UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

Facultad de Ciencias y Humanidades

1966

AVAISYAAINN
GUATEMALA

DEL, yALLE D%

Excelencia que trasciende

DEIVALLE

GRUPO EDUCATIVO

Optimizacién de la producciéon de carbonato de
calcio por tres cepas del género Lysinibacillus,
aisladas del suelo de una cantera, para la formacién
de bioconcreto.

Trabajo de graduacion en modalidad de Tesis presentado por
Ana Marcela Morales Valenzuela
para optar al grado académico de Licenciado en Bioquimica y
Microbiologia

Guatemala,
2021






UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

Facultad de Ciencias y Humanidades

1966

AVAISYAAINN
GUATEMALA

DEL, yALLE D%

Excelencia que trasciende

DEIVALLE

GRUPO EDUCATIVO

Optimizacién de la producciéon de carbonato de
calcio por tres cepas del género Lysinibacillus,
aisladas del suelo de una cantera, para la formacién
de bioconcreto.

Trabajo de graduacion en modalidad de Tesis presentado por
Ana Marcela Morales Valenzuela
para optar al grado académico de Licenciado en Bioquimica y
Microbiologia

Guatemala,
2021



Vo.Bo.:
~

N
(f)

MSe. Julio Roberto Matute

Tribunal Examinador:

() \t
MSe. Julio Roberto Matute

Uil

( Ing. Roberto 15'&'13'

o T A sete

(f)

Dra. Pamela Marie Pennington

Fecha de aprobacién: Guatemala, 6 de diciembre de 2021.



Prefacio

El presente trabajo de graduacion es parte de un proyecto en conjunto del Centro de Estudios
en Biotecnologia CEB de la Universidad del Valle de Guatemala con Cementos Progreso. Esta tesis
es la continuacion de un proyecto que combina la investigacion académica con la iniciativa en la
industria privada, para el desarrollo de bioconcreto en Guatemala. Esta tesis me permitié combinar
trabajo en laboratorio con su aplicacién industrial, y observar como esta transferencia de tecnologia
y colaboracién de distintas areas de las ciencias pueden resultar en un proyecto exitoso.

Me gustaria dar las gracias a mi asesor, Julio Matute por su excelente orientaciéon y soporte
durante todo el proceso de realizacion de mi trabajo. También me gustaria agradecer a la Doctora
Pamela Pennington por su apoyo y orientacién durante la realizacién de este trabajo. Me gustaria
agradecer a mis abuelos, quienes apoyaron tanto emocionalmente como financieramente este afio
de estudio en Bioquimica y Microbiologia, lo que me permitio llevar a finalizaciéon esta tesis y este
proyecto personal llamado doble titulacion. Me permito dar un agradecimiento especial a mi familia,
en especial a mis padres, por su acompanamiento en la realizacién de este trabajo, por acompanarme
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Resumen

El concreto es un material esencial en la construccion, pero con el paso del tiempo sufre de fractu-
ras que comprometen su resistencia y durabilidad. Para la reparaciéon de las grietas es posible utilizar
microorganismos biomineralizadores del género Lysinibacillus, aislados del suelo de una planta de
produccion de cemento en un estudio previo. El presente estudio utilizdé pruebas de microbiologia
como bateria bioquimica y perfil plasmidico para la caracterizaciéon de tres cepas de Lysinibacillus.
Ademaés se estudio el crecimiento y esporulacion de las tres cepas mediante una curva de crecimien-
to, choque térmico y floculacion. Finalmente se analiz6 como las esporas de estas cepas mejoran la
resistencia y permiten el sellado de grietas, en cubos de concreto utilizando dos distintos medios
de precipitacion (LUC y TSUC). Se realizaron pruebas de estereoscopia para llenado de grietas, re-
sistencia a compresion, cristalografia de rayos X, microscopia electronica de barrido y titulacion de
carbonato de calcio. Se observa que la combinacién de la cepa P.4.1.A con el medio de precipitacion
LUC tiene la mayor cantidad de carbonato de calcio por cubo de concreto. La cepa P.5.3.A con el
medio de precipitacion LUC tiene el mayor porcentaje de rellenado de grietas y mayor resistencia
a compresion. Se concluye que la combinaciéon recomendada para aplicacion industrial es la cepa
P.5.3.A con el medio de precipitacion LUC.
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Abstract

Concrete is an essential material in construction, but over time it suffers from fractures that
compromise its strength and durability. For the repair of cracks, it is possible to use biomineralizing
microorganisms of the genus Lysinibacillus, isolated from the soil of a cement production plant in a
previous study. The present study used microbiology tests such as biochemical battery and plasmid
profile for the characterization of three strains of textit Lysinibacillus. In addition, the growth and
sporulation of the three strains were studied by means of a growth curve, heat shock and flocculation.
Finally, it was analyzed how the spores of these strains improve resistance and allow the sealing of
cracks, in concrete cubes using two different means of precipitation (LUC and TSUC). Stereoscopic
tests were performed for crack filling, compressive strength, X-ray crystallography, scanning electron
microscopy, and calcium carbonate titration. It is observed that the combination of the P.4.1.A strain
with the LUC precipitation medium has the highest amount of calcium carbonate per concrete cube.
The P.5.3.A strain with the LUC precipitation medium has the highest percentage of crack filling
and the highest resistance to compression. It is concluded that the recommended combination for
industrial application is the P.5.3.A strain with the LUC precipitation medium.
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CAPITULO 1

Introduccién

Existen dos materiales esenciales para la industria de construcciéon debido a su amplio uso: el
concreto y el acero. El concreto es una mezcla de cemento, agua y diversos minerales. El cemento se
compone de calcita (en forma de piedra caliza) y arcillas calcinadas (Neville y Brooks, 1987). Debido
al desgaste con el tiempo; contacto con sustancias corrosivas; y debido a movimientos teltricos, el
concreto llega a sufrir fracturas. Estas grietas comprometen la dureza y resistencia de la estructura de
concreto y permiten el paso del agua, la cual corroe la estructura de acero que da soporte al concreto.
La reparacion y restauracion del concreto conlleva una serie de gastos, usuales en la industria, y el
uso de lechada quimica. La lechada quimica incluye silicato de sodio, hidréxido de calcio, acrilatos

y acrilamidas, que son compuestos toxicos y dafiinos para el ambiente (Seifan, Samani, y Berenjian,
2016).

La biomineralizacion representa una alternativa biotecnologica para la reparacién de las grietas
en concreto. Los microorganismos biomineralizadores, como los del género Lysinibacillus, son capaces
de producir carbonato de calcio en forma de calcita. La acumulaciéon de este mineral, al entrar en
contacto con el agua que penetra por las grietas, permite sellar estas fisuras, alargando la vida util
de la estructura y restableciendo la dureza y resistencia del material (Stabnikov, Jian, Ivanov, y Li,
2013; Anbu, Kang, Shin, y So, 2016).

Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio fue evaluar la optimizacion de produccion
de carbonato de calcio en tres cepas del género Lysinibacillus para facilitar su aplicaciéon a nivel
industrial en la producciéon de bioconcreto. Esta optimizacién permitié establecer un precedente
para futuras investigaciones cuyo objetivo sea la aplicacion del proceso de curacion del concreto
utilizando bacterias biomineralizadoras.



CAPITULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Optimizar la produccién de carbonato de calcio en cubos de concreto por tres cepas del género
Lysinibacillus, aisladas de una cantera cementera, para facilitar su aplicaciéon a nivel industrial en la
formacion de bioconcreto.

2.2. Objetivos especificos

= Caracterizar las cepas bacterianas, mediante bateria bioquimica, para poder depositarlas en
un repositorio.

= Optimizar la producciéon y recuperacion de esporas bacterianas de cada cepa segin sus curvas
de crecimiento en tripticasa soya, en escala menor a un litro.

s Comparar, por medio de titulacién y anélisis de imagen estereoscopica la cantidad y tasa de
cristalizacion del carbonato de calcio producido por las cepas bacterianas, en medio Tripticasa
soya con urea y cloruro de calcio (TSUC) y sustrato con urea y cloruro de calcio (LUC), con
distintos cofactores (Hidroxido de bario, citrato de calcio y sulfato de niquel).

= Comparar por difraccion de rayos X y microscopia electronica de barrido, la identidad y calidad
de los cristales de carbonato de calcio producidos en cubos de concreto por las cepas bacterianas
en TSUC y LUC.



CAPITULO 3

Justificacién

La biotecnologia es definida por la Organizaciéon para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
(OCDE) como: “La aplicacion de la ciencia y la tecnologia a los organismos vivos. .., con el fin de
producir conocimientos, bienes o servicios” (OECD, 2005). La biomineralizacion es una alternativa
biotecnolégica para la industria de construcciéon al utilizar el metabolismo de microorganismos para
la produccion de calcita. Las grietas que se forman en el concreto con el paso del tiempo conlle-
van un alto costo de reparacion, implican lechada quimica, con compuestos altamente toéxicos. La
producciéon de calcita por microorganismos biomineralizadores, permite sellar estas grietas de una
forma sostenible y econémicamente rentable.

Para llevar la biomineralizacion del laboratorio a la industria, es necesario optimizar el proceso
metabolico de produccion de calcita. Para ello se puede realizar modificaciones genéticas sobre el
microorganismo de interés o bien, modificar el ambiente del microorganismo. El adaptar el medio
de cultivo para las necesidades especiales del microorganismo para la produccion de calcita lleva a
un aumento de la cantidad de carbonato de calcio como una alternativa a la modificacion genética
del mismo. También es necesario realizar pruebas piloto a escala laboratorio en cubos de concreto,
para optimizar los procesos para la aplicaciéon industrial de los microorganismos.



CAPITULO 4

Marco tedrico

4.1. Biomineralizacion

La biomineralizacién es un proceso metabélico que lleva a la precipitaciéon de minerales al com-
binar materia orgénica e inorganica. Los microorganismos realizan este proceso para formar tejidos
resistentes para su proteccién y soporte. El término biomineralizaciéon se vio por primera vez en
1924, en el libro publicado por W. J. Schmidt sobre el tema. Actualmente, se conocen 62 minerales
diferentes, de distintos cationes, que pueden ser producidos (Evans, 2019; Weiner y Dove, 2003). La
biomineralizacion se lleva a cabo en cinco fases: empezando con la delimitaciéon del espacio celular
para poder llevar a cabo el procedimiento de nucleacion, seguido de la formacion de la matriz, la
supersaturacion de iones, el control de la nucleaciéon y termina con la detenciéon del proceso. La
detencion del proceso de biomineralizacién ocurre cuando se alcanza el limite del espacio delimitado
(Y. Chen y cols., 2019; Weiner y Dove, 2003; Achal, Mukherjee, Kumari, y Zhang, 2015).

4.1.1. Mecanismos de biomineralizacion

La biomineralizacién puede llevarse a cabo en tres mecanismos: mineralizacién controlada biolo-
gicamente (BCM por sus siglas en inglés); mineralizacion inducida biologicamente (BIM); y minera-
lizacion mediada biologicamente (BMM) (Castro-Alonso y cols., 2019).

El mecanismo de la BCM puede ser intracelular, extracelular o intercelular. Este proceso se logra
con la comunicacién intercelular utilizando macromoléculas de exopolisacaridos. En este mecanismo,
el organismo controla la nucleacion, la composicion, la localizacion y la morfologia de los cristales
producidos con su actividad metabélica. Un ejemplo es la formacion de huesos en mamiferos (Castro-
Alonso y cols., 2019).

En la BMM, no se utiliza actividad biologica intracelular o extracelular. La formacién de mine-
rales se da gracias a la interaccion de matrices organicas con compuestos organicos e inorganicos.
Un ejemplo de BMM es la formacién de cristales en la matriz extracelular sin necesidad de acti-
vidad biolégica directa, pero la cristalizaciéon ocurre gracias a la presencia de materia organica en
la superficie celular. En la BIM, la actividad celular es limitada en la nucleaciéon o localizacion y
el microorganismo controla la formacién del mineral a partir de vesiculas o matrices organicas. Los
cristales BIM se generalizan por una baja cristalinidad y un amplio rango de tamanos y morfologias.



En este mecanismo la precipitaciéon es indirecta y ocurre por la interaccion de iones en el medio
ambiente con subproductos del metabolismo del microorganismo (Castro-Alonso y cols., 2019).

Algunos ejemplos de biomineralizacion es la formacion de huesos en mamiferos, que ocurre me-
diante BCM, la formaciéon de estromatolitos calcareos y esteras microbianas que ocurre a través
de BIM y la a formaciéon de cristales en la matriz extracelular sin necesidad de actividad biolégica
directa mediante BMM (Castro-Alonso y cols., 2019).

4.2. Precipitacion de calcita

El proceso de biomineralizacién para la precipitaciéon de carbonato de calcio puede dar como
resultado ocho diferentes polimorfos, siendo los tres mayoritarios la calcita, aragonito y vaterita.
Las estructuras de estos polimorfos pueden ser diferenciadas mediante microscopia electrénica de
barrido, como se observa en la Figura 1. El polimorfo mas estable es la calcita, debido a su estructura
cuboidea rectangular. La calcita, combinada con el aragonito y dolomita, conforman el 15 % de los
sedimentos terrestres. La calcita es utilizada en la industria de construccién en forma de piedra caliza
y mérmol para la producciéon de cemento y hormigon (Dietrich, 2013).

El polimorfo de CaCOg3 obtenido en un proceso de biomineralizacion depende del microorganis-
mo utilizado, su concentracion y actividad de la ureasa, cuando la ruta metabdlica activada es la
hidrélisis de urea. El polimorfo también puede variar segun factores externos como pH, temperatura
y concentraciones de urea y calcio. En industria se busca obtener calcita en la producciéon de carbo-
nato de calcio y se puede utilizar distintas fuentes de calcio para obtener dicho polimorfo. Acetato
de calcio es una fuente de calcio si se desea obtener vaterita en su mayoria, al igual que el lactato
de calcio (Chaparro-Acuna, Becerra-Jiménez, Martinez-Zambrano, y Rojas-Sarmiento, 2018; Anbu
y cols., 2016).

Figura 1: Tipos de polimorfismos de carbonato de calcio.
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H]

Descripcion: Fotografias tomadas a través de microscopio electronico de barrido. a) Calcita b) Aragonito ¢)
Vaterita
(Hernandez-Hernandez y cols., 2008)

La formacion de cristales de calcita mediante microorganismos, o MICP por sus siglas en in-
glés es el proceso mas comin dentro de la biomineralizacién. Anteriormente el término utilizado
era calcificacion, refiriéndose al proceso especialmente con carbonato de calcio. El proceso ocurre
espontaneamente cuando se encuentra una soluciéon con exceso de iones de calcio y productos meta-
bélicos de carbonato secretados por las células del microorganismo. Estos metabolitos se unen con
calcio para la precipitacion de calcita insoluble (Castro-Alonso y cols., 2019; Anbu y cols., 2016;
Chaparro-Acuna y cols., 2018).

La precipitaciéon de calcita es un proceso que puede ocurrir a través de distintos procesos me-



tabolicos, dependiendo del microorganismo que esté produciendo el mineral. Entre los procesos que
han demostrado precipitacion de calcita se encuentran la oxidacién anaerobica de sulfitos, formacion
de polimeros extracelulares, fotosintesis e hidroélisis de urea, siendo este tltimo el proceso mas estu-
diado y distribuido en la naturaleza. Durante la hidroélisis de urea, es la enzima ureasa que media
el proceso, y la calidad de los cristales depende de factores del medio como pH, concentracion de
carbonos inorgéanicos disueltos (DIC), la concentracion de iones de calcio y los sitios de nucleacion
(Castro-Alonso y cols., 2019; Anbu y cols., 2016; Chaparro-Acuna y cols., 2018).

4.3. Bioconcreto

El cemento es usado como material de construcciéon para robustecer el suelo. Sin embargo, la pro-
duccién de cemento tiene un impacto ecoldgico significativo en todas las etapas de su produccion.
Globalmente, la produccion de cemento representa el 5% del total de energia industrial y es respon-
sable del 8.6 % de la produccion de dioxido de carbono causado por el hombre (Miller, Horvath, y
Monteiro, 2016). Un método alternativo al concreto para endurecer los suelos es la lechada quimica.
Esta contiene silicato de sodio, cloruro de calcio, hidréxido de calcio, acrilatos y acrilamidas. Su
composicion hace que la lechada quimica sea un proceso sumamente costoso y toéxico, para tanto el
hombre, como para el ambiente (Stabnikov y cols., 2013).

La precipitaciéon de calcita incitada por microorganismos hace viable el sellado de fracturas de
apertura fina (<100pm) de una estructura, lo que mejora la resistencia del material y aumenta la
durabilidad de este (Tobler, Minto, El Mountassir, Lunn, y Phoenix, 2018). Todo esto se debe a la
reducida absorcion de agua del material. En 1990, JP Adolf y su equipo patentaron la técnica de
restauracion de piedra decorativa MICP con el nombre de "Biodeposicion". Esta patente expird en
2010 (Adolphe, Loubiére, Paradas, y Soleilhavoup, 1990). Hoy, este material se llama bioconcreto.
Bioconcreto se define como un hormigén tratado con microorganismos que precipitan el carbonato
de calcio para cerrar las grietas del cemento. Esta capacidad, denominada autorreparaciéon, convierte
al bioconcreto en una alternativa atractiva al cemento convencional. El bioconcreto no solo se es
autorreparable (permitiendo asi una reduccién de gastos de reparacion), sino que su fabricacion
es mas sostenible que el cemento convencional (Stabnikov y cols., 2013; Seifan y cols., 2016). De
igual manera, reduce la permeabilidad del cemento, disminuyendo su erosién por congelacion y
descongelacion. Asimismo, participa en la defensa de superficies de concreto contra el ingreso de
sustancias dafiinas (Anbu y cols., 2016; Chaparro-Acufia y cols., 2018; Castro-Alonso y cols., 2019).

4.4. Produccion de calcita mediante hidroélisis de urea

La hidrolisis de urea es un proceso metabolico mediado por la ureasa (EC 3.5.1.5) y la anhidrasa
carbonica (EC 4.2.1.1). En la Figura No.2 se observa la ruta metabolica para produccion de CaCO3
en Lysinibacillus descrita mediante analisis computacional genético (Morales, 2020). La hidrolisis de
urea es una serie de reacciones quimicas que se dividen en dos etapas, mediadas por la ureasa. En
la primera, un mol de urea se hidroliza a amoniaco y carbamato (reaccion 1). En la siguiente fase el
carbamato se hidroliza a amoniaco y acido carbonico (reaccion 2). La anhidrasa carboénica convierte
el 4cido carbonico en bicarbonato (reaccion 3) y los moles de amoniaco se convierten en amonio
por hidrolisis (reaccion 4). Luego, el bicarbonato busca estabilidad y reacciona dando lugar al ion
carbonato y agua, utilizando los iones hidrégeno de la conversién a bicarbonato y los iones hidroxilo
de la hidrolisis de amoniaco (reaccion 5). Los iones hidroxilo restantes aumentan el pH del medio.
Por ultimo, el ion carbonato creado reacciona con un ion de calcio formando carbonato de calcio
(reaccion 6). El amonio y carbonato son liberados del citoplasma celular y al entrar en contacto con
los iones de calcio, atraidos por la carga negativa de la superficie celular, se forma el precipitado
de carbonato de calcio de forma extracelular (Dhami, Alsubhi, Watkin, y Mukherjee, 2017; Chou,



Aydilek, Seagren, y Maugel, 2008; Castro-Alonso y cols., 2019).
CO(NHz)2 + H,O — NH,COOH + NHj (1)
NH,COOH + H,0 — NHj3 + H,CO3 (2)
H,CO3 <> HCO3~ + H' (3)
2NH; + 2H,O — 2NH4 ™ + 20H™ (4)
HCO3z™ + HT + 20H — CO32 + 2H,0 (5)
Ca?’ + CO3%" — CaCO3 (6)

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

Figura 2: Hidrolisis de urea para produccion de carbonato de calcio.
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Descripciéon: Ruta metabélica utilizada por los microorganismos para la produccién de calcita a partir de
hidrélisis de urea, con ejemplificacién de las enzimas necesarias y los genes involucrados
(Morales, 2020)

4.5. Género Lysinibacillus

El género Lysinibacillus es uno de los géneros que producen CaCO3 mediante biomineralizacion,
por lo cuél puede ser aplicado en bioconcreto. Este género pertenecia previamente al género Bacillus.
Este género es de la familia Bacillaceae y del filo Firmicutes. Los microorganismos Lysinibacilllus
son Gram positivas, ubicuas, moéviles, aerébicas o anaerédbicas facultativas. Su morfologia es baciliar,
con forma de varilla. Los Lysinibacillus son formadores de endosporas. Existen 26 especies reporta-
das de este género. Este género demuestra interés en diversas investigaciones debido a su aplicaciéon



industrial de distintos campos por sus habilidades biopesticidas, de biorremediaciéon, capacidad an-
timicrobiana y baja patogenicidad en humanos. Su especie representativa es L. sphaericus (Kayath
y cols., 2019).

4.6. Crecimiento bacteriano

El crecimiento bacteriano es un proceso complejo que involucra numerosas reacciones anabolicas
y catabolicas. La finalidad de estas reacciones es la divisién celular. Cada microorganismo tiene sus
propias especificaciones de nutrientes y condiciones para su crecimiento 6ptimo. El descubrimiento
esta informacion se lleva a cabo en estudios controlados en laboratorio, utilizando cultivos puros de
cada microorganismo. Existen dos posibles escenarios para el estudio del crecimiento bacteriano: el
cultivo en lote o cultivo continuo. En el cultivo por lote se evaliia el crecimiento bacteriano con una
cantidad establecida de substrato anadido al lote. En cambio, en el cultivo continuo el sustrato se
anade en un flujo constante, manteniendo la concentraciéon del sustrato constante en el medio de
cultivo. Ambos escenarios de crecimiento bacteriano se han estudiado tanto fisiol6gicamente como
descrito matematicamente. Esta informaciéon puede ser utilizada para optimizar el medio de cultivo
y cantidad de nutrientes para cierto microorganismo para un desarrollo especifico de un metabolito
de interés (Maier y Pepper, 2015).

4.6.1. Curva de crecimiento bacteriano

Para el estudio del crecimiento bacteriano se utiliza un cultivo en lote de un aislado puro de
microorganismos en condiciones ambientales y condiciones de nutrientes controlados. En dichas
condiciones el crecimiento bacteriano puede medirse como una funcién de tiempo, obteniendo una
curva de crecimiento. Esta curva incluye fase de latencia, fase exponencial, fase estacionaria y fase
de muerte. Cada fase representa una etapa distinta del crecimiento bacteriano, asociado a cambios
fisiologicos del cultivo celular. Estas fases se pueden observar en la curva de crecimiento bacteriano de
la Figura 3. Una curva de crecimiento bacteriano se realiza en laboratorio al medir el niimero celular
en el cultivo en un periodo de tiempo. Para esta medicién de ntimero de células puede utilizarse
meétodos como densidad Optica en espectrofotometria, conteo en Placa Petri de unidades formadoras
de colonias (UFC) y conteo por microscopia utilizando una camara de Neubauer (Maier y Pepper,
2015).

Fase de latencia

La primera fase que se observa en cultivo por lotes es la fase de latencia. En esta fase la tasa
de crecimiento es cero. Este periodo de tiempo ocurre después de colocar un inéculo en medio de
cultivo fresco. En esta fase ocurre la adaptacion fisioloégica del microorganismo a las condiciones del
medio. Esto puede requerir de tiempo para la induccion de ARN mensajero especifico y sintesis de
proteinas segun los requerimientos del nuevo medio de cultivo. Esta fase puede durar de minutos a
horas y se puede controlar segun el tipo de medio y el tamano del inéculo inicial (Maier y Pepper,
2015; Monod, 1949).

Fase exponencial

La segunda fase de crecimiento es la fase exponencial. En este periodo se observa un crecimiento
exponencial, es decir el crecimiento més rapido posible bajo las condiciones del cultivo por lote. En
esta fase se aumenta exponencialmente el nimero de células en un tiempo determinado. Durante
esta fase el crecimiento celular se puede expresar matematicamente con la siguiente ecuacion:



Figura 3: Esquema de curva de crecimiento bacteriano.
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Descripcion: Una curva de crecimiento bacteriano tipica. Se pueden comparar las fases de crecimiento
(Maier y Pepper, 2015).

dX/dt = pX

donde X es el numero de células, t es tiempo y 1 es la tasa de crecimiento especifico. El tiempo
que tarda una célula en dividirse es conocido como el tiempo de generacion (Maier y Pepper, 2015;
Monod, 1949).

Fase estacionaria

La tercera fase de crecimiento es la fase estacionaria. En esta fase no hay crecimiento neto. En
esta fase todavia existe crecimiento y division celular, simplemente existe un balance entre el nimero
de células en division y el namero de células que mueren. Esta fase se alcanza cuando la fuente de
carbono o demas nutrientes se terminaron (Maier y Pepper, 2015; Monod, 1949).

Fase de muerte

La ultima fase de crecimiento es la fase de muerte. Esta fase se caracteriza por una pérdida
neta de células vivas. Esta fase es exponencial, aunque a una menor tasa que la fase de crecimiento
exponencial. Debido a que las células muertas permanecen en el medio, si se determina la curva de
crecimiento mediante densidad 6ptica en lugar de mediante conteo en Placa Petri, esta fase puede
no ser evidente (Maier y Pepper, 2015; Monod, 1949).

4.6.2. Esporulacién

Las especies bacterianas tienen distintos mecanismos de adaptaciéon cuando se someten a condi-
ciones ambientales selectivas. Uno de los mecanismos de supervivencia mas comunes es la formacion



de esporas. Las esporas bacterianas son la forma mas inactiva de bacterias ya que exhiben un meta-
bolismo y respiraciéon minimos y una produccioén de enzimas reducida. Las bacterias Grampositivas
son mas conocidas por producir esporas intracelulares conocidas como endosporas. Las endosporas
se forman dentro de las células bacterianas y son comunes en especies de Bacillus y Clostridium. Las
endosporas pueden resistir la inactivacion con etanol y sobrevivir a temperaturas de hasta 150°C,
pueden proteger a las células de radiaciéon ultravioleta, a pH extremos, sequia y agotamiento de
nutrientes.

Las endosporas vuelven a germinar en células vegetativas cuando las condiciones ambientales
que la rodean favorecen el crecimiento y la reproduccion bacteriana. El proceso de formacion de
esporas conlleva una serie de pasos. Comienza con la replicacion de ADN bacteriano, seguida de la
formacion de preespora, continda con la formacién de corteza entre las membranas interna y externa
para encerrar a la espora. Finalmente, la capa de espora externa rodea la endospora antes de su
liberacién. La tincion de muestras bacterianas inactivas con verde de malaquita como tinte primario
y safranina como tinte de contraste da como resultado la apariciéon de endosporas ovaladas verdes
encerrados dentro de células bacterianas vegetativas rosadas (Basta y Annamaraju, 2020).

4.6.3. Medio de cultivo

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes que
crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los microorganismos. La variedad de medios de
cultivo se debe a la diversidad metaboélica de los microorganismos, por lo cual no existe un cultivo
universal adecuado para todos. Algunos de los componentes habituales de los medios de cultivo
son el agar, extractos, peptonas, fluidos corporales, sistemas amortiguadores, indicadores de pH,
agentes reductores y/o agentes selectivos. El agar se utiliza como agente gelificante para dar solidez
a los medios de cultivo, los extractos y peptonas proporcionan nutrientes, especialmente proteinas,
nitrégenos y sales minerales. Los fluidos corporales aportan factores de crecimiento e inhibidores
para algunas bacterias. Los sistemas amortiguadores permiten mantener el pH dentro del rango
optimo para crecimiento bacteriano y los indicadores detectan variaciones debido a fermentacion
y otros procesos metabélicos. Los agentes reductores crean condiciones en el medio para permitir
crecimiento de microorganismos anaerobios o microaerdéfilos y los agentes selectivos permiten frenar
el crecimiento a determinados microorganismos (Tanner, 2007).

Existen medios de cultivo generales, que son aquellos que permiten el crecimiento de una gran
variedad de microorganismos. También se encuentran los medios de enriquecimiento, que favorecen
el crecimiento de determinado tipo de microorganismo sin inhibir el crecimiento de los demas. Los
medios selectivos permiten el crecimiento de un tipo especifico inhibiendo el desarrollo de los demas y
los medios diferenciales ponen de manifiesto propiedades de un determinado tipo de microorganismo
(Tanner, 2007).

Se puede utilizar una composicion especifica de medio de cultivo para optimizar la producciéon
de carbonato de calcio en especies del género Lysinibacillus. Para dicha optimizacién el medio debe
de incluir cloruro de calcio para aumentar la carga negativa de la membrana y facilitar la atraccion
de iones de calcio, también aportados por este compuesto, para la formacién del mineral. También
se debe mejorar la actividad de la ureasa, al ser la enzima responsable de la produccion de calcita
por hidrélisis de urea. Para mejorar la actividad de la ureasa se debe utilizar un medio pobre en
nitrégeno, con un pH béasico de aproximadamente 8, También se debe adicionar niquel, debido a que
es un compuesto necesario para la ureasa, al ser una metaloenzima. Se ha observado que el bario y
citrato aumentan la actividad de la ureasa. Se debe evitar los iones de litio, magnesio, zinc o yodo,
ya que actian como inhibidores de la ureasa (Al-Thawadi, 2011).
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4.7. Microestructura de bioconcreto

Para su aplicacion industrial y optimizaciéon es necesario conocer a fondo la microestructura
del bioconcreto desarrollado bajo ciertas condiciones y con cada microorganismo especifico. Para
estudiar los cambios a micro niveles de la estructura de concreto durante la reparaciéon mediante
biomineralizacion se utilizan la tomografia computarizada de rayos X, la microscopia electrénica de
barrido y la espectroscopia de dispersiéon de energia mayoritariamente.

4.7.1. Microscopia electrénica de barrido

El microscopio electronico de barrido (SEM) es un tipo de microscopio electronico disenado para
estudiar las superficies de objetos solidos. Este microscopio utiliza un haz de electrones enfocados
de energia baja como sonda de electrones que escanea sobre la muestra. Este microscopio produce
imégenes de alta resolucion, por lo que pueden ser examinadas a una alta magnificaciéon. Para
preparacion de muestra solo se requiere que sean conductoras, ya que el funcionamiento depende del
haz de electrones. En el microscopio electrénico de barrido la muestra generalmente se recubre con
una capa de carbono o de un metal como el oro para darle propiedades conductoras (Britannica,
2013).

El microscopio electréonico de barrido tiene aplicaciones variadas, desde la industria petroquimica
o metalurgia hasta la medicina forense. Los anélisis realizados en este microscopio proporcionan da-
tos como textura, tamano y forma de la muestra. En geologia se realizan investigaciones geomineras,
cristalogréficas, mineralogicas y petrologicas. Para estudio de materiales se realiza caracterizacion
microestructural de materiales, identificacién y analisis de fases cristalinas y transiciones de fases en
materiales como ceramicos, semiconductores, polimeros y minerales. También se puede determinar
el grado de cristalinidad y presencia de defectos en la muestra. Esta técnica se utiliza para con-
trol de calidad en industria textil, electronica y en medicina forense, botanica y biomedicina para
comprender la estructura de la muestra a nivel microscopico (Penagos, 2013).

4.7.2. Cristalografia de rayos X

La cristalografia de rayos X ha sido una herramienta fundamental en el desarrollo de campos de la
ciencia y la biologia. Esta técnica permite averiguar la estructura, mecanismo molecular y actuacién
de moléculas bioldgicas como las proteinas, acidos nucleicos y carbohidratos. También puede ser
utilizada para el diseno de farmacos. La cristalografia de rayos X permite visualizar objetos que se
pueden detectar a simple vista y requieren de radiacion electromagnética de cierta longitud de onda
para poder visualizarse. A diferencia de la luz visible, los rayos X no pueden ser focalizados con
facilidad, por lo que se separa el proceso en dos operaciones de forma simultanea. La primera fase
se encarga de la difraccion. La difraccion de una sola molécula es demasiado débil para medirse,
pero el grado interno de un cristal permite medir la difraccion de sus moléculas, obteniendo una
estructura més detallada. La informacion de la estructura cristalina permite conocer las posiciones
de los atomos en el espacio y el estado de vibracion térmica (Kumar y cols., 2013).
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Figura 4: Calcita en microscopio electrénico de barrido

Descripcién: Visualizaciéon de calcita producida por precipitacién microbiana en microscopio electrénico de
barrido
(Kumar, Prabhakara, y Pushpa, 2013).

Figura 5: Espectrograma de calcita con cristalografia de rayos X
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Descripcion: Patron generado por bioconcreto en cristalografia de rayos X
(Kumar y cols., 2013).
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CAPITULO b

Metodologia

Figura 6: Metodologia a llevar a cabo este estudio
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de carbanate de caldo por carbanate de caltio de las especies L b.Comparacidn de uhdadlde cristales de CETFIGHEHCI de calcio
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s
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a.Proparacién de medios para bateria bioquimica
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M

bacterianas

Descripcién: Diagramacion de metodologia a llevar a cabo en este estudio. La primera seccién cumple con
los objetivos especificos 1 y 2. La segunda secciéon con el objetivo 3 y la seccién 3 con el objetivo 4.

Fuente: Autoria propia
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5.1. Sitio de estudio

El presente estudio se llevo a cabo en la ciudad de Guatemala, Guatemala en las instalaciones de
la Universidad del Valle de Guatemala: Laboratorio del Departamento de Bioquimica y Microbiologia
y Laboratorio del Centro de Estudios en Biotecnologia de la misma universidad.

5.2. Sujetos de estudio

Los sujetos de estudio fueron bacterias aisladas del suelo del género Lysinibacillus, productoras
de carbonato de calcio y obtenidas de la cementera de Cementos Progreso ubicada en Sanarate, El
Progreso.

5.3. Enfoque, diseno y tipo de investigaciéon

Esta investigacion tuvo un enfoque combinado dominante, siendo el enfoque cuantitativo el do-
minante, y un diseno experimental verdadero.

5.4. Tipo y tamano de muestra

Se utilizaron bacterias aisladas del suelo seleccionadas de manera discrecional, debido a su efec-
tividad en la produccién de carbonato de calcio.

5.5. Estudios previos

Este proyecto conjunto de la Universidad del Valle de Guatemala, el Centro de Estudios en Bio-
tecnologia y Cementos Progreso comenzo en el 2018. Bajo este proyecto se realizaron dos estudios
que dieron lugar a el presente estudio. El primero titulado "Determinaciéon de biomineralizacion
a partir de bacterias de suelo y subsiguiente formulacién de medio de cultivo a base de desechos
industriales para la biorreparacion de microgrietas en concreto" (Heredia, 2019). En este primer es-
tudio se aislaron distintas cepas bacterianas de una cantera cementera y se comprobé su capacidad
de biomineralizacion mediante hidrélisis de urea. El segundo se titula Identificacion de la ruta me-
tabolica para produccion industrial de calcita por hidrolisis de urea en Lysinibacillus sphaericus
mediante analisis computacional genético de Sporosarcina, Bacillus y Lysinibacillus spp.(Morales,
2020). En este estudio se describié la ruta metabolica de las especies del género Lysinibacillus para
la produccion de CaCOgz mediante hidrolisis de urea in silico a partir de un analisis computacional
genético.

5.6. Criterios de inclusiéon y exclusiéon

Se excluyeron aquellas bacterias aisladas del suelo de la cementera de Cementos Progreso cuya
producciéon de carbonato de calcio sea menor a las bacterias que se incluyen. Se incluyeron las tres
cepas de bacterias que tengan mayor produccién comprobada de carbonato de calcio del género
Lysinibacillus spp.
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5.7. Variables

En el Cuadro No.1 se describen las variables a controlar durante la produccién y recuperacion
de esporas de las cepas bacterianas. Estas variables alteran la tasa de duplicacién y el tiempo de
consumo de nutrientes de las cepas bacterianas. Entre mayor el niimero de células bacterianas se
encuentren en el medio mayor sera la recuperacion de esporas. En el Cuadro No. 2 se describen las
variables a controlar en la produccién de carbonato de calcio de las esporas bacterianas. Al igual que
en el Cuadro No.1 estas condiciones deben de ser reguladas para optimizar la produccion de calcita.

Cuadro 1: Variables para la produccion y recuperacién de esporas de las cepas bacterianas que se
aislaron del suelo de la planta cementera de Sanarate, El Progreso.

Variable Definicion Tipo Unidades de medicién
Temperatura Temperatura de incubaciéon de crecimiento de las bacterias. Cuantitativo °C
Tiempo Tiempo de crecimiento de las bacterias. Cuantitativo Horas
Agitacion Velocidad de agitacion de incubadora para el crecimiento bacteriano Cuantitativo cm3
Absorbancia Turbidez del medio de cultivo segtin concentracion bacteriana Cuantitativo -
Conteo celular Numero de células por mililitro en cada punto de crecimiento bacteriano ~ Cuantitativo Cel/ml
Conteo de esporas Numero de esporas recuperadas mediante esporulacion y floculacion Cuantitativo Cantidad de esporas

Cuadro 2: Variables para la optimizacion de la produccién de carbonato de calcio de las cepas
bacterianas que se aislaron del suelo de la planta cementera de Sanarate, El Progreso

Variable Definicion Tipo Unidades de medicion
Temperatura Temperatura de la incubadora para el crecimiento bacteriano. Cuantitativo °C
Tiempo Tiempo de crecimiento de las bacterias. Cuantitativo Horas
Volumen Volumen de EDTA para titulaciéon de carbonato de calcio Cuantitativo mL
Concentracion de carbonato de calcio Concentracion de carbonato de calcio producida por cada cepa bacteriana  Cuantitativo g/mL
Presencia de precipitado Precipitado de carbonato de calcio Cualitativo Presente/ ausente

5.8. Hipotesis

= Objetivo 1

e Hipétesis nula 1:

o - La cepa bacteriana con mayor produccién de carbonato de calcio no es una cepa de
Lysinibacillus sphaericus.

e Hipotesis alternativa 1:

o La cepa bacteriana con mejores indices de calidad en cubos de concreto de carbonato
de calcio es una cepa de Lysinibacillus sphaericus.

= Objetivo 2

e Hipétesis nula 2:

o Al realizar una curva de crecimiento no se puede encontrar el tiempo de incubacion
apropiado para la detenciéon de la curva y consiguiente esporulacion de las cepas
bacterianas aisladas de una cementera en Sanarate, El Progreso

e Hipotesis alternativa 2:

o Al realizar una curva de crecimiento se puede encontrar el tiempo de incubacion
apropiado para la detencién de la curva y consiguiente esporulacion de las cepas
bacterianas aisladas de una cementera en Sanarate, El Progreso.

e Hipotesis nula 3:
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o No es factible la recuperacion de esporas bacterianas mediante esporulacién por cho-
que térmico y floculaciéon con cloruro de calcio.

e Hipotesis alternativa 3:

o Es factible la recuperacion de esporas bacterianas mediante esporulaciéon por choque
térmico y floculacién con cloruro de calcio.

= Objetivo 3

e Hipétesis nula 4:

o No existe una diferencia significativa en la cantidad de carbonato de calcio producida
en el medio TSUC en comparacion a la cantidad producida en sustrato LUC con y
sin cofactores.

e Hipotesis alternativa 4:

o Existe una diferencia significativa en la cantidad de carbonato de calcio producida
en el medio TSUC en comparacion a la cantidad producida en sustrato LUC con y
sin cofactores.

e Hipotesis nula 5:

o Existe una diferencia significativa en la calidad de carbonato de calcio producida en
el medio TSUC en comparacion a la cantidad producida en sustrato LUC.

e Hipotesis alternativa 5:

o No existe una diferencia significativa en la cantidad de carbonato de calcio producida
en el medio TSUC en comparaciéon a la cantidad producida en sustrato LUC con y
sin cofactores.

= Objetivo 4

e Hipotesis nula 6:

o No existe una diferencia significativa en la calidad de carbonato de calcio producida
en el medio TSUC en comparacion a la cantidad producida en sustrato LUC.

eHipotesis alternativa 6:

e o Existe una diferencia significativa en la calidad de carbonato de calcio producida en
el medio TSUC en comparaciéon a la cantidad producida en sustrato LUC.

5.9. Viabilidad

Para llevar a cabo este estudio se cont6 con la autorizacion del departamento de Bioquimica y
Microbiologia de la Universidad del Valle de Guatemala, de utilizar las instalaciones de laboratorio
del departamento para llevar a cabo la parte microbiolégica de este estudio. No se requiri6 una
revision de bioética para este estudio. La eleccion de los géneros de bacterias que se utilizan en este
estudio se fundamenta en cepas productoras de calcita obtenidas en los terrenos de Cementos Pro-
greso S.A. y analizadas por el Centro de Estudios en Biotecnologia (CEB) de la Universidad del Valle
de Guatemala. Se cont6 con la aprobacién de ambas instituciones para la realizacion de este estudio.
Cabe mencionar que para poder cumplir con los objetivos descritos anteriormente tenia acceso a los
equipos requeridos. En la Universidad del Valle de Guatemala tuve acceso a autoclave, incubadora
con agitacion, espectrofotometro, microscopio, camara de Neubauer, bano térmico, centrifugadora,
balanzas, horno de secado, caAmara de electroforesis y transiluminador. En los laboratorios CETEC
de Cementos Progreso tuve acceso a estereoscopio, prensa hidratlica, microscopio electrénico de
barrido, difractor de rayos X y mezcladora.

16



5.10.

Materiales y métodos

1. Identificacion de las cepas bacterianas

I Preparacion de medios para bateria bioquimica
1) Prueba de motilidad
= Se seleccion6 una colonia aislada del cultivo realizado.
= Se pico la colonia con un asa en punta e inoculé en medio SIM pinchando una
sola vez en el centro.
= Se incub6 a 36°C por 120 horas y se examiné cada 24 horas

= Resultado positivo: Crecimiento bacteriano a través del medio, no tinicamente en
el asado.

2) Prueba de oxidasa
= Se seleccion6 una colonia aislada del cultivo realizado.

= Se sumergié papel filtro en solucion de reactivo de Kovac (1% tetrametil-p-
fenilediamina dihidrocloruro en agua)
= Se observo el cambio de color en 10 segundos
» Resultado positivo: cambié de color a morado o azulado.
3) Prueba de fijacion de nitrogeno
= Se prepararon 500mL de medio Burk (10g de dextrosa, 0.41g de KH5POy, 0.52g
de KoHPOy, 0.05g de NaySQy, 0.2g de CaClsy, 0.1g de MgSO4*7H50, 0.005¢ de
FeSO4*TH,0, 0.0025¢ de NagMoO4*2H,0 y 15g de agar, con ajuste de pH a 7)
= Se sembraron placas con cada bacteria y se dejaron incubando 24h, después se re-
aislaron en nuevas cajas y dejaron incubando 24 horas més. Se repitio el proceso
5 veces.
= Resultado positivo: crecimiento bacteriano.
4) Prueba de solubilizacion de fosfatos
= Se prepar6 medio de agar nutritivo suplementado con 5% lectina y medio agar
nutritivo suplementado con 5% Caz(POy4)2
= Se sembraron colonias en ambas placas y se observo crecimiento tras incubaciéon
por 4-5 dias.
= Se interpret6 un resultado positivo como un halo de solubilizacion alrededor del
crecimiento bacteriano.

5) Prueba de producciéon de amoniaco
= Se preparé medio urea con indicador de pH fenolftaleina, que vir6é rosa en pH
bésico.

= Se incubaron placas inoculadas por 24 horas a 37°C.
= Resultado positivo: Cambio de color de agar a rosa intenso.

Se utilizo la metodologia descrita por (Benavides y Hermida, 2008; Hashmi, Binds-

chedler, y Junier, 2020)

IT Perfil plasmidico de las cepas bacterianas

= Se realiz6 un cultivo de 8 horas en caldo tripticasa soya de las tres cepas bacterianas.

= Se centrifug6 1.5mL de cultivo bacteriano a 10,000 g por 30 segundos.

= Se desecho el sobrenadante y se resuspendi6 en 100ull de solucién de 25mM tris-HC1
pHS8, 50mM de glucosa y 10mM EDTA.

= Se mezclo la soluciéon en vortex por 2 minutos.

s Se anadi6é 200uL, de 0.2N de NaOH y 1.0 % de SDS.

= Se incubd 5 minutos en hielo y se anadié 150uL. de solucién de 120mL de 5M acetato
de potasio, 23mL de 4cido acético glacial y 57mL de agua destilada. incub6 por 5
minutos en hielo y se centrifugé por 5 minutos a 12,000g.
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= Se desplazo el sobrenadante a un nuevo tubo y se agregdé 700ul de etanol 100resus-
pendi6 el precipitado en 25ul. de buffer TE,

» Se prepar6 un gel de agarosa 1.5 % y se corrieron las muestras a 100V por 45 minutos.

2. Crecimiento de cepas bacterianas y produccién de esporas

I Produccién y recuperacion de esporas de las cepas bacterianas que se aislaron del suelo
de la planta cementera de Sanarate, El Progreso.

1) Produccion de esporas de las cepas bacterianas productoras de carbonato de calcio

a’ Medicién de curvas de crecimiento bacteriano.

Se prepararon 400mL de caldo tripticasa de soya segin las instrucciones del
fabricante ajustando el pH a 8.

Se inocul6 el caldo con 1 colonia de la bacteria aislada del suelo de la planta
cementera de Sanarate, El Progreso y se dejo incubando 48 horas a 37°C y
190rmp en una incubadora con agitacion.

Se prepararon 4 litros de caldo tripticasa de soya segtn las instrucciones del
fabricante y se ajusté el pH a 8. Se dividi6 el medio en tres Erlenmeyer de 1L
con 900mL de medio de cultivo y tres Erlenmeyer de 250mL con 225mL de
medio de cultivo.

Se inocul6 el nuevo medio preparado con el cultivo de 48 horas de la bacteria.
Los Erlenmeyer de 1L se inocularon con 100mL del cultivo bacteriano y los
Erlenmeyer de 250mL se inocularon con 25mL del cultivo bacteriano.

Se incubaron los 6 Erlenmeyer inoculados a 37°C y 190rpm.

Cada hora y media se tom6 un mililitro de cada Erlenmeyer para medir creci-
miento celular a ODggg. Ademas, se tomo un mililitro para conteo en placa de
Neubauer.

Esta metodologia fue modificada de (T. Chen y cols., 2019; Heredia, 2019)
2) Recuperacion de esporas bacterianas

a’ Esporulacion y recuperacion de esporas bacterianas mediante floculacion

bl

Se realizaron cultivos en Erlenmeyer hasta fase exponencial, identificada por la
curva de crecimiento previa.

Se colocaron en un bano de agua a 80°C por 15 minutos para fomentar la
generacién de esporas. Se tomaron 5ml para realizar conteo de esporas en
placa.

Se aniadieron 3.5g/L de cloruro de calcio dihidratado a los Erlenmeyer.

Se colocaron a 90rpm por 5 minutos y luego a 40rpm por 10 minutos para la
formacion de floculos.

Se dejaron en reposo la suspension por 30 minutos y se recuperaron los floculos
mediante centrifugacion.

Se dejaron secar los fléculos en horno para el secado de esporas.

Se pesaron las esporas secadas y se calcul6 la eficiencia de recuperacién de
acuerdo con el conteo bacteriano de la curva de crecimiento.

Esta metodologia fue modificada de (Luna, Lopes, y Massarani, 2005; Guidi,
Lehner, Liithy, y Tonolla, 2013)

Tincién de esporas

Se realiz6é un frotis con las esporas recuperadas mediante floculacion
Se corto6 papel filtro del tamano del frotis y se coloc6d encima del frotis.

Se coloco el frotis con papel filtro en un asa y malla con un soporte de metal,
para colocar por debajo un mechero.

Se encendié el mechero y se coloc6 verde de malaquita sobre el papel filtro,
manteniéndolo himedo durante 5 minutos.
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= Se dejo enfriar el frotis.

= Se lavo con agua destilada.

= Se tifi6 con safranina por un minuto y se lavé con agua destilada.

= Se observo la tincién en microscopio.

Esta metodologia fue modificada de (Kozuka y Tochikubo, 1991; Heredia, 2019)
¢’ Conteo de esporas bacterianas

s Se realizaron diluciones seriadas hasta 108 con 1mL de cultivo bacteriano ex-
puesto a choque térmico.

» Se observaron las diluciones seriadas de 10°% y 107 en cAmara de Neubauer y
contaron las esporas en cada dilucion.

= Se calcul6 el porcentaje de recuperacion de esporas bacterianas.
Esta metodologia fue modificada de (Kozuka y Tochikubo, 1991)
d’ Reactivacion de esporas

= Se colocd 0.01g de esporas en agar tripticasa soya preparado segin las especi-
ficaciones del fabricante y con pH ajustado a 8.

= Se incubaron por 48 horas a 37°C.
= Se observo crecimiento bacteriano después de ese periodo de tiempo.
Esta metodologia fue modificada de (Kozuka y Tochikubo, 1991)

3. Optimizacién de la produccion de carbonato de calcio de las cepas bacterianas que se aislaron
del suelo de la planta cementera de Sanarate, El Progreso.

I Comparacion de medios TSUC y LUC en la producciéon de carbonato de calcio.

Se prepararon 180 Eppendorf de 1.5mL con 1mL cada una de las siguientes soluciones:
TSUC, TSUC con 1 % hidroxido de bario, TSUC con 10pM sulfato de niquel y TSUC
con 20mM citrato de calcio, LUC con 1% hidroxido de bario, LUC con 10pM sulfato
de niquel y LUC con 20mM citrato de calcio.

Se inocularon Eppendorf de cada solucién con 2.5 * 107 esporas por pulgada ciibica
de cada una de las cepas bacterianas y 1 Eppendorf sirvié de control

Se titularon 3 Eppendorf de cada soluciéon a las 24 horas, 3 Eppendorf a los 3 dias, 3
Eppendorf a los 7 dias, 3 Eppendorf a los 15 dias y 3 Eppendorf a los 30 dias de la
siguiente forma:

Se ajusto el pH de cada Eppendorf para la titulacion a 10 utilizando NaOH

Se anadieron unas 2-3 gotas de eriocromo negro 0.5 % (p/v) a cada muestra y se titulo
con EDTA 0.01M hasta alcanzar un color azul del indicador. La precipitacion total
de carbonato de calcio se calculd en base al volumen de EDTA agregado al cambio
de color.

Se realizé el procedimiento en triplicado.

Esta metodologia fue modificada de (Hashmi y cols., 2020)

II Comparacion de calidad de cristales de carbonato de calcio producidos por las cepas
bacterianas.

Con la colaboracion de Cementos Progreso, se generaron 39 cubos de concreto mezcla
con alta resistencia inicial (ARI+) normados segin ASTMC109, con modificacion de
3 cubos por ensayo, en escala 1:50 con un mortero de concentraciéon 2.5 x 107 esporas
por pulgada cubica, el medio necesario para el volumen de agua a agregar y una
proporciéon de 1:2.75 de volumen de arena. Se ensayaron las tres cepas, con ambos
medios, ademas de controles para cada cepa y medio, un blanco y un tratamiento en
seco.

Se agrietaron los cubos de concreto mediante prensa hidraulica Toni Technik, modelo
ToniPACT II, segiin la norma ASTMC 109, después de 24 horas de curado en cimara
con humedad al 95% y 23°C y 72 horas de secado a temperatura ambiente.
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= Se identificaron las grietas para monitorear la produccion de carbonato de calcio por
parte de las bacterias utilizando el estereoscopio marca LEICA, modelo MZ10F, con
camara LEICA MC170 ubicado en el Centro de Investigacion y Desarrollo (CETEC),
de Cementos Progreso.

= Se sumergieron los cubos en agua con medio TSUC o sustrato LUC, segin el trata-
miento, a una temperatura de 21-25°C y se monitorearon las grietas por estereoscopia,
con estereoscopio marca LEICA, modelo MZ10F, con caAmara LEICA MC170 HD, en
aumento 2.5X, cada 15 dias por 30 dias.

= Se midi6 el porcentaje de reparacion de grietas segin el cambio de la longitud de las
grietas seleccionadas, utilizando las fotografias del monitoreo por estereoscopia y el
Software de analisis para medicién de imégenes Digimizer.

= Se corté el cubo de concreto después de los 30 dias para su observacién en microscopio
electronico de barrido.

= Se visualiz6 la muestra en el microscopio electrénico de barrido ubicado en CETEC,
marca JEOL, modelo JSM-IT500, con espectroscopia de fluorescencia de AZtec por
Oxford Instruments, obteniendo asi la imagen de los cristales de carbonato de calcio
y el espectro de fluorescencia de los puntos observados.

= Los colaboradores de CETEC cortaron el cubo de concreto después de su agrieta-
miento y curado para realizar un anélisis de mineralogia mediante cristalografia de
rayos X en difractometro de rayos X marca Paralytical Empyream serie 2.

= Se obtuvo los porcentajes de carbonato de calcio en la muestra de acuerdo a la
cristalografia de rayos X.

Esta metodologia fue modificada de (Lutfian, 2020)
III Estudio de resistencia a compresiéon de cubos de concreto

= Con la colaboracion de Cementos Progreso, se generaron 144 cubos de concreto ARI+
normados segin ASTMC109 escala 1:50 con un mortero de concentraciéon 2.5 x 107
esporas por pulgada cubica, el medio necesario para el volumen de agua a agregar y
una proporciéon de 1:2.75 de volumen de arena. Se anadird medio en estado sélido,
tanto TSUC como sustrato LUC.

= Se agrietaron los cubos de concreto mediante prensa hidraulica Toni Technik, modelo
ToniPACT II segtin la norma ASTMC 109, después de 24 horas de curado en cimara
con humedad al 95% y 23°C y 1, 3, 7 y 28 dias de curado en agua saturada con cal
a 23°C. Se anoto el valor de la presion ejercida por la prensa hidraulica hasta que se
agrietaron los cubos de concreto.

Esta metodologia fue modificada de (Harshali, Mitali, Neha, y Pragati, 2016)
IV Clasificacion de las cepas bacterianas segin su produccion de carbonato de calcio

= Se midi6 el porcentaje de grieta cubierto por carbonato de calcio del inicio al final
del periodo de produccion de carbonato de calcio, midiendo los micrémetros de las
grietas mediante estereoscopio.

= Se midi6 el porcentaje de cubos de calcita en la fotografia de microscopia electronica
de barrido realizada. Este porcentaje se obtuvo de la divisién con el mayor nimero
de cubos de calcita que se encontrd en los diversos tratamientos y la multiplicacién
por 100.

= Se midi6 la concentraciéon de carbonato de calcio en la muestra tomada en cristalo-
grafia de rayos X y la cantidad producida durante la titulacion.

= Se tomaron estos tres factores, se sumaron y dividio el total entre 300 para dar un

namero entre 0 y 1. (% de grieta recubierta + % cubos de calcita en SEM + % de
calcita en XRD) / 300
= La bacteria con un indice méas cercano a 1 es la bacteria con mejor produccién de
carbonato de calcio.
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V Prueba de concepto en cubos de concreto en seco

= Con la colaboracion de Cementos Progreso, se generaron 9 cubos de concreto ARI+
normados segiin ASTMC109 escala 1:50 con un mortero de concentracion 2.5 x 107
esporas por pulgada cibica de la cepa P.5.3.A, el medio de precipitacion LUC nece-
sario para el volumen de agua a agregar y una proporcion de 1:2.75 de volumen de
arena.

= Se realizaron los ensayos de reparacion de grietas, difraccion de rayos X y Microscopia
electronica de barrido.
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CAPITULO ©

Resultados

6.1. Identificacion de la cepa bacteriana con mayor producciéon
de carbonato de calcio

De acuerdo con la bateria bioquimica realizada, las tres cepas bacterianas son cepas de la especie
Lysinibacillus sphaericus, como se observa en el Cuadro No. 3. Las tres cepas mostraron capacidad
fijadora de nitrogeno. La cepa denominada como P.5.3.A mostr6 capacidad de solubilizar fosfatos a
diferencia de las otras dos cepas. Las tres cepas dieron positivo a ureasa, a la prueba de motilidad
y a la prueba oxidasa. Las tres dieron negativo para solubilizacién de hierro. En la Figura No. 7 se
puede observar el gel de electroforesis para establecer un perfil plasmidico de las cepas del estudio,
donde se observan distintas bandas en los carriles de cada cepa.

Cuadro 3: Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a las cepas del estudio para su
identificacion.

Cepa Motilidad Oxidasa Fijacién de N  Solubilizacion de P Produccion de NH3  Posible especie identificada

P4.1.A + + + - + Lysinibacillus sphaericus
P.5.2.A + + + - + Lysinibacillus sphaericus
P.5.3.A + + + + Lysinibacillus sphaericus

Leyenda Cuadro No.3: En este Cuadro se muestran los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas. El
simbolo “+” indica un resultado positivo en dicha prueba mientras que el simbolo ““ indica un resultado
negativo. El orden de pruebas de izquierda a derecha es: Prueba de motilidad, prueba de oxidasa, prueba de
fijacién de nitrogeno, prueba de solubilizacién de fosfatos y produccion de amoniaco.

Fuente: Autoria propia
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Figura 7: Gel de electroforesis para perfil plasmidico de las cepas del estudio.

Descripcién: El primer carril tiene una escalera de 100bp marca Novagen, el segundo y tercer carril son la
cepa P.4.1.A, el cuato y quinto carril tienen la cepa P.5.2.A, el sexto y séptimo carril tienen la cepa P.5.3.A,
el octavo carril tiene la cepa P.4.1.A, el noveno carril tiene la cepa P. 5.2.A y el décimo carril tiene la cepa
P.5.3.A.

Fuente: Autoria propia

6.2. Producciéon y recuperacion de esporas de las cepas bac-
terianas que se aislaron del suelo de la planta cementera
de Sanarate, El Progreso

En la Figura No. 8 se observa la curva de crecimiento bacteriano a escala de 250mL de las tres
cepas en el estudio. Se puede observar que la cepa P.5.3.A y P.4.1.A se comportan de forma similar
durante los primeros 300 minutos de su crecimiento, mientras que la cepa P.5.2.A tiene un tiempo de
duplicaciéon mayor, alcanzando mayor numero de células en ese tiempo. Se observa que al finalizar los
500 minutos de crecimiento bacteriano la cepa P.5.3.A es la que presenta mayor nimero de células.
En el Cuadro No. 4 se puede observar la cinética del crecimiento bacteriano de las tres cepas. De
acuerdo con lo observado en las curvas de crecimiento bacteriano el tiempo de duplicacion de las
cepas P.4.1.A y P.5.3.A son similares, mientras que el tiempo de duplicacion de P.5.2.A es menor,
pero se observa tanto en la Figura No.8 como en el Cuadro No.4 en capacidad de carga, al finalizar
el periodo de crecimiento exponencial el sistema de 250mL con la cepa P.5.3.A tiene la capacidad
de carga para un mayor numero de células y supera a la cepa P.5.2.A.
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Figura 8: Comparacion de curvas de crecimiento bacteriano de las cepas en el estudio
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Descripcién: En el eje vertical se observa el nimero de células, mientras que el eje horizontal se encuentra
el tiempo de crecimiento. Cada punto representa una medicion realizada en esta curva de crecimiento, que
se contabiliz6 utilizando Camara de Neubauer. Se observa también barras de error representativas de 1
desviacién estandar.

Fuente: Autoria propia

Una vez establecida la curva de crecimiento bacteriano se observd que la producciéon de esporas
debia de realizarse alrededor de los 330 a 360 minutos después de la inoculacién del medio de
produccioén, previo a la fase estacionaria del crecimiento de las tres cepas. La esporulacién, floculacién
y centrifugacion dio como resultado las cantidades que se observan en el Cuadro No. 5. Se observa
que la cepa P.5.2.A tiene un mayor peso recuperado pero una menor cantidad de esporas por gramo,
siendo la recuperaciéon menos eficiente, mientras que la cepa P.4.1.A tiene la mayor cantidad de
esporas por gramo, siendo la recuperacion mas eficiente de las tres cepas bacterianas.

Cuadro 4: Cinética del crecimiento bacteriano de las cepas en el estudio

CDC Pob. inicial T. de duplicacién
Cepa TDC [u (en min1)| Foérmula final
(No. de cel.) (No. de cel.) (Minutos)
P4.1.A  8.237 *10'C 5.566 *1011 43.32 0.016 N=(4.58*10°T) /(5.566%10 7+ (8.18%106)e(-0-016) )
P.5.2.A  6.175 *10'° 1.294 *10%° 33.01 0.021 N=(7.99%10°T) /(1.294%10°+(6.05%106)e(-0-021) )
P.5.3.A  1.130 *10'7 7.131 *1011 46.21 0.015 N=(8.06%10°1) /(7.131%¥10* +(1.12%10'7)e(-0-015) )

Descripcion:Se observa la cinética del crecimiento bacteriano. CDC es capacidad de carga, descrita en
namero de células. Pob. inicial es la poblacién inicial descrita en ntimero de células. T. de duplicaciéon
es tiempo de duplicacién en minutos. TDC es tasa de crecimiento en minutos™}. En capacidad de carga
el nimero de células que el sistema de 250mL puede producir en su totalidad, en poblacién inicial se
encuentra el namero de células inoculado al sistema en el tiempo 0, en tiempo de duplicacién se encuentra
en minutos la cantidad de tiempo que necesita el sistema para duplicar el nimero de células presentes, en
tasa de crecimiento se encuentra la constante de crecimiento bacteriano de las tres cepas para este medio
de produccién y en formula final la formula para poder calcular el naumero de células en la fase logaritmica
de esta curva.

Fuente: Autoria propia
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Cuadro 5: Recuperaciéon de esporas bacterianas

Peso rec. Peso prueba TSUC Peso prueba LUC
Cepa Esporas/gramo (cel/g) Esporas recuperadas

(gramos) (8) (&)
P4.1.A 0.219 3.75 ¥10'° 8.20 ¥10'° 0.009 0.177
P.5.2.A 0.396 1.30 *101T 5.15 *1010 0.025 0.530
P.53.A 0.260 2.58 *10M! 6.70 *101° 0.013 0.250

Descripcion: Se observa el peso recuperado después del proceso de floculacién, centrifugacion y secado para
recuperacion de esporas bacterianas. Peso rec. es peso recuperado en gramos, esporas/gramo es el nimero
de esporas por gramo y esporas recuperadas es el total de esporas recuperadas. Los pesos para las pruebas
en ambos medios de precipitacion se refiere al peso total necesario para un cubo de 2pulg®. Las cepas
bacterianas se encontraban a 37°C, 200rpm en caldo de tripticasa soya. Se esporularon con choque térmico
a los 300 minutos de inoculacién. Luego se calculé la cantidad de esporas por gramo mediante conteo en
camara de Neubauer y el namero de esporas recuperadas por 250mL. Se observa también el peso necesario
por cubo de concreto de 2 pulg®.

Fuente: Autoria propia

6.3. Optimizaciéon de la produccién de carbonato de calcio de
las cepas bacterianas que se aislaron del suelo de la planta
cementera de Sanarate, El Progreso

Para cumplir con el objetivo de optimizacion de produccion de carbonato de calcio de las cepas
bacterianas se realizaron cuatro ensayos de produccién de bioconcreto y un ensayo en laboratorio
para la suplementaciéon de los medios de precipitacion. Estos ensayos nos permiten encontrar la
combinaciéon de cepa y medio de precipitacién correcta para la formulaciéon de bioconcreto bajo
diferentes aspectos del concreto como material de construccion.
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6.3.1. Emnsayo de reparaciéon de grietas en cubos de concreto

Cuadro 6: Medias de porcentajes de reparacion de grietas de las cepas bacterianas.

Tratamiento Porcentaje de reparacién de grietas

Blanco 0.00
Cepa P.4.1.A 27.38
Cepa P.5.2.A 26.52
Cepa P.5.3.A 27.39
TSUC 2.32
LUC 0.36
TSUC + P.4.1.A 64.33
TSUC + P.5.2.A 42.45
TSUC + P.5.3.A 74.71
LUC + P4.1.A 75.27
LUC + P.5.2.A 30.90-
LUC + P.5.3.A 77.46%*

Descripcién: Se observa la media de los porcentajes de reparacion de grietas de los cubos de concreto segin
el cambio en la longitud de las grietas monitoreadas en cada tratamiento. En negrilla se encuentran los
tratamientos control. Con un asterisco (*) en superindice se encuentra el tratamiento con mayor promedio
en porcentaje de reparacion de grietas y con un signo menos (-) se encuentra el tratamiento con menor
promedio en porcentaje de reparaciéon de grietas.

Fuente: Autoria propia.

Se observa en el Cuadro No. 6 que la cepa P.5.3.A con el medio de precipitacion LUC fue la
combinacion mas eficiente para la reparacion de grietas en cubos de concreto, reparando el 77.46 %
de las grietas medidas. Mientras que la combinacion de la cepa P.5.2.A con el medio de precipitacion
LUC fue la menos eficiente, reparando tunicamente el 30.90% de las grietas. Se puede observar
que los controles tanto de las cepas como de los medios de precipitacion sin cepa reparan un menor
porcentaje de grietas, siendo significativamente menos eficientes que las combinaciones. En la Figura
No.9 se puede observar la representacion grafica de los porcentajes de reparaciéon de grietas, donde
se observa las diferencias significativas entre los controles y las combinaciones de cepas con medio
de precipitacion. También se puede observar en la Figura No.9 la diferencia significativa entre la
cepa P.5.2.A y las cepas P.4.1.A y P.5.3.A en ambos medios de precipitacion, siendo la cepa P.5.2.A.
la que mostré un mayor promedio en porcentaje de reparacion de grietas en cada tratamiento. Los
tratamientos con medio de precipitaciéon TSUC mostraron un color amarillento y desprendian un
olor desagradable.

Se puede observar en el Cuadro No. 7 que no existe una diferencia significativa en la reparacion
de grietas con los distintos medios de precipitacion. Es decir, la cepa P.4.1.A repara estadisticamente
igual en el medio TSUC que en el medio LUC al igual las cepas P.5.2.A y P.5.3.A. Sin embargo,
como se observa en el Cuadro No. 8, existe una diferencia significativa en la reparaciéon de grietas al
utilizar las distintas cepas en el mismo medio de precipitaciéon, pero no en el blanco, por lo que, las
tres cepas reparan estadisticamente igual al no utilizar un medio de precipitacién. En el Cuadro No.
9 se puede observar que la diferencia significativa mencionada en el Cuadro No. 8 con cada medio
de precipitacion se da entre las cepas P.4.1.A y P.5.2.A y las cepas P.5.2.A y P.5.3.A pero que entre
las cepas P.4.1.A y P.5.3.A no existe una diferencia significativa de reparaciéon de grietas.
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Figura 9: Porcentaje de reparaciéon de grietas de cubos de concreto con distintos tratamientos.
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Descripcién: Se observa el diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de reparacién de grietas en cubos
de concreto segiin cada tratamiento analizado. En verde se observan los controles de las cepas, en azul el
medio de precipitacion TSUC con su control y distintas combinaciones con las cepas y en amarillo el medio
de precipitaciéon LUC con su control y distintas combinaciones con las cepas.

Fuente: Autoria propia

Cuadro 7: Comparacién estadistica de reparaciéon de grietas de cada cepa segin cada medio de
precipitacion.

Cepa Prueba Valor-p Conclusion
P.4.1.A Wilcoxon 0.5344
P.5.2.A Wilcoxon  0.3865
P.5.3.A  Wilcoxon  0.9646 -

Descripcion: Se observa la prueba estadistica realizada a cada cepa en los dos medios de precipitacion, el
valor -P resultado de dicha prueba estadistica y la conclusiéon segin el valor-P obtenido. En Conclusion
un simbolo + indica que existe diferencia significativa y un simbolo - indica que no existe diferencia
significativa.

Fuente: Autoria propia
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Cuadro 8: Comparacién estadistica de reparacion de grietas de cada medio de precipitacion segin

cada cepa.
Medio de precipitacion Prueba Valor-p Conclusiéon
TSUC ANOVA 9.93 *107° +
LUC ANOVA 4.76 *1078 +
Control Kruskal-Wallis 0.4759 -

Descripcién: Se observa la prueba estadistica realizada a cada medio de precipitacién con las tres distintas
cepas, el valor -P resultado de dicha prueba estadistica y la conclusién segin el valor-P obtenido. En
Conclusiéon un simbolo + indica que existe diferencia significativa y un simbolo - indica que no existe
diferencia significativa.
Fuente: Autoria propia

Cuadro 9: Comparacion estadistica de reparacion de grietas de cada medio de precipitacion con
cada cepa en pares.

Medio de precipitacion Comparacion de cepas Prueba Valor-p Conclusién
TSUC P.4.1.A con P.5.2.A Tukey HSD  0.0017436 +
P.4.1.A con P.5.3.A Tukey HSD  0.5430681 -

P.5.2.A con P.5.3.A Tukey HSD  0.0001193 +
LUC P.4.1.A con P.5.2.A Tukey HSD  0.0000005 +
P.4.1.A con P.5.3.A Tukey HSD  0.9295495 -
P.5.2.A con P.5.3.A Tukey HSD  0.0000002 +

Descripcién: Se observa la comparacion estadistica de cepas en pares con cada medio de precipitacion, la
prueba utilizada para cada comparacién, los valores-P de estas comparaciones estadisticas y la conclusion
segin el valor-P obtenido. En conclusiéon un simbolo + indica que existe diferencia significativa y un simbolo
- indica que no existe diferencia significativa.

Fuente: Autoria propia

6.3.2. Emnsayo de resistencia a compresiéon de los cubos de concreto

En el Cuadro No. 10, se pueden observar los resultados de la prueba de resistencia a compresion
de los cubos de concreto bajo distintos tratamientos en los dias 1, 3, 7 y 28. Es evidente que existe
un constante aumento de la resistencia a compresion segtin el paso de los dias. También se puede
observar que al dia 28 la combinaciéon de la cepa P.5.3.A con el medio de precipitacion LUC es la
que demuestra una mayor resistencia a compresion, mientras que en ese mismo dia el medio TSUC
muestra la menor resistencia compresion, siendo menor que la resistencia a compresion del blanco.
En la Figura No.10, se aprecia la resistencia a compresiéon de los cubos de concreto al dia 28, donde
se observa una diferencia notable del aumento de resistencia a compresion entre la combinacion de la
cepa P.5.3.A con el medio de precipitacion LUC y el resto de los tratamientos. Con la informaciéon en
el Cuadro No. 11 y Cuadro No.12 se evidencia una tendencia de que existe una diferencia significativa
de la resistencia a compresion entre las distintas cepas y los distintos medios de precipitacion, por lo
que la combinacién de la cepa P.5.3.A con el medio LUC es la combinaciéon con el mayor aumento
de forma significativa a comparacion del resto de tratamientos.
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Cuadro 10: Medias de resistencia a compresiéon de cubos de concreto bajo distintos tratamientos

Tratamiento  Res. al dia 1 (psi) Res. al dia 3 (psi) Res. al dia 7 (psi) Res. al dia 28 (psi)

Blanco 3552 5489 6258 7169
Cepa P.4.1.A 3685 5714 6790 7290
Cepa P.5.2.A 3822 5803 6284 7400
Cepa P.5.3.A 3337 5503 5897 7302
TSUC 3850 5508 6613 7039
LUC 4027 6256 6943 8342
TSUC + P4.1.A 3678 5708 6358 7551
TSUC + P.5.2.A 4109 5606 6979 7228-
TSUC + P.5.3.A 4033 5766 6581 7250
LUC + P4.1.A 3515 5945 6946 8299
LUC + P.5.2.A 3671 5815 6850 8034
LUC + P.5.3.A 4098 6688 7137 8659*

Descripcion: Se puede observar las medias de resistencia a compresion (Res.) de los cubos de concreto en
los dias 1, 3, 7 y 28 bajo cada uno de los distintos tratamientos. En negrilla se encuentran los tratamientos
control. Con un asterisco (*) en superindice se encuentra el tratamiento con mayor resistencia al dia 28 y

con un signo menos (-) se encuentra el tratamiento con menor resistencia al dia 28.

Fuente: Autoria propia
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Tratamento
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Figura 10: Resistencia a compresion de cubos de concreto al dia 28

*FA1A LUC+P5ZA LUC+P53A

Descripcion: Se puede observar las medias de resistencia a compresion de los cubos de concreto en el dia 28
bajo distintos tratamientos. En gris se observa el blanco. En verde se observan los controles de las cepas, en
azul el medio de precipitacion TSUC con su control y distintas combinaciones con las cepas y en amarillo el

medio de precipitacion LUC con su control y distintas combinaciones con las cepas.

Fuente: Autoria propia
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Cuadro 11: Comparacion estadistica de resistencia a compresiéon de cada cepa segin cada medio de

precipitacion.
Cepa Comparacién Comparacién Valor-p Conclusién
P.4.1.A Control y TSUC ANOVA/ TukeyHSD 2.29 *10°'1/ 0 +
Control y LUC ~ ANOVA/ TukeyHSD 2.29 *10°'!/ 0 +
TSUC y LUC ANOVA/ TukeyHSD 2.29 *10°'1/ 0 +
1.16 *10°°7/
P.5.2.A  Control y TSUC ANOVA/ TukeyHSD +
1.30 *10°°¢
1.16 *1097/
Control y LUC ~ ANOVA/ TukeyHSD +
5.98 *1070°
1.16 *10°97/
TSUC y LUC ANOVA/ TukeyHSD +
2.00 *107°7
5.42 *10°11/
P.5.3.A  Control y TSUC ANOVA/ TukeyHSD +
0
5.42 ¥10°11/
Control y LUC ~ ANOVA/ TukeyHSD +
0
5.42 ¥10°11/
TSUC y LUC ANOVA/ TukeyHSD +
0.0001549

Descripcion: Se observa la prueba estadistica realizada a cada medio de precipitaciéon con las tres distintas
cepas, el valor -P resultado de dicha prueba estadistica y la conclusién segin el valor-P obtenido. En
conclusiéon un simbolo -indica que existe diferencia significativa y un simbolo indica que no existe diferencia
significativa.

Fuente: Autoria propia

30



Cuadro 12: Comparacion estadistica de resistencia a compresién de cada medio de precipitacion
segiin cada distinta cepa.

Medio de precipitacion = Comparaciéon Comparacion Valor-p Conclusiéon
5.38 ¥10°98/
TSUC P4.1.Ay P.5.2.A  ANOVA/ TukeyHSD +
0.0000001
5.38 ¥10°78/
P4.1.A y P.5.3.A  ANOVA/ TukeyHSD +
0.0000002
5.38 ¥10°78/
P52.AyP.5.3.A ANOVA/ TukeyHSD +
0.0219930
1.96 *10°19/
LUC P4.1.AyP.5.2.A ANOVA/ TukeyHSD +
7.00%10°07
1.96 ¥10°19/
P4.1.A y P.5.3.A ANOVA/ TukeyHSD +
0
1.96 *10°19/
P.52.AyP.5.3.A ANOVA/ TukeyHSD +
0
1.41 *10°19/
Control P4.1.AyP.5.2.A  ANOVA/ TukeyHSD +
3.7 ¥10706
1.41 *10°19/
P4.1.Ay P.5.3. A ANOVA/ TukeyHSD +
0
1.41 ¥10°19/
P.52.Ay P.5.3.A ANOVA/ TukeyHSD +
0

Descripcion: Se observa la prueba estadistica realizada a cada cepa segin cada medio de precipitacion, el
valor -P resultado de dicha prueba estadistica y la conclusién segin el valor-P obtenido. En conclusion
un simbolo + indica que existe diferencia significativa y un simbolo - indica que no existe diferencia
significativa.

Fuente: Autoria propia
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6.3.3. Emnsayo de porcentaje de carbonato de calcio calculado a partir de

difraccion de rayos X

Cuadro 13: Medias de porcentajes de carbonato de calcio obtenidos por difraccién de rayos X

Tratamiento Porcentaje de carbonato de calcio
Blanco 1.21
Cepa P.4.1.A 0.83

Cepa P.5.2.A

0.59

Cepa P.5.3.A

0.82

TSUC

1.02

LUC

0.51

TSUC + P4.1.A

1.28-

TSUC + P.5.2.A

1.50

TSUC + P.5.3.A

1.74

LUC + P4.1.A

3.69*

LUC + P.5.2.A

2.71

LUC + P.5.3.A

1.65

Descripcion: Se observa la media de los porcentajes de carbonato de calcio obtenidos mediante difracciéon de
rayos X en cada uno de los distintos tratamientos. En negrilla se encuentran los tratamientos control. Con
un asterisco (*) en superindice se encuentra el tratamiento con mayor porcentaje de carbonato de calcio y
con un signo menos (-) se encuentra el tratamiento con menor porcentaje de carbonato de calcio.

Fuente: Autoria propia.
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Figura 11: Porcentajes de carbonato de calcio obtenidos mediante difracciéon de rayos X.

|

Porcentaie

Blaneo PAA PAXA P5AA TSUC PAIASTSUC PEIASTSUC PSJATSUC Luc PATASLAC PE2ASLUC PS3ALUC

Tratamanto

Descripcién: Se observa la media de los porcentajes de carbonato de calcio obtenidos mediante difraccion
de rayos X en cada uno de los distintos tratamientos. En gris se observa el blanco. En verde se observan
los controles de las cepas, en azul el medio de precipitacion TSUC con su control y distintas combinaciones
con las cepas y en amarillo el medio de precipitacion LUC con su control y distintas combinaciones con las
cepas.

Fuente: Autoria propia

En el Cuadro No. 13 se indican los resultados de la prueba de difraccion de rayos X de los cubos
de concreto bajo distintos tratamientos y el porcentaje de carbonato de calcio encontrado en esta
prueba. Se puede observar que la combinaciéon que presenta un mayor porcentaje de carbonato de
calcio es la cepa P.4.1.A con el medio de precipitaciéon LUC. También se puede apreciar que los
controles presentan un menor porcentaje de carbonato de calcio que el blanco, mientras que todos
los tratamientos presentan un aumento. La combinacién menos efectiva es la cepa P.4.1.A con el
medio de precipitacion TSUC. En la Figura No. 11 se puede observar graficamente los resultados
de la prueba de difraccion de rayos X para porcentaje de carbonato de calcio en la muestra, donde
se observa un claro aumento del porcentaje de carbonato de calcio con la combinacién de la cepa
P.4.1.A con medio de precipitacion LUC sobre el resto de los tratamientos. En el Cuadro No. 14
se puede observar que existe una diferencia significativa del porcentaje de carbonato de calcio entre
las distintas cepas con cada distinto medio de precipitacion. En el Cuadro No. 16 se puede observar
que no existe una diferencia significativa entre la combinaciéon de cepa P.4.1.A y medio TSUC con
la combinacion de cepa P.5.2.A y medio TSUC, pero entre el resto de los tratamientos existe una
diferencia significativa, por lo que la combinacion de cepa P.4.1.A con el medio LUC es la combinacion
con el mayor porcentaje de carbonato de calcio de forma significativa con el resto de los tratamientos.
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Cuadro 14: Comparacién estadistica de porcentaje de carbonato de calcio de cada cepa segin cada
medio de precipitacion.

Cepa Comparaciéon Comparaciéon Valor-p Conclusién
P.4.1.A  Control y TSUC ANOVA/ TukeyHSD 2.26 *10°°%/ 0.0232075 +
Control y LUC ~ ANOVA/ TukeyHSD 2.26 *10°9%/0 -
TSUC y LUC ANOVA/ TukeyHSD  2.26 *10°°%/ 0.0000001 +
4.19 *10°°7/
P.5.2.A  Control y TSUC ANOVA/ TukeyHSD +
1.06 *10°9°
4.19 *10797/
Control y LUC ~ ANOVA/ TukeyHSD +
5.00 *10°°7
4.19 *10°97/
TSUC y LUC ANOVA/ TukeyHSD +
3.79 *10°9°
2.63 ¥107°6/
P.5.3.A  Control y TSUC ANOVA/ TukeyHSD +
0.0000025
2.63 *107°°/
Control y LUC ~ ANOVA/ TukeyHSD +
0.0000124
2.63 *1079°/
TSUC y LUC ANOVA/ TukeyHSD +
0.0087777

Descripcién: Se observa la prueba estadistica realizada a cada medio de precipitacion con las tres distintas
cepas, el valor -P resultado de dicha prueba estadistica y la conclusién segtin el valor-P obtenido. En
conclusion un simbolo + indica que existe diferencia significativa y un simbolo - indica que no existe
diferencia significativa.
Fuente: Autoria propia
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Cuadro 15: Comparacion estadistica de porcentaje de carbonato de calcio de cada medio de
precipitacién segiin cada distinta cepa.

Medio de precipitacion  Comparacion Comparacion Valor-p Conclusiéon
0.000603/
TSUC P4.1.Ay P52 A ANOVA/ TukeyHSD -
0.7890165
0.000603/
P41.A y P.5.3. A ANOVA/ TukeyHSD +
0.0008272
0.000603/
P.5.2.A y P.5.3. A  ANOVA/ TukeyHSD +
0.0013879
4.76 ¥10°°9/
LUC P4.1.A y P.5.2.A ANOVA/ TukeyHSD +
0
4.76 ¥10°°9/
P.41.Ay P53.A ANOVA/ TukeyHSD +
0
4.76 ¥10299/
P.5.2.A y P.5.3. A ANOVA/ TukeyHSD +
0.0005199
0.00064/
Control P.4.1.A y P5.2.A ANOVA/ TukeyHSD +
0.0076971
0.00064/
P4.1.A y P.5.3. A ANOVA/ TukeyHSD +
0.0005243
0.00064/
P.5.2.A y P.5.3. A ANOVA/ TukeyHSD +
0.0426773

Descripcién: Se observa la prueba estadistica realizada a cada cepa segiin cada medio de precipitacién, el
valor -P resultado de dicha prueba estadistica y la conclusiéon segin el valor-P obtenido. En conclusiéon
un simbolo + indica que existe diferencia significativa y un simbolo - indica que no existe diferencia
significativa.

Fuente: Autoria propia
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6.3.4. Emnsayo de microscopia electréonica de barrido de las grietas en cu-
bos de concreto

Cuadro 16: Cantidad de cristales de calcita localizados en SEM bajo distintos tratamientos.

Tratamiento Cantidad de cristales
Blanco 15
Cepa P.4.1.A 35
Cepa P.5.2.A 12
Cepa P.5.3.A 43
TSUC 08
LUC 23
TSUC + P.4.1.A 63
TSUC + P.5.2.A 18-
TSUC + P.5.3.A 267
LUC + P4.1.A 124
LUC + P.5.2.A 53
LUC + P.5.3.A 308*

Descripcion: Se la cantidad de cristales de calcita localizados en la imagen de microscopia electrénica de
barrido para los cubos de concreto bajo distintos tratamientos. En negrilla se encuentran los tratamientos
control. Con un asterisco (*) en superindice se encuentra el tratamiento con mayor cantidad de cristales de
calcita y con un signo menos (-) se encuentra el tratamiento con menor cantidad de cristales de calcita.
Fuente: Autoria propia

En el Cuadro No. 16 se observa el conteo de cristales de calcita en las imagenes de microscopia
electronica de barrido que se obtuvieron de cada grieta. Estos cristales se reconocieron por su forma
cuboidea rectangular y se confirmé su identidad como carbonato de calcio mediante espectroscopia
de fluorescencia. Se puede observar que la combinacién con una mejor produccion de cristales de
calcita fue la cepa P.5.3.A con el medio de precipitacion LUC.
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6.3.5. Emnsayo en laboratorio de titulacién para suplementaciéon de medios
de precipitacion

Cuadro 17: Medias de controles en ensayo de titulaciéon para concentraciéon de carbonato de calcio
en medios de precipitaciéon con suplementacion

Tratamiento [CaCO3] en dia 1 (g/mL) [CaCO3] en dia 3 (g/mL) [CaCO3] en dia 7 (g/mL) [CaCO3]| en dia 15 (g/mL) [CaCO3] en dia 28 (g/mL)

Blanco 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

Cepa P.4.1.A 0.0014 0.0017 0.0041 0.0076 0.0148
Cepa P.4.1.A + Ba 0.0015 0.0018 0.0043 0.0080 0.0155
Cepa P.4.1.A + Cit 0.0015 0.0017 0.0041 0.0076 0.0148
Cepa P.4.1.A + Ni 0.0015 0.0018 0.0042 0.0078 0.0152
Cepa P.5.2.A 0.0010 0.0012 0.0029 0.0054 0.0104
Cepa P.5.2.A + Ba 0.0012 0.0015 0.0035 0.0065 0.0127
Cepa P.5.2.A + Cit 0.0011 0.0014 0.0032 0.0059 0.0115
Cepa P.5.2.A + Ni 0.0010 0.0013 0.0029 0.0055 0.0106
Cepa P.5.3.A 0.0016 0.0019 0.0045 0.0084 0.0163
Cepa P.5.3.A + Ba 0.0017 0.0020 0.0047 0.0088 0.0171
Cepa P.5.3.A + Cit 0.0016 0.0019 0.0045 0.0084 0.0162
Cepa P.5.3.A + Ni 0.0016 0.0019 0.0045 0.0084 0.0163
TSUC 0.0022 0.0026 0.0061 0.0115 0.0223
TSUC + Ba 0.0020 0.0024 0.0056 0.0104 0.0202
TSUC + Cit 0.0020 0.0024 0.0056 0.0104 0.0202
TSUC + Ni 0.0019 0.0023 0.0054 0.0102 0.0197
LUC 0.0012 0.0014 0.0034 0.0063 0.0123

LUC + Ba 0.0012 0.0015 0.0034 0.0064 0.0124
LUC + Cit 0.0012 0.0014 0.0033 0.0062 0.0119
LUC + Ni 0.0012 0.0014 0.0033 0.0062 0.0119

Descripcién: Se puede observar las medias de los controles del ensayo de concentracién de carbonato de
calcio en medios de precipitaciéon suplementados en los dias 1, 3, 7, 15 y 28 bajo cada uno de los distintos
tratamientos.

Fuente: Autoria propia

En el Cuadro No. 17 se observa las medias de los controles del ensayo de titulacion. Se puede
observar como aumenta la concentraciéon de carbonato de calcio conforme el paso de los dias, lo que
es coherente con el proceso de cristalizaciéon. También se debe recalcar que el control con mayor
concentracion de carbonato de calcio en el dia 28 es el medio de precipitacion TSUC. En el Cuadro
No. 18 se pueden observar las medias del ensayo de titulacion por parte de los tratamientos. Se
puede observar que sigue el mismo patrén que en el Cuadro No. 19 de controles, que aumenta
la concentracién con el paso de los dias. También se observa que la combinacién con una mayor
concentracion de carbonato de calcio al dia 28 es la cepa P.5.3.A con medio de precipitacion LUC
suplementado con Bario con una concentracion final de 0.1018g/mL de CaCO3 y la combinacion con
menor concentracion al dia 28 fue la cepa P.5.2.A con el medio de precipitacion TSUC suplementado
con citrato con una concentracion final de 0.0147g/ml de CaCO3. En los Cuadros No. 19 y No. 20 se
pueden observar las pruebas estadisticas que dieron una diferencia significativa entre los tratamientos.
La combinacion de la cepa P.5.3.A con el medio LUC suplementado con Bario presenté una mayor
concentracion de carbonato de calcio al dia 28. Esta concentracion fue significativamente mayor a la
de los controles tanto de LUC como los controles de la cepa P.5.3.A, pero no fue significativamente
mayor que las combinaciones de cepa P.5.3.A con LUC sin suplementar. En la Figura No. 12 se
representa la comparacion de las titulaciones de tratamientos con la cepa P.4.1.A, en la Figura No.
13, la comparacion de tratamientos con P.5.2.A y en la Figura No.14 la comparacion de tratamientos
con la cepa P.5.3.A. En la Figura No. 15 se comparan los tratamientos con el medio de precipitacion
LUC y en la Figura No. 16 se comparan los tratamientos con TSUC como medio de precipitacion.
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Cuadro 18: Medias de tratamientos en ensayo de titulacién para concentraciéon de carbonato de
calcio en medios de precipitacién con suplementacion

Tratamiento [CaCO3] en dia 1 (g/mL) [CaCO3] en dia 3 (g/mL) [CaCO3] en dia 7 (g/mL) [CaCO3] en dia 15 (g/mL) [CaCO3] en dia 28 (g/mL)

TSUC + P4.1.A 0.0035 0.0042 0.0098 0.0183 0.0354
TSUC + P4.1.A + Ba 0.0048 0.0058 0.0136 0.0254 0.0493
TSUC + P4.1.A + Cit 0.0041 0.0050 0.0116 0.0218 0.0422
TSUC + P4.1.A + Ni 0.0040 0.0047 0.0111 0.0208 0.0403

TSUC + P.5.2.A 0.0023 0.0027 0.0064 0.0120 0.0233
TSUC + P.5.2.A + Ba 0.0021 0.0025 0.0059 0.0111 0.0215
TSUC + P.5.2.A + Cit 0.0014 0.0017 0.0041 0.0076 0.0147
TSUC + P.5.2.A + Ni 0.0020 0.0024 0.0057 0.0106 0.0206

TSUC + P.5.3.A 0.0068 0.0081 0.0190 0.0355 0.0689
TSUC + P.5.3.A + Ba 0.0080 0.0095 0.0223 0.0418 0.0810
TSUC + P.5.3.A + Cit 0.0061 0.0073 0.0172 0.0321 0.0623
TSUC + P.5.3.A + Ni 0.0090 0.0108 0.0252 0.0471 0.0914

LUC + P4.1.A 0.0054 0.0065 0.0152 0.0285 0.0553
LUC + P4.1.A + Ba 0.0084 0.0101 0.0236 0.0442 0.0857
LUC + P.4.1.A + Cit 0.0055 0.0066 0.0154 0.0288 0.0559
LUC + P41.A + Ni 0.0052 0.0062 0.0145 0.0271 0.0526

LUC + P5.2.A 0.0022 0.0026 0.0061 0.0114 0.0221
LUC + P.5.2.A + Ba 0.0024 0.0028 0.0066 0.0124 0.0240
LUC + P.5.2.A 4 Cit 0.0021 0.0025 0.0060 0.0111 0.0216
LUC + P.5.2.A + Ni 0.0021 0.0025 0.0059 0.0111 0.0215

LUC + P53.A 0.0088 0.0106 0.0247 0.0462 0.0897
LUC + P.5.3.A + Ba 0.0100 0.0120 0.0280 0.0525 0.1018
LUC + P.5.3.A 4 Cit 0.0092 0.0110 0.0258 0.0482 0.0935
LUC + P.5.3.A + Ni 0.0090 0.0108 0.0252 0.0471 0.0914

Descripcién: Se puede observar las medias de los tratamientos del ensayo de concentraciéon de carbonato de
calcio en medios de precipitaciéon suplementados en los dias 1, 3, 7, 15 y 28 bajo cada uno de los distintos
tratamientos. En negrilla se encuentran los tratamientos con mayor y menor concentraciéon de carbonato de

calcio al dia 28.

Fuente: Autoria propia

Cuadro 19: Comparacién estadistica de porcentaje de carbonato de calcio de cada cepa segin cada

medio de precipitacion.

Cepa Comparacion Comparacion Valor-p Conclusion

Control y

P4.1.A Kruskal Wallis/ Prueba de Dunn  0.0003078,/ 0.01124123 +
LUC + Ba
Control y

Kruskal Wallis/ Prueba de Dunn  0.0003078/ 0.04148651 +
LUC + Cit

Control + Cit y LUC + Ba  Kruskal Wallis/ Prueba de Dunn  0.0003078,/ 0.02359517 +
Control y

P5.2.A Kruskal Wallis/ Prueba de Dunn  0.0003473/ 0.008198209 +
LUC + Ba

Control + Niy

Kruskal Wallis/ Prueba de Dunn  0.0003473/ 0.031540391 +
LUC + Ba
Control y

P.5.3.A Kruskal Wallis/ Prueba de Dunn  0.0003252/ 0.02043138 +
LUC + Ba

Control + Cit y LUC + Ba  Kruskal Wallis/ Prueba de Dunn  0.0003252/ 0.03885561 +

Control + Niy LUC + Ba  Kruskal Wallis/ Prueba de Dunn  0.0003252/ 0.03825783 +

Descripcion: Se observa la prueba estadistica realizada a cada medio de precipitaciéon con las tres distintas
cepas, el valor -P resultado de dicha prueba estadistica y la conclusién segun el valor-P obtenido. Se incluyen
inicamente las pruebas con diferencia significativa. En conclusién un simbolo + indica que existe diferencia
significativa y un simbolo - indica que no existe diferencia significativa.
Fuente: Autoria propia
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Figura 12: Concentracién de carbonato de calcio titulada en los tratamientos con la cepa P.4.1.A
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Descripcién: Se observa el diagrama de caja y bigotes de la concentracién de carbonato de calcio titulada

en los tratamientos con la cepa P.4.1.A.
Fuente: Autoria propia

Figura 13: Concentraciéon de carbonato de calcio titulada en los tratamientos con la cepa P.5.2.A
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Descripcion: Se observa el diagrama de caja y bigotes de la concentracién de carbonato de calcio titulada
en los tratamientos con la cepa P.5.2.A.
Fuente: Autoria propia
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Cuadro 20: Comparacion estadistica de porcentaje de carbonato de calcio de cada medio de
precipitacién segiin cada distinta cepa.

Cepa Comparacion Comparacion Valor-p Conclusion
4.81 *10-05/
TSUC P.5.2.A + Cit y P.5.3.A + Ba Kruskal Wallis/ Prueba de Dunn 1
0.028333663
4.81 *10-05/
P.5.2.A + Cit y P.5.3.A + Ni  Kruskal Wallis/ Prueba de Dunn +
0.009891961
4.271 *10-05 /
LUC Control y P.5.3.A + Ba Kruskal Wallis/ Prueba de Dunn +
0.009905181
4.271 *¥10-05 /
Control + Cit y P.5.3.A + Ba  Kruskal Wallis/ Prueba de Dunn +
0.028366887
4.271 *¥10-05 /
Control y P.5.3.A + Cit Kruskal Wallis/ Prueba de Dunn +
0.028128509
P52Ay 0.0003321 /
Control Kruskal Wallis/ Prueba de Dunn +
P.5.3.A + Ba 0.008124224
0.0003321 /
P.5.2.A + Niy P.5.3.A + Ba  Kruskal Wallis/ Prueba de Dunn +

0.031302446

Descripcién: Se observa la prueba estadistica realizada a cada cepa segun cada medio de precipitacion, el
valor -P resultado de dicha prueba estadistica y la conclusién segin el valor-P obtenido. En conclusion
un simbolo + indica que existe diferencia significativa y un simbolo - indica que no existe diferencia

significativa.
Fuente: Autoria propia

Figura 14: Concentracion de carbonato de calcio titulada en los tratamientos con la cepa P. 5.3.A

Tratamuenic

LUC+PS3A

LUC +PS3A+Ca

Descripcion: Se observa el diagrama de caja y bigotes de la concentracién de carbonato de calcio titulada

en los tratamientos con la cepa P.5.3.A.
Fuente: Autoria propia
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Figura 15: Concentracion de carbonato de calcio titulada en los tratamientos con el medio de
precipitacion LUC
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Descripcion: Se observa el diagrama de caja y bigotes de la concentracion de carbonato de calcio titulada
en los tratamientos con el medio de precipitacion LUC.
Fuente: Autoria propia

41



Figura 16: Concentracién de carbonato de calcio titulada en los tratamientos con el medio de
precipitacion TSUC

Descripcién: Se observa el diagrama de caja y bigotes de la concentracién de carbonato de calcio titulada
en los tratamientos con el medio de precipitacion TSUC.
Fuente: Autoria propia

6.3.6. Indice para optimizacion de la produccién de calcita

Cuadro 21: Indice para optimizacion de produccion de calcita

Tratamiento % por difraccion de rayos X % por SEM % por titulacién Indice

Blanco 32.79 4.87 0.00 0.13
Cepa P.4.1.A 22.49 11.36 39.46 0.24
Cepa P.5.2.A 15.99 3.90 11.59 0.10
Cepa P.5.3.A 22.22 13.96 18.17 0.18

TSUC 27.64 2.60 24.86 0.18

LUC 13.82 7.47 13.71 0.12
TSUC + P4.1.A 34.69 20.45 39.46 0.32
TSUC + P.5.2.A 40.65 5.84 25.98 0.24-
TSUC + P.5.3.A 47.15 86.69 76.81 0.70
LUC + P4.1.A 100.00 40.25 61.65 0.67
LUC + P.5.2.A 73.44 17.21 24.64 0.38
LUC + P.5.3.A 44.72 100.00 100.00 0.82%

Descripcién: Se observa la media de los porcentajes de carbonato de calcio obtenidos mediante difraccion de
rayos X en cada uno de los distintos tratamientos. En negrilla se encuentran los tratamientos control. Con
un asterisco (*) en superindice se encuentra el tratamiento con mayor indice de produccion de calcita y con
un signo menos (-) en superindice se encuentra el tratamiento con menor indice de produccion de calcita.
Fuente: Autoria propia

En el Cuadro No. 21 se observan los parametros para el indice de produccién de calcita. Se puede
observar que la combinaciéon con el mayor indice de produccion de calcita es la cepa P.5.3.A con el
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medio de precipitacion LUC, obteniendo un indice de 0.82 sobre 1. La combinacién con el menor
indice de produccién de calcita es el control de la cepa P.5.2.A, con un indice de 0.1 sobre 1.

Prueba de concepto para cubos de concreto en seco

En el Cuadro No. 22 se observan los resultados de las pruebas a cubos de concreto en seco, es
decir, sin sumergir en medio de precipitaciéon. Comparando con lo observado en el Cuadro No. 6
se observa que el porcentaje de reparacion de grietas es menor que los tratamientos sumergidos en
medio de precipitacion, pero sigue siendo mayor que los controles. Al observar el Cuadro No. 13
se puede comparar que se tiene un porcentaje de carbonato de calcio menor que los tratamientos
sumergidos pero mayor que los controles. Por ultimo, segin el Cuadro No. 16 se puede observar el
mismo comportamiento, una menor cantidad de cristales de calcita que los tratamientos sumergidos,
pero una mayor cantidad que los controles.

Cuadro 22: Resultados prueba de concepto en cubos de concreto en seco.

Ensayo Resultado
Reparacion de grietas 14.55 %
Difracciéon de rayos X 1.19%

SEM 17

Descripcion: Se observan los resultados de las pruebas realizadas con el cubo de concreto en seco.
Fuente: Autoria propia
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CAPITULO [

Analisis de resultados

El objetivo principal de este trabajo fue optimizar la producciéon de carbonato de calcio en
cubos de concreto por tres cepas del género Lysinibacillus sp. aisladas de una cantera cementera,
para facilitar su aplicacion a nivel industrial en la formacion de bioconcreto. Para poder llevar
a cabo este analisis, primero se busco identificar la especie de los sujetos de estudio utilizando
una bateria bioquimica, cuyos resultados se pueden observar en el Cuadro No. 3 en la seccion de
Resultados. Las tres cepas bacterianas son moviles, dieron positivo en la prueba de oxidasa y fijan
nitrogeno. Ademas, se puede observar que las cepas dieron positivo en la producciéon de amoniaco,
este resultado se esperaba debido a que la ruta de producciéon de carbonato de calcio que utiliza el
género Lysinibacillus es hidroélisis de urea, la cual genera amoniaco al hidrolizar la urea en amoniaco
y carbamato. Se puede observar en el Cuadro No. 3 que la cepa P.5.3.A solubiliza fosfatos a diferencia
de las cepas P.4.1.A y P.5.2.A. De acuerdo con los resultados de esta bateria bioquimica se puede
clasificar que las tres cepas son Lysinibacillus sphaericus. Se puede observar en la Figura No. 7,
en el perfil plasmidico, que las cepas tienen diferentes plasmidos, segtn las distintas bandas que se
observan en la electroforesis. Esto comprueba que, a pesar de ser la misma especie, los sujetos de
estudio son distintas cepas (Hashmi y cols., 2020; Morales, 2020).

Una vez caracterizadas las cepas bacterianas; y previo a las pruebas de bioconcreto, se debia
optimizar la produccién y recuperaciéon de esporas bacterianas de cada cepa segin sus curvas de
crecimiento en tripticasa soya, en escala menor a un litro. Se puede observar, en la Figura No. 8, que
la cepa P.5.2.A tiene un tiempo de duplicaciéon mayor a las cepas P.4.1.A y P.5.3.A, pero que la fase
estacionaria de las tres cepas ocurre entre los 330 a 360 minutos después de la inoculacion inicial, lo
que nos indica que, a pesar de que el tiempo de duplicacion de la cepa P.5.2.A es mayor, la capacidad
de carga del sistema es similar para las tres cepas. Se evidencia en el Cuadro No. 4, la cinética del
crecimiento bacteriano de las tres cepas, donde se puede observar que la cepa P.5.3.A tiene la mayor
capacidad de carga del sistema, lo que indica una capacidad de contener una mayor cantidad de
células a pesar de que tener un tiempo de duplicaciéon menor a P.5.2.A. Una vez estipulado el inicio
de la fase estacionaria, establecié que el momento para flocular y producir esporas es a los 300
minutos de la inoculacién inicial, debido a que al comenzar la fase estacionaria las células comienzan
a esporular y morir segiin la cantidad de nutrientes en el medio, lo que disminuye el nimero de
esporas viables producidas (Maier y Pepper, 2015). Se puede observar en el Cuadro No. 5 que,
posterior al proceso de produccion de esporas por choque térmico, floculaciéon y centrifugacion, la
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cepa P.4.1.A es la que contiene una mayor cantidad de esporas recuperadas, lo que conlleva un menor
peso de esporas necesario por pulgada cubica de concreto, en cambio la cepa P.5.2.A es la cepa que
requiere mayor peso por volumen de concreto. Esto quiere decir que la cepa P.4.1.A es la cepa con
mejor rendimiento en la producciéon de esporas y tendria una mayor facilidad para adaptarse a una
produccién industrial para aplicaciéon de bioconcreto. Para la separacién de las esporas viables del
debris celular se recomienda disolver el precipitado de la primera centrifugaciéon en una solucion
de sacarosa al 50 % y centrifugar nuevamente a 4000 x g por 20 minutos a 4°C, donde las esporas
quedaran purificadas en el precipitado (Edwards y McBride, 2016). Cabe resaltar que la cepa P.5.2.A
se encuentra en fase estacionaria al transcurrir 300 minutos posterior a la inoculacién inicial. Esta
diferencia de fase con las otras dos cepas puede explicar las diferencias en esporas recuperadas y
su eficiencia en los ensayos posteriores. Debido a lo anterior se recomienda repetir los ensayos de
produccion de carbonato de calcio con la cepa P.5.2.A, realizando la esporulacion previo a los 300
minutos.

En la optimizacion de la produccion de produccion de carbonato de calcio de las cepas bacte-
rianas se realizaron cinco ensayos para observar el comportamiento de las distintas combinaciones
de cepas bacterianas y medios de precipitaciéon en caracteristicas del bioconcreto como autorrepara-
cion, aumento de resistencia a compresion y cantidad de carbonato de calcio en la mezcla. El primer
ensayo se basa en la capacidad de reparacion de grietas de cubos de concreto. En el Cuadro No.6, se
puede observar que el blanco no tuvo reparaciéon de grietas, como cabe esperar del concreto conven-
cional. También, se puede observar que los controles, tanto de cepas como de medios de precipitacién
tienen un menor porcentaje de reparacion de grietas que las combinaciones que forman bioconcreto.
El medio sin bacterias presenta un porcentaje de reparacion de grietas debido a la precipitacién de
cristales, correspondiente a la interaccién quimica de los componentes de los medios de precipitacién
con el agua, esta mineralizacién es quimica y no biologica.

El tratamiento maés eficaz en la reparacion de grietas fue la combinacion del medio de precipita-
cion LUC con la cepa bacteriana P.5.3.A. Se puede observar en la Figura No. 9, y comprobar con
los Cuadros No. 7, 8 y 9, que mientras existe una diferencia significativa entre los tratamientos de
las cepas P.4.1.A y P.5.3.A comparéndolos con P.5.2.A, en ambos medios, no existe diferencia sig-
nificativa entre las cepas P.4.1.A y P.5.3.A;, en ninguno de los dos medios de precipitacion. También
es importante mencionar que existe diferencia entre las mismas cepas al cambiar de medio.

Esto se debe a que el medio TSUC, al tener tripticasa soya en su preparacion, favorece la pro-
duccién de mayor cantidad de células bacterianas, lo que genera mas sitios de nucleacién para la
creacion de carbonato de calcio, pero mantiene activas otras vias celulares, que gastan energia en
diferentes funciones que no son producir CaCQOj3. Por otro lado, el medio de precipitacion LUC al
contener tnicamente urea y cloruro de calcio como nutrientes enfoca la maquinaria celular en la
producciéon de carbonato de calcio y es necesario agregar mayor cantidad de esporas para mantener
el nimero de sitios de nucleacién. Sin embargo, aunque estadisticamente no exista una diferencia
significativa en el tratamiento con TSUC y con LUC, se debe recalcar que la reparacion de grie-
tas con TSUC tuvo inconvenientes, que podrian afectar su implementaciéon a gran escala como una
tincion con color amarillo o el desprendimiento de un olor desagradable, causado por posibles sub-
productos producidos por las bacterias. Se observa que la utilizaciéon de medio de precipitacion LUC
no tnicamente optimiza la producciéon de carbonato de calcio en las cepas bacterianas, sino también
evita los inconvenientes mencionados anteriormente.

El segundo ensayo fue el de resistencia a compresion. En este ensayo como se puede observar en
el Cuadro No. 10 se puede observar que la resistencia a la compresiéon aumenta conforme el paso
de los dias, esto se debe al proceso de curado del concreto. En este proceso el concreto mantiene la
humedad adecuada dentro de un rango de temperatura para ayudar a la hidratacién del concreto.
La resistencia a compresion de 28 dias es cuando el concreto alcanza el 70 % de la resistencia total
del concreto (Li, Fu, Zhang, Achal, y Kawasaki, 2015). El aumento de la resistencia a compresion
en los tratamientos que involucran el medio TSUC se puede deber a que el crecimiento bacteriano
rellena poros, de forma que se resiste mejor a la compresion al tener menos aire en el interior del
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cubo de concreto.

También se observa que el medio de precipitacion LUC y los tratamientos con LUC presentan
un mayor aumento de resistencia a compresion. Esto se puede deber, no solo al llenado de poros,
ya que no existe interacciéon con compuestos orgénicos como en TSUC, sino que también se genera
una mayor cantidad de CaCO3 con LUC. Este aumento en calcita, rellena poros también, cerrando
ain mas espacio en los cubos de concreto, generando una mayor resistencia a compresion. Se puede
observar en los Cuadros No. 11 y 12 que existe una diferencia significativa entre las cepas y entre
los medios de precipitacién, por lo que la combinacién con una mayor resistencia a compresion
estadisticamente hablando es la utilizacion de la cepa P.5.3.A con el medio de precipitacion LUC.

El tercer ensayo fue el célculo de carbonato de calcio en los cubos de concreto utilizando difraccion
de rayos X, como se puede observar en el Cuadro No. 13. De acuerdo con la Figura No. 11 los controles
tienen una menor cantidad de carbonato de calcio que el blanco. Esto se puede deber a que se agregan
otros componentes, que disminuyen el porcentaje que ocupa el carbonato de calcio en el total de los
componentes del cubo de concreto. Pero los tratamientos aumentan la cantidad, de acuerdo con lo
esperado. Como se observa en los Cuadros No. 14 y 15 existe una diferencia significativa entre las
distintas cepas y los dos medios de precipitacién. Los tratamientos con el medio de precipitacion
LUC tiene una mayor cantidad de carbonato de calcio que los tratamientos con TSUC, esto se debe
a que se enfoco la maquinaria celular en la produccion de carbonato de calcio con este medio de
precipitacion, por lo que los distintos sitios de nucleacién se enfocan en la producciéon de este mineral,
sin utilizar energia celular para la divisién celular o sintesis de otros subproductos que no son de
interés para el bioconcreto. Esta tltima premisa se enfatiza con los resultados que muestran que la
combinacién con una mayor cantidad de carbonato de calcio es P.4.1.A con el medio de precipitacion
LUC (Figura No. 11).

El cuarto ensayo realizado fue la observacion en microscopia electronica de barrido de secciones
de los cubos de concreto con reparacion de grietas del primer ensayo. Como se observa en la Figura
No. 14, el control de TSUC tiene una menor cantidad de cristales de calcita segin lo observado, esto
coincide con lo observado en el tercer ensayo, esto se debe a que otros compuestos organicos toman el
lugar del carbonato de calcio y se tiene una menor probabilidad de encontrar cristales de calcita en
la grieta sellada. Se puede observar también que se tiene una menor cantidad de cristales de calcita
con la combinacién LUC + P.4.1.A que con LUC + P.5.3.A, lo que contradice lo observado en el
tercer ensayo. Esto se debe a que el cuarto ensayo detecta cristales de calcita, uno de los polimorfos
de carbonato de calcio, mientras que en el tercer ensayo se toman en cuenta todos los polimorfos
de carbonato de calcio. La combinacién que generd una mayor cantidad de calcita es el medio de
precipitacién LUC con la cepa P.5.3.A.

El quinto ensayo fue realizado para la optimizaciéon de los medios de precipitacion. Se puede
observar, en los Cuadros No. 17 y No. 18, que existe un aumento en la concentracién de carbonato
de calcio con el paso de los dias, esto se debe a que sigue ocurriendo el proceso de cristalizacion y que
se tienen otros sitios de nucleacién donde se genera el CaCQOg. Se puede observar que los controles
tienen una menor cantidad de carbonato de calcio que los tratamientos, segin lo esperado, pero
presentan una cantidad de carbonato de calcio, esto se puede deber, ya sea por la actividad de la
ureasa en los controles de cepas bacterianas o por la precipitacién de minerales por reaccién quimica
en los controles de los medios de precipitacion. En los tratamientos se puede observar un constante
aumento de cantidad de carbonato de calcio al utilizar hidréxido de bario, esto se puede deber a que
el hidroxido de bario aumenta la actividad de la ureasa, produciendo una mayor cantidad de CaCOQO3.
No se observa un aumento considerable o significativo en los tratamientos con niquel o con citrato
de calcio. Esto se puede deber a que Lysinibacillus sphaericus no tiene un transportador de niquel
hacia el citoplasma lo que acumula el niquel en el medio causando toxicidad y un efecto bactericida,
disminuyendo el nimero de células que pueden producir carbonato y que actiian como sitios de
nucleacion (Morales, 2020). El citrato pudo encontrarse en una concentracion demasiado baja y de
hecho diluir los sustratos para produccion de carbonato de calcio (Morales, 2020). En los Cuadros
No. 19 y 20, se observan los tratamientos que tienen una diferencia significativa. El tratamiento con
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una mayor cantidad de carbonato por gramo es la combinacion de la cepa P.5.3.A con el medio de
precipitacion LUC, suplementado con hidroxido de bario.

En el Cuadro No. 21 se puede observar el indice de optimizacién de la produccién de calcita por
los distintos tratamientos en los ensayos de difraccion de rayos X, microscopia electrénica de barrido
y titulacion en laboratorio. De acuerdo con los ensayos realizados, la combinacion de la cepa P.5.3.A
con el medio de precipitacion LUC es la combinacién con mejor indice para produccion de calcita,
por lo que es la recomendacion para el uso en bioconcreto a escala industrial.

En paralelo se realizaron los ensayos de reparacion de grietas, difraccion de rayos X y microscopia
electrénica de barrido con un cubo que en lugar de encontrarse sumergido en medio de precipitaciéon
por 18 dias y en agua por 12 dias solo se humedeci6 regularmente para activar las esporas bacterianas.
Este cubo tenia la combinacion de P.5.3.A con LUC, debido a que esta combinacion mostré los
mejores resultados en los ensayos anteriores. Se puede observar en el Cuadro No. 20 que este cubo
tiene un mejor porcentaje de reparacion de grietas, un menor porcentaje de carbonato de calcio y un
menor numero de cristales de calcita en SEM que el tratamiento de P.5.3.A y LUC sumergido. Esto
indica que el sumergir los tratamientos en medio de precipitacion y agua ayuda a la produccion de
carbonato de calcio y a la activacion de esporas, pero que, si existe activacion de esporas y produccion
de CaCOj en el bioconcreto, por lo que es un tratamiento viable en la utilizaciéon en construcciones
a escala industrial, introduciendo las esporas desde la mezcla de concreto.

Para la aplicaciéon industrial de bioconcreto se recomienda realizar la secuenciacion del geno-
ma completo de las cepas P.4.1.A y P.5.3.A para confirmar su identidad y poder depositarlas en
un repositorio, con la posibilidad de mejorar la produccién de carbonato de calcio mediante mo-
dificaciéon genética de estas cepas. Se recomienda también realizar una prueba de concepto con el
medio de precipitacién LUC suplementado con hidréxido de bario en cubos de concreto para obser-
var como se comporta el medio de precipitacion suplementado en cubos de concreto. Finalmente se
recomienda investigar una formulacién que permita aplicar las esporas con medio de precipitacion
en construcciones establecidas. Dicha formulacion debe mantener la humedad y el contacto con el
medio de precipitaciéon de las esporas, para simular los porcentajes de los ensayos de los tratamientos
sumergidos.
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CAPITULO 8

Conclusiones

. El medio de choque térmico, floculacion y centrifugaciéon es un método eficiente de formacion
9
y recuperaciéon de esporas para la produccion de bioconcreto.

. En cuanto a reparaciéon de grietas, aunque no existe una diferencia significativa entre los medios
de precipitaciéon, la combinacién con mayor porcentaje y la recomendada para produccion de
bioconcreto es la cepa P.5.3.A con el medio de precipitacion LUC.

. La combinacion de la cepa P.5.3.A con LUC presenta la mayor resistencia a compresion dentro
de los tratamientos realizados.

. El tratamiento de cepa P.4.1.A con LUC presenta el mayor porcentaje de carbonato de calcio
dentro de los tratamientos realizados.

. La combinacion de la cepa P.5.3.A con el medio de precipitacion LUC tiene el mayor indice de
optimizacion de precipitaciéon de calcita dentro de los tratamientos realizados.

. La suplementacién de los medios de precipitacion con hidréxido de bario optimiza la producciéon
de carbonato de calcio en todos los tratamientos realizados.

. El tratamiento con P.5.3.A y el medio de precipitacion LUC presenta una reparacion de grietas,
porcentaje de carbonato de calcio y cristales de calcita menor sin estar sumergidos en medio de
precipitacién, pero presenta actividad, por lo que es un tratamiento viable en construcciones
a escala industrial.

. La combinaciéon de la cepa P.5.3.A y el medio de precipitacion LUC es el tratamiento reco-
mendable para la fabricacién de bioconcreto segtun los ensayos realizados.
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capPiTuLo 9

Recomendaciones

. Se recomienda realizar una secuenciacion genémica de las cepas P.4.1.A y P.5.3.A para poder
confirmar la especie de ambas cepas y poder depositarlas en un repositorio.

. Se recomienda realizar los ensayos de precipitacion de carbonato de calcio con la cepa P.5.2.A
esporulando previo a 300 minutos después de inoculacién inicial, para observar su comporta-
miento en fase exponencial.

. Se recomienda realizar pruebas de concepto en cubos de concreto con el medio de precipita-
cion LUC suplementado con Bario para observar cémo se comporta el bioconcreto con esta
suplementacion.

. Se recomienda la purificacion de las esporas mediante lavados en sacarosa y centrifugacion.

. Se recomienda la formulacién de un medio de crecimiento para las cepas bacterianas a base de
desechos industriales para economizar la produccion de esporas.

. Se recomienda la formulacién de un producto que pueda aplicar el medio de precipitacién LUC
v la cepa P.5.3.A a construcciones formadas, de forma que mantenga la humedad y contacto
del medio de precipitacién con las esporas.
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capituLo 11

Anexos

Cuadro 23: Lecturas de densidad 6ptica para las curvas de crecimiento para la cepa P.4.1.A
Cepa  Hora Tiempo (min) OD (1) OD(2) OD(3)
10:00 0 0.13 0.10 0.13

11:30 90 0.22 0.16 0.22

13:00 180 0.27 0.50 0.30

14:30 270 0.44 0.81 0.54

16:00 360 0.65 0.99 0.66

18:00 480 0.66 0.99 0.67

P.4.1.A 19:30 570 0.66 0.99 0.68
Cuadro 24: Lecturas de densidad optica para las curvas de crecimiento para la cepa P.5.2.A
Cepa  Hora Tiempo (min) OD (1) OD(2) OD(3)
10:00 0 0.15 0.17 0.15

11:30 90 0.33 0.42 0.33

13:00 180 0.56 0.56 0.61

14:30 270 0.78 0.79 0.73

16:00 360 0.81 0.82 0.76

18:00 480 0.83 0.85 0.78

P.5.2. A 19:30 570 0.84 0.85 0.79
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Cuadro 25: Lecturas de densidad optica para las curvas de crecimiento para la cepa P.5.3.A

Cepa  Hora Tiempo (min) OD (1) OD(2) OD(3)
10:00 0 0.08 0.11 0.11

11:30 90 0.16 0.16 0.19

13:00 180 0.26 0.26 0.35

14:30 270 0.37 0.35 0.65

16:00 360 0.54 0.43 0.72

18:00 480 0.73 0.55 0.82

P.5.3.A  19:30 570 0.73 0.56 0.83
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Cuadro 26: Conteos de las curvas de crecimiento para la cepa P.4.1.A

Hora Tiempo Ensayol Ensayo?2 Ensayo 3

10 am 0 9 9 9
9 9 8

10 9 9

9 8 8

8 9 8

11:30 am 90 9 9 9
9 9 9

10 9 8

9 9 8

9 9 9

1 pm 180 16 28 17
16 31 17

14 31 16

15 30 17

17 36 17

2:30pm 270 29 67 35
32 59 34

30 63 34

35 61 38

34 59 37

4pm 360 62 123 60
63 122 62

61 120 63

63 121 64

63 122 62

5:30pm 450 68 123 62
66 121 61

65 122 63

70 123 60

65 123 59

7:00pm 540 65 122 63
65 123 60

67 123 61

69 121 60

68 123 60
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Cuadro 27: Conteos de las curvas de crecimiento para la cepa P.5.2.A

Hora Tiempo (min) Ensayo 1 Ensayo2 Ensayo 3

10 am 0 10 8 7
10 8 8

10 9 9

10 8 8

10 8 8

11:30 am 90 16 16 17
16 21 17

14 21 16

15 22 17

17 21 17

1 pm 180 36 40 35
38 34 34

36 38 35

38 36 37

37 34 37

2:30pm 270 61 68 60
64 58 59

62 64 60

65 62 64

63 59 63

4pm 360 67 75 66
70 64 64

68 71 66

72 68 70

70 64 69

5:30pm 450 68 75 66
70 65 65

68 71 66

73 68 70

69 65 76

7:00pm 540 68 75 66
70 65 65

68 71 66

73 68 70

69 65 76
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Cuadro 28: Conteos de las curvas de crecimiento para la cepa P.5.3.A

Hora Tiempo (min) Ensayo 1 Ensayo2 Ensayo 3

10 am 5%0 10 8 7
10 8 8

10 9 9

10 8 8

10 8 8

11:30 am 5%90 16 16 17
16 21 17

14 21 16

15 22 17

17 21 17

1 pm 5*180 36 40 35
38 34 34

36 38 35

38 36 37

37 34 37

2:30pm 5%270 61 68 60
64 58 59

62 64 60

65 62 64

63 59 63

4pm 5%360 67 75 66
70 64 64

68 71 66

72 68 70

70 64 69

5:30pm 5%450 68 75 66
70 65 65

68 71 66

73 68 70

69 65 76

7:00pm 5%540 68 75 66
70 65 65

68 71 66

73 68 70

69 65 76

Cuadro 29: Datos originales para recuperaciéon de biomasa con el método propuesto

Cepa  Ensayo Peso (g) Peso (g) Biomasa recuperada (g)

P4.1.A 1 13.190 13.423 0.233
2 13.200 13.421 0.221
3 13.230 13.432 0.202
P.5.2.A 1 13.030 13.398 0.368
2 13.001 13.440 0.439
3 13.100 13.480 0.380
P.5.3.A 1 13.210 13.438 0.228
2 13.120 13.441 0.321
3 13.190 13.421 0.231
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Cuadro 30: Monitoreo de reparaciéon de grietas para todas las cepas con medio TSUC

Cepa Largo de la grieta (%)
P4.1.A Grieta Dial Dial1l8 Dia30 % recuperacion de grietas Promedio de recuperacion de grietas (%)
Cubo 1 A 7.3 2.8 0 100.0 64.3
B 5.6 5 3 46.1
C 5.2 4.9 3.7 29.4
Cubo 2 A 5.9 2 0.8 87.1
B 6.2 5.4 1.6 74.8
C 5.5 5.2 5 10.3
Cubo 3 A 6 0.7 0 100.0
B 6.3 4.2 1.9 70.3
P5.2.A C 6.2 3.7 2.4 61.3
Cubo 1 A 6 4.8 4.7 20.9 42.5
B 4.3 2.9 2.6 38.9
C 6 2.2 0 100.0
Cubo 2 A 5 3.2 2.3 54.4
B 5.7 5.3 4.6 20.3
C 5 4.1 4 18.5
Cubo 3 A 3.5 2.9 2.5 27.1
B 5.4 4.3 3 43.2
P.5.3.A C 5.3 4.6 2.2 58.8
Cubo 1 A 6.6 4.5 1 85.0 4.7
B 6.1 3.4 3.4 43.4
C 6.8 0 0 100.0
Cubo 2 A 5.3 4.1 0.9 83.2
B 7.7 3.1 3 60.8
C 6.2 1.9 1.6 73.5
Cubo 3 A 6.2 2.2 0 100.0
B 6.6 4.1 0 100.0
N/A C 6.3 5.8 4.6 26.6
Cubo 1 A 5.9 0.2 0.2 96.7 24.7
B 6 5.9 5.8 3.8
C 4.5 4.5 4.5 0.0
D 6.5 6.2 6.1 6.3
E 6.9 6.9 6.9 0.0
F 7 7 7 0.0
Cubo 3 A 6.9 5 4.4 3.7
B 6.4 6.3 6.2 2.5
C 6.4 6.2 6.2 3.6
D 5.5 0.2 0.2 97.1
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Cuadro 31: Monitoreo de reparaciéon de grietas para todas las cepas con medio LUC

Cepa Largo de la grieta (mm)
Grieta Dial Dia 18 Dia 30 % recuperacion de grietas Promedio de recuperacion de grietas (%)
P4.1.A Cubol A 6.234 535 0 100.00 75.27
B 7,.25 0 0 100.00
Cubo 2 A 5989  1.849 716 88.04
B 6.859  4.986 3.249 52.63
C 6.538 5.675  2.345 64.13
D 5.860 4.986  2.028 65.39
E 7125 4789  2.017 71.9
Cubo 3 A 6.753  1.728 14 99.9
B 5.366 4.594  2.514 53.5
C 7.188 578 315 95.2
D 7.957 534 0 100.0
E 5.621  4.955 4.903 12.7
P.5.2.A  Cubo 1 A 7.102  7.005 6.815 04.04 30.90
B 6.887  5.858 5.049 24.9
C 7.219  4.595 4.066 43.8
D 6.386 4.169  3.946 3,.1
Cubo 2 A 7.361  6.726  5.145 30.10
B 5611 4.153  3.971 29.3
C 6.206 6.198  6.189 0.27
Cubo 3 A 6.020 2.893 1.763 70.71
B 7.896 6.149  6.019 23.7
C 6.662 4.157  3.846 42.27
P.5.3.A Cubo 1 A 5712 2.024 1.986 65.23 77.46
B 5.563 775 392 92.95
C 6.335 596 19 99,.0
Cubo 2 A 5.347  3.956 2.395 55.21
B 6.725 4.695  4.398 34.0
C 5246  5.091 0 100.0
Cubo 3 A 6.612  3.169 1.720 73,.9
B 5.062 864 39 99.3
C 5.734  4.068 1.364 76.1
N/A Cubo 1 A 6.126  6.095  6.092 0.6 29.46
B 6.033  2.94 19.8 96.2
C 5.886  3.949 34.6 94.2
Cubo 2 A 5939 5.864  5.864 1.6
B 7.085  2.864 1.975 72.2
C 7.377 7377 7.377 0.0
Cubo 3 A 5.046  5.046 5.046 0.0
B 4581 4.573  4.569 0.26
C 5.833  5.831 5.830 0.05
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Cuadro 32: Monitoreo de reparaciéon de grietas para todas las cepas sin medio

Largo de la grieta (mm)

Cepa  Cubol Grieta Dial Dial8 Dia30 % recuperacion de grietas Promedio de recuperacion de grietas (%)
P4.1.A Cubol A 6.6 6.5 5.7 13.6 274
B 7.1 7.0 6.5 8.4
C 7.2 6.9 5.8 19.8
Cubo 2 A 5.5 5.3 5.0 8.4
B 5.8 5.8 5.8 0.1
C 7.3 0.5 0.5 92.6
Cubo 3 A 5.3 4.8 4.8 9.3
B 6.9 0.9 0.5 92.2
C 7.7 7.5 7.5 2.0
P.5.2.A Cubo 1 A 6.3 6.3 6.3 0.0 26.5
B 5.9 5.8 3.0 49.8
C 6.5 6.5 5.6 13.8
Cubo 2 A 5.8 5.6 5.5 4.6
B 6.0 6.0 6.0 0.0
C 5.5 5.1 5.1 8.4
Cubo 3 A 5.7 5.5 5.5 3.7
B 6.7 0.4 0.4 94.7
C 6.0 2.2 2.2 63.8
P.5.3.A Cubol A 6.6 5.5 5.4 17.0 27.4
B 6.6 6.4 6.3 4.2
C 6.0 2.7 2.5 59.4
Cubo 2 A 5.5 5.5 5.4 2.7
B 44 4.2 4.2 4.3
C 6.2 5.8 2.8 54.6
Cubo 3 A 6.1 5.8 3.8 38.0
B 6.1 6.1 3.1 49.3
C 6.1 6.1 5.1 17.0
N/A Cubo 1 A 5.9 5.9 5.9 0.0 0.0
B 6.3 6.3 6.3 0.0
C 5.2 5.2 5.2 0.0
D 44 44 4.4 0.0
E 4.7 4.7 4.7 0.0
F 6.7 6.7 6.7 0.0
Cubo 3 A 5.9 5.9 5.9 0.0
B 4.3 4.3 4.3 0.0
C 5.9 5.9 5.9 0.0
D 5.2 5.2 5.2 0.0
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Cuadro 33: Datos originales de resistencia a compresién para medios TSUC, LUC y control a
diferentes edades de curado.

Resistencia a compresion (N/mm™2)

Dias de curado 1 3 7 28

Medio Cepa  Ensayo

TSUC P4.1.A 1 25.95 39.64 35.53 52.32

2 25.30 39.25 45.01 52.82

3 25.32  39.18 42.67 51.04

P.5.2.A 1 27.99 38.69 48.20 45.94

2 28.69 40.28 48.01 51.63

3 28.31 36.98 47.11 51.98

P.5.3.A 1 27.72 39.57 44.82 46.41

2 27.90 39.77 44.31 51.77

3 27.81 39.93 46.99 51.78

Control 1 25.91 36.69 45.82 48.83

2 26.65 39.23 45.74 48.69

3 27.07 37.90 45.22 48.06

LUC P4.1.A 1 24.15 40.74 48.82 58.23

2 24.23 40.68 46.48 56.94

3 24.33 41.55 48.38 56.49

P.5.2.A 1 25.29 40.63 46.25 54.60

2 25.28 40.14 45.94 55.12

3 25.36  39.50 45.31 55.39

P.5.3.A 1 27.74 43.81 49.51 59.52

2 28.41 47.83 49.23 60.05

3 28.25 46.70 48.89 59.53

Control 1 28.32 44.01 48.15 56.53

2 28.38 42.71 51.06 58.84

3 26.60 43.13 50.67 57.18

BLANCO P4.1.A 1 24.20 39.0 45.68 48.90

2 27.01 40.2 47.44 51.65

3 27.02 39.0 47.32 50.27

P.5.2.A 1 26.18 40.03 41.96 50.22

2 26.54 41.00 44.60 49.55

3 26.33 39.00 43.41 49.48

P.5.3.A 1 22.81 38.04 40.0 50.22

2 22.90 38.61 40.21 49.55

3 23.3  37.17 40.67 49.48

Control 1 24.13 37.39 43.26 49.55

2 24.93 38.05 43.07 52.51

3 24.41 38.09 43.11 46.33
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Cuadro 34: Datos originales de cristalografia de rayos x para cuantificar calcita en las muestras de
biocemento con medios TSUC, LUC y controles

Medio Cepa  Ensayo Calcita
TSUC P.4.1.A 1 1.13
1.31
1.41
1.69
1.37
1.45
2,05
1.76
1.4
0.94
0.72
1.41
4.32
4.52
2.22
2
4.17
1.96
1.61
1.53
1.8
0.37
0.55
0.61
0.38
0.93
1.19
0.35
0.79
0.62
0.43
1.54
0.5
1.24
1.2
1.18

P.5.2.A

P.5.3.A

N-A

LUC P4.1.A

P.5.2.A

P.5.3.A

N-A

Blanco P.4.1.A

P.5.2.A

P.5.3.A

WIN| R W W WN W W WP WN WM WD W N W N
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Figura 17: Grieta A del cubo 1 de cepa P.4.1.A  Figura 22: Grieta B del cubo 1 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion TSUC con medio de precipitacion TSUC el dia 30

Figura 18: Grieta A del cubo 1 de cepa P.4.1.A ) .
con medio de precipitacion TSUC el dia 18 Figura 23: Grieta C del cubo 1 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion TSUC

Figura 19: Grieta A del cubo 1 de cepa P.4.1.A

con medio de precipitacion TSUC el dia 30 Figura 24: Grieta C del cubo 1 de cepa P.4.1.A

con medio de precipitacion TSUC el dia 18

Figura 20: Grieta B del cubo 1 de cepa P.4.1.A

con medio de precipitacién TSUC Figura 25: Grieta C del cubo 1 de cepa P.4.1.A

con medio de precipitaciéon TSUC el dia 30

Figura 21: Grieta B del cubo 1 de cepa P.4.1.A  Figura 26: Grieta A del cubo 2 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 18 con medio de precipitaciéon TSUC
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Figura 27: Grieta A del cubo 2 de cepa P.4.1.A  Figura 32: Grieta C del cubo 2 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 18 con medio de precipitacion TSUC

Figura 28: Grieta A del cubo 2 de cepa P.4.1.A

. R 3 Figura 33: Grieta C del cubo 2 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 30

con medio de precipitacion TSUC el dia 18

Figura 29: Grieta B del cubo 2 de cepa P.4.1.A

Fi 34: Grieta C del cubo 2 d P4.1.A
con medio de precipitacion TSUC istra peta o enpo 2 o epa

con medio de precipitacion TSUC el dia 30

Figura 30: Grieta B del cubo 2 de cepa P.4.1.A

con medio de precipitacion TSUC el dia 18 Figura 35: Grieta A del cubo 3 de cepa P.4.1.A

con medio de precipitacion TSUC

Figura 31: Grieta B del cubo 2 de cepa P.4.1.A

con medio de precipitacion TSUC el dia 30 Figura 36: Grieta A del cubo 3 de cepa P.4.1.A

con medio de precipitaciéon TSUC el dia 18
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Figura 37: Grieta A del cubo 3 de cepa P.4.1.A  Figura 42: Grieta C del cubo 3 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 30 con medio de precipitacion TSUC el dia 18

Figura 38: Grieta B del cubo 3 de cepa P.4.1.A  Figura 43: Grieta C del cubo 3 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion TSUC con medio de precipitacion TSUC el dia 30

Figura 39: Grieta B del cubo 3 de cepa P.4.1.A  Figura 44: Grieta A del cubo 1 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 18 con medio de precipitacion TSUC

Figura 40: Grieta B del cubo 3 de cepa P.4.1.A  Figura 45: Grieta A del cubo 1 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 30 con medio de precipitacion TSUC el dia 18

Figura 41: Grieta C del cubo 3 de cepa P.4.1.A  Figura 46: Grieta A del cubo 1 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitaciéon TSUC con medio de precipitacion TSUC el dia 30
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Figura 47: Grieta B del cubo 1 de cepa P.5.2.A  Figura 52: Grieta C del cubo 1 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion TSUC con medio de precipitacion TSUC el dia 30

Figura 48: Grieta B del cubo 1 de cepa P.5.2.A  Figura 53: Grieta A del cubo 2 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitaciéon TSUC el dia 18 con medio de precipitaciéon TSUC

Figura 49: Grieta B del cubo 1 de cepa P.5.2.A  Figura 54: Grieta A del cubo 2 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 30 con medio de precipitacion TSUC el dia 18

Figura 50: Grieta C del cubo 1 de cepa P.5.2.A  Figura 55: Grieta A del cubo 2 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion TSUC con medio de precipitaciéon TSUC el dia 30

Figura 51: Grieta C del cubo 1 de cepa P.5.2.A  Figura 56: Grieta B del cubo 2 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 18 con medio de precipitaciéon TSUC
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Figura 57: Grieta B del cubo 2 de cepa P.5.2.A  Figura 62: Grieta A del cubo 3 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 18 con medio de precipitacion TSUC

Figura 58: Grieta B del cubo 2 de cepa P.5.2.A  Figura 63: Grieta A del cubo 3 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitaciéon TSUC el dia 30 con medio de precipitacion TSUC el dia 18

Figura 59: Grieta C del cubo 2 de cepa P.5.2.A  Figura 64: Grieta A del cubo 3 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion TSUC con medio de precipitacion TSUC el dia 30

Figura 60: Grieta C del cubo 2 de cepa P.5.2.A  Figura 65: Grieta B del cubo 3 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitaciéon TSUC el dia 18 con medio de precipitacion TSUC

Figura 61: Grieta C del cubo 2 de cepa P.5.2.A  Figura 66: Grieta B del cubo 3 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 30 con medio de precipitacion TSUC el dia 18
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Figura 67: Grieta B del cubo 3 de cepa P.5.2.A  Figura 72: Grieta A del cubo 1 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 30 con medio de precipitacion TSUC el dia 18

Figura 68: Grieta C del cubo 3 de cepa P.5.2.A  Figura 73: Grieta A del cubo 1 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitaciéon TSUC con medio de precipitacion TSUC el dia 30

Figura 69: Grieta C del cubo 3 de cepa P.5.2.A  Figura 74: Grieta B del cubo 1 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 18 con medio de precipitacion TSUC

Figura 70: Grieta C del cubo 3 de cepa P.5.2.A  Figura 75: Grieta B del cubo 1 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 30 con medio de precipitacion TSUC el dia 18

Figura 71: Grieta A del cubo 1 de cepa P.5.3.A  Figura 76: Grieta B del cubo 1 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion TSUC con medio de precipitaciéon TSUC el dia 30
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Figura 77: Grieta C del cubo 1 de cepa P.5.3.A  Figura 82: Grieta A del cubo 2 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion TSUC con medio de precipitacion TSUC el dia 30

Figura 78: Grieta C del cubo 1 de cepa P.5.3.A  Figura 83: Grieta B del cubo 2 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 18 con medio de precipitacion TSUC

Figura 79: Grieta C del cubo 1 de cepa P.5.3.A  Figura 84: Grieta B del cubo 2 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 30 con medio de precipitaciéon TSUC el dia 18

Figura 80: Grieta A del cubo 2 de cepa P.5.3.A  Figura 85: Grieta B del cubo 2 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion TSUC con medio de precipitacién TSUC el dia 30

Figura 81: Grieta A del cubo 2 de cepa P.5.3.A  Figura 86: Grieta C del cubo 2 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 18 con medio de precipitacion TSUC
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Figura 87: Grieta C del cubo 2 de cepa P.5.3.A  Figura 92: Grieta B del cubo 3 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 18 con medio de precipitacion TSUC

Figura 88: Grieta C del cubo 2 de cepa P.5.3.A  Figura 93: Grieta B del cubo 3 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitaciéon TSUC el dia 30 con medio de precipitaciéon TSUC el dia 18

Figura 89: Grieta A del cubo 3 de cepa P.5.3.A  Figura 94: Grieta B del cubo 3 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion TSUC con medio de precipitacion TSUC el dia 30

Figura 90: Grieta A del cubo 3 de cepa P.5.3.A  Figura 95: Grieta C del cubo 3 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 18 con medio de precipitacion TSUC

Figura 91: Grieta A del cubo 3 de cepa P.5.3.A  Figura 96: Grieta C del cubo 3 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 30 con medio de precipitaciéon TSUC el dia 18
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Figura 97: Grieta C del cubo 3 de cepa P.5.3.A  Figura 102: Grieta B del cubo 1 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion TSUC el dia 30 con medio de precipitacion LUC el dia 18

Figura 98: Grieta A del cubo 1 de cepa P.4.1.A  Figura 103: Grieta B del cubo 1 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion LUC con medio de precipitacion LUC el dia 30

Figura 99: Grieta A del cubo 1 de cepa P.4.1.A  Figura 104: Grieta C del cubo 1 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitaciéon LUC el dia 18 con medio de precipitacion LUC

Figura 100: Grieta A del cubo 1 de cepa P.4.1.A  Figura 105: Grieta C del cubo 1 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitaciéon LUC el dia 30 con medio de precipitacion LUC el dia 18

Figura 101: Grieta B del cubo 1 de cepa P.4.1.A  Figura 106: Grieta C del cubo 1 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitaciéon LUC con medio de precipitacion LUC el dia 30
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Figura 107: Grieta A del cubo 2 de cepa P.4.1.A  Figura 112: Grieta B del cubo 2 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion LUC con medio de precipitacion LUC el dia 30

Figura 108: Grieta A del cubo 2 de cepa P.4.1.A  Figura 113: Grieta C del cubo 2 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion LUC el dia 18 con medio de precipitaciéon LUC

Figura 109: Grieta A del cubo 2 de cepa P.4.1.A  Figura 114: Grieta C del cubo 2 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion LUC el dia 30 con medio de precipitacion LUC el dia 18

Figura 110: Grieta B del cubo 2 de cepa P.4.1.A  Figura 115: Grieta C del cubo 2 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitaciéon LUC con medio de precipitacion LUC el dia 30

Figura 111: Grieta B del cubo 2 de cepa P.4.1.A  Figura 116: Grieta A del cubo 3 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion LUC el dia 18 con medio de precipitacion LUC
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Figura 117: Grieta A del cubo 3 de cepa P.4.1.A  Figura 122: Grieta C del cubo 3 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion LUC el dia 18 con medio de precipitacion LUC

Figura 118: Grieta A del cubo 3 de cepa P.4.1.A  Figura 123: Grieta C del cubo 3 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion LUC el dia 30 con medio de precipitaciéon LUC el dia 18

Figura 119: Grieta B del cubo 3 de cepa P.4.1.A  Figura 124: Grieta C del cubo 3 de cepa P.4.1.A
con medio de precipitacion LUC con medio de precipitacion LUC el dia 30

Figura 120: Grieta B del cubo 3 de cepa P.4.1.A  Figura 125: Grieta A del cubo 1 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion LUC el dia 18 con medio de precipitacion LUC

Figura 121: Grieta B del cubo 3 de cepa P.4.1.A  Figura 126: Grieta A del cubo 1 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion LUC el dia 30 con medio de precipitacion LUC el dia 18
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Figura 127: Grieta A del cubo 1 de cepa P.5.2.A  Figura 132: Grieta C del cubo 1 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion LUC el dia 30 con medio de precipitacion LUC el dia 18

Figura 128: Grieta B del cubo 1 de cepa P.5.2.A  Figura 133: Grieta C del cubo 1 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion LUC con medio de precipitaciéon LUC el dia 30

Figura 129: Grieta B del cubo 1 de cepa P.5.2.A  Figura 134: Grieta A del cubo 2 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion LUC el dia 18 con medio de precipitacion LUC

Figura 130: Grieta B del cubo 1 de cepa P.5.2.A  Figura 135: Grieta A del cubo 2 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitaciéon LUC el dia 30 con medio de precipitacion LUC el dia 18

Figura 131: Grieta C del cubo 1 de cepa P.5.2.A  Figura 136: Grieta A del cubo 2 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion LUC con medio de precipitacion LUC el dia 30
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Figura 137: Grieta B del cubo 2 de cepa P.5.2.A  Figura 142: Grieta C del cubo 2 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion LUC con medio de precipitacion LUC el dia 30

Figura 138: Grieta B del cubo 2 de cepa P.5.2.A  Figura 143: Grieta A del cubo 3 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion LUC el dia 18 con medio de precipitacion LUC

Figura 139: Grieta B del cubo 2 de cepa P.5.2.A  Figura 144: Grieta A del cubo 3 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitaciéon LUC el dia 30 con medio de precipitaciéon LUC el dia 18

Figura 140: Grieta C del cubo 2 de cepa P.5.2.A  Figura 145: Grieta A del cubo 3 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion LUC con medio de precipitaciéon LUC el dia 30

Figura 141: Grieta C del cubo 2 de cepa P.5.2.A Figura 146: Grieta B del cubo 3 de cepa P.5.2.A
con medio de precipitacion LUC el dia 18 con medio de precipitaciéon LUC
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Figura 147: Grieta B del cubo 3 de cepa P.5.2.A  Figura 152: Grieta A del cubo 1 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion LUC el dia 18 con medio de precipitacion LUC

Figura 148: Grieta B del cubo 3 de cepa P.5.2.A  Figura 153: Grieta A del cubo 1 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitaciéon LUC el dia 30 con medio de precipitacion LUC el dia 18

Figura 149: Grieta C del cubo 3 de cepa P.5.2.A  Figura 154: Grieta A del cubo 1 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitaciéon LUC con medio de precipitacion LUC el dia 30

Figura 150: Grieta C del cubo 3 de cepa P.5.2.A Figura 155: Grieta B del cubo 1 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion LUC el dia 18 con medio de precipitacion LUC

Figura 151: Grieta C del cubo 3 de cepa P.5.2.A  Figura 156: Grieta B del cubo 1 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion LUC el dia 30 con medio de precipitacion LUC el dia 18
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Figura 157: Grieta B del cubo 1 de cepa P.5.3.A  Figura 162: Grieta A del cubo 2 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion LUC el dia 30 con medio de precipitacion LUC el dia 18

Figura 158: Grieta C del cubo 1 de cepa P.5.3.A Figura 163: Grieta A del cubo 2 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitaciéon LUC con medio de precipitacion LUC el dia 30

Figura 159: Grieta C del cubo 1 de cepa P.5.3.A Figura 164: Grieta B del cubo 2 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion LUC el dia 18 con medio de precipitacion LUC

Figura 160: Grieta C del cubo 1 de cepa P.5.3.A Figura 165: Grieta B del cubo 2 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion LUC el dia 30 con medio de precipitaciéon LUC el dfa 18

Figura 161: Grieta A del cubo 2 de cepa P.5.3.A Figura 166: Grieta B del cubo 2 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitaciéon LUC con medio de precipitaciéon LUC el dia 30
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Figura 167: Grieta C del cubo 2 de cepa P.5.3.A  Figura 172: Grieta A del cubo 3 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion LUC con medio de precipitacion LUC el dia 30

Figura 168: Grieta C del cubo 2 de cepa P.5.3.A  Figura 173: Grieta B del cubo 3 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitaciéon LUC el dia 18 con medio de precipitacion LUC

Figura 169: Grieta C del cubo 2 de cepa P.5.3.A Figura 174: Grieta B del cubo 3 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion LUC el dia 30 con medio de precipitacion LUC el dia 18

Figura 170: Grieta A del cubo 3 de cepa P.5.3.A Figura 175: Grieta B del cubo 3 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion LUC con medio de precipitacion LUC el dia 30

Figura 171: Grieta A del cubo 3 de cepa P.5.3.A Figura 176: Grieta C del cubo 3 de cepa P.5.3.A
con medio de precipitacion LUC el dia 18 con medio de precipitacién LUC
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Figura 177: Grieta C del cubo 3 de cepa P.5.3. A Figura 182: Grieta B del cubo 1 sin cepa con
con medio de precipitacion LUC el dia 18 medio de precipitacion TSUC

Figura 178: Grieta C del cubo 3 de cepa P.5.3.A  Figura 183: Grieta B del cubo 1 sin cepa con
con medio de precipitacion LUC el dia 30 medio de precipitacion TSUC el dia 18

Figura 179: Grieta A del cubo 1 sin cepa con Figura 184: Grieta B del cubo 1 sin cepa con
medio de precipitacién TSUC medio de precipitacion TSUC el dia 30

Figura 180: Grieta A del cubo 1 sin cepa con Figura 185: Grieta C del cubo 1 sin cepa con
medio de precipitacion TSUC el dia 18 medio de precipitacion TSUC

Figura 181: Grieta A del cubo 1 sin cepa con Figura 186: Grieta C del cubo 1 sin cepa con
medio de precipitacion TSUC el dia 30 medio de precipitacion TSUC el dia 18
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Figura 187: Grieta C del cubo 1 sin cepa con Figura 192: Grieta B del cubo 2 sin cepa con
medio de precipitacion TSUC el dia 30 medio de precipitacion TSUC el dia 18

Figura 188: Grieta A del cubo 2 sin cepa con Figura 193: Grieta B del cubo 2 sin cepa con
medio de precipitaciéon TSUC medio de precipitacion TSUC el dia 30

Figura 189: Grieta A del cubo 2 sin cepa con Figura 194: Grieta C del cubo 2 sin cepa con
medio de precipitacion TSUC el dia 18 medio de precipitacion TSUC

Figura 190: Grieta A del cubo 2 sin cepa con Figura 195: Grieta C del cubo 2 sin cepa con
medio de precipitacion TSUC el dia 30 medio de precipitacion TSUC el dia 18

Figura 191: Grieta B del cubo 2 sin cepa con Figura 196: Grieta C del cubo 2 sin cepa con
medio de precipitaciéon TSUC medio de precipitacion TSUC el dia 30
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Figura 197: Grieta A del cubo 3 sin cepa con Figura 202: Grieta B del cubo 3 sin cepa con
medio de precipitacion TSUC medio de precipitacion TSUC el dia 30

Figura 198: Grieta A del cubo 3 sin cepa con Figura 203: Grieta C del cubo 3 sin cepa con
medio de precipitacion TSUC el dia 18 medio de precipitacion TSUC

Figura 199: Grieta A del cubo 3 sin cepa con Figura 204: Grieta C del cubo 3 sin cepa con
medio de precipitacion TSUC el dia 30 medio de precipitacion TSUC el dia 18

Figura 200: Grieta B del cubo 3 sin cepa con Figura 205: Grieta C del cubo 3 sin cepa con
medio de precipitacion TSUC medio de precipitacion TSUC el dia 30

Figura 201: Grieta B del cubo 3 sin cepa con Figura 206: Grieta A del cubo 1 sin cepa con
medio de precipitacion TSUC el dia 18 medio de precipitacion LUC
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Figura 207: Grieta A del cubo 1 sin cepa con Figura 212: Grieta C del cubo 1 sin cepa con
medio de precipitacion LUC el dia 18 medio de precipitacion LUC

Figura 208: Grieta A del cubo 1 sin cepa con Figura 213: Grieta C del cubo 1 sin cepa con
medio de precipitacion LUC el dia 30 medio de precipitaciéon LUC el dia 18

Figura 209: Grieta B del cubo 1 sin cepa con Figura 214: Grieta C del cubo 1 sin cepa con
medio de precipitacion LUC medio de precipitacion LUC el dia 30

Figura 210: Grieta B del cubo 1 sin cepa con Figura 215: Grieta A del cubo 2 sin cepa con
medio de precipitacion LUC el dia 18 medio de precipitaciéon LUC

Figura 211: Grieta B del cubo 1 sin cepa con Figura 216: Grieta A del cubo 2 sin cepa con
medio de precipitacion LUC el dia 30 medio de precipitaciéon LUC el dia 18
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Figura 217: Grieta A del cubo 2 sin cepa con Figura 222: Grieta C del cubo 2 sin cepa con
medio de precipitacion LUC el dia 30 medio de precipitacion LUC el dia 18

Figura 218: Grieta B del cubo 2 sin cepa con Figura 223: Grieta C del cubo 2 sin cepa con
medio de precipitacion LUC medio de precipitacion LUC el dia 30

Figura 219: Grieta B del cubo 2 sin cepa con Figura 224: Grieta A del cubo 3 sin cepa con
medio de precipitacion LUC el dia 18 medio de precipitacion LUC

Figura 220: Grieta B del cubo 2 sin cepa con Figura 225: Grieta A del cubo 3 sin cepa con
medio de precipitacion LUC el dia 30 medio de precipitacion LUC el dia 18

Figura 221: Grieta C del cubo 2 sin cepa con Figura 226: Grieta A del cubo 3 sin cepa con
medio de precipitacion LUC medio de precipitacion LUC el dia 30
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Figura 227: Grieta B del cubo 3 sin cepa con Figura 232: Grieta C del cubo 3 sin cepa con
medio de precipitacion LUC medio de precipitacion LUC el dia 30

Figura 228: Grieta B del cubo 3 sin cepa con Figura 233: Grieta A del cubo 1 cepa P.4.1.A
medio de precipitacion LUC el dia 18 sin medio de precipitacion

Figura 229: Grieta B del cubo 3 sin cepa con Figura 234: Grieta A del cubo 1 cepa P.4.1.A
medio de precipitacion LUC el dia 30 sin medio de precipitacién el dia 18

Figura 230: Grieta C del cubo 3 sin cepa con Figura 235: Grieta A del cubo 1 cepa P.4.1.A
medio de precipitacion LUC sin medio de precipitacién el dia 30

Figura 231: Grieta C del cubo 3 sin cepa con Figura 236: Grieta B del cubo 1 cepa P.4.1.A
medio de precipitacion LUC el dia 18 sin medio de precipitacién
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Figura 237: Grieta B del cubo 1 cepa P.4.1.A Figura 242: Grieta A del cubo 2 cepa P.4.1.A
sin medio de precipitacién el dia 18 sin medio de precipitacién el dia 18

Figura 238: Grieta B del cubo 1 cepa P.4.1.A Figura 243: Grieta A del cubo 2 cepa P.4.1.A
sin medio de precipitacién el dia 30 sin medio de precipitacién el dia 30

Figura 239: Grieta C del cubo 1 cepa P.4.1.A Figura 244: Grieta B del cubo 2 cepa P.4.1.A
sin medio de precipitacién sin medio de precipitacién

Figura 240: Grieta C del cubo 1 cepa P.4.1.A Figura 245: Grieta B del cubo 2 cepa P.4.1.A
sin medio de precipitacién el dia 18 sin medio de precipitacién el dia 18

Figura 241: Grieta A del cubo 2 cepa P.4.1.A Figura 246: Grieta B del cubo 2 cepa P.4.1.A
sin medio de precipitacién sin medio de precipitacion el dia 30
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Figura 247: Grieta C del cubo 2 cepa P.4.1.A Figura 252: Grieta A del cubo 3 cepa P.4.1.A
sin medio de precipitacion sin medio de precipitacién el dia 30

Figura 248: Grieta C del cubo 2 cepa P.4.1.A Figura 253: Grieta B del cubo 3 cepa P.4.1.A
sin medio de precipitacion el dia 18 sin medio de precipitacién

Figura 249: Grieta C del cubo 2 cepa P.4.1.A Figura 254: Grieta B del cubo 3 cepa P.4.1.A
sin medio de precipitacion el dia 30 sin medio de precipitacion el dia 18

Figura 250: Grieta A del cubo 3 cepa P.4.1.A Figura 255: Grieta B del cubo 3 cepa P.4.1.A
sin medio de precipitacion sin medio de precipitacion el dia 30

Figura 251: Grieta A del cubo 3 cepa P.4.1.A Figura 256: Grieta C del cubo 3 cepa P.4.1.A
sin medio de precipitacion el dia 18 sin medio de precipitacion
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Figura 257: Grieta C del cubo 3 cepa P.4.1.A Figura 262: Grieta B del cubo 1 cepa P.5.2.A
sin medio de precipitacién el dia 18 sin medio de precipitacién

Figura 258: Grieta C del cubo 3 cepa P.4.1.A Figura 263: Grieta B del cubo 1 cepa P.5.2.A
sin medio de precipitacion el dia 30 sin medio de precipitacion el dia 18

Figura 259: Grieta A del cubo 1 cepa P.5.2.A Figura 264: Grieta B del cubo 1 cepa P.5.2.A
sin medio de precipitacién sin medio de precipitacion el dia 30

Figura 260: Grieta A del cubo 1 cepa P.5.2.A Figura 265: Grieta C del cubo 1 cepa P.5.2.A
sin medio de precipitacién el dia 18 sin medio de precipitacién

Figura 261: Grieta A del cubo 1 cepa P.5.2.A Figura 266: Grieta C del cubo 1 cepa P.5.2.A
sin medio de precipitacién el dia 30 sin medio de precipitacién el dia 18
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Figura 267: Grieta C del cubo 1 cepa P.5.2.A Figura 272: Grieta B del cubo 2 cepa P.5.2.A
sin medio de precipitacién el dia 30 sin medio de precipitacién el dia 18

Figura 268: Grieta A del cubo 2 cepa P.5.2.A Figura 273: Grieta B del cubo 2 cepa P.5.2.A
sin medio de precipitaciéon sin medio de precipitacion el dia 30

Figura 269: Grieta A del cubo 2 cepa P.5.2.A Figura 274: Grieta C del cubo 2 cepa P.5.2.A
sin medio de precipitacion el dia 18 sin medio de precipitacion

Figura 270: Grieta A del cubo 2 cepa P.5.2.A Figura 275: Grieta C del cubo 2 cepa P.5.2.A
sin medio de precipitacién el dia 30 sin medio de precipitacién el dia 18

Figura 271: Grieta B del cubo 2 cepa P.5.2.A Figura 276: Grieta C del cubo 2 cepa P.5.2.A
sin medio de precipitacién sin medio de precipitacién el dia 30
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Figura 277: Grieta A del cubo 3 cepa P.5.2.A Figura 282: Grieta B del cubo 3 cepa P.5.2.A
sin medio de precipitacion sin medio de precipitacién el dia 30

Figura 278: Grieta A del cubo 3 cepa P.5.2.A Figura 283: Grieta C del cubo 3 cepa P.5.2.A
sin medio de precipitacion el dia 18 sin medio de precipitacién

Figura 279: Grieta A del cubo 3 cepa P.5.2.A Figura 284: Grieta C del cubo 3 cepa P.5.2.A
sin medio de precipitacion el dia 30 sin medio de precipitacion el dia 18

Figura 280: Grieta B del cubo 3 cepa P.5.2.A Figura 285: Grieta C del cubo 3 cepa P.5.2.A
sin medio de precipitacion sin medio de precipitacién el dia 30

Figura 281: Grieta B del cubo 3 cepa P.5.2.A Figura 286: Grieta A del cubo 1 cepa P.5.3.A
sin medio de precipitacion el dia 18 sin medio de precipitacion
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Figura 287: Grieta A del cubo 1 cepa P.5.3.A Figura 292: Grieta C del cubo 1 cepa P.5.3.A
sin medio de precipitacién el dia 18 sin medio de precipitacién

Figura 288: Grieta A del cubo 1 cepa P.5.3.A Figura 293: Grieta C del cubo 1 cepa P.5.3.A
sin medio de precipitacion el dia 30 sin medio de precipitacién el dia 18

Figura 289: Grieta B del cubo 1 cepa P.5.3.A Figura 294: Grieta C del cubo 1 cepa P.5.3.A
sin medio de precipitacién sin medio de precipitacién el dia 30

Figura 290: Grieta B del cubo 1 cepa P.5.3.A Figura 295: Grieta A del cubo 2 cepa P.5.3.A
sin medio de precipitacion el dia 18 sin medio de precipitacion

Figura 291: Grieta B del cubo 1 cepa P.5.3.A Figura 296: Grieta A del cubo 2 cepa P.5.3.A
sin medio de precipitacion el dia 30 sin medio de precipitacion el dia 18
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Figura 297: Grieta A del cubo 2 cepa P.5.3.A Figura 302: Grieta C del cubo 2 cepa P.5.3.A
sin medio de precipitacién el dia 30 sin medio de precipitacién el dia 18

Figura 298: Grieta B del cubo 2 cepa P.5.3.A Figura 303: Grieta C del cubo 2 cepa P.5.3.A
sin medio de precipitacién sin medio de precipitacion el dia 30

Figura 299: Grieta B del cubo 2 cepa P.5.3.A Figura 304: Grieta A del cubo 3 cepa P.5.3.A
sin medio de precipitacion el dia 18 sin medio de precipitacion

Figura 300: Grieta B del cubo 2 cepa P.5.3.A Figura 305: Grieta A del cubo 3 cepa P.5.3.A
sin medio de precipitacion el dia 30 sin medio de precipitacién el dia 18

Figura 301: Grieta C del cubo 2 cepa P.5.3.A Figura 306: Grieta A del cubo 3 cepa P.5.3.A
sin medio de precipitacién sin medio de precipitacion el dia 30
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Figura 307: Grieta B del cubo 3 cepa P.5.3.A Figura 312: Grieta C del cubo 3 cepa P.5.3.A
sin medio de precipitacion sin medio de precipitacién el dia 30

Figura 308: Grieta B del cubo 3 cepa P.5.3.A  Figura 313: Grieta A del cubo 1 control sin cepa
sin medio de precipitacion el dia 18 ni medio de precipitacion

Figura 309: Grieta B del cubo 3 cepa P.5.3.A  Figura 314: Grieta A del cubo 1 control sin cepa
sin medio de precipitacion el dia 30 ni medio de precipitacion el dia 18

Figura 310: Grieta C del cubo 3 cepa P.5.3.A  Figura 315: Grieta A del cubo 1 control sin cepa
sin medio de precipitacién ni medio de precipitacion el dia 30

Figura 311: Grieta C del cubo 3 cepa P.5.3.A  Figura 316: Grieta B del cubo 1 control sin cepa
sin medio de precipitacién el dia 18 ni medio de precipitacién
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Figura 317: Grieta B del cubo 1 control sin cepa Figura 322: Grieta A del cubo 2 control sin cepa
ni medio de precipitacién el dia 18 ni medio de precipitacién el dia 18

Figura 318: Grieta B del cubo 1 control sin cepa  Figura 323: Grieta A del cubo 2 control sin cepa
ni medio de precipitacién el dia 30 ni medio de precipitacién el dia 30

Figura 319: Grieta C del cubo 1 control sin cepa Figura 324: Grieta B del cubo 2 control sin cepa
ni medio de precipitacion ni medio de precipitacion

Figura 320: Grieta C del cubo 1 control sin cepa Figura 325: Grieta B del cubo 2 control sin cepa
ni medio de precipitacion el dia 18 ni medio de precipitacién el dia 18

Figura 321: Grieta A del cubo 2 control sin cepa Figura 326: Grieta B del cubo 2 control sin cepa
ni medio de precipitaciéon ni medio de precipitacion el dia 30
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Figura 327: Grieta C del cubo 2 control sin cepa Figura 332: Grieta A del cubo 3 control sin cepa
ni medio de precipitacion ni medio de precipitacién el dia 30

Figura 328: Grieta C del cubo 2 control sin cepa Figura 333: Grieta B del cubo 3 control sin cepa
ni medio de precipitacion el dia 18 ni medio de precipitacién

Figura 329: Grieta C del cubo 2 control sin cepa Figura 334: Grieta B del cubo 3 control sin cepa
ni medio de precipitacion el dia 30 ni medio de precipitacion el dia 18

Figura 330: Grieta A del cubo 3 control sin cepa Figura 335: Grieta B del cubo 3 control sin cepa
ni medio de precipitacion ni medio de precipitacion el dia 30

Figura 331: Grieta A del cubo 3 control sin cepa Figura 336: Grieta B del cubo 3 control sin cepa
ni medio de precipitacion el dia 18 ni medio de precipitacion
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Figura 337: Grieta B del cubo 3 control sin cepa
ni medio de precipitacién el dia 18

Figura 338: Grieta B del cubo 3 control sin cepa
ni medio de precipitacion el dia 30

Figura 339: Grieta C del cubo 3 control sin cepa
ni medio de precipitacion

Figura 340: Grieta C del cubo 3 control sin cepa
ni medio de precipitacién el dia 18

Figura 341: Grieta C del cubo 3 control sin cepa
ni medio de precipitacién el dia 30
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Figura 342: Imagen SEM para grieta representativa de biocemento medio TSUC cepa P.4.1.A y
espectros de fluorescencia representativos
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Figura 343: Imagen SEM para grieta representativa de biocemento medio TSUC cepa P.5.2.A y
espectros de fluorescencia representativos
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Figura 344: Imagen SEM para grieta representativa de biocemento medio TSUC cepa P.5.3.A y
espectros de fluorescencia representativos
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Figura 345: Imagen SEM para grieta representativa de biocemento medio LUC cepa P.4.1.A y
espectros de fluorescencia representativos

Electron Image 1

M Spectrum 1
3
04
04
03
01

97



Figura 346: Imagen SEM para grieta representativa de biocemento medio LUC cepa P.5.2.A y
espectros de fluorescencia representativos
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Figura 347: Imagen SEM para grieta representativa de biocemento medio LUC cepa P.5.3.A y
espectros de fluorescencia representativos

Electron Image 2

M spectrum 5
%

98



	Prefacio
	Índice
	Lista de figuras
	Lista de cuadros
	Resumen
	Abstract
	Introducción
	Objetivos
	Objetivo general
	Objetivos específicos

	Justificación
	Marco teórico
	Biomineralización 
	Mecanismos de biomineralización

	Precipitación de calcita
	Bioconcreto
	Producción de calcita mediante hidrólisis de urea
	Género Lysinibacillus
	Crecimiento bacteriano
	Curva de crecimiento bacteriano
	Esporulación
	Medio de cultivo

	Microestructura de bioconcreto
	Microscopía electrónica de barrido
	Cristalografía de rayos X


	Metodología
	Sitio de estudio
	Sujetos de estudio
	Enfoque, diseño y tipo de investigación
	Tipo y tamaño de muestra
	Estudios previos
	Criterios de inclusión y exclusión
	Variables
	Hipótesis
	Viabilidad
	Materiales y métodos

	Resultados
	Identificación de la cepa bacteriana con mayor producción de carbonato de calcio
	Producción y recuperación de esporas de las cepas bacterianas que se aislaron del suelo de la planta cementera de Sanarate, El Progreso
	Optimización de la producción de carbonato de calcio de las cepas bacterianas que se aislaron del suelo de la planta cementera de Sanarate, El Progreso
	Ensayo de reparación de grietas en cubos de concreto
	Ensayo de resistencia a compresión de los cubos de concreto 
	Ensayo de porcentaje de carbonato de calcio calculado a partir de difracción de rayos X
	Ensayo de microscopía electrónica de barrido de las grietas en cubos de concreto
	Ensayo en laboratorio de titulación para suplementación de medios de precipitación 
	Índice para optimización de la producción de calcita


	Análisis de resultados
	Conclusiones
	Recomendaciones
	Bibliografía
	Referencias

	Anexos

