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RESUMEN

Dada la actual situacion medioambiental, se ha vuelto cada vez mas precisa la incorporacién de
materiales sustentables dentro del mundo de la construccién; industria responsable en gran parte
de la generacién de gases de invernadero. Es por esto que dentro de las tecnologias que se han ido
desarrollando, un hormigdén auto-reparable por bacterias, aumentaria la vida util de las
estructuras, disminuyendo asi los costos, gastos energéticos e impactos ambientales asociados a la

reparacion.

La presente investigacion analiza algunas de las condiciones ambientales a las que se podrian
enfrentar los microorganismos responsables de la auto-reparacidn y verificar su eficacia y por

ende su posible aplicacion.

La utilizacién de la bacteria Bacillus Pseudofirmus muestra una mejora en grietas de hasta 0.38
mm a temperaturas de 23°C, lo que posibilita su utilizacién en climas calidos. Respecto a los
resultados obtenidos en cada tipo de cemento, se muestra levemente un mejor desempeno para

el cemento Portland, en comparacién al Puzolanico.



ABSTRACT

Given the current environmental situation, the incorporation of sustainable materials within the
field of construction has become a necessity. The industry is responsible for a large amount of the
emanation of greenhouse gases. Thanks to the progress in Microbiology we have access to the
technology that enables us to produce self-healing concrete by bacteria. This material will prolong
life of structures, reducing the cost, energy and environmental impact of maintenance on the

structures.

The present investigation analyzes some environmental conditions where the microorganism is
effective and will repair the subject. Furthermore, these analyzes allow us assess behavior of the

bacteria and therefore we can classify it for future application.

The use of Bacillus Pseudofirmus bacteria shows an improvement in cracks of up to 0.38 mm at
temperatures of 23 ° C, which allows its use in warm climates. Regarding the results obtained in
each type of cement, it shows a slightly better performance for Portland cement, compared to

Pozzolanic cement.
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1. INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El hormigén es el material de construccion mas utilizado a nivel mundial por tratarse de un
material resistente, durable y de un costo relativamente bajo, llegando a tener una produccion de

10 km? por afio (Gartner & Macphee, 2011).

Pese a tener una alta resistencia a la compresion, el hormigén tiene una baja resistencia a la
traccidn, por lo que comiunmente se suele reforzar con acero, esto se conoce como hormigoén
armado. El hormigdn armado se disefia permitiendo cierto grado de agrietamiento frente a
estados de carga y retraccidn. Las grietas favorecen el acceso de agentes agresivos tales como
cloruros, sulfatos y carbonatos que pueden producir corrosién, no sélo en el acero, sino también

del propio hormigdn, disminuyendo con esto sus propiedades mecanicas y su durabilidad.

La reparacion tradicional del hormigén implica costos elevados. Por ejemplo, en Europa, los
recursos destinados a las tareas de reparacidn se eleva hasta la mitad del presupuesto anual de
construccion (Cailleux & Pollet, 2009). Para el caso de Estados Unidos, se estima un costo anual
destinado a la reparacién, proteccion y restauracién de hormigén entre 18 a 21 mil millones de
ddlares. En la Figura 1-1 se presenta la proporcidn de recursos destinados a la reparacion de las
distintas dreas de infraestructura en EE.UU. De éstas, una parte importante estd constituida por

obras de hormigédn.
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Figura 1 - 1: Porcentaje de reparacion por segmento del mercado (Adhesives Technology Corporation, 2016).



Desde un punto medioambiental, la produccién de cemento contribuye al 7% de las emisiones
mundiales de CO,, esto debido a la sintesis de caliza y arcilla a temperaturas de aproximadamente
1500°C necesarias para su fabricacion (Jonkers, Thijssen, Muyzer, Copuroglu, & Schlangen, 2010).
Por otro lado, la produccién de los otros componentes del hormigdn significa el consumo de
grandes cantidades de recursos naturales, agua y energia, lo que sugiere una disminucién en su

produccién.

Una forma de consumir menos hormigon, es extendiendo la vida util de las estructuras. Es por
esto que se ha buscado reparar las grietas formadas en la fase inicial después de la construccion, y
asi evitar el acceso de agentes agresivos que dafian el acero en el hormigdn armado. El mecanismo
gue entregaria estos resultados es la auto-reparacién del hormigdn, la cual consiste en diferentes
técnicas o procesos que le permiten regenerarse mediante reacciones con el medio ambiente, o

de manera medianamente asistida por el ser humano.

El mecanismo de auto-reparacién del hormigdn por medio de bacterias, ha sido desarrollado en
los ultimos afios, y consiste en la precipitaciéon de carbonato de calcio inducida por algunos tipos
de bacterias resistentes a medios alcalinos (Jonkers, Thijssen, Muyzer, Copuroglu, & Schlangen,
2010). Esta habilidad surge como consecuencia del pequefio tamafio de las bacterias y de sus
diversas capacidades metabdlicas. Las bacterias, mas que cualquier otro tipo de organismo vivo,
pueden interactuar intimamente con los iones metalicos presentes en su entorno. (Douglas &

Beveridge, 1998)

Si bien se ha comprobado la efectividad de ciertas bacterias en el sellado de fisuras en el
hormigdn, aln no es un método aplicable en la practica debido a los costos que conlleva, a la falta
de datos de investigacidn, y a las variables ambientales a las que podria estar expuesta la bacteria,
como la temperatura y materiales utilizados como el tipo de cemento, que podrian alterar su

eficacia.



1.2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.2.1 HIPOTESIS

El proceso de auto-reparacion del hormigdn con agentes microbianos tendrd un mejor

rendimiento en:

1)

2)

Temperaturas por sobre de los 20° C, debido a una mejor actividad bacteriana en estas
condiciones.

Hormigones producidos con cemento portland, debido a la mayor cantidad de hidréoxido
de calcio o portlandita en el cemento portland para la precipitacion del carbonato de

calcio.

1.2.2 OBJETIVOS GENERALES

El objetivo general de esta investigacion es estudiar el efecto de la temperatura y del tipo de

cemento utilizado en la matriz de hormigdn en la capacidad de la bacteria bacillus pseudofirmus

de precipitar carbonato de calcio para la auto-reparacién de fisuras.

1.2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cultivar una bacteria capaz de precipitar carbonato de calcio y verificar su eficacia en la
auto-reparacion de fisuras en el hormigon.

Estudiar el efecto de la temperatura en la actividad bacteriana durante la precipitacién del
carbonato de calcio.

Comparar los rendimientos en la auto-reparacion por bacterias segin dos tipos de
cemento: Portland y Puzolanico.

Analizar la influencia de la bacteria y de su fuente de carbono (lactato de calcio) en la

resistencia a la compresion del hormigon.



1.3 ALCANCES DE ESTE ESTUDIO

El trabajo presentado en esta memoria se enfoca en el efecto de la temperatura y de dos tipos de
cemento en la precipitacién de carbonato de calcio para llenar fisuras en el hormigdn por medio
de la bacteria Bacillus Pseudofirmus, cuya eficacia se ha estudiado previamente (Stuckrath,
Quantification of chemical and biological calcium carbonate precipitation: Performance of self-

healing in reinforced mortar containing chemical admixtures, 2014).

El trabajo experimental de laboratorio, se limita al uso del cemento Portland y Puzoldnico. El
primero ha sido ampliamente utilizado en otras investigaciones sobre este tema, entregando
resultados positivos. El segundo tipo no ha sido estudiado previamente, pero mantiene el foco de

interés dada su utilizacion en la industria cementera en Chile.

Para la encapsulacién de la bacteria se utiliza el agregado liviano: arcilla expandida. Si bien no es el
material mas eficiente para la proteccion del microorganismo, ha entregado buenos resultados en

otros estudios, tiene un bajo costo, y una manipulacién sencilla.

El seguimiento posterior al agrietamiento fue de 2 meses, manteniendo un registro periddico

visual cada 7 dias de la reparacion.



1.4 ESTRUCTURA DE LA TESIS

Esta memoria se encuentra organizada en 6 capitulos.

Capitulo 1: Corresponde a la introduccién. Aqui se presenta el planteamiento del problema en
discusidn, la hipdtesis que serd el foco de la investigacidn, los objetivos generales y especificos que

se desean lograr, y la estructura de cdmo se presentard el documento.

Capitulo 2: Este capitulo presenta una revision bibliografica de los componentes que afectan al
desarrollo del tema tratado en esta memoria. Se comienza por definir y describir los elementos
para la conformacién del hormigdn bio-reparable. Se habla sobre diferentes formas de auto-
reparacion y se describe detalladamente la que se realiza con bacterias, para lo cual se muestra el
estado del arte de las principales investigaciones halladas en la literatura y se describen las teorias

necesarias para comprender el fendmeno que se expone.

Capitulo 3: Muestra las bases del trabajo experimental, describiendo las variables y el orden que

se seguird para estudiarlas.

Capitulo 4: Se describe la metodologia para el trabajo experimental en lo que respecta a la
manipulacion de la bacteria. En este capitulo se expone acerca del cultivo y posterior proteccion

de la bacteria, ademas del método para corroborar su viabilidad.

Capitulo 5: Este capitulo expone la metodologia para la segunda fase del trabajo experimental, la
cual contempla la fabricacion del hormigén y posterior agrietamiento de las probetas
confeccionadas. Se detallan los materiales y equipos utilizados, los ensayos y los analisis que se

realizan para obtener los resultados.

Capitulo 6: Se presentan los resultados obtenidos luego de concluir la fase experimental. Se
comparan los resultados de la resistencia a compresién del hormigén con y sin el agente de auto-
reparacion en cemento Portland. Ademas se muestran los resultados de la auto-reparacion

mediante el andlisis visual y el andlisis de difraccién de rayos X.

Capitulo 7: En el ultimo capitulo se exponen las conclusiones de la memoria y se plantean las

recomendaciones para los estudios futuros que sigan con esta linea de investigacién.



2. REVISION DE LA LITERATURA Y TEORIA

2.1 COMPONENTES DEL HORMIGON AUTO-REPARABLE
A continuacidn se describe los componentes del hormigdn en general, y el factor microbioldgico

que se adiciona para que sea un hormigdn auto-reparable.

2.1.1 HORMIGON
Es el material que resulta de la mezcla de agua, aridos (arena y grava), cemento, eventualmente
aditivos y adiciones, en proporciones adecuadas que, al fraguar y endurecer, adquieren resistencia

(NCh170)

La unién en particular del cemento y el agua se denominan pasta de cemento y constituye el
aglomerante activo del hormigén. Al momento de conformarse, comienza un proceso fisico-
guimico que comienza a rigidizarse progresivamente hasta constituirse un sélido de creciente

dureza y resistencia.

2.1.2 CEMENTO Y TIPOS
El cemento es un material pulverizado, que por adicién de una cantidad conveniente de agua
forma una pasta conglomerante capaz de endurecer tanto bajo el agua como en el aire. Las

particulas de cemento pueden variar su tamafio entre 10 a 0.5 um (Chatterji, 2003).
Los tipos de cementos investigados en este trabajo corresponden a los Portland y Puzolanico.

El cemento Portland es el producto que de la molienda conjunta de clinquer y yeso y que puede

aceptar hasta un 3% de materias extraias, excluido el sulfato de calcio hidratado.

El cemento puzoldnico es el producto de la molienda de clinquer, puzolana y yeso, y esta
subdividido en Portland puzoldnico, si la puzolana incorporada es menor a un 30%, y Puzolanico, si
se incorpora entre el 30 y el 50% del peso del producto terminado. La puzolana es un material
siliceo-aluminoso que aunque no tiene propiedades aglomerantes por si solo, las desarrolla
cuando esta finamente dividido y en presencia de agua, por reaccidn quimica con el hidroxido de

calcio a la temperatura ambiente (Nch 148 Of 168, 1998).


https://es.wikipedia.org/wiki/Micr%C3%B3metro_(unidad_de_longitud)

2.1.3 ARIDOS

Los aridos son un material pétreo compuesto de particulas duras de forma y tamafio estables.

Los aridos ocupan entre un 65 y 75% del volumen total del hormigdn, y sus funciones en él son:
Entregar docilidad al hormigdn fresco, aumentar la durabilidad de las estructuras, darle resistencia
al hormigdén endurecido, reducir el costo de las mezclas (ya que permite reducir la proporcién de
mortero y por lo tanto el cemento), y formar de un esqueleto rigido que reducird variaciones de

volumen.

En esta investigacidn, al utilizarse el hormigdn para fabricar probetas de laboratorio, se uso

solamente arido fino (arena) y arido liviano de proteccion para las bacterias.

2.1.3.1 ARENA
Corresponde al arido fino que pasa por el tamiz de abertura nominal de 5 mm y es retenido en el

de 0,080 mm (NCh 163.0f79).

2.1.3.2 ARCILLA EXPANDIDA
Consiste en un tipo de drido liviano fabricado a partir de trozos de arcilla calentados en un horno
rotativo a aproximadamente 1200°C, los gases resultantes expanden el volumen de la pieza

disminuyendo su densidad y formando este arido ceramico.

Este drido se emplea en la mezcla del hormigén para obtener un material ligero, con buena
aislacion térmica (BORSI, 2001). Y se ha utilizado particularmente para producir el curado interno
del hormigén, el cual mejora la hidratacion, disminuye la contraccidn autégena y mitiga el
agrietamiento a edades tempranas. Estas caracteristicas se deben a su estructura interna porosa,

que lo lleva a tener un alto indice de absorcién (Paul & Lopez, 2011).

2.1.4 AGENTE DE AUTOREPARACION

El agente de auto-reparacion es el factor adicionado al material, para causar el efecto de auto-
reparacion. En el caso del hormigdn existen distintos tipos de agentes que han podido demostrar
su factibilidad: aditivos minerales, agentes adhesivos, y agentes bioldgicos, y cada uno debera
tener un mecanismo adecuado para su incorporacién, con el fin de no perjudicar las propiedades
del hormigén y de mantenerse resguardado del ambiente hasta el momento de la generacién de la

fisura.
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Para el desarrollo de esta investigacion se utilizd un agente de auto-reparacion bioldgico el cual
consiste en arcilla expandida impregnada con una solucidon conformada por una bacteria capaz de
metabolizar carbonato de calcio (Bacillus Pseudofirmus), una fuente de calcio para la bacteria

(lactato de Calcio) y un agente nutritivo para la bacteria (extracto de levadura).

2.1.5 BACTERIA

Las bacterias son microorganismos procariotas, es decir no tienen un nucleo celular diferenciado
mediante una membrana, por lo que su material genético se distribuye libremente por todo el
citoplasma. Tienen un tamafo que puede ir entre 0.5 y 5 um de longitud y puede presentar
diversas formas: filamentos, esferas (cocos), barras (bacilos), sacacorchos (vibrios) y hélices

(espirilos) (Tortora, Funke, & Case, 2007).

Segun la estructura de su envoltura celular pueden clasificarse en grampositivas y gramnegativas.
La envoltura celular de las bacterias grampositivas comprende la membrana citoplasmatica y una
pared celular compuesta por una gruesa capa de peptidoglicano que rodea a la anterior. La pared
celular se une a la membrana citoplasmatica mediante moléculas de acido lipoteicoico. La capa de
peptidoglicano confiere una gran resistencia a estas bacterias y es la responsable de retener el
tinte durante la tincién de Gram (Seccidn 4.2.4). Las gramnegativas en cambio, presentan una
segunda membrana lipidica externa a la pared celular y su capa de peptidoglicano es mucho mas

delgada (Figura 2-1).
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Figura 2 - 1: Esquema de la pared celular de las bacterias grampositivas y gramnegativas (Madigan, et al., 2014).


https://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
https://es.wikipedia.org/wiki/Procariota
https://es.wikipedia.org/wiki/Micr%C3%B3metro_(unidad_de_longitud)
https://es.wikipedia.org/wiki/Envoltura_celular_bacteriana
https://es.wikipedia.org/wiki/Membrana_citoplasm%C3%A1tica
https://es.wikipedia.org/wiki/Pared_celular
https://es.wikipedia.org/wiki/Peptidoglucano
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_teicoico
https://es.wikipedia.org/wiki/Peptidoglicano

Ambas envolturas o paredes celulares tienen una carga electronegativa total. Las paredes
celulares grampositivas al tener gran cantidad de peptidoglicano se unen a los denominados
polimeros secundarios, aumentando la densidad de carga electronegativa de la pared, lo que junto
con la adicién de mas grupos COO o fosfato, resulta finalmente en una envoltura celular
altamente interactiva con los iones metalicos disueltos. Como resultado, es extremadamente
robusta y resistente a diversas y duras condiciones ambientales. La pared celular gramnegativa
tienen menos cantidad de peptidoglicano y carece de polimeros secundarios, pero su capa mas
externa esta salpicada con un lipido lipopolisacarido (LPS), que es altamente anidnico, debido a
esto, las superficies gramnegativas también son fuertemente electronegativas y pueden

interactuar con los iones metalicos disueltos (Schultze-Lam, Fortin, Davis, & Beveridge, 1996).

La incorporacion de una bacteria en el hormigén es el componente fundamental para lograr el
hormigdn auto-reparable que se presenta en esta investigacién. La forma en que intervine la
bacteria se expone en la siguiente seccidn, la metodologia para incluirla en la mezcla se trata en el

capitulo 3.

2.2 ASPECTOS GENERALES DE LA AUTO-REPARACION DE MATERIALES DE CONSTRUCCION

Existe una amplia gama de materiales bioldgicos que tienen la capacidad de regenerarse y volver a
su funcionalidad. Tal es el caso que vemos en la salamandra que puede regenerar su cola cuando
la pierde, o la fusidn de nuestros propios huesos cuando se rompen. La mayoria de los materiales
construidos por el ser humano no tienen dicha habilidad, sino que sigue el paradigma de reparar el
dafio en vez de gestionarlo previamente. Sin embargo, y siguiendo el ejemplo de la naturaleza, se
han ido desarrollando tecnologias para generar la capacidad de auto-repararse en distintos
materiales, inclusive aquellos que se usan el drea de la construccidn. Esto representa una gran
ventaja dado que las grietas u otros deterioros en los materiales son dificiles de detectar en una

etapa temprana, y se requiere intervencion manual para las inspecciones y reparaciones.

En otras palabras, un material autorreparable es aquel que es capaz de recuperar alguna de sus
propiedades, ya sea de manera autdnoma, mediante la reaccidn con el medio ambiente, o de

manera asistida mediante una intervencion menor del ser humano.



Para el caso particular del hormigdn autorreparable, éste serd capaz de contrarrestar la
degradacion mediante el inicio de un mecanismo de reparacidon que responde al micro dafio

(fisuras).

Al ser éste un material de gran interés, se han estudiado variadas formas de hacerlo.

2.2.1 AUTOREPARACION AUTOGENA DEL HORMIMGON

La auto-reparacion autdgena se refiere a la capacidad de sellar o rellenar las grietas y poros del
hormigdn de manera espontdnea, sin intervencién humana previa ni posterior, es decir es una
cualidad inherente del hormigdn. Se produce mediante la hidratacién de las particulas de cemento
no hidratadas en la fase de curado, por el bloqueo de la trayectoria de flujo por las impurezas del

agua y debido a la formacidn de cristales de calcita (Huang, Ye, Qian, & Schlangen, 2016).

Este mecanismo se produce cuando el CO, del aire se disuelve en el agua (Ecuacion 2-1) y los iones
de CO,” se difunden por las grietas. Luego, si existen concentraciones saturadas de estos iones y
del Ca®* contenido en el cemento, se genera la reaccién y precipita el carbonato de calcio o calcita

(CaCo0:s;), lo que finalmente sella la grieta (Ecuacion 2-2).

CO, + H,0 > H,CO;4 (2-1)

Ca* 4 C03%™ - CaCo; (2-2)

Se puede observar este fendmeno en la Figura 2-1.

Figura 2 - 2: a) Auto-reparacion autogena debido a la precipitacion del carbonato de calcio en presencia de agua y CO2
disuelto. b) Precipitacion de CaCO3 encontrada en la superficie de la grieta (Mihashi & Nishiwaki, 2012).
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Se ha observado con este mecanismo, que el CaCO; precipita en la parte mas superficial de la

grieta, por lo que esta no se rellena totalmente.

2.2.2 AUTO-REPARACION BASADA EN ADITIVOS MINERALES
Consiste en incluir, en la etapa de mezclado del hormigén, aditivos minerales, que al quedar

expuestos cuando se producen grietas, reaccionan con el agua y logran rellenarlas.

Estos aditivos pueden ser de tipo expansivos o de cristalizacidn. Los primeros reaccionan con el
agua aumentando su volumen, mientras que el segundo grupo, contiene silice y algunos cristales

catalizadores que reaccionan con la portlandita (Ca(OH),) formando cristales.

La auto-reparacion mediante aditivos minerales ha resultado bastante beneficiosa, ademas de
disminuir la permeabilidad y ser bastante rapida (dias). Sin embargo, si no se protegen los aditivos
al momento de realizar la mezcla, estos comienzan a reaccionar inmediatamente y se consumen
antes del agrietamiento, por lo que deben ser encapsulados previamente. Ademas, el mecanismo

requiere que la grieta tenga agua disponible continuamente.

2.2.3 AUTO-REPARACION BASADA EN AGENTES ADHESIVOS

Se utiliza un agente adhesivo que se endurece en las grietas y conecta ambas superficies de éstas.
Puede realizarse con un componente o varios componentes simultdneamente que se encuentran
encapsulados y reaccionan cuando son interceptados por la grieta. Entre los agentes usados se

encuentra el Epoxi, metacrilato de metilo, cianoacrilato, silicio y el aceite de madera (Tung).

2.3 AUTO-REPARACION DEL HORMIGON CON BACTERIAS
Este mecanismo de auto-reparacion se basa en la utilizacién de una bacteria que mediante su
proceso metabdlico es capaz de inducir la precipitacién de carbonato de calcio (CaCO;) para sellar

microgrietas.

La formacion de minerales a partir de organismos es un fendmeno que aparece de manera
frecuente en la naturaleza, principalmente en el agua de mar, agua dulce y suelos, y se produce

por las actividades metabdlicas basicas de los microorganismos (Hammes & Verstraete, 2002).

En el caso de la formacidon de carbonato de calcio mediante bacterias, se pueden distinguir

diferentes procesos para que ocurra.
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Para comprender mejor el sellado de las grietas y la accién de la bacteria, en esta seccidén se
describe qué es lo que rellena la grieta, y tedricamente cudles son los procesos que podrian

explicar el fenémeno.

2.3.1 FORMACION DE CRISTALES

La teoria respecto a la formacion de cristales, habla sobre dos etapas: nucleacidén y crecimiento de
cristales mediante capas monomoleculares alrededor del germen de cristalizacién o nucleo. Las
nuevas capas se van adhiriendo en la cara donde su adhesién libera mds energia. Las diferencias
energéticas suelen ser pequefias y pueden ser modificadas por la presencia de impurezas o

cambiando las condiciones de temperatura y presion (Elwell & Scheel, 1975).

Para que ocurra la cristalizacion es necesario que el sistema esté sobresaturado (o), es decir el
producto iénico (P.l.), que se refiere a la multiplicacion de las concentraciones de cada ion del
soluto (ecuacion 2-3), es mayor que el valor de la constante de solubilidad (Kps). Las ecuaciones

(2-4,2-5,2-6) presentan los posibles escenarios.

P.I.= A~ B* (2-3)
Kps < A~ B* - Sobresaturado — Precipitacién (2-4)
Kps = A~ Bt - Equilibrio — Saturacién (2-5)
Kps > A~ B* - Disolucion (2-6)

Sin embargo, la condicidon de sobresaturado no es suficiente para que un sistema comience a
cristalizar, deben existir ciertos embriones, nucleos o semillas como centros de cristalizacion

(nucleacién) (Diaz, 2009).

La mayoria de los sitios de nucleaciéon no alcanzan el estado cristalino porque en una solucidn
saturada existe también una tendencia de los nucleos a regresar a la solucién (se re-disuelven)

esto debido al hecho de que estos pequefios nucleos tienen un area superficial muy grande con
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respecto a su volumen, lo que implica que existan muchos atomos (sobre la superficie externa del
pre-cristal) con los enlaces quimicos no compensados, lo que lo hace mas soluble que un cristal de
gran volumen en que la mayor parte de sus datomos son internos y con sus enlaces quimicos
completamente compensados. Es por esto que para que el nlcleo no se disuelva debe alcanzar un
radio superior al radio critico, siendo el radio critico el limite entre el tamafio del area superficial y
el volumen, por lo tanto necesita que crezca con una rapidez tal de reducir su energia superficial, y

gue alcance un tamanio estable (Klein & Hurlbut, 1996).

/II/II I

Na o

Figura 2 - 4: Seccidn a través de un vértice de un cristal de NaCl mostrando iones perfectamente enlazados y
empaquetados en la parte interna del cristal y enlaces no compensados en la superficie externa (~ representa enlaces
quimicos no compensados y = enlaces quimicos compensados) (Klein & Hurlbut, 1996).

Las fuerzas que actlan sobre estos nucleos son de dos tipos: atractivas y repulsivas. Las atractivas,
resultan de la interaccion entre las particulas que forman al nucleo y tienden a mantenerlo unido,
son proporcionales al nimero de enlaces compartidos y por lo tanto a su volumen. Las repulsivas
son el resultado de la interacciéon del nucleo con el solvente y tenderan a disolverlo, por lo que son
proporcionales al numero de enlaces libres y en consecuencia a la superficie del nucleo. Para que
el nucleo sea estable las fuerzas atractivas deben predominar sobre las repulsivas. El tamafio

critico de estabilidad del nucleo ocurrira cuando ambas fuerzas sean iguales.

Se puede definir si un proceso es energéticamente favorable para la formacién de cristales segun
la diferencia de energia libre de Gibbs (4G) (Elwell & Scheel, 1975). Una agrupacién de n dtomos

para conformar la nueva fase viene dada por la expresién (2-7).

473

4G =

lenS + 4nr?y (2-7)
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Donde r: radio del nucleo, v: volumen molecular, k: constante de Boltzman, y: tensidn superficial

y S: sobresaturacién.

El maximo valor para r estara definido por la ecuacién de Gibbs-Thomson (2-8).

« _ 2vy
 KTInS

(2-8)

A medida que aumenta la sobresaturacién en un sistema disminuye el radio critico necesario para

que el nucleo sea estable, y por lo tanto la nucleacién se ve favorecida.

El proceso de formacién de los nucleos se clasifica en dos tipos; la nucleacién primaria u
homogénea, que esta referida a todos los procesos en el cual el sistema no presenta cristales y
ocurre en el interior de una sustancia uniforme, y la nucleacidn secundaria o heterogénea, que es
generada en un sistema sobresaturado, y se presenta cuando la solidificacién se da sobre la
superficie de algin material sumergido, o algunas impurezas insolubles, esto debido a que

disminuyen la energia libre requerida para formar un nucleo estable.

El caso de la precipitacion de cristales de carbonato de calcio corresponde a una nucleacién
heterogénea sobre la pared de la célula bacteriana una vez que se ha alcanzado la sobresaturacion

del sistema (Paramo, Narvaez, & Ortega, 2015).

Cuando ya se ha conformado el nucleo estable, es decir con un radio superior al critico, el cristal
necesita el continuo aporte de iones y su subsecuente incorporacion a los sitios de la cara en
crecimiento. Segun el modelo cldsico de crecimiento cristalino para un cristal que tiene una fase
plana con un escaldn, los iones se moveran a la superficie del cristal y luego se difundiran hacia los
sitios de incorporacion o pliegues ya que un atomo que ingrese a tal pliegue sera capaz de formar
enlaces vecinos mads cercanos con tres atomos en el cristal (Elwell & Scheel, 1975). Esto se puede
observar en la Figura 2-3, donde el ién que se incorporara estd representado por un cubo (ad

atom), éste puede incorporarse al pliegue (kink) o en un sitio de la capa inferior (vacancy).

14



od otom /
/

vacancy
=

Figura 2 - 5: Modelo idealizado de superficie de cristal plana (Elwell & Scheel, 1975).

Si un cristal que tiene una interfaz escalonada y esta en contacto con una solucién sobresaturada,

se puede considerar que el proceso de crecimiento ocurre en las siguientes etapas (Figura 2-4).

(i) Transporte de soluto al vecindario de la superficie del cristal.

(ii) Difusidn a través de una capa limite, adyacente a la superficie, en la que existe un
gradiente en la concentracidon de soluto debido al agotamiento del material en la
interfaz de solucion de cristal.

iiii) Adsorcidn en la superficie del cristal.

iv) Difusidn sobre la superficie.

(

(

(v) Adjunto a un paso.

(vi) Difusidn a lo largo del paso.
(

vii) Integracion en el cristal en un pliegue.

Figura 2 - 6: Etapas en el crecimiento del cristal de la solucién (Elwell & Scheel, 1975).
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Finalmente el cese del crecimiento ocurre cuando caen los niveles de sobresaturacion o por una

acumulacidn de defectos en la superficie del cristal debido a la incorporacion de impurezas.

Este estudio se basa en el aprovechamiento de los cristales de carbonato de calcio para conseguir
la auto-reparacion del hormigon. El carbonato de calcio es uno de los minerales mdas abundantes
gue podemos encontrar en los seres vivos, y es posible identificar en su formacion cinco
polimorfos, es decir que tienen la misma molécula pero en diferente ordenamiento. Tres de ellos
son formas cristalinas no hidratadas; calcita, aragonita y vaterita; y dos son hidratadas; el

carbonato de calcio hexahidratado (CaCO;:6H,0) y monohidratado (CaCO;-H,0).

Figura 2 - 7: Células estructurales que corresponden a los polimorfos a) Calcita, b) Vaterita y c) Aragonita
(Blanco-Gutierrez, et al., 2014).

2.3.2 BIOMINERALIZACION
La biomineralizacion es el estudio de los procesos que conducen a la conformacién de materiales

minerales producidos por organismos vivos. Tal es el caso de conchas, huesos, dientes, e incluso
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calculos renales. Estas estructuras orgdnicas-inorganicas se producen por una extraccidn selectiva

y absorcion de iones del ambiente llegando a tener un alto grado de organizacion (Mann, 2001).

Se pueden distinguir dos procesos fundamentalmente diferentes en la biomineralizacién. El
primero se puede observar en numerosos animales, y es un proceso controlado por una matriz
organica, es decir el organismo construye un marco organico o molde en el cual se introducen
activamente los iones apropiados y luego se los induce a cristalizar y crecer. El tipo de mineral, la
orientacién de los ejes cristalograficos y la micro-arquitectura estdn determinados genéticamente.
El segundo proceso basico de formacidon de minerales se atribuye a algunas especies bacterianas y
diversas algas verdes y pardas, y se caracteriza por la formacién de minerales extracelularesy / o

intercelulares a granel, sin la elaboracidn de matrices organicas (Lowenstam & Weiner, 1981).

En particular las bacterias, son los seres vivos que mas tipos de biominerales pueden producir,
siendo capaces de originar mas de 60 fases minerales distintas. Dado su pequefio volumen, un
grupo de bacterias tiene la relacion mas alta de area superficial/volumen que cualquier otro grupo
de organismos, por lo que en presencia de grupos quimicos cargados en la superficie de sus

células, tienen una potente capacidad de nucleaciéon mineral.

Los factores que rigen a los procesos de cristalizacion, se aplican a los procesos de la
biomineralizacién, sin embargo ésta se regula de cierto modo por los organismos que la generan,

en el caso de esta investigacion por la participacién de bacterias.

2.3.3 BIOMIMETISMO
El biomimetismo es la ciencia que busca imitar procesos quimicos y/o mecanicos de la naturaleza
para integrarlos a las nuevas tecnologias y entregar soluciones a problemas que la naturaleza ya

ha resuelto (Benyus, 1997).

El biomimetismo en este contexto busca la simulacion de la biomineralizacién, utilizando los
mecanismos de la biomineralizacion para lograr materiales con una estructura y funcidn
especifica. Los materiales tradicionales de ingenieria son estaticos, a diferencia de los materiales
bioldgicos que van evolucionando para responder y adaptarse al ambiente. Un hueso, por
ejemplo, al fracturarse puede formar un codgulo de sangre, que posteriormente se convertira en
un callo cartilaginoso, mds tarde se sometera a revascularizacién y calcificacién, y finalmente se

remodelara, restaurando su funcionalidad désea (Marsell & Einhorn, 2011). Esta clase de
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fenédmenos han inspirado la fabricacién de materiales inteligentes dentro de la ingenieria, como lo

es el hormigdn auto-reparable (Seccidn 2.2).

2.3.4 PRECIPITACION DE CALCITA MEDIANTE LA ACCION BACTERIANA

Vias para la biomineralizacion de carbonato de calcio

Los procesos para la formacion de carbonato de calcio mediante organismos vivos pueden seguir
diferentes caminos. En primer lugar se diferencia una via autétrofa y una heterdtrofa. La via
autétrofa corresponde a aquellos microorganismos que captan la energia de la radiacidon luminosa
(fotosintetizantes), y usan CO, como fuente de carbono, por lo tanto inducen la reduccién de CO,
del entorno inmediato de las bacterias. Cuando existe presencia de iones de calcio en el medio, tal

agotamiento favorece la precipitacidon de carbonato de calcio.

En la via heterdtrofa pueden ocurrir dos procesos bacterianos, una precipitacién pasiva y una
activa. La precipitacidn pasiva o cabonatogénesis pasiva funciona produciendo iones de carbonato
y bicarbonato e induciendo varias modificaciones quimicas en el medio que conducen a la
precipitacion de carbonato de calcio. Este proceso es inducido por dos ciclos metabdlicos: ciclo del
nitrogeno (amonificacion de aminoacidos, degradacion de urea y 4cido Urico, y reducciéon

disimilatoria de nitratos) y del ciclo del azufre (reduccién disimilatoria de sulfatos).

En la precipitacidon activa o carbonatogénesis activa las particulas de carbonato se producen
mediante intercambios idnicos a través de la membrana celular siguiendo mecanismos aun poco

conocidos.
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Figura 2 - 8: Esquema sobre las vias para la produccion de carbonato de calcio (Hammes & Verstraete, 2002).
Al existir la posibilidad de precipitar carbonato de calcio mediante cualquiera de estas vias
supondria que todas las bacterias serian capaces de inducirlo por alguno de estos caminos. El
camino seguido por la bacteria utilizada en esta investigacidn no se conoce con certeza, pero

segun lo descrito se atribuye a una biomineralizacion heterétrofa activa.

Descripcion del procedimiento para la biomineralizacion de carbonato de calcio

La precipitacidon de carbonato de calcio seria la respuesta de las bacterias cuando se encuentran
en un medio enriquecido. Los primeros productos sélidos van recubriendo la superficie de los
cuerpos bacterianos y se fusionan hasta formar un revestimiento rigido. Todas estas pequefias
particulas se ensamblan formando estructuras "precristalinas". Estas estructuras van creciendo y
progresivamente muestran estructuras cristalinas. (Castanier, Le Métayer-Levrel, & Perthuisot,

1999).

Para que se logre la precipitacidon de calcita para la auto-reparacion del hormigdn se necesita la

relacidn de cuatro factores fundamentales (Kile, Eberl, & Hoch, 2000)

., . . . 2
e Concentracion de cationes de calcio en el medio (Ca“)
e Concentracidn disuelta de carbono inorganico (DIC)

e pH
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e Disponibilidad de los sitios de nucleacion.

La concentracién de calcio serd un factor entregado por el medio a la bacteria, mientras que la
capacidad de crear un ambiente alcalino (alto pH y aumento de DIC) es un factor que se ha podido
atribuir a las bacterias a través de diversas actividades fisioldgicas (Castanier, Le Métayer-Levrel, &

Perthuisot, 1999). El hormigdn de por si es un alcalinizante, lo que favoreceria el proceso.

El rol de las bacterias como sitio de nucleacién hace referencia a su capacidad para ser el inicio de
la separacion de fases en un sistema que se ha sobresaturado y con esto comenzar el proceso de

cristalizacién. Se describe la nucleacién en la seccion 2.3.1.

Como resultado de un bajo nimero de Reynolds, las bacterias estan rodeadas por una delgada
capa acuosa, que crea fisicamente un microambiente. Esto forma una interfaz entre la célula
bacteriana y el entorno exterior, en la que pueden prevalecer diferentes concentraciones de
protones (pH), DIC y Ca** (Hammes & Verstraete, 2002). Unido a la naturaleza electronegativa de
las membranas celulares (posibles sitios de nucleacidn de cristal), este puede crear un entorno de

precipitacion (Schultze-Lam, Fortin, Davis, & Beveridge, 1996).

Reacciones quimicas para la biomineralizacion de carbonato de calcio (Jonkers, Thijssen, Muyzer,
Copuroglu, & Schlangen, 2010)

Como se menciond, dentro de los 4 factores es necesaria cierta cantidad de cationes de calcio en
el medio. La fuente de calcio proporcionada para este estudio consistid en el lactato de calcio
(CaCgH410g). La conversidn metabdlica bacteriana del lactato de calcio ocurre de acuerdo a la

siguiente reaccion (2-9)

CaCgHyy0g + 60, — CaCOz + 5C0, + 5H,0 (2-9)

Una molécula de lactato de calcio (CaCgH;,0¢) reacciona con 6 moléculas de oxigeno (0,), lo que
produce una molécula de carbonato de calcio (CaC03), 5 moléculas de diéxido de carbono (CO,) y

5 de agua (H,0).

! Pardmetro adimensional gue combina una longitud de escala, una velocidad de escala y la velocidad
cinematica. Si el NUmero de Reynolds es relativamente pequefio, el flujo es laminar, si es grande, el flujo es
turbulento (Potter & Wiggert, 2003).
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Las moléculas de CO, producidas son capaces de reaccionar con el hidréxido del calcio (Ca(OH),)

aportado por el cemento y formar mayor cantidad de CaCO5 junto con moléculas de agua (2-10).

5C0, + Ca(OH), » 5CaC0; + 5H,0 (2-10)

Aungque la precipitacion del carbonato de calcio se ha investigado extensamente tanto en entornos
naturales como en laboratorios definidos condiciones, los mecanismos exactos de precipitacion

permanecen sin resolver.

2.3.5 BACTERIA BACILLUS PSEUDOFIRMUS

Se ha observado la capacidad de precipitar carbonato de calcio en varias bacterias del tipo bacilo.
Para este estudio se utilizd la bacteria Bacillus Pseudofirmus, que corresponde a una anaerobia
facultativa, es decir, puede desarrollarse tanto en presencia como en ausencia de oxigeno, del tipo
grampositivo, lo que indica que su envoltura celular comprende la membrana citoplasmatica y una
pared celular compuesta por una gruesa capa de peptidoglucano, la que a su vez les confiere una

gran resistencia.

Las colonias que forma son amarillas y redondas con margenes irregulares. Las células tienen
forma de barra, produciendo esporas ovaladas. Las cepas muestran un crecimiento cuando se

encuentran a temperaturas entre de 10 a 45 ° C. (Nielsen, Fritze, & Priest, 1995).

Dentro de las ventajas que otorga este tipo de microorganismo para resistir el proceso de
fabricacion del hormigdn se encuentra su capacidad formadora de endosporas y su tolerancia a
ambientes alcalinos. Crece en un rango de pH de 7.5 a 11.4 y puede resistir grandes aumentos

repentinos en el pH externo (B. Janto, 2011).
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Figura 2 - 9: a) Esquema de una célula bacteriana b) Colonias de la bacteria en placa c) Bacterias luego de
tincién gram.

2.4 FACTORES QUE AFECTAN EL DESARROLLO DEL HORMIGON AUTO-REPARABLE
Durante los ultimos afios ha incrementado el interés por la aplicacién de un hormigdn auto-

reparable, por lo que las investigaciones al respecto han tenido un gran auge (Figura 2-10).
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Figura 2 - 10: Numero de publicaciones referidas a la auto-reparacion del hormigén (Ubeda, 2014).

Dentro de esta estadistica se encuentra la auto-reparacion por medio de bacterias, la que cada vez

gana mas terreno dado los resultados que se ha ido mostrando. Universidades de China, Inda,
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Holanda, Alemania, Estados Unidos han realizado diferentes estudios sobre el tema, sin embargo,
al utilizar cada autor diferentes métodos experimentales y de analisis, resulta dificil estandarizar

respecto de cudl es el mejor procedimiento y cudl es la mejor bacteria para la auto-reparacién.

A continuacidn se presentan algunos de los factores mas relevantes a considerar para definir los

parametros usados en esta investigacion.

2.4.1 CONCENTRACION DE BACTERIAS

No se ha definido claramente, la cantidad dptima de bacterias que se deben insertar en la mezcla.
Segln algunos autores con altas concentraciones de bacterias (6x10® esporas por cm® de
hormigén) la resistencia a la compresion puede disminuir hasta en un 10%, lo cual traeria mas

desventajas que beneficios a la aplicacidon de bacterias en el hormigdén (Jonkers & Schlangen,

2008).

En un estudio realizado por la Universidad de Judrez, México, la mayor resistencia a la compresién
utilizando diferentes concentraciones de bacterias se logré con 10° células por ml de agua total
utilizada en la mezcla, con un aumento de 18.83% con respecto a las probetas de control.
(Narayanasamy, Alvarado, & Sanchez). Sin embargo, se desconoce la eficacia de la auto-reparacion

versus las diferentes concentraciones de bacterias.

ACRN-4
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Figura 2 - 11: Resistencia a la compresion de cubos de mortero de cemento en relacién con diferentes concentraciones
de células de la cepa bacteriana ACRN 4.

Estudios mas recientes han mostrado un incremento en la resistencia a la compresion en
diferentes tipos de bacterias con concentraciones elevadas. En la Tabla 2-1 se muestran varios

tipos de bacterias, las concentraciones usadas y los resultados para la resistencia a la compresién.
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Bacteria used Best results Bacterial concentration

Bacillus sp. CT-5 Compressive strength 40% more than the control concrete 5 x 107 cells/mm?

Bacillus megaterium Maximum rate of strength development was 24% achieved in highest 30 x 10° cfu/ml
grade of concrete 50 Mpa

Bacillus subtilis Improvement of 12% in compressive strength as compared to 2.8 x 10% cells/ml
controlled concrete specimens with light weight aggregates

Bacillus aerius Increase in compressive strength by 11.8% in bacterial concrete 10° cells/ml
compared to control with 10% dosage of RHA

Sporosarcina pasteurii Compressive strength 35% more than the control concrete 107 cells/ml

AKKRS 10% increase in compressive strength as compared to control concrete 107 cells/ml

Shewanella Species 25% increase in compressive strength of cement mortar compared with 100,000 cells/ml

the control mortar

Tabla 2 - 1: Varios tipos de bacterias y sus resultados de resistencia a la compresién (Kunamineni, et al., 2017).

En todos los resultados de la Tabla 2-1 se ven mejoras de la resistencia a la compresién, sin
embargo, en ninguno se utiliza el método de protecciéon de las bacterias por medio de

impregnacion en arcilla expandida.

Los estudios de la Universidad de Ghent revelaron que la concentracidn de bacterias deberia ser
superior a 10° células/ml para obtener una cantidad considerable de precipitaciéon de carbonato
de calcio (Tziviloglou, y otros, 2016). En algunas investigaciones de esta universidad, si se utilizé
arcilla expandida para proteger a las bacterias por lo que este sera el parametro considerado para

este estudio.

2.4.2 FUENTE DE CALCIO
Como se mostro en la reaccién (2-9), es necesaria la incorporaciéon de calcio en el ambiente de la

bacteria para que se produzca la oxidacién® del carbono.

Las fuentes de calcio utilizadas para la auto-reparacidn del hormigdn con bacterias son bastante
variadas; se puede encontrar autores que utilizan alginato ((C;,H;4Ca0,,)n), acetato

(C4Hg04Ca), lactato (CaCyH1(0g), formiato (Ca(HCOO0),) y nitrato de calcio (Ca(NO5),).

Se ha comparado el agente de auto-reparacidn preparado con bacterias y tres diferentes fuentes
de calcio: lactato, formiato y nitrato de calcio (Luo & Qian, 2016). Se observé que el agente con
lactato podria retrasar la hidratacion del cemento, lo que daria como resultado un aumento en el

tiempo de fraguado final; en cambio, los agentes de auto-reparacion con formiato y nitrato hubo

2 .z . .y . . , P
Una reaccién de oxidacion disminuye el nimero de enlaces C—H, o aumenta el nimero de enlaces C—0
(Yurkanis Bruice, 2007)
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una aceleraron la hidratacion. Ademas, al evaluar la resistencia a la compresidn se observé que

esta depende no solo de la fuente de calcio, sino también de la cantidad de agente que tenga en

relacién a la mezcla (Figura 2-11).
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Figura 2 - 12: Resistencia a la compresion para muestras de hormigoén con diferentes cantidades de agente de auto-
reparacion. a) Agente con Nitrato de Calcio, b) Agente de auto-reparacion con Formiato de Calcio, c) Agente de auto-
reparacion con Lactato de Calcio (Luo & Qian, 2016) .

El agente con nitrato de calcio (NB), aumentd la resistencia a compresion del hormigén solo
cuando tenia un 1% con respecto al total de la mezcla, para el 2 y 3% hubo una pérdida de

resistencia.

El agente con formiato de calcio (JB) también aumenta la resistencia a la compresidn al tener un

1%, luego comienza a descender, pero hasta el 3% sigue siendo mayor a las probetas de control.
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Para el caso del agente con lactato de calcio (RB) se observa un aumento De la resistencia a los 28

dias proporcional a los porcentajes del agente.

Dados los resultados en la resistencia a la compresion del lactato de calcio y los resultados
comprobados de otros investigadores en la auto-reparacién del hormigdn (Tziviloglou, Wiktor,

Jonkers, & Schlangen, 2016), se utilizé este reactivo como fuente de calcio para la bacteria.

2.4.3 TECNICAS DE ENCAPSULACION DE LAS BACTERIAS
Se ha aplicado el agente de auto-reparacion de manera directa en la mezcla, y se han visto
resultados positivos, sin embargo, las bacterias van disminuyendo su poblacién con el tiempo, por

lo que el agente pierde su eficacia.

En la grafica de la Figura 2-12 se puede observar como aquellas grietas que fueron producidas en
el hormigdn a los 7 y 14 dias alcanzan una auto-reparacion completa. La auto-reparacién de las

grietas producidas luego de los 60 dias disminuye considerablemente (Luo, Qian, & Li, 2015).
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Fig. 12. Crack healing ratio of specimens in different cracking age.

Figura 2 - 13: Porcentaje de auto-reparacion de las grietas de especimenes agrietados a diferentes edades desde su
fabricacion (Luo, et al., 2015).

Una forma de superar esta limitacion, y permitir que el hormigdn siga siendo un material auto-
reparable en el tiempo, es encapsulando las bacterias, protegiéndolas sin afectar ninguna de las
propiedades del hormigdn ni la precipitacidon de carbonato de calcio. Se han investigado diversas
formas de proteger a las bacterias en la mezcla de hormigdn; agregados de arcilla expandida
(LWA) (Tziviloglou, Wiktor, Jonkers, & Schlangen, 2016) , microcapsulas a base de melanina (Wang,

Soens, & Verstraete, 2014), tierra de diatomeas (Wang, De Belie, & Verstraete, Diatomaceous
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earth as a protective vehicle for bacteria applied, 2012), gel de silice y poliuretano (PU) en tubos
de vidrio (Wang, Van Tittelooom, De Belie, & Verstraete, 2012), nano plaquetas de grafito (GNP)
(Khalig & Basit Ehsan, 2016), e hidrogel (Wang, y otros, 2015).

Encapsulacion a base de melanina

En el estudio sobre la encapsulacion a base de melanina, se usé el nitrato de calcio como la fuente
de calcio y se midid la auto-reparacidn de las grietas segun la relacién entre el area inicial y el area
sellada. El hormigdn con esporas encapsuladas mostré una relacidon auto-reparaciéon entre el 48%
y el 80%, mientras que para las muestras sin esporas solo llegé al 50%. Ademas, La mayor
reduccion en el drea de grietas se observd cuando las muestras se sometieron a ciclos himedos y

secos con agua como medio (Wang, Soens, & Verstraete, 2014).

La tierra de diatomeas

Este compuesto es un mineral rico en silice y formado a partir de la cdscara de microorganismos
llamados diatomeas, tiene una estructura altamente porosa y es posible proteger a las bacterias
del alto pH del hormigdén. Las bacteria utilizadas en este estudio eran ureoliticas y se pudo
comprobar que aquellas inmovilizadas con la tierra de diatomeas tenian una actividad ureolitica
mucho mas alta que las bacterias no inmovilizadas; se descompusieron 12-17 g/I de urea en el
cemento durante 3 dias en el caso de las bacterias con tierra de diatomeas, mientras que para las
otras se descompuso menos de 1 g/l de urea en el mismo periodo. Ademas se observé que las
grietas con el agente se rellenaron completamente. Si bien, este método resulto efectivo, no se ha
demostrado en con otro tipo de bacterias. El proceso metabdlico de las bacterias usadas en esta
investigacién no es sobre hidrélisis de la urea, sino oxidacién de carbono (Wang, Soens, &

Verstraete, 2014).

Hidrogel

El uso de hidrogel para la encapsulacién de bacterias proporciona una fuente de humedad interna
para la actividad bacteriana y actia como caparazén protector para las bacterias. La auto-
reparacion de las bacterias protegidas bajo esta técnica fue de aproximadamente 40% -90% y se
observé una disminucién maxima en la permeabilidad al agua de aproximadamente el 68%.
Ademas, es posible la utilizaciéon de este método en lugares tropicales que se caracterizan por alta
humedad y precipitacion, debido a la gran capacidad de absorcién de los hidrogeles. Sin embargo,
la resistencia a la traccién y a la compresion se deterioraron un 23,40% y 30% respectivamente

con la adicion del 1% del hidrogel (Wang, y otros, 2015).
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Encapsulacion en agregado liviano (LWA)

Los agregados de arcilla son livianos y blandos, lo que permitiria que al momento de producirse
una grieta esta rompa el agregado y permita la accion de la bacteria. Ademas, son altamente
porosos lo que permite la correcta encapsulacion del agente de auto-reparacién. Los
experimentos han probado después de dos semanas de inmersién en agua el sellado de un ancho
de grieta maximo de 0.46 mm, y después de 6 meses, no se observé ninguna pérdida en la
viabilidad de las bacterias. Este fue el método de encapsulacién utilizado en este estudio, dada su
disponibilidad en el laboratorio y a que otorga una proteccién adecuada a las bacterias (Wang, y

otros, 2015).

Nanoplaquetas de grafito (GNP)

Se ha observado que GNP es un buen compuesto para proteger a las bacterias. En el estudio
realizado por (Khalig & Basit Ehsan, 2016) se utilizaron muestran incorporadas con GNP y LWA. Las
muestras agrietadas a los 3 y 7 dias obtuvieron una mejor auto-reparacién para las que contenian
el GNP. Sin embargo, las muestras agrietadas posteriormente a los 14 y 28 dias entregaron
mejores resultados en las que tenian el agente de auto-reparacion contenido en la LWA (Figura 2-
13). Esto podria confirmar la eficacia del agregado liviano (LWA) para conservar a las bacterias en

el tiempo (Wang, y otros, 2015).
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Figura 2 - 14: Auto-reparacion de las muestras seglin su espesor en mm en el tiempo (dias). La mezcla 1 no tiene agente
de auto-reparacion, la mezcla 2 tiene las bacterias sin proteccion, la mezcla 3 contiene el agente en LWA, y la mezcla 4
contiene el agente en GNP.
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2.4.4 CONDICIONES DE HUMEDAD PARA LA AUTO-REPARACION

Es indispensable la presencia de agua para que se produzca la precipitacion de carbonato de
calcio. El agua logra sacar a las bacterias de su estado de latencia, permite que se inicie el proceso
de formacién de la calcita y colabora con la difusion del oxigeno para que ocurra la reaccion
oxidativa. Sin embargo, visto de manera practica, no todas las construcciones de hormigdn se
encuentran sumergidas en agua; esto significaria la necesidad de una intervencién manual de
regado para que las bacterias puedan reparar las grietas y el hormigén perderia su connotacién de
auto-reparable. Para que no sea necesaria la intervencién humana, el material debera aprovechar

el agua proporcionada por el ambiente; esto puede ser la humedad del ambiente o la lluvia.

A modo de simular esta situacién, (Luo, Qian, & Li, 2015) sometié a los especimenes con el agente
de auto-reparacion a tres condiciones: totalmente sumergidos (Water curing), a ciclos de mojado-
secado, en donde se mantuvieron 12 horas sumergidos en agua y 12 horas fuera (Wet-dry cycles
curing), y un tercer grupo en que estuvo en un ambiente con una humedad relativa del 90% (Wet
curing). En la Figura 2-14 se puede observar que en los especimenes sumergidos y sometidos a
ciclos de mojado-secado hubo una eficiente reparaciéon. Aquellos que solo se mantuvieron
himedos (Humedad relativa de 90%) no hubo visibles reparaciones, alcanzandose solamente un

43% de reparacion a los 28 dias.
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Figura 2 - 15: Porcentaje de auto-reparacion en probetas sometidas a diferentes maneras de proporcionar humedad
(Luo, et al., 2015).
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Algunas de las técnicas utilizadas para proteger a las bacterias mencionadas en la seccién 2.4.3,
son capaces de absorber agua y con esto auto-reparar el hormigdn sin necesidad de sumergirlo en

agua.

En la encapsulacién a base de melanina se observé el mejor rendimiento de auto-reparacion
cuando se expuso el hormigdn a ciclos mojado-secado (periodo mojado de 16 h y periodo seco de
8 h). Por otro lado, el hidrogel también tiene la capacidad de absorber agua; se observd en
especimenes sometidos a ciclos de mojado-secado grietas con un mdaximo de 0.5 mm auto-

reparadas.

Los ciclos de mojado-secado podrian favorecer ademas el sellado de las grietas al disminuir la

difusién de la precipitaciéon en formacion.
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3. FACTORES DE ESTUDIO Y DISENO EXPERIMENTAL

3.1 FACTORES DE ESTUDIO

El objetivo general de este trabajo es comparar el efecto de tres diferentes temperaturas y dos
tipos de cemento en la capacidad de la auto-reparacién del hormigén mediante la bacteria Bacillus
Pseudofirmus. Estos factores podrian afectar directamente el desempefio de la bacteria, y por
ende la auto-reparacién, como bien podrian hacerlo de manera indirecta mediante otros

fendmenos.

Ademas, se estudid si el agente de auto-reparacion (2.1.6) podria tener incidencia en la resistencia

a compresion del hormigon.

3.1.1 TEMPERATURA

La bacteria Bacillus Speudofirmus corresponde a una de tipo meséfilo (seccion 2.3.4), y su éptimo
crecimiento ocurre a los 30°C (Belgian Co-ordinated Collections of Micro-Organisms BCCM), por lo
gue una variacidon en la temperatura podria afectar otras actividades enzimaticas como la

precipitacién del carbonato de calcio.

Por otro lado, la auto-reparacion autégena (se describe en la seccion 2.2.1) es un fendmeno que
no puede aislarse de la auto-reparacién con bacterias ya que es propia de cualquier hormigén, y se

ha observado en otros estudios la incidencia que tiene la temperatura en sus resultados.

En el estudio acerca de reparacién autégena propuesto por (Reinhardt & Jooss, 2003) se compard
la permeabilidad de probetas agrietadas y puestas a 20°, 50° y 80°C. Las grietas con un ancho de
0.05 mm no presentaron mayores diferencias entre las temperaturas, no asi en las grietas de 0.1y
0.15 mm, en donde las grietas expuestas a mayor temperatura presentaron mayor permeabilidad

como se observa en la Figura 3-1.
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Figura 3 - 1: Representacion de la permeabilidad K segtiin ancho de las grietas a distintas temperaturas (Reinhardt &
Jooss, 2003).

La influencia de la temperatura se puede respaldar tedricamente mediante la ley de Hagen-

Poiseulle (Reinhardt & Jooss, 2003), Ecuacidn (3-1).

_ SwApl
Qro =, [m*/s] (3-1)
_o i
K = " (3-2)
Ap = pgh (3-3)
Qro = S8 [m? /5] (3-4)

Donde Q,,es la tasa de flujo, £ Rugosidad, w Ancho de la grieta, [ largo de la grieta, n viscosidad

del agua, d Espesor de la probeta y K Permeabilidad del agua.

La densidad y la viscosidad del agua son afectadas por los cambios de temperatura. A 20°C la
densidad sera de 1000 Kg/m?y a 80°C de 970 Kg/m®. La viscosidad a 20°C sera de 1 MPa y a 80°C
serd de 0.35 MPa, al estar la permeabilidad directamente relacionada con el cociente entre la
densidad y la viscosidad (2), se tendra que a mayor temperatura el cociente sera mayor (Tabla 3-
1), por lo que a mayor temperatura existird mas permeabilidad de las grietas, o menor sellado en

el hormigon.
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Tabla 3 - 1: Cociente entre densidad y viscosidad del agua seguin su temperatura.

Temperatura | Densidad | Viscosidad
c0) (ke/m) | (mpa) | P/7
20 1000 1 1000
80 970 0.35 2771

3.1.2 TIPOS DE CEMENTO
El segundo factor que se estudio es el tipo de cemento utilizado para la preparacién del hormigén

auto-reparable. Se considerd el cemento Portland y Puzolanico (Seccién 1.3y 2.1.2).

Cuando precipita el carbonato de calcio durante la auto-recuperacién por bacterias una de los
productos que genera es el didxido de carbono (3-5), el cual al reaccionar con el hidréxido de
calcio producird mayor cantidad de carbonato de calcio (3-6) (Huang, Ye, Qian, & Schlangen,
2016). Es por esto que la cantidad de hidréxido de calcio que tenga el tipo de cemento utilizado

puede afectar el rendimiento del sellado de fisuras en el hormigdn.

CaCgHyo0¢ + 60, - CaC03 + 5C0, + 5H,0 (3-5)

Lactato de calcio + oxigeno — Carbonato de calcio + Dioxido de carbono + Agua

5C0, + Ca(OH), » 5CaC0; + 5H,0 (3-6)

Dioxido de carbono + Hidréxido de Calcio — Carbonato de calcio + Agua

Los principales componentes del cemento Portland son el silicato tricalcico (C5S) o alita (de 40 a
60%), silicato bicalcico (C,S) o belita (20 a 30%), aluminato tricdlcico (C3A) o celita (7 a 14%) y
ferrito aluminato tetracdlcico (FAC;) o ferrita (5 a 12%), siendo los Silicatos (C.S) los mas
abundantes, constituyendo mas del 80%. Al esquematizar la hidratacidn de los silicatos tenemos la
Hidratacién primaria (3-7) (Becker E. , CEMENTO PORTLAND - Caracteristicas y Recomendaciones
de Uso, 2000).

C,S + H,0 > gel SCH + (OH),Ca (3-7)
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Donde C,,S: Silicato calcic, SCH: Silicato calcico hidratado y (OH),Ca: Hidrb6xido de calcio

Si bien es el gel SCH el principal responsable del desarrollo de resistencia y de la durabilidad del
hormigdn y el hidroxido de calcio es muy poco resistente desde el punto de vista mecdanico, puede

participar en la generacidn de carbonato de calcio como se mostro en (3-6).

Por otro lado, el cemento Puzolanico también hidratara en primera instancia los silicatos
presentes en él (hidratacién primaria) (3-7), pero, posteriormente ocurrird la hidratacion
secundaria (3-8) donde se combina el hidréxido de calcio formado anteriormente con el diéxido de

siliceo aportado por las puzolanas.

Si0, + Ca(OH), + H,0 — gel SCH (3-8)

Como se puede observar en la hidratacién de la puzolana no hay generacién de hidroxido de
calcio. La Figura 3-2 muestra que a medida que avanza el proceso de hidratacidn, el hidréxido de
calcio disminuye (Becker E. , CEMENTO PORTLAND PUZOLANICO - Caracteristicas vy

Recomendaciones, 2001).

CPN

cemento poriland normal

sinadiciones

Contenido de Hidroxido de Caleio [%%]

CPrP

Edad [dias]

Figura 3 - 2: Variacion en el contenido De Hidréxido de Calcio (Ca(OH),) durante la hidratacién del cemento portland
normal y cemento portland puzolanico (Becker, 2001).

Esto puede traducirse en un mejor desempefio del cemento Portland para la auto-reparacién del

hormigdén mediante bacterias.
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3.2 DISENO EXPERIMENTAL
Para estudiar la auto-reparacion del hormigdn con bacterias segln la temperatura, se

consideraron 3 temperaturas (Tabla 3-2).

Tabla 3 - 2: Temperaturas a las que sometera a las probetas en el proceso de auto-reparacion.

Temperatura
4°C Temperatura Extrema
23°C Temperatura ambiente.
30-40°C Optimo para la actividad bacteriana

Los 4°C representan una temperatura extrema para la bacteria dada su naturaleza mesofila

(seccion 2.3.4).

Los 23°C representan la temperatura ambiente, la cual ha sido utilizada en la mayoria de las
investigaciones acerca de auto-reparacién con bacterias (Wiktor & Jonkers, 2011), (Stuckrath,
Quantification of chemical and biological calcium carbonate precipitation: Performance of self-
healing in reinforced mortar containing chemical admixtures, 2014) (Siddique, y otros, 2016),

entregando resultados positivos.

Los 30°C representan la mejor temperatura para el crecimiento de la bacteria, sin embargo, no fue
posible mantener este valor fijo debido a que el horno utilizado para guardar las probetas se
emplea para el secado de diferentes muestras a altas temperaturas (mayores a 100°C) y no es
capaz de mantener una temperatura baja constante. La maxima temperatura registrada fue de

40°C, mientras que en el rango inferior alcanzé los 28°C.

Todas las probetas utilizadas en el estudio de la temperatura se fabricaron con cemento Portland.
Se consideré probetas con el agente de auto-reparacién (B) que se describié en la seccién 2.1.6 y

probetas de control (C) para comparar resultados.

Para el estudio de la auto-reparacion segun los tipos de Cemento, se usaron los cementos Portland
y Puzolanico. Ademas de las probetas Cy B, se incluyd un tercer tipo de mezcla que consiste en la
incorporacién del lactato de calcio a la arcilla, sin las bacterias ni el extracto de levadura (L). Esto

debido a que una alta cantidad de calcio podria, por si solo, ser capaz de auto-reparar el hormigén
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(Stuckrath, Quantification of chemical and biological calcium carbonate precipitation: Performance

of self-healing in reinforced mortar containing chemical admixtures, 2014).

Todas las probetas utilizadas en el estudio de los tipos de cemento se mantuvieron a una

temperatura de 23°C.

Para el analisis de la resistencia a la compresidn del hormigén, se usé cemento Portland en los tres

tipos de mezcla: C, Ly B.

Para cada variable se hicieron tres repeticiones y se promediaron los resultados.

La Tabla 3-3 presenta la matriz experimental con las variables independientes estudiadas y el tipo

y nimero de ensayos realizados.

Temperatura °C

23

30-40

Simbologia,

S
LA

Tabla 3 - 3: Matriz experimental.

Tipo de Cemento

Portland (PT)

Puzolanico (PZ)

Lactato de Lactato de
Lactato de ] Lactato de ]
Control ] Calcio + Control ) Calcio +
Calcio ) Calcio )
Bacterias Bacterias
(C) (L) (B) (C) (L) (B)
AN AR AP A A AP A A
Y N DYDY ENEY LD LY B B B
N e = P P A
AN NA A AN A oA EDED LD LD LD DD LD
N U DY CY LD LD LY LY
AN AR AP A A AP A A
Y N DY LD DL LD LD B B B

: Cuantificacién del porcentaje de Auto-reparacién mediante analisis visual.

: : Ensayo de resistencia a la compresion.

El trabajo experimental se divide en tres etapas (Figura 3-3). La preparacion del agente de auto-

reparacion (Capitulo 4), la preparacion de las mezclas y fabricacién de las probetas prismaticas y
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clbicas de hormigéon (Capitulo 5), y finalmente los andlisis que consisten en el ensaye a

compresidon de las probetas cubicas y la verificacion de la auto-reparacién de las probetas

prismaticas agrietadas luego del curado (Capitulo 6).

Etapa l Etapa2
Duracién: 2 dias Duracion: 28 dias
-Preparacion de Bacterias -Fabricacién del Homirgdén
-Impregnacidn en arcilla -Curado de las probetas

expandida

Probetas Prismaticas
(28 dias)

Agente de
auto-reparacion
Probetas Cubicas
(3, 7y 28 dias)

Etapa 3
Duracidn: 60 dias
- Agrietar probetas primaticas

-Sumergir probetas prismaticas
para auto-reparacion

- Medir resistencia a compresion
de probetas cubicas

Verificacion Auto-
reparacion

Resistencia a
Compresion

Figura 3 - 3: Esquema general del trabajo experimental.
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4. METODOLOGIA PARA LA PREPARACION DEL AGENTE DE AUTO-
REPARACION

4.1 INTRODUCCION
Como se comentd en el capitulo 2, el hormigdn auto-reparable requiere del agente de auto-
reparacion para actuar. Este agente estd compuesto por un arido liviano impregnado por una

suspension de bacterias, una fuente de calcio, y nutrientes para la bacteria (seccién 2.1.4).

Primero se debe alcanzar un nimero de bacterias suficientes que cumplan con el sellado del
hormigdén y posteriormente es necesario proteger a la bacteria del medio hostil que significa el
cemento, por lo que se empleé como método de proteccidn la impregnacion de la bacteria en su

forma de endoespora en la arcilla expandida.

Luego, se debe llevar a la bacteria desde su estado vegetativo o activo a la formacion de
endoesporas. Las esporas o endosporas son células en reposo que forman ciertas bacterias Gram-
positivas ante la carencia de nutrientes esenciales. Las endosporas son elementos especificos de
las bacterias que consisten en células deshidratadas con una supervivencia muy prolongada, que
poseen paredes gruesas y varias capas adicionales. Estas estructuras se forman en la parte interna
de la membrana plasmdtica bacteriana. Cuando se las libera en el ambiente, las endosporas
pueden sobrevivir al calor extremo, a la falta de agua y a la exposicién a numerosos compuestos

guimicos y a radiaciones (Tortora, Funke, & Case, 2007).

Las endosporas, debido a que tienen un tamafio similar a las particulas de cemento, se deben
proteger especialmente de la fase de mezclado y vibrado para que no mueran por el
aplastamiento del cemento. Las endoesporas seran protegidas al introducirlas dentro de un arido
liviano. El arido liviano es un material fisica y quimicamente neutro, que no desprende gases, no se
pudre, y no es atacable por parasitos u hongos. Ademas, no le afectan las sustancias quimicas y es
altamente resistente a las heladas y a los cambios bruscos de temperaturas. El arido liviano es un
sustituto para los aridos convencionales (rocas naturales) que se usan en el hormigén para
aligerarlo, pues su densidad oscila entre la mitad y un tercio de la densidad del arido natural, lo
cual supone que el nuevo hormigdén sea mucho mas liviano y la estructura del edificio mas ligera y

barata (BORSI, 2001).

En este capitulo se describen los procedimientos para que la bacteria crezca, forme endosporas, y

se proteja en la arcilla para formar finalmente el agente de auto-reparacidon. Ademas, se explican
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los parametros utilizados para verificar la viabilidad de las bacterias durante el procedimiento y los

métodos para determinarlos.

4.2 METODOS PARA RESPALDAR LA VIABILIDAD DE LA BACTERIA BACILLUS PSEUDOFIRMUS

4.2.1 DENSIDAD OPTICA (D.0O.)
La densidad 6ptica (DO) fue el parametro utilizado para establecer la densidad poblacional de un
cultivo de bacterias. DO es el término que se refiere a la absorbancia por unidad de longitud que

recorre la luz al atravesar una sustancia (4-1):
Ax
DOy == ==>log-— (4-1)

Donde [ corresponde al espesor de la muestra en cm, A es la longitud de onda de la luz aplicada, I,
la intensidad incidente sobre la solucién en Cd* e I; es la intensidad que sale de la solucién en Cd

(Figura 4-1). Esta intensidad de luz es posible medirla a través del espectrofotometro (Figura 4-2).

Fuente de Luz N Espectroionmero

Luz

[ |

o~ . |
{
l

| 0 ’100 ‘
Porcenge de
iz vansmisda
Blanco Célula
() Luz dispersada s
que no alcanza la
[ otz foosiécrica I aae
{ Id‘l‘ b
{ 100
| N |
Porcenize de

| uz ransmisda
Suspension bacieniana
Figura 4 - 1: Estimacion de la cantidad de bacterias por la turbidez. La cantidad de luz que llega es inversamente

proporcional al nimero de bacterias en condiciones estandarizadas, Cuanto menor es la cantidad de luz transmitida
mayor es la cantidad de bacterias en la muestra (Tortora, Funke, & Case, 2007).

*cd: Candela; unidad bdasica del Sistema Internacional que mide la intensidad luminosa.
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Figura 4 - 2: Espectrofotometro utilizado lectura mediante el software Autosoft.

Por otro lado, es necesario establecer una relacion entre la cantidad de bacterias vivas y la
respectiva DO de la suspension, pues si bien una sustancia puede tener un alto grado de turbidez,
esto no asegura que las bacterias presentes se encuentren viables. “Una bacteria muerta ocupara
el mismo espacio que una viva” (Tortora, Funke, & Case, 2007). Para esto, se respaldaron los

resultados con el Método del Nimero Mas Probable.

4.2.2 METODO DEL NUMERO MAS PROBABLE

El recuento de células viables se determina mediante el Método del NiUmero Mas Probable (NMP)
(Woomer, 1994). La técnica consiste en estimacién estadistica basada en el hecho de que a mayor
numero de bacterias en una muestra, mayor sera la dilucién necesaria para reducir la densidad,
hasta el punto en que ninguna bacteria pueda crecer en la serie de tubos de dilucidn. Los pasos

que se llevan a cabo son detallados a continuacién:

Muestra: Se toma 1 ml de la muestra liquida con bacterias o 1 gr si corresponde a las bacterias en

un solido. Para el caso del gramo, este se debe moler en un mortero estéril.

Diluciones en serie: Se diluye la muestra serialmente, transfiriendo 1 ml a un tubo con 9 ml de

0.85% NaCl. Se repite en serie el procedimiento hasta alcanzar una dilucién 107.

Placas Petri: utilizando un marcador, se divide la placa Petri en cinco zonas de igual tamafio. Cada

una corresponde al factor de dilucidn a ser inoculado (Figura 4-3a).

Inoculacién: Se transfiere 5ul de la dilucién apropiada al drea correspondiente. Se repite esta

operacion cinco veces por cada dilucion. (Figura 4-3b)

Permitir que el indculo seque sobre el medio de crecimiento. Sellar la placa, invertir e inocular a
25° C por 7 dias.
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Evaluacion del crecimiento: Para cada dilucion de ascendencia se evallda el crecimiento o No
crecimiento sobre cada replica inoculada. Los resultados se indican como se muestra en la Figura
4-3c.

10

Diluciones 103 - 104 -10-9-106-107 :5-5-3-2-0

Figura 4 - 3: a) Placa Petri marcada b) Dilucion del cultivo c) Resultados observables.

Datos y Andlisis: Del Anexo 1 se pueden extraer los valores para determinar la poblacion estimada
para la muestra. Si el patrén de respuestas no se encuentra en la tabla, se promedia el valor
estimado del patréon superior e inferior en la Tabla. Estos valores son el NMP sin ajustar. Para
calcular la densidad poblacional de la muestra, entonces tendrd que multiplicar el NMP sin ajustar
por el factor de correccién de volumen, por el reciproco del factor de dilucién menor inoculado en
la placa.

4.2.3 CURVA DE CRECIMIENTO

En las bacterias, el crecimiento de la poblacién se produce por la divisiéon de la célula, esto se

conoce como fisidn binaria o biparticién, una forma de reproduccidn asexual.

La curva del crecimiento bacteriano representa graficamente el aumento de la poblacién de
bacterias en funcién del tiempo, y se pueden distinguir basicamente cuatro fases: retraso,

logaritmica o exponencial, estacionaria y de declinacion.
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Figura 4 - 4: Curva de crecimiento bacteriano que muestra las cuatro fases tipicas del crecimiento (Tortora, et al.,
2007).

La fase de retraso, podria denominarse también de adaptacion, pues el nimero de células cambia

muy poco debido a que las células no se reproducen de inmediato en un medio nuevo.

Cuando la células ya comienzan a dividirse y entran en un periodo de crecimiento o de incremento
logaritmico hablamos de la fase logaritmica o fase de crecimiento exponencial. La reproduccion
celular alcanza una actividad maxima durante este periodo y su tiempo de generacién llega a un

minimo constante.

En la fase estacionaria, la tasa de crecimiento disminuye, el nUmero de muertes microbianas
compensa el de células nuevas y la poblacidn se estabiliza. La actividad metabdlica de las células

que sobreviven también se torna mads lenta en esta fase.

En la fase de declinacién el nimero de muertes supera el nimero de bacterias formadas. Esta fase
continla hasta que la poblacidn disminuye a una pequefa fraccién de células mas resistentes o
hasta que todas sus integrantes mueren (Tortora, Funke, & Case, 2007). Sin embargo, cuando una
bacteria es capaz de formar endosporas, abandonard su crecimiento exponencial debido a la

escasez de los nutrientes en el medio.

En la Figura 4-5 se observa que la fase de retraso de la bacteria Bacillus Pseudofirmus dura una
hora, mientras que su estado estacionario lo alcanza a las 8 horas (Stuckrath, Valenzuela, & Lopez,

Remediacidn del hormigdn mediante bacterias, 2012).
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Figura 4 - 5: Curva de crecimiento de la bacteria Bacillus Pseudofirmus (Stuckrath, et al., 2012).

El crecimiento y la esporulacion de la bacteria se realizaron siguiendo los valores de la densidad
Optica obtenida de su curva de crecimiento. Asi, es posible asegurar que se llegé a la etapa
estacionaria. Paralelamente se corroboré la esporulacién con el método de tincién Gramy el de

Schaeffer- Fulton

4.2.4 TINCION GRAM Y TINCION DE SHAEFFER-FULTON

Tincion Gram

Con el método de Tincidn Gram, se puede distinguir el tipo de pared celular que posee la bacteria
(seccidn 2.1.5). De este modo es posible identificar a la bacteria bajo el microscopio y comprobar

que no ha sufrido algun tipo de contaminacidn.

Para realizar este método se comienza con poner la muestra en un portaobjetos y con ayuda de un
mechero fijarla por calor. Se aplica a la muestra, durante un minuto, violeta de genciana o cloruro
de metilrosanilina, el cual es el principal colorante que se emplea en esta técnica. El colorante tifie
de color violeta tanto las células Gram-positivas como las células Gram-negativas porque ingresa
en el citoplasma de ambos tipos de células. Luego, la aplicacion de yodo (el mordiente) determina
la formacién de cristales con el colorante que no pueden atravesar la pared celular debido a su
gran tamafio. Este se aplica por 1 min. Se continda con la aplicacién de alcohol durante 30
segundos. El alcohol deshidrata el peptidoglucano de las células Gram-positivas y las torna adn
mas impermeables a los cristales de violeta de genciana-yodo. En el caso de las células Gram-
negativas el efecto es muy diferente, dado que el alcohol disuelve la membrana externa de las

células e incluso crea en la delgada capa de peptidoglucano pequefios orificios a través de los
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cuales se difunden los cristales de colorante-yodo. Finalmente se agrega safranina por 10
segundos (la tincién de contraste), como las bacterias Gram-negativas se tornan incoloras después
del lavado con alcohol, este agregado determina que las células adquieran un color rojizo. La
safranina crea un contraste con el colorante principal (violeta de genciana). Si bien la safranina es
absorbida tanto por las células Gram-positivas como por las células Gram-negativas, el color rojizo
de este colorante es enmascarado por el colorante violeta mds intenso que absorbieron antes las

células Gram-positivas.
Tincion de Shaeffer-Fulton

Para garantizar que las bacterias se encuentran en su estado de espora se emplea el método de
tinciéon de Schaeffer- Fulton. Esta técnica consiste en aplicar el colorante primario verde de
malaquita, y fijar con calor (mechero o antorcha) durante 5 minutos. El calor ayuda a que el
colorante atraviese la pared de la endospora. Se espera a que la muestra se enfrié y luego se lava
el preparado con agua durante cerca de 30 segundos para eliminar el verde de malaquita de todas
las partes de las células salvo las endosporas. Finalmente, se aplica sobre la muestra la safranina

como colorante de contraste, para teiiir las porciones de la célula distintas de las endosporas.

4.3 CRECIMIENTO Y ESPORULACION DE LA BACTERIA BACILLUS PSEUDOFIRMUS

4.3.1 CULTIVO DE LA BACTERIA

Para la investigacidon se adquirié una ampolla con la bacteria Bacillus Pseudofirmus LMG 17944
liofilizada, de la coleccién del Belgian Co-ordinated Collections of Micro-Organisms BCCM. Dentro
de las ventajas que otorga este microorganismo se encuentra su capacidad formadora de
endosporas y su tolerancia a ambientes alcalinos (seccion 2.3.4), ademdas de su evidenciada
capacidad de auto-reparacién del hormigén (Stuckrath, Quantification of chemical and biological
calcium carbonate precipitation: Performance of self-healing in reinforced mortar containing

chemical admixtures, 2014).

Se prepard un medio de cultivo sélido y liquido (sin agar) con los reactivos propuestos por el

proveedor (Tabla 4-1), posteriormente se esterilizé mediante autoclave.

La bacteria utilizada es alcaldéfila, es decir es un microorganismo que se desarrolla en ambientes
con valores de pH comprendidos entre 8.5 y 11. Para modificar el ph del Medio de Cultivo 253 se

preparo la solucidén Na-sesquicarbonato que contiene bicarbonato y carbonato de sodio. Dado que
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estos reactivos en presencia de calor podrian producir gases toxicos (mondxido de carbono), no es
seguro auto-clavar la solucién, y por lo tanto se esterilizé por medio de la técnica de filtrado. Se
agrego la solucion Na-sesquicarbonato al Medio de Cultivo 253 para regular el pH y volverlo

alcalino (Tabla 4-2).

Tabla 4 - 1: Medio de Cultivo 253, Belgian Co-ordinated Collections of Micro-Organisms BCCM.

Reactivo Cantidad Unid.
Extracto de carne Lab-Lemco 1 g
Extracto de levadura 2 g
Peptona 5 g
NacCl 5 g
Agar 20 g
Agua destilada 1000 ml
Solucién de sesquicarbonato de sodio 100 ml

Tabla 4 - 2: Solucion Na-sesquicarbonato de sodio.

Reactivo Cantidad Unid.
NaHCO3 4.2 g
Na,COs 5.3 g
Agua destilada 100 ml

Se esperd 24 horas para garantizar que no hubiese crecimiento de microorganismos, y por lo tanto

asegurar su esterilidad.

Finalmente se realizé el traspaso de la bacteria desde la ampolla de vidrio (Figura 4-6b) al Medio

de Cultivo 253 liquido y sdlido. Se agregd agar para obtener el medio sdlido.

En la Figura 4-6a se presenta el Medio de Cultivo 253 en su fase sélida dentro de las placas Petriy

su fase liquida en el tubo para centrifugar.
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Figura 4 - 6: a) Medio de Cultivo 253 liquido y sélido.  b) Bacteria liofilizada contenida en ampolla de vidrio.

Al dia siguiente ya fue posible observar el crecimiento de la bacteria y se procedié a realizar la
técnica de tincién Gram (seccidn 4.2.4), con esa técnica se pudo observar la bacteria bajo el

microscopio y comprobar que no estaba contaminada con otros microorganismos.

En la Figura 4-8 se presentan imagenes obtenidas mediante microscopio dptico de las bacterias en
su fase vegetativa y de espora. Las bacterias aparecen en color violeta, lo que demuestra su

naturaleza Gram-positiva.

Figura 4 - 7: Bacteria Bacillus Pseudofirmus (color morado) en Medio de Cultivo 253 (color naranjo) en estado activo o
vegetativo. b) Bacteria en su estado de espora en Medio Mineral.
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4.3.2 ESPORULACION DE LA BACTERIA BACILLUS PSEUDOFIRMUS

Se puso dos colonias frescas de bacterias, cultivadas previamente en placas Petri con el Medio de
Cultivo 253 sélido, en 20 ml de Medio de Cultivo 253 liquido. Se centrifugd para distribuir
apropiadamente los nutrientes del medio de cultivo durante 3 horas a 190 rpm a una temperatura
de 37°C. Si bien la temperatura dptima de crecimiento de la bacteria Bacillus Pseudofirmus es a los
30°C, el equipo agitador disponible en el laboratorio tenia calibrada la temperatura a los 37°C,
bajo estas condiciones se han visto anteriormente resultados positivos para el crecimiento y
esporulacion (Stuckrath, Quantification of chemical and biological calcium carbonate precipitation:

Performance of self-healing in reinforced mortar containing chemical admixtures, 2014).

Transcurrido el periodo se midié con el espectrofotometro la densidad dptica de la suspension,

alcanzandose una D.0O. de 0.95 con 620 nm de longitud de onda.

De la suspensidn obtenida, se inoculd 200 um y puso en 200 ml de medio mineral (Tabla 4-2). Los
reactivos presentes en este medio llevan a la bacteria a formar esporas. Se deja la nueva
suspensidn agitando a 190 rpm a una temperatura de 37°C, durante toda la noche. La densidad
dptica de la suspension al dia siguiente fue de 0.6, lo que representa una concentracién de 10°

cel/ml.

Tabla 4 - 3: Medio mineral. Reactivos para un litro de solucion.

Reactivo Cantidad Unid.
NH,CI 0.2 g
KH,PO, 0.02 g
CaCl,x2H,0 0.298 g
KCl 0.2 g
MgCl,x6H,0 0.2 g
Extracto de levadura 0.1 g
MnSQO,xH,0 0.009 g
C6H5Naz0,x2H,0 5.88 g
NaHCO; 4.2 g
Na,COs; 5.3 g
Agua destilada 1000 ml
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Soluciéon SL12B 1 ml
Tabla 4 - 4: Reactivos para 100 ml de solucién SL12B.

Reactivo Cantidad Unid.
Na,EDTA 3 g
FeS0O4x7H,0 1.1 g
CoCl,x6H,0 190 mg
MnCl,x4H,0 61 mg
ZnCl, 42 mg
NiCl,x6H,0 24 mg
Na,MoO,x2H,0 18 mg
H3BO; 300 mg
CuCl,x2H,0 2 mg
Agua destilada 100 ml

Para garantizar la existencia de las esporas, se empled el método de tincién de Schaeffer- Fulton
(4.2.4). En la Figura 4-8 puede observarse de color verdoso las bacterias en forma de endosporas
(flecha b), mientras que las bacterias que estaban adn activas (células vegetativas) se encuentran

de color violeta (flecha a).
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Figura 4 - 8: Bacterias en medio mineral. (a) Célula vegetativa. (b) Esporas tefiidas con verde malaquita.

48



4.4 PREPARACION DEL AGENTE DE AUTO-REPARACION

La preparacién del agente de auto-recuperacién consiste en mezclar la suspensién con las
endoesporas de la bacteria, junto con una fuente de calcio (Lactato de Calcio) y algln nutriente
(Extracto de Levadura) para que la bacteria se alimente cuando se active nuevamente.

Posteriormente esta solucidn bioldgica se encapsula en un arido liviano.

4.4.1 LACTATO DE CALCIO Y EXTRACTO DE LEVADURA

La fuente de calcio seleccionada fue el Lactato de Calcio (CaCgH;,0¢) marca Aldrich (Figura 4-9).
El Lactato de Calcio es una sal que consta de dos aniones de lactato (C3Hs03 ) por cada catidn de
calcio (Ca?*). Es una de las principales fuentes de calcio que se usa como suplemento de calcio
con fines médicos. Otros usos incluyen antidcidos, aditivos alimentarios e ingredientes en
productos de higiene oral. No es una sustancia o mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento

de la Unidn Europea (REACH Parlamento Europeo, 2015).

Figura 4 - 9: Lactato de Calcio.

Se usd 200 gramos de Lactato de Calcio por cada litro de suspensién con bacterias, para obtener
una cantidad mayor de agente de auto-reparacién para sellar las grietas (Tziviloglou, Wiktor, &
Jonkers, 2013), sin embargo segun The DrugBank (version 5.0.11, released 2017-12-20) la

solubilidad del Lactato de Calcio en el agua es de 191 g/L.

Para nutrir a las bacterias activadas durante la auto-reparacidn, se utilizé extracto de levadura. El
extracto de levadura es un extracto soluble en agua de células de levadura autolisadas, esta
compuesto por aminoacidos, péptidos, vitaminas solubles en agua e hidratos de carbono y se

puede usar como aditivo para medios de cultivo.
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Segun el proveedor Merck KGaA, la solubilidad del Extracto de Levadura es de 410 g/l, sin embargo
solo se utilizd 5 gramos de Extracto de Levadura por cada litro de suspensién con bacterias ya que

el mejor rendimiento de la bacteria seria con esta cantidad (Zhang, y otros, 2017).

4.4.2 ARCILLA EXPANDIDA

El drido liviano seleccionado para el estudio corresponde a la arcilla expandida AREXPAN,
producida en el norte de Espafia por la empresa ARCIRESA. Tiene una granulometria de 0-4 mm
(Tabla 4-5). Se selecciond la arcilla expandida dado su bajo costo, disponibilidad, y su alto indice de

porosidad (Paul & Lopez, 2011), lo cual otorga a las bacterias el espacio propicio para

resguardarlas.

Tabla 4 - 5: Granulometria arcilla expandida AREXPAN. Peso total de la muestra: 391.7 gr.

Tamiz Peso (g) % Ret % Pasa
3/8" 0.4 0.1 100
4 134.5 34.3 65.65

8 164.8 42 23.56
30 311 7.9 15.62
50 18.5 4.7 10.90
100 20.6 5.3 5.64
200 21.8 5.6 0.076

La absorcidn se determind segun el “Paper towel method”, especificado por la ASTM C1761-13b,
2013: “Standard Specification for Lightwieght Aggregate for Internal Curing of Concrete”. Se

calcula mediante la férmula 4-1:

a= B—;C 100% (4-1)

Donde B representa la masa del arido saturado superficialmente seco (sss) y C la masa del arido
seco. Todas las pruebas de absorcidn se realizaron a una temperatura de 4°C debido a que es la

temperatura que se usé para impregnar la suspension con bacterias.

Se tamizé parte de la arcilla expandida entre la malla ASTM n° 4 (4.75 mm) y la malla 20 (850 um).
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Los tamices ASTM n° 5 (4 mm) y n° 18 (1 mm) que fueron utilizados por (Jonkers & Schlangen,
2008) no se encontraban disponibles en el laboratorio, por lo que se escogid los que mas se
ajustaban.

Se compard la absorcidn de la arcilla expandida utilizando toda su granulometria y la arcilla
expandida tamizada, con el propdsito de seleccionar aquella que pudiera absorber una mayor

cantidad de solucién bioldgica.

En Figura 4-10 se compara la absorcién para la arcilla expandida tamizada y sin tamizar paral, 2y

3 dias.

% Absorcion arcilla expandida

18
16 +
S 14+
©
o
D
e
<
2 12 A
10 +
o —8— Arcilla tamizada
O~ Arcilla sin tamizar
8 T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80

Tiempo de absorcién (horas)

Figura 4 - 10: Porcentaje de absorcion de la arcilla en el tiempo.

A los 3 dias de absorcién la arcilla expandida tamizada tuvo una absorcion de 16.99% mientras que
la arcilla expandida sin tamizar 15.08%. A los 2 dias la diferencia entre la arcilla expandida
tamizada y sin tamizar fue mdas estrecha, con 12.21% para la arcilla tamizada y 13.12% para la
arcilla sin tamizar. A las 24 horas la diferencia de absorcion fue mayor, con 8.99% para la arcilla sin

tamizar y 12.01% de la arcilla tamizada.

51



Se busca que la etapa de absorcion sea breve, ya que gran parte de las bacterias podria dejar su
estado de espora y activarse, es por esto que se utilizd la arcilla tamizada durante 24 horas

absorbiendo la solucién bioldgica cada vez que se fabricaron las probetas de hormigén.

La variacion de la absorcion en el tiempo de la arcilla expandida tamizada entre las mallas n°4 y

n°20 se presenta en la Tabla 4-6.

Tabla 4 - 6: Porcentaje de absorcion de la arcilla expandida tamizada entre las mallas n°4 y n°20.

Tiempo [hr] 4 24 48 72
% Absorcidn 7.74 12.01 12.21 16.99

El valor de la absorcidn usada para las 24 horas fue de 12% del peso de la arcilla, segin esto se

cuantifico la cantidad de solucidn bioldgica para producir el agente de auto-reparacion.

4.4.3 IMPREGNACION EN ARCILLA EXPANDIDA
Se secd la arcilla expandida en el horno por 24 horas, y luego se dejé enfriar hasta temperatura

ambiente.

Se prepard la solucién bioldgica mezclando la suspension con bacterias (4.3.2), Lactato de Calcio y

Extracto de Levadura (Tabla 4-7).

La cantidad de solucién biolégica usada correspondié al 12% del peso de la arcilla.

Tabla 4 - 7: Dosificacién para Agente de Auto-Reparacion.

Suspension con Bacterias % 12
Lactato de Calcio g/| 200
Extracto de Levadura g/I| 5

Se impregnd la arcilla con la solucidn bioldgica en bolsas herméticas de plastico. Se guardaron las
bolsas cerradas, para disminuir la difusién de oxigeno, durante toda la noche a una temperatura

de 4°Cy asi disminuir el riesgo de activacion de las bacterias.
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Figura 4 - 11: Bolsa de plastico con el Agente de Auto-reparacion.

Se realizd la impregnacién de la arcilla con la suspensidn bioldgica durante tres dias. 24 horas
luego de cada impregnacion se verifico la presencia de la bacteria, por lo que se tomé una muestra
y se determind su concentracion mediante el método NMP descrito anteriormente. Los resultados

se presentan en la Tabla 4-8.

Tabla 4 - 8: Concentracion de bacterias en el agente de auto-reparacién mediante el método del NMP.

, Concentracion de bacterias
Dia
cel/ml
1 1.56.E+07
2 3.38.E+07
3 1.47.E+07
Promedio 2.14.E+07

53



5. METODOLOGIA PARA LA PREPARACION DEL HORMIGON PARA VERIFICAR
AUTO-REPARACION Y RESISTENCIA A COMPRESION

5.1 INTRODUCCION

La fabricacién de un hormigdn auto-reparable tiene un costo mayor al de uno tradicional dados los
gatos asociados a la produccién y proteccién de la bacteria. Se estima que un hormigdn auto-
reparable tiene el doble del costo de un hormigdn tradicional (Huanga, Yeb, Qian, & Schlangen,
2015), es por esto que se fabricd el hormigdn empleando los métodos regulares que se singuen en
un laboratorio de obras civiles, exceptuando el agente de auto-reparacion que se describié en el

capitulo 4, para no seguir encareciéndolo.

Manteniendo la linea de fabricacién convencional del hormigén, los materiales y equipos usados
no fueron esterilizados previamente. Sin embargo, una vez fabricadas las probetas de hormigdn
auto-reparable, se desinfectaron todos aquellos materiales y equipos que tuvieron contacto con el
agente de auto-reparacion. Si bien la bacteria Bacillus Pseudofirmus no es patdgena como se

menciono en la seccién 2.3.4, se tomd esta medida para prevenir su proliferacion.

Posteriormente se procedié a la fabricacidon de las probetas prismaticas que se utilizaron para
verificar la auto-reparaciéon, y las probetas cubicas que se ensayaron para el estudio de la

resistencia a compresion.

Las probetas prismaticas fueron agrietadas siguiendo parte de la metodologia llevada a cabo por la
Delft University of Technology (Jonkers & Schlangen, 2008)., con el propdsito de impedir que se
fracturaran totalmente y para obtener grietas de anchos aproximadamente menores a 1 mm, ya
que, segun los resultados de investigaciones anteriores, el mayor ancho inicial que ha logrado

auto-reparar fue de 0.46 mm (Wiktor & Jonkers, 2011)

Para la ejecucion de los ensayos a compresion se siguid las especificaciones de la ASTM C 109/C
109M: Standard Test Method for Compressive Strength of Hydraulic Cement Mortars (Using 2-in.

or [50-mm] Cube Specimens).
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5.2 FABRICACION DE PROBETAS DE HORMIGON
5.2.1 MATERIALES

Agua
Se utilizd agua potable procedente de la empresa Aguas Cordillera S.A. para la fabricacién, curado

y auto-reparacion de las probetas de hormigdn.

El agua potable de Aguas Cordillera cumple con todas las normas vigentes de la calidad del agua

en Chile (Anexo B).

Ademas, se analizd el contenido de los principales cationes y aniones del agua una vez finalizada la

auto-reparacion para observar como variaron las concentraciones (6.5.2)

Arena
Se usd arena fina marca Easy, de origen chileno. En la Tabla 5-1 se presenta su granulometria

determinada mediante la norma NCh 165 Of 77.

Tabla 5 - 1: Granulometria Arena Fina. NCh 165 Of 77.

Malla rep::r:?;:i[(;] %Retenido ;/ZT:::‘T;:(; % Pasante
0 0 0 100
0.16 0.07 0.07 99.93
10 0.05 0.02 0.09 99.91
30 2.34 1 1.09 98.91
50 28.68 12.34 13.43 86.57
100 111.95 48.18 61.61 38.39

Fondo 89.21 38.39 100 0

Para la fabricacidn de las probetas de hormigdn, no se usé toda la granulometria de la arena, ésta
fue tamizada de manera mecanica, entre los tamices normados por la ASTM e-11/2009 n° 20 (850
pm) y n® 100 (150 um). Los tamices ASTM n° 18 (1 mm) y n°® 120 (125 um) que fueron utilizados
por Jonkers (2008) no se encontraban disponibles en el laboratorio, por lo que se escogid los que

mas se ajustaban.

Para establecer la dosificacidon de la mezcla se determind la absorcién y densidad de la arena ya

tamizada, segun la norma NCh 1117 Of 77. Los resultados se presentan en la Tabla 5-2.
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Tabla 5 - 2: Densidad sss, densidad seca y absorcion de arena fina tamizada.

Densidad Real sss kg/m3 2455.99
Densidad Real Seca kg/m? 2432.86
Absorcion % 0.95

Cemento
Para el analisis se utilizaron dos tipos de cemento: Portland y Puzoldnico con el propésito de
comparar los resultados en las probetas auto-reparadas fabricadas con cada uno de ellos (Seccién

3.12.).

El cemento fue proporcionado por la empresa chilena Cementos Bicentenario SA (BSA). BSA
PREMIUM es un cemento con un alto grado de resistencia, correspondiente a un cemento tipo
Portland. BSA ESPECIAL esta compuesto principalmente por clinker, yeso y puzolanas por lo que
clasifica como cemento Puzoldnico. Ambos cumplen con los requerimientos de la norma NCh 148

Of .68 para su clasificacién (Ficha técnica proporcionada por la empresa en el Anexo C).

Seguln la norma NCh 154 Of 69 se determind el peso especifico relativo del cemento, que consiste
en establecer una relacién entre una masa de cemento y el volumen de liquido que esta masa

desplaza en un matraz. Se calcula segun la siguiente expresioén:

m
P,relativo = m

Donde m es la masa de la muestra de cemento y V, — V; es el volumen del iquido desplazado por
la muestra. La densidad se determiné con el propdsito de establecer la cantidad de cemento en la

dosificacion de la mezcla.

Los resultados del peso relativo del cemento Portland y Puzoldnico se presentan en la Tabla 5-3.
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Tabla 5 - 3: Peso Especifico determinado con segtin norma NCh 154 Of 69.

Tipo de Cemento VOIl(Jnr:‘;n 1 Vo";ﬁ':‘;n 2 Peso cemento (g) | Pe (g/ml) :reo(ng1{e r:ilc),
250.20 270.50 64.00 3.15
Puzolanico 250.30 270.70 64.00 3.14 3.15
250.30 270.60 64.00 3.15
250.40 270.50 64.00 3.18
Portland 250.80 270.80 64.00 3.20 3.19
250.90 271.00 64.00 3.18

Agente de auto-reparacion
Consiste en la arcilla expandida impregnada con la suspensiéon de bacterias Bacillo Pseudofirmus,
Lactato de Calcio y Extracto de Levadura. El proceso de preparacién del agente se describe en la

seccién 4.4.

5.2.2 PROCEDIMIENTO

Se confeccioné el hormigdn utilizando una mezcladora Hobart modelo HL120 (Figura 5-1a). Se
puso el agua en el recipiente de la mezcladora y luego se incorporé el cemento. Se mezclé durante
30 segundos en el nivel 1 (107 rpm). Se incorpord la arena y el agente de auto-reparacion. Para
evitar el contacto directo con la bacteria se utilizaron guantes quirargicos en la manipulacién del
agente de auto-reparacidn. Se mezclé durante 30 segundos en el nivel 1. Se removid el mortero
adherido en la superficie de la mezcladora y se dejé reposar por 60 segundos. Se volvié a mezclar
el mortero durante 60 segundos en el nivel 2 (198 rpm). La mezcla se puso en moldes para

probetas prismaticas de 16x4x4 cm y probetas cubicas de 5x5x5 cm (Figura 5-1b-1c).
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Figura 5 - 1: a) Mezcladora Hobart modelo HL120. b) Molde para probetas cuibicas 5x5x5 cm. c¢) Molde para probetas
prismaticas 16x4x4 cm.

Las probetas prismaticas se reforzaron con dos fierros de acero galvanizado corriente BCC (Bajo
Contenido de Carbono) de 2.11 mm de didmetro. Se compactd el hormigdn en las probetas por
vibracién externa, que consiste en poner los moldes fijos en una placa con una frecuencia de
vibracién de al menos 50 s-1. Luego de compactar se enrasé la superficie de las probetas con una
espatula y se cubrieron con un film plastico para conservar la humedad. Se dejaron las probetas en

los moldes a temperatura ambiente (NCh 1017 OF 75).

Las probetas se desmoldaron luego de 24 horas y se dejaron en un recipiente con agua potable
durante 28 dias para aumentar su resistencia. Si bien el hormigdn continla ganando resistencia
incluso luego del afio de fabricacidn, a los 28 dias la tasa de aumento disminuye. Esto se puede
observar en la Tabla 5-4, que proporciona valores estimados del porcentaje de resistencia que
gana en relacion a los 28 dias (EHE, 2008). Visto de manera practica, en la mayoria de las obras no
se espera mas de este tiempo para someter a la estructura a las condiciones normales que debera

soportar.
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Tabla 5 - 4: Porcentaje de resistencia a compresion segin la edad del hormigon en relacion a los 28 dias.

Edad del hormigon (dias) 3 7 28 90 360
Hormigones de endurecimiento normal 0.4 0.65 1 1.2 1.35
Hormigones de endurecimiento rapido 0.55 0.75 1 1.15 1.2

Porcentaje de resistencia a compresion
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Figura 5 - 2: Grafico de resistencia a compresion segun edad del hormigén.

En el caso de las probetas cubicas se mantuvieron sumergidas por 3, 7 y 28 dias, segun indica el

ensayo de compresion (Seccidn 5.4.)

En la Tabla 5-5 se especifica la dosificaciéon del hormigdn, en donde se consideré una elevada
relacién de agua/cemento (0.5) con el propdsito de que la mayoria de las particulas de cemento

queden hidratadas, y asi aislar el efecto de auto-reparacidon autégena del hormigén (Seccién

2.2.1).

Tabla 5 - 5: Dosificacion.

. Cantidad
Materiales (Kg/m3)
Cemento* 530

Arcilla Expandida 300
Arena 690
Agua 265

a/c 0.5
% Total de arido 56.5
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El agente de auto-reparacidn estudiado podria aplicarse en hormigdén sumergidos, por lo que se
optd cumplir con la especificacion para la dosificacion de cemento de la norma NCh 170 que

propone una cantidad minima de 400 kg/m? para hormigones sumergidos.

5.3 INDUCCION DE GRIETAS EN LAS PROBETAS PRISMATICAS DE HORMIGON

Las grietas se formaron mediante la prensa hidrdulica utilizada para el Ensayo de Traccion por
Flexion NCh1038. Se apoyaron los prismas de hormigén dejando una luz de ensayo L de 10 cm
para luego aplicar una carga en el centro que se fue aumentando constantemente como se
muestra en la Figura 5-3. La carga se aplicé en la cara de llenado de las probetas debido a la

ubicacién de los fierros.

Pieza de aplicacidn
Cabeza de

de carga
la prensa
x»25 Caradellenado
2fierros ¢2.11_\| F

UJ_..._L_’?.., Pieza de

AY 1
///;//////////'////// 777777 /Yi///// 777
apoyo

_tuz L

e

Figura 5 - 3: Esquema de ensayo de traccion por flexion con carga P aplicada en el centro de la luz L.

El control de la aplicacién de la carga fue manual. Se detuvo la carga al momento de escuchar el
crujido de la grieta, por lo que las cargas fueron variando segun la resistencia de cada probeta de

hormigdn. Algunas probetas fueron descartadas ya que se fracturaron totalmente.

El promedio de las cargas aplicadas para obtener las grietas en cada tipo de mezcla se presentan

en la Tabla 5-6.
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Tabla 5 - 6: Promedio de las cargas aplicadas para agrietar las probetas prismaticas segun tipo de mezcla.

Tipo de Mezcla | Max Carga [kN] Resistencia [MPa] Desv %C.V
LPT 3.53 13.17 0.16 1.19
BPT 3.41 12.64 0.56 4.46
CPT 3.67 13.66 0.40 2.92
LPZ 4.31 16.00 0.39 2.45
BPZ 4.05 15.08 0.61 4.01
CpPz 3.99 14.83 0.13 0.90

Donde PT es el cemento Portland, PZ cemento Puzoldnico, C arcilla con agua (control), L arcilla con

lactato de calcio y B arcilla con bacterias y lactato.

La Figura 5-4 muestra una probeta antes y luego de aplicar la carga.

Figura 5 - 4: a) Probeta ubicada en la prensa hidraulica antes de ser cargada. b) Probeta agrietada.

5.4 ENSAYO A COMPRESION DE PROBETAS CUBICAS.

El ensayo a compresion de la ASTM C 109/C 109M para cubos de arista 50 mm proporciona un
medio para determinar la resistencia a la compresion del hormigdn y predecir asi su desempefio
en las obras de construccion. Es importante este analisis dado que la resistencia a la compresion

es la principal caracteristica mecanica del hormigon.
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Para el ensayo se utilizd una prensa con placas de carga de arista igual a 5 cm. Antes de iniciar el

ensayo se limpid la superficie de ambas placas.

Se retiraron las probetas del agua y se ubicaron en la prensa como se indica en la Figura 5-5. Las
caras mas planas se pusieron en las placas de carga, mientras que la cara de llenado se ubicé

perpendicular a estas.

P ¥

Plato superior
(autoajustable)

Flato inferior

Figura 5 - 5: Esquema ensayo a compresion.

Se aplico la carga de manera uniforme a una velocidad constante de 1900 [N/s]. Las probetas se
ensayaron a los 3, 7 y 28 dias. Para cada mezcla se ensayaron 3 probetas por dia para obtener el

promedio de los 3 resultados (Seccién 6.3).

Los resultados de compresién entregados por el equipo corresponden a la carga maxima que

soporta la probeta dividida por el area de la superficie cargada. (5-1)

fm = % (5-1)

Donde f,,, corresponde a la resistencia a compresidon en MPa, P es la carga maxima total en N, y A

/ . e 2
es el area de la superficie cargada en mm~.

En la siguiente figura se presenta el equipo utilizado tanto para el ensayo a compresién como para

la induccidn de las grietas.

62



lrltli
ll=ﬁ~

L

Figura 5 - 6: A la izquierda prensa para ensayo a compresion. A la derecha prensa para ensayo de traccion por flexion.
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6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 INTRODUCCION
Los resultados que se muestran en este capitulo corresponden a andlisis cuantitativos vy

cualitativos de los componentes involucrados en la investigacion.

En primer lugar se hizo un seguimiento de la bacteria Bacillus Pseudofirmus mediante el Método
del Namero mas Probable (NMP) (Seccién 4.2.2) para asegurar su viabilidad y observar su

evolucidn durante el experimento.

Como se menciond en el capitulo tres, se analizd el efecto del agente de auto-reparacion en las
propiedades mecdnicas que podria aportar al material y en la auto-reparaciéon como tal. Para el
analisis enfocado en las propiedades mecanicas se estudid la resistencia a compresion, segun el
ensayo descrito en la seccién 5.4. Por otro lado, el fendmeno de la auto-reparacién se cuantificé

mediante el andlisis de imagenes periddicas obtenidas de las probetas con el software Imagel.

Complementario a estos analisis se estudiaron los materiales y la interaccién que tuvieron seguin
tres técnicas: Cromatografia de liquidos, Difraccion de Rayos X (DRX) y Microscopia Electrdnica de

Barrido (SEM).

Con la cromatografia de liquidos se buscé una relacion entre el agua antes de iniciado el proceso
de auto-reparacién, y luego de dos meses de contener a las probetas auto-reparadas, ya que los

elementos presentes en el agua utilizada podrian afectar directamente el proceso.

Mediante DRX y SEM, se definieron los compuestos que conforman el material de sellado y la

relacidn que podria existir con los otros materiales del hormigon.

El esquema de la Figura 6-1 muestra todos los analisis realizados y los elementos asignados a cada

uno.
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Figura 6 - 1: Esquema de los analisis realizados.

6.2 METODO DEL NUMERO MAS PROBABLE

Durante tres etapas del experimento se realizd el seguimiento de la bacteria Bacillus Pseudofirmus
mediante el método del nimero mdas probable (NMP) descrito en la seccion 4.2.2, con el propdsito
de verificar la viabilidad de la bacteria, es decir, poder asegurar que las bacterias continuaran vivas

en el proceso y que seran capaces de realizar posteriormente la auto-reparacién del hormigon.

Las etapas en que se examind la viabilidad de las bacterias se muestran en Figura 6-1.

Hormigdn auto-
reparable

Suspension de Medio Agente de Auto-
Mineral con Bacterias reparacion

Figura 6 - 2: Etapas para el método NMP.

Se realizé el analisis de NMP a la preparacion de la suspensién de medio mineral con bacterias
(Seccion 4.3) dado que es el punto inicial del experimento. Aqui, ademas de asegurar la viabilidad
de las bacterias, es importante cuantificar una concentracion alta de éstas, pues inevitablemente

la tasa ird disminuyendo durante el proceso.
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Se continud el andlisis de NMP al momento en que concluyd la preparacion del agente de auto-
reparacion (seccidn 4.4), vale decir, una vez que la arcilla queda impregnada con la suspension
bioldgica, el lactato de calcio y el extracto de levadura. En esta etapa la bacteria pasa de estar en

un medio liquido a uno sdlido, por lo que se considera un punto critico en el estudio.

El ultimo analisis de NMP fue al hormigdn ya fabricado. Se procedié a medir las bacterias en el
hormigén a los 5 dias y luego al mes de su preparacién. Al ser el hormigdn un material mucho
menos homogéneo que la suspension de medio mineral con bacterias y que el agente de auto-
reparacion, la estimaciéon de la concentracion de bacterias es menos confiable. Sin embargo

encontrar bacterias viva en esta etapa es crucial para que el desarrollo del experimento.

6.2.1 Suspensiéon de Medio Mineral con Bacterias
Se realizé NMP durante 4 dias consecutivos, comenzando con el primer dia de preparada la
suspension de medio mineral con bacterias descrita en la seccién 4.3.2. Los resultados se

presentan en la Tabla 6-1.

Tabla 6 - 1: Resultados de NMP para la suspension con medio mineral con bacterias mediante el método del NMP.

Dilucidon

NMP N° de Bacterias
Dia| 10° 10" 10° 10°® 107

1 5 5 5 1 3 4532 9.06.E+08
2 5 5 5 5 0 23054 4.61.E+09
3 5 5 3 0 1 780 1.56.E+08
4 5 5 4 1 0 1690 3.38.E+08

Se observa que la suspension de medio mineral con bacterias durante los primeros 4 dias
mantiene un nimero significativo de bacterias, con un promedio de 1.5x10° cel/ml lo que seria
suficiente para lograr la auto-reparacion (Jonkers, Thijssen, Muyzer, Copuroglu, & Schlangen,
2010). Para mantener esta concentracion se dejé la suspension almacenada a una temperatura de
4°C.

Se ve un aumento de la concentracién al segundo dia de preparada la suspension, esto puede
deberse a un error de precision al momento de tomar la muestra, pero no se puede descartar que
se haya generado una activacién de las bacterias y con esto una continuacion en el proceso de

reproduccion. Los dias 3 y 4 se ve una disminucion de las bacterias, que puede ser por el mismo
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error de precision de la muestra o porque efectivamente disminuyen las bacteria viables en la
suspensidn. Para evitar un error por la variacién de las bacterias viables, se sugiere que la arcilla se
impregne el primer dia de preparada la suspension, de este modo se aisla esta variable del

estudio.

6.2.2 Agente de Auto-reparacion
Se preparé el agente de auto-reparacion (seccién 4.4) durante tres dias consecutivos con la misma

suspension de medio mineral con bacterias.
24 horas luego de cada impregnacion se tomé una muestra para el andlisis del NMP.

Los resultados obtenidos luego del conteo del NMP se presentan en la Tabla 6-2.

Tabla 6 - 2: Concentracion de bacterias en el agente de auto-reparacion mediante el método del NMP.

Concentracién de Concentracion de Diferencia
Dia bacterias cel/g bacterias cel/g Valor teérico - NMP
Valor teérico NMP cel/ g
1 5.53.E+08 1.56.E+07 5.37.E+08
2 1.87.E+07 3.38.E+07 -1.51.E+07
3 4.06.E+07 1.47.E+07 2.59.E+07

El valor tedrico de la concentracidon de bacterias, se calculd segin la Férmula 6-1.

Conc. Bacterias 2 <& = Conc.Bacterias1 <& 012 2= (6-1)
g ml g

Donde Conc.Bacterias 2 corresponde al valor tedrico de bacterias en el agente de auto-
reparacion, Conc. Bacterias 1 es la cantidad de bacterias encontradas anteriormente en el medio
mineral (Tabla 6-1) y 0.12 es la dosificacion de medio mineral utilizado en la arcilla (12 ml por 100

gr de arcilla).

Segln la Tabla 6-2 el primer dia de preparado el agente de auto-reparacion habria una
disminucién considerable de bacterias durante el proceso de preparacion del agente, el valor

esperado era de 5.53x10° cel/g, lo que indica una disminucién de 5.37x10% cel/g.
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La diferencia entre el valor tedrico y el real se estrecha durante los dias 2 y 3. El dia 2, hubo
1.51x10" cel/ ml mas que al valor esperado y para el dia 3 hubo 2.59x10’ cel/ml menos al valor

esperado.

Los valores obtenidos reflejan una precision baja del método para este tipo de ensayos, pues la
muestra era solida (arcilla) y por lo tanto menos homogénea que las muestras liquidas. Los
resultados sugieren que se realice un estudio mas acabado de la evolucidn de la bacteria en este
punto del experimento. Sin embargo para los objetivos de la investigacion, los resultados son
apropiados para suponer que existid un numero razonable de bacterias para lograr la auto-

reparacion del hormigon.

6.2.3 Hormigon Auto-reparable.
Finalmente se determind la concentracion de bacterias en el hormigdn. Se tomd una muestra del
hormigén fresco y se analizd6 mediante NMP. Se repitiéd el procedimiento a los 28 dias de

preparado. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6-3.

Tabla 6 - 3: Concentracion de bacterias en hormigon auto-reparacion mediante el método del NMP.

B Dilucion Concentracion de
Dia NMP .
102 10" 10° 10°® 107 bacterias cel/ml
0 4 1 0 0 0 16 3.20.E+06
28 3 2 0 0 0 13 2.60.E+06

Figura 6 - 3: Placa Petri con los resultados del NMP para una muestra de hormigén luego de 28 dias de curado.
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El hormigdn se fabricd con el agente de auto-reparacion del dia 1 (Tabla 6-2). El valor tedrico de

bacterias en el hormigdn se calculé con la Férmula (6-2)

Conc. Bacterias 3 % = Conc. Bacterias 2* %"l 03 < (6-2)

Donde Conc.Bacterias 3 corresponde al valor tedrico de bacterias en el hormigén y
Conc. Bacterias 2" es el valor de la concentracién de bacterias encontradas en el agente de auto-

reparacion el dia 1. La cantidad de agente de auto-reparacién usado fue de 300 g/m? (0.3 g/ml).

Acorde a la concentracién encontrada de bacterias en el agente de auto-reparacion en la seccidn
6.1.2 la concentracion de bacterias esperada era de 4.7 x10° cel/ml. La cantidad encontrada segun
NMP fue menor a la esperada por 1.5 x10° cel/ml. Este resultado mantiene el orden de magnitud
esperado por lo que sigue cumpliendo con una cantidad apropiada de bacterias para la auto-
reparacion, pero posiblemente durante el proceso de mezclado del hormigdn parte de las

bacterias murieron.

La concentracién de bacterias a los 28 dias disminuyd 6.0 x10° cel/ml. La cantidad de bacterias
encontradas continla siendo éptima para el proceso, pero durante el periodo de curado es posible
que parte de las bacterias se activaran y por lo tanto no soportaran las condiciones en el

hormigon.

Los resultados obtenidos carecen de precision dado que el hormigén no es un material
homogéneo y dependeran de la muestra extraida. Sin embargo, este tipo de andlisis contribuyé a
tener una respuesta positiva sobre la permanencia de las bacterias viables en el hormigdn luego

del mezclado y de la fase de curado.
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6.3 COMPARACION RESISTENCIA A LA COMPRESION
Los resultados obtenidos en el ensayo de resistencia a la compresidn (Seccion 5.4) para cada

mezcla con cemento Portland a los 3, 7, y 28 dias se presentan en la Tabla 6-4

Tabla 6 - 4: Resultados Resistencia a Compresion en MPa.

Dia Mezcla Lecturas Promedio Desv. %C.V.
Sacter 32.28
acteria 32.32 32.01 0.50 1.55
Portland
31.44
Control 28.28
3 ontro 27.84 28.64 1.03 3.59
Portland
20.8
actat 33.76
actato 32.28 32.92 0.76 231
Portland
32.72
actert 41.76
acteria 37.36 40.25 2.51 6.23
Portland
41.64
Control 36.28
7 ontro 36.24 36.81 0.96 2.60
Portland
37.92
et 42.76
actato 42.36 40.72 3.19 7.84
Portland
37.04
Sactert 45.68
acteria 42.08 42.89 2.48 5.79
Portland
40.92
Control 42.72
28 ontro 40.84 43.11 2.48 5.76
Portland
45.76
ctat 41.76
actato 42.76 41.68 1.12 2.69
Portland
40.52
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Tabla 6 - 5: Porcentaje de variacion de la resistencia a la compresion con las probetas de control como referencia.

Dia 3 7 28
Bacteria Portland 11.78% 9.34% -0.49%
Control Portland - - -
Lactato Portland 14.94% 10.61% -3.31%

50

Resistencia [MPa]

O T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo [d]

Figura 6 - 4: Resistencia a la compresion para los 3, 7 y 28 dias.

De los resultados anteriores se observa que los tres tipos de mezcla presentan la misma tendencia,
luego de los 7 dias las tasas de crecimiento disminuyen y finalmente a los 28 dias mantienen una

resistencia bastante similar entre las tres.

La Tabla 6-5 muestra que a los tres dias de preparadas las mezclas, las probetas con lactato de
calcio (PTL) y con lactato de calcio mas bacterias (PTB) presentan la resistencia mas elevada, con

un 14.94% vy 11.78% mas que el promedio de las probetas de control.

A los 7 dias continda siendo mayor la resistencia de las probetas con lactato de calcio en
comparacién a las de control, con un 10.61% mas para la mezcla PTL y un 9.34% para la mezcla
PTB. El que ambas mezclas contengan lactato de calcio sugiere un aumento en la resistencia a la

compresion debido a la incorporacién de lactato de calcio, y no al factor biolégico (bacterias).
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Incluso la suspensién con bacterias podria afectar negativamente al aporte del lactato de calcio

dado su menor valor en comparacién a las PTL.

Finalmente, a los 28 dias se obtuvieron resultados bastante similares, siendo mayor el promedio
de la resistencia de las probetas de control. La mezcla PTL fue un 0.49% menor a la de control,
mientras que la PTB fue un. 3.31%.Estos resultados podrian apuntar a que si bien existe un efecto
del lactato de calcio, este aceleraria el aumento de la resistencia a la compresidn, pero que

finalmente mantiene el mismo potencial mecdnico que un hormigén convencional.

A diferencia de ciertas bacterias ureoliticas en que se ha visto que aumentan la resistencia a la
compresion (Vijay, Murmu, & Deo, 2017), el agente de auto-reparacion usado no tendria un efecto
positivo en la resistencia a la compresién, pero tampoco tendria un efecto negativo como han
planteado otros investigadores (Jonkers & Schlangen, 2008). Sin embargo se sugiere estudiar otras
dosificaciones para el hormigdn y distintas concentraciones de bacterias para poder optimizar la
mezcla, ademads de estudiar en mayor detalle el posible efecto del lactato de calcio, u otras

fuentes de calcio.

6.4 ANALISIS DE IMAGENES
La cuantificacion de la auto-reparacion de las grietas en el hormigdn se llevé a cabo mediante dos
analisis visuales. El primero considera el drea total sellada de cada grieta y el segundo el espesor

de la grieta en 7 puntos de cada probeta.

Periddicamente se controlaron los especimenes y se fotografiaron desde una distancia fija de 15
cm con una camara FUJIFILM X10, para posteriormente analizar las fotografias con el software

Imagel.

Los dias designados para tomar las fotografias se muestran en la Tabla 6-6, siendo el dia 0 cuando

se agrietaron las probetas y se dejaron sumergidas en agua luego de agrietarse.

Tabla 6 - 6: Fotografias a las probetas.

Control 1 2 3 4 5 6
Dia 0 7 14 21 35 63
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6.4.1 Auto-reparacion segun porcentaje de area sellada

El software utilizado para el analisis permite calcular las areas de las grietas seleccionandolas
segun su color, es por esto que las imagenes se llevaron a un formato de 8-bit, lo que significa que
la imagen estara en escala de grises pudiendo tener hasta 256 niveles de gris. Para discriminar de
aquellos oscurecimientos de la imagen por la humedad se aplico la opcidn threshold que permite
umbralizar imagenes para separar segun las caracteristicas de interés. Finamente con la opcidn

wand se selecciond el area de la grieta a medir.

El porcentaje de auto-reparacion en el tiempo t segun el area se calculd la formula (6-3).

Auto — reparaciongeq, t % = % 100% (6-3)
L

Dénde, a;: Area inicial de la grieta a partir del mayor espesor de la grieta mas angosta, y a,: Area

de la grieta en el tiempo t

Se considerd para los resultados el promedio de 3 grietas de distintas probetas. En el caso de
aquellas variables en que una de sus probetas se fracturd totalmente, se utilizé una probeta ya

fotografiada, pero por su otra cara (cara paralela).

En la Figura 6-5 se muestra como se registré el avance de la auto-reparacién en el tiempo.
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Dia 21 Dia 35 ‘Dia 63

Figura 6 - 5: Cambio en el tiempo de una probeta fabricada con cemento portland y bacterias, conservada a 23°C. Para
el caso de esta grieta el sellado mas significativo ocurre entre el dia 7 y 21, luego del dia 21 el sellado se estanca.
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Areas selladas para diferentes temperaturas
Los resultados de los promedios de las areas selladas a diferentes temperaturas se puden ver en el

Anexo D-1y graficamente en la Figura 6-6.

Auto-reparacion a diferentes temperaturas
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Figura 6 - 6: Grafico del % de auto-reparacion del area de las grietas a diferentes temperaturas.

El resultado mds categdrico que se puede observar es que no hubo sellado de las probetas de
control ni de las con el agente de auto-reparacion a una temperatura de 4°C (CPT04 Y BPT04), pese
a que los materiales y condiciones para la fabricacién y curado de las probetas dejadas a 4°C fue el

mismo que se utilizé con las que se sometieron a 30y 23°C.

Del grafico se puede deducir que la mayor tasa de sellado ocurre entre el dia 7 y 14 para las
probetas a 23°C (BPT23 Y CPT23) y para la probeta con bacterias dejada a 30°C (BPT30). Para el
caso de las probetas preparadas con bacterias, este resultado concuerda con el supuesto de que

las bacterias alcanzan su mayor consumo de oxigeno para la actividad metabdlica durante
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aproximadamente los primeros 9 dias desde su activacion (Tziviloglou, Wiktor, & Schlangen,

Performance requirements to ensure the efficiency of bacteria-based self-healing concrete, 2016)

En la Figura 6-7 se muestran el consumo de oxigeno en una muestra de hormigdn con bacterias.
Después de la inmersidon el consumo fue casi cero, luego fue aumentando gradualmente hasta su
valor maximo a las 160 h (6.6 dias), posteriormente comenzoé a disminuir hasta cero a las 220 h
(9.16 dias).
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Figura 6 - 7: Perfiles de oxigeno en una muestra de hormigon a base de bacterias sumergida en una solucion con pH
10.5 (Tziviloglou, et al., 2016).

Se pudo observar sellado tanto en probetas de control como en probetas con bacterias a 30 y

23°C, siendo el mejor promedio para las probetas con bacterias a 23°C (BPT23).

En el caso de las probetas a 30°C, el promedio del drea de sellado fue mayor para las de control
qgue para aquellas con el agente bioldgico. Este resultado puede tener dos interpretaciones; en
primer lugar, dado el método empleado para agrietar, las areas iniciales eran diferentes, al tener
una mayor area, la auto-reparacion puede resultar mas compleja dada la difusién del material en

formacion.

En la Tabla 6-7 se muestra el area inicial de las grietas y la auto-reparacion que se obtuvo luego de

63 dias.
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Tabla 6 - 7: Areas iniciales de las grietas y su porcentaje de sellado luego de 63 dias para 23 y 30°C.

Mezcla Area Inicial [mm2] % Auto-reparacion
23°C Bacteria 2.95 9.87 9.02 82.48 54.86 49.05
Control 7.29 7.34 9.08 25.41 30.74 10.52
30°C Bacteria 7.27 9.62 10.50 35.48 35.92 30.08
Control 4.04 2.87 5.71 45.09 42.93 46.59
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Figura 6 - 8: Grafico del porcentaje de auto-reparacion de las grietas segun su darea inicial.

Se puede ver en el grafico que las probetas de control a 30° tuvieron un mejor rendimiento que las
probetas con bacteria, sin embargo ninguna de las fisuras de las probetas de control tuvo un area
inicial mayor que las con bacterias, es por esto que no se puede asegurar que el rendimiento de

las probetas de control a 30°C es mejor que el de las probetas con bacterias.

Por otro lado, la precipitacion observada en las probetas a 30°C (CPT30 Y BPT30) tenia un aspecto
menos consistente que la observada en las probetas BPT23. Por lo que podria haberse tratado de
una precipitacion autégena en la probeta BPT30 y no debida a la intervencidn de las bacterias. Las
probetas a 30°C se mantuvieron en un horno que no mantenia una temperatura constante, ésta

podia subir hasta los 40°C lo que pudo haber afectado cualquier actividad bacteriana.
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Los resultados de las probetas de control a los 23°C (CPT23) fueron menores que las probetas
BPT23 e incluso que los resultados a 30°C. El material de sellado en las CPT23 era similar al

observado en las probetas a 30°.

El grafico de la Figura 6-8 confirma lo observado para las probetas con bacterias a 23°C (BPT23) en
el grafico 6-6, pues, BPT23 entrega el mejor porcentaje de sellado tanto para un drea inicial muy

pequefia (82.4% para 2.95 mm?), como para areas mayores (54.86% para 9.87 mm?)

Las Figuras 6-9 y 6-10 muestran una grieta para las probetas de control y una para las probetas

con bacterias expuestas a los 4°C en el dia 0 y el 63 del experimento.

Las Figuras 6-11 y 6-12 muestran una grieta para las probetas de control y una para las probetas

con bacterias expuestas a los 30°C en el dia 0 y el 63 del experimento.

Las Figuras 6-13 y 6-14 muestran una grieta para las probetas de control y una para las probetas

con bacterias expuestas a los 23°C en el dia 0 y el 63 del experimento.

El sellado de la grieta BPT23, es mucho mas evidente, llenando incluso parte de los poros

expuestos de la probeta.

78



Figura 6 - 9: Grieta de probeta BPT04. a) Dia 0. b) Dia 63

Figura 6 - 10: Grieta de probeta CPT04. a) Dia 0. b) Dia 63.
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Figura 6 - 11: Grieta de probeta CPT30. a) Dia 0. b) Dia 63.

Figura 6 - 12: Grieta de probeta BPT30. a) Dia 0. b) Dia 63.
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Figura 6 - 13: Grieta de probeta CPT23. a) Dia 0. b) Dia 63.

Figura 6 - 14: Grieta de probeta BPT23. a) Dia 0. b) Dia 63.
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Areas selladas para diferentes tipos de cemento

Los resultados de los promedios de las areas selladas apara diferentes tipos de cemento se puden
ver en el Anexo D-2 y graficamente en la Figura 6-15. Este estudio, como se menciond en la
seccién 3.2, incluyd un tercer tipo de mezcla impregnando la arcilla expandida con el lactato de

calcio (sin las bacterias).

Auto-reparacion con cemento Portland y Puzolanico
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Figura 6 - 15: Grafico del % de auto-reparacion del area de las grietas para dos tipos de cemento de cementos.

Al igual que en el grafico 6-6, la mayor tasa de sellado ocurre entre el dia 7 y 14 para ambos tipos

de cemento, luego del dia 21 el sellado se va deteniendo.

Las probetas de control para ambos tipos de cemento (CPT23 Y CPZ23) presentaron el sellado mas
bajo, mientras que los mejores resultados fueron para las probetas con cemento puzolanico, tanto

las probetas con bacterias como las que contenian solo el lactato de calcio.
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Para el caso del cemento portland, las probetas con lactato dieron mejores resultados que

aquellas que contenian las bacterias.

Segun el grafico de la Figura 6-15, se podria concluir que se obtienen mejores resultados para el
cemento puzolanico, contrario a lo planteado en la hipdtesis (Secciéon 1.2.1). Ademas, los
resultados con la utilizacion del lactato de calcio sin las bacterias serian similares o incluso mejores
gue con las bacterias. No obstante, al igual que con los resultados anteriores, es importante
observar las diferencias de las areas iniciales entre las diferentes probetas ya que no resulta del

todo comparable la precipitacién de carbonato de calcio cuando se tienen grietas muy distintas.

En la Tabla 6-8 se puede observar el area inicial de las grietas y la auto-reparacién que se obtuvo

luego de 63 dias para los dos tipos de cemento.

Tabla 6 - 8: Areas iniciales de las grietas y su porcentaje de sellado luego de 63 dias para cemento portland y

puzolanico.
Mezcla Area Inicial [mm2] % Auto-reparacion
Bacteria 2.95 9.87 9.02 82.48 54.86 49.05
Portland |Lactato 9.93 3.54 - 51.19 55.93 -
Control 7.29 7.34 9.08 25.41 30.74 10.52
Bacteria 5.30 4.22 3.80 64.41 82.52 80.71
Puzolanico | Lactato 6.17 3.85 2.81 59.95 79.50 86.77
Control 4.64 5.12 4.70 42.01 20.83 32.64
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Figura 6 - 16: Grafico del porcentaje de auto-reparacion de las grietas seguin su area inicial.
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Para las areas pequenas, el sellado resulté mejor para las BPT23 Y LPZ23, mientras que en areas
iniciales mayores BPT23 Y LPT23. No se puede afirmar que el mejor desempefio sea para las
probetas con cemento Puzoldnico, ya que ninguna de las grietas iniciales superé los 6.12 mm?,
mientras que las probetas con bacterias y cemento portland lograron sellar hasta los el 54.86% de

9.87 mm>.

Las Figuras 6-17 a la 6-20 muestran una grieta para las probetas de fabricadas con cemento
puzolanico y para la mezcla de cemento portland y lactato de calcio sin bacterias en el diaOy el 63

del experimento.
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Figura 6 - 17: Grieta de probeta LPT23. a) Dia 0. b) Dia 63.

Figura 6 - 18: Grieta de probeta LPZ23. a) Dia 0. b) Dia 63.
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Figura 6 - 19: Grieta de probeta BPZ23. a) Dia 0. b) Dia 63.

Figura 6 - 20: Grieta de probeta CPZ23. a) Dia 0. b) Dia 63.
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6.4.2 Auto-reparacion segun porcentaje del espesor de la grieta auto-reparado

Debido al método utilizado para agrietar las probetas, se obtuvieron grietas distintas en cada
espécimen. Las grietas se formaron aproximadamente de forma perpendicular al refuerzo, sin
embargo presentan distintos largos, y sus anchos variaron sustancialmente a lo largo de su

longitud.

Para fines de cuantificacién, no resulta fidedigna una relacién entre grietas tan variables, pues
cada sellado dependera del espesor y area inicial de la grieta, resultando una auto-reparacion en
las grietas mas estrechas mas factible que en las de mayor drea. Una grieta inicial mas pequena
significara un sistema mas cerrado para la formacién de los cristales y una menor difusiéon del

material.

Es por eso, que se optd por complementar la informacién considerando la variacién segun los
espesores de la grieta a intervalos regulares de 5 mm a lo largo de la probeta. Se realizaron
mediciones del ancho de las grietas en las mismas ubicaciones para el dia 0 y el dia 63 y se calculd

el porcentaje de auto-reparacidn para cada ubicacién de acuerdo con la férmula 6-4.

Auto — reparacion gspesor t % = w 100% (6-4)

wi

Dénde, w;: Espesor inicial de la grieta y w,:Espesor de la grieta en el tiempo t.

La Figura 6-21 presenta un esquema con los puntos seleccionados para las grietas para realizar la

medida de su espesor.

N O s WNR

Figura 6 - 21: Esquema de una probeta agrietada y los puntos de medicion para el espesor.
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Espesores sellados para diferentes temperaturas
Los resultados de los espesores sellados a los 63 dias del experimento se pueden ver en el Anexo

D-3 y en los siguientes graficos.
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Figura 6 - 22: Comparacion espesores sellados a los 30°C.
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Figura 6 - 23: Comparacion espesores sellados para el hormigén con bacterias a 23°C y 30°C.
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A los 30°C, segun los mediciones realizadas, el maximo espesor sellado fue de 0.147 [mm] para
ambas mezclas (BPT30 Y CPT30), por lo que probablemente se trata de una auto-reparacién
autogena. Esto es visible ademas, con el grafico de la Figura 6-23, en donde se aprecia que todos
los espesores mayores a 0.147 mm para las probetas a 30° no se sellaron, a diferencia de las

probetas a 23°C, en donde el maximo espesor sellado fue de 0.38 mm.

Espesores sellados para diferentes tipos de cemento
La Figura 6-24 muestra el grafico de dispersién para el sellado en probetas con cemento portland.
En este caso el mayor espesor sellado fue del hormigdén con bacterias (0.38 mm), y luego el

hormigdn con lactato de calcio con 0.27 mm.

Al contrario de lo visto en el cemento portland, en el cemento puzolanico (Figura 6-25) el mayor
espesor sellado fue para la mezcla con lactato de calcio (0.21 mm) y luego, la mezcla con bacterias

mostré un sellado maximo de 0.18 mm.

Para las grietas pequeiias, menores a 0.1 mm, hubo un sellado del 100% para ambos tipos de
cemento en probetas con bacteria como en probetas con lactato de calcio, pero no en las probetas
de control. Esto hace suponer que fue fundamental la incorporacidn de una funte de calcio en el
hormigdn, y que el calcio presente en el agua no seria suficiente suministro. El andlisis del agua

utilizada para la auto-reparacion se puede ver en la siguiente seccién (6.5).
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Figura 6 - 24: Comparacion espesores sellados para hormigén preparado con cemento Portland y conservado a 23°C.
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Figura 6 - 25.2: Resultados por separado para cada variable (control, lactato y bacteria) del sellado segtin espesores
para hormigon preparado con cemento Portland a 23°C. Se puede observar una tendencia sigmoidea en cada variable.
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Figura 6 - 26: Comparacion espesores sellados para hormigon preparado con cemento Puzolanico y conservado a 23°C.

La diferencia en la auto-reparacion segun el tipo de cemento se puede ver en los siguientes
graficos, en donde se aislaron las variables de la utilizacién del lactato de calcio de la utilizacién de
las bacterias. La Figura 6-26 muestra los resultados para el sellado en el caso del hormigdn sin

bacterias, con lactato de calcio.
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Figura 6 - 27: Comparacion espesores sellados con lactato de calcio para hormigon Portland y Puzolanico 23°C.
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En el gréfico se puede ver un conjunto homogéneo de datos, si bien el maximo espesor sellado fue
para el cemento portland con 0.27 mm, el cemento puzoladnico entregd resultados similares para

el sellado.

Al comparar los tipos de cemento con el agente de auto-reparacién (Figura 6-27) se observa en
ambos una relacién inversamente proporcional entre el ancho de grieta y el porcentaje de sellado;
cuanto menor es el ancho de fisura, mayor la auto-reparacién. Sin embargo dado que los
espesores del hormigdn con cemento Puzolanico fueron menores, se desconoce cémo seria su

comportamiento con espesor mas ancho.
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Figura 6 - 28: Comparacion espesores sellados con bacterias para hormigon Portland y Puzolanico 23°C.

El mayor espesor sellado fue el de la mezcla de cemento portland con bacterias (0.38 mm).
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6.5 ANALISIS DEL AGUA

Como se detallé en la seccidén 2.3.3, el agua es un factor fundamental en el proceso de auto-
reparacion del hormigén. Se determinéd las cantidades de los cationes mas abundantes disueltos
en el agua utilizada en el experimento. Para este andlisis se usé el método de cromatografia

liquidos, del tipo intercambio iénico (IEC, de ionic-exchange chromatography).

6.5.1 Cromatografia de intercambio idnico (IEC)

La cromatografia consiste en un método de separacién en que se ponen en contacto dos fases
inmiscibles, una fase serd estacionaria y la otra mdvil. La técnica se basa en el principio de
retencién selectiva, para separar los distintos componentes de una mezcla. La fase moévil serd un
fluido (gas o liquido) que arrastra a la muestra a través de la fase estacionaria, contenida a lo largo
de una columna, que se trata de un sélido o un liquido fijado. Los componentes de la mezcla
interaccionan en distinta forma con la fase estacionaria. De este modo, los componentes
atraviesan la fase estacionaria a distintas velocidades y se van separando. Esta técnica se utiliza

también para la purificacion de productos.

La cromatografia liquida es aquella en que la separacion involucra predominantemente un reparto
simple entre dos fases liquidas, es decir tanto la fase estacionaria como la madvil serdn liquidas. A
esto se le llama cromatografia liquido-liquido (LLC). Dentro de esta categoria existe la
cromatografia de intercambio iénico (IEC), en donde los componentes iénicos de la muestra se
separan por el intercambio selectivo con contraiones de la fase. Las particulas cargadas
negativamente (positivamente) se unen a la fase estacionaria cargada positivamente
(negativamente) y son retenidas, mientras que las particulas cargadas positivamente
(negativamente) son rechazadas por la matriz y son eluidas. La elucién de las particulas cargadas
negatvamente (positivamente) se consigue cambiando el pH del solvente hasta igualarlo a su

punto isoelectrico o hasta invertir su carga neta.
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Figura 6 - 29: Esquema del principio de retencién selectiva utilizado en la cromatografia.

Para el andlisis se utilizd el cromatdgrafo IC 930 Compact Flex marca Metrohm (Figura 6-29). El
cromatodgrafo se controld con el software MaglIC Net. Este software permite la automatizacion del
equipo, controlando todos los aparatos periféricos para la manipulacidn de liquidos y el registro de

los resultados.

Figura 6 - 30: Cromatdgrafo.

El cromatégrafo no se encontraba calibrado para determinar todos los cationes presentes en el

agua, por lo que se determind las cantidades de Sodio, Potasio, Calcio y Magnesio.
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6.5.2 Resultados

En la Tabla 6-10 se muestran los resultados arrojados por el cromatdgrafo de la concentracién de

miligramos de cada cation por litro de agua.

Tabla 6 - 9: Resultados de la cromatografia IEC.

Cationes Cantidad (mg/L)
Agual Agua 2
Sodio 40.734 263.342
Potasio 24.922 277.943
Calcio 49.853 4.28
Magnesio 7.006 0.491

Agua 1 corresponde al agua potable extraida directamente del grifo y Agua 2 al agua potable

circundante en el recipiente donde se mantuvo las probetas a 23°C durante 2 meses.

Los tiempos en que el cromatégrafo determind los cationes de cada tipo de agua se presentan en

la Figura 6-30 y 6-31.
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Figura 6 - 31: Grafico de cationes Agua 1.
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Figura 6 - 32: Grafico de cationes Agua 2.

Los resultados muestran una disminucion de los cationes de Calcio y Magnesio, y un aumento del
Sodio y Potasio. La disminucion de los iones de calcio es consistente con la hipétesis de que la
reaccién ocurrida para sellar las grietas toma calcio desde alguna fuente externa, por lo que parte
de los cationes de calcio encontrados en el agua serian los responsables de la formacién de
Carbonato de Calcio en las grietas. Es posible a su vez, que el Magnesio también haya contribuido
con la formacién de algun cristal. Esto se podra observar con mayor claridad en el analisis de

Difraccion de Rayos X (DRX) realizado a la muestra (6.5.1).

Una explicacion logica al aumento de los cationes de Sodio y Potasio es el traspaso de ciertos
componentes del hormigén al medio liquido en donde se encontraban las muestras,

particularmente de la arena con que se fabricé. Esto se podra evidenciar también con el analisis

DRX.

6.6 DIFRACCION DE RAYOS X (DRX) Y MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Se finalizé el proceso de autoreparacion luego de mantener dos meses las probetas sumergidas.
Se retiraron del agua y se dejaron secar durante unos dias para posteriormente analizar las
muestras con el método de difraccion de rayos X (DRX) y con microscopio electrénico de barrido

(SEM). Con estos analisis es posible identificar los elementos que componen el material de sellado
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de las grietas y caracterizarlo para determinar si sus propiedades son suficientes para proteger al

hormigdn y talvez aportar con propiedades mecdnicas a la estructura.

Se incluyd en el andlisis de DRX una muestra de los cementos utilizados para fabricar las probetas

y de la arcilla, con el propdsito de encontrar una relacién en la interaccién con el agua.

6.6.1 Difraccion de rayos X

La técnica de Difraccion de Rayos X (DRX) permite identificar los minerales presentes en una
muestra por su estructura cristalina. Su fundamento se basa en la interacién de la estructura
cristalina de un sdélido con una fuente de rayos X. Al igual que con otros tipos de radiacidn
electromagnética, la interaccion entre el vector eléctrico de la radiacién X y los electrones de la
materia que atraviesa da lugar a una dispersion. Cuando los rayos X son dispersados por el
entorno ordenado de un cristal, tiene lugar a interferencias (tanto constructivas como
destructivas) entre los rayos dispersados, ya que las distancias entre los centros de dispersion son
del mismo orden de magnitud que la longitud de onda de la radiacion. Al incidir un rayo X en la
estructura cristalina, este se refleja con cierto angulo e intensidad que dependera de las aristas y
angulos que componen las celdas del cristal, y se producirad una interferencia constructiva entre las
ondas de los rayos X reflejados. Con esto la intensidad y angulo de la onda difractada indicara la

naturaleza del cristal (Skoog, Holler, & Nieman, 2001).

Figura 6 - 33: Difraccion de rayos X producida por un cristal.

La técnica de DRX se aplicd a 3 componentes del hormigdn: el cemento, la arcilla y el material de

sellado de las grietas. De este modo se pudo caracterizar los dos tipos de cemento usados
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(Portland y Puzolénico) y la arcilla en su estado inicial y luego de ser impregnada (como agente de

auto-reparacion).

En el caso del material encontrado en las grietas auto-reparadas (material de sellado) la cantidad
era escasa para conseguir un analisis cuantitativo, para esto, la técnica precisa una cantidad mayor
a 0.5 g. Se realizd solo el analisis cualitativo, para lo cual se escogioé el material de sellado mas
abundante que entregd el estudio. Este corresponde a las probetas fabricadas con el agente de
auto-reparacion y cemento Portland (BPT). El material se extrajo con un bisturi cuidadosamente

para evitar pérdidas.

Los cristales y sus contenidos encontrados en cada muestra se presentan en las Tablas 6-10, 6-11,

6-12, y 6-13. Los patrones entregados por el difractémetro para cada muestra se pueden ver en el

Anexo E.
Tabla 6 - 10: Cemento Portland.
N° Patron Nombre Férmula Presencia
(%wt)
1 01-086-0402 (C) Hatrurite, syn Ca;SiOs 73.67
2 00-030-0226 (*) Brownmillerite, syn Ca,(Al,Fe*®),0 13.54
3 00-038-1429 (*) Calcium Aluminum Oxide Ca3Al206 6.98
4 00-033-0302 (*) Larnite, syn Ca,Sio, 5.81
Tabla 6 - 11: Cemento Puzolanico.
N° Patron Nombre Férmula Presencia
(%wt)
1 01-086-0402 (C) Hatrurite, syn CasSiO; 72.08
2 00-030-0226 (*) Brownmillerite, syn Ca,(Al,Fe™),0s 11.94
3 00-033-0302 (*) Larnite, syn Ca,Si0, 6.32
4 00-038-1429 (*) Calcium Aluminium Oxide CazAl20¢ 5.61
5 00-033-0311 (*) Gypsum, syn CaS0,-2H,0 4.05
Tabla 6 - 12: Arcilla expandida.
° P B Presencia
N Patrén Nombre Férmula (%wt)
1 00-001-0527 (D) Kaolinite Al,Si205(0H), 56.95
00-005-0490(D) Quartz low alpha-Sio, 41.76
01-082-1690 (C) Lime CaO 1.29
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Tabla 6 - 13: Material de sellado.

N° Patrén Nombre Férmula

1 00-005-0586 (*) Calcite, syn CaCO;

2 00-033-0268 (I) Vaterite CaCO,

3 01-085-0457 (A) Quartz low alpha-Sio,

4 00-020-0548 (D) Albite, calcian (Na,Ca)(Si,Al)40¢
5 00-004-0733 (I) Portlandite Ca(OH),

El material de sellado encontrado contiene Calcita, Vaterita, Cuarzo bajo, Albita y Portlandita. La
presencia de portlandita podria explicarse a que la muestra no se encontraba del todo limpia, al
momento de extraer el material de la grieta parte del hormigdn se desprendié y se mezcld con la
muestra, por lo que la portlandita corresponderia a la hidratacién del cemento. Lo mismo pudo
ocurrir con el Cuarzo bajo, ya que por la difraccidn realizada a la arcilla se pudo observar que el
41.76% de los cristales presentes en la arcilla correspondian a este tipo de cuarzo. La albita de
calcio es un mineral del grupo de los silicatos, y tanto en el cemento como en la arcilla
encontramos Silicio que pudo dar origen a su formacidn. Tampoco puede descartarse el aporte de

la arena utilizada en la mezcla.

Si bien se desconoce el porcentaje de Calcita y Vaterita, si se sabe que fueron los cristales mas
abundantes en el material de sellado, lo cual concuerda con lo esperado. Ambos cristales son
polimorfismos del carbonato de calcio, es decir presentan la misma formulaciéon quimica, pero
difieren en sus propiedades cristalograficas. Esta formacion esta directamente relacionada con el
aporte de las bacterias como se detallé en el capitulo 2, sin embargo no puede descartarse el

aporte de la auto-reparacion autégena del hormigon.

6.6.2 Microscopio Electrénico de Barrido (SEM)

El microscopio electrdnico de barrido o SEM (Sigla en inglés de Scanning Electron Microscope) es
un instrumento capaz de ofrecer un variado rango de informaciones procedentes de la superficie
de una muestra. El fundamento del SEM radica en que los electrones emitidos por un catodo de
tungsteno pasan a través de una columna en la que se ha hecho un vacio. En ella, el haz inicial es
concentrado por una serie de lentes electromagnéticas. El haz electronico concentrado es

desplazado sobre toda la superficie de la muestra produciéndose electrones secundarios que van
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siendo captados por un colector de electrones que registrara la intensidad de los electrones

emitidos por cada punto de la muestra. Esta seial es amplificada para producir las imdgenes.

Para observar la morfologia del material de sellado se usé el microscopio marca JEOL modelo JSM-
IT300LV. La muestra se secé supercriticamente y se recubridé con oro, ya que se necesita que sea

conductora. Se usé una tensiéon de aceleracion de 15 kV.

Mediante el SEM, también fue posible realizar un andlisis composicional EDX (Espectrometria de
dispersidon de energia de rayos X), la cual consiste en identificar los elementos presentes y
establecer su concentracién mediante la medicion de la energia de los rayos X que se generan en
una muestra sometida al bombardeo electrénico. Para esto el microscopio posee un detector EDX

AZTec Oxford.

Las Figuras 6-33 y 6-34 corresponden a las imagenes obtenidas del SEM a una resolucidon de 850X y
1500X respectivamente. En las imagenes, se observan ciertas formaciones romboédricas que
podrian corresponder al carbonato de calcio (ya sea vaterita o calcita), pero también se observa
bastante material amorfo que no aportaria proteccidn a la grieta dado que no presenta la dureza
necesaria (tanto la calcita como la vaterita poseen una dureza de 3 en la escala de Mohs). Estos
materiales amorfos no pueden ser identificados por el DRX, por lo que faltaria informacién para

determinar con mayor precisién la calidad del material de sellado.
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Figura 6 - 34: Imagen SEM material de sellado 850X.
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7840 Jan 30 2018

Figura 6 - 35: Imagen SEM material de sellado 1500X.
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Los elementos registrados mediante el analisis EDX se presentan en la Tabla 6-14 y graficamente

en la Figura 6-35.

Tabla 6 - 14: DRX.

Elemento Concentracion Aparente Razén Wt%
c 4.03 0.04029 13.51
o 34.95 0.11759 54.76
Na 0.34 0.00144 0.32
Mg 1.48 0.00982 1.52
Al 1.21 0.00866 1.12
Si 3.58 0.02838 3.1
Ca 30.09 0.26883 25
Fe 0.66 0.00655 0.67
Total: 100
. @ @ | Map Sum Spectrum
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Figura 6- 1: DRX

Los resultados ponen de manifiesto la presencia de carbono, oxigeno y calcio en altas cantidades,

lo que ratifica los resultados de la DRX sobre la aparicion de cristales de CaCO3.

Los resultados del DRX presentads en la seccion 6.6.1 entregaron ademas la presencia de Albita
calcica, cuya formula es (Na,Ca)(Si,Al),0s. Los elementos que la componen también aparecen

dentro del listado entregado por el microscopio. Este cristal también es denominado labradorita y
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tiene una dureza de 6 a 6.5 en la escala de Mohs, lo que lo hace un cristal idéneo para el sellado,

sin embargo no fue abundante. Se desconoce ademas las reacciones que llevaron a su formacidn.

Finalmente, el listado de elementos, muestra la presencia de Magnesio y Fierro, ambos elemento

no fueron detectados por el DRX, por lo que no estarian conformando ningun cristal.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 CONCLUSIONES

Los materiales auto-reparables son capaces de remediar los dafios sufridos por el paso del tiempo,
las condiciones ambientales, el desgaste, o solicitaciones externas; por lo que pueden traer
ventajas econdmicas y ambientales por sobre los materiales convencionales. Dentro de este
contexto, e inspirado en procesos que se pueden ver habitualmente en la naturaleza es que se ha
ido desarrollando un hormigén capaz de sellarse sin intervencion humana cuando presenta una

fisura o microgrieta.

Una de las técnicas que se emplea para conseguir un hormigdn auto-reparable, es incluir bacterias
en la mezcla de hormigdn capaces de precipitar carbonato de calcio y sellar grietas. Esta fue la
técnica estudiada en esta investigacion, cuyo propdsito principal fue contribuir en la factibilidad de
este método mediante el estudio de dos variables fundamentales en las obras de hormigdn: el tipo

de cemento empleado en la mezcla y la temperatura de exposicion.

Es por esto, que el objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la temperatura y del tipo de
cemento utilizado en la matriz de hormigén en la capacidad de auto-reparacién de la bacteria

bacillus pseudofirmus.
Las conclusiones respecto al efecto de la temperatura fueron las siguientes:

e Para una temperatura de 4°C no hubo reparacién en ninguno de los hormigones
estudiados. La ausencia de precipitado significa que no hubo activacidn de las bacterias, ni
auto-reparacion autdgena del hormigdn. Se puede concluir que a los 4°C la bacteria
Bacillus Pseudofirmus no puede sellar fisuras en el hormigon.

e Para una temperatura mayor a 30°C, se observo respuesta tanto en mezclas de control sin
bacterias, como en mezclas con bacterias, siendo el maximo espesor sellado 0.147 mm
para ambos casos. Por lo tanto, no se puede atribuir la auto-reparacién exclusivamente a
las bacterias.

e De todas las mezclas estudiadas, las que tuvieron mayor auto-reparacién fueron las con
bacterias y a una temperatura de 23°C, con un relleno maximo de grietas de 0.38 mm de
ancho. Por otro lado, el sellado en probetas de control fue de 0.165 mm de ancho de
grieta a la misma temperatura. Con esto, se puede concluir que a los 23°C si hubo un

efecto de las bacterias.
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e Segun lo observado durante el estudio del efecto de la temperatura, se observd una
relacidn entre el espesor de agrietamiento inicial y el espesor de sellado de las mezclas,
pues las fisuras de menor espesor inicial se rellenan con mayor facilidad que aquellas con
un espesor mayor.

e Se puede concluir que la temperatura si es un factor que influye en la auto-reparacién del
hormigdn, ya sea la auto-reparacién que ocurre de manera autégena, como aquella que

ocurre mediante la accion de las bacterias.
Las conclusiones respecto al efecto del tipo de cemento en la mezcla fueron las siguientes:

e En ambos tipos de cemento, las probetas de control presentaron el menor porcentaje de
auto-reparacién, tanto en la evaluacién de las areas como de los espesores. Para las
probetas de control con cemento portland, el maximo espesor sellado medido fue de
0.165 mm, y para el puzoldnico fue de 0.174 mm. Al comparar el porcentaje del area
sellada se observan mejores resultados para el cemento puzolanico, sin embargo, no
fueron diferencias significativas.

e Para el caso de las probetas con bacterias, el maximo espesor sellado de grietas para el
cemento portland fue de 0.38 mm, y de 0.18 mm para el cemento puzolanico. Se concluye
que el cemento portland seria el mas propicio para la actividad bacteriana como se
planted en la hipdtesis.

e Latercera mezcla que se incluyé en el estudio del efecto del cemento, fue un hormigén sin
bacterias, pero con arcilla expandida impregnada solo con el lactato de calcio. Para este
caso los resultados del maximo espesor sellado para cemento portland y puzolanico fue
0.27 y 0.21 mm respectivamente. Esto supone, que el lactato de calcio puede actuar por si
solo para formar la precipitacion.

e Se puede concluir que el cemento no es un factor que influye en la auto-reparacion
autégena del hormigoén, pues las mezclas de control no mostraron grandes diferencias
entre los tipos de cemento. Sin embargo, el tipo de cemento si es un factor que incide en
la auto-reparacion por medio de bacterias. Los mejores resultados fueron para el cemento

portland.

Otras conclusiones, no directamente relacionadas con el efecto de la temperatura y el tipo de

cemento son:
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La mayor tasa de reparacion del hormigdn se obtiene luego de la primera y hasta la
tercera semana desde el agrietamiento, posteriormente la tasa de sellado se detiene.

Los resultados entregados por el analisis cromatografico permiten concluir que el agua
actia como fuente de calcio, pues los cationes medidos antes de la auto-reparacion
disminuyeron considerablemente una vez finalizado el proceso.

Se concluye que no hubo efecto de las bacterias y lactato de calcio en la resistencia a la
compresion del hormigén en el mediano plazo. Sin embargo, en edades tempranas se
observé mayores resistencias para las probetas con el lactato de calcio, por lo que el

reactivo podria actuar como un acelerador del proceso de fraguado del hormigén.
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7.2 RECOMENDACIONES

Considerando las conclusiones obtenidas en este estudio no se recomienda el uso de este tipo de
agente de auto-reparacion a bajas temperaturas. Se podria buscar un tipo de bacteria psicroéfila,
las cuales se desarrollan entre -5y 30°C, que tendria mds potencial a bajas temperaturas. Por otro
lado, se podria repetir el experimento con temperaturas entre 4 y 23°C para encontrar asi el punto

en donde comience a precipitar carbonato de calcio.

Si bien, a los 23°C hubo auto-reparacion en las probetas con bacterias, no se alcanzé el potencial
observado en otras investigaciones (maximo espesor sellado 0.48 mm), esto se puede atribuir al
método de impregnacion de la bacteria en la arcilla expandida. Al dejar la arcilla impregnando con
la solucién bioldgica durante toda la noche parte de las bacterias pudieron activarse de manera
temprana en vez de mantenerse inactivas hasta la aparicion de la fisura. Esto se puede respaldar
con la prueba del nimero mas probable, en donde a los dias de preparado el hormigén la cantidad
de bacterias fue menor. Es por esto que se sugiere realizar la impregnacién de manera inmediata
mediante vacio como se ha visto en otras investigaciones, o considerar la utilizacion de otro tipo

de encapsulacién que podria permitir incluso la auto-reparacidn sin la incorporacién de agua.

Por otro lado, luego de analizar la metodologia de trabajo y los resultados de este estudio, se
recomienda buscar un método de agrietamiento que permita una menor variabilidad en las fisuras
y que evite la fractura total de las probetas. Al tener fisuras de tamafios tan diversos, resulta dificil
establecer una relacién consistente, pues aquellas con anchos iniciales menores tendran mas

probabilidad de sellado (ya sea autdgeno o por bacterias) que las de mayor tamafio.

Asimismo, para que el método sea realmente beneficioso respecto a los costos de su
implementacién, se recomienda estudiar y modificar ciertas técnicas, como por ejemplo los
reactivos para su cultivo y esporulacion, o la fuente de calcio utilizada. El lactato de calcio tiene un
costo alto, que encarece bastante la técnica por lo que podria reemplazarse por otras marcas del
mismo componente pero de la industria de la alimentacion, o bien buscar otras sales calcicas,
ademas de estudiar en mayor detalle el efecto del lactato de calcio, u otras fuentes de calcio por si

solas (sin la incorporacién de bacterias).

Finalmente, se sugiere estudiar otras dosificaciones para el hormigdn y distintas concentraciones

de bacterias para poder optimizar la mezcla.
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ANEXOS

A. TABLA DE ESTIMACION POBLACIONAL DE BACTERIAS PARA METODO DEL NUMERO MAS
PROBABLE (Woomer, 1994)

NUm. Respuestas Pos. por L, Num. Respuestas Pos. .,
Nivel de Dilucién Poplaaon por Nivel de Dilucién Poplaaon
estimada* estimada*

1-2-3-4-5-6 1-2-3-4-5-6
1-0-0-0-0-0 1.9 5-5-4-2-0-0 2159
1-1-0-0-0-0 4 5-5-4-3-0-0 2716
2-0-0-0-0-0 4.4 5-5-5-0-0-0 2305
2-1-0-0-0-0 6.8 5-5-5-0-1-0 3126
3-0-0-0-0-0 7.7 5-5-5-1-0-0 3282
3-1-0-0-0-0 10 5-5-5-1-1-0 4532
3-2-0-0-0-0 13 5-5-5-2-0-0 4922
4-0-0-0-0-0 12 5-5-5-2-1-0 6918
4-1-0-0-0-0 16 5-5-5-3-0-0 7797
4-2-0-0-0-0 21 5-5-5-3-1-0 10702
4-3-0-0-0-0 27 5-5-5-3-2-0 13826
5-0-0-0-0-0 23 5-5-5-4-0-0 12753
5-0-1-0-0-0 31 5-5-5-4-1-0 16902
5-1-0-0-0-0 33 5-5-5-4-2-0 21589
5-1-1-0-0-0 45 5-5-5-4-3-0 27150
5-2-0-0-0-0 49 5-5-5-5-0-0 23054
5-2-1-0-0-0 69 5-5-5-5-0-1 31225
5-3-0-0-0-0 78 5-5-5-5-1-0 32720
5-3-1-0-0-0 107 5-5-5-5-1-1 45261
5-3-2-0-0-0 138 5-5-5-5-2-0 49224
5-4-0-0-0-0 127 5-5-5-5-2-1 69148
5-4-1-0-0-0 169 5-5-5-5-3-0 78127
5-4-2-0-0-0 216 5-5-5-5-3-1 107022
5-4-3-0-0-0 270 5-5-5-5-3-2 138269
5-5-0-0-0-0 230 5-5-5-5-4-0 127528
5-5-0-1-0-0 312 5-5-5-5-4-1 169028
5-5-1-0-0-0 327 5-5-5-5-4-2 215899
5-5-1-1-0-0 453 5-5-5-5-4-3 271557
5-5-2-0-0-0 488 5-5-5-5-4-4 334051
5-5-2-1-0-0 692 5-5-5-5-5-0 230546
5-5-3-0-0-0 780 5-5-5-5-5-1 328192
5-5-3-1-0-0 1070 5-5-5-5-5-2 492238
5-5-3-2-0-0 1383 5-5-5-5-5-3 781272
5-5-4-0-0-0 1275 5-5-5-5-5-4 1312535
5-5-4-1-0-0 1690
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* Esta es la densidad poblacional estimada asumiendo 1 ml de indculo. Este valor debe ser
ajustado por el factor de dilucion y el volumen de indculo (por ejemplo, si usted inoculd en cada
placa un volumen de 10 pl, entonces el valor de la tabla debe ser corregido multiplicdndolo por

100 [10 X 100 = 1,000 pl 6 1 ml]).

B. CALIDAD DEL AGUA AGUAS CORDILLERA S.A.

P ngagﬁzo PARAMETRO LIMITE UNIDADES PR‘SAJI';’SIO EVALUACION
OBLIGATORIO | COLIFORMES TOTALES Ausencia NMP Ausencia Cumple
OBLIGATORIO | TURBIEDAD 2,0 NTU 0,8 Cumple
NO CRITICO | COBRE TOTAL 2 mg/L Cumple
NO CRITICO | CROMO TOTAL 0,05 mg/L Cumple
NO CRITICO | FLUORURO 1,5 mg/L 0,6 Cumple
CRITICO HIERRO TOTAL 0,3 mg/L 0,1 Cumple
CRITICO MANGANESO TOTAL 0,1 mg/L 0 Cumple
NO CRITICO | MAGNESIO 125 mg/L Cumple
NO CRITICO | SELENIO 0,01 mg/L Cumple
NO CRITICO | ZINC 3 mg/L Cumple
CRITICO ARSENICO 0.01 mg/L 0 Cumple
NO CRITICO | CADMIO 0,01 mg/L Cumple
NO CRITICO | CIANURO 0,05 mg/L Cumple
NO CRITICO | MERCURIO 0,001 mg/L Cumple
NO CRITICO | NITRATOS 50 mg/L Cumple
NO CRITICO | NITRITOS 3 mg/L Cumple
NO CRITICO |RAZON NITRATOS + NITRITOS 1 Razén 0,1 Cumple
NO CRITICO |PLOMO 0,05 mg/L Cumple
NO CRITICO | TETRACLOROETENO 40 ug/L Cumple
NO CRITICO |BENCENO 10 ug/L Cumple
NO CRITICO |TOLUENO 700 ug/L Cumple
NO CRITICO | XILENOS 500 ug/L Cumple
NO CRITICO |DDT + DDD + DDE 2 ug/L Cumple
NO CRITICO |2,4-D 30 ug/L Cumple
NO CRITICO |LINDANO 2 ug/L Cumple
NO CRITICO | METOXICLORO 20 ug/L Cumple
NO CRITICO | PENTACLOROFENOL ug/L Cumple
NO CRITICO | MONOCLORAMINAS 3 mg/L Cumple
NO CRITICO | DIBROMOCLOROMETANO 0,1 mg/L Cumple
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NO CRITICO BROMODICLOROMETANO 0,06 mg/L Cumple
NO CRITICO | TRIBROMOMETANO 0,1 mg/L Cumple
NO CRITICO | TRICLOROMETANO 0,2 mg/L Cumple
NO CRITICO | TRIHALOMETANOS 1 Razén 0 Cumple
NO CRITICO | COLOR VERDADERO 20 U Pt/Co Cumple
NO CRITICO |OLOR Sin Olor Sin Olor Cumple
NO CRITICO |SABOR Sin Sabor Sin Sabor Cumple
NO CRITICO | AMONIACO 1,5 mg/L Cumple
NO CRITICO | CLORUROS 400 mg/L Cumple
NO CRITICO |PH 6,5-8,5 Unidades Cumple
NO CRITICO | SULFATOS 500 mg/L Cumple
NO CRITICO |SOLIDOS DISUELTOS TOTALES 1,500 mg/L Cumple
NO CRITICO | COMPUESTOS FENOLICOS 2 ug/L Cumple
OBLIGATORIO | CLORO LIBRE RESIDUAL 0,2-2,0 mg/L 0,77 Cumple

La evaluacion se realiza de acuerdo a todo lo que se establece en la Norma Chilena NCh409/1
Agua Potable - Requisitos, en funcidn de los resultados de autocontrol realizados por las propias

empresas concesionarias.

La Norma Chilena NCh409/1 Agua Potable establece como pardametros criticos "aquellos
pardmetros caracteristicos de la fuente o del servicio, toxicos u organolépticos (Tipo Il o Tipo IV),
que en ausencia o falla del proceso de tratamiento superan el limite maximo especificado en
NCh409/1". Vale decir son parametros que, dadas las caracteristicas locales del servicio, deben ser

controlados con una mayor frecuencia.

La frecuencia minima de control de los pardametros No Criticos es semestral en aquellos servicios
que presenten fuentes de abastecimiento de tipo superficial o mixtas y anual en aquellos servicios

que presenten soélo fuentes de abastecimiento subterraneas.

*La Autoridad Sanitaria, de acuerdo a lo que se sefiala en la propia Norma Chilena NCh409/1, ha
autorizado un plazo excepcional para dar cumplimiento al limite de 0,01 mg/L de arsénico,

estableciendo para ello un limite intermedio de 0,03 mg/L.
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C. INFORMACION TECNICA CEMENTOS BSA

1. BSA ESPECIAL

Indicador BSA Especial NCh 148 Of. 68
Fraguado inicial (minutos) 150 Mayor a 60
Fraguado final (minutos) 250 Menor a 720
Superficie especifica - Blaine (cm2/gr) 4000 -

Peso Especifico (kg/m3) 2800 -
Pérdida por Calcinacién (%) 3,0 Menor a 5,0
Residuo Insoluble (%)) 35 Menor a 50
Contenido deSO3 1,8 Menor a 4,0
Resistencia a compresion (kgf/cm2)

7 dias 240 Mayor a 180
28 dias 370 Mayor a 250
Resistencia a flexotraccion (kgf/cm2)

7 dias 45 Mayor a 35
28 dias 55 Mayor a 45

2. BSA PREMIUM

Indicador BSA Premium NCh 148 Of. 68
Fraguado inicial (minutos) 100 Mayor a 45
Fraguado final (minutos) 240 Menor a 600
Superficie especifica - Blaine (cm2/gr) 3300 -

Peso Especifico (kg/m3) 3,10 -
Pérdida por Calcinacidn (%) 2,50 Menor a 3,00
Residuo Insoluble (%) 1,00 Menor a 1,50
Contenido deSO3 2,0 Menor a 4,0
Contenido de MgO (%) 3,5 Menora 5,0
Resistencia a compresion (kgf/cm2)

1dia 180

3 dias 330

7 dias 420 Mayor a 250
28 dias 540 Mayor a 350
Resistencia a flexotraccién (kgf/cm2)

1dia 30

3 dias 50

7 dias 70 Mayor a 45
28 dias 80 Mayor a 55
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Resistencia [MPa)
o 6588888 3

Comparativo de Desarrollo de Resistencias
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D. DATOS OBTENIDOS MEDIANTE EL SOFTWARE IMAGEJ

1. RESULTADOS DE LA AUTO-REPARACION SEGUN EL PORCENTAJE DE AREA SELLADA PARA

DISTINTAS TEMPERATURAS

Promedio Desv
T | Mezcla Dia Area no sellada [mm?] % Auto-reparacion %Auto- %Auto-
reparacion | reparaciéon
0 5.01 3.10 5.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
7 5.01 3.10 5.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Bacteria 14 5.01 3.10 5.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
21 5.01 3.10 5.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
35 5.01 3.10 5.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
a°c 63 5.01 3.10 5.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0 8.94 5.14 7.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
7 8.94 5.14 7.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Control 14 8.94 5.14 7.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
21 8.94 5.14 7.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
35 8.94 5.14 7.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
63 8.94 5.14 7.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0 7.27 9.62 10.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
7 6.75 9.62 10.48 7.11 0.02 0.18 2.44 4.05
Bacteria 14 5.45 7.80 7.51 25.04 18.91 28.51 24.16 4.86
21 5.43 6.46 7.49 25.22 32.84 28.70 28.92 3.82
35 5.27 6.34 7.34 27.51 34.13 30.08 30.57 3.34
30°C 63 4.69 6.17 7.34 35.48 35.92 30.08 33.83 3.25
0 4.04 2.87 5.71 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
7 3.03 2.52 4.22 24.88 12.06 26.01 20.98 7.75
Control 14 3.03 1.91 3.57 24.88 33.59 37.42 31.96 6.43
21 2.88 1.72 3.29 28.77 40.00 42.44 37.07 7.29
35 2.58 1.71 3.07 36.12 40.45 46.21 40.93 5.06
63 2.22 1.64 3.05 45.09 42.93 46.59 44.87 1.84
0 2.95 9.87 9.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
7 2.82 7.38 9.01 4.21 25.24 0.03 9.83 13.51
Bacteria 14 0.95 6.40 6.05 67.67 35.13 32.90 45.24 19.46
21 0.69 4.47 4.96 76.67 54.66 45.02 58.79 16.22
23°C 35 0.68 4.46 4.65 77.01 54.84 48.45 60.10 14.99
63 0.52 4.45 4.59 82.48 54.86 49.05 62.13 17.86
0 7.29 7.34 9.08 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Control 7 7.29 7.32 8.97 0.00 0.25 1.17 0.47 0.62
14 6.44 6.02 8.32 11.66 18.00 8.32 12.66 4.92
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21 6.41 6.01 8.32 12.16 18.16 8.30 12.87 4.97
35 6.20 5.24 8.22 14.93 28.61 9.38 17.64 9.90
63 5.44 5.08 8.12 25.41 30.74 10.52 22.22 10.48
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2. RESULTADOS DE LA AUTO-REPARACION SEGUN EL PORCENTAJE DE AREA SELLADA PARA

DIFERENTES TIPOS DE CEMENTO

C Mezcla Dia Area no sellada [mm2] % Auto-reparacién Promedio Desv

0 2.95 9.87 9.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

7 2.82 7.38 9.01 4.21 25.24 0.03 9.83 13.51

Bacteria 14 0.95 6.40 6.05 67.67 35.13 32.90 45.24 19.46

21 0.69 4.47 4.96 76.67 54.66 45.02 58.79 16.22

35 0.68 4.46 4.65 77.01 54.84 48.45 60.10 14.99

63 0.52 4.45 4.59 82.48 54.86 49.05 62.13 17.86

0 9.93 3.54 - 0.00 0.00 - 0.00 0.00

= 7 9.66 3.06 - 2.66 13.69 - 8.17 7.80

& 14 5.83 2.69 - 41.28 24.13 - 32.70 12.13
© | Lactato

S 21 5.82 2.24 - 41.43 36.94 - 39.18 3.18

35 5.15 1.76 - 48.17 50.23 - 49.20 1.46

63 4.85 1.56 - 51.19 55.93 - 53.56 3.35

0 7.29 7.34 9.08 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

7 7.29 7.32 8.97 0.00 0.25 1.17 0.47 0.62

Control 14 6.44 6.02 8.32 11.66 18.00 8.32 12.66 4.92

21 6.41 6.01 8.32 12.16 18.16 8.30 12.87 4.97

35 6.20 5.24 8.22 14.93 28.61 9.38 17.64 9.90

63 5.44 5.08 8.12 25.41 30.74 10.52 22.22 10.48

0 5.30 4.22 3.80 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

7 4.59 2.99 2.89 13.31 29.07 23.87 22.08 8.03

Bacteria 14 3.41 1.79 1.73 35.72 57.59 54.34 49.22 11.80

21 2.59 0.98 0.93 51.07 76.81 75.52 67.80 14.50

35 2.50 0.74 0.81 52.75 82.42 78.73 71.30 16.17

63 1.89 0.74 0.73 64.41 82.52 80.71 75.88 9.97

0 6.17 3.85 2.81 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

9 7 5.32 3.07 2.31 13.77 20.17 17.75 17.23 3.23

& Lactato 14 3.57 1.38 0.76 42.11 64.09 72.76 59.65 15.80

§ 21 3.19 1.13 0.63 48.30 70.75 77.37 65.48 15.24

e 35 2.48 0.78 0.38 59.76 79.63 86.42 75.27 13.85

63 2.47 0.79 0.37 59.95 79.50 86.77 75.41 13.87

0 4.64 5.12 4.70 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

7 3.88 4.90 4.70 16.41 4.22 0.00 6.88 8.52

Control 14 3.53 4.59 4.34 23.98 10.26 7.75 14.00 8.73

21 3.15 4.37 4.12 32.20 14.57 12.35 19.71 10.88

35 2.70 4.08 3.70 41.97 20.21 21.28 27.82 12.26

63 2.69 4.05 3.17 42.01 20.83 32.64 31.83 10.61
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3. RESULTADOS DE LA AUTO-REPARACION SEGUN ESPESORES FINALES PARA DIFERENTES

TEMERATURAS Y TIPOS DE CEMENTO

Mezcla Espesor Inicial Espesor a los 63 dias % Auto-reparacion
0.34 0.35 0.36 0.34 0.35 0.36 0 0 0
0.33 0.26 0.30 0.33 0.26 0.30 0 0 0
0.167 0.22 0.24 0.11 0.22 0.24 36.5 0 0
B 0.179 0.17 0.23 0.07 0.17 0.11 60.3 0 51.9
0.144 0.14 0.13 0.00 0.14 0.00 100 0 100
0.077 0.08 0.09 0.00 0.00 0.00 100 100 100
PT30 0.067 0.067 0.07 0.00 0.00 0.00 100 100 100
0.15 0.22 0.22 0.15 0.22 0.22 0 0.0 0
0.09 0.17 0.22 0.09 0.09 0.22 0 46.5 0
0.11 0.18 0.15 0.11 0.10 0.14 0 45.3 8.1
C 0.09 0.13 0.15 0.00 0.07 0.00 100 43.9 100
0.08 0.09 0.08 0.00 0.05 0.00 100 43.0 100
0.08 0.06 0.08 0.00 0.00 0.00 100 100 100
- - 0.07 - - 0.00 - - 100
0.16 0.34 0.44 0.12 0.21 0.35 25.6 38.9 20.1
0.16 0.34 0.39 0.08 0.25 0.39 49.1 26.5 0.0
0.16 0.34 0.26 0.00 0.29 0.22 100 12.8 15.4
B 0.12 0.29 0.38 0.00 0.08 0.00 100 72.1 100
0.08 0.13 0.08 0.00 0.00 0.00 100 100 100
0.04 0.13 0.09 0.00 0.00 0.00 100 100 100
- 0.17 - - 0.00 - - 100 -
0.36 0.15 - 0.27 0.09 - 25.0 37.4 -
0.32 0.14 - 0.27 0.05 - 14.2 66.9 -
0.32 0.13 - 0.19 0.00 - 40.6 100 -
PT23 L 0.27 0.14 - 0.00 0.00 - 100 100 -
0.18 0.09 - 0.00 0.00 - 100 100 -
0.18 0.09 - 0.00 0.00 - 100 100 -
0.11 - - 0.00 - - 100 - -
0.40 0.29 0.50 0.27 0.29 0.50 33.4 0.0 0.0
0.31 0.30 0.32 0.26 0.30 0.32 15.1 0.0 0.0
0.27 0.21 0.36 0.22 0.21 0.36 16.2 0.5 0.0
C 0.18 0.21 0.23 0.13 0.04 0.23 25.6 79.6 0.0
0.13 0.17 0.22 0.00 0.00 0.22 100 100 0.0
0.09 0.12 0.18 0.00 0.00 0.18 100 100 0.0
Pz23 B 0.19 0.23 0.23 0.09 0.13 0.13 56.0 42.3 44.7
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0.19 0.18 0.18 0.12 0.00 0.00 36.8 100 100
0.12 0.18 0.18 0.11 0.00 0.00 4.3 100 100
0.12 0.14 0.09 0.00 0.00 0.00 100 100 100
0.16 0.04 0.09 0.00 0.00 0.00 100 100 100
0.16 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100 - -
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 - - -
0.30 0.28 0.18 0.17 0.12 0.14 42.8 58.0 25.8
0.21 0.24 0.14 0.18 0.08 0 18.2 66.5 100
0.26 0.16 0.05 0.13 0 0 49.4 100 100
0.21 0.08 0.09 0 0 0 100 100 100
0.17 0.04 0 0 0 0 100 100 -
0.13 0 0 0 0 0 100 - -
0.09 0 0 0 0 0 100 - -
0.32 0.31 0.31 0.32 0.31 0.31 0.0 0.0 0
0.18 0.27 0.22 0.18 0.26 0.22 0.0 3.0 0.5
0.14 0.19 0.09 0.14 0.17 0.09 0.0 8.6 0
0.14 0.14 0.17 0.09 0.09 0 33.6 33.1 100
0.13 0 0.09 0.09 0 0 341 - 100
0.04 0 0.04 0 0 0 100 - 100
0 0 0.04 0 0 0 - - 100
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E. PATRONES DE CRISTALOGRAFIA OBTENIDOS MEDIANTE ANALSIS DE DIFRACCION DE RAYOS X

1. PATRON DE DIFRACCION CEMENTO PORTLAND

2-Theta - Scale

BB a1 020 ree - Type: 2T Th bocked - Ssan: 10,000 ° - End: 80000 * - Step: 0020 * - Step fime: 2, &
Diparaticres: Smaath 0,150 | Background 14845 1,000 | Impont

[Wh9-088-0402 () - Hatrunite, syn - Ca3SIns

[®loc-nza-1428 () - Catcium Alminum ke - CaSAROS

| O0-0E3-000F (') - Lamite, sy - Cal@Sild

[Eloo-030-0226 (] - Brownmilarse, syn - CaZial Fa+3@0S5

123



2. PATRON DE DIFRACCION CEMENTO PUZOLANICO

2-Theta - Scale

mFlla: AG DG rare - Typa: FTWTH lockad - Star; 10,000 ° - End: BOO00 ° - Siep: 0020 7 - Step tme: 2, &
Oiperaticrs: Smoolh 0150 | Background 14451 000 | Impan

(W00 ) - Hatrurits, syn - CadSi0s

[®hotiaa. 1426 *) - Calclum Aluminum Oxide - o

Fmaﬁ-mn; §"1- Lamite, syn - CaRRild

(Eho0-030-0226 () - Brerammidlerita, syn - CaZiAl Far 31205

[ho0-033-0081 1 {7} - Gypeum, =yn - CaSOd B2
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3. PATRON DE DIFRACCION MATERIAL DE SELLADO EN LAS GRIETAS

2650

220

Lin {Counts)

Fali]

]

150

Lin (Counts)

ez HEEEIAE

2-Theta - Scale

ElIFibe: A1 000 e - Typa: 2THTH locked - Stan: 100000 * - End: 80000 ° - Step: 0020 7 - Siep tme: 3, 8
Oiparatiore: Smooalh 0150 | Background 8.310,1.000 | Import

[W}00-005-058E (%] - Caleite, sy - CRC03

LE H-0ES-0REE (1) - Vabaritg - CaC03

[®lo1-085.0057 14) - Quanz low - sipna-SI02

Elxvzlzo-c-saa-:n:- = Albitz, calclan, ondened - (Ma, Ca){SLA4E08

S CH=00L-07 30 (1) - Porflandie, syn - CajOk @2
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