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Glosario

Bioconcreto: Compuesto que se produce a partir de una mezcla del concreto
convencional con un cierto porcentaje de alguna especie bacteriana en forma de solucion
bacteriana. Esta especie bacteriana de alguna forma modifica las propiedades mecanicas
del material, al aumentar o disminuir en cierta proporcién estas propiedades; en efecto
esta variacion dependera de la especie bacteriana y la concentracion de la misma en la

mezcla del material (Hernandez et al., 2022)

Polimorfismo del CaCOs: Propiedad de la materia donde la estructura cristalina del
CaCOs le permite cambiar de mas de una forma o estructura cristalina, sin variar su
naturaleza, simultaneamente manteniéndose asi la misma férmula molecular (Di Salvo y
Suérez 2020). En este contexto, el CaCOs3 posee tres fases polimorficas: la calcita, la
aragonita y la vaterita; ordenados de esta manera dado su estabilidad termodinamica

(Rojas, 2008).

Sitio de nucleacion: Lugar donde se comienza a formar un cristal, como es el CaCOs

(Stuckrath et al., 2017).

Sobresaturacién: Estado termodinamico que ilustra la concentracion de solutos en una
solucién que supera el limite de equilibrio, del mismo modo permite la estabilidad de la
fase disuelta. En la precipitacion de CaCOs, la sobresaturacion muestra que la cantidad
de iones Ca?* y COs* supera a la concentracion que se necesita para mantenerlos

disueltos, de esta forma favorece asi la formacion de CaCOs (Ruiz, 2020).
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Resumen
En esta investigacion se caracterizd microbiologicamente a bacterias precipitadoras de
carbonato calcico (CaCOs) aisladas de suelos ureicos y calcdreos de la provincia de
Cajamarca. Se obtuvo 28 aislamientos provenientes de 5 puntos de muestreo previstos,
evaluados en medio sélido Luria Bertani alcalino y en medio sélido B4, se observo que 5
aislamientos de los 28 obtenidos, lograron precipitar CaCO3z en medio B4, confirmandose
la presencia de CaCO3z mediante su efervescencia al reaccionar con HCI ). Los 5 aislados
provinieron del suelo agricola de la UNC, del jardin de Las Hortensias, ademas del suelo
y roca calcareos de la cantera de Namora; se caracterizaron a nivel macroscopico y
microscopico mediante las técnicas de microbiologia, identificandose a las especies como
Bacillus thuringiensis (96,20 %), Bacillus acidicele (86,40 %), Bacillus subtilis (75,40
%), Bacillus simplex (79,90 %) y Bacillus gelatini (82,7 %) en ABIS online con estos
porcentajes de similitud. Durante 15 dias se cuantificé el CaCOs producido por las 5
bacterias en medio liquido B4, donde B. thuringiensis produjo 0,047 g/2 mL de CaCOs,
destacandose de entre las demas bacterias. Se disefié 4 grupos experimentales tales como
concreto, bioconcreto 1, bioconcreto 2 y bioconcreto 3 incluyéndose también el control
negativo, con el objetivo de comparar el sellamiento producido en los diferentes grupos
experimentales durante 45 dias de tratamiento. Este tratamiento se realizo a la fisura de
los cubos de concreto con solucion vegetativa para cada una de las 5 especies bacterianas,
y con solucién de esporas para B. thuringiensis y B. gelatini, B. thuringiensis se destaco
en ambos tratamientos, donde en el grupo experimental de concreto fue mas significativo
el tratamiento con solucion vegetativa, mientras que para el tratamiento con solucion de
esporas resaltd mas el grupo experimental de bioconcreto 3 (p < 0,05). Concluyéndose
que B. thuringiensis tiene un mejor rendimiento en el sellamiento de fisuras en concreto.

Palabras clave: Bioprecipitacion, carbonato célcico, bioconcreto, Bacillus.
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Abstract

In this research, calcium carbonate (CaCOz) precipitating bacteria isolated from urea and
calcareous soils in the province of Cajamarca were microbiologically characterized. 28
isolates were obtained from 5 planned sampling points, evaluated in alkaline Luria
Bertani solid medium and in B4 solid medium. It was observed that 5 of the 28 isolates
obtained were able to precipitate CaCO3 in B4 medium, confirming the presence of
CaCOs by its effervescence when reacting with HCI (ag). The 5 isolates came from the
agricultural soil of the UNC, from the Las Hortensias garden, in addition to the calcareous
soil and rock of the Namora quarry; They were characterized at macroscopic and
microscopic level using microbiology techniques, identifying the species as Bacillus
thuringiensis (96,20 %), Bacillus acidicele (86,40 %), Bacillus subtilis (75,40 %),
Bacillus simplex (79,90 %) and Bacillus gelatini (82,7 %) in ABIS online with these
similarity percentages. For 15 days the CaCOs produced by the 5 bacteria was quantified
in liquid medium B4, where B. thuringiensis produced 0,047 g/2 mL of CaCQOg, standing
out among the other bacteria. 4 experimental groups were designed such as concrete,
bioconcrete 1, bioconcrete 2 and bioconcrete 3 also including the negative control, with
the aim of comparing the sealing produced in the different experimental groups during 45
days of treatment. This treatment was carried out on the fissure of the concrete cubes with
a vegetative solution for each of the 5 bacterial species, and with a spore solution for B.
thuringiensis and B. gelatini. B. thuringiensis stood out in both treatments, where in the
experimental group of concrete the treatment with a vegetative solution was more
significant, while for the treatment with a spore solution the experimental group of
bioconcrete 3 stood out more (p < 0,05). Concluding that B. thuringiensis has a better
performance in sealing cracks in concrete.

Keywords: Bioprecipitation, calcium carbonate, bioconcrete, Bacillus.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

En la actualidad la industria de la construccion enfrenta multiples desafios debido al tipo
de materiales utilizados. Materiales como el concreto son susceptibles a la formacion de
fisuras que dificultan su vida util y su resistencia estructural (Chen et al., 2019). Muchos
de los métodos tradicionales utilizados para la reparaciéon de las fisuras en concreto
incluyen el uso de resinas epoxi ademas de otros quimicos, los cuales generan dafio tanto
al medio ambiente por sus emisiones de gases de efecto invernadero, como a la salud de
las personas que estdn en contacto con estos materiales de construccion sin las

precauciones debidas (Valderrama et al., 2019).

En los ultimos afios, se ha buscado soluciones innovadoras para estos problemas que se
presentan a diario. Gracias a la biotecnologia se han estudiado y evaluado diversas
alternativas, como la precipitacion microbiolégicamente inducida (MICP), donde los
microorganismos precipitan CaCOs como producto de la relacion entre el metabolismo
microbiano y su entorno (Hammes & Verstraete, 2002); aquel proceso es aprovechado
para sellar las fisuras en concreto, considerandose una solucién autorreparable capaz de
reducir tanto los costos de mantenimiento como la emision de los gases de efecto

invernadero (Chaparro et al., 2018).

Aquellos microorganismos participes de la MICP, como Bacillus megaterium y Bacillus
sphaericus (Whitaker et al., 2018), son conocidos por su capacidad de precipitar CaCOs,
ademas de poseer una naturaleza no patégena, convivir en entornos alcalinos y formar

esporas (Agereh et al., 2019). Estos atributos permiten a estas bacterias sobrevivir por



periodos prolongados en el concreto, considerandose aptas para el tratamiento de fisuras

en concreto y proponerse como alternativas ecoldgicas (Aguila, 2023).

En este &mbito, la region de Cajamarca presenta una gran diversidad de suelos, que se
consideran como el habitat ideal para bacterias con potencial biotecnoldgico. Sin embargo,
se cuenta con informacion limitada sobre estas comunidades microbianas y, por ende, no
se logra aprovechar su potencial en la biomineralizacién. Por ello, en el presente estudio
se ha tenido en consideracion la importancia del uso de estas bacterias en la
biomineralizacién, al tener como objetivo principal la caracterizacion microbiolégica de
bacterias precipitadoras de CaCOs aisladas de suelos ureicos y calcareos de la provincia
de Cajamarca. Los resultados contribuiran al desarrollo de materiales de construccion mas
ecoldgicos y duraderos, mediante la aplicaciéon de los procesos microbioldgicos
implicados en la biomineralizacion, de esta manera se fortaleceria la integracion entre la

microbiologia, la biotecnologia y la ingenieria civil.



CAPITULO II
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes:

En Malasia, Ahmad et al. (2023) realizaron un estudio donde utilizaron muestras de suelo
del Zoolbgico de Johor para aislar bacterias ureoliticas. Para ello se disolvid 1 g de suelo
en 10 mL de agua destilada, y 1 mL de dicha disolucion se inoculé en caldo nutritivo
suplementado con concentraciones de urea entre 0-20 %. Luego se incubd a 37 °C durante
24 horas, y se sembro en placas de agar nutritivo para su posterior analisis. Para
determinar la actividad ureolitica, ellos utilizaron el medio de Christensen suplementado
con urea en un rango de concentraciones de 0 a 40 %. Finalmente se logroé aislar la cepa
Bal19 identificada como Kurthia zopfii, la cual precipit6 1,23 g de biocemento (vaterita
con tamarfios que varian de 5 a 15 um) cuando se complemento con el agua de mar como

fuente de calcio.

En Hungria, Enyedi et al. (2020) realizaron un estudio en el cual se aislaron tres bacterias
heterdtrofas cultivables de muestras de agua de los espeleotemas de la cueva de Baradla.
Se utiliz6 el medio B4, el cual tiene en su composicion acetato de calcio (2,5 g/L), glucosa
(5 g/L), extracto de levadura (4 g/L) y agar-agar (20 g/L); el pH del medio fue ajustado a
7,5y latemperatura 6ptima para el crecimiento de las bacterias fue de 21 °C. Las muestras
se inocularon de 3 formas cruzadas paralelas y las placas se sellaron con parafilm para
evitar la deshidratacién rapida. Las bacterias aisladas se inocularon por triplicado en 5
mL de medio B4 liquido y se incub6 por un tiempo determinado; finalmente, se examiné
por microscopia éptica la presencia de precipitados. Se obtuvo tres bacterias que

precipitaron CaCOgs éstas fueron Stenotrophomonas maltophilia, Rhodococcus



degradans y Bacillus simplex, las cuales formaron precipitados visibles de 200 a 500 pm
de diametro a lo largo de los bordes y dentro de las colonias. En el caso de S. maltophilia
y R. degradans, las colonias enteras se calcificaron después de 26 semanas de incubacién
cuando se desecaron por completo. Sin embargo, en B. simplex BaSD-223 los cristales

aparecieron solo en la parte central de las colonias.

En Malasia, Amer et al. (2020) evaluaron la funcion del CaCO3z microbiano y los factores
implicados en la autocuracién del hormigon; para ello utilizaron muestras de suelo de la
Universiti Teknologi Malaysia, de donde se aisl6 Lysinibacillus sphaericus. Utilizaron 25
mL del medio de enriquecimiento LB/g de muestra, evaluaron el crecimiento bacteriano
y los factores que influyen en la evolucién de la hidrélisis de la urea. Los resultados
mostraron que las bacterias sobreviven en estado latente sin reproduccion alguna a un pH
de 12 a 13, sin embargo, el crecimiento 6ptimo se desarrolla en un pH de 9, concentracion
de iones calcio no superior a 150 mM, concentracion de urea de 333 mM y concentracion
celular de 2 x 108 células/mL. Esto demuestra la capacidad de las bacterias ureoliticas

para curar fisuras de hasta 0,97 mm en 8 semanas de inmersidn en agua.

En Pakistan, Khan et al. (2020) obtuvieron muestras de rocas carbonatadas y de naturaleza
sedimentaria de Murree Hills, en la cordillera del Himalaya; suspendieron las muestras en
solucion salina estéril, diluyeron e inocularon en medio de precipitacion de CaCO3 (PCC)
que contenia 20 g/L de urea, 2,12 g/L de NaHCO3, 10 g/L de NH4CI, 3 g/L de caldo
nutritivo, 30 mM CaCly, pH 8,5y 20 g/L de agar, posteriormente se incub6 a 28 °C durante
7 dias. Finalmente identificaron 4 bacterias, dos Acinetobacter sp.,Bordetella sp. y
Brevundimonas sp. Estas bacterias presentaron actividad ureolitica favoreciéndose la

precipitacion CaCOs en un entorno alcalino. Cabe indicar que Brevundimonas sp. resalto



por un rapido crecimiento bacteriano, formacion de cristales de carbonato y mayor

actividad de ureasa que las otras cepas.

En Guatemala, Heredia (2019), a partir de muestras de suelo extraidas de la cantera de
Cementos Progreso ubicada en Sanarate, inoculé 10 g de muestra en 90 mL de caldo
tripticasa soya con 1 % de urea (600 mL de caldo tripticasa soya fue suplementado con 1
% de urea), luego se diluy6 en 9 mL del mismo caldo a pH de 8, después se incubo en
agitacion leve a 37 °C durante 24 horas. Para evaluar la precipitacion de CaCO3 se afiadio
9 mL de caldo nutritivo con 2 % de urea y CaCl, en tubos conicos de 15 mL. Finalmente
se lograron identificar 11 cepas bacterianas, de las cuales 8 pertenecieron al género
Bacillus con capacidad de producir CaCOzy se compar0 la productividad que tiene cada
una de ellas, tanto en un medio comercial, como en un medio formulado a base de

desechos industriales para tratar microgrietas de concreto en un medio controlado.

En Noruega, Rayne et al. (2019) plantearon un nuevo proceso en el cual el CaCOs en
forma de piedra caliza en polvo se transforma en un material aglutinante, llamado
BioZEment, mediante disolucién microbiana y recristalizacion. Para la disolucion, se
aislo Bacillus pumilus del suelo de una cantera abierta de CaCO3s en Tromsdalen, y se
cultivé tanto en medio liquido y sélido, el pH del medio fue 9,5 y contenia 1,0 g/L de
extracto de levadura, 3,0 g/L de peptona, 7,5 g/L de glucosa, 5,0 g/L de NaCl, 10,0 g/L
de polvo de piedra calizay 1,2 g/L de Na2CO3 y en medio sélido se utiliz6 15 g/L de agar;
también se afiadid una solucién de azul de timol de 2,5 mL/L. La evaluacién de la
produccion de acido microbiano se determind por el cambio de color de azul a amarillo,
eso indicd que la bacteria produjo acidos organicos a partir de glucosa e indujo la

disolucién del CaCOs en la suspension acuosa de piedra caliza en polvo. Tanto las



cantidades de acido producido y CaCOs disuelto dependen de la cantidad de oxigeno
disponible, asi como del grado de mezcla. Asimismo, la precipitacion se indujo mediante

el aumento del pH provocado por la hidrolisis de la urea, mediada por la enzima ureasa.

En Lima - Per(, Santos (2021) evalu6é la formacion de bioconcreto para reparar
agrietamientos en los decantadores de la planta de tratamiento de agua con la bacteria
Bacillus subtilis. El escalamiento se realiz6 con un medio de cultivo de produccién, en un
matraz de 1 L se agregdé 500 mL de caldo nutritivo, luego se inocul6 la bacteria, se incubd
a 30 °C en agitacion a 200 rpm durante 18 horas. Este producto fue el in6culo para 5 L de
caldo de produccidn, el cual fue utilizado para la parte experimental en el estudio de
concreto y se demostro que el bioconcreto autorrepara las fisuras y las grietas eficazmente,
disminuyéndose el ancho en 0,20 mm por mes; en tanto que 10° cel/mL de B. subtilis es

el concentrado 6ptimo para que las bacterias produzcan CaCO:s y reparen las fisuras.

2.2. Bases teoricas:

2.2.1. Bacterias de suelo que precipitan CaCO3

Las bacterias pertenecen a un grupo importante de organismos vivos unicelulares de los
procariotas, los cuales son omnipresentes en el suelo y agua, ademas de ser simbiontes
con otros organismos. Habitualmente existen 40 millones de células bacterianas en un
gramo de suelo (Wong, 2015).

En tanto asi que de toda la diversidad que hay en el suelo hay ciertas bacterias que pueden
precipitar CaCOs3, forman precipitados minerales cristalinos o amorfos (polimorfismo del
CaCOs3) como resultado del metabolismo microbiano en ciertas condiciones ambientales,

a este proceso se llama bioprecipitacion. Por ende, este proceso es objeto de estudio en
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relacion con su mecanismo y aplicaciones, por ello, diversos estudios demostraron que las

bacterias nativas del suelo, con un pH alcalino y con disponibilidad de calcio en el

ambiente, tienen la capacidad de inducir la precipitacion de minerales de CaCO3 (Valencia

et al., 2014).

A. Habitat

El habitat de las bacterias precipitadoras CaCOzengloba a una variedad de diversos tipos

de suelos, donde su presencia y las actividades varian por las condiciones especificas de

cada tipo de suelo, entre estos tenemos:

Suelos ureicos

Se hace referencia al tipo de suelo caracterizado por un alto contenido de urea,
debido a factores ambientales que se determinan alrededor del habitat. La
presencia de urea en el suelo agricola, se debe en su mayoria a la utilizacion
de fertilizantes nitrogenados y a la descomposicion de la materia organica; la
materia organica descompuesta por accién microbiana resulta en aminoacidos
mediante la aminizacion, a partir de ahi se desarrolla la amonificacion al
convertirse los aminodcidos en amoniaco y amonio, estos productos
posteriormente se convierten en urea mediante el metabolismo microbiano
(Shaheen et al., 2021). En cuanto a los suelos con estiércol considerados para
nuestro estudio, se caracteriza por el metabolismo del nitrégeno en las vacas,
al excretar urea mediante las heces (Agroenlace 2024).

Asimismo, las bacterias ureoliticas precipitan CaCO3 por presentar entre sus
caracteristicas la produccion de ureasas, gracias a la presencia de la urea
(fuente de carbono y nitrogeno) y calcio (formacion de los cristales de CaCQOs)

en el suelo, lo cual favorece que las bacterias participen en la precipitacion de
7



CaCOs (Cui et al., 2022). Las bacterias utilizan la urea en el ciclo del
nitrbgeno mediante las ureasas, la ureasa es una enzima diniquel, es decir, que
esta enzima se activa con la interaccidn de dos atomos de niquel; se encuentra
comdnmente en numerosos organismos Yy cataliza la hidroélisis de la urea en
amoniaco (NHs) y diéxido de carbono (CO3). Esta enzima es esencial en el
metabolismo del nitrégeno y su actividad puede ser bloqueada en ausencia de
niquel. El proceso MICP mediado por bacterias productoras de ureasa (UPB)
se puede utilizar para muchas aplicaciones, incluida la biorremediacion
ambiental, la mejora del suelo, la curaciéon de grietas en el hormigon y el
sellado de juntas de rocas (Cui et al., 2022).

Suelos calcéreos

Las bacterias que habitan en este tipo de suelos pueden estar implicados en la
precipitacion de CaCOs, porque los suelos calcareos estdn compuestos
principalmente por un alto contenido de CaCOz. EI CaCOs es el principal
componente de cada tipo de suelo, por eso su denominacion como calcéreos,
ademas llegan a tener pH alcalino por la presencia de CaCOs3, esto repercute
en la disponibilidad de algunos nutrientes indispensables para el crecimiento
y desarrollo de plantas (Imbellone et al., 2014).

Ademas de la acumulacion secundaria de carbonatos, los suelos calcéreos
contienen limo, por ende, se clasifican como calcisoles. Pese a su pH alcalino,
estos suelos son aptos para las actividades agricolas, especialmente en zonas
aridas o semiaridas (Gomez, 2023). Generalmente, la generacion de CaCO3
puede estar relacionada con procesos como la neutralizacion, la reaccion con
acido, la influencia de las practicas agricolas y la interaccion con otras

sustancias presentes en los suelos; ademas, la actividad de los



microorganismos ureoliticos puede tener un impacto significativo en la
dinamica CaCOs en suelos calcéareos, tal como se describe en la figura 1

(Comadran et al., 2022).

Ureolytic
microorganisms

Figura 1. Generacion de CaCOz en suelos calcareos (Comadran et al., 2022)

B. Caracteristicas estructurales

Las bacterias actian como sitios de nucleacion para los cristales de CaCO3, porque en su
pared contienen moléculas con polaridad negativa, lo cual atrae a los iones de Ca?*.
(Stuckrath et al., 2017). Las células bacterianas desempefian dos funciones principales en
la formacion de cristales de CaCOg, en primer lugar, actuan principalmente como sitios
de nucleacion en la formacion de CaCOs; y al descomponer la urea en la solucion liberan
NHz y OH-, al proporcionar los componentes ionicos necesarios y el ambiente alcalino
para la formacion de CaCOs. En segundo lugar, las sustancias poliméricas extracelulares
(LPS) y los grupos de iones negativos en las superficies de las células bacterianas también
podrian actuar como sitios de nucleacion para CaCOs, ya que debido a las caracteristicas
viscosas y de carga negativa de los LPS, pueden incorporar cationes metalicos cercanos
como Mg?*, Fe** , Mn?* y Ca?*, e inducir la precipitacion de CaCOs extracelular mediado
por microorganismos, y por ende, pueden acelerar la agregacion de bacterias y CaCOs3
(Chen et al., 2019).

El papel fundamental de las bacterias es que su pared celular sirve como plantilla para la



precipitacion inducida por el CaCOs, lo que enfatiza que el MICP esta estrechamente
relacionada con la estructura de la superficie y la composicion quimica de la pared celular
bacteriana. Cuando los componentes de las paredes celulares de las gram positivas (&cido
teicoico) y de las gram negativas (lipopolisacaridos), estan cargados negativamente, se da
una fuerte interaccion entre la pared celular bacteriana y los iones metéalicos, lo que resulta
en la precipitacion mineral. Cabe resaltar la diferencia entre las gram positivas y gram
negativas, por ejemplo, B. subtilis presenta una pared celular que estd compuesta
principalmente por peptidoglicano y acido teicoico, esto proporciona mas sitios de union
de Ca?", y por lo tanto facilita la mayor formacion de precipitados de CaCOs; a diferencia
de las gram negativas como E. coli, que presenta una pared celular mas delgada, contiene
menos peptidoglicano y carece de acido teicoico, por lo que su composicion desfavorece
la precipitacion de CaCOas. Por este motivo, las bacterias gram positivas son las mas

propicias para los procesos de biomineralizacion (Li et al., 2023).

C. Bacterias precipitadoras de CaCOs

La precipitacion de cristales de CaCO3 se da por la nucleacion heterogénea de la pared
celular bacteriana cuando se logra la sobresaturacion. Asimismo, los cristales de CaCOs3
precipitados obtenidos como consecuencia del proceso de precipitacion microbiana,
acttan como aglutinante microbiologico de materiales a base de cemento en el proceso de
la hidratacion de la misma (Wong, 2015).

Algunas bacterias, como B. megaterium y B. sphaericus, son capaces de precipitar CaCOs.
Por causa del uso de la CA, una enzima que es producida por estas bacterias y catalizan
eficientemente la hidratacion de CO: en presencia de calcio para formar CaCOs (Bansal

et al., 2016).
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2.2.2. Biomineralizacién

Es aquel proceso donde los minerales se producen biologicamente a partir de células vivas,
en este ambito son los microorganismos; donde los minerales son producto del
metabolismo microbiano en entornos favorables de interaccion con cationes selectivos. Es
también una de las interacciones minerales-microbios mas importantes (Wong, 2015).

La biomineralizacion consta de dos categorias principales como la precipitacion de
carbonatos y también la de fosfatos (Zhang et al., 2020). Este proceso conlleva a la
formacién de minerales bioldgicos extracelulares e intracelulares. Existen tres tipos de
mineralizacion: mineralizacion influenciada biolégicamente, mineralizacién inducida
bioldgicamente y mineralizacion biolégicamente controlada, tal como se esquematiza en
la figura 2 (Chaparro et al., 2018).

El proceso de precipitacion de CaCOs esté influenciado por cuatro factores indispensables:
la concentracion de Ca?*, la concentracion de carbono inorganico disuelto (DIC), la

disponibilidad de sitios de nucleacion y el pH (Hammes y Verstraete, 2002).

2.2.3. Mecanismos en la precipitacion de CaCO3

Estos mecanismos se describen mediante una secuencia de reaccion en presencia de
bacterias ureoliticas, el cual incluye tres etapas distintas: desarrollo de una solucion
sobresaturada, nucleacion en el punto de saturacion critica, y crecimiento espontaneo de
cristales en los nucleos estables. La sobresaturacion se produce cuando la concentracion
de soluto en la solucion es mayor que la concentracion que podria existir en equilibrio con
el sélido; la nucleacion en el punto de saturacion critica se refiere al proceso en el cual se
forma un nuevo cristal a partir de una solucién sobresaturada; y la nucleacién ocurre

cuando la solucion alcanza un punto de saturacion critica, donde las condiciones son
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propicias para la formacién de un niacleo de cristal. Entonces, el proceso de
biocementacion se inicia con el crecimiento espontaneo de cristales en los nicleos estables
de las bacterias ureoliticas (Wong, 2015).

Cabe resaltar que es importante que las bacterias sean capaces de generar suficiente
enzima ureasa a través de su actividad microbiana para la precipitacion de CaCOs. La
precipitacion de cristales de CaCOz se inicia con la hidrolisis de la urea, donde la urea se
descompone por accién de la enzima ureasa, el cual llega a ser catalizador para producir
NH, e iones CO3?. En consecuencia, la precipitacion de cristales de CaCO3 se produce
como producto de la reaccion, ademas de los iones CO3? liberados de la hidrolisis de la
urea y los iones calcio (Ca?*) liberado de una fuente de calcio, como el CaCl,, acetato de
calcio y nitrato de calcio en calidad de las fuentes tipicas de calcio (Wong, 2015).

Estas reacciones se dan bajo la influencia de factores ambientales naturales que controlan
la actividad de la enzima ureasa. Porque como resultado de la funcion de las bacterias
ureoliticas para crear un ambiente alcalino y sitios de nucleacion, se activa la precipitacion
de CaCOs, permitiéndose asi que los Ca®* sean atraidos por los iones que estan cargados
negativamente en las paredes celulares bacterianas. Por consiguiente, la hidrolisis de la
urea es un paso importante para promover actividad ureolitica y dar inicio a la
calcificacion entre las bacterias ureoliticas (Wong, 2015).

Los procesos de biomineralizacion de CaCOs observados en bacterias pueden clasificarse
en tres categorias principales, descritas en la figura 2, y basadas en el grado de control

bioldgico que los microorganismos ejercen sobre la formacion mineral:

a. Mineralizacion influenciada biolégicamente

Se lleva a cabo cuando las bacterias secretan de uno a mas productos metabdlicos, al

reaccionar con los iones 0 compuestos del entorno, y como resultado de esta reaccion se
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forma el mineral como un subproducto metabdlico (Chaparro et al., 2018).

En este mecanismo los minerales se precipitan debido a la interaccion entre el

metabolismo celular bacteriano y bioldgico del entorno; de esta manera la produccion de

minerales es generado por el metabolismo de las bacterias, este proceso va a depender de

las condiciones ambientales que haya en el suelo (Hituyan y Valencia, 2020).

Mineralizacion influenciada
biol6gicamente
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Figura 2. Clasificacion de los procesos de biomineralizacion de CaCO3 encontrados en
bacterias. Los hexagonos grises representan los precipitados de CaCO3 (Gorgen et al.,

2020).

b. Mineralizacion inducida microbiolégicamente (MICP)

Esta mineralizacién incluye el metabolismo microbiano y las reacciones quimicas, para

un proceso bioldgico donde reaccionan los iones CO3s? y los iones Ca?" presentes en el

medio externo de las bacterias, produciéndose asi la precipitacion de CaCOs, de forma

simultanea también se lleva a cabo el ciclo de nitrégeno, donde se degrada la urea por la

accion de la ureasa, enzima que producen las bacterias al catalizar la hidrdlisis de la urea.
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A continuacion, se describen las reacciones para la formacién de CaCO3 (Hemayati et al.,

2023):
COMNHy), + 2H,0 e e (ot bactens) s + HaCOs (1)
NH; + H,0 — NH} + OH™ (2)
H,COj3 <> HCO; 4+ H — 2H* + €03~ (3)
Ca’* 4+ CO3™ — CaCO;s (4)

En MICP no ureolitica, en el interior de las bacterias, durante la respiracion aerdbica o
anaerdbica, los compuestos intermediarios de la oxidacion completa del carbono como
acetato, lactato, citrato, succinato, oxalato, malato y glioxilato; se asocian al calcio y son
fundamentales para el proceso de nucleacion favoreciéndose la disociacion del calcio y
forméndose las sales de CaCOs, en presencia de lactato de calcio como fuente de carbono
e iones calcio, este proceso se presenta en esta ecuacion:
CaCgH;q0g + 03 — CaCO;3 + H,0 + CO; (5)

En el proceso MICP, las bacterias proporcionan sitios de nucleacion que son importantes
para la precipitacion del CaCOs; debido a que la superficie de las bacterias esta cargada
negativamente, al actuar como adsorbentes de cationes divalentes como los iones de
calcio. Este mecanismo de adsorber iones de calcio a una concentracion necesaria de iones
CO3? se realiza la reaccion entre el cation y el anion, como el Ca2*y el CO3? teniéndose
como producto el CaCOs precipitdndose en la superficie de las bacterias. Esta reaccion se

realiza de la siguiente manera:

Ca’* + Bacteria cell — Cell - Ca®* (6)

Cell - Ca>* + CO2~ — Cell - CaCOs (7)
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Existen tres tipos de polimorfismos de CaCO3 los cuales son: calcita, vaterita y aragonito,
donde las bacterias mayormente producen la calcita y la vaterita. La calcita es el polimorfo
mas estable termodinamicamente, sin embargo, la vaterita posee una mayor densidad por
su forma hexagonal y su capacidad de llenar poros mejor que los otros polimorfismos

debido a su gran volumen (Hemayati et al., 2023).

c. Mineralizacién biol6gicamente controlada

En este proceso los minerales se depositan dentro de las matrices organicas o vesiculas en
células vivas, de esta forma facilita a los microorganismos a ejercer un control sobre el

proceso de nucleacion y crecimiento del mineral (Chaparro et al., 2018).
2.2.4. Mecanismos en la precipitacion de CaCOz por bacterias no ureoliticas

El mecanismo utilizado por las bacterias no ureoliticas para precipitar CaCOz3 es la ruta
metabdlica donde interviene la enzima CA. Como procesos principales se tiene a la

denitrificacion y a la liberacion de metabolitos alcalinos.
a. Mecanismo basado en la anhidrasa carbonica (CA)

La funcion principal de la CA es la conversion reversible del CO2 en bicarbonato

(HCOs"), como se describe en la siguiente reaccion:

CO, + HyO <» HCO; + H*

Donde el bicarbonato formado actia como fuente de carbonato (COs%), luego el pH del
medio aumenta a causa de la actividad enzimatica y metabolica bacteriana. Este carbonato

reacciona con iones de calcio (Ca®") presentes en el entorno, y precipitan CaCOs de
L 2+ 2
acuerdo con laecuacion: Ca”" + CO3; — CaCO3 |
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Entre las principales funciones que cumple la CA esté el incremento de la concentracion
de bicarbonato que es precursor del carbonato, favoreciéndose un ambiente alcalino al
disminuir los niveles de CO: libre en el medio y actlan como catalizador en la nucleacion
de cristales sobre las superficies bacterianas, promoviéndose asi la formacion de CaCOs.
Por ejemplo, las bacterias como Bacillus megaterium tienen una alta actividad de CA, por
ende, tiene una capacidad elevada de precipitacion de CaCOs (Achal y Pan, 2010; Xu et

al., 2014).
b. Denitrificacion

Este proceso es fundamental para mantener el equilibrio con el ciclo del nitrégeno,
ademas es anaerdbico, por lo tanto, los microorganismos utilizan el nitrato como fuente
de oxigenoy llevan a cabo la reduccion de nitratos a nitritos (NOz™ = NO2"), estos nitritos
se convierten en Oxido nitroso y al final en nitrogeno molecular; el cual es liberado a la
atmosfera. Simultdneamente, se consume protones (H*), elevan el pH del medio, y al
elevarse el pH se facilita la precipitacion de carbonato al promover la formacion de iones

COs? . Este proceso se explica en la siguiente reaccion:

NO;j +2H' - NOj + H>0

c. Liberacién de metabolitos alcalinos

Durante la fermentacion de azlcares, ciertas bacterias producen metabolitos como acetato
y lactato, como derivados de acidos, generan alcalinidad en el medio; estos acidos son
débiles porque tienen una mayor facilidad para formar sales y de esta manera aumentar
el pH. Al aumentar el pH del medio, aumenta también la concentracion de iones CO3*",

lo que favorece la formacion de CaCO:s.
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2.2.5. Nucleacioén

La nucleacion es el primer proceso que se da en la precipitacion de CaCOs, donde una
fase sdlida se segrega a partir de una disolucion multicomponente, el cambio de fase se da
mediante la formacion y posterior crecimiento de nucleos, los cuales actian como centros
de cristalizacién. En este sentido, la nucleacion es la formacidn de grupos de atomos, iones
o moléculas constituyentes de la nueva fase en pequefias areas que se encuentran separadas
en el volumen de la antigua fase; estos grupos se conocen como “clusters”, y cuando estos
clusters alcanzan una dimension critica aumentan su volumen en el sistema sobresaturado,
donde con el tiempo se logra ver una dimensién macroscépica; en cambio, cuando los
clusters no sobrepasan a la dimension critica se disuelven. Para que se dé el cambio de
fase, se requiere de una velocidad de fase, el cual dependera del nimero de bacterias
capaces de crecer, y estas se forman por unidad de volumen del sistema donde ocurre la
nucleacion, y por unidad de tiempo; a esto le conocemos como la magnitud de la velocidad
de nucleacion. Existen dos mecanismos de nucleacion: nucleacion primaria (nucleacion

homogénea y heterogénea) y nucleacion secundaria (Hernandez, 2009).

2.2.6. Fuentes de calcio

Existen dos tipos de fuentes de calcio para inducir la precipitacion de CaCOs, el acetato
de calcio y el lactato de calcio, estos componentes permiten la calcificacion de las
bacterias a un pH de 10. Un estudio demostr6 que a los 14 dias de incubacion hay una
mayor precipitacion, y que casi todas las cepas bacterianas mostraron mayor precipitacion
de CaCOs con lactato de calcio que con acetato de calcio, sin embargo, el lactato de calcio
tiene un 13 % de iones de calcio elemental, mientras que el acetato de calcio tiene un 25

% de iones de calcio (Shaheen et al., 2021).
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2.2.7. Mineral que permite el sellamiento

A. Carbonato célcico

Es un mineral comun y representa el componente principal de la corteza terrestre, como
el marmol y la piedra caliza. La deposicion de minerales carbonatados se observa en
organismos como perlas, conchas y huesos en rocas y suelo. Muchos microorganismos
pueden inducir la mineralizacion de CaCOs, pero principalmente de dos grupos: los
microorganismos productores de CA'y de urea. La CA cataliza la reaccion convirtiéndose
el CO2 en HCO3™ para mejorar la concentracion de CO3s>” y la biomineralizacion (CO; +

H20 <> HCO3 + H" ; HCO3 <> CO3*>” + H") (Pan et al., 2019).

a. Cristales de CaCOs3

Se establece que las fuentes de calcio inducen a la formacion de cristales de diferentes
tamafios por ejemplo el CaCl induce a la formacidn de cristales romboédricos, el acetato
de calcio induce cristales laminares de vaterita y lactato de calcio induce formas esféricas

de vaterita, estas estructuras se muestran en la figura 3 (Chaparro et al., 2018).

Aragonita . Vaterita

,(‘.‘-‘7”)} 1

E 3

- -
=

Figura 3. Estructuras polimorfas del CaCOs (Rojas, 2008).
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2.2.8. Factores que afectan la eficiencia de MICP

Existen varios factores que influyen en la eficiencia de MICP, sobre todo en la actividad
de la enzima ureasa y la cantidad de CaCOs precipitado; entre ellos tenemos a las especies
bacterianas utilizadas en la MICP, la concentracion de células bacterianas, el pH, la

temperatura y las concentraciones de calcio y urea (Chaparro et al., 2018).

A. Tipos de bacterias utilizadas en la MICP

Hituyan y Valencia, realizaron una revision sistematica, donde se estudiaron los avances
relacionados con la biorreparacion bacteriana sobre las patologias del concreto
convencional, y se determin6 que las especies mas predominantes hasta el afio 2020 en
su capacidad biocementadora son Sporosarcina pasteurii, B. subtilis, B. megaterium, B.
sphaericus y Bacillus sp. Asimismo las bacterias ureoliticas que precipitan CaCO3 son S.
pasteurii CR2 (mina suelo tizon - China), L. sphaericus (sitios mineros - Corea), B.
megaterium ES3 (suelo calcareo-India), B. thuringiensis (suelo calcareo-India). Entre los
principales componentes de los medios de cultivo (liquido y/o sélido) destacan la glucosa,
la lactosa, extracto de levadura, peptona de caseina, carbonato de NHa, urea, nitrato —
acetato — cloruro — lactato de calcio, sulfato - cloruro de magnesio, y otras sales. La
capacidad de precipitacion de CaCOs se evalud en cubos de mortero, hormigon, cementos
de tipo convencional Portland. Finalmente, concluyeron que el proceso de sellado de
grieta a partir de precipitacion de CaCOs mejora significativamente las propiedades
mecanicas del concreto, tales como su resistencias y durabilidad en estructuras (Hituyan
y Valencia, 2020).

La MICP mediante ureolisis ha sido ampliamente estudiada en los campos de la ingenieria
ambiental; sin embargo, existen también bacterias no ureoliticas para la precipitacion de

CaCOs, que inducen un ambiente alcalino de la rizosfera de Miscanthus sacchariflorus, y
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se demostrd que Lysinibacillus sp. YS11 tiene la capacidad para precipitar minerales de
CaCOscon ausencia de urea y en condiciones aerobicas (Lee et al., 2017).

Se conoce que las bacterias ureoliticas no son omnipresentes y requieren especiales
condiciones de cultivo para sobrevivir y funcionar correctamente. Por esta razén se
consideran a las vias MICP no ureoliticas como alternativas respetuosas con el medio
ambiente en relacion a la uredlisis y realizandose estudios para el desarrollo de
biohormigén. Los mecanismos en esta via, como la oxidacién de sales de calcio organicas,
por ejemplo, el lactato de calcio, formiato de calcio, acetato de calcio, cloruro de calcio,
glutamato de calcio y nitrato de calcio estan muy extendidos entre las bacterias y estan
libres de subproductos corrosivos o contaminantes (Fahimizadeh et al., 2020).

Un estudio aisl6 microbios alcalifilicos de diferentes fuentes del suelo para determinar la
probable precipitacion de CaCOs al adoptar la via no ureolitica (oxidacion de carbono
orgénico), para la precipitacion de calcita y para eliminar la produccion de NH3 tdxico;
utilizan lactato de calcio Ca(CsHs03)2, y acetato de calcio Ca(CHsCOO), como
precursores de precipitacion de CaCOs. En efecto, los géneros de las cepas
biocalcificantes fueron identificados como Bacillus, Arthrobacter, Planococcus,
Chryseomicrobium, Glutamicibacter y Corynebacterium (Shaheen et al., 2021).

En otro estudio se ha estudiado la via MICP no ureolitica, donde evaldan el rendimiento
de dos fuentes de calcio (formiato de calcio y acetato de calcio). En este caso, utilizaron
las dos fuentes de calcio, visto que también utilizaron las cepas de B. subtilis y Bacillus
amyloliquefaciens basandose en las enzimas que producen, para que puedan catalizar la
oxidacién tanto del formiato de calcio como del acetato de calcio, produciéndose asi la

precipitacion de carbonato microbiano (Hemayati et al., 2023).
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a. Medios de cultivo utilizados en el aislamiento de bacterias

precipitadoras de CaCOs

Los medios de cultivo mas utilizados comunmente en el aislamiento de bacterias
precipitadoras de CaCOs, ademas de las especies bacterianas y los componentes
principales de aquellos medios, se detallan a continuacion en la tabla 1:

Tabla 1. Medios de cultivo utilizados para cada especie bacteriana en el aislamiento de
bacterias precipitadoras de CaCO3

Especie bacteriana Medio de cultivo Composicion del medio

B. subtilis natto Cultivo propuesto Lactosa, glucosa, agua (120 rpm durante 12 h.)
Agregan urea, NaCl, glucosa a 40 °C

B. subtilis Caldo Luria Bertani ~ Peptona, caseina y extracto de levadura — Agar

B. sphaericus Incubacion a 37 °C durante 12 horas en agitacion.
Synechococcus Medio ASN 111 Cloruro de sodio, sulfato de magnesio, cloruro de
PCC8806 magnesio, entre otras sales; ademas contiene:

vitamina B12, agar y agua.
Agitacion de una barra magnética.

B. sphaericus LMG Medio liquido de Incubaciona 28 °C en agitacion a 100 rpm durante

22557 sales basales minimas 28 dias.
(MBS) Encapsulacion con fines industriales
Bacillus sp. CT-5 Medio de caldo 8 g de caldo nutritivo, urea al 2 %, CaCl, 225 mM,

nutritivo-urea (NBU) pH 8,0.
Incubacion a 37 °C en agitacién a 130 rpm durante
120 h.

(Hituyan y Valencia, 2020)

B. Tiempo de regeneracién y tipo de concreto utilizado

A continuacion, en la tabla 2 se detalla el tiempo de regeneracion de las especies bacterias
en las fisuras de concreto, como también el tipo de concreto utilizado en los diferentes
estudios.

Tabla 2. Tiempo de regeneracion en cada especie bacteriana y tipo de concreto

utilizado
Tiempo de regeneracion Especies bacterianas Tipo de concreto utilizado
B. subtilis Después de 100 dias de curado, parael ancho Cemento portland ordinario.

de 0,1 mm obtuvo un porcentaje de 100 %
de cicatrizacién, y para anchos de 0,5 mm se
obtuvo un 70 %.
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S. pasteurii El ancho de 0,13 mm cicatrizé a 100 dias de Concreto convencional
la activacion de la bacteria con un 30 %. (Cemento, agua, agregados

finos y gruesos, aditivos).

B. subtilis natto Después de 7 dias tuvo una cicatrizacion de Concreto convencional
maés del 40 %. (Cemento, agua, arena)

B. subtilis y B. Durante 28 dias se cur6 1 mm, con un 1S 10262: 2009 — Se llevé a
sphaericus porcentaje de 70-80 % de cicatrizacion cabo una combinacion de
disefio  adecuada para

concreto de grado M25.

(Hituyan y Valencia, 2020)

C. Concentracion de las células bacterianas

Determinar la concentracién celular 6ptima para un proceso de biocementacion es
importante en la produccion de CaCOg, se ha demostrado que las altas concentraciones de
células bacterianas que estén en un rango de 10° a 10® células, aumentan la cantidad de
precipitacion de CaCOsz por MICP (Okwadha y Li 2010).

El concentrado de bacteria de B. subtilis de 10° cel/mL ademas del lactato de calcio para
el disefio de mezcla del bioconcreto, es 6ptimo para que las bacterias produzcan calcita y
reparen los agrietamientos (Santos, 2021). En este sentido, también la hidrdlisis de la urea
esta muy relacionada con la biomasa bacteriana, lo cual tiene una mayor influencia que la
concentracion inicial de la urea (Chaparro et al., 2018).

En otro estudio para la prueba de autorreparacion utilizaron seis cubos de concreto donde
se le indujeron fisuras con diferentes anchos como (0,1mm, 0,22mm, 0,3mm, 0,4 mm,
0,45 mm y 0,5 mm) inoculéandolo con bacterias de tipo B. subtilis a una concentracion de
10° células/mL, con el fin de identificar la capacidad de cicatrizacion del concreto
(Giraldo, 2017). Asimismo, en otro estudio realizaron una prueba de autorreparacion en
cubos de concreto donde utilizaron cepas bacterianas de tipo B. subtilis jc3 a una
concentracion de 10° células/mL después de 100 dias de inmersion en el agua se observo

el sellado total de la fisura con un ancho de 0,1 mm, debido a la precipitacion de CaCOs3
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tal como se describe en la figura 4 (Lakshmi et al., 2016).

Figura 4. Autorreparacion después de 100 dias de inmersion en agua a) Cubo con un
ancho de grieta de 0,1 mm antes del curado b) Curacién completa de un ancho de grieta
de 0,1 mm después de 100 dias de curado (Lakshmi et al., 2016).

D. pH

El pH tiene influencia en la precipitacion de calcita, ya que la ureasa se activa a un pH
especifico donde se produce la hidrolisis de urea, asimismo, la MICP se realiza a un pH
de entre 7,0 y 9,5; sin embargo, es propicio optimizar el rango del pH para MICP para
cualquier cepa bacteriana especifica que se utilizaria. Estudios demuestran que entre las
condiciones para el desarrollo de S. pasteurii para generar cristales de CaCOs, el pH
Optimo es 7,5; sin embargo, otro estudio demostré que el pH 6ptimo es 8,0. Por ende, se
concluye que los niveles de pH no deben ser muy bajos porque el carbonato en estas

condiciones tiende a disolverse y no precipitarse (Chaparro et al., 2018).
E. Temperatura

Para que en el proceso MICP se produzca la hidrdlisis enzimatica, la temperatura debe
estar entre 20 y 37 °C, de esta manera la actividad de la ureasa aumenta de 5 a 10 veces
mas, cuando la temperatura es mayor de 15 a 20 °C, y de 10 a 20 °C respectivamente, de
esta manera se concluye que la ureasa es estable a 35 °C, sin embargo, cuando la
temperatura aumenta a 55 °C su actividad enzimatica se reduce al 47 % (Chaparro et al.,

2018). La temperatura Optima del proceso MICP depende principalmente de la
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temperatura de crecimiento y metabolismo microbiano, aproximadamente de 20 a 40 °C

(Dong et al., 2023).

F. Concentraciones de calcio

Cuando las concentraciones de calcio son altas en un rango mayor a 0,5 M, la precipitacion
de calcita se reduce; en cambio, si las cantidades de estos compuestos disminuyen en un

rango de 0,05 a 0,25 M, esta eficiencia aumenta (Chaparro et al., 2018).

2.2.9. Materias primas de concreto

A. Cemento Portland

Es un material aglomerante con atributos de adherencia y cohesion, por lo que se refiere
que al mezclarse con agua u otros aditivos logra formar una masa compacta con
propiedades de resistencia, impermeabilidad y durabilidad, ademas se considera que
cumple con las especificaciones técnicas para su uso. De igual modo, se compone de
materiales calcareos, entre los que se encuentran la caliza, laaluminay el didxido de silicio
que se encuentra presente en la arcilla (Giraldo, 2017).

Igualmente, el cemento Portland es un cemento hidraulico producido mediante la
pulverizacion del clinker, constituidos por silicatos de calcio hidraulico. Es un polvo de
color gris, mas o menos verdoso, que se vende en bolsas que tienen un peso neto de 42 kg
y un pie cubico de capacidad. Como caracteristicas fisicas tienen la consistencia normal,
la densidad, la resistencia a la compresion, la expansion y los tiempos de fraguado y
endurecimiento. Y como caracteristicas quimicas se tiene la presencia de éxido de calcio,

oxido de silicio, 6xido de aluminio y 6xido de hierro en su composicion (Becosan, 2021).

B. Agregado fino

Esta terminologia se refiere a la arena fina o el material fino que se utiliza en la mezcla
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del concreto que se prepara para las diversas aplicaciones en construccion; de modo que
sus caracteristicas fisicas y quimicas son indispensables para la calidad del concreto.
Dentro de las propiedades fisicas del agregado fino se toma en consideraciéon la
granulometria, la forma de las particulas, la densidad, la absorcién de agua y también la
porosidad. En definitiva, todas estas observaciones se refieren también con las
propiedades quimicas del agregado fino que incluyen la composicion quimica, la
presencia de sustancias nocivas y la reactividad con los materiales del concreto. En
particular, cabe sefialar que la normativa internacional ASTM C33-01 (Especificacion
estandar para agregados para concreto) y ASTM C-125-92a (Terminologia relacionada
con los agregados para concreto) establece las especificaciones para los agregados finos,

considerandose sus propiedades fisicas y quimicas (Sosa et al., 2016).

C. Agua de mezcla

El agua de mezcla en el concreto cumple dos funciones principales: permitir la hidratacion

del cemento y hacer de la mezcla lo méas manejable posible (Osorio, 2018).

a. Caracteristicas fisicas

Una de las caracteristicas fisicas es la granulometria, puesto que la cantidad de agua que
se requiere para que el cemento se hidrate, debe encontrarse alrededor del 25 % al 30 %
de la masa del cemento, pero para que la mezcla sea manejable, se requiere como minimo
una cantidad de agua del orden del 40 % de la masa del cemento. Otra caracteristica es la
densidad del agua de mezcla, cabe sefialar que no es un parametro critico, sin embargo, se
considera que su densidad debe ser similar al del agua potable. Finalmente, la otra
caracteristica es la absorcion de agua, donde se la capacidad del agregado fino para
absorber agua es muy importante, ya que determina la cantidad de agua necesaria para

hidratar el cemento y la durabilidad del concreto (Osorio, 2018).
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b. Caracteristicas quimicas

Dentro de las caracteristicas quimicas se comprende la composiciéon quimica, como se
menciond anteriormente el agua de mezcla debe ser potable y libre de sustancias
colorantes, aceites y azlcares, dado que estas sustancias pueden afectar de manera
negativa el fraguado inicial del cemento y la resistencia ultima del hormigén (Osorio,
2018). Otra de las caracteristicas quimicas son las impurezas organicas, debido a que las
sustancias organicas contenidas en aguas naturales pueden afectar considerablemente el
tiempo de fraguado inicial del cemento y la resistencia ultima del hormigén. Las aguas
con color oscuro, olor pronunciado, o lamas de algas en formacién de color verde o café,
deben ensayarse. También se toma en consideracion la propiedad de la reactividad con
materiales del concreto, no solo el agua de mezcla debe ser compatible con los materiales
del concreto, como el cemento y el agregado fino, sino que también debe garantizar que
se logre una mezcla eficientemente hidratada y una buena resistencia (Osorio, 2018).

Dicho esto, no esta demés mencionar que el agua de mezcla en el concreto es un
componente crucial que proporciona las condiciones adecuadas para la hidratacion del
cemento y la manejabilidad de la mezcla. Debido a que es importante controlar la cantidad
y calidad del agua de mezcla para garantizar la correcta elaboraciéon y curacion del

concreto, y asi lograr obtener una estructura resistente y duradera (Osorio, 2018).

2.2.10. Determinacién de la precipitacién de CaCOs

Para determinar la presencia de CaCOs en las muestras, se debe realizar precisamente una
prueba con HCI (aq) al 10 %. Puesto que el HCI (aq) se utiliza para determinar la presencia
de CaCOs, a causa de que este &cido reacciona con el CaCOs3 para producir cloruro de
calcio, agua y dioxido de carbono. Esta reaccion se logra observar como una efervescencia

0 burbujeo. Otros reactivos no producen esta reaccion caracteristica de la misma forma y,
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por lo tanto, no son adecuados para determinar la presencia de CaCOs (Rivera, 2015).

2.2.11. Solucién bacteriana

Se define una solucion bacteriana por sus diferentes formas en cuanto a la forma de las
bacterias, ya sea como células vegetativas, esporas y células vegetativas con urea. En
definitiva, para la reparacion de fisuras de concreto con bacterias precipitadoras de
CaCOs, es importante la utilizacion de la solucion bacteriana por sus distintas propiedades
y capacidades. En primera instancia, las esporas bacterianas son mas resistentes que las
células vegetativas, motivo que les permite sobrevivir en condiciones adversas y germinar
cuando las condiciones son favorables en el concreto, aunque se deben evaluar muchos
parametros para que este proceso se desarrolle correctamente. Asimismo, las células
vegetativas con urea pueden ser beneficiosas debido a la capacidad de la urea para
estimular la actividad de la ureasa, aquella enzima producida por las bacterias,
descompone la urea y obtiene como producto el CaCOs, factor que contribuye al proceso
de reparacion de fractura de concreto. Y en cuanto a las células vegetativas, por estar en
viabilidad durante la curacion de fisuras, poseen la capacidad de crecimiento y
reproduccion, caracteristicas que las hace utiles en la biomineralizacion del concreto
(Amer et al., 2020).

En sintesis, la combinacion de estas tres formas bacterianas, puede potenciar el proceso
de reparacion de fisuras de concreto mediante la precipitacion de CaCOs, al mostrar
diferentes ventajas en la resistencia y su actividad bioldgica. Una concentracion celular
Optima es de 10° células por mL de agua de mezcla (Krishnapriya et al., 2015); y la
solucion de cementacion es la mezcla de urea y CaCl, con una proporcién de volumen de
1:1, ya que la urea proporciona la fuente de nitrégeno y energia para el crecimiento de las

bacterias y el CaCl, proporciona a los iones de calcio para reforzar el concreto. Segun el
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mecanismo de reaccion bioguimica de MICP, el contenido de CaCO3 aumenta con el
aumento de la concentracion de la solucion de cementacion. Por lo tanto, se recomienda
que se utilicen cuatro niveles de concentracion (0,5 mol/L, 1,0 mol/L, 1,5 mol/L y 2,0
mol/L) para el estudio de la influencia de la concentracion de la solucién de cementacion

en el efecto de refuerzo del MICP (Li et al., 2023).

A. Factores de sobrevivencia de bacterias en concreto

En efecto ciertas bacterias logran sobrevivir luego de 5 dias aproximadamente, al haber
sido adicionada como solucion bacteriana a los diversos materiales de concreto, y en
consecuencia aumentan la resistencia en los materiales de construccidn acto seguido de la
muerte de las bacterias. A causa de las reacciones enzimaticas posteriores a la
supervivencia dentro del molde de concreto.

Cabe resaltar que las bacterias no ureoliticas incorporadas en concreto sobreviven bajo
condiciones extremas gracias a su capacidad de tolerar pH elevado, la baja disponibilidad
de nutrientes y la presion mecéanica generada durante el proceso de fraguado del material.
Considerar que el tiempo de viabilidad de las bacterias dentro del concreto ha de ser
limitado, los productos metabdlicos que han sido generados por estas bacterias
desempefian un papel crucial incluso después de su muerte, al promover los procesos
como la formacion de CaCOs (Bhutange y Latkar, 2020).

En sintesis, el tiempo de supervivencia de las bacterias depende de factores como la
especie bacteriana, el pH alcalino que causa que las bacterias superen a través de sus
mecanismos de resistencia, y la coexistencia de porosidad. Teniéndose en cuenta que los
poros en la matriz del concreto pueden servir como refugios para las bacterias, al facilitar
la retencion del agua y de los nutrientes esenciales para su supervivencia y mas aun
después de su muerte, debido a los productos metabdlicos como la CA (Achal y Pan, 2010;

Bhutange y Latkar, 2020; Dhami et al., 2014).
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2.2.12. Prueba de precipitacion de CaCOs

La prueba de precipitacion de CaCOz inducida por bacterias es importante porque nos
permite comprender mejor los procesos de la biomineralizacion, explorar sus diferentes
aplicaciones en la restauracion de estructuras, ya que se ha demostrado su aplicacién como
una estrategia potencial en la restauracion de estructuras patrimoniales; y también se
considera como un potencial en la industria de la construccién, como es en la
autorreparacion de grietas en materiales como el concreto (Ortega et al., 2022).

Para realizar esta prueba, se requiere que primero se dé la preparacién del medio de cultivo
liguido y/o sélido, el cual contiene los nutrientes necesarios para el crecimiento
bacteriano, asi como una fuente de carbono y calcio, ademas del agente gelificante al
medio liquido para el medio sélido. Luego se inocula en el medio de cultivo la bacteria
deseada y se incuba a la temperatura y condiciones adecuadas para el crecimiento
bacteriano. Asimismo, se debe tener en cuenta la adicion de fuentes de carbonato y calcio
al medio de cultivo para inducir la precipitacion de CaCOs. Después se observa la
formacién de precipitados de CaCOsz en el medio de cultivo liquido y sélido de manera
visual o mediante técnicas analiticas como la espectroscopia infrarroja o la microscopia

electronica (Ruiz, 2020).

A. Medio B4y su importancia

En 1973, Boquet y sus colaboradores implementaron el medio B4 para estudiar la
precipitacion de CaCOs, desde entonces, se ha utilizado en el estudio diferentes cepas
bacterianas para evaluar su capacidad de precipitacion de CaCOs. ElI medio B4 es un
medio de precipitacion muy eficaz, y tiene esta propiedad debido al Gnico componente
tamponado que es el extracto de levadura, lo cual es rico en proteinas; sin embargo, este

componente le confiere un pH de 6,5 a 7,5 al medio, razén por la que el medio debe ser
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titulado a un pH alcalino. Ya que se ha determinado que el medio B4 a un pH de 8,2
favorece la precipitacion de CaCOs; un pequefio cambio en las condiciones de
amortiguacion afecta la precipitacion. Por ello es importante la alcalinidad del medio antes
de la inoculacién bacteriana, ya que en un pH &cido la bacteria no precipita CaCOs3
(Marvasi et al., 2012).

Después de la inoculacién de las cepas bacterianas en el medio B4, las células bacterianas
comienzan a hidrolizar los aminoacidos originados en el extracto de levadura, producen
NHs, aumentan el pH y unen el Ca 2* originado en el medio de cultivo a los grupos
funcionales polarizados y cargados negativamente presentes en las superficies bacterianas

(Enyedi et al., 2020).

2.2.13. Extraccion y cuantificacion de CaCOs

Se realiza un lavado con agua destilada estéril en el medio sélido donde se inocul6 la
bacteria precipitadora de CaCOz para eliminar impurezas y componentes no deseados que
puedan interferir con la cuantificacion del CaCOs. El uso de papel filtro después del
lavado permite separar el CaCO3 del medio (Aristizabal et al., 2017). En el medio liquido
B4, se utiliza lisozima para lisar las bacterias y liberar el CaCOs, el cual luego se

cuantifica con ayuda del papel filtro (Khan et al., 2020).

2.2.14. Métodos y pruebas de identificacion bioquimica de bacterias

precipitadoras de CaCOs

A. Aislamiento

En el aislamiento de bacterias precipitadoras de CaCOs de diferentes tipos de suelo se

puede utilizar el medio de cultivo Luria Bertani (LB) enriquecido con CaCOsal 0,2 %.
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Algunas de las bacterias reportadas como bioprecipitadoras de CaCO3zson Bacillus cereus,
S. pasteurii, B. subtilis y Myxococcus xanthus. La precipitacion de CaCO3z puede ocurrir
como producto de un proceso metabo6lico microbiano, por ejemplo, la fotosintesis, la
hidrolisis de la urea y la reduccién de sulfatos. La carga natural negativa y los grupos
funcionales de la pared celular favorecen la fijacion de Ca?*, Mg?* y Fe?*, haciéndose de

los microorganismos sitios de nucleacion ideales (Nookala, 2023).

B. Coloracion Gram

La coloracién Gram es un método que nos permite dividir a los microorganismos en gram
positivos y gram negativos, donde las gram positivas son los que resisten la accion
colorante del disolvente alcohol acetona, mediante el tratamiento con un colorante basico
y lugol, mientras que las gram negativas son decoloradas, luego son tefiidas con un
colorante de contraste que es la safranina (Sacsaquispe et al., 2005).

Su fundamento radica en la estructura y composicion de la pared celular de la bacteria, en
cuanto a las bacterias gram negativas presentan la capa de peptidoglicano mucho mas
delgada (3-5 nm) y poseen una membrana externa de estructura compleja en cuya
composicion intervienen fosfolipidos, proteinas y lipopolisacaridos; a diferencia de la
pared celular de las bacterias gram positivas, las cuales estan constituidas por una gruesa
capa de peptidoglicano (20-30 nm) que es un polimero de N- acetil glucosamina y
formados por aminoéacidos, en arreglos que varian de una especie bacteriana a otra. En las
capas de las bacterias gram positivas también se pueden encontrar acidos teicoicos
formados por ésteres fosfato de glicerol o ribitol y &cidos lipoprotéicos cuya estructura es
similar a los acidos teicoicos pero se hallan anclados a la membrana citoplasmatica

(Sacsaquispe et al., 2005).
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C. Coloracion de esporas con verde malaquita

La coloracion de esporas con verde malaquita es un método que nos permite ver una forma
de esporulacién que le da resistencia a la bacteria, el cual es generado por algunos géneros
de bacterias gram positivas. Las endosporas son estructuras que aseguran la supervivencia
de estas bacterias en condiciones desfavorables de temperaturas, radiacién ultravioleta y
agentes quimicos. Las esporas bacterianas estan rodeadas por gruesas envolturas y tienen
muy bajo contenido de agua. Su corteza estd compuesta por un peptidoglicano que
contiene menos enlaces cruzados que el correspondiente a la pared celular, su cubierta
estd formada por una proteina del tipo de la queratina con gran cantidad de puentes
disulfuro. Esta capa es fundamental para la resistencia de la espora a los agentes fisicos y
quimicos. Las células vegetativas se tifien de rosa, mientras que las esporas conservan el
color verde de malaquita. Cabe resaltar que una vez coloreadas son dificiles de decolorar

(Santambrosio, 2009).

D. Identificacion bioquimica

El ABIS online (Advanced Bacterial Identification Software) es una herramienta de
laboratorio para la identificacion de bacterias basada en caracteres bioquimicos. Las
pruebas bioguimicas se realizan para identificar especies bacterianas con ayuda del ABIS
online, ya que nos permiten detectar caracteristicas metabdlicas distintivas de ciertos
microorganismos, de modo que facilitan su clasificacion (Asenjo, 2019). Para las bacterias
gram positivas como Bacillus, Paenibacillus, Staphylococcus y Microccus, se emplean
pruebas especificas como la hidrolisis de caseina, almiddn, gelatina, catalasa, citrato, entre
otras, para su caracterizacion. Estas pruebas son fundamentales para la identificacion

precisa de bacterias (Fernandez et al., 2010).
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CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1. Nivel de investigacion

Descriptivo, porque el objetivo principal de este estudio fue caracterizar
microbioldgicamente a las bacterias precipitadoras de CaCQOg aisladas de suelos
ureicos y calcareos de la provincia de Cajamarca sin la intervencion directa en los

sujetos o variables de estudio.

3.2. Tipo y disefio de estudio

El tipo de estudio es basico porque se exploré en las teorias y principios generales
del conocimiento cientifico existente, ademas de generar nuevos conocimientos
con el fin de proporcionar una base para investigaciones aplicadas futuras en
bioconcreto.

El disefio de estudio es cuasiexperimental, porque se establecieron 4 grupos
experimentales y un control negativo para evaluar los efectos de esta intervencion;
ademas, los sujetos se agruparon segun criterios preexistentes y de esa manera se
modificaron intencionalmente las variables independientes para observar su efecto
en la variable dependiente que fue el sellamiento de las fisuras en cubos de
concreto. Esto permitio tener una mayor aplicabilidad en contextos reales porque

no se alteraron mucho las condiciones naturales.
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3.3. Material bioldgico

e EIl material bioldgico estuvo conformado por las bacterias presentes en las

muestras de suelos ureicos y calcareos de la provincia de Cajamarca.

3.4. Area de estudio o lugar de muestreo

En el presente estudio se recolectaron muestras de suelos ureicos y calcareos de los cinco
lugares de muestreo de la provincia de Cajamarca con el objetivo de identificar bacterias

precipitadoras de CaCOs, tal como se describe en la tabla 3.

Tabla 3. Descripcion de los suelos ureicos y calcéreos de la provincia de Cajamarca.

Tipo de o Coordenadas geograficas
suelo Lugar de muestreo Distrito. = titud  Longitud _ Altitud
Suelo rico en estiércol del Bafos del 7910'32.89"S 78°28'11.48"W 2628 m
fundo en Huayrapongo Inca
Suelo agricola del jardin de Bafios del
Suelos Las Hortensias — Tres 7°7'42.4"S  78°30'51.4"W 2832 m
urelcos Molinos Inca
Suelo agricola de la
Universidad Nacional de Cajamarca 7°10'3.8"S  78°29'34.8"W 2675 m
Cajamarca.
Suelos Cantera de Otuzco Ba:‘r?sade' 7°7'30.44"S  78°26'46.34"W 2752 m
calcareos Cantera de Namora Namora 7°11'33.02"S 78°17'51.30"W 2837 m

Las bacterias precipitadoras de CaCOs obtenidas y estudiadas en esta investigacion fueron

colectadas solamente de los 3 puntos de muestreo mostrados en la figura 5.
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Figura 5. Ubicacién geografica de los 3 puntos de muestreo de los suelos!'ureicos y calcareos de
la provincia de Cajamarca, de los cuales se obtuvieron las bacterias precipitadoras de CaCOs,

3.5. Colecta de muestras

Se recolectaron muestras de suelo de cada punto de muestreo (Tabla 3), considerandose
en cada punto de muestreo 20 submuestras, donde recorriéndose al azar en forma de zig-
zag se eligieron 20 puntos que distan 15 pasos (aproximadamente 5 m), para luego
colectarse las submuestras (Laboratorio de Analisis de Muestreo de Suelos — INIA, 2002);
en total se tomaron 20 submuestras de 1g aproximadamente de los diferentes puntos por
cada zona de muestreo (Amer et al., 2020); para esto, primero se limpio la superficie del
terreno y con ayuda de una espatula estéril se toma la muestra a una profundidad de 10 cm
(\Vargas Chacon y Vargas Cartagena, 2015). Luego, se reunieron todas las submuestras en
un frasco de vidrio estéril de 500 mL de capacidad y se mezclaron homogéneamente,
finalmente se obtuvo aproximadamente 20 g de muestra por cada zona de muestreo. Las
muestras fueron transportadas en cadena de frio hasta el Laboratorio de Microbiologia de
la Universidad Nacional de Cajamarca ubicado en el edificio 1D - 107, para su posterior
procesamiento.
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3.6. Técnicas e Instrumentos de Recoleccidon de Datos

En el Apéndice N°5 se ilustra de manera esquematica las técnicas e instrumentos
empleados para el aislamiento, caracterizacion y aplicacidn de bacterias precipitadoras de

CaCOs en el sellado de fisuras de concreto.

3.6.1. Aislamiento de bacterias precipitadoras de CaCO3

A. Inoculacién de la muestra de suelo en caldo LB

Se prepar6 25 mL del caldo LB alcalino por cada punto de muestreo, el cual estuvo
compuesto por 10 g/L de triptona, 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de cloruro de
sodio en 1 L de agua destilada (Farhat et al., 2023). El pH se ajusté a 10 con NaOH 2 N
(Shaheen et al., 2023). Luego se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 20 min.

Las muestras de suelo se homogenizaron y después se pesé 1 g de cada uno de las muestras
homogéneas para inocular en los 25 mL de caldo LB alcalino preparado anteriormente,
seguidamente se incub6 la muestra a 37 °C en agitacion mediante el shaker a 200 rpm

(Santos, 2021) durante 48 h (Amer et al., 2020).

B. Aislamiento de las bacterias de interés
De la solucién obtenida, se realizaron diluciones en serie (103, 10 10®) en solucion
salina (NaCl al 0,9 %). Seguidamente se sembraron mediante la técnica de estriado en
placas en medio solido LB alcalino; el cual estuvo compuesto por 10 g/L de triptona, 5
g/L de extracto de levadura, 10 g/L de cloruro de sodio y 15 ¢g/L de agar en 1 L de agua
destilada (Farhat et al., 2023), con pH ajustado a 10. Finalmente, las placas se incubaron

a 37 °C durante 24 h (Amer et al., 2020).
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C. Evaluacion de la precipitacion de CaCOsde bacterias en medio B4

a. Preparacion del medio sélido B4

El medio solido B4 estuvo compuesto por 2,5 g/L de acetato de calcio, 5 g/L
de glucosa, 4 g/L de extracto de levadura y 20 g/L de agar-agar. Para su uso el
pH del medio se ajust6 a 8,2 con NaOH 1N (10 o 20 uL) antes de esterilizar el

medio (Marvasi et al., 2012).

b. Precipitacién de CaCO3

Enseguida, los aislados bacterianos obtenidos de las placas de medio solido LB
alcalino se sembraron por agotamiento en placas de medio solido B4. Finalmente
se sell6 la placa con cinta parafilm y se incubd a una temperatura 6ptima de 21 -
25 °C (Enyedi et al., 2020) durante 15 dias (Giraldo, 2017) en oscuridad (Garcia

et al., 2016).

c. Determinacién de la precipitacion de CaCOs3

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién del medio sélido B4,
cuidadosamente se recolecto con el asa bacterioldgica el precipitado blanquecino
formado alrededor de las colonias en un papel filtro estéril, luego se afiadi6 1 gota
HCI aq) al 10 % para asi determinar la presencia de CaCOg, verificandose que la

reaccion debe manifestarse como una efervescencia o burbujeo. (Rivera, 2015).

3.6.2. Inoculacion en medio liquido B4 para extraccién y cuantificacion de

CaCOs3

Los 5 aislamientos se inocularon en 50 mL de medio liquido B4 en 5 matraces de 125 mL,
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este medio se ajusté a un pH 8 con 1 M de hidréxido de sodio (NaOH) (Garcia, 2021),
luego se incubaron los matraces en agitacion a 180 rpm y 30 °C durante 15 dias, después
se recogieron submuestras en tubos eppendorf de 2 mL a los dias 1, 5, 10 y 15; y en cada
momento se realizd la prueba de shock térmico y se centrifugd la submuestra a 8000 rpm
durante 10 minutos para separar el precipitado del sobrenadante, asimismo se realiz6 el
lavado respectivo con solucion salina (Li et al., 2023).

La solucidén obtenida se filtrd en papel de filtro Whatman N°1 (Fisher Scientific, Reino
Unido) (90 mm de didmetro), estos filtros se pesaron antes y después de la recoleccion de
cristales para estimar las cantidades de cristales de CaCOs precipitados por los diferentes
aislados (Zamarrefio et al., 2009). Después se dejo secar durante 3 dias a 37°C para luego

pesar. El peso del precipitante CaCO3z (W c) se determind a partir de la siguiente ecuacion:

Wc - ch - Wf

donde (Wfc) es el peso del papel de filtro que contiene precipitante; y (Wf) es el peso del

papel de filtro vacio, es decir, sin el precipitante (Krishnapriya et al., 2015).

3.6.3. Determinacion del porcentaje de sellamiento de fisuras en cubos de

concreto, con bacterias precipitadoras de CaCOs

A. Preparacion de las soluciones bacterianas y sustrato

Para obtener la solucién bacteriana, se prepar6 dos tipos de soluciones: solucion de células
vegetativas de las 5 especies bacterianas y solucion de esporas de las 2 especies
esporuladas, las cuales se requirieron para su uso posterior (Amer et al., 2020), tal como

se describe a continuacion:
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a. Solucion de células vegetativas
Se prepararon 30 mL de caldo LB alcalino para cada uno de los 5 matraces
predispuestos para las 5 especies bacterianas, luego del autoclavado se inocularon
estas especies bacterianas por separado, considerandose 9 colonias de 18 horas de
crecimiento en medio s6lido LB alcalino; se incubaron a 30°C en agitacion a 100
rpm durante 24 horas y luego se preservaron a 4°C.

b. Solucidén de esporas
Se prepard también en 2 matraces 30 mL de caldo LB alcalino para cada especie
bacteriana esporulada, luego se autoclavé y se inoculd cada bacteria
considerandose 9 colonias de 18 horas de crecimiento en medio sélido LB
alcalino. Asimismo, se pes6 0,01 g/L de MnSO4H-0 y se adiciond a la solucion
preparada después de la inoculacién bacteriana. Finalmente se incubd a 30 °C en
agitacion a 100 rpm durante 30 dias. Al cabo del tiempo transcurrido, se
centrifugd la solucién durante 4 minutos a 5000 rpm, se elimind el sobrenadante
y se suspendi6 en solucidn salina, luego se lavaron las esporas formadas con agua
destilada. Para corroborar la presencia de esporas en la solucion, se observé en un

examen directo en fresco y mediante la coloracion Gram (Apéndice N° 6).

Por otro lado, para obtener el sustrato se afiadio 20 g/L de CaCl; a la solucién salina al 0,9
%, después las soluciones bacterianas (vegetativas/esporas) se diluyeron por separado con
solucion salina al 0,9 % hasta lograr una concentracion bacteriana de 10° células/mL
(Amer et al., 2020) segun el sistema de McFarland. Finalmente, estas soluciones

preparadas se conservaron a 4°C para su posterior uso.
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B. Preparacién de cubos de concreto

El concreto estuvo compuesto por arena fina, cemento Portland y agua de grifo; en el caso
de preparar el bioconcreto 1y 2 se agreg6 una solucion bacteriana a la mezcla de concreto
en vez del agua de grifo; y en el bioconcreto 3 ademas de adicionar la solucion bacteriana
se agrego el sustrato (CaCl.), tal como se describe en la tabla 4. Primero se cuantificaron
las cantidades de cada uno de los componentes en base a las 5 bacterias que demostraron
su capacidad de precipitar CaCO3, cabe resaltar que se mantuvo la relacion constante entre
agua y cemento en 0,5 (SENCICO 2009) y la proporcién de cemento y arena fue de 1:3
en masa (Amer et al., 2020). Asimismo, por cada bacteria se consideraron 3 ensayos por

cada grupo de control de concreto asi como se detalla en la tabla 4 (Garcia, 2021).

Tabla 4. Distribucion de los grupos control con sus materiales requeridos tanto para la
preparacion de la mezcla de concreto como para el tratamiento de fisuras

GRUPO CONTROL GRUPOS EXPERIMENTALES
METODO NEGATIVO Concreto Bioconcretol Bioconcreto2 Bioconcreto 3
Cemento Cemento Cemento Cemento Cemento
Arenafina  Arena fina Arena fina Arena fina Arena fina
Materiales de Agua de Agua de

Agua de mezcla

preparacion mezcla mezcla
de mezcla de Agua de Agua de Solucién
concreto mezcla mezcla Solucién Solucién bacteriana
bacteriana bacteriana Sustrato
(CaCly)
Fisura Si
Tratamiento
de Agua de Solucién . Solucién Solucién
. : : Agua de grifo : -
sellamiento grifo bacteriana bacteriana bacteriana
de fisuras

El mezclado homogéneo se realizd por lo menos durante 90 segundos, segln
“Standard Specification for Ready-Mixed Concrete” (ASTM C 94M) (5.8.4.)
Ademas, el agua empleada en la preparacion y curado del concreto fue potable

segun corresponda (3.4.1.). Y la temperatura del concreto al ser colocado en los
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cubos no fue mayor de 32° C (5.11.2.) (SENCICO 2009).

Los cubos a utilizados fueron de medida 22 mm x 22 mm x 19 mm (Apéndice N°4);
y el volumen de concreto a llenar en cada cubo fue de aproximadamente 15 mL. La
fisura se realiz6 con una lamina cubre objetos de 0,13 mm de ancho y a una
profundidad de 10 mm. Después se curaron las muestras en agua o solucion de
células vegetativas / esporas segun corresponda durante 24 horas (Asenjo, 2019). Y
se esperd su solidificacion durante 1 dia, luego se realiz6 el tratamiento de curacion

de grietas correspondiente.

C. Tratamiento de sellamiento de fisuras

El tratamiento de sellamiento de fisuras se realizé durante 45 dias a una temperatura
25 °C y se inocularon las soluciones de tratamiento respectivo los dias impares
observandose los sellamientos a nivel macroscopicamente, al medir con el
fisurometro (Apéndice N° 8), y tomandose la evidencia correspondiente con camara

digital (Garcia, 2021).

3.6.4. Caracterizacion microbiologica de las bacterias precipitadoras de

CaCOs

A. Caracterizacién macroscépica y microscépica

Una vez evaluado la precipitacion de CaCOs de los 5 aislamientos de los 3 putos de

muestreo, se caracterizaron los diversos tipos de colonias de bacterias precipitadoras de

CaCOsen las placas de medio solido LB alcalino y se anotaron las caracteristicas mas

importantes (Anexo N° 1). Asimismo, se realiz6 un estudio microscopico de cada colonia

aislada, mediante la coloracién Gram (Sacsaquispe et al., 2005) (Anexo N° 2) y la tincion

de esporas segun Santambrosio (2009) (Anexo N° 3), con la finalidad de observar el

comportamiento tintorial, la forma, el tamafio, las agrupaciones de las células, la presencia
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y ubicacion de las esporas (Reynoso et al., 2015).

B. Caracterizacion bioquimica e identificacion de especies
Se realiz6 la identificacion bioquimica a las 5 bacterias que precipitaron CaCOs,
realizandose las pruebas bioguimicas que se requieren de acuerdo al grupo de Bacillus y
Paenibacillus segun el software ABIS online (Asenjo, 2019): coloracion Gram, coloracion
de esporas con verde malaquita, motilidad, hidrdlisis de esculina, ONPG - B-galactosidasa,
catalasa, oxidasa, ureasa, lisina descarboxilasa, ornitina descarboxilasa, produccion de
indol, utilizacion de citrato, reduccion de nitratos, prueba de Voges-Proskauer; y
produccion de &cido a partir de: l-arabinosa, glucosa, inositol, maltosa, melibiosa,
rafinosa, ramnosa, sorbitol y sacarosa. Estas pruebas se llevaron a cabo de manera

tradicional y en el equipo semiautomatizado MicroScan.

3.7. Técnicas de Procesamiento y analisis de datos

Se utilizo el software ABIS online para la identificacion de bacterias basada en la
morfologia y caracteristicas bioquimicas, donde se obtuvieron resultados informativos. Se
construyd una base de datos en el programa Excel, con los pesos obtenidos en la
produccion de CaCOsz de cada uno de los aislados bacterianos en medio B4, asimismo los
porcentajes obtenidos en el sellamiento de fisuras en cada grupo experimental.
Posteriormente, se utilizo el programa IBM SPSS Statistics version 25, para analizar los
datos obtenidos y determinar si existe diferencia significativa, considerandose un nivel de
confianza de 95 % y un valor de p < 0,05. Las pruebas estadisticas utilizados se describen

en la tabla 5.
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Tabla 5. Pruebas estadisticas realizadas en el programa IBM SPSS Statistics version 25 para
andlisis de datos.

Prueba estadistica Propdésito

Visualizar la distribucion de una variable numérica a través
Diagrama de Cajas Agrupado de sus cuartiles, para identificar valores atipicos y comparar
la variabilidad entre diferentes grupos.

Kolmogorov-Smirnov .
Shapiro-Wilk Evaluar la normalidad de los datos

Homogeneidad de varianzas  Evaluar si las varianzas de los diferentes grupos son iguales

o Evaluar el efecto de las variables independientes sobre la
ANOVA univariado variable dependiente, considerando el anélisis dentro de los
grupos comparados

Dunnett Comparar el grupo de control negativo con las demas
Pruebas post-hoc especies
Scheffe Comparaciones multiples entre todos los grupos
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

4.1.1. Aislamiento de bacterias precipitadoras de CaCOs provenientes de

suelos ureicos y calcareos de la provincia de Cajamarca

De 28 aislamientos provenientes de los cinco puntos de muestreo, evaluados
en medio so6lido LB alcalino y en medio s6lido B4, solo 5 aislamientos
lograron precipitar CaCOs. Las bacterias provienen de distintos puntos de
muestreo, como se describe en la tabla 6. Las caracteristicas de las muestras
de suelo, se describen en la misma tabla.

Tabla 6. Caracteristicas de los suelos ureicos y calcareos de la provincia de Cajamarca
de donde se obtuvieron las muestras.

Codigode  Caracteristicas de suelo
LUGAR DE MUESTREO aislamiento

pH Tipo
Suelo agricola de la Universidad Nacional de Cajamarca UNC4 5 Ureico
Suelo agricola del Jardin de Las Hortensias HRT2 6 Ureico
Suelo de Cantera de Namora CNS1 6 Calcareo
Roca de Cantera de Namora RCNL 7 Roca calcéarea
RCN4

4.1.2. Precipitacion de CaCOsde bacterias en medio sdlido B4
La formacion del precipitado de CaCOsz se evidencié alrededor de las
colonias, visualizdndose con un color blanquecino que se formé producto del
metabolismo microbiano de cada aislado en medio sélido B4. Asimismo, se
confirmé la presencia de CaCOs, mediante la efervescencia rapida que se
produjo al reaccionar este precipitado al agregarle HCI g al 10 %, como se

muestra en las imagenes de la figura 6.

44



Figura 6. Evaluacion de la precipitacion de CaCOz de bacterias en medio solido B4 a
nivel macroscépico.
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4.1.3. Cuantificacion de CaCOs precipitado por bacterias en medio liquido
B4.

En la figura 7 se muestra el peso del CaCOz precipitado por cada especie, representandose
mediante gréafico de barras la produccion de CaCOs, donde destaca el aislamiento UNC4
cuya produccion fue mayor en comparacion con los demas aislamientos. El aislamiento

UNC4 en el dia 5 produjo 0,005 g de CaCOg, en el dia 10 logré producir 0,026 g y hasta

el dia 15 produjo 0,047 g de CaCQOsa.
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B 0.040 |

g 0.030
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[} 1 .
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c 1

S
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S 0000 s s e =

c

S UNC4 HRT2 CNS1 RCN1 RCN4

Dia 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Dia 5 0.005 0.004 0.002 0.001 0.008
Dial0  0.026 0.016 0.014 0.018 0.023
Dial5  0.047 0.028 0.026 0.035 0.038

Cantidad de CaCO; producido por las especies

Figura 7. Produccion de CaCOs por las especies bacterianas en medio liquido B4.

4.1.4. Porcentaje de sellamiento de fisuras en cubos de concreto, con

bacterias precipitadoras de CaCOs

La capacidad de sellamiento producido por las especies bacterianas se muestra en las
imagenes de la figura 8, las imagenes corresponden al dia 1 de pretratamiento y al dia 45
postratamiento, describiéndose la media de los 3 ensayos realizados en cada dia y en cada
especie bacteriana; asimismo, en la tabla 7 se describe las medias y su desviacion estandar

de las fisuras en concreto por bacterias precipitadoras de CaCOs
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Figura 8. Sellamiento de fisuras en concreto practerias precipitadoras de CaCOs

Tabla 7. Medias de las fisuras en el pretratamiento (dia 1) y postratamiento (dia 45) en
concreto por bacterias precipitadoras de CaCOs

GRUPO Dia/ UNC4 HRT2 CNS1 RCN1 RCN4
EXPERIMENTAL ~ ESpecie  pjedia SO Media SD  Media SD Media SD  Media SD

DIA1 0367 0058 0333 %0058 0467 0115 0567 0,058 0,567 0,029
DIA45 0183 0020 0233 #0,115 0333 0,104 0383 0058 0,350 0,087
DIA1 0500 0100 0583 0029 0567 0,058 0483 0,115 0600 0,050
DIA45 0367 0020 0533 0,029 0500 0087 0417 0153 0517 0,029
DIA1 0283 0115 0233 0144 0117 0,029 0250 0,132 0150 0,000
DIA45 0133 +0020 0117 #0115 0050 0000 0117 0076 0,050 0,000
DIA1 0283 *0115 0150 0000 0233 0,104 0267 0,115 0,167 0,058
DIA45 0133 0020 0083 0,029 0167 0029 0,167 0,029 0,083 0,058

CONCRETO

BIOCONCRETO 1

BIOCONCRETO 2

BIOCONCRETO 3
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A continuacién, se muestran los porcentajes de sellamiento en cubos de concreto en los

diferentes grupos experimentales para tratamiento de las fisuras empleados en este

estudio: concreto, bioconcreto 1, bioconcreto 2 y bioconcreto 3 con las soluciones

bacterianas: SV como solucion de células vegetativas y SE como solucién de esporas a

una concentracién de 0,5 en McFarland. Las mediciones de las fisuras se realizaron con

fisurometro (Apéndice N° 8) en los dias representativos 1, 11, 22, 33 y 45; asimismo se

determind el porcentaje de sellamiento realizado por cada bacteria de estudio.
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2 000
>

—l— CONTROL NEGATIVO

B. thurigiensis-CONCRETO SV

B. acidicéle-CONCRETO SV
== B. subtilis-CONCRETO SV
—@—B. simplex-CONCRETO SV
= B. gelatini-CONCRETO SV
e B. thurigiensis-CONCRETO SE
= B. gelatini-CONCRETO SE

Especie - Tratamiento

DIA1
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

DIA 22
0.00
18.18
10.00
14.29
11.76
14.71
10.81
3.23

Porcentaje de sellamiento por dia %

DfA. 45
0.00

50.00
30.00
28.57
32.35
38.24
13.51
16.13

Figura 9. Porcentajes de sellamiento de fisuras en concreto por bacterias precipitadoras
de CaCOa. *SV: Solucién de células vegetativas, SE: Solucién de esporas
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Figura 10. Porcentajes de sellamiento de fisuras en bioconcreto 1 por bacterias
precipitadoras de CaCOs. *SV: Solucion de células vegetativas, SE: Solucién de esporas
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8.57
11.76
13.79
13.89
46.15
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B. thuringiensis (UNC4) en el grupo experimental de concreto, donde la fisura fue tratada
durante 45 dias con solucion de células vegetativas, demostro ser la mas destacada por su
capacidad de sellamiento hasta un 50 %. De otro lado, la bacteria B. gelatini (RCN4)

logré un sellamiento de 38,24 % en el mismo periodo de tiempo (Figura 9).

En la condicién de bioconcreto 1, preparado con arena fina, cemento y solucion bacteriana
a una concentracién de 0,5 de McFarland; y el tratamiento de fisuras realizado con la
aplicacion de agua potable, se logra observar que la bacteria B. gelatini (RCN4) sell6 un
55,56 % y es mas efectiva en solucion de esporas, ademas la bacteria B. thuringiensis
(UNC4) como solucién de esporas también logro sellar un 46,15 % en un tratamiento de

45 dias, tal como se muestra en la figura 10.
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B. thurigiensis- BIOCONCRETO 2 - SV 0.00 11.76 17.65 35.29 52.94
B. acidicéle-BIOCONCRETO 2 - SV 0.00 0.00 14.29 28.57 50.00
—4&— B. subtilis-BIOCONCRETO 2 - SV 0.00 0.00 0.00 28.57 57.14
== B. simplex-BIOCONCRETO 2 - SV 0.00 20.00 26.67 40.00 53.33
—a—B. gelatini-BIOCONCRETO 2 - SV 0.00 33.33 33.33 33.33 66.67
B. thurigiensis-BIOCONCRETO 2 - SE 0.00 8.33 0.00 8.33 33.33
== B. gelatini-BIOCONCRETO 2 - SE 0.00 6.67 26.67 26.67 33.33
Especie - Tratamiento Porcentaje de sellamiento por dia %

Figura 11. Porcentajes de sellamiento de fisuras en bioconcreto 2 por bacterias
precipitadoras de CaCOs. *SV: Solucion de células vegetativas, SE: Solucién de esporas

Seguidamente, en la condicion de bioconcreto 2, donde ha sido preparado previamente con

arena fina, cemento y solucion bacteriana a una concentracion de 0,5 de McFarland; y su
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tratamiento de fisuras se realiz6 con la aplicacién de la misma solucién bacteriana
(vegetativa/esporas) de cada bacteria. Se observa que la bacteria B. gelatini (RCN4) como
solucion de células vegetativas, sell6 un 66,67 % de la fisura, seguidamente de las especies
bacterianas B. subtilis- CNS1 (57,14 %) y B. acidicele- HRT2 (50 %) tal como se muestra

en la figura 11.
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B. subtilis-BIOCONCRETO 3 - SV 0.00 7.14 21.43 21.43 28.57
B. simplex-BIOCONCRETO 3 - SV 0.00 6.25 18.75 25.00 37.50
B. gelatini-BIOCONCRETO 3 - SV 0.00 20.00 20.00 30.00 50.00
B. thurigiensis-BIOCONCRETO 3 - SE 0.00 11.54 23.08 30.77 38.46
B. gelatini-BIOCONCRETO 3 - SE 0.00 21.43 42.86 42.86 50.00
Especie - Tratamiento Porcentaje de sellamiento por dia %

Figura 12. Porcentajes de sellamiento de fisuras en bioconcreto 3 por bacterias
precipitadoras de CaCOs *SV: Solucion de células vegetativas, SE: Solucion de esporas

En la condicion de bioconcreto 3, que se preparé con una mezcla de solucién
bacteriana, arena fina, cemento y sustrato (CaCl,); y con un tratamiento de fisuras en
concreto utilizandose la solucion de células vegetativas / esporas de la bacteria a una
concentracion de 0,5 de McFarland. Se determind que la bacteria B. thuringiensis
(UNC4) logré sellar un 52,94 % de las fisuras en concreto con tratamiento de solucién
de celulas vegetativas, seguidamente la bacteria B. gelatini (RCN4) sell6 hasta el 50
% tanto en el tratamiento con solucién de células vegetativas como también con

solucion de esporas, tal como se muestra en la figura 12.

4.1.5. Caracteristicas microbiologicas de bacterias precipitadoras de CaCOs

Cada uno de los aislados fue caracterizado a nivel macroscopico y microscopico tal como
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se muestra en las imagenes de la figura 7. También se evalud el perfil bioquimico de cada

aislamiento, con los datos obtenidos se logré identificar las especies mediante el uso del

software ABIS online, tal como se describe en las tablas 7, 8 y 9.

Figura 13. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de bacterias precipitadoras de
CaCOs provenientes de suelos ureicos y calcareos de la provincia de Cajamarca
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Tabla 8. Descripciodn de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de bacterias
precipitadoras de CaCO:s.

Caracteristicas macroscopicas de la colonia

Caracteristicas

Cddigo de microscopicas
aislamiento Tiempo  Color Borde Forma Elevacion Superficie Diametro  Gram Esporas
(h) (cm) (+/-)  (+/-) Ubicacién
UNC4 48 Crema Entero Circular Plana Rugosa 0,4 * + Central
HRT2 48 Crema  Ondulado  Irregular Elevada Cremosa 0,4 * - -
CNS1 48 Blanco Entero Circular  Convexa Rugosa 0,1 * - -
RCN1 48 Blanco Entero Circular Elevada Rugosa 0,1 * - -
RCN4 48 Crema Entero Circular Elevada Lisa 0,2 * + Terminal

Tabla 9. Caracteristicas microscopicas y bioquimicas de bacterias precipitadoras de

CaCO:as.

Cadigo de aislamiento

N Pruebas para identificacion bioquimica UNC4 HRT2 CNS1 RCN1I RCN4
1 Gram positivos + + + + +
2 Motilidad + - + + +
3 Espora central + - - - -
4 Espora terminal - - - - +
5 Hidrolisis de esculina + + + + +
6 ONPG - p-galactosidasa - - + - -
7 Catalasa + + + + +
8 Oxidasa - + - - -
9 Ureasa - - - - -
10 Lisina descarboxilasa - - + - -
11 Ornitina descarboxilasa - - + - -
12 Produccidn de indol - - - - -
13 Utilizacion de citrato + - + - -
14 Reduccion de nitratos + - + - -
15 Prueba de Voges-Proskauer + + + + +
16  Produccién de acido a partir de: L- arabinosa - - + - -
17 Produccion de &cido a partir de: Glucosa + + + + +
18 Produccion de &cido a partir de: Inositol - - + - -
19 Produccion de &cido a partir de: Maltosa + - + - -
20 Produccion de &cido a partir de: Melibiosa - + - -
21 Produccion de &cido a partir de: Rafinosa - - + - -
22 Produccion de &cido a partir de: Rhamnosa - - + - -
23 Produccion de acido a partir de: Sorbitol - - + - -
24 Produccion de acido a partir de: Sacarosa + + + + -
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Sellamiento (mm)

Tabla 10. Identificacion de bacterias precipitadoras de CaCOs en el software ABIS
online (Apéndice N° 7).

o Codigo de Identificacion bioquimica
aislamiento Especie % Similitud
1 UNC4 Bacillus thuringiensis 96,20 %
2 HRT2 Bacillus acidicele 86,40 %
3 CNS1 Bacillus subtilis 75,40 %
4 RCN1 Bacillus simplex 79,90 %
5 RCN4 Bacillus gelatini 82,7 %

4.1.6. Evaluacion de diferencias entre grupos: grupos experimentales y

bacterias precipitadoras de CaCOs

Para el anélisis estadistico se considerd la variable dependiente del sellamiento, el cual
es la diferencia de la medida del ancho de la fisura entre el pretratamiento (Dia 1) y
postratamiento (Dia 45). En el diagrama de cajas agrupado se logrd observar las
diferencias en la medianay la dispersion entre los grupos presentados en el sellamiento
por el tratamiento con solucién vegetativa y de esporas, tal como se muestran en las

fiquras 14 v 15 respectivamente.

25
Grupo

experimental

W CONCRETO
MEBIOCONCRETO 1
M BIOCONCRETD 2

20
‘ W BIOCONCRETO 3

Ig 1 l ] l l
3 . Control
Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus negative

thuringiensis acidicele subtilis simplex gelatini

Figura 14. Diagrama de cajas agrupado de sellamiento de fisuras por especie por grupo
experimental — Tratamiento con solucion vegetativa

En el tratamiento con solucion vegetativa resalta el grupo experimental Concreto,

donde B. thuringiensis posee un menor rango entre sus datos, por lo tanto, tiene una
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menor dispersion de datos; a diferencia de B. simplex y B. gelatini que tienen una
mayor mediana con 0,25 mm de sellamiento, pero poseen una caja mas grande, lo cual
significa que tiene una mayor variabilidad entre sus datos (Figura 14). Mientras que el
tratamiento con solucion de esporas prevalece el grupo experimental bioconcreto 3,
destacandose B. thuringiensis con una mediana de 0,15 mm de sellamiento, sin
cruzamiento con otras medianas y con un menor tamafio de caja, reflejando menos

variabilidad entre los datos a diferencia de los otros grupos experimentales (Figura 15).

Grupo
Experimental

W CONCRETO

M BIOCONCRETO 1
M BIOCONCRETO 2
M BIOCONCRETO 3

Bacillus thuringiensis Bacillus gelatini Control negativo
Especie

Figura 15. Diagrama de cajas agrupado de sellamiento de fisuras por especie por grupo
experimental — Tratamiento con solucion de esporas

Para la solucion vegetativa mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov se determind que

los datos tienen una distribucién normal (p < 0,05); mientras que, para la solucién de

esporas, en la prueba de Shapiro-Wilk se obtuvo que los datos no cumplen una

distribucion normal (p < 0,05). Como en el tratamiento con solucion de esporas, no se

observd una distribucion normal en los datos, se aplicd la prueba de homogeneidad de

varianzas, donde se concluyo que las varianzas de los grupos son iguales (p > 0,05), por

lo tanto, se procedio a realizar las pruebas paramétricas para ambos tratamientos, ya que
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la potencia del analisis no paramétrico no permitio visualizar mejor las diferencias
significativas que se lograron ver con las pruebas paramétricas. En el analisis de varianza
(ANOVA univariado), en el tratamiento con solucién vegetativa se observo que las
variables de especie y grupo experimental tienen un efecto importante de manera
independiente, sin embargo, la combinacién de ambas variables no es significativo (p >
0,05), por lo tanto, al combinar ambas variables el efecto es irrelevante y el resultado de
un posterior andlisis sale igual. Mientras que, en el tratamiento con solucién de esporas,
solo la especie es diferente significativamente (p < 0,05) de manera independiente, tal

como se describe en la Tabla 11.

Tabla 11. Pruebas de efectos inter-sujetos, con variable dependiente el sellamiento (mm), en
tratamiento con solucion vegetativa/esporas

Solucion vegetativa Solucién de esporas

Origen F p valor F p valor
Modelo corregido 3,026 0,001 4,114 0,002
Interseccion 175,240 0,000 71,258 0,000
Especie* 9,387 0,000* 18,032 0,000*
Grupo experimental* 4,625 0,006* 1,667 0,201
Especie * Grupo experimental 0,587 0,871 0,699 0,653

* Prueba ANOVA univariado (p < 0,05)
Fuente: Resultados del analisis estadistico en IBM SPSS Statistics version 25.

En la prueba de Dunnett todas las cepas del tratamiento con solucion vegetativa/esporas,
mostraron un promedio de reduccion de fisuras superior al control negativo (Tabla 12),
debido a que el valor p < 0,05, por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula, concluyendo que
el tratamiento de fisuras de cada especie bacteriana tiene un efecto significativo en
comparacion con el control negativo.

Asimismo, en la prueba de Scheffé se vid diferencia significativa entre los grupos
presentados, determinandose que en el tratamiento con solucidn vegetativa las tres
especies B. simplex, B. gelatini y B. thuringiensis, fueron significativamente mayores que
el control negativo; mientras que el B. acidicele y B. subtilis resultaron similares al control

negativo (Tabla 13). Sin embargo, en el tratamiento con solucion de esporas las especies
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B. thuringiensis y B. gelatini son diferentes significativamente mayores al control
negativo (Tabla 13). Los datos de la tabla 13 de subconjuntos homogéneos se derivaron

de las tablas de diferencias observadas en los apéndices 9 y 10 seguin corresponda.

Tabla 12. Comparacion del control negativo con las especies mediante la prueba de T de
Dunnett (bilateral)? con variable dependiente el sellamiento (mm), en tratamiento con solucion
vegetativa/esporas.

Solucién vegetativa Solucién de esporas
(J) Control
(1) Especie nez%a':ll)vo Diferencia de Desv Diferencia de Desv
medias Errolr p valor IC al 95 % medias Erro.r p valor IC al 95 %
(1-9) (1-9)

B. acidicele CN 00833 002453 0,006 0,0195- 01471

B. subtilis CN 00833 002453 0,006 0,0195- 01471

B. simplex CN 0,1208°  0,02453 0000 0,0570- 0,1846

B. gelatini CN 0.1208" 002453 0.000 00570- 01846 0,0917" 0,01894 0,000 0,0472-0,1362
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05. IC: Intervalo de confianza, p < 0,05

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas grupos con este.

Fuente: Resultados del andlisis estadistico en IBM SPSS Statistics versién 25.

Tabla 13. Resumen de comparaciones multiples mediante la prueba de Scheffé* entre las
especies y el control negativo con tratamiento de solucion vegetativa y solucién de esporas.

Solucion vegetativa  Solucidn de esporas

Subconjunto Subconjunto

Especie N 1 2 1 2
Control negativo 12 0,0000 0,0000
B. acidicele 12 0,0833 0,0833
B. subtilis 12 0,0833 0,0833
B. simplex 12 0,1208
B. gelatini 12 0,1208 0,0917
B. thuringiensis 12 0,1542 0,1042
Sig. 0,059 0,161 1,000 0,806

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
*Prueba post hoc: Scheffé

Fuente: Resultados del analisis estadistico en IBM SPSS Statistics version 25.

Se demostr6 ademas que los 3 grupos experimentales bioconcreto 2, 3 y 1, fueron

similares en el tratamiento con solucién vegetativa, asi como en concreto y bioconcreto
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2. Aunque la Unica diferencia se dio entre bioconcreto 3 y 1 con concreto, observandose
mejor promedio en el concreto (0,1361 mm de curacion de fisura), tal como se presenta
en la tabla 14. Sin embargo, en el tratamiento con solucion de esporas los 4 grupos
experimentales son similares (Tabla 14).

Tabla 14. Resumen de comparaciones multiples mediante la prueba de Scheffé entre los grupos

experimentales con tratamiento de solucion vegetativa (Apéndice N° 11) y solucién de esporas
(Apéndice N° 12).

Solucién vegetativa Solucién de esporas
Grupo N Subconjunto Grupo \ Subconjunto

experimental 1 2 experimental 1
Bioconcreto 1 18  0,0667 Bioconcreto 2 9 0,0500
Bioconcreto3 18  0,0778 Concreto 9 0,0556
Bioconcreto 2 18 0,0944 0,0944 Bioconcreto 1 9 0,0611
Concreto 18 0,1361 Bioconcreto 3 9 0,0944
Sig. 0,592 0,242 Sig. 0,274

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

*Prueba post hoc: Scheffé

Fuente: Resultados del analisis estadistico en IBM SPSS Statistics version 25

La combinacion del grupo experimental de concreto con la especie B. thuringiensis es
significativo, porque el p < 0,05, concluyéndose que hay diferencia entre el dia 1y el dia
45 de tratamiento con solucion vegetativa, y el valor de t es 11; resaltandose que el dia 1
es significativamente mayor en promedio que el dia 45; de manera similar la especie B.
subtilis es significativo con un valor de t = 8. Asimismo, en el grupo experimental
bioconcreto 2 la especie B. acidicele es significativo con un valor de t = 7, tal como se
observa en la tabla 15. Por lo tanto, la variacion del dia 1 al dia 45 de tratamiento con
solucion vegetativa, solamente es significativo en concreto para las especies: B.
thuringiensis y B. subtilis, y para bioconcreto 2 la especie B. acidicele (Tabla 15).

En el tratamiento de fisuras con solucién de esporas, considerandose la combinacion del
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grupo experimental bioconcreto 3 con las especies B. thuringiensis y B. gelatini, se

observa que el valor t es 10 y 7 respectivamente; seguidamente el grupo experimental

concreto con la especie B. thuringiensis tiene un valor de t =5 (Tabla 16); por lo tanto,

se concluye que el dia 1 es significativamente mayor en promedio que el dia 45 en ambas

especies en los grupos experimentales mencionados. Las tablas 15 y 16 son el resumen

que derivan de los apéndices 13y 14.

Tabla 15. Resumen de prueba de muestras emparejadas en los grupos experimentales en el
tratamiento con solucion vegetativa de bacterias precipitadoras de CaCOs.

Grupo Desv. Sig.
experimental Especie Diferencia Media Desviacion t (bilateral)
Concreto Bacillus thuringiensis Dia 1 - Dia 45 0,1833333  0,0288675 11,000 0,008*

Bacillus acidicele Dia 1 - Dia 45 0,1000000  0,1000000 1,732 0,225
Bacillus subtilis Dia 1 - Dia 45 0,1333333  0,0288675 8,000 0,015*
Bacillus simplex Dia 1 - Dia 45 0,1833333  0,1154701 2,750 0,111
Bacillus gelatini Dia 1 - Dia 45 0,2166667  0,0577350 6,500 0,023*
Bioconcreto 1 Bacillus thuringiensis Dia 1 - Dia 45 0,1333333  0,1040833 2,219 0,157
Bacillus acidicele Dia 1 - Dia 45 0,0500000  0,0500000 1,732 0,225
Bacillus subtilis Dia 1 - Dia 45 0,0666667  0,0288675 4,000 0,057
Bacillus simplex Dia 1 - Dia 45 0,0666667  0,0577350 2,000 0,184
Bacillus gelatini Dia 1 - Dia 45 0,0833333  0,0577350 2,500 0,130
Bioconcreto 2 Bacillus thuringiensis Dia 1 - Dia 45 0,1500000  0,0866025 3,000 0,095
Bacillus acidicele Dia 1 - Dia 45 0,1166667  0,0288675 7,000 0,020*
Bacillus subtilis Dia 1 - Dia 45 0,0666667  0,0288675 4,000 0,057
Bacillus simplex Dia 1 - Dia 45 0,1333333  0,0577350 4,000 0,057
Bioconcreto 3 Bacillus thuringiensis Dia 1 - Dia 45 0,1500000  0,0866025 3,000 0,095
Bacillus acidicele Dia 1 - Dia 45 0,0666667  0,0288675 4,000 0,057
Bacillus subtilis Dia 1 - Dia 45 0,0666667  0,0763763 1,512 0,270
Bacillus simplex Dia 1 - Dia 45 0,1000000  0,0866025 2,000 0,184
Bacillus gelatini Dia 1 - Dia 45 0,0833333  0,0577350 2,500 0,130

* Prueba de Scheffé (p < 0,05). Fuente: Resultados del analisis estadistico en IBM SPSS Statistics

version 25.
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Tabla 16. Resumen de prueba de muestras emparejadas en los grupos experimentales en el
tratamiento con solucion de esporas de bacterias precipitadoras de CaCO:s.

Grupo Desv. Sig.
experimental Media  Desviacién t (bilateral)
Concreto Bacillus thuringiensis Dial-Dia45 0,0833333 0,0288675 5,000 0,038*

Bacillus gelatini Dial-Dia45 0,0833333 0,0763763 1,890 0,199
Bioconcreto 1 Bacillus thuringiensis Dial-Dia45 0,1000000 0,0500000 3,464 0,074
Bacillus gelatini Dial-Dia45 0,0833333 0,0577350 2,500 0,130
Bioconcreto 2 Bacillus thuringiensis Dial-Dia45 0,0666667 0,0288675 4,000 0,057
Bacillus gelatini Dial-Dia45 0,0833333 0,1040833 1,387 0,300
Bioconcreto 3 Bacillus thuringiensis Dial-Dia45 0,1666667 0,0288675 10,000 0,010*
Bacillus gelatini Dial-Dia45 0,1166667 0,0288675 7,000 0,020*

* Prueba de Scheffé (p < 0,05). Fuente: Resultados del analisis estadistico en IBM SPSS Statistics
version 25.
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4.2. Discusion

Este estudio tuvo como finalidad la caracterizacion microbioldgica de bacterias
precipitadoras de CaCOs aisladas de suelos ureicos y calcareos de la provincia de
Cajamarca, de donde resulta que 5 aislamientos lograron precipitar CaCOs;
demostrandose asi su potencial biotecnoldgico en la bioprecipitacion de CaCOs,
evidenciandose en su produccion en medio sélido B4 y en el sellamiento de fisuras

en cubos de concreto mediante los diferentes grupos experimentales.

Una de las caracteristicas importantes considerados en este estudio fue el tipo de
suelo, donde en el suelo ureico se esperaba aislar bacterias ureoliticas que por su
metabolismo precipitan CaCOsz (Cui et al., 2022), y en el suelo calcareo a bacterias
precipitadoras de CaCOs por su alta composicion de calcita, donde este es un
polimorfo de CaCOs (Imbellone et al., 2014); de manera que en ambos tipos de
suelos caracteristicos se evaluo la presencia de bacterias de interes. Ademas, dos de
los suelos ureicos considerados en este estudio fueron agricolas, considerandose por
la presencia de urea debido a la descomposicion de materia organica o a su aplicacion
como fertilizante. Sin embargo, las especies bacterianas en este estudio, a pesar su
origen y pH (Tabla 6), se determinaron como no ureoliticas y alcalinas,

considerandose aptas para su evaluacion en la bioprecipitacion de CaCOs.

Otra caracteristica importante fue el pH, donde el pH de los suelos evaluados
pertenecid a un rango de 5 — 7 (Tabla 6), rango que predomina en suelos agricolas
debido a la actividad microbiana, influyéndose de esta manera en los procesos como
la nitrificacion y la descomposicion de la materia organica para tener una mejor
disponibilidad de nutrientes propicios para el crecimiento de las plantas; y en los

suelos calcareos el pH suele estar entre 7,2 y 8,4 por la presencia de carbonatos de
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calcio y magnesio. Sin embargo, seguin Valencia et al., 2014, las especies bacterianas
precipitadoras de CaCO3 se desarrollan a un pH alcalino, y de acuerdo con Shaheen
et al., 2023 el medio LB tuvo un pH de 10, con el propdsito de aislar bacterias
precipitadoras de CaCOs en un medio alcalino; debido a que ya se demostraron en
estudios previos que las bacterias expuestas a un medio alcalino tienen una mayor

actividad precipitadora en un pH éptimo de 10.

En primer lugar, los niveles de pH no deben ser muy bajos porque el carbonato en
estas condiciones se disuelve y no logra precipitarse (Chaparro et al., 2018). En
segundo lugar, el pH del medio aumenta a causa de la actividad enzimatica y el
metabolismo bacteriano (Achal y Pan, 2010; Xu et al., 2014). En tercer lugar, en la
via activa del metabolismo bacteriano, el aumento del pH esta influenciado por la
oxidacion de &cidos organicos y el nivel de concentracion de DIC, induciéndose asi

la precipitacion de CaCOs (Braissant, Verrecchia y Aragno, 2002).

La formacion de CaCOs se evidencio mediante la produccion de halos blanquecinos
alrededor de las colonias bacterianas inoculadas en medio B4 tal como se muestra en
la figura 6; asi también, un estudio realizo la evaluacion de la precipitacion de CaCO3
en agar CPM (medio precipitado de calcio: medio B4 modificado) donde la zona del
halo del precipitado blanco fue raspado y evaluado con HCI g para confirmar ain
mas la presencia de CaCOs (Shaheen et al., 2021). De la misma forma, en nuestro
estudio se ha confirmado la presencia de CaCO3 al reaccionar con HCI (g al 10 %,

asi como se muestra en las fotografias de la figura 6.

Para comprender mejor el metabolismo de estas bacterias precipitadoras de CaCQOs,
debemos tener en cuenta que las bacterias alcalinas heterotréficas inducen su
precipitacion mediante la utilizacidn de las vias pasivas y activas. En este contexto,

las 5 bacterias evaluadas en nuestro estudio, al ser no ureoliticas, utilizaron la via
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activa, constituida por la oxidacion de la materia organica en presencia de O, y Ca*?;
ya que en la via pasiva las bacterias ureoliticas utilizan el ciclo del azufre y el ciclo
del nitrégeno obteniéndose como subproducto el amoniaco, donde aquel compuesto

es perjudicial para el medio ambiente (Shaheen et al., 2021).

El software ABIS online es una herramienta importante para la identificacion de
bacterias, basada en su morfologia, caracteristicas bioquimicas y de cultivo, incluso
en su ecologia y datos de patogenicidad (Sorescu y Stoica 2021); generandose asi
resultados confiables con un alto porcentaje de identidad (Tabla 10 - Apéndice N°
7). Mediante este software se determind que las especies bacterianas de nuestro
estudio pertenecen al género Bacillus, bacilos gram positivos donde la mayoria de
estas bacterias son capaces de formar esporas, permitiéndoles tener mas resistencia
frente a entornos hostiles como la sequia y la congelacion; incluso las esporas pueden

entrar en periodo de latencia de cientos a miles de afios (Chen et al., 2019).

Todos los aislamientos de nuestro estudio fueron bacilos gram positivos y las
especies bacterianas B. thuringiensis y B. gelatini presentaron esporas tal como se
muestran en las fotografias de la figura 7. Similarmente se ha descrito las
caracteristicas morfoldgicas bacterianas de nuestro estudio como colonias
liqgueniformes en medio LB, ademas varian desde la forma circular a irregular, con
bordes desde enteros a ondulados, crenados o fimbriados, ademas tienen una textura
mate o granular, también son lisas y himedas en algunas especies identificadas en

nuestro estudio (A. Logan y De Vos, 2015).

Como se describié anteriormente, las especies bacterianas de nuestro estudio se
determinaron como no ureoliticas; sin embargo, en otros estudios identificaron
bacterias ureoliticas aisladas de los suelos calcareos en base a la produccion de ureasa

como B. megaterium, B. cereus, B. thuringiensis, B. subtilis y Lysinibacillus
62



fusiformis (Dhami 2013). En contraste con otro estudio que determind a las especies
de Lysinibacillus sphaericus, B. subtilis y Pseudomonas putida, con capacidad de
precipitar CaCOsz en medio B4 (Aiko Shirakawa et al., 2011); ademas, en otro estudio
lograron identificar a las especies de Stenotrophomonas maltophilia, B.
simplex y Rhodococcus degradans como precipitadoras de CaCOs3 (Enyedi et al.,
2020). En sintesis, las especies bacterianas concordantes con nuestro estudio son B.
thuringiensis, B. subtilis y B. simplex, mostrandose asi que el género Bacillus es

predominante en el estudio de la precipitacion de CaCOs.

Cabe resaltar que la identificacion bacteriana fue realizada a nivel bioguimico y
microbioldgico, precisamente la bacteria B. thuringiensis obtuvo un 96,20 % de
similitud, obteniéndose el porcentaje mas alto de las 5 bacterias estudiadas (Tabla
10); por tanto, no se logr6 alcanzar un 100 % de similitud en su identificacion
bacteriana en el software ABIS online. Razon por la cual se recomienda que en
estudios posteriores se realice la identificacion molecular mediante el
secuenciamiento del gen 16S ARNr a bacterias precipitadoras de CaCOsg,
considerandose este método el mas réapido y preciso en comparacion con la
identificacién bioguimica y microbiologica (Enyedi et al., 2020); ademas, se
recomienda utilizar como marcador molecular el gen tuf, por su alta precision en el
andlisis filogendmico a nivel de especie, debido a la variabilidad natural de la
estructura de la comunidad del género Bacillus (Xu et al., 2023), lograndose asi una
mejor precision de especiacion con la finalidad de estudiar el metabolismo

microbiano de las especies bacterianas de nuestro estudio.

Las especies bacterianas de nuestro estudio se destacaron por su produccion de
CaCOs, demostrandose que en 15 dias pueden producir una considerable cantidad de

CaCOg; en primer lugar, la bacteria B. thuringiensis produjo 47 mg /2 mL de CaCOs
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en 15 dias, sobresaliéndose de entre las especies bacterianas de nuestro estudio; en
segundo lugar, la bacteria B. subtilis produjo 26 mg /2 mL de CaCO3, donde esta
especie fue la que produjo menor CaCOs de las 5 bacterias de nuestro estudio (Figura
8). En contraste con otro estudio que determinaron que las cepas B14 y D2,
produjeron en 3 semanas 40 mg de CaCOs en medio B4 (Zamarreiio et al., 2009).
Por consiguiente, a diferencia de los tiempos que se realizo para determinar el peso
de cada uno de los precipitados en estos estudios, se evidencia que en nuestro estudio
la bacteria B. thuringiensis presentd un mayor precipitado de CaCO3 que el otro

estudio mencionado.

Otro estudio determind la produccion de CaCO3 obtenido por las cepas bacterianas
inoculadas en 100 mL de caldo nutritivo, donde podemos inferir que, en 2 mL de
caldo, la bacteria ureolitica B. lincheniformis produjo 10 mg de CaCOz en 14 dias
(Sovljanski et al., 2021). Asimismo, en otro estudio evalud la precipitacion de CaCO3
en 1 L de caldo nutritivo suplementado con 2 % de urea 'y CaCly, por lo que se infiere
que en 2 mL de caldo nutritivo la bacteria ureolitica B. megaterium MTCC 1684 en
7 dias produjo 2,16 mg de CaCOs (Krishnapriya, Venkatesh Babu y G. 2015).
Mientras que en nuestro estudio la bacteria no ureolitica B. thuringiensis produjo
15,5 mg de CaCOsz en 2 mL de caldo B4 en 7 dias, cabe resaltar que en este proceso
no ureolitico la bacteria utiliza la via activa, al ser este proceso mas eficiente que la

via pasiva que incluye la uredlisis.

Por lo tanto, es imprescindible realizar méas estudios referentes al metabolismo
microbiano en la via activa, porque ademas de ser una opcion ecoamigable con el
medio ambiente, es también un proceso ideal para la precipitacién de CaCOs en la
matriz cementosa, debido a que en el concreto el pH es alcalino, y en muchas

ocasiones las bacterias no ureoliticas pueden estar impedidas de realizar la
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precipitacion de CaCOs porque la ureolisis se desarrolla en un pH 9, en pH 10 no

pueden lograr con éxito la precipitacion esperada (Shaheen et al., 2021).

De manera semejante, en las imagenes mostradas en la figura 8 se puede notar que
las bacterias lograron sellar mejor la fisura en el grupo experimental de concreto, asi
como también se muestra en el diagrama de cajas (Figura 14), donde los cubos han
sido preparados con agua, arena fina y cemento, mezcla que define la forma
tradicional que se utiliza en la industria de la construccion. Por lo tanto, estas

bacterias pueden ser Utiles para el tratamiento de fisuras en concreto tradicional.

B. thuringiensis logro sellar hasta un 50 % con solucién vegetativa después de 45
dias de tratamiento en el grupo experimental de Concreto (Figura 9), seguidamente
la bacteria B. gelatini llegé a sellar un 38,24 % en los cubos de concreto. Ademas B.
thuringiensis, B. gelatini y B. simplex fueron significativamente mayores al control
negativo en el tratamiento con solucion vegetativa (Tabla 12). No obstante, las
especies bacterianas B. thuringiensis y B. gelatini fueron significativamente

diferentes al control negativo en el tratamiento con solucion de esporas (Tabla 13).

Asimismo, durante el tratamiento con soluciones vegetativas en el grupo
experimental de concreto prevalecen las especies B. thuringiensis y B. subtilis y en
el grupo experimental de b ioconcreto 2 predomina B. acidicele (Tabla 15). Mientras
que para el tratamiento con solucidn de esporas predomina el grupo experimental de
Bioconcreto 3 tanto para B. thuringiensis y B. gelatini (Tabla 16). De manera que se
concluye que las esporas de estas bacterias rinden mejor en presencia de un sustrato
(CaCly) para lograr precipitar CaCOs, al sellar las fisuras a un 52,94 % después de 45

dias de tratamiento; tal como se evidencia en la figura 12.

Esto nos sugiere que el concreto puede ser preparado previamente con las soluciones
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de esporas de estas bacterias y sustrato (CaCly), y en caso de generase fisuras en el
concreto mas adelante, estas fisuras pueden ser tratadas con la aplicacion de agua
potable, induciéndose asi la precipitacion de CaCOg, y de esta forma contribuir en la
minimizacién del efecto invernadero y explotacion de recursos naturales. El estudio
de B. gelatini en la bioprecipitacion es un nuevo indicio para estudiar mejor a esta
especie bacteriana, ya que no se han registrado estudios que demuestren su potencial

en la precipitaciéon de CaCO:s.

La precipitacion de CaCOsse ha estudiado en diferentes tipos de suelos, por ejemplo,
en un estudio donde se aislé bacterias de un travertino identificAndose como B.
thuringiensis, y con el objetivo de cementar la arena se demostro que tiene una mayor
produccion de CaCOs en las muestras de arena, por consiguiente, puede llenar y
cementar bien las particulas de arena (Xiao, Deng y Li 2023). Demostrandose una
vez mas el papel fundamental de B. thuringiensis en la biomineralizacion de CaCO3

y su potencial biotecnoldgico para optimizar la produccion de CaCO:s.

En sintesis, se demostrd la mayor eficiencia de las especies bacterianas B.
thuringiensis y B. gelatini en el tratamiento de los grupos experimentales de concreto
y bioconcreto 3, segun corresponda; lo que nos proporciona nuevas propuestas de
desarrollo de bioconcretos para asi reducir la dependencia a los productos quimicos
en los procesos de tratamiento de fisuras en concreto, de esta manera logra ser una

solucién sostenible y medioamigable en el mantenimiento de las construcciones.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Se caracteriz6 microbioldgicamente a 5 bacterias precipitadoras de CaCOs,
selladoras de fisuras en cubos de concreto aisladas de suelos ureicos y calcareos

de la provincia de Cajamarca

Se caracteriz6 a Bacillus thuringiensis como la especie bacteriana mas eficiente,
al producir 47 mg/2mL de CaCOs durante 15 dias; obteniéndose ademéas una
diferencia significativamente mayor de sellamiento (p < 0,05) en tratamiento de
fisuras en cubos de concreto con solucién vegetativa en el grupo experimental
concreto y en tratamiento con solucién de esporas en el grupo experimental
bioconcreto 3 durante 45 dias. Ademas, Bacillus gelatini logré producir 38
mg/2mL de CaCOs en medio liquido B4 durante 15 dias, obteniéndose un
sellamiento significativamente mayor (p < 0,05) en el tratamiento de fisuras en
cubos de concreto con solucidn de esporas en el grupo experimental de bioconcreto

3.

Las especies precipitadoras de CaCOs y selladoras de fisuras en cubos de concreto
aisladas de suelos ureicos y calcareos de la provincia de Cajamarca fueron:
Bacillus thuringiensis (39,25 %), Bacillus gelatini (39,12 %), Bacillus simplex

(34,24 %), Bacillus acidicele (33,25 %) y Bacillus subtilis (31,51 %)

Las especies bacterianas identificadas fueron: Bacillus thuringiensis (96,20 %),
Bacillus acidicele (86,40 %), Bacillus subtilis (75,40 %), Bacillus simplex (79,90
%) y Bacillus gelatini (82,70 %) con sus respectivos porcentajes de similitud

obtenidos en el software ABIS online.
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5.2. Recomendaciones

Evaluar el sellamiento de fisuras en concreto a diferentes concentraciones de
solucion vegetativa/esporas, en los diferentes ensayos considerados en este
estudio, para una mejor evaluacién del rendimiento de cada bacteria en la

precipitacion de CaCOs.

Considerar la identificacion molecular en estudios posteriores para un mejor
estudio del metabolismo microbiano implicado en la precipitacion de CaCOs. De
igual manera, se deberia realizar el secuenciamiento del genoma completo para

determinar los mecanismos responsables de la precipitacion de CaCOs.

Realizar un mapeo de espectrometria de rayos X de energia dispersiva (EDS) del
CaCOg precipitado por las bacterias de nuestro estudio, para confirmar la
presencia y pureza del mismo. De igual modo, realizar la microscopia electronica
de barrido (SEM) para obtener imagenes de alta resolucion de la
superficie (morfologia y topografia) de la fisura en el concreto, y de esta manera
visualizar mejor el sellamiento de las fisuras con la acumulacion del CaCOs

precipitado por las bacterias.
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Apéndices

Apéndice N° 1. Ficha de toma de muestra del Suelo agricola de la Universidad

Nacional de Cajamarca.

FICHA DE TOMA DE MUESTRA

Fecha de muestreo 25 marzo 2024
Zona de muestreo Universidad Nacional de Cajamarca
Tipo de suelo Suelo agricola - ureico
Cdédigo de muestra UNC
Latitud 7°10°3.8’S
Punto A Longitud | 78°29°34.8°W
Punto B Latitud 7°10°4.1”’S
Coordenadas Longitud 78°29°34.7"W
geograficas Latitud 7°10°4.2”°S
Punto C Longitud | 78°29°34.8”"W
Punto D Latitud 7°10°3.9”°S
Longitud 78°29°35.1”"W
- Soleado D¢ No
Caracteristicas de ”
la superficie al Vegetacion B No
Humedad )¢ No
momento de la —
toma. de muestra LUtilidad humana X No
Contaminantes Si X0
Caracteristicas Color Marrén oscuro
organolépticas Olor Tierra himeda
Caracteristicas pH 5
fisicoquimicas Temperatura 27 °C
Total de puntos de 20
muestreo
Numero de
20
submuestras
Cantidad de 20 g

muestra total (g)
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Apéndice N° 2. Ficha de toma de muestra del Suelo agricola del Jardin Las

Hortensias.
FICHA DE TOMA DE MUESTRA
Fecha de muestreo 7 mayo 2024
Zona de muestreo |Jardin Las Hortencias - Los tres Molinos - Cajamarca
Tipo de suelo Suelo agricola - ureico
Cdédigo de muestra HRT
Latitud 7°7°42.4°S
Punto A - . >
Longitud 78°30°51.4"W
Latitud 7°7°42.2”°S
Punto B - . >
Coordenadas Longitud 78°30°51.1"W
geograficas Latitud 7°7°42.3”°S
Punto C - . >
! Longitud 78°30°51.2"°W
Latitud 7°7°42.2”°S
Punto D - . >
) Longitud 78°30°51.0"W
L Soleado Si X0
Caracteristicas de — D¢
la superficie al Vegetacion No
P Humedad > No
momento de la Jitilidad h )5( N
toma de muestra nda _umana - 9
Contaminantes Si p
Caracteristicas Color Marron negro
organolépticas Olor Tierra hUmeda
Caracteristicas pH 6
fisicoquimicas Temperatura 25 °C
Total de puntos de 20
muestreo
Namero de
20
submuestras
Cantidad de
209
muestra total (g)
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Apéndice N° 3. Ficha de toma de muestra del Suelo calcareo de la Cantera de

Namora.

FICHA DE TOMA DE MUESTRA

Fecha de muestreo 7 mayo 2024
Zona de muestreo Cantera de Namora
Tipo de suelo Suelo Calcareo y Rocoso
Caodigo de muestra CNS/RCN
Latitud 7°11°33.02°S
Punto A Longitud | 78°17'51.30"'W
Latitud 7°11°23.05°S
Punto B - g T
Coordenadas Longitud 78°17°51.22""W
eograficas ' °11°33.86"°
geog Punto C Latlt_ud 7 11,33 86”8
Longitud 78°17°51.16""W
Punto D Latitud 7°11°32.84"°S
Longitud 78°17°51.28"'W
L Soleado Si N
Caracteristicas de —
la superficie al Vegetacion 3 No
P Humedad > No
momento de la Jtilidad b ¢ N
toma de muestra rea _umana : 0
Contaminantes Si NG
Caracteristicas Color Naranja oscuro con superficie blanquecina
organolépticas Olor Tierra hUmeda
Caracteristicas pH 7
fisicoquimicas Temperatura 22 °C

Total de puntos de

muestra total (g)

20
muestreo
NUmero de
20
submuestras
Cantidad de 20 g

Apéndice N° 4. Cubos de laminas cubreobjetos para su uso en cubos de concreto.

Medidas del cubo: 22 mm x 22 mm x 15 mm
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Apéndice N° 5. Metodologia para el aislamiento, caracterizacion y aplicacién de bacterias precipitadoras de CaCOz3 en el sellado de

fisuras de concreto.

MUESTREO e &

AISLAMIENTO DE BACTERIAS PRECIPITADORAS DE CaCO;

. Aislamiento
Suelos ureicos ) D ___ primario
-4 . = ] 19 e

. || = \ Siembra por o1l N
p =1 dilucion en serie 8.0,

R | A ... (= -» o
-4 .. Medicion de pH e * \ ! sese’s/
Suelos calcareos = ! !

_«.L b N =f, ke . Seagrego 1g de muestra en
Transporte a 4°C 25 mL de caldo Luria Bertani

Incubacion a 37°C durante 48

10 cm de superficie horas en agitacién a 200 rpm.

de 20 puntos de
muestreo

-

10° 10* 10° Aislamiento

de cepa pura

/ CARACTERIZACION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA ¢

EVALUACION DE LA PRECIPITACION DE CaCO:

Siembra en medio sélido B4

3N

b

Prueba con HCI

S

SELLAMIENTO DE FISURAS DE CONCRETO

CustRCIiGn de Cacoa UNC4- HRT2 - CNS1-RCN1 - RCN4

Preparacion de los cubos de concreto

—>
—
— e — CONTROL NEGATIVO
Incubacion en medio liquido
B4 en agitacion a 180 rpmy - | D
30 °C durante 14 dias L] ' —— CONCRETO

Solucion de
esporas - 30d

Solucién
vegetativa - 24h

> <>

— BIOCONCRETO 1

s
> & >

Arena fina Cemento B10CONCRETO 2 — —
- aH MO ey
G B =1 —» BIOCONCRETO 3
\_¢_,/_;f {'___"| B
CaCl (Sustrato)  aAgua de grifo B -

—
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MicroScan

S

.. CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA

ABIS online

Tratamiento de fisuras
1 mL de solucién con
concentracion bacteriana de
107 células/mL
En dias impares durante 45
dias

——
—

—p CONTROL NEGATIVO
——p CONCRETO

—3 BIOCONCRETO 1
— BIOCONCRETO 2

— BIOCONCRETO 3



Apéndice N° 6. Visualizacidn de esporas durante la preparacion de la solucién

de esporas de bacterias esporuladas.

Coloracion Gram del sedimento de solucion de esporas
(Aumento: 1000X)

Examen directo en fresco del sedimento de solucion de esporas
(Aumento: 400X)
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Apéndice N° 7. Resultados de identificacion bioquimica en el ABIS online

UNC4

1. Bacillus thuringiensis

]

HRT2

1. Bacillus acidicele
A , !

CNS1

2. Bacillus subtilis (posibilidad de B. atrophaeus/B. vallismortis)

RCN1

1. Bacillus simplex

L]

RCN4

1. Bacillus gelatini
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Apéndice N° 8. Medicion de fisuras de concreto con fisurémetro.

Margen de error (£ 0.05)
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Apéndice N° 9. Comparaciones multiples mediante la prueba de Scheffé

entre las especies en el tratamiento con solucion vegetativa.

Diferencia

Intervalo de confianza

(1) Especie (J) Especie de Erlgiias Ilgffc\)/r Sig. Limiﬂz S %Limi ™
inferior superior
Bacillus acidicele 0.0708  0.02453 0.161 -0.0143  0.1560
Bacillus subtilis 0.0708  0.02453 0.161 -0.0143  0.1560
Eliiii'r:;?ensis Bacillus simplex 0.0333 002453  0.867 -0.0518  0.1185
Bacillus gelatini 0.0333  0.02453 0.867 -0.0518 0.1185
Control negativo 0.1542"  0.02453 0.000 0.0690  0.2393
Bacillus thuringiensis -0.0708  0.02453 0.161 -0.1560  0.0143
_ Bacillus subtilis 0.0000 0.02453  10.000 -0.0851  0.0851
Sgg'i'égfe Bacillus simplex -0.0375  0.02453  0.799 -0.1226  0.0476
Bacillus gelatini -0.0375  0.02453 0.799 -0.1226  0.0476
Control negativo 0.0833  0.02453 0.059 -0.0018  0.1685
Bacillus thuringiensis -0.0708  0.02453 0.161 -0.1560  0.0143
Bacillus acidicele 0.0000  0.02453 1.000 -0.0851  0.0851
Euabctii'l'i‘f Bacillus simplex -0.0375 0.02453  0.799 -0.1226  0.0476
Bacillus gelatini -0.0375  0.02453 0.799 -0.1226  0.0476
Control negativo 0.0833  0.02453 0.059 -0.0018  0.1685
Bacillus thuringiensis -0.0333  0.02453 0.867 -0.1185  0.0518
Bacillus acidicele 0.0375  0.02453 0.799 -0.0476  0.1226
3?;:';(5 Bacillus subtilis 0.0375  0.02453 0.799 -0.0476  0.1226
Bacillus gelatini 0.0000  0.02453 1.000 -0.0851  0.0851
Control negativo 0.1208"  0.02453 0.001 0.0357  0.2060
Bacillus thuringiensis -0.0333  0.02453 0.867 -0.1185  0.0518
Bacillus acidicele 0.0375  0.02453 0.799 -0.0476  0.1226
gslgtlil:is Bacillus subtilis 0.0375  0.02453 0.799 -0.0476  0.1226
Bacillus simplex 0.0000  0.02453 1.000 -0.0851  0.0851
Control negativo 0.1208"  0.02453 0.001 0.0357  0.2060
Bacillus thuringiensis -0.1542"  0.02453 0.000 -0.2393 -0.0690
Bacillus acidicele -0.0833  0.02453 0.059 -0.1685  0.0018
ﬁ:g”attri(\’/'o Bacillus subtilis -0.0833  0.02453  0.059 -0.1685  0.0018
Bacillus simplex -0.1208"  0.02453 0.001 -0.2060 -0.0357
Bacillus gelatini -0.1208"  0.02453 0.001 -0.2060 -0.0357

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 0.004.
*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Apéndice N° 10. Comparaciones multiples mediante la prueba de Scheffe

entre las especies en el tratamiento con solucién de esporas.

Intervalo de confianza

. . Diferenciade Desv. . al 95 %
(1) Especie (J) Especie medias (I-J)  Error Sig Limite Limite
inferior  superior
Bacillus Bacillus gelatini 0.0125 0.01894 0.806 -0.0369  0.0619
thuringiensis Control negativo 0.1042" 0.01894 0.000 0.0548  0.1536
. .. Bacillus thuringiensis -0.0125 0.01894 0.806 -0.0619  0.0369
Bacillus gelatini - =
Control negativo 0.0917 0.01894 0.000 0.0423 0.1411
. Bacillus thuringiensis -0.1042" 0.01894 0.000 -0.1536  -0.0548
Control negativo - — —
Bacillus gelatini -0.0917 0.01894 0.000 -0.1411 -0.0423

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 0.002.
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Apéndice N° 11. Comparaciones multiples mediante la prueba de Scheffé

entre los grupos experimentales en el tratamiento con solucion vegetativas.

Intervalo de confianza al 95 %

(1) Grupo (J) Grupo Diferenciade Desv. Sig. L irmite
experimental experimental medias (I-J) Error . ) Limite superior
inferior
Concreto Bioconcreto 1 0.0694" 0.02003 0.013 0.0114 0.1275
Bioconcreto 2 0.0417 0.02003 0.242 -0.0164 0.0997
Bioconcreto 3 0.0583" 0.02003 0.048 0.0003 0.1164
Bioconcreto 1 Concreto -0.0694" 0.02003 0.013 -0.1275 -0.0114
Bioconcreto 2 -0.0278 0.02003 0.592 -0.0858 0.0303
Bioconcreto 3 -0.0111 0.02003 0.958 -0.0691 0.0469
Bioconcreto 2 Concreto -0.0417 0.02003 0.242 -0.0997 0.0164
Bioconcreto 1 0.0278 0.02003 0.592 -0.0303 0.0858
Bioconcreto 3 0.0167 0.02003 0.875 -0.0414 0.0747
Bioconcreto 3 Concreto -0.0583" 0.02003 0.048 -0.1164 -0.0003
Bioconcreto 1 0.0111 0.02003 0.958 -0.0469 0.0691
Bioconcreto 2 -0.0167 0.02003 0.875 -0.0747 0.0414

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 0.004.

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Apéndice N° 12. Comparaciones multiples mediante la prueba de Scheffé

entre los grupos experimentales en el tratamiento con solucién de esporas.

(1) Grupo (J) Grupo

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95 %

experimental  experimental medias (I-J) Desv. Error  Sig.  Limite inferior Limite superior
Concreto Bioconcreto 1 -0.0056 0.02187 0.996 -0.0713 0.0602
Bioconcreto 2 0.0056 0.02187 0.996 -0.0602 0.0713
Bioconcreto 3 -0.0389 0.02187 0.387 -0.1046 0.0268
Bioconcreto 1 Concreto 0.0056 0.02187 0.996 -0.0602 0.0713
Bioconcreto 2 0.0111 0.02187 0.967 -0.0546 0.0768
Bioconcreto 3 -0.0333 0.02187 0.520 -0.0990 0.0324
Bioconcreto 2 Concreto -0.0056 0.02187 0.996 -0.0713 0.0602
Bioconcreto 1 -0.0111 0.02187 0.967 -0.0768 0.0546
Bioconcreto 3 -0.0444 0.02187 0.274 -0.1102 0.0213
Bioconcreto 3 Concreto 0.0389 0.02187 0.387 -0.0268 0.1046
Bioconcreto 1 0.0333 0.02187  0.520 -0.0324 0.0990
Bioconcreto 2 0.0444 0.02187 0.274 -0.0213 0.1102

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 0.002.
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Apéndice N° 13. Prueba de muestras emparejadas en los grupos experimentales en el tratamiento con solucion vegetativa de bacterias precipitadoras de CaCOs.

95 % de intervalo de confianza de la

Grupo Desv. Desv. Error diferencia

experimental Especie Diferencia Media Desviacion Promedio Inferior Superior t g Sig. (bilateral)

Concreto Bacillus thuringiensis Dia 1 - Dia 45 0,1833333 0,0288675 0,0166667 0,1116225 0,2550442 11,000 . 0,008*
Bacillus acidicele Dia 1 - Dia 45 0,1000000 0,1000000  0,0577350 -0,1484138 0,3484138 1,732 0,225
Bacillus subtilis Dia 1 - Dia 45 0,1333333 0,0288675  0,0166667 0,0616225 0,2050442 8,000 . 0,015*
Bacillus simplex Dia 1 - Dia 45 0,1833333 0,1154701 0,0666667 -0,1035102 0,4701768 2,750 . 0,111
Bacillus gelatini Dia 1 - Dia 45 0,2166667 0,0577350  0,0333333 0,0732449 0,3600884 6,500 . 0,023*

Bioconcreto 1 Bacillus thuringiensis Dia 1 - Dia 45 0,1333333 0,1040833  0,0600925 -0,1252239 0,3918906 2,219 . 0,157
Bacillus acidicele Dia 1 - Dia 45 0,0500000 0,0500000 0,0288675 -0,0742069 0,1742069 1,732 . 0,225
Bacillus subtilis Dia 1 - Dia 45 0,0666667 0,0288675 0,0166667 -0,0050442 0,1383775 4,000 . 0,057
Bacillus simplex Dia 1 - Dia 45 0,0666667 0,0577350 0,0333333 -0,0767551 0,2100884 2,000 . 0,184
Bacillus gelatini Dia 1 - Dia 45 0,0833333 0,0577350  0,0333333 -0,0600884 0,2267551 2,500 . 0,130

Bioconcreto 2 Bacillus thuringiensis Dia 1 - Dia 45 0,1500000 0,0866025  0,0500000 -0,0651326 0,3651326 3,000 . 0,095
Bacillus acidicele Dia 1 - Dia 45 0,1166667 0,0288675  0,0166667 0,0449558 0,1883775 7,000 . 0,020*
Bacillus subtilis Dia 1 - Dia 45 0,0666667 0,0288675  0,0166667 -0,0050442 0,1383775 4,000 . 0,057
Bacillus simplex Dia 1 - Dia 45 0,1333333 0,0577350 0,0333333 -0,0100884 0,2767551 4,000 . 0,057

Bioconcreto 3 Bacillus thuringiensis Dia 1 - Dia 45 0,1500000 0,0866025 0,0500000 -0,0651326 0,3651326 3,000 . 0,095
Bacillus acidicele Dia 1 - Dia 45 0,0666667 0,0288675  0,0166667 -0,0050442 0,1383775 4,000 . 0,057
Bacillus subtilis Dia 1 - Dia 45 0,0666667 0,0763763  0,0440959 -0,1230625 0,2563958 1,512 . 0,270
Bacillus simplex Dia 1 - Dia 45 0,1000000 0,0866025  0,0500000 -0,1151326 0,3151326 2,000 . 0,184
Bacillus gelatini Dia 1 - Dia 45 0,0833333 0,0577350  0,0333333 -0,0600884 0,2267551 2,500 . 0,130

* Prueba de Scheffé (p < 0,05). Fuente: Resultados del andlisis estadistico en IBM SPSS Statistics version 25.
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Apéndice N° 14. Prueba de muestras emparejadas en los grupos experimentales en el tratamiento con solucion de esporas de bacterias
precipitadoras de CaCO:s.

95 % de intervalo de confianza de la
Desv. Desv. Error diferencia

Grupo Sig.
experimental Media  Desviacion  Promedio Inferior Superior t g (bilateral)
Concreto Bacillus thuringiensis Dial-Dia45 0,0833333 0,0288675 0,0166667 0,0116225 0,1550442 5,000 2 0,038*

Bacillus gelatini Dial-Dia45 0,0833333 0,0763763 0,0440959 -0,1063958 0,2730625 1,890 2 0,199
Bioconcreto 1 Bacillus thuringiensis Dial-Dia45 0,1000000 0,0500000 0,0288675 -0,0242069 0,2242069 3,464 2 0,074
Bacillus gelatini Dial-Dia45 0,0833333 0,0577350 0,0333333 -0,0600884 0,2267551 2,500 2 0,130
Bioconcreto 2 Bacillus thuringiensis Dial-Dia45 0,0666667 0,0288675 0,0166667 -0,0050442 0,1383775 4,000 2 0,057
Bacillus gelatini Dial-Dia45 0,0833333 0,1040833 0,0600925 -0,1752239 0,3418906 1,387 2 0,300
Bioconcreto 3 Bacillus thuringiensis Dial-Dia45 0,1666667 0,0288675 0,0166667 0,0949558 0,2383775 10,000 2 0,010*
Bacillus gelatini Dial-Dia45 0,1166667 0,0288675 0,0166667 0,0449558 0,1883775 7,000 2 0,020*

* Prueba de Scheffé (p < 0,05). Fuente: Resultados del analisis estadistico en IBM SPSS Statistics version 25.
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ANexos

Anexo N° 1. Aspectos mas comunes de las diversas colonias microbianas en medio

solido (Ferndndez Rosas et al. 2013).

Forma Borde Elevacion Superficie
Puntiforme s Entero
PN
pon Plana rem— Lisa orugosa
Circular Elevad
Ondulado EVAUA  cwmmmm | Mate o brillante
Rizoide # Convexa = Seca o cremosa
Lobulado
Iregular . Crateriforme  Jwadin, Invasiva o
superficial
Filamentosa ®&= _  Filamentoso ACUMINAdE el
tb'\.
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Anexo N° 2. Procedimiento de la coloracion Gram

Para este procedimiento, primero se realizé un extendido de las colonias frescas con la
ayuda de un asa bacteriologica esteéril, para ello en una lamina portaobjetos se colocé una
pequefia gota estéril de agua destilada y se homogenizé la colonia en forma circular;
después se dejd secar la muestra a temperatura ambiente. Una vez seca la muestra, se fijé
la muestra con ayuda del mechero tres veces para evitar su desprendimiento de la lamina.
Una vez fijada la muestra, se aplicé el colorante cristal violeta y se dejo6 actuar durante 1
minuto, luego se enjugd con agua destilada. Después se afiadio el lugol y se dejo actuar
durante 1 minuto, seguidamente se enjugo con agua destilada. A continuacién, se decolord
con alcohol acetona al 95 % durante unos 20 segundos y nuevamente se enjugé con agua
destilada. Luego se agrego el colorante de safranina durante 10 segundos y finalmente se
enjugd con agua destilada. Se dejo secar la ldmina a temperatura ambiente y luego se
observd al microscopio con objetivo de 100X afiadiéndose una gota de aceite de inmersion

para su respectiva caracterizacion (Sacsaquispe et al., 2005).
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Anexo N° 3. Procedimiento de la coloracion de esporas

Se realizd el procedimiento de Schaeffer Fulton, el cual consistid en fijar la muestra, tal y
como se explico anteriormente en la coloracion Gram. Una vez fijada la muestra, se colocd
la 1dmina en la gradilla de coloracion y se cubrid todo el extendido de la ldmina con papel
de filtro. Luego se afiadi6 el colorante verde de malaquita al 2 % (2 g — 100 mL agua
destilada) y se dej6 reaccionar durante 1 minuto. Consecuentemente, se calentd con ayuda
del mechero durante por 1 minuto con el debido cuidado de que no llegue a hervir, hasta
gue emita un vapor blanco, esto permitié que el calor fuerce la entrada del colorante
primario. Después se retiro el papel filtro y se lavo intensamente con agua. Para tener un
contraste en la muestra, se colored con safranina al 5 % (5 g — 100 mL agua destilada)
durante 1 minuto. Finalmente se lavl y se secd a temperatura ambiente. Asimismo, se
observa al microscopio con objetivo de 100X afiadiéndose una gota de aceite de inmersion
para su respectiva caracterizacion, donde las esporas se observaron tefiidas de color verde

y el resto de las células de color rojo (Santambrosio, 2009).
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