la ruta metabólica para precipitación
de calcita

Figura 17: Metabolismo del nitrógeno de L. sphaericus involucrado en la producción de calcita

Cuadro 10: Codificación de metabolitos en grafo de hidrólisis de urea para precipitación de calcita
en L. sphaericus

Nombre del compuesto Fórmula Código
Urea CH4N2O 0

Amoniaco NH3 1
Carbamato NH2COOH 2

Ácido carbónico H2CO3 3
Bicarbonato HCO3

- 4
Amonio NH4

+ 5
Carbonato CO3

2- 6
Dióxido de Carbono CO2 7
Carbamoil fosfato CH2NO5P²- 8

Ortofosfato PO4³- 9

Cuadro 11: Codificación de rutas metabólicas en grafo de hidrólisis de urea para precipitación de
calcita en L. sphaericus

Código Reacción Enzima
r1 CH4N2O + H2O –>NH3 + NH2COOH Ureasa
r2 NH2COOH + H2O –>NH3 + H2CO3 -
r3 H2CO3 <==>HCO3

- + H+ -
r4 HCO3

- + H+ + 2OH- –>CO3
2- + 2H2O -

r5 CO2 + H2O –>HCO3
- + H+ Proteína similar a la anhidrasa carbónica

r6 NH3 + H2O <==>NH4
+ + OH- -

r7 NH4
+ + CO2 + H2O <==>PO4

3- + CH2NO5P2- Carbamoil-P sintasa
r8 CH2NO5P2- + H2O <==>NH3 + HCO3

- Carbamato quinasa
r9 NH2COOH –>CO2 + NH3 -
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Figura 18: Representación gráfica de la ruta P1

Figura 19: Representación gráfica de la ruta P2
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Figura 20: Representación gráfica de la ruta P3

Figura 21: Representación gráfica de la ruta P4
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Figura 22: Representación gráfica de la ruta P5

Figura 23: Representación gráfica de la ruta P6
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Figura 24: Representación gráfica de la ruta P7

Figura 25: Representación gráfica de la ruta P8
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Figura 26: Representación gráfica de la ruta P9
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