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>4

El patrimonio histérico edificado enfrenta un deterioro continlo debido a factores bidticos y
abidticos, lo que reSalta la necesidad de desarrollar estrategias de conservacion sustentables y
efectivas. La precipitacibn de carbonatos inducida por microorganismos (MICP) es una
tecnologia innovadora conipotencial en la biorestauracion. En esta investigaciéon, se evalué la
capacidad biomineralizante 'de 114 bacterias carbonatogénicas autéctonas aisladas de dos sitios
arqueoldgicos mayas (Oxpemul+y Chichén Itza) mediante su crecimiento en diferentes medios
de cultivo. Se determind su actividad ureolitica y el potencial de 22 cepas para la consolidacion
de arena y sascab, empleando medios liquidos (CCP, B4 y M-3P). Posteriormente, se analizé la
capacidad de restauraciéon de estas’bacterias en roca caliza (litotipo Chichén Itza) bajo
condiciones in situ, evaluando cinco tratamientos a través de ensayos fisicoquimicos y
mecanicos. Nueve cepas destacaron en todosel proceso, precipitando minerales como calcita,
aragonita, vaterita, hidroxiapatita y wedelita. De_estas, las cepas Arthrobacter sp. (OX4-8C) y
Sphingomonas sp. (CHJM-1) fueronas’seleccionadas para los ensayos de exposicion in situ
durante seis meses en los sitios arquealogicos, demostrando una mayor efectividad cuando se
encontraban en el medio nutritivo M-3P. La cepa Arthrabacter sp. (OX4-8C) mostr6 la mejor
actividad en todas las etapas experimentales{ especialmente en el sitio de Oxpemul, de donde
fue originalmente aislada, posicionandola Como unagCandidata prometedora para la

bioconservacion de estructuras calcareas en ambientes tropicales.

Palabras claves: Biomineralizacion, Bioconsolidacién, Roca caliza, Monumentos histéricos,

Deterioro.



The built«Cultural heritage faces continuous deterioration due to biotic and abiotic factors,
highlighting the, need to develop sustainable and effective conservation strategies. Microbially
induced carbenmate precipitation (MICP) is an innovative technology with potential in
biorestoration, which.is why in this research, the biomineralizing capacity of 114 autochthonous
carbonatogenic bacteria isolated from two Mayan archaeological sites (Oxpemul and Chichén
Itz&) was evaluated by growing them in different culture media. We determined the ureolithic
activity and the potential of 22 strains for sand and sascab consolidation using liquid media (CCP,
B4 and M-3P). Subsequently the restoration capacity of these bacteria in limestone rock (Chichén
Itza lithotype) was analyzed under in situ conditions, evaluating five treatments through
physicochemical and mechanicaltests. Nine strains stood out during the entire process,
precipitating minerals such as calcite/aragonite, vaterite, hydroxyapatite and weddelite. Of these,
the strains Arthrobacter sp. (OX4-8C) and‘Sphingomonas sp. (CHJM-1) were selected for in situ
exposure for six months at the archaeological sites, showing higher activity when they were in the
M-3P nutrient medium . The Arthrobacter sp. (OX4-8C) strain showed the greatest activity across
all experimental stages, especially /at.the Oxpemul site, where it was originally isolated,
positioning it as a promising candidate for the bioconservation of calcareous structures in tropical

environments.

Keywords: Biomineralization, Bioconsolidation, Limestone, Historical monuments, Deterioration.



1. INTRODUCCION

Los monumentos historicos representan un componente fundamental del patrimonio cultural de
una naciondMéxico cuenta con una gran variedad de estructuras arquitectonicas que persisten
hasta nuestros..dias, constituyendo un testimonio tangible de su riqueza ancestral. Estas
edificaciones ademas de su valor histérico, desempefian un papel crucial en el desarrollo
econdmico, social y taristico del pais, por lo que su conservacion resulta prioritaria. Entre los
vestigios mas emblematicos se encuentran las construcciones prehispanicas, que sufren un
constante deterioro a consecuencia de diversos factores que causan la meteorizacion de la roca
(Elert et al., 2021). Entre los_factores deteriorantes se encuentran los fisicos como humedad,
temperatura y viento; los quimiCos como la contaminacion atmosférica, y los agentes biolégicos
como hongos, algas, cianobacterias, liquenes y bacterias, sin embargo, estas Ultimas pueden
jugar un papel ambivalente y contrastante en la roca, ya sea deteriorandola o protegiéndola (Lee
y Little, 2022).

Una gran diversidad de grupos microbianosy principalmente bacterias, hongos, y microalgas,
habitan los diferentes microambientessde las rocas, formando comunidades que colonizan las
superficies (epiliticas), grietas, poros=y-fisuras (endoliticas), y utilizan los depdsitos minerales
como fuente de nutrimento; jugando asi un papel‘relevante en los ciclos biogeoquimicos (Tatis-
Castro y Barbosa-L6pez, 2012; Garces-Manosalva, 2023)--Tienen la capacidad de interaccionar
y modificar el sustrato mineral donde habitanysgenerandostransformaciones, y en ocasiones la
meteorizacion o desintegracion del material pétreo (Soffrittiet-al.,2019). Las rocas de importancia
histérica como los monumentos no estan exentos a estos procesos (Jroundi et al., 2017; Elert et
al., 2021), en algunos casos pasa desapercibido, pero cuando el dafio es excesivo, se
compromete la integridad de la roca, y en consecuencia la estructura pierde su valor cultural,

monetario y turistico (Pyzik et al., 2021).

De los diversos grupos microbianos que integran las biopeliculas adheridas a las superficies
rocosas, las bacterias son de gran relevancia y su impacto es innegable, ya gque alteran las
propiedades fisicoquimicas, y tienen comportamiento contrastante, pues algunas causan o
participan en el biodeterioro o meteorizacion de la roca, proceso clave en la formacion de los
suelos (Samuels et al., 2020), mientras que otras participan en la formacion de nuevasyminerales
que pueden contribuir en la reparacion del material pétreo. En este dltimo caso, destacan las
bacterias involucradas en el ciclo del nitrdgeno, las mas conocidas son aquellas con actividad

ureolitica. Estas bacterias son capaces de hidrolizar enziméaticamente la urea, lo que resulta en



la produecion de amonio y carbono inorganico disuelto (CO.), lo que incrementa el pH y favorece
la precipitacion del carbonato de calcio (CaCOs) en presencia de iones de calcio solubles
(Cameotra y’Dakal, 2012; Zhao et al., 2019; Garcia-Avelino, 2021). Este proceso conocido como
biomineralizacion (Gonzéalez-Mufioz et al., 1996; Wu et al., 2021), da lugar a la formacién de un

biocemento que’contribuye a la consolidacion natural de la roca.

Se ha demostrado gue las intervenciones con microorganismos son Utiles en la restauracion,
cuando los métodos guimicos y mecéanicos tradicionales fallan o presentan baja efectividad a
corto plazo (Pyzik et al.,#2021). Actualmente, se emplean resinas sintéticas como tratamiento,
gue se polimerizan dentro de”les. poros del sustrato pétreo, sin embargo, estas producen una
capa superficial rigida que se deteriora con el tiempo y se desprende junto con la pérdida de
elementos decorativos superficiales como grabados, relieves o inscripciones, requiriendo
mantenimientos periddicos. Ademasgalgunas de estas técnicas usan disolventes organicos que
contribuyen a la contaminacién (Castanieret al., 2000; Benabidi-Parra, 2023). En consecuencia,
esta baja efectividad de los métodos convencionales ha llevado a la busqueda de nuevos

tratamientos de conservacion que sean duraderos y compatibles con el medio ambiente.

Por lo tanto, en el presente trabajo"se evalué )y determiné la actividad biomineralizante de
bacterias carbonatogénicas (productoras de ,CaCOs)aisladas en su mayoria de probetas de roca
expuestas a condiciones naturales en los sitios argueoldgicos de Oxpemul (Campeche) y
Chichén Itza (Yucatan). Se analizé el tipo y fa cantidad<de, cristales de CaCOs producidos en
diferentes medios de cultivo. Ademas, se evallo la capacidad consolidante de las cepas mas
prometedoras utilizando dos sustratos diferentes (arena y sascab); Paralelamente, se realizé una
evaluacion in situ para analizar los efectos de la inoculacion y la‘estimulacion del crecimiento
bacteriano en probetas de roca caliza (Conchuela y Chichén Itza), midiendo (en el litotipo
Chichén 1tza) el nivel de proteccion y consolidacion mediante pruebas quimicas y fisico-
mecanicas. Este estudio propone una técnica sustentable para (la/ bioconservacion y
consolidacion de materiales rocosos con valor historico, basada en el aislamiento de
comunidades bacterianas autdctonas y la seleccién de cepas con actividad.ureolitica o con

capacidad para formar carbonato de calcio biogénico.



2. MARCO TEORICO
2.1%" MARCO CONCEPTUAL
2.14&. ,DETERIORO

El deterioro se_define como el cambio indeseable en las propiedades fisicas y quimicas de un
material determinado, es una pérdida de la capacidad estructural como resultado de la accion de
agentes externos y, depende del tipo de estructura, el material constitutivo, y las condiciones
ambientales (SanchezsSilva y Rosowsky, 2008; Patil et al., 2021). En el caso de las rocas, la
meteorizacion es el pringipal causante de este problema. Se refiere a la descomposicién o
disolucion de los minerales‘y.rocas, a través de una variedad de factores fisicos, quimicos y
biolégicos (Nichols, 2009; Krklec et al., 2020). Debe diferenciarse de la erosion, ya que la
meteorizacion descompone y debilita la roca, haciéndola susceptible al transporte de material
fraccionado por agentes como el agua-y-el viento, lo que da lugar a la erosion (Samuels et al.,
2020).

Los principales factores fisicos que afeetan, a las rocas son: la humedad que favorece la
corrosién, las altas temperaturas .que favorece la proliferacibn de hongos, las altas
precipitaciones, la luz (que afecta losépigmentos)y el viento; asi como los agentes quimicos, que
son los contaminantes atmosféricos comao_los gases de azufre (SOx), gases de nitrégeno (NOX),
dioxido de carbono (CO.), particulas atmosféricas, lluvia-acida y el deterioro por accion de sales,
gue causan una pérdida importante en las propiedades fisico-mecénicas y estéticas de la roca
(Tatis-Castro y Barbosa-Lopez, 2012; Camacho)y Yoverap, 2022). Esto es particularmente
drastico en ambientes célidos y humedos como la zona maya“en Mesoamérica, donde sitios
arqueoldgicos, estructuras excavadas, y monumentos de roca’estan expuestos a fuertes
condiciones climaticas y antropogénicas que exacerban la meteorizaeion (Elert et al., 2021). Con
el aumento de la poblacion y la expansion de las ciudades, estos lugares'sufren de un desarrollo
acelerado que transforma el entorno, favoreciendo el deterioro del paisajetirbano histérico (PUH)
(UNESCO, 2011). Otros factores antrépicos invasivos son el mal uso de los monumentos por
vandalismo o manipulacion inapropiada, intervenciones de restauracion defiCientes, y la falta de
mantenimiento (De Lerma-Perdomo, 2020) y con ello las sustancias contaminantes.que aceleran
los procesos de deterioro. Todo lo anterior condiciona y favorece al mismo tiempo l& proliferacion
de microorganismos, que a su vez causan biodeterioro (Gu y Katayama, 2021), y la compaosicion
de esta comunidad va a depender de la biorreceptividad, es decir, de la capacidad que tiene un

material para ser colonizado por un microorganismo.



271.2. BIODETERIORO Y BIOPROTECCION

De los\grupos microbianos que conforman las comunidades establecidas en las superficies
rocosas, son de importancia relevante las bacterias, algas y hongos (Liu et al., 2022). Estos
forman biopeliculas, que son comunidades multiespecies estructuradas con diversas funciones
metabolicas; que\incluyen microorganismos fotétrofos, quimiolitétrofos, y quimioorganotrofos
(Soffritti et al.,2019). Las biopeliculas epiliticas han sido implicadas en dafios a monumentos de
roca, incluida la decaloracion, cambios fisicos, quimicos y mecanicos provocados por
incrustaciones, corrosion/por &cidos biogénicos, complejacion y liberacion de -cationes,
mineralizacion secundaria\y (re)cristalizacién; llamado categdricamente “biodeterioro” (Liu et al.,
2020). Ademaés, los monumentes también se ven afectados por la presencia y actividad sobre el
material de pequefios animales,(plantas y aves.

Las cianobacterias y clorofitas Ccemo™ Gloeocapsa, Phormidium, Chorococcus, Chlorella,
Stichococcus y Chlorococcus son #Qgéneros pioneros que contribuyen al biodeterioro
principalmente estético. La mayoria de las bigpeliculas contienen tantas cianobacterias y algas,
gue son la principal biomasa fototréfica.de l10s monumentos que, al morir, proporcionan la materia
organica esencial para que crezcan/os.heterétrofos, contribuyendo a que los hongos y otros
heterotréficos comiencen a colonizar la piedra y acelerar la descomposicion de la misma (Negi y
Sarethy, 2019), pues se ha demostrade-'que el biodeterioro biofisico en la roca se debe
principalmente a la penetracion de las hifas fdngicas entre los granos cristalinos en rocas calizas
y dolomiticas (Gadd, 2007; Chen et al., 2021); también se ha reportado el dafio por
Actinobacterias, especialmente del género Streptomyces,«su_papel biodeteriorante se debe
principalmente a precipitaciones indeseables que forman capaS superficiales que ocultan las
pinturas y dafian el relieve y, ademas, algunas cepas excretan compuestos croméforos como la
melanina, actinorrodinas y de tipo carotenoides, que cambian el tono_natural de las superficies
colonizadas con manchas de varios colores (Akmal et al., 2020). Otro de’les\dafios causados por
el biodeterioro microbiano es la produccién de acidos organicos. Los anionesyde estos acidos
reaccionan con los cationes presentes en los minerales de la piedra, generando sales solubles
gue migran hacia la superficie a través de los poros. Este proceso, bastante comtling se conoce
como eflorescencia. Al cristalizar, estas sales ejercen estrés fisico sobre la matriz\pétrea, lo que
ocasiona fisuras, desprendimientos y debilitamiento estructural del material. (Negi®y Sarethy,
2019).



Sin embargo, y pese a los dafios reportados por los microorganismos, la “bioproteccién” también
es posible,, pues pueden jugar roles ambivalentes. Las biopeliculas, por ejemplo, pueden
desempefiar'unspapel positivo en la regulacion de cambios térmicos y de humedad para mitigar
la expansion y/contraccidn de la roca o protegiendo las superficies de los impactos directos de
las gotas de lluvia y la abrasion del viento (Liu et al., 2022), ademas, algunos microorganismos
pueden realizar procesos favorables de biomineralizacion y contribuir al fortalecimiento de las
edificaciones, lo cual“dependera de los factores a los que este expuesto el monumento. Se ha
reportado, por ejemplo, qué microorganismos como las bacterias, especialmente del género
Bacillus, pueden precipitaryminerales como el CaCOs, sirviendo como bioconsolidante y/o
bioprotector de la roca caliza.(€haparro-Acufia et al., 2018; Pyzik et al., 2021). La precipitacion
del carbonato de calcio por diversas.especies bacterianas se atribuye en la mayoria de los casos
reportados a un mecanismo impulsado_con la ayuda de la enzima ureasa. En condiciones
optimizadas (pH, temperatura, humedad,.entre otras), la reaccion que desencadena la hidrdlisis
de la urea se puede controlar para prom@ver la precipitaciéon de carbonato de calcio de union
dura llamado “biocemento” (Cameotra y Dakaly 2012; Anbu et al., 2016).

Se puede considerar entonces qué la funcion que cumplen los agentes bioldgicos en la roca,
como las rutas metabdlicas, cristalizacion'y cementacion, dependera del microorganismo que la
colonice y su dominancia, y como se-ha.mencighado anteriormente, la colonizacién por
microorganismos en los monumentos puederser,nociva.o destructiva, sin embargo, su potencial
bioprotector ha sido poco explorado. Asi, mientras, el biodeterioro denota cambios indeseables
en las propiedades de un material por accion de organismos, la “biorremediacion” o
“bioproteccion” utiliza organismos para mitigar el deterioro ocasionado por la exposiciéon al
medioambiente. Y en el caso de la roca, los microorganismos seleccionados y estimulados de
manera correcta, se pueden utilizar como consolidantes naturales gque ayudan a proteger o
revertir el deterioro. No obstante, es importante aclarar que, para la biolegia el “biodeterioro” y
“biodegradacion” no son sindénimos. La biodegradacion se refiere a 10S proeesos deseables
mediante los cuales los organismos degradan sustancias complejas en sustancias mas simples
y puede ser un proceso esencial para algunas estrategias de biorremediacion (Lee’y kittle, 2022),
mientras que el biodeterioro es el dafio causado por microorganismos a las superficies en las

cuales se depositan, sin aportar ningun producto que ayude a su conservacion.

Recientemente, se ha reconocido y estudiado el papel de los microorganismos..en. la

bioconservacion, restauracién de monumentos y obras construidas con roca caliza, probande’su



efectividad y favoreciendo la “autocuracién” del material sin causar efectos indeseables (Jroundi
et al., 2017); por lo que la busqueda de microorganismos capaces de realizar procesos de
bioremediaciondebe seguir siendo explorada, pues es una herramienta sustentable, promovida
por la naturaleza, que puede ser usada para la planificacion eficaz de la conservacion del
patrimonio histérico. Sin embargo, se requiere entender los procesos de biomineralizacion para
identificar entre los efectos del biodeterioro (agentes bioldgicos) y aquellos del deterioro fisico o
guimico en los sustratos pétreos, permitiendo asi revertir los dafios causados por ambos tipos

de deterioro y optimizar |as€strategias de restauracion y conservacion.

2.1.3. BIOMINERALJZACION Y CARBONATOGENESIS
La biomineralizacién es el proceso, mediante el cual los seres vivos, tanto procariotas como
eucariotas, intervienen en la formacion de minerales (Camacho y Yovera, 2022). Es un
mecanismo de creacion de mineralés-hiegénicos como carbonatos, silicatos, fosfatos, entre otros
(Gadd, 2010; Coronado, 2022). Los animales son los principales organismos biomineralizantes,
seguidos por las bacterias, las plantas vasculares, los hongos y los protozoos (Gonzalez-Mufioz
et al.,, 1996). Segun Camacho y Yovera\ (2022), la biomineralizacion es una herramienta
biotecnoldgica que depende de varigs_factores; pero principalmente de las caracteristicas del
organismo biomineralizante y de las gondiciones fisico-quimicas del medio donde se va a
desarrollar la interaccién, factores como-la.texturagdel material, la presencia y densidad de

materia organica, la humedad, la temperatura, el pH y la-aireacion, entre otros.

La biomineralizacion puede ser controlada biol6gicamente (MCB), es decir, un proceso en el que
los organismos controlan la nucleacién y el crecimiento del miheral, o inducida biolégicamente
(MIB), donde la deposicion mineral depende del medio ambiente (Gastro-Alonso et al., 2019; Lee
y Little. 2022). En los procesos de biomineralizacién, el papel principal de las bacterias es su
habilidad de crear ambientes alcalinos caracterizados por un pH altoly elfaumento de carbono
inorganico disuelto; esto ocurre a traves de sus actividades fisiologicas, debido a algunos
atributos de las bacterias, por ejemplo, su carga natural negativa que atrae los iones de calcio, y
que hacen de ellas sitios ideales para la nucleacion y posterior formacion de minerales (Camacho
y Yovera, 2022); y esta capacidad de las bacterias para establecer sitios de nucleaeion se explica
también por la presencia de exopolisacéaridos (EPS), que son macromoléculas de carbohidratos
y proteinas que se sintetizan por enzimas bacterianas. Asi, diferentes especies de(bacterias
pueden producir diferentes tipos de cristales, en diferentes cantidades y usando diferentes

sustratos.



Segun Valencia-Gonzalez et al. (2015) uno de los procesos de biomineralizacion es la
“carbonatogénesis” que es la sintesis de minerales de carbonato, y puede darse por tres
mecanismos’diferentes: 1) fotosintesis, 2) reduccién del sulfato y 3) aquellos que involucran el
ciclo del nitrogéno, mas especificamente, la amonificacion de aminoacidos, reduccion del nitrato
y degradaciéon de)la urea. La biomineralizacion por fotosintesis se basa en la utilizacion
metabdlica del CO> disuelto, que se equilibra con el HCO3 y el CO; alrededor de la bacteria, tal
reduccion induce un‘eambio en el equilibrio del bicarbonato y consecuentemente un aumento en
el pH del medio; mientras gue, en la reduccién del sulfato, la reaccion comienza con la disolucion
del yeso y la materia organica puede ser consumida por la bacteria sulfato reductora y el azufre
y el CO, metabdlico son liberados. Y por ultimo se tiene la forma de precipitacion que involucra
el ciclo del nitr6geno, aqui la preduccion de CO, metabdlico y amoniaco (NHs) en presencia de
iones de calcio resulta en la liberaciéoh de amonio y en la precipitacién de carbonato.

La carbonatogénesis es entonces upn” proceso que ocurre como resultado de reacciones
bioguimicas entre iones y compuestos bajo‘condiciones éptimas, dicho proceso es inducido por
microorganismos, que permiten la precipitacion de carbonato de calcio, y puede ocurrir de forma
autétrofa o heterétrofa (Heirman et al.,_2003). En/la precipitacién autotrofica, la produccion de
carbonato es promovida por bacteriasymetanogénicas no metilotroficas, anoxigénicas y
oxigénicas, que utilizan didxido de carbone'en forma‘gaseosa o disuelta que se origina en una
variedad de fuentes, incluidas la respiracion“y.la fermentacion, asi la utilizacion de CO, en un
ambiente rico en calcio favorece la precipitaciép-de carbonato; mientras que la produccién por
bacterias heterétrofas se logra mediante dos mecanismos diferentes, activo y pasivo (Frankel y
Bazylinski, 2003; Cameotra y Dakal, 2012; Cosmidis y Benzerara, 2022). La precipitacion activa
del carbonato se produce por intercambios i6nicos a través de la membrana, por un mecanismo
aun poco conocido, mientras que en la carbonatogénesis pasiva, la actividad bacteriana induce
cambios quimicos en el microambiente, lo que conduce a la acumulacién-de carbonato y iones
de bicarbonato y a la precipitacion de particulas sélidas. La precipitacién pasiva es inducida por
varias vias metabolicas del ciclo del azufre y del nitrégeno (Soffritti et al.,2019). El proceso de
carbonatogénesis se rige por cuatro factores, 1) concentracion de calcio, 2) eoncentracion de
carbonato, 3) pH y 4) presencia de sitios de nucleacion (Al-Thawadi, 2011; Cameeotra y Dakal,
2012; Qin et al., 2020).

Existen casos conocidos de carbonatogénesis bacteriana para los dos tipos de biomineralizacion

(MCB y MIB), dicho proceso de carbonatacién ocurre durante la fase exponencial y termina



aproximadamente después del comienzo de la fase estacionaria, y las vias de biomineralizacion
pueden.ser, activas o pasivas dependiendo del costo de energia (células metabdlicamente
viables). Enda mayoria de los casos, la carbonatogénesis activa parece comenzar primero, y ser
seguida después, por la pasiva que induce el crecimiento y las modificaciones de las particulas
producidas inicialmente. Asi mismo, los procesos de biomineralizacién se pueden distinguir en
funcién de su localizacion en la célula intra o extracelular, aunque la carbonatogénesis bacteriana

a menudo se ha considerado como extracelular (Gorgen et al., 2021).

Mineralizacion Controlada Biolégicamente (MCB)
En la mineralizacién biol6gicamente controlada, los minerales se forman sobre y dentro de las
matrices organicas y en las vesiculas de la célula, permitiendo que el organismo ejerza un grado
de control sobre la nucleacién, la eomposicidn, la localizacion, el crecimiento y la morfologia de
los minerales (Achal y Mukherjee, 2045; Castro-Alonso et al., 2019), ademas, pueden sintetizar
minerales en una forma especifica dependiendo de la especie, independientemente de las
condiciones ambientales (Fouladi et al.,»2023). El mineral que se forma se aisla primero del
ambiente exterior por una barrera a través de la cual los iones no pueden difundirse libremente
(Camacho y Yovera, 2022). Este proceso,puede ocurrir extra, inter o intracelularmente (Fig. 1), y
el grado de control varia segun la especie ‘microbiana (Castro-Alonso et al., 2019; Cosmidis y
Benzerara, 2022). Un ejemplo de esto..es lagformacion de magnetita por bacterias
magnetotacticas, que tienen control sobre laffase mineral’y.su biosintesis en el magnetosoma, a

nivel de genes (Arias et al., 2017; Cosmidis y Benzerara, 2022).
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Figura 1. Mineralizacién Controlada Biolégicamente (MCB). Tomado de Castro-Alonso et al.
(2019).



En la mineralizacion extracelular, la célula produce una matriz que se convertira en el lugar donde
se produciran los minerales y podra trasferir constituyentes a la matriz por medio de dos
mecanismas: 1) bombeando cationes a través de la membrana y a sus alrededores, los cuales
se mueven por difusion pasiva a través de fluido extracelular al sitio de mineralizacién, 2) cuando
los cationes se concentran dentro de la célula (como iones) en vesiculas enviadas a través de la
membrana y luege descompuestas por precursores en la matriz organica. Estos mecanismos se
distinguen por la nueleaciéon fuera de la célula (Qin et al., 2020; Ruiz-Oviedo, 2020; Weiner y
Dove, 2003).

En la mineralizacién intercelular,, en algunos organismos unicelulares, la pared celular actla
como una barrera que aisla el sitio de mineralizaciéon. Estas superficies organicas sirven como
sustrato para la nucleacion y el crecimiento de biominerales, proceso que puede conducir a la
formacion de estructuras mineralizadas™ o exoesqueletos. El control i6nico y de los fluidos
celulares regula el tipo de biomineral, su morfologia y extension (Ruiz-Oviedo, 2020; Weiner y
Dove, 2003).

La mineralizacion intracelular ocurre.dentro de vesiculas o vacuolas especializadas que dirigen
la nucleacion de biominerales dentrode“a célula; por lo que esta tiene un alto grado de control
sobre las concentraciones de aniones.yvcationes.,gque.forman los componentes biominerales
(Weiner y Dove, 2003; Ruiz-Oviedo, 2020; Cosmidis‘y Benzerara, 2022).

Mineralizaciéon Inducida Biol6gicamente{MiB)
La mineralizacion inducida biologicamente es un“proceso en.el cual la formacion del mineral se
da por cambios en la sobresaturacion del sistema ocasionados«per la captacion o la excrecion
de diferentes metabolitos que reaccionan con compuestos en‘elambiente (Fig. 2a), aqui la
participacién de los microorganismos en la composicion, localizacion y nucleacién de minerales
es limitada (Achal y Mukherjee, 2015; Castro-Alonso et al., 2019). Frankel y Bazylinski, (2003)
mencionan dos mecanismos: uno pasivo mediante la unidn inespecifica, de cationes y
reclutamiento de aniones en solucién, y otro activo relacionado con la actividad redox directa, o
mediante la formacion de subproductos catiénicos o anidnicos, donde los minerales formados
suelen tener tamafios y morfologias diferentes, siendo comunes los 6xidos coma_la magnetita,
goethita, hematita, ferrihidrita y manganeso, asi como los carbonatos, fosfatos;,sulfatos y

sulfuros.



Los biominerales MIB se forman debido a alteraciones quimicas del entorno, inducidas por la
actividadsmetabdlica de los organismos (Wu et al.,, 2021). Este proceso de bioprecipitacion,
cuando es_inducido por microbios se conoce como precipitacion de carbonatos inducida por
microorganismos_ (MICP) y actia como una tecnologia innovadora de biomineralizacion
sustentable (Zhang et al., 2023). El proceso de MICP realiza la precipitacién de carbonatos en
una solucién sobfesaturada en un microambiente, durante el proceso, los microorganismos
generan productos metabolicos (COs?) que reaccionan con los iones (Ca?*), lo que resulta en la
precipitacion de CaCOs(Omoregie et al., 2018). Recientemente, numerosas estrategias MICP se
han desarrollado utilizando»diferentes microorganismos, incluida la precipitacion de calcita
mediante hidrdélisis de urea.de bacterias ureoliticas, la formacion de carbonatos mediante
hidrélisis de asparagina de Bacillus’megaterio y precipitacion de sulfuro mediante reduccion con
sulfato de bacterias reductoras ‘de” sulfato (Wu et al., 2021). Entre estas estrategias, la
biomineralizacién ureolitica es la masyttilizada para numerosas aplicaciones como el hormigén

autorreparable y la biorremediacién del suelo (Fig. 2b).

Sporosarcina paSteurii

CO(NHz2): + H:0 L’ NE5, A H:0 + @O:

Urecase /
OH + NHs === NH: + 0

HCOs

=== OH- + CO; @
v
H + HCOs — H:0 + (CaCO

Figura 2. a) Mineralizacién Inducida Biolégicamente (MIB), Jcatalizada por la bacteria
Sporosarcina pasteurii que usa la urea como sustrato para desencadenar la reaccion. Tomado
de Wu et al. (2021) b) Representacién esquematica de las células bacterianas (negras) afectando
los granos del suelo (marrones) e induciendo la formacion de cristales de calcita (blancos).
Tomado de Zhang et al. (2023).
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El proceso de precipitacion de calcita inducida microbiolégicamente (MICP) produce cristales de
CaCOs que muestran alta resistencia y tienen un menor impacto negativo en el'medio ambiente,
la tecnologia MICP se ha utlizado también para mitigar la erosion de las=Costas y la
contaminacion por metales pesados. Un desafio para la aplicacion de MICP es el €osto total,
incluida la produccion de biomasa, sin embargo, el coste de MICP es comparable con técnicas
como el “jet grouting” (Zhang et al., 2023); si bien los costos iniciales de MICP pueden sef mas
altos que los de algunos métodos tradicionales, los beneficios a largo plazo y los menores costos
10



de mantenimiento pueden convertirlo en una solucion mas rentable en el futuro, particularmente

para preyectos pequefios y medianos (Fouladi et al., 2023).

2.1% #BIOCEMENTACION

La mayoria de-os _reportes que se tienen de precipitacion microbiana generalmente se refieren
a MIB ya que laformacion del mineral ocurre de forma extracelular, y es una de las practicas
verdes mas destacadas, que utiliza el metabolismo de los microorganismos para producir
minerales de carbonato de, calcio que tiene una extraordinaria capacidad para fortalecer, curar y
proteger los materiales de construccion (Achal y Mukherjee, 2015; Rahman et al., 2015; Garcia-
Avelino, 2021), utilizando la'biodeposicion de carbonato como aglomerante para reparar vacios,
es decir, biocementando. Varios estudios han demostrado (Pifiar et al., 2010; Jroundi et al., 2017,
Zulaika et al., 2021) que la MICP puede ser empleada para mejorar las propiedades mecanicas
de los materiales y se ha propuestd eemo una herramienta autosustentable de biorremediacion,
usandose en aplicaciones tecnolégicassque incluyen refuerzo e inmovilizacion de contaminantes
peligrosos en los suelos, eliminaciéon de_metales téxicos de aguas residuales contaminadas,
secuestro de CO, disminucion de la_porosidad/permeabilidad y mejora de la resistencia a la
compresion del concreto, entre otros (De Muynck et al.,, 2010; Chaparro-Acuia et al., 2018;
Nayanthara et al., 2019).

Se han propuesto diferentes especies bacterianas conla-finalidad de precipitar carbonatos en
ambientes alcalinos ricos en iones Ca?*, dondeprincipalmente cuatro grupos de microorganismos
estan involucrados en el proceso, como son los organismos fotosintéticos (cianobacterias y
algas), los que emplean acidos organicos, los que participan en el ciclo del nitrégeno y las
bacterias sulfato-reductoras (Braissant et al., 2007). Las vias’ metabodlicas dependen del
microorganismo y de las condiciones ambientales, asi como deslos nutrientes disponibles.
Ademas de las vias metabdlicas, las bacterias y los hongos también® puede influir en la
precipitacion de carbonato de calcio al proporcionar sitios de nucleacion((kee vy Little, 2022). No
obstante, todas las vias van a requerir de una fuente externa de calcio,~que puede ser
suministrado por el medio o puede resultar del material de soporte al que esti.unida la bacteria
(Ruiz-Oviedo, 2020). La hidrdlisis de la urea [CO(NH)2] es a menudo la ruta seleecCionada para
aplicaciones practicas porque el proceso requiere una sola enzima: la ureasa, quegproporciona
una rapida precipitaciéon de carbonato en comparacion con otras vias (Chaparro-Acufia’ et al.,
2018).
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El CaCOzes uno de los minerales mas abundantes en la tierra, y su precipitacion es un fenbmeno
comunsen aguas marinas, sedimentos, agua dulce, suelos y otros ambientes. Adolphe et al.
(1990) fueroen las pioneros en utilizar la MICP para la restauracion de roca ornamental. Hoy en
dia, este biomaterial se conoce como “bioconcreto” o “biocemento”, el cual se ha usado en la
industria de la construccion como hormigdn autorreparable que, bajo las condiciones adecuadas,
los agentes microbianos presentes en la matriz del cemento pueden rellenar las fisuras una vez

gue se han producide.

Se ha demostrado que laradicion bacteriana a matrices cementosas es una técnica prometedora
de autocuracion, que se consigue agregando capsulas como estrategia de proteccién para el
microorganismo. Estas capsulas tienen algin material especifico que proporciona nutrientes y
gue contiene una bacteria generalmente del género Bacillus, que puede permanecer inactiva
durante décadas. Asi, cuando las capsulas se rompen con el agrietamiento del hormigén y hay
humedad, las bacterias se activan y producen calcita. Para ello, los microorganismos utilizados
deben ser capaces de soportar la alta alcalinidad del cemento y la presion de la compresion
(Pacheco et al., 2022).

El biocemento mantiene la integridad“€structural y prolonga la longevidad en las construcciones;
esta técnica no solo garantiza el rendimiento de las-€structuras de hormigon, sino que también
ayuda a mitigar la liberacién de CO; a la atmosfera al'reéducir la necesidad de produccién de
cemento (Fouladi et al., 2023), reduciendo la’paorosidadsal~teparar fisuras y grietas en su fase
inicial. Hay experimentos que demuestran que el cierre ‘de grietas utilizando esta técnica se
redujo hasta en un 0,46 mm de ancho (Wiktor y Jonkers, 2011). En este caso la actividad
metabdlica ya sea via produccion de ureasa y/o oxidacion de carbono heterétrofo, inicia con la
precipitacion de carbonato de calcio que curara la estructura, aumentando la durabilidad de los

materiales de concreto en ambientes humedos (Rodrigues-dos Santos et.al., 2023).

La finalidad mas importante del bioconcreto es que sea sustentable 'y ‘que, no requiera su
reparacion después de haber sido agregado en una construccion, ya que las bacterias utilizadas,
principalmente del género Bacillus, pueden sobrevivir de 50 a 200 afios ‘enslasestructura,
garantizando las propiedades de autorreparacion, mejorando la resistencia y disminuyendo la
permeabilidad del concreto. Es preciso destacar que el uso de bacterias del género-Bacillus en
construccion se debe a su pared celular gruesa, la cual le permite sobrevivir en condiciones
extremas como las del concreto (el fraguado, por ejemplo) y algunas bacterias llegan a formar

endosporas que les facilita reactivarse cuando las condiciones son adecuadas. Una de Jas
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limitantes del bioconcreto es que los resultados comparativos son escasos debido a que no se
ha estudiado a profundidad en alguna aplicacion existente en infraestructura, sino sélo en lapsos

cortos en laboratorio (Hernandez-Piedrazul et al., 2022).

2.1.5. GDROLISIS DE UREA

Las bacterias productoras de ureasa han atraido una gran atencion en la biorremediacion, debido
a su bajo costo y alta eficiencia para desencadenar la cementacion al precipitar una gran cantidad
de cristales de CaCOs_que pueden ser usados en diferentes &mbitos para unir particulas y
rellenar poros. Generalmente, el CaCOs producido por diferentes bacterias ureoliticas difiere en
el tipo de cristal y la morfologfa,_ esto se atribuye principalmente a las sustancias poliméricas
extracelulares (EPS), diferentes especies de bacterias producen EPS que varian mucho en sus
propiedades bioquimicas, lo que”en consecuencia da como resultado diversos tipos de
morfologia de cristales durante el preceso MICP (Tang et al., 2020). La precipitacion de calcita
(polimorfo del CaCOs) ocurre como ungssubproducto del metabolismo microbiano (Chahal et al.,
2011, Carter et al., 2023), y el método mas‘usado para lograr esta precipitaciéon es mediante la
hidrélisis de urea. Las ureasas son un grupo de enzimas que hidrolizan la urea produciendo
amoniaco y diéxido de carbono, el’amoniaco producido aumenta el pH y el CO; se transforma
en iones de carbonato, conduciendo a su precipitacion (Chaparro-Acufia et al., 2018; Ragyne et
al., 2019; Gorgen et al., 2021).

El proceso, descrito por Achal (2015) comienza ¢cuando unmol de urea intercelular se hidroliza

a 1 mol de amoniaco (NHs) y 1 mol de &cido carbamico (NHzCOOH).
CO(NH,); + H20 — NH2COOH + NHz

El mol resultante del acido carbamico puede hidrolizarse espontaheamente para formar un mol

adicional de amoniaco y &cido carbonico (H2COs).
NH>COOH + H,O — NH3 + H.CO3

En presencia de agua, el amoniaco y el &cido carbonico reaccionan para formar 2 moles de iones
de amonio (NH**) e hidréxido (OH").

2NHz + 2H20 «— 2NH™ + 20H"
H,CO;3; < HCO® + H*

Los iones de hidréxido creados son responsables de aumentar el pH general del medio, cambiar

el equilibrio de bicarbonato a favor de la formacién de iones de carbonato (CO3?).
13



HCO® + H* + 2NH* + 20H < CO3? + 2NH*™ + 2H,0

En presencia de iones de calcio (Ca*?), los iones de carbonato precipitan como cristales de
carbonato des€alcio (CaCO3).

Ca*?+ C03'2 — CaCQOs3

Se forma una monocapa de calcita. La monocapa aumentard la afinidad de las bacterias con la
superficie, lo que dara.como resultado la produccion de capas adicionales de calcita. Los cristales
formados estaran adheridos.a la superficie bacteriana, que sirve como sitio de nucleacion, dado
que esta cargada negativamente y atrae y une iones Ca?' que conducen a la deposicién de
biominerales (Fig. 3)

Los mecanismos relacionados con una enzima dependen en gran medida de la temperatura del
entorno, y dado que las bacterias también son sensibles, optimizar la temperatura para MICP es
crucial cuando se trata de su aplicacién en el ecosistema. Mdltiples estudios han demostrado
gue la temperatura ideal para MICP es de 30\.°C a 35 °C, mientras que el pH 6ptimo al que se
produce la uredlisis esta constantemente en debate, ya que diferentes grupos de bacterias tienen
un pH diferente para liberar la enzima‘ureasa. Sin'embargo, un tecnicismo compartido entre todos
los estudios sobre la uredlisis es que (a\liberacién.de diéxido de carbono y la produccion de
amoniaco aumentan el pH, lo que ayuda amantener. un-pH adecuado para MICP (Rajasekar et
al., 2021). Los géneros tipicos y mas estudiades de bacterias productoras de ureasa son Bacillus
y Sporosarcina (Tang et al., 2020).

Figura 3. Precipitacién de carbonatos inducida por microorganismos (MICP), utilizando la urea
como sustrato para desencadenar la reaccion, los cristales se adhieren a la bacteria por 195 sitios
de nucleacién. Tomado y modificado de Tang et al. (2020).
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271.6. DESAMINACION OXIDATIVA
Esta es.una técnica que no usa como sustrato a la urea, es un método patentado por Gonzalez
Mufioz et al¢ (2008) que busca la proteccion y consolidacién de materiales de construccion y
ornamentales,/mediante la activacion de la microbiota, esto se favorece introduciendo en la
soluciébn un componente organico como Unica fuente de carbono y nitrégeno. Esta fuente
organica se refiere’exclusivamente a una mezcla de aminoécidos con lo que se evita el problema
derivado de la produecion de &cidos como resultado del metabolismo de los azlcares. Es crucial

gue la solucion organica-inerganica no contenga carbohidratos como fuente de carbono.

La desaminacion oxidativa de.les aminoacidos genera amoniaco extracelular elevando el pH del

medio conforme a la siguiente reaeCion quimica:

NHS(g) + HZO =4 NH4 (aq) T OH_(aq)

Esta subida del pH de la solucién provoca, por tanto, una alcalinizacién del medio:
COz) + H20() © H2CO3(ag, & HCOs ™ (aq) + H* (ag) © CO3 %™ (ag) + 2H" (ag)

En presencia de calcio, se produce-laiprecipitaciéon de carbonato célcico, de acuerdo con la

siguiente reaceion:
Ca* (aq) t COgs o (aq) S CaCo0Os3 (s)

Si la fuente de calcio introducida en la soluciénes acetate. célcico, el acetato forma el par
acético/acetato que actiia tamponando la solucion e impidiendo bajadas de pH que pudieran
detener el proceso de precipitacion de CaCOs e incluso disblver el carbonato previamente
formado o el del propio material tratado. Es importante que la solucién no contenga otras sales

salvo carbonatos y/o tampén fosfato.

2.1.7. BACTERIAS CARBONATOGENICAS
Las bacterias presentan muchas vias metabdlicas y liberan con frecuencia.gran cantidad de
productos al ambiente y, son a menudo, el centro de una gama extensa de progesos, incluyendo
la mineralizacion. Las bacterias carbonatogénicas son aquellas que tienen la habilidad de
producir CaCOs, compuesto quimico que tiene la particularidad de presentar trés,variantes
polimorficas cristalinas (calcita, aragonita y vaterita), la configuracion mas estable de todas ellas,
a presion y temperatura ambiente es la calcita, la segunda variedad la aragonita y la tereera, la

vaterita (Gonzalez-Muiioz et al., 1996; Dhami et al., 2013; Sun et al., 2025). La calcita es lafase
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preferida’de precipitacién de carbonato de calcio para aplicaciones MICP, por su estabilidad y su
efecto desunion macroscopica, mientras que la vaterita es una forma cristalina metaestable y se
transforma facilmente en calcita; también se ha reportado el buen efecto de cementacién de la
aragonita, pero se necesitan mas estudios, en particular investigaciones microscépicas para su

validacion (Tang etial., 2020).

Por otra parte, Hammes et al. (2003) durante un estudio de precipitacion de CaCO3; microbiano
ureolitico, observarondiferencias morfoldgicas en los agregados de cristales precipitados dentro
de colonias bacterianas“Cultivadas en agar. Las bacterias ureoliticas son capaces de formar
distintos tipos de cristales segn la especie y el medio en el que se encuentren, se ha descrito
gue depende de la concentracion de.EPS y de la materia organica lo que influiria en su formacion.
El tamafio de los cristales tambiénses un factor clave, los cristales de CaCOs; precipitados por el
metabolismo ureolitico son generalmente grandes y menos solubles que los precipitados en
condiciones abidticas (Arias et al., 2017). Se ha reportado que mediante microscopia electrénica
de barrido (SEM), tanto especies del género’Streptomyces como los de Bacillus producen calcita,
ya gue los de estos Ultimos se caracterizan\generalmente por una forma esférica, mientras que
los precipitados por Streptomyces tienen forma/de placas planas, ramificadas, y alargadas
(Rautaray et al., 2004; Li et al., 2011). Aunque los precipitados no se limitan exclusivamente a
esas configuraciones, es dependiendo de.la especie’y de las condiciones experimentales,

manifestando diversas formas cristalinas.

La precipitaciébn de carbonatos ocurre en muchas especies, de bacterias, se ha reportado
mayormente en las del género Pseudomonas, Bacillus (eSpecialmente Bacillus pasteurii-
renombrada ahora como Sporosarcina pasteurii, Bacillus sphaerieds, Bacillus cereus, y Bacillus
amyloliquefaciens), también en el género Vibrio, Streptomyces,-eh bacterias reductoras de
sulfato, cianobacterias, Myxobacteria y Halobacillus, asi como Acinetabacter sp, Brevibacterium
sp., Cupriavidus metalidurans, Cellulosimicrobium cellulans, Desulfovibrio‘desulfuricans (Soffritti
et al.,, 2019; Gebru et al.,, 2021; Pyzik et al., 2021). El filo Proteobacteriaincluye géneros
reductores de sulfato y azufre, es decir que reducen el sulfato y el azofre a sulfuro,
respectivamente, asi como reductores de nitratos a nitrdgeno gaseoso u 0xido nitreso; que tienen
una gran capacidad para eliminar o limpiar sales de sulfato o nitrato de las superfigies)de roca,
entre estas también podemos encontrar a Desulfovibrio desulfuricans, Desulfovibrig vulgaris,
Thiobacillus sp., Myxococcus sp., Micrococcus sp. (Cameotra y Dakal, 2012). En la industria del

concreto autocurable, segun articulos publicados entre 2000 y 2021 y recopilados por Huang et
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al., 20227se han empleado diferentes tipos de microorganismos como cianobacterias y bacterias
como Synechococcus, Proclorococcus, Bacillus alkalinitrilicus, Bacillus subtilis, Bacillus cohnii,
Pseudomonas, aeruginosa y Bacillus mucilaginous, Bacillus pasteurii, Bacillus sphaericus,
Bacillus megaterium y Diaphorobacter nitroreducens, Bacillus cereus, Desulfovibrio brasiliensis
y Desulfovibrio vulgaris, entre otras (Fig. 4).
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Figura 4. Bacterias usadas para concreto autorreparable (2000-2021). Grafico tomado de Huang
et al. (2022).

2.1.8. CONSERVACION DEL PATRIMONIO CYLTURAL TANGIBLE
Se considera patrimonio cultural a los monumentos (obras arquitecténicas, de escultura o de
pintura), a los conjuntos (grupos de construcciones) o a los lugares o sitios (obras del hombre u
obras conjuntas del hombre y la naturaleza) que tengan un valor«iniversal excepcional desde el
punto de vista histdrico, estético, etnoldgico o antropolégico (UNESCO 1972).

En el ambito de los monumentos histéricos, se define como conservacion a todas aquellas
medidas o0 acciones que tienen como objetivo salvaguardar el patrimonio €ultural tangible,
asegurando su accesibilidad a generaciones presentes y futuras (Trujillo-Garcia, 2021). Segun
el Comité Internacional para la Conservacion, que es un comité dentro del Consejo Internacional
de Museos (ICOM-CC, 2008), la conservacion tiene como finalidad proteger distintes espacios y
puede llevarse a cabo de manera preventiva, curativa o mediante restauracion. La conservacion
preventiva comprende medidas destinadas a impedir o reducir posibles dafios en el futdro. En
cambio, la conservacion curativa consiste en intervenciones directas sobre un bien o conjunto de
bienes culturales, con el propésito de frenar los procesos de deterioro que ya se encuentran‘en
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curso. Finalmente, la restauracion se aplica Gnicamente a un bien individual en estado estable, y
busca favorecer su apreciacion, comprensién y funcionalidad; esta ultima solo se realiza cuando
el bien ha perdido parte de su valor, significado o funcion, y generalmente implica cambios en su

apariencia.

En muchos paises’se han promulgado leyes e instituciones para la conservacion y proteccion del
patrimonio cultural en'su respectivo ambito territorial. En México por ejemplo esta: “La ley Federal
sobre Monumentos y*Zenas Arqueoldgicas, Artisticas e Historicas” (1972), que enfatiza la
investigacion, protecciony conservacion, restauracion y recuperacion tanto de los monumentos
arqueoldgicos, artisticos e ‘histéricos como de las zonas que los albergan. De esta forma, la
preservacion del patrimonio edificado se vuelve una necesidad cultural y de transmision de
conocimiento, dado su valor histgrico, arqueoldgico y educativo, el cual ademas se transforma
€n un recurso turistico y, por consiguiente, adquiere un valor econémico adicional. Es bien sabido
gue México es uno de los 10 paises que ' mas turistas internacionales reciben, en gran medida
atraidos por los destinos de ciudades con_patrimonio cultural e histérico. Ademas de contar con
varios sitios destacados como patrimonio, yz\cuando se “patrimonializa” un sitio, indudablemente
también se “turistifica” (Trujillo-Garcia,.2021). ‘Ademas, en 2010, el Centro Internacional de
Estudios para la Conservacion y la Restauracionde los Bienes Culturales (ICCROM) junto con
el Instituto Nacional de Antropologia e Histeria (INAH) establecieron un convenio de cooperacién
con el fin de poner en marcha programas orientados a‘las<Conservacion del patrimonio cultural en
América Latina y el Caribe. Dichas iniciativas estuvieron enfocadas en la conservacion del papel
y de la piedra en México, ya que, pese a la relevancia del patrimonio en piedra, en el pais existen
pocas publicaciones dedicadas a su cuidado y aln menossSobre los principios y criterios

aplicados en estos procesos (Jaidar et al., 2025).

En la conservacion, se deben considerar muchos factores antes de hacer una intervencion, como
el material del que estd hecha la obra, el entorno, el grado de deterioro{y\su proposito original,
ademas de los valores estéticos, histéricos, culturales y religiosos (Benabidi-Parra, 2023). Las
intervenciones de conservacion-restauracion surgen del andlisis especifico del.deterioro de los
monumentos realizados en piedra y del juicio critico para llevar a cabo Su“intervencion,
enmarcados bajo criterios especificos como innocuidad, retratabilidad, compatibilidad;por lo que

se han probado muchos tratamientos.

Actualmente se usan varios métodos de conservacién en las rocas que sufren biodeterioro, ya

sean métodos fisicos como las radiaciones que afectan directamente la replicacion genética o
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alteran fisicamente al organismo, y en los casos mas complejos se utilizan tecnologias y equipos
especializados, como la criogenia, el laser o la limpieza a presién, en los mecanicos como el
uso de bisturi,+espétula, cepillo, aspiradoras, entre otros para la remocion manual de los
organismos, y/quimicos como la fumigacion con gases, o aplicacion de productos organicos o
inorganicos mediante pinceladas, aplicacion de compresas, e inyecciones; se da también el uso
de alcohol o xilol,*tensoactivos, papetas, geles y microemulsiones (Jaidar et al., 2025). Por su
simplicidad, los métodos' mecénicos son usados frecuentemente pero no ofrecen resultados de
larga duracion, mientras_queé los métodos fisicos no estan muy difundidos debido al alto costo y
riesgo para los operarios, ‘dedgual forma los métodos quimicos pueden ocasionar problemas de
toxicidad en las personas y alteraciones en las propiedades de los materiales a tratar (Samefio-
Puerto, 2018; Soffritti et al.,2019). Considerando lo anterior, muy pocos tratamientos han
resultado completamente satisfacterios, algunos arrojando resultados poco eficientes, acelerado
alteraciones en términos de textura, resistencia fisica y apariencia estética en la roca (Cameotra
y Dakal, 2012; Jroundi et al., 2021). Y cuando se trata de intervenciones en bienes culturales,
estas deben regirse por el principio de minimarintromisién, privilegiando técnicas que impliquen
la menor molestia posible. Los materiales empleados deben ser compatibles fisico-quimica y
biol6gicamente con el original, de modo-que no alteren su naturaleza. Es indispensable, a su vez,
gue su composicion, comportamiento y‘envejecimientgestén bien estudiados, y que se realicen

pruebas antes de aplicarlos (Jaidar et al., 2025).

Se hace énfasis, a su vez, en que uno de losfacteres mas’importantes en la conservacion del
patrimonio edificado es mantener la cohesién de la rocayes decir, que los componentes
mantengan una union o adhesion estable entre si, de lo contrariojla estructura puede sufrir un
deterioro muy rapido, pues los componentes al perder la cohesion’y, estar “individuales” pueden
desprenderse facilmente, y la roca puede empezar a desmoronarse,-RPara restaurar la fuerza
cohesiva es necesario utilizar un consolidante, que cumpla con ciertas €aracteristicas, como ser
estable y resistente a largo plazo (incluso en condiciones adversas al aireé libre), ademas, debe
penetrar profundamente en la piedra y distribuirse uniformemente por tode el material y, por

ultimo, debe tener un impacto minimo en la apariencia de la roca (Benabidi-Parra; 2023).

2.1.9. METODOS CONVENCIONALES DE CONSOLIDACION
Los tratamientos convencionales para la conservacion y consolidacion estan concehidos para
ser aplicados a materiales homogéneos con una composicién, textura y porosidad uniformes

como el hormigén, sin embargo, la piedra es un material heterogéneo, con un grade<de
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penetraeion y distribucion diferente, lo que conlleva diferente durabilidad y receptividad de los
tratamientos. Generalmente, los métodos de proteccidon llevan una secuencia: primero se
identifica el/mecanismo o tipo de deterioro, luego se realiza la limpieza seguida de una
consolidacion y, por ultimo, se protege la piedra para evitar un nuevo deterioro (Rivas-Pavon,
2021).

La consolidacion tiene como finalidad devolverle o aumentar la cohesion al material pétreo que,
debido a los procesos‘de-deterioro sufridos, se encuentra en un estado escasamente compacto,
la consolidacién, entonces, proporciona una mayor resistencia mecénica a la piedra (De Lerma-
Perdomo, 2020). Por tanto,‘se"define como consolidante a aquel material que penetra la roca y
mejora su cohesién. Segun® Benabidi-Parra (2023), existen dos categorias principales de
consolidantes: los inorganicos y“los sintéticos, entre los inorganicos se encuentran los
consolidantes a base de cal, mientras gue los sintéticos incluyen polimeros acrilicos, epoxis y
poliésteres. Los mas empleados son los"pelimeros sintéticos, que pueden aplicarse en forma de
polimeros disueltos, o en forma de mondmeros que después se polimerizan en el interior de la
piedra, sellando espacios (McNamara y Mitehell, 2005; Samefio-Puerto, 2018). El problema con
este tipo de consolidantes es que tienden,a produgir una capa superficial que se deteriora con el
tiempo, se desprende y, requiere mantenimiento constante, ademas, algunos pueden ser toxicos
y usan solventes que contribuyen a la centaminacion (Castanier et al., 2000). Adicionalmente,
son susceptibles a sufrir alteraciones por los rayos del.sol, o las precipitaciones; en contraste,
otros consolidantes como los alcoxi-silanos o alguilsilanosy a_base de silicio (Elert et al., 2021)
son resistentes a los cambios climaticos, pero forman una biopelicula que cumple mas un uso
protector que consolidante. Mientras que los consolidantes inorganicos (hidréxido, anhidridos) a
pesar de proporcionar una mayor duracion y resistencia tienen c@mo inconveniente que logran
poca penetracion y, por lo tanto, baja accidn consolidante, ademas tienen una tendencia a la
formacion de sales y cambio de color en la superficie (Samefo-Puerte;2018; Rivas-Pavon,
2021).

En México, las condiciones ambientales y las caracteristicas de los materiales.han obligado a
adaptar los métodos de conservacion, ya que muchos de los consolidantes exitos0s,en Europa
—como polimeros sintéticos, resinas epoéxicas, silicones o silicatos— resultaron inagecuados en
intervenciones in situ. Su incompatibilidad con los sustratos, la falta de conocimiento sabre sus
propiedades y su uso indiscriminado provocaron deterioros en lugar de estabilizacién. Solo.en

contextos controlados, como museos, estos productos ofrecieron mejores resultados. Ante estas

20



limitaciones, el hidréxido de calcio se ha consolidado como el material mas eficaz para la piedra
caliza y-el silicato de etilo para piedras volcanicas, practicas que aln se mantienen. Este caso
evidencia lasnecesidad de evaluar cada producto segun el clima, el contexto y la compatibilidad
con los bienes'(Magar, 2019; Jaidar et al., 2025). Ademas, se ha reportado que la mayoria de
estos procesos(tradicionales, independientemente de su naturaleza, tienen algunos efectos
secundarios. Por e€jemplo, los polimeros organicos como el aceite de linaza producen una costra
negra oscura en el 'material y la parafina de cera absorbe particulas de polvo (Guia, 2015).
Generalmente, la eficiencia’de los métodos de conservacion y proteccién no es permanente y
siempre existe la preocupacion por futuras operaciones de reparacion y mantenimiento, pues
algunos métodos y materiales_pueden ser riesgosos para quienes los aplican y, por otro lado, es
una accion irreversible en muchos-Casos para el monumento (Ershad-Langroudi et al., 2019).

Es indispensable, ademas, en la"econsolidacion que la tecnologia utilizada permita que los
materiales se apliquen con la profundidad adecuada en la roca, por lo tanto, los materiales de
consolidacion o proteccion deben penetrar a través de las capas dafiadas de la superficie y
alcanzar las capas dafiadas dentro, de.lo contrario, puede causar mas aplastamiento de la capa
superficial y grave dafio de los monumentos protegidos en comparacion con los no tratados (Luo
et al., 2015 y Hansen et al., 2003), pueg; aunque parece que se forma una capa sélida sobre la
superficie tratada, los esfuerzos mecanicos-y.la malacalidad de la capa interior pueden presentar
un efecto de desprendimiento peligroso parafin-monumento mal consolidado (Ershad-Langroudi
et al., 2019). Al respecto, ha habido avances enslos Ultimos afios, se han desarrollado técnicas
innovadoras, compatibles con los sustratos pétreos, como las*hanoparticulas (SiO», TiO2, ZnO 'y
Ag), por ejemplo, un consolidante a base de nanoparticulas que“pérmite una mayor penetracion
es el NANORESTORE®, compuesto por hidroxido célcico dispersofen alcohol isopropilico, donde
el disolvente permite la penetracion en el sistema poroso de la piedray, depositando las nano

particulas de cal apagada en las paredes e intersticios de los poros (De'Lerma-Perdomo, 2020).

Por otro lado, se ha estado explorando la restauracion mediante biodeposicion para producir
“pbiocalcina” o biocemento, este ultimo requiere microorganismos capaces~de crecer bajo
condiciones ambientales de exposicion, un medio nutricional acompafante ‘para, apoyar el
crecimiento del microorganismo, un ambiente alcalino para que se puedan dar las reacciones y
un mecanismo de inclusiéon de la bacteria a las superficies. Se han descrito varias estrategias,
incluyendo inmersién, rociado y cepillado (Lee y Little, 2022), aunque se ha reportado ‘que.los

métodos que han usado microorganismos también tienen sus desventajas, pues su eficaCia
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depende”de las caracteristicas del sustrato pétreo (p.e., porosidad, mineralogia, nivel de
degradaeibn), la presencia de sales solubles, el tipo de microorganismo, carga bacteriana
aplicada, yssu dnteraccién con la microbiota autéctona (Jroundi et al., 2017). Por tanto, es
necesario la bllsqueda de estrategias mas efectivas, preferiblemente con microorganismos que
estén adaptados a la roca a tratar y a las condiciones climaticas del lugar donde se encuentra la

estructura.

2.1.10. ROCA CALkIZA

La roca caliza, principal material constructivo de los monumentos histéricos en la cultura Maya,
se clasifica como sedimentaria;de origen fundamentalmente quimico u organdgeno, formada al
menos por un 50% de carbonato,calcico, con porcentajes variables de impurezas. En su
interpretacion mas amplia, el término incluye cualquier material calcareo que contenga carbonato
de calcio como: marmol, creta, travertino, coral y marga. Cada uno de los cuales poseen
propiedades fisicas distintas (Guerrero-Hernandez, 2001; Panchuck, 2021). Las calizas son
altamente porosas e hidrofilas, susceptiblesval.agua, que a menudo penetra en los poros llevando
iones nocivos y corrosivos como los cloruro y 4cidos (Cameotra y Dakal, 2012; Yan y Wang,
2024). Las propiedades fisicas, mineralogicas, y quimicas de las rocas carbonatadas son
ampliamente utilizadas en muchos sectares de la’industria, especialmente en la construccion,
como agregado o en la produccién de cemento, también se utilizan en la industria del hierro y el
acero, en la industria quimica, en la fabricacién.de vidriosy.en muchos mas usos especializados
(Harrison, 1993; Okewale et al., 2024).

En la construccién y la escultura se utilizan varios tipos«de) calizas, distinguiéndose dos
categorias: calizas de grano fino, de alta porosidad, y poros pequefios (menos de 10 um) y caliza
biodetrital de porosidad variable formadas por granos y poros massgrandes (mas de 10 um de
ancho) (Le Me'tayer-Levrel et al., 1999). Este material se ha utilizado len la construccién de
muchos monumentos historicos y esculturas importantes, como las catedrales europeas, templos
romanos y griegos, el Taj Mahal y las piramides, sobre todo en lugares como Mesoamérica, ya
que fue un material ampliamente utilizado por las culturas prehispanicas, perg aunque es un
material altamente resistente, se ha reportado que es susceptible a los® eontaminantes
ambientales e industriales, las particulas y las cenizas que a menudo se depositan en los
monumentos acelerando su deterioro (Cameotra y Dakal, 2012; Tatis-Castro y Barbosa-Lo6pez,
2012). La piedra fue esencial en las sociedades que habitaron el actual territorio mexicano,

utilizada en bienes muebles y arquitectonicos con fines practicos, rituales y decorativos. Segln
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la disponibilidad local o mediante comercio e intercambio, se emplearon diversos materiales
como caliza, basalto, toba, tezontle, marmol, andesita, arenisca, obsidiana, silex y alabastro, a

menudo combinados o complementados con otros elementos (Jaidar et al., 2025).

Los materiales-pétreos utilizados en arquitectura se designan usualmente con el término “piedra
natural” (Gonzalez-Gomez, 2016), que incluye a cualquier material pétreo que después de
extraerse de su yacimiento, es susceptible de ser utilizado como elemento constructivo. Dentro
de este tipo de material se pueden diferenciar la piedra de construccién, o de canteria (material
gue puede ser incorporado_.en la estructura, debido fundamentalmente a su resistencia mecénica)
y la piedra o roca ornamentalyque se valora mas por sus posibilidades decorativas, debido a la

belleza que presenta al ser tallada y, pulida (Fort-Gonzalez, 2009; Strzatkowski et al., 2023).

Como se ha mencionado anteriormente, diversas poblaciones de microorganismos se detectan
en los materiales de roca y algunes”de estos tienen actividades que pueden provocar su
degradacién. Cualquier organismo que genera acidos organicos (bacterias, hongos, liquenes,
etc.), es capaz de disolver carbonatos insolubles, alterando propiedades clave de la roca como
la porosidad y la textura superficial, J0'que a su vez incrementa la bioreceptividad del material
(Gonzélez-Gomez, 2016). No obstant€,Ja actividad_microbiana puede tener un impacto positivo
importante en la durabilidad de la roca caliza, siende‘relevante entender esta actividad con el fin
de seleccionar apropiadamente las estrategias de control y tratamiento para la reparacion y

restauracion de edificios y monumentos (De Turris et al.,2013).
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2.2. ANTECEDENTES
En su 278 sesion en Paris en 1972, la conferencia general de la UNESCO adopté la Convencién
sobre la Preteceion del Mundo y la Naturaleza. El programa tiene como uno de sus objetivos
integrar bajo una lista sitios de valor Unico excepcional, por sus valores y significados, incluida la
relevancia cientifica y cultural. Las convenciones, recomendaciones y resoluciones
internacionales en"materia de patrimonio reflejan el valor universal que los pueblos del mundo
otorgan a la preservacion de bienes culturales y naturales, considerados Unicos e insustituibles,

sin importar el pais al que pértenezcan.

Desde entonces, se han lanzado muchos proyectos y programas para salvaguardar y preservar
estos edificios (Cameotra y Dakal, 2012). Un ejemplo de esto es la Recomendacion sobre el
Paisaje Urbano Histérico (PUH) présentada por la UNESCO en 2011, donde se considerd que
los conjuntos histéricos urbanos son, manifestaciones del patrimonio y la riqueza cultural, y

constituyen un testimonio del género humano que debe ser preservado.

Por otra parte, el potencial biorremediador de las bacterias carbonatogénicas se vislumbro en los
afos 70’s, pero recientemente se hawalorado el trabajo de investigacion dirigido a aislarlas, para
su aplicacién en la bioconservacion de_monumentos y obras de arte talladas en roca (Jroundi et
al, 2017; Marvasi et al., 2020). "EV métodos de precipitacion de CaCOs inducida
microbiolégicamente (MICP) ha sido utilizado en diferentes métodos de biorremediacion, ya sea
de monumentos, edificios o suelos. Por @jemplo, Castanier et al. (1995), aplicaron la
carbonatogénesis bacteriana en morteros o cementos biolggicos, que se crean a partir de una
mezcla de bacterias, roca caliza finamente molida y medio nutriCional en proporciones variables;
esta técnica se puede utilizar para fijar piezas pequefias o para rellenar cavidades en superficies
de roca caliza. Después, Le Métayer-Levrel et al. (1999), probaron+a’capacidad de las bacterias
carbonatogénicas para producir recubrimientos de biocalcina sobre edificios y estatuas de roca
caliza con el objetivo de estudiar el envejecimiento y revestimiento en‘diferentes ambientes
climaticos, tanto en laboratorio como al aire libre, este estudio obtuvo resultades positivos, no
encontrando alteracion de color en la superficie, incluso 3.5 afios después de haber, sido aplicado
el biotratamiento, ademas las estatuas tratadas, mostraban poca degradacion‘yslocalizada en
partes donde el agua de lluvia tendia a acumularse. En este estudio se recubrieron primero los
monumentos con un medio que contenia bacterias y después se estimulaba el crecimiento de
las carbonatogénicas agregando cada 24 o 48 h un medio nutritivo, método que ha sido.usado

en estudios posteriores.
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Igualmente;-se han afiadido microorganismos, generalmente del género Bacillus directamente a
las mezclas de'hormigon, este biocemento o hormigdn autocurativo contiene esporas bacterianas
y nutrientes afadidos durante el proceso de mezclado, en este caso, las esporas germinan
cuando se introducCe agua, crecen, consumen nutrientes y precipitan CaCOs para "curar" las
grietas. Cuando las grietas se llenan con carbonato y el agua se desplaza, las bacterias se
vuelven inactivas y forman, esporas. Si se vuelve a introducir agua, las esporas germinaran y se
repetira el proceso (Leew Little, 2022). Estas aplicaciones practicas, ayudan a mitigar el dafio
producido por la industria del"cemento, que representa aproximadamente el 5% de emisiones
antropogénicas globales de di6xido de carbono (CO.), derivado del proceso de calcinacion de la
roca caliza, este proceso no solo libera una gran cantidad de CO», sino que también implica un

alto consumo de energia (Rgyne et ak, 2019).

Uno de los primeros estudios para mejorara resistencia a la compresion del cemento basados
en MICP fue el realizado por Ramachandran et al. (2001). Este grupo de investigadores
experimentdé con Sporosarcina pastéurii y Pseudomonas aeruginosa. Los morteros fueron
curados en solucién que contenia urea’y.cloruro de calcio durante 7 dias. Se registro en presencia
de S. pasteurii una resistencia mayor de.65MPa, quefue relativamente mas alta que los morteros
control (55 MPa). Se ha mencionado que uno de los™problemas asociados con el hormigoén
microbiano es el costo utilizado en el cultivo de ¢élulas bacterianas, y para superar esto, Achal
et al. (2009) reemplazaron los nutrientes comerciales con”algunos subproductos industriales
como licor madre de lactosa (LML) y licor de maceracién de maizy(CSL), obteniendo una mejora
del 17 % en la compresién con S. pasteurii cultivada en medio LMLsen comparacién con el control
(23,2 MPa).

La biocementacion también se ha propuesto como una herramienta“dé_biorremediacion para
disminuir la porosidad/permeabilidad del suelo. Ruiz-Oviedo (2020) us6 esta técnica natural en
la remediacion de ambientes contaminados con metales como el cadmio#(Cd), cromo (Cr),
mercurio (Hg), plomo (Pb) y metaloides téxicos como el arsénico (As), obteniendo eomo resultado
disminuciones significativas. En este caso los iones metélicos son convertidos, ascarbonatos
insolubles, lo cual ayuda a disminuir la toxicidad y biodisponibilidad de esos elementes. Mientras
gue Phua y Rayne, (2018), presentaron un proceso para lograr la cementacion por diselueion y
recristalizacion de roca caliza, utilizando bacterias productoras de acidos organicos para‘la

disolucion de roca caliza y enzima ureasa para la precipitacion de carbonato. Sin embargo, para
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investigar la factibilidad de los procesos quimicos involucrados, presentaron una configuracion
donde ‘'se”us6 acido lactico de grado reactivo y ureasa comercial de origen vegetal (Canavalia

ensiformis).

En cuanto a les'métodos més recientes de biomineralizacion para la proteccion del patrimonio
de roca caliza, Jroundi et al., en 2017, propusieron una técnica novedosa que consistié en el
aislamiento de unac@munidad bacteriana autoctona de la roca de un monasterio en Granada,
Espafia, que presentaba.dafios por meteorizacion salina. Las cepas obtenidas se activaron en el
laboratorio y posteriormente,se reaplicaron en la misma estructura, comparando el nivel de
consolidacién contra dos técnicas previamente propuestas, un medio nutritivo estéril que activa
las bacterias carbonatogénicas presentes en la roca, y un medio con una bacteria, en este caso
Myxococcus xanthus, con probada‘actividad carbonatogénica. Los resultados mostraron que el
nuevo método ofrece mejores resultados, consolida la roca, dando mayor resistencia a la
corrosiéon, ayuda a mejorar el problema‘de meteorizacidén por presencia de sales y la estructura
no sufre cambios significativos de colors La presencia de bacterias autdctonas sintetiza
carbonatos que recubren las grietas, ya que la microbiota esta adaptada a las condiciones de

temperatura, luz, salinidad, evitando gl desequilibrio de la microbiota existente.

Por lo anterior, se considera que el praceso de biomineralizacion bacteriana es una excelente
alternativa verde, que puede ser potencialmente utilizada como sustituto de los polimeros
tradicionales. Estos microorganismos deben/ser objetosde estudio, pues su potencializacion
favorece el desarrollo de nuevas tecnologias para/a biocopServacion, no solo de monumentos
de roca y “autocurado” de materiales de construccion, sino para bioremediacion de suelos, que
en comparacion con los métodos tradicionales de estabilizacion mecanica y quimica, las técnicas
de estabilizacion bioldgica generalmente consumen menos energia-y’producen menos emisiones
de gases de efecto invernadero y ayudan a combatir el cambio climaticolsEn general, el uso de
la tecnologia MICP tiene el potencial de proporcionar importantes beneficios ambientales
(Fouladi et al., 2023).
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3. JUSTIFICACION
El presente, trabajo de investigacion realiza el analisis de bacterias autdctonas con capacidad
ureolitica, aisladas a partir de probetas de roca caliza de los sitios arqueolégicos incluidos en la
lista de patrimonio mundial, Oxpemul dentro del sitio mixto de Calakmul (Campeche) y Chichén
Itza (Yucatan), con el objetivo de determinar su capacidad carbonatogénica para su potencial
aplicacion en procesos de bioconsolidacién del patrimonio construido. El propésito es la
bdsqueda de nuevos-yamejores consolidantes ecologicos para remediar el deterioro pétreo por
medio de la biomineralizacion, practica que utiliza la mediacién microbiana para producir CaCOgs,
un mineral con notable capacidad para consolidar, lo cual es una préctica para proteger los
materiales rocosos. La precipitacion microbiana de CaCOs; es impulsada totalmente por procesos
naturales y no requiere energia@dicional, por lo tanto, se considera un sistema sustentable, en
comparacion con los métodos de proeteccion tradicionales (mecanicos, fisicos y quimicos). Estos
tltimos emplean materiales organicos esinorganicos que, en ocasiones, mas que consolidar,
ofrecen una proteccién superficial de corta‘duracion y pueden generar efectos indeseables en
los monumentos, como cambios de color=e-=dafio fisico por tratamiento mecanico. Ademas,
algunos consolidantes comerciales”/emplean._selventes en el proceso de restauracion y
conservacion, generando residuos quescontribuyensa la contaminacién del aire y del agua. Por
lo tanto, la finalidad de esta investigacién’es seleccionar e identificar bacterias autdctonas con
alta capacidad biomineralizante, especificamente carbonatogénicas, que sean efectivas en la
preservacion, consolidacion y restauracion de la‘roca calizaydesde un punto de vista ecoldgico-
ambiental, ayudando de manera segura a protegerla identidad)cultural mexicana construida con

este tipo de material.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Las baeterias aisladas de los sitios arqueoldgicos de Oxpemul, Campeche y Chichén Itz4,
Yucatan, pueden biomineralizar el carbonato de calcio y ser utilizadas como agentes

sustentables de bioconsolidacién y bioremediacion en superficies de roca caliza?

5. HIPOTESIS

Las bacterias autdctonas aisladas de probetas de roca caliza expuestas en los sitios
arqueoldgicos de Oxpemul.en Campeche y Chichén Itz4 en Yucatan, pueden favorecer la
precipitacion de cristales~de carbonato de calcio a través de la hidrélisis de la urea v,
potencialmente, mediante ‘la desaminacién oxidativa de aminoacidos. Por lo tanto, estas
bacterias pueden emplearse para_consolidar las rocas calizas, incrementando su resistencia
mediante la biocementacion de drietas o dafios ocasionados por el deterioro o biodeterioro,
ofreciendo una alternativa sustentableé\para la conservacion del patrimonio cultural edificado.
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6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eapacidad biomineralizante y consolidante de bacterias carbonatogénicas autéctonas,
aisladas de los_sitios arqueoldgicos de Oxpemul en Campeche y Chichén Itza en Yucatan, en

ensayos in vitro; microcosmos y sobre probetas de litotipos de roca caliza expuestas in situ.

6.1. OBJETIVOSESPECIFICOS
- Aislar bacterias autéctonaside los sitios arqueoldgicos de Oxpemul y Chichén Itza.

- Determinar la capacidad ureoliticay la precipitacién de carbonato de calcio (CaCOs).

- Caracterizar e identificar las morfolegias de los productos biogénicos y cristales formados por
las bacterias carbonatogénicas.

-Evaluar el efecto consolidante de las imejores cepas precipitadoras de cristales sobre dos

sustratos diferentes (arena y sascab).

-Seleccionar las dos mejores cepas‘biomineralizantes y determinar su capacidad consolidante
sobre probetas de litotipo de roca caliza/(Chichen.tzd) mediante técnicas quimicas y fisico-

mecanicas.
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7. METODOLOGIA

7.1 LWBICACION DEL ESTUDIO, SITIOS DE MUESTREO
El sitio de Oxpemul se encuentra ubicado en las coordenadas geogréficas 18° 30' Ny 89° 42' O,
cerca del rio Desemperio, dentro de la Reserva de la Biosfera de Calakmul, en el municipio de
Calakmul, Campeche. Este sitio arqueoldgico fue redescubierto por Raymundo Gonzélez
Heredia e Ivan Sprajc-en 2004, y esta ubicado a casi 25 km en linea recta al norte de las ruinas
de Calakmul. El GruposPrincipal de Oxpemul esta organizado sobre una meseta de 45.5 m de
altura que forma su corte real con un patrén de asentamiento parecido a Calakmul y El Mirador
(Fig. 5). La Meseta Suroeste'y otras mas pequefias estan distribuidas alrededor del bajo central.
Oxpemul incluye un total de*21 estelas con 18 altares, muchas de las estelas estan de pie y
muestran figuras humanas y textos jeroglificos en buen estado de conservacién, algunos de los
altares también incluyen textos y un0 muestra la figura de una deidad (Folan et al., 2009). Este
lugar es parte del sitio mixto de patrimenio mundial de la Antigua Ciudad Maya y bosques
tropicales protegidos de Calakmul, Campeche, el cual se encuentra inmerso en una selva

subtropical caducifolia, por lo que es un tertitorio con poco impacto antropogénico.

18° 19 17N

Yucatan

Quintana
Roo

N

Figura 5. Sitio Arqueolégico de Oxpemul a) Ubicacion geogréafica en Campeche. Imagen tomada
de Zamora-Crescencio et al. (2012). b) Fotografia de las estelas del sitio.

El clima predominante de Oxpemul esta clasificado como calido subhumedo-«con lluvias en
verano, y los subtipos siguientes: en la zona de la biosfera y la porcién colindante €orel municipio
de Escarcega impera el tipo de clima a (wi) calido subhumedo con lluvias en veranog;que cubre
aproximadamente el 72% de la superficie regional, le sigue el a (wo) calido subhimedo con
lluvias en verano de menor humedad localizado en la parte norte y se presenta en el 16 % del
territorio, y el tercero es calido subhimedo a (w2) el cual corresponde al 12% del territorio

restante (Gobierno del Estado de Campeche, 2016). Por otro lado, el sitio arqueolégico de
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Chichénrltza (Fig. 6), declarado patrimonio de la humanidad por la UNESCO en 1988, y maravilla
del mundo desde 2007, sobresalié como centro cultural y politico de la vieja civilizaciébn maya, se
encuentra en elsdrea central de la parte norte de la peninsula de Yucatan, a 120 km de Mérida y
35 km de Valladolid (Pérez-Ruiz, 2005). Es una de las mayores ciudades prehispanicas y su
superficie supera, los 25 km? (Tejero-Andrade et al., 2018). El sitio es reconocido por su
arquitectura y obras de arte en piedra, presenta dos estilos arquitecténicos: el estilo Maya o
“Puuc” y el estilo “Tolteea”, representados en fachadas de piedra caliza y esculturas en relieve.
Estos edificios historicas .son expuestos al sub-clima tropical humedo de la regiéon con una
temporada intermedia de lluvias durante el verano (Gonzalez-Gémez et al., 2018), la temperatura
anual varia de 17 °C a 37 ©°C‘y rara vez baja a menos de 12 °C o sube a mas de 40 °C.
Actualmente cuenta con un promedio de 2 millones de visitantes al afio (SECTUR, 2017), siendo
un patrimonio muy susceptible al dafio_antropogénico.
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Figura 6. Sitio Arqueoldgico de Chichén Itz4, Yucatan. a) Esquema~de las estructuras del sitio
arqueoldgico. Imagen tomada de la pagina de Chichén Itza (www.Chichenitza.com), y en
miniatura, la ubicacion geografica del sitio. b) Templo de Kukulcan o Eleastillo, en Chichén Itz4.
Fotografia de autoria propia (2023).

7.2. PREPARACION Y ACONDICIONAMIENTO DE PROBETAS PETREAS
EN OXPEMUL

En un estudio previo, Pérez-Ostos, (2021) expuso probetas con dimensiones promedio de 5 x 5
x 3.5 cm en el sitio arqueoldgico de Oxpemul (Fig. 7a) de dos diferentes litotipos de roca. caliza:
1) litotipo oxpemul y 2) litotipo calakmul. Las probetas se sometieron a limpieza por inmersion-en

agua desionizada en un bafio de ultrasonidos por un ciclo de 20 min., para eliminar material
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suelto ospolvo formado durante el corte. Después se colocaron sobre un panel de exposicion con
posicion-shorizontal, en contacto con el medio ambiente natural (Fig. 7b), los paneles

permanecieron durante 6 meses para su colonizacion.

Figura 7. a) Probetas expuestas en el sitioarqueoldgico de Oxpemul. b) Panoramica del sitio de
exposicion de las probetas. Fotos tomadas de Pérez-Ostos, (2021).

7.3. AISLAMIENTO DE BACTERIAS CARBONATOGENICAS
7.3.1. OXPEMUL

Las probetas se analizaron en la Division Académica de\Ciencias Biologicas de la Universidad
Juarez Auténoma de Tabasco (Villahermosa, Tabasco, México). De cada una se tomaron ocho
puntos en forma de mapeo, de la cara superficial expuesta deyla roca (Fig. 8), y se depositaron
en placas con medio AEMC, que contenian por litro: 20 g de extracto de malta, 2 g de carbonato
de calcio, 15 g agar bacteriologico y se adiciono el antifingico Natamicina para inhibir el

crecimiento fungico.

2 - »
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Figura 8. Aislamiento bajo condiciones de esterilidad de bacterias carbonatogénicas
provenientes de probetas de roca caliza (del sitio de Oxpemul) en medio de cultivo AEMC.

32



73.2. CHICHEN ITZA
En el caso de Chichén Itz4, las muestras se obtuvieron raspando cuidadosamente la superficie
de la paredssuperior del Templo Guerreros, el templo jaguares y en Tzompantli (Fig. 9). El
raspado se colect6 en bolsas estériles y se transportaron al laboratorio para su procesamiento,

las particulas se’inocularon puntualmente en la superficie del medio AEMC.

Para ambos sitios, las ¢olonias bacterianas diferentes se aislaron, purificaron, y se determinaron

sus caracteristicas morfolégicas y tincion de Gram.

Figura 9. Panoramica de los puntos-de muestreo en el sitio arqueoldgico de Chichén lItza, a)
Templo guerreros, Indicando con unasflecha elflugar de aislamiento bacteriano. Fotografia
tomada de De la Rosa- Garcia, (2024). b) Templo jaguares. Fotografia: Dra. Claudia Garcia Solis
c) Tzompantli. Fotografia: Dra. Claudia Garcfa Solis.

7.4. SELECCION DE BACTERIAS CARBONATOGENICAS
7.4.1. ENSAYO DE ACTIVIDAD UREOLITICA

Se ha documentado que las bacterias que tienen una alta producecion de la enzima ureasa
catalizan una red de reaccion hacia la bioprecipitacion de cristales de carbonato de calcio, por lo
tanto, se realizé un ensayo de actividad ureolitica. Para tal efecto, se ust.elmedio base de agar
de urea de Christensen’s (Atlas, 2010) que, por cada litro de agua destilada,\contenia 1 g de
digesto de gelatina pancreética, 1 g glucosa, 5.0 g cloruro de sodio,#2.0 g de fosfato
monopotasico, 0.012 g rojo de fenol, 20.0 g ureay 15 g agar, la urea se filtr6 por,unamembrana
de 25 mm de diametro con denominacién de poro de 0.22 um. La reaccion en este‘medio es el
resultado de la hidrdlisis de la urea por la enzima ureasa liberandose amoniaco ydiéxido de
carbono. Estos productos alcalinizan el medio de cultivo haciendo virar el indicador rojo de fenol

del color amarillo al rojo. Todas las bacterias se inocularon al centro de la placa de Petri'y se
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incubaren a temperatura ambiente. Se consideraron positivas productoras de la enzima ureasa

a aguellas cepas que mostraron un halo de color rosa intenso alrededor de la colonia.

7.424"ENSAYO DE PRECIPITACION DE CARBONATO DE CALCIO
Para el ensayo-de precipitacion de cristales, se utilizé el medio B4 que contiene (por litro) 2.5 g
de acetato de calciog 4.0 g de extracto de levadura, 10 g de glucosa, y 18 g de agar, y se ajusto
a un pH de 8.0 (Cacehia y Del Gallo, 2019); ademas se evalué la precipitacion en el medio AEMC.
Posteriormente, las cepas.que presentaron una mayor cantidad de precipitacion de cristales de
CaCOs se evaluaron en el.medio CCP (por litro, 20 g de urea, 2,12 g NaHCO3, 10 g NH4Cl, 3 g
de caldo nutritivo, 30mM CaCiz;20 g de agar), ajustado a un pH de 8.5, (Wei et al., 2015).

Las bacterias se inocularon por estria en las placas de Petri con los diferentes medios (B4, AEMC
y CCP) y se incubaron a temperaturarfambiente durante 15 dias. Las placas se revisaron a los 7
y 15 dias de crecimiento bajo el micros¢opio dptico. Se consideraron positivas cuando se observo
la formacién de los cristales o productos biogénicos en la superficie y/o alrededor de las colonias
(Jroundi et al., 2017). Los diferentes tipos de_cristales y su abundancia se documentaron, y las
cepas con mayor produccién de biogénicos se caracterizaron por Difraccion de rayos X (DRX).

7.5. ENSAYO DE BIOCONSOIDAGIONEM ARENA Y SASCAB
Las cepas mas bioactivas, es decir, aquellas con una mayor precipitacion y capacidad para
sintetizar diferentes tipos de cristales de ‘carbonato ‘en/los medios de cultivo evaluados, se
sometieron a un ensayo de bioconsolidacion. Para-ello se inecularon en los medios liquidos CCP,
y el medio M-3P (10 g Bacto Casitone, 10 g Ca(CH;COO).. 4H40, 2 g K2C03.1/2 H,0 en tampoén
fosfato 10 mM, por litro, a pH 8) (Jroundi et al., 2017) (Fig. 10a);,y se incubaron en agitacion
constante a 120 rpm por 24 h a temperatura ambiente, “paSado el tiempo se vertid
homogéneamente el liquido (15 mL por caja) en diferentes placas de.Petri (100x15mm) que
contenian por un lado 7 g de arena, y otro tanto 7 g de sascab cuidadeSamente distribuidos en
la superficie (Fig. 10b), y se dejaron en reposo y oscuridad durante 25-dias«(Fig. 10c), cada

ensayo se realizo por triplicado.

El mismo ensayo se realiz6 con el medio liquido B4 modificado (B4M) que contenia(por litro) 5
g de acetato de calcio, 1 g de extracto de levadura, 1 g de glucosa y ajustado a pH 8«{Zamarrefio
et al., 2009). Las bacterias se ajustaron en espectrofotometro a 10’ UFC/mL sin realizar un
precultivo de 24 h, y una vez vertidas en el medio B4M, las placas Petri se incubaronfa la luz
durante 25 dias (Cacchio y Del Gallo, 2019).
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En amthécnicas se utilizé6 como control, el medio liquido sin bacteria, y como control positivo
Lysini Ejs fusiformis, una especie reportada como agente consolidante. Se consideraron

positivas consolidacién, aquellas cepas en las que la arena o el sascab haya logrado

compactars e hicieron andlisis de DRX y dureza superficial a las cepas con los mejores
resultados b|oc<®lldantes.

bacterias b) Vertido homogéneo de medio lacas Petri con arena o sascab c) Bioensayo en

reposo y oscuridad. g

7.6. CARACTERIZACION DE LO IS A DE CARBONATO DE CALCIO
Las mejores cepas de bacterias carbonato Mﬁs se ::Iaron en medio liquido M-3P durante

e rsna y sascab a) Medios de cultivo inoculados con

7 dias, transcurrido el tiempo, el CaCOs; prod or las

membrana. El filtro con los cristales o productosgénicos @ 0 a 60 °C por 4 h. Los cristales
0 productos se colectaron y se lavaron con alcohol al 70% s fases de los cristales se
analizaron por DRX, con un difractémetro D8 Advanced (Bruk ?S), utilizando el detector
LynxEye con radiacion de Cu Ka a una longitud de 1.5418 A. Los d

terias se recolecto por filtracion en

ogramas se obtuvieron
en un intervalo de 10° a 90°, a un angulo de 26 con un incremento .02/S. El CaCOs; se

determiné en los puntos maximos del plano (112) (Wei et al., 2015).

La morfologia y el tamafio de los cristales en los distintos medios se analizé Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM), (HR-SEM, JEOL JSM-7600F, JEOL Ltd, , Japan).
Fragmentos de agar con cristales de CaCOs se fijaron al porta-muestra y se metal con un
bafio de oro/paladio. El equipo opero6 a 10 kV, y las micrografias se obtuvieron a 1(%3000 X
aumentos. OO
.
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7.7,0” IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS CARBONATOGENICAS

¥7.1. SECUENCIACION DEL GENOMA
Para la secuenciacion del genoma completo, los aislados recuperados se cultivaron durante 24
h en TSB a 37°C, y el ADN genomico se extrajo utilizando un kit DNeasy Blood and Tissue
(QIAGEN, México) siguiendo las instrucciones del fabricante, y la calidad de ADN extraido se
cuantificd con un espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EE. UU.). Para las reaceiones de secuenciacion, el ADN gendmico de cada aislado se cuantificd
con un fluorémetro Qubit™ 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.), ajustado a 0.2 ng/uL, y se
utilizé una alicuota de 1 ng-para preparar bibliotecas de ADN gendémico con el kit de preparacion
de bibliotecas de ADN Nextera’XT (lllumina Inc., San Diego, CA, EE. UU.). Posteriormente, las
bibliotecas gendémicas preparadas_.a partir de los aislamientos se secuenciaron utilizando un
MiSeq™ Reagent Kit v2 (formato de"300.ciclos) para obtener 2 x 150 pb de lecturas paired-end
con un MiSeq™ System (lllumina, Inci en.el Earlham Institute (Norwich Research Park, Norwich,
Reino Unido) o un MiniSeq™ System (lllgmina, Inc.) en el Laboratorio de Diagndstico Molecular,
Centro de Investigacion en Alimentacién y~Desarrollo. Antes del ensamblaje del genoma, se
utilizé fastp 0.20.1 para evaluar Yy filtrar la calidad?de las secuencias genémicas y asegurar la
eliminacion de las secuencias adaptadoras recortadas del extremo 30 de las lecturas. Los
pipelines de ensamblaje del genoma A5=miseq y SPAdes v3.13.0. Se utilizaron con parametros
predeterminados para ensamblar los genomas de(los aislamientos secuenciados por los

sistemas MiSeq™ y MiniSeq™, respectivamente’ (Gonzdalez- Lépez et al. 2022).

7.7.2. EVALUACION DE LA CALIDAD DE LAS SE€UENCIAS.
Para evaluar la calidad de las lecturas obtenidas, se utilizd) FastQC (Andrews, 2010).
Posteriormente, las secuencias fueron ensambladas y su calidad\fue verificada con QUAST
v5.2.0 (Gurevich et al., 2013), que permitié evaluar métricas comomntimero total de contigs,

tamarfo del ensamblaje, N50 y L50, tamafio del contig mas largo y porcentaje de GC.

Para determinar la completitud y contaminacion de los genomas ensamblados, se\utiliz6 CheckM

v1.0.18 (Parks et al., 2015) a través de la plataforma KBase.

7.7.3. ENSAMBLAJE DE GENOMAS Y EVALUACION DE LA CALIDAD.
Las secuencias filtradas fueron ensambladas utilizando Minia v3.2.5 una herramientaeptimizada
para datasets de tamafio medio y grande. Se probaron diferentes tamafios de k-mer~hasta
encontrar el que generara el menor nimero de contigs y el mejor tamafio de ensamblaje./Para

cada ensamblaje, QUAST v5.2.0 (Gurevich et al., 2013) se utilizd para calcular métricas+de
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calidady CheckM v1.0.18 (Parks et al.,, 2015) para evaluar el porcentaje de completitud y

contaminacion de cada genoma ensamblado.

7.7.4_ANALISIS FILOGENETICO
Para la inferencia filogenética, se llevo a cabo un analisis taxondmico mediante el servidor Type
(Strain) Genome. Server (TYGS) (Meier-Kolthoff & Goker, 2019), comparando los genomas
obtenidos con una base de datos de cepas tipo para determinar su proximidad filogenética
preliminar con especi€s.descritas. Se generaron arboles filogenéticos utilizando el método de
hibridacion digital ADN-ADN, (digital DNA-DNA hybridization, dDDH), permitiendo evaluar las
relaciones evolutivas de las cepas estudiadas. El arbol obtenido fue editado en la plataforma
Interactive Tree of Life (iTOL), afladiendo etiquetas y formatos para resaltar la posicion de las
muestras en comparacién con especies cercanas. Finalmente, se calcularon los valores de dDDH
y ANI (Average Nucleotide ldentity) €on especies filogenéticamente proximas, determinando si
las cepas analizadas corresponden ‘a‘especies previamente descritas 0 a posibles nuevas

especies.

7.8. BIOENSAYO EN LITOTIR@ CONCHUELA
Debido a la amplia variedad de“bacterias bioactivas aisladas, y considerando que el
comportamiento de los microorganismos puede variar significativamente segun el sustrato en el
gue son inoculados. Se realizaron ensayos.preliminares en probetas de roca caliza para
seleccionar las dos mejores cepas para la aplicacion delbiotratamiento consolidante en los dos
sitios arqueoldgicos. Se utilizaron los medios de cultivo ligtido B4M y M-3P para inocular las
bacterias en probetas de litotipo conchuela por aspersién 4 analizar los cambios positivos
(biocementacion) en la roca en un periodo de 21 dias. El bioensaye se realizé con las cepas que
mostraron mejor crecimiento y mayor precipitacion de cristales en los‘medios de cultivo, asi como

mejores resultados en el ensayo de bioconsolidacion en arena y sascab.

Se utilizaron probetas de conchuela de 2.5 x 1.5 cm x 2 mm de grosor; por.cada una de las
nueve cepas a analizar, asperjando en una probeta cada cepa suspendida en el'medio B4M, y
en la segunda probeta con el medio M-3P. Las bacterias se ajustaron a 8.2 x_10% CFU/mL en
espectrofotébmetro siguiendo la técnica de Jroundi et al. (2017), como control_se utilizaron

probetas asperjadas con los medios de cultivo sin bacteria.
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Antes bioensayo se realiz6 un mapeo fotografico al estereoscopio de cada una de las
probet& a analizar los cambios en la roca después de las aspersiones bacterianas (Fig. 11a),
y para e@r‘ la carga microbiana, las rocas se expusieron a luz UV durante 24 h y se
esterilizaron t@eces en autoclave. Después bajo condiciones de esterilidad se sujetaron a un
bastidor y se as@aron con los diferentes tratamientos (Fig. 11b) cada 12 h durante 6 dias, con
el fin de lograr ur@eso de colonizacién y adaptacion de las bacterias sobre las rocas. El

bioensayo se realizo }ferior, a una temperatura ambiental promedio de 28°C en Villahermosa,

Tabasco. O/

' C%?ﬁas del litotipo focalizando los detalles
e itotipos.
s O
7.9. APLICACION DEL BIOTRATAMI IN SI ITOTIPO CHICHEN ITZA
Después del analisis de los resultados, se seleccionaron Q pas para la exposicion en las
probetas de roca caliza en los sitios arqueolégicos de Oxpe Chichén Itza. El ensayo se
realizé por quintuplicado en probetas del litotipo Chichén 1tz4, y s licaron cinco tratamientos
diferentes: Las bacterias ajustadas (8.2 x 108 UFC/mL y suspendida en dio de cultivo liquido
yajustadas (8.2 x 108
UFC/mL) y suspendidas en un medio oligotréfico (TSB diluido al 10% con@ua estilada estéril).
Y como controles, el medio liquido M-3P estéril sin bacteria, el medio quuida'%é diluido estéril
sin bacteria, y como agente quimico consolidante se utilizaron nanoparticula hidroxido

M-3P, siguiendo la técnica propuesta por Jroundi et al. (2017), las bact

de calcio y zinc (Caznz(OH)es.H2O, (CZ). Las probetas tratadas se fijaron a nel y se

5
o

4

expusieron a condiciones naturales en los sitios, por un periodo de 6 meses (Fig. 1
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Figura 12. Disposicién de los tr ientos aplicados a las probetas, incluyendo los controles

correspondientes. 9—

7.9.1. PREPARACION Y ACON Q AMIENTO DE PROBETAS CHICHEN ITZA

A cada probeta se le asigno un céd para dar seguimiento al aumento o pérdida
r f Iadas en el estereoscopio (Fig. 13) para

[
[

)| (
(
(

)
)
)

de masa en el tiempo. Se tomaro
analizar el proceso de biomineralizacio pues 6 meses de exposicion in situ. De Igual
manera se realizo el analisis de parameTr;s‘ romaticosusando un espectrofotdmetro Konica
Minolta CM-700d para comparar los cambios @olor enﬁ‘uaterial.

posterior de la probeta identificada con el cédigo de seguimiento, b) Cara frontal de eta
donde se aplico el tratamiento por aspersion, c) Detalles cercanos del litotipo; cada cua jo
corresponde a areas especificas que fueron fotografiadas individualmente para resaltar zwée
mayor porosidad, como se indica con la flecha. .

Figura 13. Fotografias al estereoscopio de las probetas litotipo Chichén Itza. a) Vistgﬁzs%ara
0
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Para (war la carga microbiana natural o adquirida durante el proceso, las rocas fueron

expue luz UV durante 24 h y esterilizadas tres veces en autoclave, y después bajo
condicio@ esterilidad se fijaron a los bastidores y se asperjaron con los diferentes
tratamiento @ 12 h durante 6 dias (Fig. 14 y 15), con el fin de que la cepa bacteriana

colonizara apro@amente a la roca y para aclimatarse a las condiciones del sitio. Después de

cada aspersion, I{&\stidores se expusieron de forma horizontal para la correcta penetracion
. < . . ., . .

del medio en las pro y y evitar contaminacion entre tratamientos. El cultivo para ambas cepas

se reactivd al tercer el tratamiento con el fin de mantener a las bacterias activas

9

metabdlicamente, y se v@é su viabilidad y pureza al tercer dia y finalizada la aplicacion.
Pasados los seis dias de a sién, los bastidores se instalaron en el sitio arqueoldgico de
Oxpemul y en el de Chichén Itzi(,?ﬁ. 16) orientados hacia al norte y con una inclinacion de 45°.

Figura 14. Preparacion del bioensayo a y)‘osicio ‘rayos UV de litotipos para asegurar

esterilidad b) Litotipos instalados en el b rc) rsores conteniendo los diferentes

tratamientos. ﬂ

Figura 15. Aplicacion del tratamiento a) Aspersion en el laboratorio b) Ultima aspersi6 ren el sitio
arqueoldgico de Oxpemul c) Ultima aspersion en el sitio arqueoldgico de Chichén Itze
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Exposicion en el sitio arqueolégice de Chichén ltza.

7.10. ANALISIS QUIMICOS YFiSICO-MECANICOS
Los analisis quimicos y fisico-mecanicos de las probetas se realizaron en el Laboratorio Nacional
de Ciencias para la investigacion y conservacion del patrimonio cultural / Centro de Investigacion
en Corrosion (LANCIC - CICORR) de la Universidad Autonoma de Campeche (UACAM).

7.10.1. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO
El andlisis mediante microscopia electronica=de”barrido (SEM) se realizé con el objetivo de
determinar la actividad biomineralizante. def _las cepas bacterianas y caracterizar la
bioconsolidacion en la roca. Esta técnica permite la'observacién de materiales heterogéneos, ya
sean de origen organico o inorganico, a escalas micfo 0 nanométricas. Las observaciones se
realizaron en un equipo FlexSEM 1000 Hitachi, a.un voltaje’de 15 kV y con una apertura de 30
(Fig. 17a).

7.10.2. DUREZA SUPERFICIAL
La dureza superficial se midié generando un impacto en la superficie del material que, aunque
puede causar microfisuras, permite determinar la dureza en materialeS; Para ello se utiliz6 el
EQUOTIP 550 LEEB (PROCEQ) (Fig. 17b), que funciona con el método“dinamico o de rebote,
con un estandar de 762 leeb, realizdndose un total de tres mediciones por placa Petri en las
zonas de las muestras que se observaron consolidadas, se obtuvo un promedio total de la dureza
superficial por cada triplicado. Las mediciones se realizaron sobre la superficie de_plastico de la
caja de Petri, apoyada sobre el estandar metalico de dureza. En el caso del litotipo“Chichen Itza
de la exposicién in situ se hizo una medicion por probeta. Durante el ensayo se ‘impacté la

superficie de medicion con un cuerpo que contiene un iman 45 permanente y una’ esfera
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indentadora formada por una bola de carburo de tungsteno de 3 mm de diametro. La velocidad
de impact0 y el rebote se calcularon mediante la medicion del voltaje de induccion generado por

el iman en movimiento a través de una bobina de induccion.

Figura 17. Equipos LANCIC- CICORR a) Microscopio electronico de barrido (SEM - FlexSEM
1000 Hitachi) b) Durémetro.

7.10.3. PARAMETROS CROMATICOS (COLOR)

Para determinar los pardmetros y elgimpacto de los cambios de color, se utilizé un
espectrofotbmetro Minolta CM-700d/600D,._que examind los parametros cromaticos de la
superficie de un material L*, a*, b*, Wl (indice de_blanco), y YI (indice de amarillo) siguiendo la
norma ASTM 313-76 (ASTM, 2000). EI'néimero de medidas sobre cada probeta se determin6 por
el tamafio de las probetas (2 disparos ‘en la parté superior de la cara donde se aplico el
tratamiento). Cada vez que se produce un disparo sobrelasuperficie pétrea el espectrofotometro
dispara un haz de luz y toma los datos en”ese punto”de medida. Este ensayo nos indica
cuantitativamente con el programa informatico-aplicaciéns/SpectraMagic NX el color de los
materiales, incluyendo las coordenadas e indices cromaticos (Soria-Castro, 2019).

Se tomaron mediciones en dos puntos diferentes para abarcar mas superficie de la roca. La
diferencia visual (AE*) y la diferencia cromatica total (AC*) se estimaron con las siguientes

formulas:

AE =/ (aL) 4 (a0 +(86)° AC =y/(Ad'f+(ab)’

La diferencia visual de color (AE*) es una contribucién de los tres atributos perceéptuales de color,
tono, luminosidad y croma, mientras que la diferencia total de color (AC*) se refiere a la

profundidad, la pureza y la saturacién del color.

7.10.4. RUGOSIDAD
La rugosidad o textura primaria, esta formada por surcos o marcas ocasionadas por los agentes
gue atacan la superficie, en este estudio se realizaron pruebas mecénicas de rugosidad con"un
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rugosimetro Surtronic Duo (Fig. 18a), que mide mdultiples parametros de rugosidad (Ra, Rz, Rp,
Rv, Rt,'Rq, Rsk, Rku y Rz1). Las mediciones se hicieron en tres puntos diferentes de las probetas
y se sac6 up‘promedio de rugosidad usando el valor Ra (Rugosidad media aritmética), y que esta
definido como/a media aritmética de los valores absolutos de las coordenadas de los puntos del
perfil de rugosidad) con relacion a la Linea Media dentro de la longitud de medicion (Lm). La
medida del valor Ra es expresada en um. Antes de las mediciones, el instrumento fue calibrado

con un patron estandarsprovisto por el fabricante.

7.10.5. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR).

El espectro infrarrojo de un microorganismo es considerado una huella dactilar, el mismo es el
resultado de la absorcion de todos’los modos vibracionales de las moléculas que componen la
célula (ADN, ARN, proteinas, lipidos;hidratos de carbono, componentes de membrana y pared
celular) (Nieto et al., 2004), por tanto sesdeterminaron las bandas vibracionales, correspondientes
a los grupos funcionales sobre la superfiCie rocosa, mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier, en un equipo marca Alpha Bruker (Fig. 18b) con una resolucion
espectral de 4cm™ y 16 barridos por minuto.

7.10.6. VELOCIDAD DE ABSORGIQN DE*AGUA
Se realizaron andlisis por triplicado para medir la velogidad de absorcion de agua sobre la
superficie de las probetas de roca, para lo cual se colocaron, tres gotas de agua destilada (cada
gota en partes diferentes), con aproximadamente 30 seg¢'de diferencia y cada una se puso
después de la absorcion de la gota anterior (Fig. 18c), y se midi6 el tiempo (en segundos) de
absorcion, obteniendo un valor promedio para comparaciones entre tratamientos y evaluando las

variaciones entre los sitios de exposicion.

)
L@

Figura 18. Equipos LANCIC- CICORR. a) Rugosimetro b) Espectroscopia infrarroja de reflexion
por transformada de Fourier — FTIR. c) Técnica para medir la velocidad de absorcion de agua.
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8. RESULTADOS

8.1% AISLAMIENTO DE BACTERIAS CARBONATOGENICAS
Se realiz6 la'toma de muestras de las probetas de roca, en ocho puntos en forma de mapeo, de
la cara superfiCial expuesta de la probeta (Fig. 19a), y los fragmentos se depositaron en placas
de AEMC, (Fig. 19b). Las diferentes colonias resultantes se purificaron y se les asignaron codigos
basados en el tipd de~toca del que fueron aislados: CK para litotipo Calakmul, OX para litotipo
Oxpemul y CH para“material pétreo de Chichén Itza, seguido del nimero de muestreo, y un
namero consecutivo de‘aislamiento. En los casos de la presencia de mas de una bacteria aislada

de un mismo punto de mapeo, se asigno la letra A, B o C al cédigo (Fig. 19¢).

Figura 19. Proceso de aislamiento de bacterias a partir de las probetas previamente expuestas
a) Recoleccion de muestra directamente de lassuperficie de la roca, b) Inoculacion de la muestra
en medio de cultivo AEMC, c) Desarrollo de/diferentes.merfotipos bacterianos tras 7 dias de
incubacién, destacando la cepa CK1-7B por st evidente capacidad de disolucion del carbonato
de calcio.

En total se obtuvieron 114 cepas bacterianas, 92 se aislaron delsSitio arqueologico Oxpemul (47
del tipo de roca Calakmul y 45 del tipo de roca Oxpemul) y 22 dekmaterial pétreo de Chichén
Itzad. Se realiz6 la descripcion de las caracteristicas morfolégicas, en observaciones al
estereoscopio (color, consistencia, margen, forma y elevacion de la colonia) a todas las cepas
purificadas. Se observaron una gran variedad de morfotipos, la mayoria de tenalidad amarilla
(35), blanca (28), rosa (22), café (19), naranja (8) y transparente (2) (Fig. 20, y 21a). Las
coloraciones a su vez fueron divididas dependiendo de la intensidad, en claro,.medio y oscuro,
observandose una mayor presencia de tonos claros (Fig. 22) y en algunos casos,.eolonias con
iridiscencia en presencia de luz (Fig. 21b). También se reporta pigmentacion del medie‘del cultivo
a los 15 dias en 6 cepas y otras 6 que, al parecer, establecian asociaciones con~etros

microorganismos. Los 114 morfotipos aqui descritos, son aquellos que se mantuvieron activos a
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lo Iarga'todo el proceso, ya que el numero de aislamientos fue mayor pero algunas cepas

perdie bilidad o mostraron resistencia a ser cultivadas en condiciones de laboratorio.

e = - #

.

Figura 20. Detalle de morfologias iales bacterianas a) Observaciones a microscopio 6ptico
4x b) Observaciones a estereoscopi o

En cuanto a la descripcion de las formas @niales basadas en Kango (2013), del libro “Textbook
of Microbiology”, se encontraron 54 colqn% de forma redonda, 40 semi-redondas, y 20

irregulares, de las cuales 56 tenian arge 0, 52 ondulado, 5 filamentoso y 1 actino con

la ma de las colonias eran planas (95), elevadas

edi%@ y pequefias (44) y de consistencia
W aren(@?Z) y mucosa (13); y que algunas
presentaban un anillo interior. Todas las descripCiones c@ales se hicieron al estereoscopio a

margen radiante. También se observé
(11) y convexas (8), algunas grandes

cremosa (64), semi-cremosa (32), dura

los 15 dias de crecimiento colonial, ya que cier tonalid formas se reflejan diferente al

microscopio Optico (Fig. 20a) y las coloraciones y algunas for oloniales van cambiando a lo
largo del tiempo. Es importante destacar que, aunque se aislé nor numero de cepas del
sitio arqueoldégico Chichén Itza, la diversidad morfologica de las cepas de este lugar fue
significativa. Por ultimo, se realiz6 un andlisis de la disolucion de car de calcio, mediante
23). Este analisis permitio clasificar las cepas segun su capacidad de dis el CaCO; y/o

inducir la sintesis de cristales como producto del metabolismo microbianc@ys resultados

la evaluacién de la pérdida de opacidad o el aumento de transparencia d e::’o de cultivo (Fig.

indicaron que 37 cepas presentaron una disolucion alta, 34 cepas una disoluc edia y 43

@00
O

cepas una disolucion baja.

4
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Figura 21. Diversidad de‘la¥biomasa bacteriana aislada a) Detalle de la diversidad de colores
indicado la produccién de @tes tipos de pigmentos b) Detalle de bacteria iridiscente,
mostrando variaciones de color reflejado bajo la luz.

IDADES DE MORFOTIPOS
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Figura 22. Diferentes tonalidades de 114 colonias bacterian las bases los colores claros,
en el medio los intermedios y en la cima los colores oscuros.

3

Figura 23. Disolucién de carbonato de calcio en el medio AEMC, se puede apreciar la beﬂa

de opacidad o el aumento de transparencia en ciertas zonas a) disolucién alta b) disolucion
y ¢) disolucién baja. .

a
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8.2, ENSAYO DE ACTIVIDAD UREOLITICA:
Después<de someter todas las cepas a la prueba de ureasa, se registraron 83 cepas ureasa
positiva, 71<de «Oxpemul (34 del litotipo Calakmul y 37 del litotipo Oxpemul), y 12 cepas del
material pétre@ de Chichén Itza; esta reaccion positiva se reveld por un cambio de color en el
medio, pasando’éste de amarillo a rosa intenso (fucsia), debido al uso de la urea por parte de las
bacterias que producen la enzima ureasa, como resultado de la hidrélisis de la urea, se libera
CO. y el amoniaco producido basifica el medio, proporcionando el cambio de color (Fig. 24).

El tiempo de cambio de colory la intensidad sugiere que tan activa es la produccién de la enzima.
En ese sentido, la actividadsde la enzima fue diferente en las cepas, algunas tuvieron una
reaccion rapida a las 24 h y otras hasta las 48 h, asi como la intensidad del color del medio fue
variable, por lo que, dependiendosdel tiempo y la intensidad, se dividi6 la actividad en positiva
fuerte (+f) para aquellas que tuvieron.lina reaccién rapida e intensa, positiva media (+m) para
aquellas que mostraron una actividad répida pero no tan intensa o una actividad intensa pero no
tan rapida y positiva débil (+d) para aquellas.gue obtuvieron una actividad lenta y poco intensa
(Fig. 24 y 25).

Figura 24. Actividad Ureolitica de las cepas aisladas. a) Control; b)"ureasa positiva fuerte (+ f),
) ureasa positiva media (+ m), d) ureasa positiva débil (+ d).

Por otra parte, 31 aislamientos no mostraron cambio de color, 21 de‘Oxpemul (13 del litotipo
Calakmul y 8 del litotipo Oxpemul), y 10 cepas de Chichén Itz4, por lo que estas bacterias no
utilizan la urea para catalizar la reaccion que terminara en la produccion de carbgonato de calcio,
asi que probablemente hacen uso de otra ruta metabdlica con diferente/suStrato para
desencadenar el proceso. Aunque de manera global, y considerando el numero-de cepas
aisladas por cada sitio arqueologico (mayor aislamiento de Oxpemul que de Chichén (tza), se

puede encontré un porcentaje mas alto de ureasas positivas en las bacterias aisladas delsitio

47



arqueologico de Oxpemul (77.1%) en comparacion con el sitio arqueolégico de Chichén Itza
(54.5%)-

ACTIVIDAD UREASA
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Figura 25. Actividad ureasa de lastcepas aisladas. Clasificacién de la actividad segun la
intensidad observada: positiva fuerte (+ f);~positiva media (+ m), positiva débil (+ d) y, ureasa
negativa (-).

8.3. ENSAYO DE PRECIPITAGION BIOGEMICA DE CARBONATO DE CALCIO
8.3.1 PRECIPITACION EN AEMC
La precipitacién de CaCOsinducida por bacterias dio como resultado la produccion de diferentes
formas cristalinas resultado de su disolucion..Estos fueron’observados en el medio AEMC al
microscopio Optico 10X después de los 15 y 30 dias de incubacion, notando biomineralizacion a
partir del dia 15. En total, se documentaron 83 cepas capaces.de producir cristales en medio

oligotréfico con diferentes formas cristalinas (Fig. 26).

La mayoria de las cepas (72) producen cristales con forma alargada (Al),"15 con forma cuadrada
(Cd), 5 con forma de aguja (Ag), 2 en escobilla (Es) y 1 con forma hexagonal (Hx), (Fig. 26 y
27a), y en algunos casos (mas alld del dia 15) se observaron carbonato de calcio amorfo
biogénico, que podrian deberse a la re-precipitacién de los cristales. Se determin6, también la

intensidad de produccion de cristales biogénicos en baja, media y alta (Fig. 27b):
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Figura 26. Morfologias cristalinas observadas en medio AEMC. a) Alargado (priméatica) (Al), b)
Cuadrado (romboédrica o cubic ), ¢) Escobilla o dendritica (Es), d) Aguja (Ag), €) Hexagonal
(Hx) y f) Amorfo.
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Figura 27. Tipos de cristales en AEMC a los dias de Q iento bacteriano. a) forma de
cristales y su prevalencia por sitio de muestreo y tipo de litoti bundancia del tipo de cristal.

Como se observa en la figura 27a, se registré una mayor cantidad ;e cristales de tipo alargado,
pero la abundancia de estos fue significativa nicamente en 13 cepas 5 dias de crecimiento

los dias, observandose algunas particularidades a partir del dia 30 (Fig. 28

(Fig. 27b); aunque se noto que el tamafio y la abundancia de este tipo d@st les aument6 con
Aemés, algunas

cepas (24) produjeron simultaneamente dos o tres formas cristalinas. esumen, 18
aislamientos (6 del litotipo Calakmul, 8 del litotipo Oxpemul y 4 de Chichén 1tza) aron mejor
desempefio al presentar una abundante produccion a los 15 dias, mante@udose o]

incrementando con el tiempo, por lo que fueron consideradas como las mejoreg%sa la
produccion de cristales bajo condiciones oligotréficas (Tabla 1). O

.
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Figura 28. Formacion d
CK2-8B b) cepa CHL5-2

A ‘
igitos o productos biogénicos en AEMC a partir del dia 30. a) cepa

Tabla 1. Cepas con la mejor produ

.....
44444

a CK1-2 y d) cepa CK1-1.

i6n de cristales en el medio AEMC

Formadel  Poiimofo ~ Dias  Clave  Formadel  Polimorfo Dias
cristal posible 15 30 Cepa cristal posible 15 30
Nargado |  Aragonita | + [SF Alargado |  Aagonita | + | +
CK1-9R Cuadrado Calcita / H +N-§K1 s Cuadrado Calcita + |+t
Alargado Aragonita rJc++ Q Alargado Aragonita + |+
Cuadrado Calcita + F @ Cuadrado Calcita + |+
CK1-7B t CH T
Amorfo Precursor de % D) /> Amorfo CZIr;(t:aulr\sfzrtgneta +
Calcita/ Vaterita | T\

Alargado Aragonita ++ | ++ do Aragonita | +4+ | +++
ot Cuadrado Calcita + |+ L Cuadra Calcita + |+

. ++ | .
Alargado Aragonita : tHt Alarga@ Aragonita |

oxz Precursor de chs %terital
Amorio Calcita/Vaterita ++ Agua gonita T
OX4-3A | Alargado Aragonita ++ | +++| OX4-5B | Alargado Aragyh + | 4
0X6-3B | Alargado Aragonita ++ | +++| OX5-6B | Alargado Aragoni |+
CK6-2B | Alargado Aragonita ++ | +++| OX23 | Alargado Aragoni )t |ttt
CK34 | Alargado Aragonita ++ | ++ | CHL41 | Alargado Aragonita + | ++

: Vaterita/ .
CHGM7-3 | Aguja Aragorita ++ | +++| CHJM-1 | Hexagonal Vaterita -3+++

+) produccion baja, ++) producciéon media, +++) produccion alta.
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8.3.2. PRODUCCION DE CRISTALES EN MEDIO B4

Se se on las 114 bacterias en el medio B4 (rico en nutrientes), y se observé mediante
microscopi tica (10X), una produccion significativa de cristales en la mayoria de las cepas. A
partir del di &se evidencié una biomineralizacién destacada, aunque algunas cepas, como
CHJIM-1, mostr@ una alta produccién de cristales desde las 48 h. En total, 83 cepas fueron
capaces de producir cristales de carbonato de calcio o biolitos, y la mayoria lograron producir
simultdneamente do es tipos de formas cristalinas.

Especificamente, se id ron las siguientes morfologias cristalina: 65 cepas sintetizaron
rados (Cd), 32 rectangulares (Rt), 34 redondos (Rd), 11 Semi-

?s (Rp) (Fig. 29 y 30a). Adicionalmente,10 cepas presentaron

cristales alargados (Al), 12
redondos (Sm), 9 redondos pl
cristales con alguna particulari ?) como color (negros o morados) y formas inusualmente
diferentes a las observadas en AE . 31). La abundancia de los cristales fue clasificada en

tres categorias: baja, media y alta (Fi 4@(%

Figura 29. Diversidad morfolGgica de cristales y v
(Al), b) Cuadrado (Cd), c) Rectangular (Rt), d) Redondo (Rd),
plateado (Rp).

L] ;‘

Mimero de cepas
Wi S O P

BCalakrul ®Oxpemul  ©Chichen Izh wHaja - Media

Figura 30. Tipos de cristales observado en medio B4 a los 15 dias de crecimiento. a) T e
cristal por sitio arqueoldgico y tipo de litotipo de muestreo. b) Abundancia del tipo de crista
L 2
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Figura 31. ParticularidadeS'morfoldgicas de los cristales observados en algunas cepas en B4. a)
cepa OX5-6B, formas esféricas\o.semi-redondas, posible calcita b) CK6-7A, cristales dispersos
de menor tamarfio, pero sin una’forma claramente definida ¢) OX6-8B, bordes redondeados y un
centro mas oscuro, lo que podria asociarse con cristales nucleados en crecimiento d) CHGM1-
1, estructuras dobles o geminadas, con bordes bien definidos y redondeados, posiblemente
indicando un proceso de agregacion de-calcita y e) OX4-8C, las estructuras menos regulares,
con formas que combinan bordes redondeados y zonas amorfas, lo que podria sugerir una
combinacion de fases cristalinas y amarfas.

En algunas cepas, se observaronsaglomeraciones o sitios de nucleaciéon que favorecian el
ensamblaje y crecimiento de los cristalés.a.su alrededor (Fig. 32). En las cepas mas bioactivas
(OX4-8C, CHIM-1, OX1-1, CK4-1, CHGM2-1, OX4-8A, CHL5-2 y CK1-4B), se suspendieron
algunos hilos estériles en el medio B4 agarizado y se observo que las bacterias lo utilizaban

como sitios de nucleacion y ensamblaje de cristales (Fig:32h).

Al final de las observaciones se eligieron las mejores cepaseprecipitadoras de cristales de
carbonato de calcio en el medio B4, considerando la cantidad«de cristales producidos a los 15
dias de crecimiento bacteriano, y su habilidad de establecer sitias\de nucleaciéon. En total, se
escogieron 25 cepas (Tabla 2) que demostraron un mejor desempefioren medios enriquecidos.
Notablemente, en el medio B4 algunas bacterias después de los 15¢dias de crecimiento,
mostraron una alta produccién de cristales observables a simple vista, como fae el caso de las
cepas OX48C, CK4-1, OX48A, CK6-6 y CHGM7-2 (Fig. 33).
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gias y estructuras cristalinas asociadas con cepas
bacterianas biomineralizantes. Ag aciones o sitios de nucleacién. a) cepa OX6-3B con
agregados densos de forma irregula ciados a sitios de nucleacion activa b) cepa CK6-6
muestra estructuras filamentosas con crwiento cristalino sobre cadenas bacterianas c) CK1-
4B d) OX4-8A, estructuras radiales con Ucleo central oscuro, caracteristicas de procesos
de agregacion controlada e) CHGM1-1, leacién radial con alta densidad de cristales
alrededor del nucleo, f) cepa CHGM1-4, crist de forma redonda con bordes irregulares y
nucleacién secundaria g) cepa C y h@a CHL5-2, usando un objeto externo (hilo)

como sitio de ensamblaje. -

VIRZN

Figura33.  Cristales observados a simple vista en medio B4. a) cepa CH%Z b) cepa CK4-

1 c) cepa OX4-8Cy d) cepa OX4-8A. @

o

.
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Tabla 2. Cepas con mejor desempefio en la precipitacion de cristales en el medio B4

CEPA CRISTAL 15 DIAS 30 DIAS CEPA CRISTAL 15 DIAS 30 DIAS
Rectangular ++ ++ Redondo ++ ++
Redondo ++ +++ Redondo ++ ++
plateado
CK4-1 OX4-8C
Redondo
++ ++ Polvo negro ++ ++
plateado
Alargado + + Alargado + +
Rectangular +++ +++ Rectangular + +
Semiredondo +++ +++ Redondo + +
CHGM1-1 | Semiredendo CHL5-1 .
++ +++ Semiredondo ++ +++
roto
Alargado +++ +++ Alargado ++ ++
Redondo ++ ++ Rectangular +++ +++
CK1-8A Redondo e ++ CK1-4B | Redondo —— .
plateado
Alargado + ++ Alargado + ++
Rectangular +++ +++ Redondo +++ +++
Redondo ++ +++ plateado + +
CK4-5 OX1-1
Alargado + + Alargado ++ ++
Cuadrado + + Cuadrado + +
Redondo ++# +++ Rectangular +++ +++
Redondo
CK3-8 + + GCK6-8B |Semiredondo + ++
plateado
Alargado + ++ Alargado + +
Redondo +++ +++ Rectangular +++ +++
OX4-4A Redondo ++ 4 ox5+ Redondo + +
plateado
Alargado ++ ++ Alargado + +
Redondo +++ +++ Redondo ++ +++
OX4-3A Redondo OX6-8B Redondo
++ ++ + +
Plateado plateado
Rectangular +++ +++ Redondo +++ +++
OX4-8A Redondo +++ +++ CHJIM-1 Hexagonal ++ ++
Alargado + + Cuadrado +++ +++
Redondo +++ +++ Rectangular +++ +++
CK1-3A Alargado ++ +++ OX6-4B Redondo + +
Cuadrado + + Alargado + ++
Rectangular ++ ++ Rectangular ++ ++
CHGM7-1 CHGM7-5 -
Redondo ++ ++ semiredondo + +
Rectangular +++ +++ Semiredondo +++ +++
OX1-6 CK1-3C
Alargado ++ ++ Alargado + +
semiredondo +++ +++ Redondo +++ *++
CHL5-2 CHJIM-3
Alargado + + Alargado + ++
Redondo ++ +++
CHGM1-4
Alargado ++ +++

+) produccion baja, ++) produccion media, +++) produccion alta
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8.3.3. PRODUCCION DE CRISTALES EN CCP

Se hizo.un Ultimo ensayo de precipitacion en el agar CCP (con urea) utilizando las cepas que
mostraron __mejores resultados en AEMC (medio bajo en nutrientes) y B4 (medio alto en
nutrientes). En total se evaluaron 38 cepas, de la cuales 32 no lograron crecer o mostraron
resultados muy discretos, solo seis cepas obtuvieron resultados significativos: CHIM-1, OX4-8C,
CK4-1, OX1-1, CHL5-2 y OX4-8A (Fig. 34). Sin embargo, la abundancia y diversidad de los

cristales fue menor cen,comparacion con los otros medios de cultivo previamente ensayados.

o

Figura 34. Cristales en CCP de las cepas,a) CHL5-2h) OX4-8A c) CHIJM-1 d) OX1-1 e) CK4-1
y f) OX4-8C.

8.3.4. SELECCION DE CEPAS CON MAYORAECTIVIDAD:

Con base al desempefio de las cepas microbianas obtenido en los medios AEMC, CCP y B4
(buena produccion de cristales o productos biogénicos), se eligieron 22 cepas (15 de Oxpemul y
7 de Chichén Itza). Se escogieron aquellas que mostraron buenasactividad biomineralizante en
los tres medios de cultivo o en al menos dos medios, ademas se‘tomo en cuenta la capacidad
de crecer adecuadamente, pues algunas cepas fueron perdiendo viabilidad-o requirieron tiempos
prolongados de crecimiento, y algunas mostraron buenos resultados iniciales pero por medio de
observaciones detalladas y tincion de Gram, se determind que estaban en asogiacion con otro
microorganismo, como fue el caso de las cepas CK4-5, CK1-7A, CK5-7 y CHGMZ7=3, y se dificultd
su purificacion; también se descartaron algunos aislados por ser cepas, repetidas
morfolégicamente en los medios de subcultivos (aunque aisladas de diferente litotipesy sitio de

muestreo).

En la Tabla 3, se presentan las bacterias seleccionada para los experimentos™ de
bioconsolidacion, observando variabilidad en cuanto a los colores, formas coloniales y tipos.de
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cristales/producidos; 15 de las 22 cepas son ureasa positiva y 7 negativas, por lo que se cont6

con diversidad en cuanto a las rutas metabdlicas que podrian tomar las bacterias para producir

los cristales; ademas hubo diferencias en las formas bacterianas evidenciadas por tincién de

Gram (Fig. 35).

Figura 35. Tinciébn de Gram de las mejores cepas biomineralizantes a) Cepa CHJIM-3, Bacilo
Gram variable con espora terminalkb) Cepa CK6-7A, Bacilo Gram negativo con acumulaciones
de polihidroxibutirato ¢) CHL5-2, Cocobacilo Gram positivo.

Tabla 3. Caracterizacion de las cepas con.mayor capacidad biomineralizante.

Cepa Consumo Ureasa Cristales Cristales Cristales Tipo dfa Tincion Otrefs_

carbonato en AEMC enB4 en CCP bacteria caracteristicas

CK1-3A Medio - Si Si No Bacilo -

CK1-4B Medio - Si Si No Bacilo | Variable Esporulado

CK1-5A Alto - Si Si No Cocobacilo -

CK1-3C Bajo + f No Si Si Bacilo -

CK4-1 Bajo +m Si Si Si Bacilo - Pdlihidroxibutirato

CK6-6 Bajo +m Si Si Si Bacilo +

CK6-7A Bajo - Si Si No Bacilo - Pdlihidroxibutirato

OoX1-41 Medio +f Si Si Si Bacilo -

OX4-8A Bajo +m Si Si Si Coco -

0X4-8C Bajo +f Si Si Si Cocobacilo -

OX5-6B Medio +f Si Si Si Cocobacilo -

0OX6-3A Bajo +m Si Si No Cocobacilo -

0X6-3B Medio +d Si Si No Coco -

0OX6-4B Medio +m Si Si No Bacilo -

0X6-8B Bajo +m No Si Si Coco Variable

CHJM-1 Bajo +m Si Si Si Bacilo -

CHJM-3 Bajo - Si Si No Bacilo | Variable | Espora terminal

CHGM1-1 Bajo - Si Si No Coco Variable

CHGM1-4| Bajo +m Si Si No Bacilo - Espora central

CHL4-1 Bajo +m Si Si No Bacilo -

CHL5-2 Medio +m Si Si Si Cocobacilo +

CHGM7-2| Medio - Si Si No Diplobacilo - Pdihidroxibutirato
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AunquesSe seleccionaron 22 cepas (Fig. 36 y Tabla 3) como las mas destacadas por su
capacidad biomineralizante (considerando todas las caracteristicas previamente descritas),
también sesdocumentaron otras cepas potenciales, que mostraron capacidad mineralizante y

gue, bajo condiciones optimizadas, se podria, mas adelante, potenciar su actividad.

OR P A B|O R A A

CK1-3A K1-4B CK1-5A CK1-3C CK4-1 CK6-6
!" : P R Vo
s, 5“’&5 A "' o 3
i s %o,
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CK6-7A OX1-1

Figura 36. Algunos cristales producidos por las mejores cepas.Biomineralizantes en B4,
excepto en las cepas CHL4-1 y CHGM7-2, que mostraban mayor bioaetividad en AEMC con
aglomeraciones alrededor de la colonia.

8.4. ENSAYO DE BIOCONSOLIDACION
Los resultados en esta técnica fueron positivos para la mayoria de las cepas, observandose una
mejor consolidacion en el sascab cuando se utilizé el medio liquido M-3P (Tabla 4)+El porcentaje
de consolidacion se determin6 pesando la cantidad inicial de sascab o arena (7 g)-poOr caja de
Petri y cuantificando la cantidad que se desprendi6 de la caja después de la inoculacion'de cada
medio con la bacteria y pasados los 25 dias de secado en incubacién a temperatura ambiente y
oscuridad. De los triplicados, se calcul6 un promedio de consolidacion por tratamiento (Tabla’4)

para obtener un porcentaje final de consolidacion, considerando los resultados en los cuatro
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tratamientos (Arena + CCP, arena + M-3P, Sascab + CCP y Sascab + M-3P). Adicionalmente,
se calculé un porcentaje de consolidacion por medio de cultivo liquido utilizado (para identificar
cudl es mas‘favorable para la biomineralizacion) y un porcentaje de consolidaciéon por material
(para determinar cual es mas bioreceptivo). Los resultados evidenciaron numéricamente el mejor

desempefio de las cepas en el medio M-3P, asi como su mayor afinidad al sascab (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados del ensayo de bioconsolidacién en sascab y arena en medios CCP y M-3P.

PROMEDIO DE
MATERIAL DESPRENDIDO (g) RESULTADOS

0% % % %

cpn WP WP CCP P %TOTALDE : ) ) )

SASCAB ARENA SASCAB ARENA CONSOLIDACION CONS;%;%AC'ON CONS%LC'E,AC'ON CONSSESL'CD:BC'ON CONicéLE'mC'ON
CHLAL | 000 | 000 | 000 | 180 97.9 100.0 97.9 100.0 97.9
CHIM-L | 000 | 062 | 000 | 154 9.4 %3 9.2 100.0 97.4
ox48C | 000 | 028 | 002 | 2% 97.0 %97 93 100.0 97.0
Ckad | 000 | 073 | 000 | 209 %.6 %1 95 100.0 9.6
CHGML4 | 000 | 000 | 000 | 304 %.4 100.0 9.4 100.0 9.4
CHGMLL | 000 | 05 | 000 | 306 %.7 9.3 %.4 100.0 %.7
CKI3C | 000 | 071 | 166 | 146 %.4 %9.2 %.3 %.0 97.4
OXLL | 004 | 039 | 013 | 370 9.9 %95 9.4 %38 9.1
OX64B | 000 | 031 | 000 | 3% 949 99'6 %.3 100.0 9.9
CHGM72 | 000 | 157 | 002 | 277 948 %1 %.7 100.0 948
OX68B | 009 | 15 | 000 | 38 %5 %1 9.4 %9 93.6
CHL52 | 006 | 178 | 056 | 357 29 978 9.1 %3 93.6
OX48A | 004 | 38 | 000 | 280 2.1 9.4 %.7 100.0 921
CK66 | 000 | 324 | 000 | 466 90,56 %.1 95 100.0 90.6
Control + | 009 | 197 | 002 | 665 89.6 975 9.0 %9 8.7
OX5:6B | 361 | 220 | 016 | 2% 89.4 %1 %3 %5 9.9
CKG7A | 162 | 293 | 023 | 468 8.7 946 9.2 978 9.9
CKI3A | 298 | 112 | 040 | 517 885 %.1 93.4 %.0 925
CKISA | 171 | 37 | 157 | 341 87.0 85 %5 %.1 9.9
CKI4B | 000 | 305 | 211 | 642 86.2 %.4 808 975 8.7
CHIM3 | 000 | 505 | 076 | 621 8.7 %0 917 91 86.6
OX6-3 | 200 | 278 | 102 | 628 85.6 3 9.3 %4 8.2
OX6-3A | 098 | 453 | 241 | 421 85.6 934 %21 %.0 80.6

Los promedios son expresados dependiendo de los gramos del material desprendido.de las
cajas (por triplicado) para cada tratamiento. Se calcularon porcentaje de consolidacion
dependiendo del medio, el material utilizado y un porcentaje global.
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Para verificar la resistencia de la consolidacion del material, cada caja de Petri fue sometida
intencionalmente a 3 golpes mecénicos de manera uniforme. En la figura 40 se presenta la
evidencia fotografica de la consolidacion por cada cepa. Las fotografias muestran las cajas de
Petri colocadas de pie (Fig. 37) para comprobar el desprendimiento o consolidacion. Sin
embargo, en algunas casos fue evidente que, aunque la consolidacion parecia firme, al manipular
mecéanicamente el'material, se comprob6 que podia ser superficial (+), media (++) o profunda
(+++) y que esos niveles de consolidacion podian a su vez ser débiles (D) o fuertes (F)
dependiendo del esfuerzo.necesario para provocar el desprendimiento (Tabla 5 y Fig. 38)

Figura 37. Evidencia del ensayo de biaConsolidac¢iénsen Sascab utilizando M-3P, a) control sin
bacteria b) con la bacteria OX4-8C.

Figura 38. Diferentes niveles de bioconsolidacion observados en el ensayo/con medio M-3P. a)
consolidacion superficial en sascab inoculado con la cepa OX6-4B, b) consolidacion media en
arena inoculada con la cepa CHGM1-4, c) consolidacion profunda en sascab’inoeculado con la
cepa CHIM-1.

En cuanto a las coloraciones, éstas fueron muy estables en CCP (tanto en arena como en
sascab), excepto en las cepas CHGM7-2 y CK1-5A, que mostraron un cambio €vidente de
tonalidad con algunos puntos en la superficie del color de la cepa, y cabe resaltar que lasimismas
dos cepas mostraron un relieve que las demas no presentaron (Fig. 39). En cuante. a-las

coloraciones en el medio M-3P, se mantuvieron muy estables en sascab, excepto en lasdos
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Figura 39. Observaciones d

erficial en todas las cepas excepto en OX4-8C y OX1-1 (Fig. 40).

S mencionadas, y en el aislamiento OX4-8A; y en la arena hubo una coloracién

CepasCﬁe’
amaril D

y textura en ensayo de bioconsolidacién en sascab con medio

CCP a) Cepa CHGM7-2 mostrando cambios de coloracién en la superficie b) Detalle del relieve

superficial causado por la cepa

Tabla 5. Observaciones de bioconso yén de la cepas seleccionadas
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Figura 40. Evidencia fotografica de bioconsolidacion de cepas bacterianas en arena y sascab,
utilizando _medio M-3P y CCP
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EVIDENCIA FOTOGRAFICA DE BIOCONSOLIDACION
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EVIDENCIA FOTOGRAFICA DE BIOCONSOLIDACION

ccp

SASCAB ARENA SASCAB

8.5. SELECCION DE CEPAS NS&S RIGUROSOS DE CONSOLIDACION
Teniendo en cuenta que las bacterias |zocula
se priorizaron aquellas cepas que demostraren un r@or precipitacion de cristales en caldo,

la roca suspendidas en medio liquido,

ademés de haber mostrado un excelente r ien | agar y/o en los experimentos de
bioconsolidacion. Las 22 cepas probadas fueron@culada dos medios liquidos (B4 y CCP),
observandose que la mayoria tenian lenta precipitacion de%les, y cuando lo hacian, la
cantidad era muy baja en comparacion con los medios agarizad &cultando la recoleccion de

los cristales para el analisis en DRX y SEM.

Posteriormente, se evalu6 la produccion de cristales en otros medio idos (B4M y M-3P),
observandose en el microscopio 6ptico que el medio M-3P mostraba una mayor eficiencia.
Ademas, se identific6 una tendencia de las cepas a formar aglomerg En medio
agarizados, especificamente las cepas OX4-8C, CHIM-1 y CK1-3C mostraror& acidad de
precipitar cristales de mayor tamafio (Fig. 41).

Considerando estos resultados se eligieron nueve cepas: CHIM-1, CHGM7-2, CHGM]&&\‘,HM-
1, OX4-8A, OX4-8C, CK1-3C, OX1-1 y CK4-1, para realizar analisis rigurosos de a
superficial (Fig. 42), DRX (Tabla 6 y Fig. 43) y SEM (Fig. 44).

64



CEPAS CON MAYOR PRECIPITACION DE CRISTALES EN B4M Y M-3P
CEPA

M-3P (AGAR) M-3P (LIQUIDO)
L ' v«

CHIM-1

CHL4-1

CHGM7-2 |-

CK4-1

CK1-3C

Figura 41. Mejores cepas precipitadoras de cristales, en agar y medio liquido (B4M y M@

O

.
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8%5.1. ANALISIS DE DUREZA SUPERFICIAL EN BIOCONSOLIDACION
Para unarinterpretacién mas precisa de los datos, se hizo una medicion con un durémetro de las
nueve cepas elegidas, evaluando su desempefio en el material sascab, ya que este presenta
una mayor compatibilidad con la roca caliza que se utiliza en la restauracion de los monumentos
histéricos. Ademas, se incluyé una comparacion entre las cepas seleccionadas y un control
positivo (Lysinibacillus.fusiformis), reportada en la literatura como una cepa carbonatogénica con
propiedades consolidantes. Los resultados revelaron que existen diferencias de dureza entre las
cepas (Fig.42), concluyende, también, que el medio de cultivo desempefia un papel crucial en la
resistencia de los cristales.sintetizados. Se observo que la actividad de algunas cepas aumenta
o disminuye dependiendo del.medio proporcionado. Los andlisis mostraron que la cepa OX4-8A
presenté una mayor resistencia en-ambos medios, superando incluso al control positivo, mientras
gue la cepa OX4-8C mostr6 valoressmuy similares al control positivo. Este experimento destaca
la importancia de datos cuantitativosyademas de las observaciones cualitativas, ya que casos
como la cepa CHL4-1, que visualmente parecia ser de las mas estables, demostré mediante el

durémetro que la resistencia proporcionada=nefue 6ptima.
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Figura 42. Comparacion de dureza superficial en bioconsolidacion de sascab.
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8.6, CARACTERIZACION DE LOS CRISTALES DE CARBONATO DE CALCIO
Los cristales precipitados en los diferentes medios fueron recolectados y analizados tanto en
DRX (Fig. 43) como en SEM (Fig. 44). Los difractogramas obtenidos confirman la produccién de
calcita (CaCQg), vaterita (CaCO3) y wedelita (CaC,0,:2H,0), ademas de otras fases de
carbonato de caleio cuya formacion depende del medio de cultivo en el que fue inoculada la
bacteria (Tabla 6):

Se evidencié la formacion, de diferentes polimorfos del carbonato de calcio, lo que resalta la
influencia del entorno en_la\estabilizacion de fases especificas. En particular, se detecto la
formacion de wedelita en el‘'medio B4, lo que sugiere la participacion de metabolitos microbianos
en la modificacion del microambiente quimico, favoreciendo la precipitacion de oxalato de calcio

en su fase dihidratada.

Tabla 6. Minerales identificados por cepa en diferentes medios de cultivo.
MINERALES IDENTIFICADOS

CEPA
M-3P AEMC CCP B4 B4M
Calcit Wedelit .
CHGM1-1 alerta ND ND eaeita Calcita
Vaterita Calcita
Calcit Calcit
CHEM7-2 | Calcita alctta ND alctta Calcita
Aragonita Aragonita
Calcita Vaterita Calcita
CK1-3C . ND ND . .
Vaterita Wedelita Wedelita
Hid lapatit .
. : I’CI)(IE.IFT e Calcita .
CK4-1 Calcita ND Wedelita ) Calcita
. Aragonita
Aragonita
: Wedelita Calcita
ox3-1 Calcita ND ND Calcita Wedelita
OX4-8A Calcita ND ND Calcita Calcita
Hidroxiapatita Wedelita ;
. . . Calcita
OXa-8c Calcita ND Wedelita Calcita )
. . Wedelita
Aragonita Aragonita
Wedelita ;
. ) Calcita
CHIM-1 Wedelita ND ND Calcita .
. Wedelita
Aragonita
Hidratado
de Wedelita :
CHL4-1 ND ND . Calcita
etanoato Calcita
de calcio

ND: no detectado
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Figura 44. Micrografias de SEM de cristales en M-3P a 1000X (excepto f, que se encuentta a
1800X), y los insets a 5000X a) CHL4-1 b) CHGM7- 2 ¢) CK1-3C d) CHGM1-1 e) OX1-1 f) OX4-
8A g) OX4-8C h) CHIM-1
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En los analisis DRX de los ensayos de bioconsolidacién (Fig. 45), se confirmé un aumento en los
picos relaCionados con la calcita en comparacion con los controles, especialmente en las cepas
0OX4-8C, CHIM:1 y OX1-1 cuando fueron evaluadas en el medio M-3P + sascab. Por otro lado,
no se detectd yun incremento en los picos de calcita en ninguna de las cepas cuando se utilizaron
en el medio CCP '+ sascab, sugiriendo que este medio no favorecio la precipitacién de carbonato

de calcio en la misma.medida que M-3P.

En cuanto a los ensayos.en arena, los resultados fueron favorables tanto en M-3P + arena como
en CCP + arena, mostrande, un aumento en la formacién de calcita en comparacion con los
controles. No obstante, la ceparOX4-8A no mostrd una actividad significativa en la precipitacion
de calcita en ninguno de estos medios. En arena, los mejores resultados se obtuvieron con las
cepas CK4-1y OX1-1 en CCP +arena, y con OX4-8C, OX1-1y CHIM-1 en M-3P + arena.

Los difractogramas confirman la presencia predominante de calcita (CaCOs) en las muestras
donde se observé una mayor actividad decbioconsolidacion, lo que sugiere que el tipo de medio
influye significativamente en la posible precipitacion de carbonato de calcio por parte de las cepas

analizadas.
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8.7,0” IDENTIFICACION MOLECULAR

847.1. EVALUACION DE LA CALIDAD DE LAS SECUENCIAS CRUDAS
El analisis de calidad de las secuencias crudas reveld que la mayoria de las lecturas presentaban
valores de calidad superiores a Q=30, indicando una fiabilidad adecuada para el ensamblaje y
posterior andlisis gendmico. Sin embargo, se identificé una distribucion atipica del porcentaje de
contenido GC en algunas muestras, lo que sugiere posibles sesgos en la composicion gendmica.
En particular, las cepassOX4-8C y CHIM-1 presentaron secuencias sobrerrepresentadas, lo que
podria indicar la presencia de regiones genémicas altamente repetitivas o la amplificacion

preferencial de ciertos fragmentos de ADN durante el proceso de secuenciacion.

8.7.2. FILTRADO Y LIMPIEZA DE SECUENCIAS.
Tras el proceso de limpieza y filtrado de las secuencias, se logré una mejora general en la calidad
de los datos, eliminando bases de™baja calidad y reduciendo la presencia de secuencias
sobrerrepresentadas. La Tabla 7 resume los cambios observados después del procesamiento
con Trimmomatic. Se destaca que, miéntras que la mayoria de las cepas mejoraron
significativamente en la distribucion del contenido de GC y en la eliminacion de secuencias
sobrerrepresentadas, la cepa OX4-8C.n@ mostré na correccion suficiente en la distribucion de
GC ni en la eliminacion de secuencias sobrerrepreésentadas. En contraste, la cepa CHIM-1 logré

corregir completamente las anomalias detectadas en’el.analisis previo.

Tabla 7. Resumen de la calidad de las secuencias después de la limpieza y filtrado con
Trimmomatic.

Secuencias
Sobre Adaptadores
Totales Tamaiio(pb) Q=230 % GC representadas

0OX4-8C 586,289 36-151 Si 58 Si No
CHJM-1 611,095 36-152 Si 61 No No
CK4-1 1,187,264 36-153 Si 61 No No
0X1-1 717,786 36-154 Sl 63 No No
CK1-3C 1,163,089 36-155 Si 57 No No
CHGM7-2 | 1,625,666 36-156 Si 62 No No

8.7.3. ENSAMBLAJE DE GENOMAS Y EVALUACION DE LA CALIDAD.
El ensamblaje de los genomas mediante Minia gener6 un numero variable de contigs y tamafios
gendmicos diferentes para cada cepa (Tabla 8). Con base en los resultados obtenidos ‘'de‘la

evaluacion de completitud y contaminacién a través de CheckM (Tabla 9), se determin6 que los
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genomas’”de las cepas OX4-8C y CHJM-1 no presentan un tamafo suficiente para realizar un
analisiswrobusto. No obstante, estos genomas pueden ser (tiles para estudios preliminares,
considerandolos como genomas parciales. En contraste, los ensamblajes de las demas cepas

alcanzaron una calidad suficiente a excelente, permitiendo analisis genébmicos mas complejos.

Las métricas de. QUAST indicaron que la mayoria de los ensamblajes presentan tamafios
adecuados y valores de N50 y L50 que sugieren una buena continuidad, lo que respalda su uso
en estudios gendmicos detallados.

Tabla 8. Resumen de métricas*de QUAST en base al ensamblado genémico basado en Minia

Clave Tamafio Tamafio total Contig mas largo
Cepa k-mer #Contigs {pb)
0X4-8C 3 380 249,448 625 157 3571 63.05
CHJM-1 27 1952 2/595 664 1546 438 8392 64.06
CK4-1 32 869 4,804,443 8,645 152 63,454 64
oX1-1 N 2,302 3,897,389 2,168 480 48,260 66
CK1-3C 33 625 5,347,793 15,956 | 100 59,888 59
CHGM7-2 33 635 5,847,879 15,956 | 100 59,888 59

Tabla 9. Resumen de la evaluacion de la calidad del'ensamblado gendmico segin CheckM

Cepa Linaje del marcador Completitud Contaminacion
OX4-8C f__Micrococcaceae 12.46 0
CHJM-1 o__Sphingomonadales 67.88 357

CK4-1 f__Micrococcaceae 98.83 0.93

oX1-1 f__Xanthomonadaceae 83.05 3.77
cK1-3C f__Rhizobiaceae 98.87 1.86

CHGM7-2 f __Rhizobiaceae 98.87 1.86

8.7.4. ANALISIS FILOGENETICO
En el arbol filogenético de la cepa CHIM-1 (Fig. 46), se observa un clado diverso.conformado
principalmente por especies del género Sphingomonas y sus géneros relacionados, como
Sphingopyxis, Sphingobium y Novosphingobium. Adicionalmente, se identifican algunos‘géneros
mas distantes, como Caulobacter, Hyphomonas y Rhizobium, que aparecen en posiciones'mas

alejadas en la topologia del &rbol, lo que indica una menor relacion filogenética eon
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Sphingomonas. La cepa CHJM-1 parece agruparse estrechamente con Sphingomonas
jaddahensis G39T y otros miembros del género Sphingomonas, lo que sugiere que pertenece a
este grupastaxondémico. No obstante, la distancia filogenética observada indica que podria
tratarse de una variante intraespecifica o, potencialmente, de una nueva especie dentro del
género. Sin embargo, es importante considerar que la calidad de las secuencias obtenidas y el
nivel de completitud del genoma ensamblado no permiten confirmar esta hipotesis con certeza,

por lo que serian necesarios analisis gendmicos adicionales para una identificacion definitiva.

Tree scale: 0.03
0.09

0 Sphingomonas fiucosissima DS 17494
Ql U Sphingomonas dokdonensis DSM 21029

0.0% CHIM-1
0.1

Sphingomonas feddahensis G39T
0.1

5.01 Novosphingobium capswlatum NBRC 12533

0.02 - Sphingobium yanoikuyae ATCC 51230
5:09

Sphingomonas panaciterrae KCTC 42346
0.1%

0.01 Sphingomoenas kyeonggiensis DSM 101806

o

Sphingomoenas azotifigens NBRC 15497

l' 012 Sphingopyxis alaskensis RB2256
012

Blastomonas natatoria DSM 3183

0.12

Sphingomonas gelfani S6-262T

01 Sphingomoenas endophytica DSM 101535
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Sphingomonas ginsenosidimutans KACC 14949
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Sphingomonas palmae JS521-1T

7> Sphingomonas lycopersici MMSMZ20

- wat®- 4 Zymomonas mobilis subsp. pomaceae ATCC 29192
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Sphingomonas beigongshangi RENS
0 .08 4 3 Sphingomanas radiodurans S9-5
0L - Erythrobacter longus DSM 6997
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Rhizobium leguminosarum USDA 2370

0 0.11 - - - Sphingomonas spermidinifaciens 9NM-10
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WHyphomonas polymorpha PS728
0.14

Caufobacter crescentus CB2

Figura 46. Arbol filogenético de la cepa CHIM-1. Las especies tipo'estan resaltadas en color
rojo.

El andlisis filogenético permitié la construccién de un arbol filogenético paralas cepas OX4-8Cy
CK4-1 (Fig. 47), en el cual se observo la formacién de clados bien definidos dominados por los
géneros Arthrobacter, Paenarthrobacter y Pseudarthrobacter. La cepa OX4:8C se agrupa
estrechamente con Arthrobacter mangrovi, presentando una distancia genética_baja (0.01), lo
que sugiere que podria corresponder a esta especie 0 a una muy cercana. Por otro lado, la cepa
CK4-1 mostr6 una estrecha relacion filogenética con Paenarthrobacter ureafaciens; con una

distancia genética corta (0.09), lo que indica una alta similitud entre ambas.
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Tree scale: 0.03 0o ' I .07 Arthrobacter humicola JCM 15921

L 0.07 Arthrobacter oryzae DSM 25586

Arthrobacter globiformis NBRC 12137
Pseudarthrobacter polychromogenes CGMCC 1.1927
Pseudarthrobacter enclensis NIO-1008

01

01

0.1

0.1

Pseudarthrobacter psychrotolerans Y156
01 [ Arthrobacter cupressi CGMCC 1.10783
4 Arthrobacter cupressi DSM 24664

D1 Arthrobacter cavernae PO-11

Arthrobacter ramosus JCM 1334

.05 i Paenarthrobacter nicotinoverans JCM 3874

el 0.04 I i Paenarthrobacter nicotinoverans DSM 420
0.05

Paenarthrobacter histidinolovorans JCM 2520

0
0.02 0.06 Paenarthrobacter nitroguajacolicus JCM 14115

g 0.08 Paenarthrobacter aurescens NBRC 12136
0
0.01

01
0.02
0

Q
01

o1 ?Paenanhmbacrer ilicis DSM 20138

4 Paenarthrobacter ilicis CECT 4207
1 0

0.1

Paenarthrobacter aromaticivorans MMS21-TAEI-1
09

CK4-1
Paenarthrobacter ureafaciens DSM 20126
0.03 ‘ 0.07 Arthrobacter gallicola Sa2CUA1

01

4{ ‘ 0.07 Arthrobacter luteolus DSM 13067
0.01 .1 Arthrobacter citreus DSM 20133

0.11

Arthrobacter gandavensis JCM 13316

0.0% Arthrobacter deserti CGMCC 1.15091

202 Arthrobacter mobilis E918

0.08

Arthrobacter hankyongi 12-34

D11

Arthrobacter sulfonylureivorans LAM7117
F st NG 0OX4-8C
Arthrobacter mangrovi NBRC 112813

0.11

Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117
Arthrobacter ginkgonis JCM 30742
Zafaria cholistanensis DSM 29936T

0.08

| 16265
0.12

o]
05 |
i|

Paeniglutamicibacter kerguelensis DSM 15797

.01
0
0
.01
o 0
0
02

0.11

Kytococeus sedentarius NCTC 11040
Micrococcus futeus ATCC 4698
¥ 3 Dermacoccus nishinomiyaensis NCTC 11039

0.
0.1

0
0 0.11

0.12

<= - Kocuria rhizophila TA68

Figura 47. Arbol filogenético de las cepas OX4-8C y CK4-1. Las especies tipo estan resaltadas
en color rojo.

El arbol filogenético de la cepa OX1-1 (Fig. 48) revela una clara agrupacién de las especies del
género Stenotrophomonas, formando un clado bien definido. La cepa OX1-1 se posiciona dentro
de este grupo, mostrando una relacion filogenética estrecha con Stenotrophomonas geniculata
JCM 13324, con una distancia evolutiva corta (<0.01). Esta proximidad sugiere gue/OX1-1 podria
representar una variante intraespecifica o, potencialmente, una nueva subespécie dentro de
Stenotrophomonas geniculata. No obstante, para confirmar su estatus taxondmico, seria
necesario realizar analisis complementarios, como la determinacién de valores de hibridacion
ADN-ADN digital (dDDH) y ANI (Average Nucleotide Identity).
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Figura 48. Arbol filogenético de la cepa OX1-1. Las especies tipo estan resaltadas en color rojo

El arbol filogenético obtenido para las cepas CK1-3C yy"CHGM7-2 (Fig. 49) revela que el género
Agrobacterium domina la topologia del arbol, con una clara diferenciacion en distintos subgrupos.
Ambas cepas se agrupan estrechamente con‘Agrobacterium pusense, lo que sugiere una
relacion filogenética cercana con esta especiesl@ distancia evolutiva entre A. pusense y las
cepas analizadas es baja (0.01), lo que indica que podrian representar variantes intraespecificas
o incluso nuevas cepas dentro de esta especie. Sin embarge; para confirmar su identidad
taxondmica con mayor precision, seria necesario complementar este analisis con estudios

gendmicos adicionales, como la determinacion de valores de ANI (Average Nucleotide Identity)

y dDDH (hibridacion ADN-ADN digital).
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Pseudomonas betelf LMG 978
Stenotrophomonas cyclobalanopsidis TPQGI-4
Stenotrophomonas indicatrix WS40
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Stenotrophomonas nitritireducens DSM 12575
Stenotrophomonas acidaminiphila JCM 13310
Stenotrophomonas humi DSM 18929
Xanthomonas campestris ATCC 33913
Luteibacter rhizovicinus DSM 16549

Xylella fastidiosa DSM 10026
Pseudoxanthomonas mexicana DSM 17121
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Figura 49. Arbol filogenético de las\cepas CHGM7-2 y CK1-3C. Las especies tipo estan
resaltadas en color rojo.

Los valores de dDDH permitieron determinar qué cepas podrian representar potencialmente
nuevas especies. En la Tabla 10 se presentan las cepas analizadas en contraste con aquellas
con las que mostraron un porcentaje gignificativo'de identidad, lo que permite evaluar su cercania
filogenética y destacar diferencias nucleotidicas(que podrian indicar si las cepas estudiadas
corresponden a nuevas especies 0 a variantes dentrd de una subespecie. Las cepas OX4-8Cy
CHJM-1 mostraron una relacion con Arthrebaeter mangroevi NBRC 112813 (dDDH = 39%) y
Sphingomonas dokdonensis DSM 21029 (dDDH"='39%), respectivamente. Si bien un valor bajo
de dDDH (<50%) suele interpretarse como indicativo de una“especie perteneciente a un nuevo
género, es importante considerar que la calidad del ensamblajegendmico de estas cepas no fue
suficiente para realizar un andlisis in silico robusto que respalde ‘esta conclusion de manera
definitiva. No obstante, dado que la plataforma TYGS utiliza bases deydatos de ARNr 16S y
genomas tipo, es altamente probable que OX4-8C y CHJM-1 pertepnezcan a los géneros

Arthrobacter y Sphingomonas, respectivamente.

Por otro lado, la cepa CK4-1 mostr6 una relacion con Paenarthrobacter ureafaciens DSM 20126,
con un valor de dDDH relativamente bajo (dDDH = 25.1%). Debido a que el ensamblaje genémico
de esta cepa presentd un alto porcentaje de completitud, se puede confiar en la calidad de los
datos obtenidos, lo que refuerza la posibilidad de que esta cepa represente un nuevo género
bacteriano (dDDH < 50%). En contraste, la cepa OX1-1 presentd una alta identidad..con

Stenotrophomonas geniculata (dDDH = 82.1%), lo que sugiere que pertenece a esta misma

77



especiesya que valores superiores al 70% en dDDH son indicativos de una misma identidad

taxonomica.a nivel de especie.

Finalmente, las cepas CK1-3C y CHGM7-2 se agruparon juntas en el analisis filogenético y
mostraron unévalor de dDDH del 100%, lo que confirma que filogenéticamente pertenecen a la
misma especie. Ambas cepas también mostraron una fuerte relacién con Agrobacterium pusense
LMG 25623 (dDDH =(86.5%). Dado que este valor supera el umbral del 70%, se puede concluir
con alta certeza que GK1-3C y CHGM7-2 corresponden a la especie Agrobacterium pusense.

Tabla 10. Resumen de los estadisticos dDDH obtenidos con TYGS

dDDH
Diferencia de contenido
L]
Cepa contrastada C.1. (d4, in %) G+C (%)
(d4, in %)
OX4-8C Arthrobacter mangrovi NBRC 112813 39 [36.5 - 41.5] 37
Paenarthrobacter nicotinovarans DSM 420 35.1 [32.6 - 37.6] 118
Arthrobacter ramosus JCM 1334 35:1 [32.7 - 37.6] 0.74
Sphingomonas dokdonensis DSM 21029 295 [27.1-32.0] 2361
CHIM-1 Sphingomonas mucosissima DSM 17494 29.2 [26.9 - 31.7] 0.61
Sphingomonas jeddahensis G39T 28.8 [26.4 - 31.3] 1.37
Paenarthrobacter ureafaciens DSM 20126 2541 [22.8 - 27.6] 0.14
CK4-1 Paenarthrobacter nicotinovorans DSM 420 24.1 [21,8~26.6] 0.43
Paenarthrobacter histidinolovorans JCM 2520 24 [21.7 - 26.5] 0.63
Stenofrophomonas geniculata JCM 13324 §2.1 [79.3 - 84.7] 0.32
OX1-1 Stenotrophomonas hibiscicola ATCC 19867 55.4 [52.7 - 58.1] 058
Stenotrophomonas africana LMG 22072 52.2 [49.6 - 54.9] 045
6 521 K33.contigs.fa' 100 [100.0 - 100.0] 0
CK1-3C
Agrobacterium pusense LMG 25623 86.5 [83.9 - 88.8] 0.04
Agrobacterium pusense LMG 25623 86.5 [63.9 - 88.8] 0.04
CHGM7-2
Agrobacterium leguminum MOPV5 355 [33.0 - 38.0] 0.73
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8.8 ENSAYO PRELIMIAR EN PROBETAS LITOTIPO CONCHUELA
Los rg(dos obtenidos durante el tiempo de exposicion (21 dias) fueron discretos,
observané solo cambios visuales al estereoscopio en las probetas tratadas con las cepas
Arthrobacte/ 0OX4-8C) y Sphingomonas sp. (CHJM-1) utilizando el medio M-3P (Fig. 50 y
51). Asimismo, btuvieron resultados positivos en el litotipo tratado con el medio B4M vy la
cepa CHL4-1, (Fi@Cabe resaltar que las cepas Arthrobacter sp. (OX4-8C) y Sphingomonas
sp. (CHJM-1) demo yﬁ resultados destacados durante todo el proceso experimental, incluso
en medios de cultivo d algunas cepas no crecieron, como es el caso del CCP. Las demas
cepas: OX1-1, CK4-1, C@C, CHGM1-1, CHGM7-2 y OX4-8A aparentemente no realizaron

cambios visibles en la roca e ese periodo de tiempo.

Figura 50. Cambios inducidos por Arthrobacter sp. (OX4-8C) en M-3P en p etas de litotipo

conchuela tratadas (21 dias), puntos de interés en circulo rojo. La fila superlor y C) muestran
las condiciones iniciales del litotipo antes del biotratamiento, mientras que fll rior (d, e y f)
presenta las observaciones tras el biotratamiento. d) Se evidencia una suavi el relieve,
en e) se observa la formacién de un nuevo material sobre la superficie y un bri ededor de
los poros previamente inexistente y en f) se aprecia una disminucion del tamafio ro junto

con un blanqueamiento visible en una zona extensa de la roca (indicado por la flech

C’o

.
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Figura 51. Cambios inducidos por?x‘ingomonas sp. (CHJIM-1) sobre litotipo conchuela en
medio M-3P (21 dias) en circulo rojo | ntos de interés. La fila superior (a, b, c y d) son antes
del biotratamiento, y las de la fila inferior g y h) después del biotratamiento. En la imagen e)
vemos una suavizacion del relieve, en f) serva un cierre de poros, en g) cierre de poro, y
en h) cierre de poro y suavizacién del reIieW.(&

b a T - - e =
Figura 52. Cambio inducido por la cepa CHL4-1, sobre la probeta litotipo conchuela en medio
B4M (21 dias). Las fotografias de la fila superior (a, b, y c) son antes del biotratamiento, y las de
la fila inferior (d, e,y f) después del biotratamiento. En la imagen d) vemos sin@ de material,
en e) en el circulo rojo, se observa sintesis de material y en el circulo negro la proliferacion de
un hongo, y en f) se aprecia a mas detalle como el medio B4M favorece el cr@iento de
microorganismos biodeteriorantes. m

8.9. ENSAYOS DE BIOCONSOLIDACION IN SITU O
Se seleccionaron las cepas Arthrobacter sp. (OX4-8C) y Sphingomonas sp. (CHIM-1) p a

exposicion natural de las probetas de roca calcarea en los sitios arqueoldgicos de Oxpemdl y
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Chichénrltza, basados en: crecimiento eficiente en medio oligotréfico, sintesis significativa de
cristales«(tanto en los medios agarizados, como en los liquidos), resultados favorables en
bioconsolidacién (arena y sascab), buen desempefio en el bioensayo con litotipo conchuela,
viabilidad celular alta, movilidad (dispersion de cristales por toda la caja de Petri) y ausencia de

pigmentacion en'los sustratos.

Las 70 probetas delitotipo Chichén Itza con las dos bacterias inoculadas fueron instaladas en
los sitios arqueologicos y-posteriormente retiradas en el mes de mayo de 2024, después de seis
meses de exposicion. Debido al proceso de erosion de la roca bajo condiciones ambientales
naturales, se realiz6 una comparacion del peso antes y después del tratamiento y exposicién,
calculando el promedio de masa perdida, expresado en gramos, para cada tratamiento y sitio de
muestreo. El peso promedio inicial.de cada probeta de roca era aproximadamente 3,2 g. En todas
las rocas se observé pérdida de masa,,con excepciéon de una probeta sometida al tratamiento
con la bacteria Arthrobacter sp.(OX4-8C)+ M-3P en Oxpemul, donde no se registré pérdida
aparente de masa (Fig. 53). En general,.en Oxpemul los tratamientos con bacterias mostraron
mejores resultados en términos de conservacion de la masa, en comparacion con los controles,

destacando la bacteria Arthrobacter sp.(©X4-8C) gomo la mas efectiva.

En Chichén Itza, la mayor pérdida de masa se_registr6 en los litotipos inoculados con
Sphingomonas sp. (CHIM-1) en TSB (0.029sMmg), seguido del control con nanoparticula CZ y
Arthrobacter sp. (OX4-8C) en TSB (ambos con 0.028 mg)..Por otro lado, los tratamientos con
Sphingomonas sp. (CHJM-1) (0.023 mg) y Arthrobacter sp. (OX4-8C) (0.024 mg), ambos con M-
3P, presentaron las menores pérdidas, evidenciando su éfectividad. En ambos sitios, los
tratamientos con M-3P como vehiculo de inoculacion de las bacterias fueron los méas efectivos

para minimizar la pérdida de masa (Fig. 53).
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Figura 53. Pérdida de masa por.tratamiento y sitio de exposicion.

8.10. ANALISIS AL ESTEREOSCORYO\Y EN MICROSCOPIO ELECTRONICO DE
BARRIDO.
Se llevaron a cabo comparaciones entresdas probetas de roca con las imagenes tomadas antes
y después de la exposicion, para determinar camhio en los litotipos. Inicialmente se observé que
algunas rocas presentaban material del ambiente, can fragmentos oscuros en la superficie (Fig.
54a) y en ocasiones particulas depositadas.en los ‘pores (Fig. 54b). Esto se atribuy6 a la
interaccion de los litotipos con el lugar de exposicion. Ademas, fue claro que las probetas
retiradas del sitio arqueolégico de Chichén Itza mostraban”evidencia de erosion (Fig. 54c);
también se observo la proliferacion de microalgas y hongos enda superficie de las probetas con
el tratamiento control TSB, tanto en las retiradas de Chichén Itzacamo de Oxpemul (Fig. 54d),
destacando que las probetas sin ningan tipo de tratamiento son altamente susceptibles a la

colonizacién de microorganismos dafinos.

En las observaciones detalladas por tratamiento y sitio arqueoldgico, se visualizaron cambios en
las probetas de roca con los tratamientos bacterianos (Arthrobacter sp.) (OX4-8C) vy
Sphingomonas sp. (CHJM-1), en ambos medios (M-3P y TSB), y en menor iedida en los
tratamientos con solo medio M-3P (sin bacteria). Aunque a diferencia de la colonizacion por 21
dias en condiciones ambientales de la ciudad de Villahermosa, los resultados obsetvados no
fueron mas relevantes (Fig. 55 a 57). Después de los seis meses de exposicion lo que se visualizé

fue una bioconsolidacion discreta pero consistente, sin descartar la posibilidad de que+las
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bacterﬁ hayan alojado internamente en los poros, donde es dificil visualizar los resultados al

estere Eio.

Figura 54. Observaciones en litotipos.@hichén Itza expuesto por seis meses, a) y b) fragmentos
oscuros en la superficie y en los poro algunas probetas de roca. c) Areas erosionadas d).
Crecimiento de microorganismo exégenc@ Srobetas control TSB.

Entre las observaciones realizadas sé.i tifi&ly recubrimiento de poros, sintesis de material
(masa donde antes no habia), elevaci @ suavizacion de la superficie en algunos lugares del
litotipo principalmente en la zona matriz mieri 'CQ (ma da) y en algunos casos se notaban a
simple vista brillos superficiales. Los mejore( Itado btuvieron en las probetas expuestas
en el sitio arqueoldgico de Oxpemul, especiam cuan @5 bacterias se inocularon usando
como vehiculo el medio M-3P, sin embargo,?cepa A acter sp. (OX4-8C) demostro
resultados muy similares cuando se encontraba sola (Fig. 55).#Sejrealizé un cuidadoso control
para considerar Unicamente aquellas observaciones donde el aco iento de material era muy

evidente, descartando casos donde el relleno de poros pueda atribUIrS@SidUOS desprendidos
o alojados por azar. ®

¢
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probetas con el tratamiento a) Arthrobacter

oxi ) + TSB antes y después de 6 meses de
l. ¢) tratamiento Arthrobacter sp. (OX4-

6 meses de exposicion ambiental en el

sp. (OX4-8C) + M3-P. b) Arthrobacte
exposicion ambiental en el sitio arqueo
8C) + M3-P. Comparacion del litotipo ant
sitio arqueoldgico de Chichén lItza.
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Figura 56. Observaciones al estereoscopio de las probetas ¢ tratamiento a) Sphingomonas
sp. (CHIM-1) + M-3P. Comparacion del litotipo antes y desptieés de 6 meses de exposicion
ambiental en el sitio arqueoldogico de Oxpemul. b) Sphingo s sp. (CHJM-1) + TSB.
Comparacion del litotipo antes y después de 6 meses de exposicion ambiental en el sitio
arqueoldgico de Oxpemul. ¢) Sphingomonas sp. (CHJM-1) + TSB. Co cion del litotipo antes
y después de 6 meses de exposicion ambiental en el sitio arqueologi Chichen Itza d) con
el tratamiento M3-P solo. Comparacion del litotipo antes y después de eses de exposicion
ambiental en el sitio arqueoldgico de Oxpemul. )\
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Flgura 57 Observauones en SEM (en el CII‘CUlO amarlllo puntos de mteres) a) y OF a amiento
bacteria Arthrobacter sp. (OX4-8C) + M3-P de Oxpemul c) tratamiento bacteria Sphingemonas
sp. (CHJIM1) + M3-P de Oxpemul d) tratamiento bacteria Arthrobacter sp. (OX4-8C) 3-P de
Chichén Itza e) y f) Tratamiento bacteria Arthrobacter sp. (OX4-8C) + TSB de Oxpemul (en la
gue se ve un acoplamiento de material en e, mientras que en la f se nota un depésito de ‘@ n
residuo externo) g) Crecimiento de microorganismo exdgeno en tratamiento control T )
residuos blancos en tratamiento con nanoparticula.
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8.1 PRUEBAS FiSICO MECANICAS

871L1. RUGOSIDAD

Se realizé una.comparacion de rugosidad (Ra) entre tratamientos y entre los sitios de exposicion.
Como se muestra en la figura 58, las probetas expuestas en el sitio arqueoldgico de Chichén Itza
presentan una mayor rugosidad, especialmente aquellas asperjadas con las bacterias (y siendo
mas pronunciada ‘cuando éstas se encontraban estimuladas con el medio M-3P). En contraste,
los controles mostraronsina menor rugosidad. En el caso de las probetas expuestas en Oxpemul,
se observd una mayor rugosidad en las asperjadas con el control M-3P (medio estimulante) y
con Sphingomonas sp. (CHJM-1) + M-3P.

Ademas, se hizo una comparacion por sitio de exposicion, entre la rugosidad de las probetas en
ambas caras del litotipo, es decir, la rugosidad en la cara donde se asperjo el tratamiento
(anverso), y la rugosidad en la cara“sin el tratamiento (reverso), utilizando esta ultima como
control interno (Fig. 59): analizando la"rugosidad de cada probeta consigo misma. Se puede
apreciar una mayor rugosidad en la cara del tratamiento Arthrobacter sp. (OX4-8C) con M-3P, la
nanoparticula CZ y el medio estimulante M-3P en el sitio arqueoldgico de Oxpemul. Por otro lado,
en Chichén Itz4 se presentd una mayoersrugosidad en la cara de los tratamientos bacterianos,
excepto en CHJM-1 + TSB (Fig. 59).

COMPARATCION SITIOS
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Figura 58. Comparacion de rugosidad entre tratamientos y sitios de exposicion.
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Figura 59. Comparacién osidad entre tratamientos por sitio de exposicion con respecto al
control litotipo (reverso de ca sin tratamiento). En circulo donde se aprecia la mayor

rugosidad del lado del tratamle

8.11.2. DUREZA SUPERFIC@\

En cuanto a la dureza superficial, los tra@ientos asperjados con las nanoparticulas de CZ, el

control inoculado solo con TSB, y la cepa obacter sp. (OX4-8C) en M-3P mastraron mayor
dureza en las probetas expuestas xpem otro lado, en las expuestas en Chichén Itza,
el control TSB, y la cepa Sphingom -1) con TSB, fueron los tratamientos que

mostraron una mayor resistencia (Fig.
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Figura 60. Comparacion de dureza superficial entre tratamientos y sitios de exposicion. O
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De igualforma se hizo una comparacion (por sitio de exposicion) de la dureza superficial en
ambas‘caras del litotipo, es decir, donde se asperjo el tratamiento (anverso), y en la cara sin el
tratamiento(reverso) como control (Fig. 61). Los resultados muestran una mayor dureza
superficial en el tratamiento con la nanoparticula CZ y el medio oligotréfico TSB, asi como en los
tratamientos con\ambas bacterias en el medio M-3P en el sitio arqueoldgico de Oxpemul,
mientras que hay‘mayor resistencia en los tratamientos con Arthrobacter sp (OX4-8C) en M-3P

y la nanoparticula CZ°’en*Chichén Itza.
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Figura 61. Comparacion de dureza superficiali€ntre tratamientos por sitio de exposicion con
respecto al control litotipo (reverso de la‘roca sin tratamiento). En circulo donde se aprecia una
mayor dureza del lado del tratamiento.

8.11.3. VELOCIDAD DE ABSORCION'DE AGUA
Se realizaron analisis por triplicado para medir lalvelocidad dé absorcion de agua en las probetas,
comparando las diferencias en el tiempo de absorcién (en ségundos) segun los tratamientos
aplicados y evaluando la variacion entre los sitios de exposicion.£os resultados mostraron una
velocidad mas lenta de absorcién en el control TSB en ambos sities. Ademas, se observé una
absorcion lenta en las probetas con la bacteria Sphingomonas sp. (CHIJM#1) + TSB después de
la exposicion en el sitio de Chichén Itza (Fig. 62). También se hizo una‘comparacion entre el
anverso de las probetas (con tratamiento) y el reverso de la misma (sin tratamiente), utilizandolas
como control interno, donde se evidencioé una absorcién mas lenta en la cara donde se aplicaron

los tratamientos, para ambos sitios (Fig. 63)
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Figura 62. Comparacion de la velo¢idad de absorcion de agua (expresada en segundos) entre
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80 71 120 109
— 70 — 100
v | “© 77
— 60 49 » 80
8 50 \ 3
'g 40 1 'g 60 45
30 3
® 0 n 1 B '8 & NI 1 By o 20
A 4 4 4 3 2 3 20 3 55 4 6 ‘
10 2 I i 2.5
0 . - - . - l [ | — — — y | 0 . — e - - . [ | |- l
R & & & S Y & \ = & R & R & &
xé\ % x@ N \’@ &\L o X%‘\ % x‘é\ N \’\5\ ,'&\(J g
o _@’ @\’ ¥ & QVQ\ é& o *?‘b w\\\' W & Q‘g Q\&Q-
L§ oS ) b S oS £ o o
& S N & (,O‘; &t\O § > Q oS ¢ < ‘\v:\x &
°
B TRATAMIENTO m CONTROL B TRATAMIENTO ® CONTROL

Figura 63. Comparacion de velocidad de absor€ion de agua-(en segundos) entre tratamientos
por sitio de exposicion con respecto al control litotipo (reverso.de la roca sin tratamiento).

8.11.4. COLORIMETRIA
Se hicieron mediciones de cada tratamiento por triplicado (42 probetas), .21 probetas del sitio
arqueoldgico de Oxpemul y 21 del sitio arqueolégico de Chichén Itz4, en‘ambas caras de las
probetas: anverso (donde se aplicé el tratamiento) y reverso (sin tratamiento),como punto de
comparacion. Asi como se comparo las variaciones de color antes y después del tratamiento
para los litotipos expuestos en Chichén Itza.

Los resultados de la evaluacién de colorimetria en las probetas tratadas y expuestas.en'los sitios
arqueoldgicos de Oxpemul y Chichén Itza, comparando las variaciones de color entre\las caras
tratadas y reversas, asi como los cambios antes y después de la exposicion se muestran en,la

Figura 64. Los tratamientos con Arthrobacter sp. y Sphingomonas sp. en combinaciéon con M-3P
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presentan valores mas altos de AE*, lo que indica una mayor diferencia en la coloraciéon con
respectoe-al_reverso de la probeta (Fig. 64 a y b). En ambos sitios, la hanoparticula muestra la
mayor variacién.de color, lo que sugiere un impacto mas notable en la superficie por los cambios
cromaticos que genera la aplicacion de las nanos. En los gréaficos inferiores, la comparacion en
Chichén Itza antes y después de la exposicidén evidencia que los tratamientos con bacterias y M-
3P mantienen la‘tendencia de mayor variacion cromatica, mientras que el control y la NP
presentan los valores'mas elevados de AE*, lo que indica que estos experimentaron muestran
cambios visualmente perceptibles tras la exposicion. Los graficos de coordenadas de color (CIE
Lab) muestran un desplazamiento en la zona marcada en amarillo, confirmando la variacién en
los pardmetros cromaticos. DeJnanera general, los tratamientos con bacterias y M-3P muestran
alteraciones en la coloracion pesiblemente relacionadas con procesos de bioprecipitacion de
carbonatos, mientras que la nanoparticula exhibe la mayor variaciéon de color, lo que sugiere una

posible alteracion fisica o quimica mas pronunciada en la superficie de la roca.

Los valores de AC* (variacion en la croma) permiten evaluar los cambios en la saturacion del
color tras la aplicacién de los tratamientos. En general, se observé que los tratamientos
bacterianos en combinacion con M-3P (especialmente Arthrobacter sp. + M-3P y Sphingomonas
sp. + M-3P) presentaron valores moderados a elevados de AC*, tanto en Oxpemul como en
Chichén Itza, indicando un incremento en/la intensidad del color en la superficie tratada. En
contraste, el tratamiento con nanoparticulas_mostro valores de AC* relativamente bajos en
comparacion con los de AE*, lo cual sugiere que el'eambio yvisual asociado fue mas por alteracion
general del color (como aclaramiento u oscurecimiento) y ne‘tanto por una modificacion de la

croma.

La comparacién entre cara tratada y reverso evidencié que las diferencias en croma fueron mas
marcadas en Oxpemul, mientras que en Chichén Itza los valores de{(AC*’se mantuvieron mas
homogéneos entre tratamientos. Por su parte, el analisis antes y después/de la exposicion en
Chichén Itzd& mostr6 un patrén consistente de incremento en AC* en la_mayoria de los
tratamientos, lo que indica que las condiciones ambientales favorecierop."procesos que

intensificaron la tonalidad del color de las probetas.
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Figura 64. Colorimetria en probetas tratadas y expuestas en Oxpemul y Chichén Itza.
Comparacion entre la cara tratada‘y €l reverse"€n/probetas de los sitios a) Oxpemul y b) Chichén
Itz4, asi como cambios antes y después de la gxposicion en Chichén Itza (c). d) diagramas de
coordenadas crométicas (CIE Lab) en el tratamiento con bacteria OX4-8C + M3-P antes
(izquierda) y después (derecha) de la expasicion ensChichén Itz4.

8.11.5. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA'POR TRANSFORMADA DE FOURIER.
Los espectros mediante FTIR para las probetas expuestas en©xpemul y Chichén Itza revelan la
presencia de grupos funcionales caracteristicos de los carbonatos«y otros compuestos minerales
asociados a la bioprecipitacion y la interaccién ambiental (Fig. 657a y b). En ambos sitios se
identificaron bandas caracteristicas del CaCOsz en 879 cm™ y 1426 cm™, asociadas con la
vibracion de flexion y el estiramiento asimétrico del anién carbonato (CO327); respectivamente, lo
gue indica la presencia de calcita y aragonita. Ademas, se registraron sefiales,en 1956 cm™
correspondientes a la vibracion C=0 de compuestos con estrés estructural y~en 1537 cm™,
asociadas con la vibracién de estiramiento asimétrico de grupos carboxilo (-COO?) o bandas de
carbonatos en muestras minerales. Se observé la presencia de CO, adsorbido en{a\superficie
de los carbonatos en 2136 cm™ y 2390 cm™, mientras que la banda en 2715 cm™, relacionada

con la presencia de grupos -CHO de aldehidos, sugiere actividad microbiana. Asimismo, la sefial
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en 3790-cm™ indica la presencia de grupos -OH, asociados con agua absorbida en la estructura

minerak

Al compararglos tratamientos aplicados en cada sitio, se observd que los espectros de las
probetas tratadas_con bacterias en combinacion con M-3P presentan una mayor definicién e
intensidad en las-bandas caracteristicas de los carbonatos en comparacion con los controles y
las muestras tratadas solo con M-3P. Esto sugiere una mayor actividad biomineralizante en los
tratamientos con bacterias, promoviendo la precipitacion de CaCOsen la roca. En contraste, los
controles y las probetas+ratadas solo con M-3P mostraron sefiales més difusas, lo que indica
gue los procesos de carbonategénesis en ausencia de bacterias podrian deberse a la interaccion
natural de la roca con su entorno, y a procesos de colonizacion iniciales, mas que a una

bioprecipitacién activa.

En la comparacién entre los dos sities“arqueoldgicos, se observa una mayor intensidad en las
bandas de carbonatos en las probetasgde Oxpemul, en especial en los tratamientos con
Arthrobacter sp. + M-3P y Sphingomonas sp..t\M-3P, lo que indica una mayor deposiciéon mineral
en este sitio en comparacion con Chichén Itza. Esta diferencia puede atribuirse a variaciones en
las condiciones ambientales, como la’humedad, la temperatura y la disponibilidad de calcio en la
roca. Por otro lado, los espectros de las muestras de,Chichén Itza presentan una mayor presencia
de sefales en la regidén de los compuestos organicos; la que sugiere un mayor impacto de la

colonizacion natural en la roca expuesta a esté ambientes
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9. DISCUSION

Los resultados mostraron que en los sitios arqueol6gicos mayas del sur de México residen una
gran diversidadsde bacterias con capacidad carbonatogénica. De las 114 cepas aisladas, 83
(72%) mostraron actividad biomineralizante. Entre estas, 25 cepas produjeron simultdneamente
2 o 3 tipos de (cristales en distintos medios de cultivo, mientras que 24 cepas demostraron
actividad mineralizante en el medio oligotréfico (AEMC), lo cual representa una ventaja
significativa en la biorestauracion de patrimonio edificado, dado que las rocas constituyen
ambientes caracterizad@s por la limitacion de nutrientes. La biomineralizacion del CaCOs ocurre
debido a la actividad de enzimas bacterianas, como la ureasa o la anhidrasa carbonica, que
generan modificaciones quimicas en el medio ambiente al liberar compuestos como el amoniaco,
lo que conduce a un aumento en.€l,pH. Estas condiciones facilitan la precipitacion de cristales
de CaCO; a partir de los iones“calcio_(Caz*) y carbonato (CO327) presentes en el entorno
(Chaparro-Acuia et al., 2018 y Omoregieset al., 2018).

En los experimentos realizados en laboraterio, los iones Ca?* fueron aportados por diferentes
fuentes dependiendo el medio de cultivo: el carbonato de calcio en el medio AEMC, el acetato
de calcio en los medios M-3P y B4, y el cloruro decalcio en el medio CCP. En este ultimo, también
se afiadio urea para inducir la hidrélisisgaunque resultd ser el medio con menor precipitacion de
CaCaO:s. Esto sugiere que la mayoria de las-bacterias emplearon rutas metabdlicas alternativas
para desencadenar la biomineralizacion en les_medios ‘sin urea, como la desaminacion oxidativa.
En este proceso, los aminoacidos pierden su grupo,amino (NH-), generando amoniaco (NHs), lo
cual inicia la modificacion del pH y facilita la precipitacion (Genzalez- Mufioz et al., 2008). Varias
razones podrian explicar la baja capacidad de las bactérias en el medio CCP. La
carbonatogénesis esta influenciada por factores como 1) la cencentracion de calcio, 2) la
concentracion de carbonato, 3) el pH del medio y 4) la disponibilidad de-sitios de nucleacion (Al-
Thawadi, 2011; Cameotra y Dakal, 2012; Qin et al., 2020). Una hipotesisqprobable es que el pH
en el medio CCP, ajustado a 8.5 (ligeramente superior al resto de tratamientos), pudo influir
negativamente en la actividad bacteriana. El pH éptimo al que se produce la uredlisis varia segun
el grupo bacteriano, ya que la liberacion de la enzima ureasa esta condiCionada a las

caracteristicas especificas de cada microrganismo.

El analisis de los datos obtenidos de las precipitaciones en los medios de cultivo, complementado
con los resultados de DRX, confirmd la produccion de diferentes tipos de cristales por una.misma

bacteria dependiendo del medio de cultivo en el que fue cultivada. Algunas cepas, cemo
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Agrobacterium sp (CHGM7-2), Arthrobacter sp (0OX4-8C) y Sphingomonas sp (CHJM-1)
mostraren'la capacidad de producir simultaneamente dos o tres tipos de cristal: wedelita, calcita
y aragonitai”Agrobacterium sp (CHGM7-2) lo hizo en el medio AEMC y B4, mientras que
Arthrobacter sp (OX4-8C) y Sphingomonas sp (CHJM-1) en el medio B4. Esto evidencia que la
biomineralizacign\inducida por microorganismos es altamente sensible a las condiciones del
entorno, pues cuando.se hizo una modificacién al medio B4, disminuyendo la cantidad de glucosa
y elevando el acetato’de’ calcio, Arthrobacter sp (OX4-8C) produjo calcita y wedelita pero ya no
aragonita, lo que demuestra que las caracteristicas del medio influyen directamente en los
productos cristalinos. Estas variaciones en los tipos de cristales estan determinadas por factores
como la temperatura, el pH, la.disponibilidad de nutrimentos y el metabolismo de cada bacteria.
Ademas, los exopolisacaridos (EPS) desempefian un papel importante en la formacion y el
tamafio de los cristales, ya que“proporcionan sitios de nucleacion y permiten la uniéon de
pequefios cristales para formar bioliteS_méas grandes (Zamarrefio et al., 2009, Jroundi et al.,
2021).

Estudios previos sugieren que, a medida que el pH aumenta, los iones de carbonato (CO327) se
vuelven mas abundantes, favoreciendo.la precipitacion de calcita. En contraste, a un pH mas
bajo, la concentraciébn de CO, disuelte ‘aumenta, lo que puede promover la formacion de
aragonita. Las bacterias tienen la capacidad.de indugir la formacién de aragonita y vaterita bajo
condiciones inestables, y estos polimorfos pueden convertirse después en calcita dependiendo
de la estabilidad del medio. Ademas, se ha propuesto qué ciertas proteinas pueden inhibir la
formacion de calcita, mientras que los polisacaridos tienden‘a‘promover la formacion de vaterita
(Liu et al., 2021). Estos factores también influyen en la forma y coloracién de los cristales
producidos. En los experimentos, se observaron cristales con tonalidades plateadas, cafés,
rosadas y moradas, lo cual se debe a la interaccion bacteriana con diversos iones presentes en
el medio. Se ha comprobado que, en los espeleotemas, los colores varianmsegun los iones que
sustituyen a los iones de Ca?*: Por ejemplo, Fe?* genera tonos rosados, Ni?* praduce aragonitos
verdes y Cu?* genera un azul verdoso. Sin embargo, los colores amarillos, café claro, naranja y
marron observados en algunos espeleotemas calcareos no estaban relacionades’con oxidos de
hierro sino con pigmentos organicos, como &cidos: los acidos humicos y falvicos (Zamarrefio et
al., 2009).

En los experimentos in situ, uno de los principales desafios fue el proceso de biomineralizacion

en un ambiente desafiante, como el area maya del sur de México. Esta region se caracterizapor
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condiciones climéticas extremas, con alta humedad y temperaturas que pueden alcanzar los
40°C. Enfeste contexto, la seleccidon de especies autdctonas resulto crucial para garantizar la
efectividad «de+ los tratamientos asperjados en los litotipos calcareos, ya que estos
microorganismos estan naturalmente adaptados a estas condiciones ambientales. Este enfoque
no solo favorece Jel éxito del tratamiento, sino que también previene la introduccion de
organismos exdgenos.que podrian desplazar a otros colonizadores y alterar el equilibrio de la
roca. A pesar de estas adaptaciones, las bacterias demostraron comportamientos diferentes en
los experimentos realizados en el laboratorio (ex situ) y en el campo (in situ), lo cual es
consistente con reportes ‘previos que documentan variaciones en el desempefio microbiano

debido a diferencias en las condiciones ambientales entre entornos controlados y naturales.

Bajo condiciones controladas,/ las bacterias exhibieron una destacada capacidad
biomineralizante en medios enrigueeidos con nutrimentos esenciales, logrando una cohesion
satisfactoria en los experimentos de"bioconsolidacion con arena y sascab. Este desempefio
estuvo influenciado por varios factores, como, el mantenimiento de las bacterias a temperaturas
de 24°C a 31°C, consideradas Optimas ‘para la precipitacibn de carbonatos inducido por
microorganismos (MICP), ya que’ la_literatura, reporta un intervalo ideal entre 22 y 32°C
(Zamarrefo et al., 2009). En contraste, los experimentos realizados en el campo bajo condiciones
ambientales sin control, como los bioensayos en e¢onchuela y las exposiciones en los sitios
arqueoldgicos de Oxpemul y Chichén Itza, estuvieron expuestos a temperaturas superiores a los
35°C, lluvias, interaccién con animales (principalmente en.@xpemul) y la competencia con otros
microorganismos ambientales y del sitio de exposicién. Estas condiciones, segun reportes
previos, puede inhibir la actividad biomineralizante debide” @ fluctuaciones térmicas. A
temperaturas extremas (40-50°C), muchas bacterias pueden inactivarse o presentan una
disminucion significativa en el proceso de biomineralizacion (Kim et al.,.2018, Wang et al., 2022).
Esto fue evidente en el sitio arqueoldgico de Chichén Itza, donde”les, litotipos estuvieron
expuestos directamente al sol, sin proteccion que moderard las altas temperaturas. Hay estudios
donde se enfatiza que las condiciones de temperatura ideal para MICP#por desaminacion
oxidativa es de 30 °C a 35 °C (Zhu & Chen, 2001), mientras que el pH optimo al.quesse produce
esta en el rango de pH 7-8.5 (Geisseler et al., 2010). No obstante, a pesar de las<Condiciones
adversas y los resultados discretos, Arthrobacter sp. (OX4-8C) y Sphingomonas spi (GHJIM-1)
mostraron comportamientos consistentes con sus capacidades. En Oxpemul, 1a” tepa
Arthrobacter sp. (OX4-8C) (aislada del mismo sitio) destacé bajo el estimulo del medio M-3P,
logrando sellamiento de poros, sintesis de material, y modificaciones en la superficie de 4os
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litotiposgincluso en condiciones adversas. De manera similar, la cepa Sphingomonas sp. (CHJIM-
1) (originalmente aislada de Chichén Itza), también mostré actividad positiva en Oxpemul cuando
fue asperjada con el medio M-3P, aunque este comportamiento no se replicé en Chichén Itza,
donde los litotipos mostraron una meteorizacion mas evidente y resultados menos favorables.
Ademds, en términos de absorcién de agua, los litotipos asperjados con Sphingomonas sp.
(CHJM-1) demostraron una mayor resistencia, lo cual era esperado dado que esta cepa es
conocida por su capacidad para formar biopeliculas.

La mayor eficiencia en eFsitie, arqueoldgico de Oxpemul se debe a las condiciones térmicas mas
favorables, una exposicion‘menor a los rayos solares por la abundancia de arboles alrededor,
permitiendo un pH mas propicio, para que se den las condiciones necesarias para la
biomineralizacion; a su vez, cabesmencionar que la bioreceptividad de la roca también parece
jugar un papel, pues la eficacia observada en el litotipo conchuela respecto al litotipo Chichén
Itza puede atribuirse a caracteristicasgqintrinsecas del sustrato: una distribucién de poros que
favorecen la retencion de pelicula hidrica’ y nutrientes, mayor rugosidad y microtopografia
(refugios), asi como diferencias mineralégicas que facilitan la adhesién y la actividad bacteriana.
Estudios sobre bioreceptividad muestran.que estos factores (porosidad, capilaridad, rugosidad y
composicion quimica) son determinantesierla colonizacion y la biomineralizacion en roca caliza,
por lo que la conchuela, al presentar micrefacies biamicriticas y fisuralidad, ofrece condiciones
microambientales mas favorables para la biomineralizacién(Miller et al., 2012, Chen et al., 2023).

En ambos sitios arqueoldgicos, se observaron, mejores” resultados cuando las bacterias
aspejadas fueron suspendidas en el medio nutritivo M-3P, en,omparacién con el uso del M-3P
solo. Este hallazgo coincide con el trabajo de Jroundi et al. (2017); quienes demostraron al aire
libre en el Monasterio de San Jerénimo (Granada, Espafia), que el tratamiento con M-3P
acompafado de un microorganismo autdctono produce resultados més satisfactorios que
asperjando solo el medio nutritivo. Estos resultados fueron consistentes con el FTIR donde los
tratamientos bacterianos con M-3P tuvieron una mayor definicion e intensidad\en las bandas
caracteristicas de los carbonatos y otros compuestos minerales asociados a biomineralizacion,

como la presencia de calcita y aragonita.

En este estudio, también se reporté una mayor dureza en los litotipos tratados cen_la cepa
Arthrobacter sp. (OX4-8C) combinado con M-3P y la nanoparticula. Cabe destacar que_ ambas
cepas, Arthrobacter sp. (OX4-8C) y Sphingomonas sp. (CHJM-1), mostraron un desempefio

sobresaliente en el medio liquido M-3P bajo condiciones controladas de laboratorio. Ademas,dos
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cristalessproducidos en este medio agarizado tendian a ser mas abundantes y de mayor tamafio,
lo quewslgiere que estas bacterias seguian predominantemente la ruta metabdlica de
desaminacion oxidativa, utilizando el calcio disponible en la roca o en el medio nutritivo para
producir cristales de CaCOg3, principalmente en forma de calcita. Este comportamiento también
se correlacionaf(con nuestros experimentos previos, donde ambas cepas mostraron una baja
disolucion de calcio, pero produjeron una cantidad significativa de cristales, un factor crucial para
considerar su uso enbiorestauracion, se enfatiza esto, porque diversos estudios han demostrado
que el tratamiento de la.caliza mediante MICP en condiciones de pH basico moderado (=8-9.5)
no degrada la roca, sino queda consolida y protege (Rodriguez-Navarro et al., 2003; De Muynck
et al., 2010).

Un hallazgo adicional relevante fue’la ausencia de hongos en los litotipos tratados con bacterias
+ M-3P, M-3P solo y nanoparticula 'CZ, en contraste con el control TSB, que presento
colonizacién por microorganismos querse desarrollan en los procesos de sucesion ecoldgica
sobre la roca caliza, como los hongos o'algas. La ausencia de este tipo de organismos en los
tratamientos con las bacterias podria atribuirse a posibles propiedades antibiofilms, lo que afiade
valor potencial en aplicaciones de /iorestauracion, al evitar la proliferacion de organismos

deteriorantes.

A su vez, también se destaca que los litotipos tratades’can las bacterias + M-3P fueron los que
reportaron una menor pérdida de masa y una mayor rugosidad en el litotipo, mientras que los
resultados de colorimetria muestran una tendencia al cambio'de color en el tiempo. Aunque la
pérdida material ocasionada por el intemperismo limit6 la evaluacion cuantitativa de la
neoformacion de carbonatos, la evidencia obtenida por SEM y ETIR confirma la formacién de
cristales, sobretodo en presencia de M-3P. Esto indica que la estrategia aplicada puede ser
beneficiosa en litotipos ya afectados por procesos de alteracion ambiental, contribuyendo a su
consolidacion. Cabe apuntar que la fuente de calcio disponible para lo$§ microorganismos que
inducen la precipitacion de carbonato célcico (MICP) proviene de diferentes origenes, en
condiciones de laboratorio o en tratamientos disefiados para conservacion, come. el medio M-3P,
el calcio se aporta de manera externa mediante el acetato de calcio, lo que asegura que el ion
Ca?* no sea extraido directamente del sustrato pétreo (Rodriguez-Navarro et al., 2015; Jroundi
et al., 2017). Pese a ello, cuando las reservas del medio se agotan es probable que las bacterias
tomen el calcio de la roca, de alli la importancia del experimento del consumo de calcio bacteriano

(ver Fig. 23) donde el consumo de las bacterias elegidas fue menor en comparacion con’la
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cantidad“de cristales precipitados a cambio. En este sentido, los tratamientos de conservacion
basados<en, MICP estan disefiados para aportar externamente la fuente calcica y favorecer su
bioprecipitacions evitando que los microorganismos deban recurrir a la disolucién del sustrato, lo

gue reduce el riesgo de dafio en materiales calcareos histéricos.

En los experimentos.de bioconsolidacion en sascab y arena, siguiendo la metodologia propuesta
por Cacchio y Del Gallo (2019), no se logré una bioconsolidacion efectiva utilizando el medio B4,
incluso después de redugir,la concentracion de glucosa (B4M). Esto se atribuy6 a las condiciones
ambientales en el sitio“€xperimental, caracterizadas por alta humedad y temperatura, que
favorecieron la proliferacion de\hongos. Se optd por realizar los experimentos en condiciones
ambientales naturales para comprobar la resistencia real de las bacterias, en lugar de utilizar
condiciones controladas. Ante este”desafio, se modific6 el experimento, empleando los medios
CCP y M-3P, donde no se registraron problemas de contaminacion y se obtuvieron resultados
destacados, particularmente con nueve‘cepas Sphingomonas sp. (CHIM-1), Agrobacterium sp.
(CH6M7-2), CHGM1-1, CHL4-1, OX4-8A, Arthrobacter sp (OX4-8C), Agrobacterium sp (CK1-
3C), Stenotrophomonas sp. (OX1-1).y Paenarthrobacter ureafaciens (CK4-1). Aunque los
resultados fueron concluyentes, estos difirieron deflos obtenidos por Cacchio y Del Gallo (2019),
ya que la calcificacion total se alcanzé alos 25 dias (y en algunas cepas, hasta los 30 dias), en
lugar de los 20 reportados por los autores;-lo.que podfia deberse a fluctuaciones de temperatura
y a las condiciones de oscuridad en las que_se desasrollaron los experimentos. Ademas, se
observé que, aunque las bacterias visualmentethabian coheSionado las particulas separadas del
sascab y la arena, en manipulacion mecanica y pruebas de‘dureza, se comprobaron diferencias
entre las cepas, algunas mostraron desprendimientos en la bioconsolidacién durante el estimulo
mecanico y diferentes rangos de dureza. Este comportamiento pedria estar relacionado con la
capacidad observada durante todo el proyecto, de ciertas bacterias autoctonas para penetrar
profundamente en el material, proporcionando una consolidacion interna mas efectiva. Entre las
cepas evaluadas, Arthrobacter sp. (OX4-8C) destacd por lograr una“cohesion profunda y
consistente, probablemente por su capacidad para prosperar en condiciones/ligotroficas y a su
alta movilidad observada en los experimentos in vitro. Esta cepa fue la Unica capaz-de producir
cristales (en la caja de Petri) incluso en areas donde no habia sido inoculada«También el
desprendimiento mecénico se debe a cuanta cantidad de calcita logro producir la cepasbaeteriana

en evaluacién, entre mas calcita mayor resistencia.
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Las cepas evaluadas fueron comparadas con un control negativo que no presento calcificacion,
lo que ‘permitié atribuir la dureza exclusivamente a la actividad bacteriana. Los analisis de DRX
confirmaronsun aumento en la cantidad de calcita en los tratamientos con sascab inoculados con
bacterias en el medio M-3P. Ademas, se utiliz6 como control positivo, la bacteria Lysinibacillus
fusiformis, una hacteria con capacidad biomineralizante comprobada en un estudio realizado con
cepas aisladas de"una estatua en Italia (Nigro et al., 2022). Al comparar los valores de dureza
superficial en sascab; varias cepas mostraron un desempefio superior al de L. fusiformis. Entre
ellas destacaron cepas como OX4-8A, que alcanzo valores més altos en los medios M-3P y CCP,
y la cepa Arthrobacter sp.{(OX4-8C) en el medio CCP. Esta dureza puede ser ocasionada por el
grado de insercion logrado por‘la bacteria, es decir su capacidad de desplazarse y llegar a
diferentes niveles, permitiendo una’mayor expansion y por ende un mayor aprovechamiento del
calcio disponible para precipitar cristales y aumentar asi la cantidad de calcita con ayuda del

medio.

La secuenciacion genémica permitié identificar a las seis cepas mas destacadas, ubicandolas en
los géneros Arthrobacter, Stenotrophomonas, Agrobacterium, Paenarthrobacter y
Sphingomonas. Estos géneros no son.cominmente reportados en biomineralizacién, donde
predominan los géneros Bacillus, Pseudamonas, Sporosarcinas y Myxococcus. Sin embargo, el
andlisis enzimatico confirmo la presencia-de.la enzima anhidrasa carbonica en 5 cepas (excepto
en Arthrobacter sp. (OX4-8C). Ademas, .se deteetd. la enzima fosfatasa alcalina en
Sphingomonas sp. (CHIM-1) Paenarthrobactersureafaciens_(CK4-1) y Stenotrophomonas sp.
(OX1-1). Esta enzima juega un papel importante en lavbiomineralizacion, ya que ciertos
microorganismos calcificadores pueden producir fosfatos inorgdnicos mediante su accion, los
cuales se combinan con el calcio (Caz*) disponible en el medio paraformar minerales. Por Gltimo,
la enzima ureasa se identific6 en Sphingomonas sp. (CHIM-1), Paenarthrobacter ureafaciens
(CK4-1), Agrobacterium sp. (CK1- 3C) y Agrobacterium sp. (CHG7-2).

Las cepas Arthrobacter sp. (OX4-8C) y Paenarthrobacter ureafaciens (CK4-1), mostraron
biomineralizacién destacada y similitudes en varias pruebas, principalmente en.el'medio CCP, al
gue otras bacterias no lograron adaptarse. Ambas demostraron ser versatiles' y“eficientes en
condiciones oligotréficas, lo cual esta relacionado con las caracteristicas propias de“su género.
Arhrobacter se caracteriza por su division por “chasquido” (snapping division), adoptahdo forma
bacilar durante la fase de crecimiento exponencial y forma de coco durante la fase estacionaria.

Estas células en forma de coco son altamente resistentes a la desecaciéon y a la faltade
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nutrientes. Asimismo, ambas cepas exhibieron una reaccion rapida en presencia de urea,
logrande~producir hydroxylapatite y aragonita en el medio CCP. Paenarthrobacter ureafaciens
(CK4-1) hassido reportada con propiedades antifungicas (Nguyen et al.,, 2023) y como
degradadora de herbicidas como atrazina (Zhao et al., 2023). Por su parte, Arthrobacter sp.
(OX4- 8C), mastré6 una alta motilidad, lo que favoreci6 su desempefio en los ensayos
experimentales. Sphingomonas sp. (CHJM-1), otra de las cepas destacadas, pertenece a un
género conocido por-suseficiencia en la biolixiviacion de plata y manganeso (Huerta- Rosas et
al., 2020). Estas caracteristicas sugieren que las bacterias autoctonas aisladas en esta
investigacion tienen potencial no solo en bioconsolidacion, sino también en aplicaciones

ambientales, como la remediacién de contaminantes.

Por dltimo, aunque el 72% de lassCepas evaluadas mostraron capacidad biomineralizante bajo
condiciones de laboratorio, un ‘percentaje considerable (51%) no fueron probadas en
experimentos de bioconsolidacién de arena y sascab, ni en roca, conservandose como cepas
potenciales. Esto subraya la riqgueza microbiolégica de los sitios arqueoldgicos mayas, lo cuales
aun tienen mucho material vivo inexplorade con actividades desconocidas. El aporte de esta
investigacion es un preambulo de‘la’riqueza bacteriana autdctona y su potencial papel en la
bioconservacion del area maya del sursde México con aplicaciones en entornos realistas para
zonas de temperaturas altas y sistemas.'no controlados. Ademas de contribuir con nueva

informacion sobre géneros, comportamientos, morfologias,.y mineralogia bacteriana.

10. CONCLUSIONES Y RECOMENDAEIONES
Los resultados mostraron que los sitios arqueoldgicos de Oxpemuly_Chichén Itza albergan una
gran variedad de bacterias con capacidad biomineralizante y con versatilidad para crecer y
precipitar cristales en condiciones tanto oligotréficas como nutritivas; yasque el 72% de los
aislados al ser ureasa positiva, tienen gran potencial para desencadenar\reacciones que
culminen en la precipitacion de CaCOs. Independientemente de la ureasa, tambiéen se identifico
la presencia de otras enzimas como la anhidrasa carbonica y la fosfatasa alcalinagademas del

seguimiento de otras rutas de biomineralizacion como la desaminacion oxidativa.

Hubo, a su vez, gran abundancia de morfotipos bacterianos, siendo muy diferentes entre si los
aislados de la roca caliza del sitio arqueolégico de Chichen Itz4, pero mas abundante en nimero

(aunque fueran del mismo género) los aislados del sitio Oxpemul. En cuanto al sustrato-y la

102



bioreceptividad para albergar bacterias carbonatogénicas, se notd mayor presencia en el litotipo
Oxpemul+y en los ensayos al aire libre en el litotipo conchuela durante el bioensayo previo a la

exposicion in'situ, por las caracteristicas mineralégicas de esa roca.

Se concluye,~ademés, que las bacterias aisladas tienen propiedades bioconsolidantes de
materiales como-la_arena y el sascab, mostrando una gran afinidad con el sascab, sobre todo
cuando se encuentran acompanadas del medio nutritivo M-3P, siendo las cepas OX4-8A,
Arthrobacter sp. (OX428€), Stenotrophomonas sp. (OX1-1) y Sphingomonas sp. (CHJM-1) las

gue mostraron mayores valores de dureza y cohesion.

En cuanto a los litotipos de raca.eh exposicidn en los sitios arqueoldgicos, los mejores resultados
fueron cuando las cepas Arthrobacter sp. (OX4-8C) y Sphingomonas sp. (CHJM-1) se
encontraban suspendidas en el medio M-3P, particularmente la cepa OX4-8C mostré mejor
actividad (incluso cuando se encontraba sola) en el sitio arqueolégico de Oxpemul, obteniendo
biomineralizacion a una pequefia escala, mientras que los resultados en Chichen Itz fueron mas
discretos y las rocas presentaron una mayor.erosion. Asi mismo los tratamientos con bacterias
+ M-3P tuvieron menor pérdida de.masa, mientras Sphingomonas sp. (CHJM-1) mostré una
mayor resistencia a la velocidad de abSercion de’agua por su capacidad de formar biopeliculas.

Se concluye finalmente que las bacterias/ encontradas en estos sitios arqueoldgicos tienen
potencial como cepas biomineralizantes .que se ‘podrian utilizar en bioconsolidacion y
biorestauracion, aunque se recomiendan analisis, mas rigurosos en cuanto al impacto en la
rugosidad, dureza y color de la roca (bioreceptividad). Se'enfatiza también que las rocas son
propensas a sufrir biodeterioro (principalmente flngico) cuande se encuentran sin ningun

tratamiento bacteriano, sin un medio nutritivo o sin la proteccion de-fianoparticulas.

Se recomienda, entonces, realizar estudios adicionales con distintos unedios de cultivo y
condiciones experimentales diferentes (sobre todo rangos estrictos y altos de temperatura y
humedad) para conocer a profundidad el comportamiento enzimético de cada cepa aislada
cuando se encuentra en ambientes de climas elevados y al aire libre y maximizar asi el
aprovechamiento de los microorganismos en la zona mesoamericana, a {su~yvez, hacer
experimentos que arrojen una idea mas concisa sobre como es la interaccion de |a bacteria con
el calcio, tanto del medio como de la roca, si usa primero uno y después el otro, o usa ambos
simultdneamente; todo esto se debe investigar con mas rigor para asi aumentar la confianza al
realizar aplicaciones de bioconservacion en los microambientes de las rocas del patrimonio

cultural edificado.
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Se recomienda, también, para futuras aplicaciones tener en cuenta la biomasa ya que, a mayor
biomasas“mayor precipitacion, es probable que en las areas de climas extremos se necesite
mantener estimuladas a las bacterias con regularidad, mas alla de los 6 dias de tratamiento in

situ inicial, favereciendo la supervivencia a largo plazo de las cepas.
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Resumen de la Tesis:

El patrimonio histérico edificado enfrenta un
deterioro continlo debido a factores bidticos y
abidticos, lo que resalta la necesidad de desarrollar
estrategias de conservacion sustentables y
efectivas. La precipitacién de carbonatos inducida
per microorganismos (MICP) es una tecnologia
innevadora con potencial en la biorestauracion. En
esta \ investigacion, se evalué la capacidad
biomineralizante de 114 bacterias
carbonatogénicas autoctonas aisladas de dos sitios
arqueoldgicos mayas (Oxpemul y Chichén Itz4)
mediante,Su crecimiento en diferentes medios de
cultivo. Sesdeterminé su actividad ureolitica y el
potencial de 22 cepas para la consolidacion de
arepd 'y sascab,.empleando medios liquidos (CCP,
B4 y M-3P). #Posteriormente, se analiz6 Ila
capacidad)de restauracion de estas bacterias en
roca caliza (litotipo.Chichén Itz4) bajo condiciones
in situ, evaluando cincojtratamientos a través de
ensayos fisicoquimicosy mecanicos. Nueve cepas
destacaron en todo ‘El=’proceso, precipitando
minerales como calcitay’ aragonita, vaterita,
hidroxiapatita y wedelita. De™\estas, las cepas
Arthrobacter sp. (OX4-8C) ywSphingomonas sp.
(CHJM-1) fueron las seleccionadas para los
ensayos de exposicion in situ durante\seis meses
en los sitios arqueoldgicos, demostrando una mayor
efectividad cuando se encontraban en‘el medio
nutritivo M-3P. La cepa Arthrobacter sp. (©X4-8C)
mostré la mejor actividad en todas lassetapas
experimentales, especialmente en el sitio de
Oxpemul, de donde fue originalmente aislada,
posicionandola como una candidata prometedora
para la bioconservacion de estructuras calcareas.en
ambientes tropicales.
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