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En las estructuras de hormigén armado se pueden producir fisuras en diferentes etapas de
la vida en servicio, estas pueden solo afectar la apariencia, pero también pueden
comprometer la resistencia y la durabilidad de la estructura. Por lo tanto, la reparacion de las
mismas atiende a motivos estéticos y funcionales, pero sobre todo de durabilidad ya que las
fisuras son una via por la cual ingresan con mayor facilidad agentes agresivos de tipo
quimico, que favorecen la aparicion de otras patologias como la corrosion.

Como se menciond anteriormente la presencia de fisuras no siempre reviste un problema
significativo del tipo estructural, ya que se presentan de forma tal que no sobrepasan
determinados espesores de recubrimiento. En dicha instancia es cuando es oportuno
repararlas para detener su propagacion evitando condiciones criticas. En este sentido, la
precipitacion de carbonato de calcio (CaCQOg3) inducida por microorganismos es un fenémeno
utilizado en el desarrollo de materiales cementicios auto rreparantes que sellan las fisuras
desde el mismo momento de su generacion, permitiendo preservar la integridad de las
estructuras y protegerias de otras patologias.

Dado a que la incorporacion de la masa biolégica al hormigdn se realiza a través del agua
de amasado, se pretenden definir las variables que permitan el desarrollo de la bacteria
Lysinibacillus sphaericus 2362 y que a su vez se ajusten a los requisitos para el agua de
amasado establecidos en la norma IRAM 1601:2012.

1. INTRODUCCION

Teniendo en cuenta que las fisuras pueden causar diferentes problemas dependiendo de su
tamafio (donde las de mayor tamafo afectan la resistencia del material y de los elementos
estructurales y por lo tanto deben ser reparadas), se desarrolla la idea de un material
cementicio capaz de auto-repararse [1][2][3]. Dicho material contara con la habilidad de
conseguir una reparacién que nacera del interior de la patologia que produce la fisura en él.
Esta tecnologia que se estd comenzando a hacer mas conocida con el nombre de
selfhealing o auto- reparacion, tiene su basamento tedrico en la precipitacion de carbonato
de calcio, dentro de sus grietas, inducida por microorganismos con alta actividad ureolitica
[4][5][6][71[8]. Asi, mediante la actividad ureasa microbiana, 1 mol de urea se hidroliza a 1
mol de amoniaco y 1 mol de carbamato (ecuacién 1), el carbamato se hidroliza
espontaneamente para formar 1 mol adicional de amoniaco y acido carbénico (ecuacién 2)
como sigue:

CO(NH,), + H20 + bacteria — NH,COOH + NHs (1)
NH.COOH + H,O — NHs + H.COs (2)
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Estos productos se equilibran en agua para formar carbonato (ecuacién 3), iones de amonio
e hidroxido (ecuacién 4) que dan lugar a un aumento del pH. El carbonato asi generado se
combina con los iones de Ca?" presentes en la solucion de poros formando carbonato de
calcio (ecuacién 5).

H.CO3 — 2H* + CO3% (3)
NH; + H,O — NH** + OH- 4)
Cax' + COsz' — CaCOs; (5)

La reparacion de una fisura desde el mismo momento de su generacidn sera de gran ayuda
para preservar la integridad de las estructuras y protegerlas de otras patologias [2]. Es
importante mencionar que este tipo de tecnologia, si bien se conoce a nivel mundial, no es
utilizada por ningun grupo de investigacion a nivel regional o nacional.

En el presente trabajo se aborda la optimizacién de procedimientos y tecnologias para
producir agua de amasado con contenido de baterias ureoliticas, con el objetivo de que la
misma cumpla los requisitos definidos en la norma IRAM 1601:2012 [9]. Esto permitira en un
futuro poder obtener morteros experimentales, potencialmente, auto — reparantes,
basandose en el fendmeno antes descripto (reaccion 5).

2. METODOLOGIA

Con el objetivo de definir un medio de cultivo que permita el desarrollo del microrganismo de
interés y cumpla con los requisitos de agua de amasado, se realizaran las siguientes
evaluaciones.

2.1. Caracterizacion fenotipica de la cepa bacteriana

La bacteria que se utiliza en el proyecto de investigacion, dentro del cual se enmarca el
presente trabajo, se denomina Lysinibacillus sphaericus 2362, cepa original del instituto
Pasteur de Paris, aislada de la tierra, cedida a nuestro grupo por la Dra. Mariana Allievi
(CONICET y Facultad de Cs. Exactas y Naturales, UBA). Con el objetivo de confirmar la
cepa bacteriana, se procedié a determinar las caracteristicas fisicas, fisiolégicas, y de
comportamiento (caracterizacién fenotipica) de la misma.

2.2. Evaluacion de la actividad ureasa

El medio Urea de Christensen es un medio de cultivo con tripteina y glucosa, que aportan
nutrientes para el desarrollo de microorganismos. Tiene también cloruro de sodio para
regular el equilibrio osmético, y rojo fenol. Este ultimo es un indicador de pH. Si la bacteria
tiene la capacidad de desdoblar urea (presente en el medio) se generara diéxido de carbono
y amoniaco. El amoniaco alcaliniza el medio y hace virar de color al indicador. De esta
manera el medio se torna rojo.

Para determinar si la bateria Lysinibacillus sphaericus manifiesta actividad urasea, se utilizé
el crecimiento del microorganismo en medio Urea de Christensen agarizado (en pico de
flauta) y se realiz6 la titulacion.

2.3. Evaluacion de la formacion de cristales de CaCO;

Se realizd una prueba cualitativa simple para ver la capacidad de las bacterias para inducir
formacién de cristales de calcita. Para ello se incubd in vitro, una alicuota de biomasa
bacteriana en un medio de precipitacion (0,4 % extracto de levadura, 0,5 % glucosa, 1 %
urea, 0,25 % acetato de calcio, 1,5 % agar si el medio es solido), a pH 6, a una temperatura
de 34 °C durante 15 dias, para luego examinar macroscépicamente si existe formacion de
cristales sobre la superficie del medio de cultivo [3].
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2.4. Ensayos de crecimiento en distintos medios

Se utilizaron distintos medios de cultivos para evaluar el crecimiento de la bacteria: lysogeny
broth (LB) [10]; medio urea-extracto de levadura (UYE), medio urea-extracto de carne (UME)
[11]; medio UYE modificado (dilucion 1/5 del UYE) y medio minimo suplementado también
con urea (UM9) [12]. A continuacion, se detalla la composicién de los medios a evaluar.

Tabla 3. Medios de cultivo y su composicién
MEDIO DE CULTIVO

REACTIVO LB UYE  UYE MODIF. UME uMo9
EXRACTO DE LEVADURA Sg/lL 20g/L 5glL 20 g/L
CLORURO DE SODIO 10g/L 8.55 mM
TRIS-BASE 0.13M 0.13 M 0.13 M
EXTRACTO DE CARNE
PEPTONA 10 g/L
CLORURO DE AMONIO 9.35 mM
UREA 10 g/L 10 g/L 10 g/L 10 g/L
FOSFATO ACIDO SODIO 33.7 mM
FOSFATO DIACIDO POTASIO 22.0 mM
GLUCOSA 0.4 %
SULFATO DE MAGNESIO 1mM
CLORURO DE CALCIO 0.3 mM
BIOTIN 0.001 mg/L

Las bacterias se incubaron a una temperatura de 27°C en agitacion a 130 rpm (se utiliza un
agitador magnético como medio de agitacion) y se toman alicuotas cada hora durante 24
horas y, en cada caso, se determina su densidad éptica a 600 nm en espectrofotometro.

Ensayos fisicoquimicos de los distintos medios de cultivos utilizados

Se sometieron los distintos medios a analisis de concentraciones de iones con el objetivo de
determinar el medio 6ptimo para utilizar en el cultivo de la bacteria, el cual no debe interferir
en las propiedades del hormigén.

Se determiné el pH y el contenido de cloruros, sulfatos, residuos insolubles y materia
organica de cada medio, siguiendo la metodologia especificada en la norma IRAM
1601:2012 [9], para luego comparar los valores obtenidos con los minimos y maximos de
concentraciones permitidas en agua de amasado definidos en la norma mencionada
anteriormente.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion fenotipica de la cepa bacteriana

Mediante estudios microbiolégicos y bioquimicos se logra confirmar la identidad de la cepa
bacteriana, un bacilo Gram positivo, esporulado. El microorganismo es catalasa positivo,
ureasa positivo, no fermentador de glucosa, no productor de gas a partir de glucosa, no
crece en anaerobiosis, no reduce nitrato a nitrito. En base a especificaciones que definen
distintos manuales de sistematica en bacteriologia se realizé la identificacién de
Lysinibacillus sphaericus (servicio de identificacion de microorganismos de la Facultad de
Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la UNL, Santa Fe).
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3.2. Evaluacion de la actividad ureasa

Como se puede observar en la Figura 1 (izquierda de la imagen), Lysinibacillus sphaericus
libera ureasa que desdobla la urea para generar amonio en el medio. Esto aumenta el pH y
hace virar el indicador rojo fenol.

En paralelo, para visualizar un control negativo, se siembra en otro pico de flauta del mismo
medio una bacteria no productora de ureasa (Escherichia coli). Escherichia coli crece en el
medio, pero no produce ningun cambio en el color del medio, como se observa a la derecha
de la imagen.

De esta forma queda demostrada la capacidad de Lysinibacillus sphaericus de producir la
enzima ureasa.

Figura 1: (a) Cultivo Lysinibacillus sphaericus.(b) Control.

3.3. Evaluacion de la formacion de cristales de CaCO;

Siguiendo la metodologia descripta en la seccion 2.3, se logra obtener cristales compatibles
con carbonato de calcio. La reaccion frente a HCI diluido genera efervescencia por
formacion y liberacién de CO.. En la figura 2 se puede observar una imagen de cristales de
carbonato de calcio obtenida en un microscopio 6ptico de baja resolucién.

Actualmente se esta trabajando en la optimizacién de la obtencidén de muestras de los
cristales para analizarlas por microscopia electrénica.

|

-

- TR

Figura 2: Cristales de CaCO3. Microscopio 6ptico. Objetivo de 20X
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3.4. Ensayos de crecimiento en distintos medios

La evaluacién del crecimiento de Lysinibacillus sphaericus en distintos medios se realiza con
el objeto de identificar aquél que produce mayor cantidad de biomasa.

A partir de los resultados obtenidos se puede establecer que la bacteria crece con mayor
eficiencia en tres medios UYE, UME y LB. En la Figura 3 se presentan los datos de
densidades 6pticas determinados para los medios UYE, UYE modificado, UME, UME9 y LB.
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Figura 3: Curvas de crecimiento bacteriano en funcion del tiempo.

El medio UME9 no presenta un desarrollo del organismo adecuado para el objetivo del
proyecto, razén por la cual se descarta dicho medio.

La Figura 4 muestra extendidos de la bacteria con tincion de Gram y observados en
microscopio optico con aumento de 100X (en inmersién). Es posible identificar la

caracteristica forma de bacilos y estreptobacilos (cadenas de bacilos) de este organismo,
asi como también las formas esporuladas resistentes a condiciones de estrés (forma de

punto o circulo).

Figura 4: Lysinibacillus sphaericus, células vegetativas y células esporuladas

3.5. Analisis quimicos y fisicoquimicos de los distintos medios

Dado el elevado nivel de cloruros que posee el medio LB en su composicion, el cual supera
ampliamente los niveles permitidos por la norma de requisitos de agua de amasado, se lo

descarta inicialmente.
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En la Tabla 4 se muestran los valores obtenidos en los ensayos fisicoquimicos para cada
medio y se los compara con los valores limites definidos por norma [9].

Tabla 4. Comparativa entre los valores limites y los resultados ensayos fisicoquimicos

Cloruros Sulfatos R:;ii:zo ol\:lg?;irii:aa pH

UYE 1786,26 mg/L 10,50 mg/L 42510 mg/L  41038,03mg/L 8,0

UYE MOD. 1466,34 mg/L 514 mg/L  27805mg/L 2780523 mg/L 85

UME 319,93 mg/L 3046 mg/L 41938 mg/L  39727,33mg/L 85

Minimo s/ IRAM 1601 4-6
Maximo s/ IRAM 1601 4500 mg/L 2000 mg/L 50000 mg/L 3 mg/L -

Se pudo identificar al medio de cultivo UME (a base de urea, extracto de carne y tris- base
como regulador de pH), por su composicién, como el que mejor se ajusta a la norma IRAM
1601 [9].

Es importante indicar que el pH de los medios estudiados esta por encima de lo permitido,
pero este puede ser ajustado con hidréxido de sodio de ser necesario

4. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se indicaron los resultados obtenidos en la primera etapa de una
investigacion que tiene un abordaje multidisciplinar a una tematica claramente dentro del
area Ingenieria Civil. Como principales conclusiones obtenidas a partir de dichos resultados
se pueden destacar:

1.

2.

Se logré realizar una caracterizacion fenotipica del microorganismo, con el cual se
inducira en morteros experimentales la precipitacion de carbonato de calcio.

Se comprobd que la bacteria Lysinibacillus sphaericus produce ureasa, fundamental
en nuestro proyecto para desdoblar urea y generar carbonatos en medio alcalino.

Se analizaron distintos medios de cultivos y en base a su composicion y a los
analisis quimicos y fisicoquimicos realizados se puede concluir que:

El medio minimo (UM9) suplementado con urea no presenta un nivel aceptable de
desarrollo de la bacteria.

La bacteria crecié eficientemente en el medio LB, pero este supera los niveles de
cloruro permitidos por norma.

El medio UME es el éptimo para emplearse como agua de amasado, ya que en dicho
medio el microorganismo mejor se desarrolla, cumpliendo a su vez los requisitos de
la norma IRAM 1601:2012,, que define la calidad que debe tener el agua de
amasado.

Se confirm6 que el microorganismo en estudio es capaz de inducir la formacién de
cristales de carbonato de calcio.

Como trabajo a futuro se propone evaluar la influencia del medio UME y la adicion de
baterias a la pasta de cemento.
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