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Resumen 

Reparación de grietas en materiales base cemento empleando cultivos bacterianos 

axénicos y mixtos 

 

La reparación de grietas en estructuras de construcción es un desafío común, donde la 

precipitación de calcita inducida microbiológicamente es una técnica prometedora. Allí, se 

emplean bacterias ureolíticas que alcalinizan el microambiente celular generando 

precipitación de calcita en las grietas, sellándolas. Esta investigación evaluó la reparación 

de grietas en materiales base cemento empleando cultivos bacterianos ureolíticos 

axénicos y mixtos mediante el aislamiento y caracterización de 49 microorganismos, donde 

se seleccionaron 4 correspondientes a los géneros Arthrobacter, Psychrobacillus, 

Glutamicibacter y Rhodococcus por su capacidad de precipitar el 99.7% (25 mM) de calcio 

en menos de 24 horas. Estas 4 bacterias fueron evaluadas en diferentes mezclas para 

establecer cultivos mixtos, donde el cultivo mixto con mayor actividad correspondió a la 

mezcla R. qingshengii S1 + A. crystallopoietes M4C20 + P. psycrodurans S17. Se 

determinó la estrategia de aplicación sobre el concreto, frecuencia y componentes del 

medio de cultivo, evidenciando que a mayor frecuencia de aplicación del microorganismo 

de manera directa sobre las grietas y empleando un biopolímero de dextrano (BILAC) se 

mejoró la eficiencia de la reparación acortando los tiempos iniciales en más del 50%. 

Finalmente, comparado con dos tratamientos comerciales, las probetas de mortero 

reparadas biotecnológicamente alcanzaron 5 veces más resistencia demostrando el 

potencial de aplicación de esta biotecnología en este campo. Para este estudio, el cultivo 

axénico de G. arilaitiensis M3C3 presentó mayor eficiencia que los cultivos mixtos, siendo 

este el primer reporte del uso de este microorganismo para la reparación de grietas en 

materiales base cemento empleando un biopolímero de dextrano. 

 

Palabras clave: Ureasa, Bacteria, Precipitación de Calcita Inducida Microbiológicamente, 

grietas, Materiales base cemento. 
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APORTES Y HALLAZGOS SIGNIFICATIVOS 

 

1. Eficacia de Tratamientos Biológicos: 

 

¶ Tratamientos basados en microorganismos como Glutamicibacter arilaitensis 

M3C3 y cultivo mixto A. crystallopoietes M4C20 + R. qingshengii S1 + P. 

psycrodurans S17 demostraron una eficacia notable en la reparación de grietas, 

superando a enfoques comerciales convencionales. 

¶ Potencial escalable de los tratamientos biológicos en la ingeniería de materiales. 

 

2. Importancia de Bacterias Ureolíticas: 

 

¶ Presencia crucial de bacterias ureolíticas en tratamientos biológicos para la 

consolidación de cristales de carbonato de calcio, mejorando propiedades 

mecánicas. 

¶ Destaca la relevancia de investigaciones en la composición y dinámica de cultivos 

mixtos. 

 

3. Biopolímero BILAC: 

 

¶ Efecto reparador del biopolímero BILAC, aunque no alcanzó niveles significativos 

en comparación con tratamientos biológicos. 

¶ Estrategia de aplicación efectiva para reparación rápida de grietas bajo condiciones 

controladas. 

 

4. Estrategia Metodológica de Tres Fases: 

 

¶ Estrategia meticulosa para la selección de microorganismos en biocementación. 

¶ Garantiza selección de microorganismos con altas tasas de precipitación de 

carbonatos y establece un marco robusto para la aplicación práctica. 
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5. Complejidad de Procesos Biológicos: 

 

¶ La capacidad de precipitación de carbonatos de algunos microorganismos no se 

correlaciona únicamente con su actividad ureolítica, resaltando la complejidad de 

los procesos biológicos. 

¶ Señala la necesidad de investigaciones futuras para comprender a fondo los 

mecanismos subyacentes. 

 

6. Nuevos Aislados y Evaluación de Cultivos Mixtos: 

 

¶ Aislamiento, caracterización y reporte de nuevas cepas bacterianas ureolíticas de 

diversos géneros en materiales a base de cemento en Colombia con alta capacidad 

de precipitación de calcita en materiales base cemento. 
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Abstract 

 

Repair of cracks in cement-based materials using axenic and mixed bacterial 

cultures 

 

Crack repair in building structures is a common challenge where microbiologically induced 

calcite precipitation (MICP) is a promising technique. In this process, ureolytic bacteria are 

used to alkalize the cellular microenvironment generating calcite precipitation in the cracks, 

sealing them. This study evaluated the crack reparation in cement-based materials using 

axenic and mixed ureolytic bacterial cultures by isolating and characterizing 49 strains, 

where 4 correspond to the genera Arthrobacter, Psychrobacillus, Glutamicibacter and 

Rhodococcus. These strains were selected for their ability to precipitate 99.7%. (25 mM) of 

calcium in less than 24 hours. These 4 bacteria were evaluated in different mixtures to 

establish mixed cultures, where the mixed culture with the highest activity corresponded to 

R. qingshengii S1 + A. crystallopoietes M4C20 + P. psycrodurans S17. The application 

strategy, frequency and components of the culture medium were determined, evidencing 

that the higher the frequency of application of the microorganism directly on the cracks and 

using a dextran biopolymer BILAC, improves the efficiency of the repair, shortening the 

initial times by more than 50%. Finally, compared with two commercial treatments, the 

biotechnologically repaired specimens reached 5 times more resistance, demonstrating the 

potential application of this biotechnology in this field. For this study, the axenic culture of 

G. arilaitiensis M3C3 presented greater efficiency than mixed cultures, being this the first 

report on the use of this microorganism for the repair of cracks in cement-based materials 

using a dextran biopolymer. 

 

Keywords: urease, bacteria, microbial induced calcite precipitation, cracks, cement based 

materials. 
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Introducción 

El concreto es el material de construcción más utilizado a nivel mundial con una producción 

mundial anual superior a 6 millones de m3, principalmente por sus propiedades mecánicas 

bajo costo (Durastanti & Moretti, 2020; Poudyal & Adhikari, 2021). A pesar de sus 

bondades, una de las principales dificultades es su susceptibilidad a agrietarse, influyendo 

de esta manera en la durabilidad de las estructuras construidas con este material. 

 

Las grietas surgen fácilmente debido a cargas externas, uso de la estructura y cambios 

volumétricos inducidos por variación de temperatura o retracción. En edades tempranas, 

pueden surgir dependiendo de la composición de la mezcla, el ambiente de exposición, la 

tasa de hidratación y las condiciones de curado (Abou-Zeid et al., 2001; Kwak et al., 2006; 

Sohn et al., 2005). Las grietas producidas pueden afectar no solo la apariencia, sino, lo 

que es más importante, el desempeño estructural del concreto y la integridad de la 

estructura facilitando la entrada de agua, ácidos, sales y gases en la matriz. Lo anterior 

acelera así su degradación y la corrosión del acero de refuerzo, acortando su vida útil 

(Leonhardt, 1988; Otieno et al., 2010; Qin et al., 2022; Safiuddin et al., 2018), por lo que 

prevenir y reparar las grietas en el concreto es de vital importancia. 

 

En el mercado se encuentran diversas alternativas para la reparación de las grietas como, 

por ejemplo, morteros cementantes (Yoon et al., 2022), polímeros (Van Belleghem et al., 

2018), geopolímeros (Albidah et al., 2020), compuestos cementicios reforzados con fibra 

de alto rendimiento (HPFRCC, por sus siglas en inglés) (Kobayashi et al., 2010), entre 

otros. Los métodos de reparación tradicionales tienen algunas desventajas, como 

restricciones de operación durante la reparación, altos costos, incompatibilidades entre el 

material de reparación y el material, diferente coeficiente de expansión térmica de la base 

de la matriz y el material agregado, así como en algunos casos la alta toxicidad del 

producto (Sánchez et al., 2018). 
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La precipitación de carbonato de calcio inducida microbiológicamente (MICP) es un 

bioproceso en el que organismos y microorganismos pueden precipitar carbonato de calcio 

a través de diferentes vías metabólicas (Mondal & Ghosh, 2019; Nasser et al., 2022; Seifan 

& Berenjian, 2019; Zhang et al., 2023). La adición de microorganismos seleccionados, a 

nivel de laboratorio en materiales cementantes se ha estudiado y propuesto como un 

método viable para la reparación de grietas conllevando a la mejora de las propiedades 

físico-mecánicas del material a reparar, así como el incremento de la vida útil de las 

estructuras. 

 

 El producto resultante, denominado bioconcreto, se caracteriza por ser plenamente 

compatible con los materiales base de cemento Portland, debido a que el carbonato de 

calcio precipitado y principal producto de la MICP, a nivel industrial es obtenido a partir de 

la roca caliza y constituye la materia prima principal en la fabricación de estos materiales 

(Ahmed et al., 2021; Seifan et al., 2016), por lo que el aislamiento y selección de nuevas 

cepas con capacidad MICP constituye una de las vertientes de estudio en este campo. 

 

La incorporación de microorganismos a los materiales cementantes para la reparación y 

mejora de estos se basa en la capacidad de los diferentes tipos de microorganismos de 

tolerar las condiciones alcalinas de estos materiales (Charpe et al., 2017; Xu & Wang, 

2018). Dentro de los diferentes tipos de metabolismo que pueden realizar la MICP, la 

hidrólisis de la urea ha sido uno de los más estudiados debido a la facilidad de controlar 

este proceso y a la alta tasa de precipitación del mineral (De Muynck et al., 2010; Jonkers 

et al., 2010a; Yip et al., 2022). Las bacterias ureolíticas transforman la urea en carbonato 

y amonio (Yi et al., 2021). El amoníaco producido aumenta el pH del microambiente celular, 

lo que lleva a la precipitación de calcita dentro de las fisuras, sellándolas (Davies et al., 

2018).  

 

Tradicionalmente, los cultivos axénicos de microorganismos ureolíticos han sido 

ampliamente estudiados para la consolidación y reparación de grietas mediante MICP. Los 

cultivos axénicos (CA) implican el aislamiento y cultivo de una única especie microbiana lo 

que permite un control más preciso y detallado de sus características y contribuciones al 

proceso (Nai & Meyer, 2018). Estos cultivos han sido fundamentales para comprender los 

mecanismos moleculares y metabólicos involucrados en la bioprecipitación de carbonato 
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de calcio, así como para establecer las condiciones óptimas de crecimiento de las especies 

bacterianas evaluadas como, por ejemplo, Sporosarcina pasteurii que ha sido una de las 

más estudiadas en este campo (Ghosh et al., 2019; Gorospe et al., 2013; Kim et al., 2015; 

Lauchnor et al., 2015; Ma et al., 2020; Tobler et al., 2011). 

 

No obstante, en la naturaleza, las comunidades microbianas rara vez consisten en una 

sola especie, sino que existen interacciones complejas y sinergias entre diferentes 

microorganismos. Estas interacciones pueden mejorar la eficiencia y la resiliencia del 

proceso de MICP, lo que resultaría en una consolidación más efectiva de las grietas en 

materiales de construcción brindando perspectivas prometedoras que representan una 

vanguardia en el campo de la biotecnología (Harnpicharnchai et al., 2022). Los cultivos 

mixtos (CM) pueden superar algunas de las limitaciones asociadas con los cultivos 

axénicos como la pérdida de actividad ureolítica en el tiempo o la incapacidad de adaptarse 

a diversas condiciones ambientales. La combinación de diferentes especies microbianas 

podría permitir una mayor adaptabilidad y robustez, pues la combinación de 

microorganismos con distintas capacidades ureolíticas podría mejorar la eficiencia del 

proceso de formación de carbonato, acelerando la reparación de las grietas y fortaleciendo 

el material estructural de manera más efectiva, lo que es esencial cuando se aplican 

técnicas de MICP en situaciones reales de ingeniería civil (Zhu et al., 2020). 

 

Avanzar hacia una aplicación industrial efectiva de CA y CM ureolíticos para la reparación 

de grietas mediante MICP requiere un enfoque holístico que considere la selección de 

microorganismos adecuados, la optimización del medio de cultivo y el desarrollo de 

estrategias de inoculación eficientes. Esto implica investigar la concentración ideal de 

nutrientes, temperatura, el pH y otras variables relevantes que pueden influir en el 

rendimiento del proceso de MICP (Al Qabany et al., 2012; Liu et al., 2023; Ma et al., 2020). 

Así mismo, se requiere el desarrollo de estrategias adecuadas que permitan la dispersión 

uniforme de los microorganismos en las grietas y fisuras, maximizando así la efectividad 

del proceso de reparación. 

 

Con una combinación de investigación rigurosa y esfuerzos de ingeniería, es posible 

aprovechar el potencial de esta técnica para ofrecer soluciones de reparación en el campo 

de la ingeniería civil y de la construcción, por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar 
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el uso de cultivos mixtos para la reparación de grietas en materiales base cemento a nivel 

de laboratorio. 
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1. Marco Te·rico 

1.1 Concreto: características, propiedades y 
formación de grietas 

El cemento Portland es un conglomerante hidráulico que, al mezclarse con agua y 

agregados pétreos forma un material endurecido resistente y duradero, lo que hace que 

los productos derivados del mismo tengan gran aplicación en la ingeniería civil. La pasta 

de cemento se utiliza como material aglutinante para unir los agregados (arena y grava), 

creando así morteros y los concretos. Estos materiales comparten muchas características, 

pero difieren principalmente en la proporción de cemento, tamaño de los agregados y agua 

utilizados en su composición (Sanjuan & Chinchón, 2004). 

 

El mortero es una mezcla de cemento, arena y agua. Es ampliamente utilizado para unir 

ladrillos, bloques de hormigón y piedras en la construcción de muros y estructuras. El 

mortero presenta una alta capacidad de adherencia y resistencia a la compresión, lo que 

lo hace adecuado para aplicaciones de albañilería. Sin embargo, es menos resistente que 

el concreto y más propenso a la formación de grietas debido a su menor contenido de 

agregados (Gutiérrez de López, 2003). 

 

Por otro lado, el concreto es una mezcla de cemento, arena, grava o agregados gruesos y 

agua. Esta combinación crea un material resistente, duradero y de alta resistencia a la 

compresión. El concreto es ampliamente utilizado en la construcción de estructuras como 

edificios, puentes y pavimentos. Sus propiedades físicas y mecánicas lo convierten en un 

material de elección para aplicaciones estructurales (Gutiérrez de López, 2003). 

 

En Colombia la especificación que debe cumplir el cemento, los agregados y el agua, 

utilizados para preparar y formular concretos, se encuentran reguladas en las Normas 

Técnicas Colombianas NTC 121 (Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificación 

(ICONTEC), 1982a) , NTC 220 (ICONTEC, 2004), NTC 321(ICONTEC, 1982b), NTC 174 

(ICONTEC, 2000) y NTC 3459 (ICONTEC, 2001) . 
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Los materiales base cemento, como el mortero y el concreto, poseen una serie de 

propiedades que determinan su resistencia, durabilidad y capacidad de soportar cargas. 

Estas propiedades son fundamentales en la industria de la construcción y son evaluadas 

para garantizar la calidad de las estructuras. De especial interés, están la resistencia a los 

esfuerzos mecánicos, puntualmente los de compresión, y la durabilidad, siendo el concreto 

muy resistente a los esfuerzos de compresión, haciendo que esta sea su propiedad más 

relevante. A continuación, se presentan algunas de las propiedades más importantes de 

los materiales base cemento (Matallana, 2019): 

 

1. Resistencia: Es la capacidad que tiene el concreto de soportar esfuerzos de 

diferentes tipos y magnitudes. La resistencia a los esfuerzos mecánicos alude a los 

de compresión, tracción, flexión, cortante, abrasión y erosión. 

 

2. Durabilidad: Es la propiedad para resistir la acción del ambiente: ciclos 

humedad/sequia, calentamiento/enfriamiento, hielo/deshielo, erosión, abrasión, así 

como la resistencia a ataques químicos (sulfatos, cloruros, ácidos, carbonatación, 

álcalis agregados, entre otros). 

 

Es importante tener en cuenta que estas propiedades pueden variar dependiendo de la 

composición, el proceso de mezclado, el curado y otros factores relacionados con la 

fabricación y el uso del material cementante. 

 

En general, al realizar un diseño de mezcla de concretos se busca que cuando este recién 

mezclado (estado plástico) tenga una adecuada trabajabilidad, es decir, facilidad para ser 

colocado y consolidado. Por otra parte, en estado endurecido se requiere que tenga una 

alta resistencia a la compresión, alta durabilidad, baja permeabilidad, y que no presente 

retracción (American Concrete Institute (ACI), 2016; Sánchez de Guzmán, 2001). Uno de 

los factores a tener en cuenta cuando se realiza un diseño de la mezcla es la relación 

agua/cemento (a/c) de la misma, ya que una relación baja conducirá a un concreto de 

mayor resistencia a la compresión; sin embargo, entre más alta la relación a/c, el concreto 

es más trabajable en estado plástico. Por lo anterior, se debe realizar un diseño de mezcla 

que cumpla con ambas características: trabajabilidad en estado fresco y alta resistencia 

en estado sólido (ACI, 2016). 
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A continuación, se enuncian algunas de las propiedades del concreto en estado fresco y 

estado endurecido (Tabla 1) que se buscan al realizar un diseño de mezcla: 

Tabla 1. Propiedades del concreto en estado fresco y estado endurecido. 

Propiedad Descripción 

En estado fresco 

Manejabilidad Propiedad del concreto mediante la cual se determina su capacidad 
para ser colocado y consolidado apropiadamente y para ser terminado 
sin segregación dañina alguna. Factores que influyen: contenido de 
agua del mezclado, fluidez de la pasta, contenido de aire, gradación de 
los agregados, forma y textura superficial de los agregados. 

Consistencia Estado de fluidez, es decir, qué tan dura (seca) o blanda (fluida) es 
una mezcla de concreto cuando se encuentra en estado plástico, 

conocido como grado de humedad de la mezcla. 

Plasticidad Consistencia del concreto de tal manera que pueda ser fácilmente 
moldeado, pero que le permita al concreto fresco cambiar lentamente 

de forma si se retira del molde. 

En estado endurecido 

Propiedades 
mecánicas 

Es la principal característica mecánica del concreto, se expresa en 
términos de esfuerzo, generalmente en Mega-Pascales (MPa). La 

resistencia del concreto endurecido a una determinada edad, con un 
curado y una temperatura específica, depende principalmente de dos 
factores: la relación agua-cemento y el grado de compactación. Esta 

normalmente se evalúa a los 28 días. 

Durabilidad Resistencia a la acción del clima, a los ataques químicos, a la abrasión 
o cualquier otro proceso de deterioro. 

Permeabilidad Consiste en que este pueda ser atravesado por un fluido a causa de 
una diferencia de presión entre las dos superficies opuestas del 

material. Depende de la porosidad de los agregados; se busca que los 
concretos sean poco permeables con el fin que aumente la durabilidad 

del mismo. 

Estabilidad 
volumétrica 

Retracción plástica, retracción de secado, fluencia plástica, cambios 
térmicos. 

Adaptado de: Sánchez de Guzmán, (2001). 
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El agrietamiento es una anomalía común, observada regularmente en las estructuras de 

concreto, donde parecen en elementos estructurales como losas, vigas, columnas, etc. (Lv 

et al., 2016) y puede estar influenciada por varios factores, como: 

 

1. Retracción: Durante el proceso de fraguado y endurecimiento, los materiales 

cementantes experimentan una contracción volumétrica conocida como retracción. 

Esta contracción puede generar tensiones internas que conducen a la formación 

de grietas (ACI, 2006). 

 

2. Carga y deformación: La aplicación de cargas estáticas o dinámicas en estructuras 

de concreto puede causar deformaciones y tensiones excesivas. Si estas tensiones 

superan la resistencia del material, pueden generarse grietas (ACI, 2006). 

 

3. Cambios térmicos: Las variaciones de temperatura pueden provocar cambios 

dimensionales en los materiales cementantes. Los movimientos térmicos y las 

diferencias de coeficiente de expansión entre los diferentes componentes de la 

mezcla pueden generar tensiones y fisuras (ACI, 2006). 

 

4. Ciclos de humedad y sequedad: La exposición a ciclos de humedad y sequedad 

puede causar cambios dimensionales y movimientos en los materiales. Estos 

cambios pueden provocar la formación de fisuras debido a las tensiones resultantes 

(ACI, 2006). 

 

5. Malas prácticas de construcción: La falta de control de calidad, una mala proporción 

de los ingredientes, una mala compactación, un curado inadecuado u otros errores 

durante la construcción pueden debilitar la integridad de la estructura. 

 

6. Problemas de durabilidad: estos se pueden dar en el concreto, por ejemplo, por 

ataque de sulfatos, reactividad álcali agregado, corrosión del refuerzo, etc. 
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A continuación, en la Tabla 2 se presentan algunos tipos comunes de grietas en materiales 

base cemento: 

Tabla 2. Tipos de grietas comunes en materiales base cemento. 

Tipos de grietas Descripción 

Grietas de retracción Se forman debido a la contracción volumétrica 

del material durante el proceso de fraguado y 

endurecimiento. Suelen ser delgadas y se 

encuentran principalmente en la superficie del 

material. Pueden aparecer como patrones de 

malla o grietas lineales paralelas. 

Grietas mecánicas por carga excesiva Ocurren cuando el material es sometido a 

cargas que exceden su capacidad de 

resistencia. Pueden ser resultado de una 

sobrecarga o de un diseño estructural 

deficiente. A menudo se presentan en forma de 

grietas horizontales, verticales o en forma de 

"V" en vigas, columnas o losas. 

Grietas térmicas Se forman debido a cambios térmicos bruscos 

o a la diferencia de temperatura entre el núcleo 

y la superficie del material. Estas grietas 

pueden aparecer en forma de grietas 

transversales, longitudinales o en forma de 

"panal de abejas". 

Grietas de contracción por secado Surgen cuando el material se seca 

rápidamente, lo que genera una contracción 

diferencial en la matriz cementante. Suelen ser 

finas y en forma de telaraña, extendiéndose 

desde la superficie hacia el interior. 

Grietas de fatiga Se forman como resultado de ciclos repetidos 

de carga y descarga en el material. Suelen ser 

delgadas y en forma de fisuras que se 

propagan gradualmente a lo largo del tiempo 

debido a la acumulación de tensiones cíclicas. 

Fuentes: (Achal et al., 2013; Layang, 2022; Le Métayer-Levrel et al., 1999; Samani & Attard, 

2014; Warscheid & Braams, 2000). 
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La formación de grietas en estructuras de materiales cementantes tiene implicaciones 

económicas significativas. Cuando se desarrollan grietas, se crea una vía de entrada para 

compuestos químicos como el CO2, iones de cloro y agua en la estructura, lo que 

representa una de las principales causas de deterioro y reducción de la vida útil del 

material. Entre los efectos adversos, se destaca la aceleración de la corrosión de las barras 

de refuerzo (American Concrete Institute (ACI), 2016; Joshi et al., 2017).  

Este problema económico se refleja a nivel mundial, ya que anualmente, una parte 

sustancial de los presupuestos gubernamentales en numerosos países se asigna a la 

reparación de estructuras de concreto  (Federal Highway Administration (FHWA), 2001). 

Esta realidad subraya la necesidad de explorar nuevas alternativas para la reparación y 

prevención de la formación de grietas en los materiales cementantes. Pues abordar este 

desafío no solo contribuiría a prolongar la vida útil de las estructuras existentes, sino que 

también podría generar un importante ahorro de recursos públicos y privados, así como 

reducir los costos asociados con el mantenimiento y la rehabilitación de infraestructuras.  

1.2 Tratamientos para la reparación de grietas en 
materiales cementantes 

Para este documento se dividirán los tratamientos para la reparación de grietas o 

microfisuras en concreto en dos categorías: 1) Pasivos: donde se realiza una reparación 

desde la superficie aplicando el agente reparador cuando el concreto ya se encuentra 

endurecido y la fisura ya existe, y 2) Activos: donde se repara la fisura desde el interior del 

concreto, mezclando el agente reparador desde la misma fabricación de la mezcla 

(American Concrete Institute (ACI), 2006; Seifan et al., 2016). 

Ahora bien, en los tratamientos pasivos las grietas son detectadas y reparadas con 

sellantes que se inyectan o rocían en la fisura desde el exterior (American Society of 

Testing Materials (ASTM), 2015). Estos sellantes normalmente son materiales químicos 

como resinas epoxy, cauchos clorados, poliuretano, acrílicos y siloxanos. Dentro de las 

ventajas de estos tratamientos encontramos que pueden ser aplicados a cualquier 

estructura de concreto, son comercialmente disponibles y se encuentran listos para su uso. 

Sin embargo, tienen desventajas como lo son su baja resistencia al clima, alto costo, 

sensibilidad a la humedad, baja resistencia al calor, baja unión con el concreto, vida útil 

corta, dificultad de removerlos una vez pierdan sus efectos de protección, baja 
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hidrofobicidad, son susceptibles a la degradación y muchos de ellos son tóxicos y 

clasificados como cancerígenos, el cual es el caso del Sakrete crack filler® que es un 

polímero de sílice (Hansson et al., 1998; Pan et al., 2017).  

Por otro lado, los tratamientos activos son conocidos como técnicas de autosellado o 

concretos autorreparables y son aquellos concretos que, mediante diferentes técnicas y 

agentes incorporados en la mezcla, adquieren la capacidad de rellenar y cerrar las posibles 

fisuras que se puedan originar en el mismo. Estos concretos pueden tener la capacidad de 

prolongar la vida útil y durabilidad de la estructura, así como de alargar los períodos de 

mantenimiento. Funcionan sin importar la posición o el lugar donde se encuentre la grieta, 

y tienen la habilidad de activarse en cuanto se genera la grieta, lo cual permite una 

reparación casi instantánea ( Li & Herbert, 2012). 

Dentro de los tratamientos activos encontramos el autosellado autógeno, que es el proceso 

natural para reparar las grietas del concreto y que puede ocurrir en presencia de humedad 

o agua. En este caso las grietas se reparan a partir de la hidratación de las partículas de 

cemento anhidras o a partir de la carbonatación del hidróxido de calcio disuelto 

(Edvardsen, 1999; Ramm & Biscoping, 1998). La hidratación de los silicatos de calcio del 

cemento produce, entre otras fases, hidróxido de calcio que puede reaccionar con el CO2 

presente en la atmósfera, resultando en la producción de carbonato de calcio (Hearn, 

1998). Esta reparación autógena depende fuertemente de factores como la presencia de 

humedad o agua en el ambiente, la cantidad de cemento anhidro presente en la muestra, 

y la composición de la matriz de concreto (Ramm & Biscoping, 1998; ter Heide & 

Schlangen, 2007). Se ha observado que mediante esta técnica únicamente se pueden 

reparar fisuras de 0,1ï0,3 mm (Clear, 1985; Hou et al., 2022; Qian et al., 2010; Reinhardt 

& Jooss, 2003). 

Otra alternativa para la reparación activa del concreto es mediante la encapsulación de 

materiales poliméricos súper absorbentes (SAPs, por sus siglas en inglés superabsorbent 

polymers). En este método se sellan las grietas a través de la conversión de un agente 

sellante a una espuma mediante la adición de agua. Estos agentes SAPs se hidratan a 

partir del agua que ingresa por las grietas, sellando y bloqueando las mismas ante el 

ingreso de nuevas sustancias. Durante periodos secos, los SAPs lentamente liberan el 

agua absorbida y, a pesar de sellar las grietas, en algunos casos podría lograrse un efecto 
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adverso haciendo que las grietas o fisuras se extiendan (Pan et al., 2017; Van Tittelboom 

et al., 2016).  

Debido a las limitaciones de los tratamientos de reparación de concreto existentes (pasivos 

y activos) (Tabla 3), se hacen necesarias nuevas tecnologías y tratamientos para 

solucionar estos problemas. Como consecuencia de esto, las alternativas biotecnológicas 

han llamado la atención de los grupos de investigación a nivel mundial.  

Tabla 3. Parámetros significativos e inconvenientes asociados con los diferentes tipos de 

tratamiento superficial externo para grietas en concretos y morteros. 

 Parámetros que influencian 
el proceso 

Inconvenientes/desventajas 

Restauración de concretos  

Materiales de reparación 
cementantes 

Capa de recubrimiento: 
espesor, calidad, hidratación 

del cemento y 
microestructura. 

Sustrato: contenido de agua 

Compatibilidad y adherencia 
entre la capa de recubrimiento y 

el sustrato 

Materiales de reparación 
modificados con 

polímeros 

Concreto resistente a la 
adherencia/material de 

reparación. 

Compatibilidad térmica, 
importancia de elegir los 

materiales adecuados para 
evitar la falla de la estructura. 

Geopolimeros Propiedades mecánicas y de 
durabilidad del geopolímero. 

Fuerza de adherencia 
hormigón/geopolímero. 

Alto costo, dificultades de 
manejo y colocación (mayor 
cohesión y menor tiempo de 

fraguado) 

Compuestos cementicios 
reforzados con fibra de 

alto rendimiento 
(HPFRCC) 

Reología y rendimiento en 
estado fresco del HPFRCC 

La clasificación del tamaño de 
partícula de la mezcla y las 

condiciones de curado de estos 
compuestos deben diseñarse 

adecuadamente. 

Hormigón armado exterior 
(TRC) 

Métodos de unión, número 
de capas textiles, geometría 

del sustrato de hormigón, 
resistencia del hilo. 

Necesidad de un mayor 
desarrollo en las matrices 

minerales. 

Sellamiento de grietas empleando técnicas de inyección 

Lechadas cementantes Propiedades de la lechada 
en estado fresco, tamaño de 

grano de cemento. 

Diseño de mezclas estables con 
óptima capacidad de filtración 

Polímeros Propiedades de la 
suspensión (flexibilidad, 

resistencia) 

Precios, rendimiento a altas 
temperaturas 

Electrodeposición Solución externa, naturaleza 
de la corriente aplicada, 
propiedades y edad del 

hormigón. 

Establecimiento e 
implementación del tratamiento. 

Adaptado de (Sánchez et al., 2018) 
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El proceso de reparación biológica se basa en la producción de carbonato de calcio 

(calcita) a través de la biomineralización debido a que este mineral tiene una buena 

estabilidad y se incorpora adecuadamente a la matriz del concreto (De Muynck et al., 2008; 

Qian et al., 2016). A pesar de los resultados exitosos a escala laboratorio de la aplicación 

de la precipitación de calcita inducida por microorganismos (MICP, del inglés, Microbial 

Induced Calcite Precipitation), aún existen muchos retos a la hora de escalar los procesos 

y lograr pruebas de campo para el tratamiento de concretos (Wang et al., 2017).  

La implementación exitosa de estas tecnologías resultaría en una mayor vida útil de las 

estructuras de concreto, a la vez que se reduciría la producción de este, ya que se 

disminuiría el reemplazo estructural y los costos asociados obteniendo beneficios 

adicionales a los ya mencionados, tales como, mayor resistencia de las estructuras 

reparas, mejora en la permeabilidad de las estructuras, una elevada compatibilidad con el 

material, entre otras.  

1.3 Precipitación de Carbonato de Calcio Inducido 
Microbiológicamente 

1.3.1 Carbonato de Calcio 

El carbonato de calcio (CaCO3) es un compuesto químico ampliamente distribuido en la 

naturaleza y de gran importancia en diversas aplicaciones industriales y geológicas 

(EZZAT, 2023; Liu et al., 2020; Oualha et al., 2020; Wang et al., 2023). Se encuentra en 

forma de mineral y puede adoptar diferentes estructuras cristalinas- polimorfos como la 

calcita, la aragonita y la vaterita (Cardoso et al., 2020; Liendo et al., 2022; Meier et al., 

2017a; Riding, 2000). 

La presencia de diferentes polimorfos del carbonato de calcio en la naturaleza está 

influenciada por diversos factores, como la temperatura, la presión, la concentración de 

iones y las condiciones químicas del entorno. Estas variaciones estructurales dan lugar a 

diferencias en las propiedades físicas y químicas de los polimorfos, como su solubilidad, 

dureza y estabilidad (Gong et al., 2012; Meier et al., 2017b). 

A continuación, se describe brevemente algunos de estos polimorfos (Al Omari et al., 

2016):  
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Calcita: La calcita es la forma más común y estable del carbonato de calcio. Presenta una 

estructura cristalina cúbica, con un sistema de cristalización trigonal. Sus átomos de calcio 

(Ca) y carbono (C) están rodeados por iones de oxígeno (O) dispuestos en capas 

escalonadas. La calcita es un mineral transparente o translúcido, con una dureza 3 en la 

escala de Mohs y una estructura interna regular. 

Aragonita: A diferencia de la calcita, la aragonita tiene una estructura cristalina 

ortorrómbica, lo que significa que presenta una simetría diferente en sus ejes 

cristalográficos. La aragonita es menos común que la calcita y se caracteriza por su alta 

birrefringencia. 

Vaterita: La vaterita es el tercer polimorfo del carbonato de calcio y es menos frecuente 

que la calcita y la aragonita. Tiene una estructura cristalina hexagonal, con una simetría 

diferente a la de los otros polimorfos. La vaterita se caracteriza por su baja estabilidad y su 

capacidad para transformarse en calcita o aragonita con el tiempo. 

Además de los polimorfos mencionados, existen otros compuestos relacionados con el 

carbonato de calcio, como el bicarbonato de calcio (Ca(HCO3)2), que se encuentra en 

soluciones acuosas y puede precipitar como carbonato de calcio en determinadas 

condiciones. 

1.3.2 Carbonato de Calcio de origen biogénico  

El carbonato de calcio (CaCO3) o calcita es uno de los minerales más comunes en la tierra. 

Su precipitación interviene en la formación de rocas naturales y es un proceso que existe 

en diversos ambientes como cuevas, acuíferos, sedimentos, agua marina, agua dulce y 

distintos suelos (Al Omari et al., 2016; Castanier et al., 1999; Ehrlich, 1998; Liu et al., 2023; 

Meier et al., 2017b; Yip et al., 2022). Se estima que en la superficie de la tierra una porción 

significativa del carbonato insoluble proviene de un origen biogénico donde la precipitación 

química de CaCO3 está acompañada de procesos biológicos que involucran 

microorganismos como hongos, bacterias, algas y metazoos, capaces de inducir la 

formación de este mineral (Barton, 2006; Gadd, 2010; López-García et al., 2005; Y. Shen 

et al., 2001). 

Este es un proceso conocido como biomineralización, en donde un organismo crea un 

microambiente local con las condiciones que permiten una óptima precipitación química 
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extracelular del mineral (Barton, 2006; Kaur et al., 2012). La MICP es un subproducto de 

una serie de reacciones bioquímicas (Tabla 4) que ocurren como resultado común de 

procesos metabólicos microbianos (Barton, 2006) como lo son la fotosíntesis (Dupraz et 

al., 2004), la sulfato reducción (Braissant et al., 2007), la denitrificación (van Paassen et 

al., 2010), la amonificación (Rodriguez-Navarro et al., 2003), la oxidación de metano 

(Reeburgh, 2007) y la hidrólisis de la urea (Krajewska, 2018). 

Los procesos metabólicos incrementan la alcalinidad del medio, lo cual contribuye a la 

precipitación del CaCO3 (Hammes et al., 2003; Park et al., 2010a; Siddique & Chahal, 

2011). La pared celular bacteriana puede ser Gram-positiva con capas gruesas de 

peptidoglicano y ácidos teicoicos que están cargados negativamente o Gram-negativas 

con una capa delgada de peptidoglicano que posee lipopolisacáridos con grupos fosfato y 

carboxilato alrededor de la célula, cargando negativamente la pared celular. Debido a la 

carga neta negativa de la pared celular asociada a los grupos ionizados (carboxilo, fosfato, 

hidroxilo, sulfhidrilo) esta puede ser uno de los sitios de nucleación y maduración de los 

cristales ya que es un sitio ideal para la precipitación donde se favorece la unión de 

cationes, tales como el Ca2+ presente en el microambiente celular.  

Adicionalmente, si bien la MICP es un producto y consecuencia del crecimiento y 

metabolismo celular, las células no controlan dónde y cómo se produce el precipitado. 

Durante la precipitación de Ca2+ inducido extracelularmente, los sustratos orgánicos como 

los exopolisacáridos son producidos fuera de la célula y se transforman en sitios de 

nucleación. Estos exopolisacáridos contienen grupos funcionales cargados negativamente 

como proteínas, grupos carboxilos, amino, fosfato donde los iones de Ca2+ pueden unirse 

para generar la precipitación extracelular de CaCO3 (Decho & Gutierrez, 2017 Kim et al., 

2017; Picard et al., 2018). Durante la MICP los exopolisacáridos han sido descritos para 

promover o inhibir la precipitación de CaCO3 (Dupraz & Visscher, 2005).  
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Tabla 4. Reacciones y subproductos involucrados en diferentes rutas metabólicas para la 
precipitación de carbonatos inducida microbiológicamente (MICP). 

Microorganismo Metabolismo Reacción Subproducto Referencia 

Cyanobacterias- 

algas 
Fotosíntesis 

2HCO3
- + Ca2+ Ą 

(CH2O)  + CaCO3 + O2 

O2 

(CH2O)n 

(Baumgartn

er et al., 

2006) 

Bacterias 

ureolíticas 
Ureólisis 

CO(NH2)2+2H2O+Ca2++Cé

lulaĄ2NH4
+ + Célula-

CaCO3 

NH4
+ 

(Achal et 

al., 2009b) 

Bacterias 

reductoras de 

nitratos 

Denitrificación 

CH2COO- + 2,6H+ + 1,6 

NO3
- Ą 

2CO2 + 0,8N2 + 2,8H2O 

 

Ca2+ + CO2 (aq) + 2OH- Ą 

CaCO3 (s) + H2O 

Reacción 

completa: CO2 

+ N2 

Incompleta: 

NO + N2O 

(Erĸan et 

al., 2015a) 

Bacterias sulfato 

reductoras 

Sulfato 

reducción 

SO4
2- + 2(CH2O) + OH- + 

Ca2+ Ą 

CaCO3 + CO2 + 2H2O + 

HS- 

CO2 

HS- 

(Baumgartn

er et al., 

2006) 

Bacterias 

metanogénicas 

Oxidación de 

metano 

CH4 + SO4
2- + Ca2+ Ą 

CaCO3 + H2S + H2O 

CH4 + 2O2 Ą CO2 + 2H2O 

H2S 
(Reeburgh, 

2007) 

Adaptado de:(Zhu & Dittrich, 2016a). 

De esta manera, dentro de los factores que afectan la precipitación mediante MICP se 

incluyen: 1) El número de grupos carboxilo, que son los grupos funcionales más 

electronegativos; 2) La cantidad de entrecruzamientos entre el peptidoglicano, por lo cual 

las bacterias Gram-positivas favorecen en mayor medida la unión con cationes como el 

Ca2+; 3) Presencia de exopolisacáridos (EPs) (Liu et al., 2023; Park et al., 2010a); 4) 

Cantidad de biomasa-inoculo empleado (Barton, 2006). 
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1.3.3 Hidrólisis de urea y MICP 

Dentro de los microorganismos y metabolismos conocidos para realizar la MICP (Tabla 4), 

la hidrólisis enzimática de urea es un modelo simple y tal vez uno de los más utilizados 

para el estudio de la precipitación de CaCO3 ya que, además de ser fácilmente controlada, 

tiene potencial en la producción de grandes cantidades de carbonato en poco tiempo 

(Willem et al., 2011). La hidrólisis es catalizada por la enzima ureasa (metaloenzima que 

requiere dos iones de níquel para ser funcional) (Onal & Rodrigues, 2014; Stocks-Fischer 

et al., 1999) la cual es común en muchos microorganismos (Hammes et al., 2003; Siddique 

& Chahal, 2011) y como resultado de esto, la urea es hidrolizada intracelularmente a iones 

amonio y carbonato (Ecuación 1). Debido al incremento en el pH (Ecuación 3) en presencia 

de calcio (Ca2+) se formará y precipitará el CaCO3 (carbonato de calcio o calcita) 

(Ecuaciones 5 y 7 esquematizan el proceso en general). 

A continuación, se presenta el proceso de manera general (Al-Thawadi, 2011; Hammes & 

Verstraete, 2002; Kaur et al., 2012; Zhu & Dittrich, 2016b): 

La urea es hidrolizada a iones carbonato y amonio que entran en equilibrio en agua 

(Ecuación 1 y 2): 

ὅὕὔὌ Ὄςὕ 
όὶὩὥίὥ
ᴼ
ὔὌὅὕὕὌὔὌ                                          (1) 

ὔὌὅὕὕὌὌὕᴾὔὌ Ὄὅὕ                                                          ς 

El amoniaco forma iones amonio e iones hidroxilo en equilibrio con el agua (Ecuación 3): 

ςὔὌ ςὌὕᴾςὔὌ ςὕὌ  ὭὲὧὶὩάὩὲὸέ ὨὩ ὴὌ                         σ 

El ácido carbónico también forma bicarbonato e iones de hidrógeno (Ecuación 4): 

Ὄὅὕ ᴾὌὅὕ Ὄ                                                                                        τ 

El equilibrio de bicarbonato es alterado por la formación de iones hidroxilo, que a su vez 

genera un incremento del pH alcalinización del microambiente celular y 

consecuentemente, se producen iones de bicarbonato.  

Se muestra a continuación la ecuación (5), que es la ecuación general del proceso: 
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Ὄὅὕ Ὄ ςὔὌ ςὕὌ ᴾὅὕ ςὔὌ ςὌὕ                                    (5) 

Luego, en presencia de calcio (Ca2+) presente o adicionado al medio, donde ocurre una 

precipitación de carbonato de calcio (CaCO3) donde las bacterias pueden actuar como 

sitios de nucleación para los cristales de carbonato de calcio (Ecuaciones 6 y 7): 

ὄὥὧὸὩὶὭὥὅὥ ᴼὄὥὧὸὩὶὭὥὅὥ                                                    φ 

    ὄὥὧὸὩὶὭὥὅὥ ὅὕ ᴼὄὥὧὸὩὶὭὥὅὥὅὕ  Ȣ                      (7)             

Ahora bien, la hidrólisis de urea y la precipitación inducida por microorganismos (MICP, 

por sus siglas en inglés) son procesos utilizados en la ingeniería civil y la biotecnología 

para fortalecer y mejorar la durabilidad de los materiales base cemento, como el hormigón 

y el suelo. Estos métodos ofrecen una alternativa eficiente para la reparación de 

estructuras y la construcción de nuevos materiales al mejorar las propiedades mecánicas 

de los materiales como la resistencia a la compresión y la permeabilidad (Rahman et al., 

2020).  

Las bacterias del género Bacillus han sido de las bacterias ureolíticas más estudiadas por 

la biotecnología para la aplicación de la MICP en concreto y mortero (Tabla 5). Estas son 

bacterias Gram-positivas, aeróbicas y son particularmente interesantes debido a su 

capacidad de formar esporas, producir iones de bicarbonato que precipitaran con los iones 

de Ca2+ presentes en el medio formando la calcita, paralelamente al incremento del pH 

(cercano a 9,2) en el medio circundante generado por la producción de amonio durante la 

degradación de la urea (Krajewska, 2018). 

Tabla 5. Microorganismos que han sido utilizados para producir carbonato de calcio en matrices 
de concreto. 

Mecanismo de 

precipitación 

Microorganismo Adición al 

concreto 

Referencias 

Autótrofas Bacillus megaterium 

SS3 

Directa (Kaur et al., 2016) 

Cyanobacteria 

gloeocapsa 

PCC73106 

Directa (Zhu et al., 2017) 
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Cyanobacteria 

synechococcus 

PCC8806 

Directa (Zhu et al., 2015) 

Bacillus 

pseudofirmus 

Directa (Sharma et al., 

2017) 

Bacillus H4 Directa (Zhang, Wang, et 

al., 2016) 

B. pseudofirmus Directa (Jonkers et al., 

2010a) 

B. pseudofirmus y  

B. cohnii 

Directa (Jonkers et al., 

2010a) 

B. cohnii Inmovilizada (Sierra-Beltran et 

al., 2014) 

B. alkalinitrilicus Inmovilizada (Wiktor & Jonkers, 

2011) 

Ureólisis B. sphaericus Inmovilizada (Jonkers et al., 

2010b) 

B. sphaericus Directa (Achal et al., 2013) 

B. sphaericus Inmovilizada (Wang et al., 2012) 

B. sphaericus Directa (Achal, Mukherjee, 

et al., 2011) 

P. aeruginosa y  

B. sphaericus 

Directa (Kim et al., 2013) 

S. pasteurii Inmovilizada (Bang et al., 2001a) 

A. crystallopoietes y  

L. fusiformis 

Directa (Park et al., 2010b) 

Sporosarcina 

pasteuri 

Directa (Achal et al., 2010) 

Sporosarcina 

pasteuri 

Directa (Achal et al., 

2009a) 

Sporosarcina 

pasteuri 

Directa (Basaran Bundur et 

al., 2015) 
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Bacillus megaterium Directa (Andalib et al., 

2016) 

Exiguobacterium 

mexicanum 

Directa (Bansal et al., 

2016) 

Sporosarcina 

pasteuri 

Directa (Chahal et al., 

2012) 

Bacillus sphaericus Inmovilizada  (Wang et al., 

2012b) 

Bacillus sphaericus Inmovilizada en 

hidrogel 

(Wang et al., 2014) 

Bacillus cereus Directa (Maheswaran et al., 

2014) 

Bacillus massiliensis Directa (Park et al., 2010b) 

Denitrificación D. nitroreducens, 

Pseudomonas 

aeruginosa y  

B. sphaericus 

Inmovilizada (Erĸan et al., 

2015b) 

Diaphorobacter 

nitroreducens y 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Inmovilizada (Erĸan et al., 2016) 

Ácidos orgánicos Bacillus sphaericus Directa  

Bacillus 

pseudofirmus 

Directa (Gandhimathi & 

Suji, 2015; Jonkers 

& Schlangen, 2007) 

Bacillus 

pseudofirmus 

Bacillus cohnii 

Directa (Jonkers et al., 

2010a) 

Bacillus subtilis Inmovilizada (Khaliq & Ehsan, 

2016) 

Bacillus H4 Directa (Zhang, Wu, et al., 

2016) 
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Varios factores influyen en la eficiencia de la hidrólisis de urea y MICP. Entre ellos se 

incluyen la concentración de urea, el tipo de bacterias inoculadas, el pH del medio, la 

disponibilidad de iones de calcio y carbonato, la temperatura y la humedad entre otras. La 

optimización de estos parámetros es crucial para garantizar una precipitación efectiva de 

carbonato de calcio y una mejora significativa en las propiedades de los materiales base 

cemento. 

Aunque la hidrólisis de urea y MICP ofrecen beneficios prometedores en la reparación de 

grietas en los materiales base cemento, existen desafíos que deben abordarse. Estos 

incluyen la selección de bacterias adecuadas, la viabilidad a gran escala, la influencia de 

actores que afectan la hidrólisis de urea y precipitación de carbonatos mediada por 

Bacterias; algunos de ellos se resumen en la Tabla 6: 

Tabla 6. Factores que afectan la MICP. 

Factores Descripción Fuente 

Concentración 
de urea 

La concentración de urea en la solución afecta la 
velocidad de la reacción de hidrólisis la urea y 
precipitación de carbonatos. Mayor concentración puede 
aumentar la formación de carbonatos, pero, así mismo, el 
exceso de amonio producto de la hidrólisis puede inhibir 
el proceso, haciendo de vital importancia que el proceso 
de aislamiento contemple este parámetro. 

Iĸik et al., 
(2012); 
Omoregie et 
al., (2017). 

Bacterias El género y especie del agente biológico a utilizar variara 
la actividad MICP debido a la actividad enzimática de las 
bacterias seleccionadas, cantidad de sitios de nucleación, 
producción de metabolitos y exopolisacáridos 
característicos de cada cepa. Así mismo, al momento de 
implementar el proceso la cantidad de inoculo. 

Chen et al., 
(2021); 
Hussain et al., 
(2016); Rong 
et al., (2020); 
Sikder & 
Saha, (2019) 

pH del medio El pH óptimo para la actividad de la ureasa y la formación 
de carbonatos suele estar en el rango alcalino. El pH del 
medio puede influir en la eficiencia de la hidrólisis y 
precipitación. 

Li et al,( 2013) 

Disponibilidad 
de nutrientes 

Los microorganismos requieren nutrientes esenciales, 
como nitrógeno, fósforo y otros minerales, para su 
crecimiento y actividad metabólica. La disponibilidad 
adecuada de estos nutrientes puede influir en la eficiencia 
del proceso. 

Li et al., 
(2018); Zhang 
et al., (2014) 

Temperatura La temperatura del medio puede afectar la tasa de 
hidrólisis y actividad bacteriana. Las condiciones óptimas 

Mejri et al., 
(2014) 
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de temperatura deben mantenerse para promover una 
hidrólisis eficiente y precipitación de carbonatos. 

1.4 Aplicación de la precipitación biológica de 
carbonato de calcio en biomateriales 

La aplicación de la precipitación biológica de carbonato de calcio utilizando bacterias 

ureolíticas ha emergido como una estrategia innovadora en la creación y mejora de 

biomateriales debido a lo descrito en las anteriores secciones. Este proceso biológico 

permite la formación gradual y controlada de una matriz mineral en torno a sustratos 

orgánicos, generando materiales compuestos de alta resistencia mecánica y 

biocompatibilidad lo que permite mejorar las propiedades de los materiales base cemento 

en cuanto a propiedades mecánicas y de durabilidad (Rong et al., 2020b; Ruan et al., 

2019a; Saleh & Eskander, 2020; Su et al., 2019). Uno de los principales avances en esta 

área ha sido la incorporación de bacterias ureolíticas en matrices de biomateriales, como 

hidrogeles y matrices poliméricas, ha permitido la creación de estructuras multifuncionales 

con propiedades mejoradas, como mayor resistencia, capacidad de autorreparación y 

liberación controlada de minerales esenciales para el crecimiento celular (Ercole et al., 

2007; Orts et al., 2007; Tourney & Ngwenya, 2009; J. Wang et al., 2012).  

Ahora bien, en la industria de la construcción y el mantenimiento de monumentos 

históricos, la reparación efectiva de grietas externas se ha convertido en un desafío crítico. 

La aplicación de bacterias ureolíticas en esta área emerge como una solución innovadora 

y sostenible (SIRT ÇIPLAK et al., 2022). Estas bacterias tienen la capacidad única de 

inducir la precipitación de carbonato de calcio, permitiendo la formación de una matriz 

mineral que puede cerrar y sellar las grietas, restaurando la integridad estructural de las 

construcciones y monumentos.  

La utilización de bacterias ureolíticas para la reparación de grietas en construcciones y 

monumentos ofrece ventajas significativas. En primer lugar, proporciona una solución no 

invasiva que evita la necesidad de métodos tradicionales de reparación que pueden ser 

costosos y disruptivos. Además, el proceso de precipitación biológica puede adaptarse a 

grietas de diferentes tamaños y formas, lo que garantiza una reparación precisa y completa 

(Tabla 7).  
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Tabla 7. Efectos de diferentes factores sobre la MICP durante la reparación de grietas en 
materiales base cemento. 

Microorganismo UFC/mL pH 
pH 

óptimo 
Temperatura 

(ǓC) 

Tamaño de la 
grieta 

reparada (mm) 
Referencia 

Sporosarcina 
pasteurii y 

Lysinibacillus 
sphaericus 

2 × 108 7ï13 9 28 0,4 
(Amer 

Algaifi et 
al., 2020) 

Bacillus 
pasteurii y 

Bacillus 
subtilis 

- 8ï14 13 28 0,81 

(Kumar 
Jogi & 
Vara 

Lakshmi, 
2021) 

Bacillus 
sphaericus 

109 
9ï

12,5 
12,5 28 0,15ï0,17 

(Wang et 
al., 2012b) 

Lysinibacillus 
sphaericus 

107 9 9 30 0,4 
(Algaifi et 
al., 2018) 

Bacillus 
subtilis 

2,8 × 108 
Alcali

no 
Alcalino 28 0,37 

(Rehman 
et al., 
2020) 

Bacillus 
mucilaginous 

109 
Alcali

no 
Alcalino 20 ± 2 0,4ï0,6 

(Qian et 
al., 2015) 

Bacillus 
subtilis 

105 
8,5ï
10 

10 - 0,5 
(Rao et al., 

2013) 

Bacillus 
subtilis 

108 7 7 37 - 
(Durga et 
al., 2019) 

Bacillus 
sphaericus y 

Bacillus 
subtilis 

105 
10ï
13,5 

13ï13,5 37 - 

(Chithamb
ar Ganesh 

et al., 
2019) 

Bacillus 
pasteurii 

5×109 
10ï
11 

11 ī3ï90 0,80 
(Metwally 

et al., 
2020) 

Bacillus 
subtilis 

2.8 × 108 
11ï
13 

- 27 - 
(Khushnoo

d et al., 
2019) 

Bacillus 
pseudofirmus y 
Diaphorobacter 
nitroreducens 

107 - - - 120ï174 µm 
(Soysal et 
al., 2020) 

Sporosarcina 
pasteurii 

109 - - 27ï100 0,3 
(Xu et al., 

2018) 

Bacillus 
mucilaginous 

1,0 ×1010 
CFU/g 

- - 27 0,3ī0,5 
(Zheng et 
al., 2020) 

Adaptado de: (Kashif Ur Rehman et al., 2022). 

En este campo se encuentran productos comerciales como, por ejemplo, el descrito en la 

patente US9796626B2 (Biomason INC 2016) de la empresa bioMASON® 

(http://www.biomason.com) de los E.E.U.U., donde se utilizan las bacterias precipitadoras 

http://www.biomason.com/
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de carbonatos de calcio para endurecer los ladrillos en lugar de endurecerlos mediante 

horneado. También se ha establecido recientemente, en Europa, la empresa Basilisk self 

healing concrete® (http://www.basiliskconcrete.com), la cual presenta por primera vez 

materiales que involucran la adición de microorganismos que realizan la MICP en 

productos patentados como: Basilisk selfhealing Agent®, Self-healing Repair Mortar 

MR3®, ProZero®, y Liquid Repair System ER7®. 

Tradicionalmente, y en la gran mayoría de reportes, los cultivos axénicos han sido 

empleados en la reparación de grietas, enfocándose en reparar las grietas y mejorar 

propiedades mecánicas y de durabilidad de los materiales Tabla 5 y Tabla 7 (Yip et al., 

2022). Estos cultivos, compuestos por una sola especie bacteriana, han demostrado su 

capacidad para inducir la precipitación de carbonato de calcio y, por ende, el cierre de las 

grietas en estructuras. 

 Sin embargo, el estudio y aplicación de cultivos mixtos en este contexto se revela como 

una línea de investigación de interés e importancia. Los cultivos mixtos, que combinan 

diversas cepas bacterianas con habilidades complementarias, tienen el potencial de 

acelerar y optimizar el proceso de precipitación biológica (Nai & Meyer, 2018; Paerl & 

Pinckney, 1996). La coexistencia de bacterias que colaboran en la producción de enzimas 

ureolíticas y en la regulación de condiciones ambientales específicas puede maximizar la 

eficiencia de la reparación y mejorar la uniformidad y resistencia de la matriz mineral 

resultante.  

En diversos campos de la microbiología el uso de cultivos mixtos ha mejorado y optimizado 

procesos respecto al uso de cultivos axénicos. Es así, como, por ejemplo, i) en la 

producción de polihidroxialcanoatos (PHA) al utilizar cultivos mixtos se han obtenido 

mayores producciones de PHA a partir de residuos ricos en compuestos orgánicos y 

mayores tasas de absorción de sustrato especifico (Kleerebezem & van Loosdrecht, 2007); 

ii) En la producción de bioetanol se ha reportado 50 % más de eficiencia de conversión de 

ácidos a sus respectivos alcoholes en co-cultivos que en comparación con los 

monocultivos (Liu et al 2014); iii) En la industria de alimentos la suplementación con 

probióticos es un tratamiento potencial para las enfermedades metabólicas, incluida la 

obesidad, el síndrome metabólico (MetS) y la diabetes tipo 2 (DT2), donde la mayoría de 

los estudios administran múltiples especies de bacterias además de los prebióticos o los 

productos farmacéuticos orales (Van Syoc et al 2023). 
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Ahora bien, en la MICP aplicada a materiales base cemento, de los pocos estudios 

encontrados, De Muynck et al., (2008) realizaron una primera aproximación con consorcios 

microbianos ureolíticos obtenidos de lodos de aguas residuales que fueron aplicados sobre 

cubos de mortero. Para esto, se empleó la pasta del lodo centrifugada y los cubos fueron 

sumergidos en medio de cultivo. Se evaluó la permeabilidad a gases, la capilaridad de 

agua y el color de los cristales producidos, obteniendo mejores resultados con el 

microorganismo control en un cultivo axénico que con el consorcio. Esta situación puede 

deberse al tipo de consorcio microbiano utilizado y a la forma de aplicación del mismo; es 

importante recalcar en este punto que en los ensayos de este estudio no evaluaron la 

reparación de grietas sobre el material, ni la resistencia a la compresión de los cubos de 

mortero.  

Posteriormente, Rizwan et al. (2017) han estudiado el efecto de un consorcio microbiano 

(EM) sobre pastas de cemento, donde se observa que en las pastas que contienen una 

adición del consorcio microbiano EMD al 15% se presenta, a los 28 días, una resistencia 

a la compresión significativamente diferente al control sin la adición del consorcio 

microbiano. En este estudio se demuestra que el consorcio tiene un efecto positivo sobre 

el material. Sin embargo, no se comparó el efecto del uso del consorcio en la pasta de 

cemento contra el efecto generado de manera individual por cada uno de los 

microorganismos que componen el consorcio, de tal forma que no es posible establecer si 

es mejor el uso del consorcio o el uso de un cultivo con un tipo de microorganismo 

específico; además, tampoco se evaluó la capacidad del consorcio para reparar grietas en 

el material 

Explorar y comprender los beneficios de los cultivos mixtos no solo abre nuevas 

perspectivas en la mejora de las técnicas de reparación de grietas, sino que también 

promueve una comprensión más profunda de las interacciones microbianas y su capacidad 

para colaborar en la ingeniería de materiales. 

Al combinar bacterias que poseen diferentes tasas de producción de ureasa, así como 

capacidades variadas para la generación de iones de carbonato y calcio, se podría lograr 

una precipitación de carbonato de calcio más rápida y controlada. Además, la inclusión de 

bacterias que se benefician mutuamente en términos de suministro de nutrientes o 
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modulación del ambiente microbiano también puede mejorar la estabilidad y resistencia de 

los biomateriales resultantes. 

1.5 Justificación 

Teniendo en cuenta lo planteado previamente, la búsqueda y aislamiento de nuevas 

bacterias ureolíticas capaces de realizar la Precipitación Inducida por Microorganismos 

(MICP) adquiere una significativa relevancia en el contexto de la reparación de grietas en 

materiales basados en cemento. Esta búsqueda se justifica en la diversidad microbiana 

aún por descubrir que podría permitir el acceso a bacterias con características y 

adaptaciones específicas que optimicen la generación de carbonato de calcio y, por ende, 

su aplicación en la reparación de grietas en materiales base cemento. En este contexto, la 

búsqueda de bacterias ureolíticas se presenta como una estrategia clave para descubrir 

cepas adaptadas a condiciones específicas, como climas extremos o tipos particulares de 

cemento. 

Al aportar bacterias con adaptaciones únicas, es posible diseñar cultivos mixtos que 

trabajen en conjunto para superar desafíos ambientales y garantizar la formación eficiente 

de la matriz mineral de carbonato de calcio. Además, este enfoque puede brindar 

soluciones más flexibles y personalizadas para diferentes tipos de grietas y condiciones de 

construcción. Estos cultivos mixtos pueden proporcionar una mayor flexibilidad y control 

sobre el proceso, permitiendo ajustar las proporciones de cada cepa en función de las 

condiciones específicas del material y el entorno. 

En este sentido, en estudios anteriores del Grupo de Estudios para la Remediación y 

Mitigación de Impactos Negativos al Ambiente (GERMINA) se aislaron 18 bacterias 

formadoras de calcita a partir de muestras ambientales, provenientes de mortero y 

concreto de diferentes edificaciones de la Universidad Nacional de Colombia ï sede 

Bogotá. La identificación molecular de estos microorganismos permitió reportar dos 

géneros para los cuales se describió por primera vez la capacidad de formar calcita en 

medio de cultivo Urea-CaCl2 (Montaño-Salazar et al., 2018a): Psychrobacillus sp. (10 

cepas) y Rhodococcus sp. (1 cepa). Además, se reportaron otras 7 cepas de Arthrobacter 

sp., género que ya había sido descrito con anterioridad por su capacidad de realizar MICP. 

No obstante, en los ensayos destinados a evaluar tanto la morfología de las colonias como 

la formación de cristales en estos 18 microorganismos, se evidenció que tanto las colonias 
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como los cristales presentaron una especificidad a nivel de cepa. Resultados de ensayos 

de biocementación revelaron que el tratamiento de cubos de mortero con una de las cepas 

de Psychrobacillus sp. generó un incremento en su resistencia a la compresión en 

comparación con el grupo de control evaluado. Estos hallazgos subrayan la relevancia de 

una investigación más profunda sobre las interacciones entre cepas microbianas 

específicas y su capacidad para mejorar las propiedades de los materiales de construcción, 

buscando aumentar el potencial de esta biotecnología en el ámbito de la ingeniería de 

materiales (Montaño-Salazar et al., 2018a). 

1.6 Pregunta de investigación e hipótesis 

1.6.1 Pregunta de investigación  

 

¿Cuáles cultivos microbianos ureolíticos obtenidos a partir de materiales base cemento 

serán más eficientes para la reparación de grietas mediante tratamientos pasivos?  

1.6.2 Hipótesis  

Los cultivos mixtos conformados por bacterias ureolíticas al emplearse en el proceso 

de biocementación demostrarán una mayor eficiencia en la reparación de grietas en 

materiales base cemento que los cultivos axénicos, con impactos significativos en 

propiedades mecánicas clave, como la resistencia a la compresión, obteniendo 

simultáneamente una consolidación más efectiva de la matriz del material.  

1.7 Objetivos 

1.7.1 Objetivo general 

Evaluar el uso de cultivos mixtos bacterianos ureoliticos para la reparación de grietas 

en materiales base cemento mediante tratamientos pasivos a nivel de laboratorio 
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1.7.2 Objetivos Específicos  

I. Seleccionar los cultivos axénicos que inducen una mayor precipitación de 

carbonato de calcio en medio líquido para su potencial aplicación en la 

reparación de grietas en materiales base cemento. 

II. Establecer los cultivos mixtos que inducen una mayor precipitación de 

carbonato de calcio  

III. Seleccionar la forma de aplicación de los cultivos microbianos en materiales 

base cemento para la reparación de grietas mediante tratamientos pasivos 

IV. Evaluar el efecto de bacterias seleccionadas en la reparación de grietas en 

materiales base cemento comparado con tratamientos de reparación 

comerciales. 
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Resumen 

La precipitación de calcita inducida microbiológicamente (MICP) es un proceso 

biotecnológico que ha ganado importancia en la industria de la construcción. Este proceso 

implica la actividad de bacterias ureolíticas que inducen la precipitación de carbonato de 

calcio, creando un entorno favorable para la formación del mineral dentro de los poros y 

fisuras de estos materiales, logrando una disminución de la porosidad, aumentando su 

densidad y resistencia a la compresión. Prolongando la vida útil de los materiales y 

disminuyendo la necesidad de reemplazo frecuente. 

La eficacia de la MICP depende de identificar microorganismos altamente competentes en 

precipitación de minerales. La búsqueda de cepas nuevas amplía posibilidades y la 

probabilidad de encontrar organismos con tasas de precipitación aceleradas, robusta 

colonización y resistencia ambiental, optimizando el proceso biotecnológico. 

Es por esto que, el objetivo de este estudio fue aislar y seleccionar bacterias ureolitícas 

que inducen una mayor precipitación de CaCO3 con potencial uso en materiales base 

cemento. Se aislaron 49 bacterias a partir de 5 sitios de muestreo, se seleccionaron y 

caracterizaron. Se reporta nuevos aislados de bacterias ureolitícas a partir de materiales 

base cemento en Colombia de los géneros Glutamicibacter, Chungangia, Bacillus, 

Arthrobacter, Staphylococcus y Psychrobacillus, siendo el polimorfo calcita el 

predominante durante la actividad MICP. De las 49 bacterias aisladas, 11 precipitan cerca 

de 25 mM de calcio en menos de 24 horas. La mayor actividad ureasa y mayor formación 

del CaCO3 fueron observados en Glutamicibacter arilaitensis M3C3 y Psychrobacillus 

psycrodurans S17. Se describe por primera vez el aislamiento de las bacterias de los 

géneros Glutamicibacter sp. y Chungangia sp., siendo así que la identificación de cepas 

microbianas no reportadas previamente y su potencial aplicación en la mejora de 

materiales a base de cemento resaltan la innovación y el avance en este campo, abriendo 

nuevas perspectivas para la ingeniería de materiales de construcción más duraderos. 
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2.1 Introducción 

La precipitación de calcita inducida microbiológicamente (MICP) es un proceso que ocurre 

naturalmente en diferentes entornos, donde la precipitación biogénica de dicho mineral es 

llevada a cabo por diferentes tipos de organismos y microorganismos, como plantas, 

bacterias, hongos y protistas (Seifan & Berenjian, 2019). A través de este proceso, la 

actividad metabólica de los microorganismos conlleva a la precipitación de minerales como 

CaCO3. Es así que, las bacterias ureolíticas han destacado debido a que el proceso se 

genera de manera acelerada precipitando cantidades significativas de CaCO3 en periodos 

cortos de tiempo a partir de urea e iones de calcio (Arpajirakul et al., 2021; Gomez et al., 

2019; Gorospe et al., 2013;  Kim et al., 2015; Krajewska, 2018; Tan et al., 2018). El estudio 

del uso de estos microorganismos en la industria de construcción ha incrementado 

significativamente en las últimas décadas, donde la incorporación de bacterias en los 

procesos de mezcla o reparación busca que estas actúen como biocatalizadores para 

inducir la precipitación de carbonato de calcio en los poros y fisuras, se reduce la 

porosidad, incrementando densidad y resistencia a la compresión. Esto no solo optimiza 

la durabilidad y capacidad de carga de las estructuras, sino que también puede disminuir 

la absorción de agua y la vulnerabilidad a condiciones climáticas, prolongando la vida útil 

y reduciendo la necesidad de reemplazos frecuentes (Garg et al., 2022; Kaur et al., 2020; 

Luhar et al., 2022; Nasser et al., 2022; Ruan et al., 2019a, 2019b) . 

Tradicionalmente, se ha reportado y estudiado la incorporación de Sporosarcina pasteurii 

(bacteria halófila, alcalófila, formadora de endosporas) en los procesos de 

biomineralización aplicada a la industria de construcción debido a su alta actividad ureasa, 

no patogenicidad y tolerancia a altas concentraciones de amonio (Gorospe et al., 2013; 

Lauchnor et al., 2015; L. Ma et al., 2020; Omoregie et al., 2017). Por otro lado, uno de los 

enfoques para desarrollar el proceso MICP, ha sido aislar e identificar cepas bacterianas 

ureolíticas de entornos naturales o de construcción (Montaño-Salazar et al., 2018b), 

incluidas cuevas de piedra caliza (Omoregie et al., 2016), muestras de hormigón (Vahabi 

et al., 2015a), suelos locales y lodos activados (Yang et al., 2020) entre otros. Esto 

demuestra que algunas bacterias recuperadas de ambientes naturales poseen alta 

actividad ureasa que tendrían un uso potencial en biocementación, siendo el caso del 

estudio realizado por (Rohmah et al., 2021) donde la bacteria Bacillus sp. presentó mayor 

actividad que S. pasteurii y S. ureae en procesos de biocementación in-situ. 
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Debido a esto, la constante búsqueda, selección y caracterización de bacterias que 

realicen la MICP es uno de los aspectos clave para implementar estos procesos in-situ 

logrando mejorar el uso y posible aplicación en campo de esta biotecnología (Farajnia et 

al., 2022). La eficiencia del uso de estos microorganismos en los materiales y bajo 

condiciones ambientales depende del metabolismo bacteriano, de la adaptabilidad de los 

microorganismos a dichas condiciones (microorganismos nativos) y de factores abióticos 

del ambiente. Puntualmente, para el caso de la aplicación en materiales base cemento, las 

bacterias aisladas deben presentar actividad ureasa bajo condiciones como alcalinidad (pH 

>9), baja humedad y deficiencia de nutrientes sin afectar la capacidad de realizar la MICP 

en altas concentraciones de amonio sin inhibirse. 

Por lo tanto, para aprovechar plenamente esta biotecnología, es esencial identificar y aislar 

microorganismos altamente eficientes en la precipitación de CaCO3, adecuados para 

aplicaciones en construcción. La diversidad microbiana es vasta y existen oportunidades 

inexploradas en términos de organismos con habilidades ureolíticas. La búsqueda de 

nuevas cepas expande las posibilidades y la probabilidad de hallar organismos con tasas 

de precipitación aceleradas, fuerte capacidad de colonización y resistencia a condiciones 

adversas. 

La variabilidad en la actividad de precipitación entre cepas podría optimizar este proceso 

biotecnológico para aplicaciones específicas, como reparar y mejorar diferentes tipos de 

materiales de construcción. Además, la identificación de cepas microbianas novedosas y 

su estudio puede brindar conocimientos sobre los mecanismos moleculares y bioquímicos 

detrás de la MICP, contribuyendo a una mayor comprensión de la interacción 

microorganismo-mineral en entornos naturales y artificiales. Debido a esto, en esta sección 

se describe los resultados para el objetivo de aislar, caracterizar y seleccionar bacterias 

productoras de ureasa de alto rendimiento con la capacidad de precipitar CaCO3 en menos 

de 24 horas. 
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2.2 Materiales y métodos 

2.2.1 Reactivos químicos 

Todos los reactivos usados fueron de grado analítico. Las soluciones stock de Ca(II) (1,27 

M) y urea (500 g/L) se prepararon usando, Ca(NO3)2.4H2O (PanReac AppliChem, 

Alemania) y urea (ChemCruz, Dallas, EE.UU.), respectivamente. Todos los medios de 

cultivo se esterilizaron en autoclave (121 °C, 15 psi durante 30 min) antes de su uso. Las 

soluciones stock de Ca(II) y urea se esterilizaron por filtraci·n con filtros de 0,22 ɛm 

(Sartorius Biolab Products, Alemania) y se añadieron a los medios de cultivo en 

condiciones asépticas.  

Para los ensayos de actividad enzimática, los estándares de Ca(II) y NH4 (1 g/L) se 

prepararon usando estándares de calibración MERK. 

2.2.2 Aislamiento de bacterias ureolíticas que inducen la 
precipitación de carbonato de calcio  

El proceso de aislamiento contó con el permiso para acceder a recursos genéticos el cuál 

fue concedido el 22 de octubre de 2018 con el CARG: RGE-152-17 - Contrato de acceso 

a recursos genéticos No. 121 - otrosí No. 17 - Permiso de recolecta Res. 1982, otorgado 

por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible (MADS). 

Previamente, en el grupo de investigación GERMINA  se aislaron 18 bacterias formadoras 

de calcita a partir de muestras ambientales, provenientes de mortero y concreto de 

diferentes edificaciones de la Universidad Nacional de Colombia ï sede Bogotá (Montaño-

Salazar, 2013). La identificación molecular de estos microorganismos permitió reportar 

dos géneros para los cuales se describió por primera vez la capacidad de formar calcita 

en medio de cultivo Urea-CaCl2: Psychrobacillus sp. (10 cepas) y Rhodococcus sp. (1 

cepa). Además, se reportaron otras 7 cepas de Arthrobacter sp., género que ya había sido 

descrito con anterioridad por su capacidad de realizar MICP. Sin embargo, en los ensayos 

de evaluación de la morfología de las colonias y de los cristales de estos 18 

microorganismos, se observó que las colonias y la formación de los cristales de las 

mismas eran cepa-específica. Ensayos de biocementación indicaron que el tratamiento de 

cubos de mortero tratados con una de las cepas de Psychrobacillus sp. originó un aumento 
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en su resistencia a la compresión, con respecto al control evaluado (Montaño-Salazar et 

al., 2018b). 

Se recolectaron cuatro (4) fragmentos de concreto y un (1) fragmento de roca caliza, para 

un total de cinco (5) muestras (aprox. 100 g) de las zonas seleccionadas (Tabla 8). Las 

muestras recolectadas fueron refrigeradas, con el fin de garantizar la viabilidad de 

microorganismos en su transporte. Una vez en el laboratorio, las muestras ambientales 

fueron inmediatamente procesadas para los análisis posteriores. 

Para el aislamiento y selección de los microorganismos ureolíticos que realizan la MICP 

se tomaron 10 g de cada una de las muestras recolectadas de materiales base cemento 

(Tabla 8) y se sumergieron en 90 mL NaCl 0,85%, cada una por separado, y se incubaron 

durante 8 días a 10 °C manteniendo un proceso de agitación de los fragmentos de 150 

rpm para la separación de los microorganismos de las matrices ambientales, siguiendo el 

protocolo propuesto por (Montaño-Salazar, 2013).  Posteriormente, a estas suspensiones 

se le realizaron diluciones seriadas NaCl al 0,85% (diluciones hasta 10-7), cada dilución se 

sembró por extensión en un medio de cultivo selectivo (urea-CaCl2) que estimula la 

precipitación de carbonato de calcio (Kim et al., 2013; Montaño-Salazar et al., 2018; Zhang 

et al., 2019). Los cultivos se incubaron a 30 °C y se seleccionaron aquellas colonias con 

formación de precipitados en el medio para los posteriores análisis. 

Las colonias seleccionadas por su morfología y por la presencia de precipitados se 

mantuvieron en medio TSA suplementado con urea 20 g/ L. Los cultivos axénicos se 

criopreservaron en TSB con 20% de glicerol a -20°C y -80 °C. 

Tabla 8. Sitios de muestreo para obtención de muestras ambientales de materiales base cemento 

para el aislamiento y selección de microorganismos ureolíticos que realizan la MICP. 

Denominación 
del sitio de 
muestreo 

Ciudad 
de origen 

de la 
muestra 

Características 
del sitio de 
muestreo 

Imagen del sitio de 
muestreo 

Coordenadas 

M1 Bogotá Concreto 
utilizado en las 

rejillas de 
drenaje 

 

4°42'53.6"N 
74°06'55.1"W 
4.714886, -
74.115300 
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M2 Bogotá Levantamiento 
de placas de 

concreto en un 
anden 

 

4°42'51.2"N 
74°06'53.9"W 
4.714217, -
74.114984 

 

M3 Bogotá Poste de 
cemento 

 

4°42'52.9"N 
74°06'51.1"W 
4.714693, -
74.11418 

 

M4 Cartagena Fragmento de 
roca caliza con 

estructura 
similar a la 
muralla de 
Cartagena 

obtenido de isla 
tierra bomba 

 

ND 

M5 Bogotá Placa de 
concreto de las 

losas de 
Transmilenio 

 

 

4°40'18.4"N 
74°03'35.0"W 
4.671764, -
74.059719 

 

ND, no determinado. 

A partir de los 5 sitios de muestreo se obtuvieron inicialmente 79 aislados: 33 cepas de 

M1, 2 cepas de M2, 5 cepas de M3, 28 cepas de M4 y 11 cepas de M5. Estos 

microorganismos aislados pasaron a formar parte del cepario de bacterias con potencial 

de realizar la MICP en materiales base cemento del grupo de investigación GERMINA, el 

cual contaba con 17 cepas previamente aisladas (Montaño-Salazar, 2013; Montaño-

Salazar et al., 2018b) además de la bacteria Arthrobacter crystallopoietes KNUC403 (Park 

et al., 2010b), la cual fue utilizada como control positivo. De esta manera, el banco de 

trabajo para la selección de los microorganismos quedó conformado por 96 

microorganismos a evaluar más un control positivo. 
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Para comenzar con el tamizaje y selección de los microorganismos MICP-base cemento, 

se realizó la evaluación de actividad ureasa de manera cualitativa para todos los aislados 

de la colección (por triplicado) empleando medio líquido TSB (Tryptic Soy Broth, Difco) 

suplementado con urea (20 g/L) y rojo fenol (MacFaddin, 2003). Esta preparación fue 

incubada a 30 °C y se revisó a las 24, 48 y 72 h para observar cambio de coloración del 

indicador rojo fenol (de amarillo a fucsia), lo cual evidencia la producción de enzima ureasa 

mediante la alcalinización generada por la liberación de iones amonio. Este ensayo 

permitió desestimar 47 cepas que no tenían actividad ureolítica de manera que el cepario 

de MICP quedó conformado por 49 cepas y un microorganismo control adicional para 

actividad MICP (A. crystallopoietes KNUC403) para un total de 50 cepas a evaluar. 

2.2.3 Caracterización de bacterias ureolíticas que inducen la 
precipitación de carbonato de calcio 

Para la caracterización de los microorganismos pertenecientes al cepario MICP-materiales 

base cemento, se realizaron tinciones diferenciales como la tinción de Gram y tinción con 

verde malaquita para clasificar las bacterias e identificar la formación de esporas, 

respectivamente. Adicionalmente, se evaluó la formación de precipitados en diversos 

medios de cultivo, así como la identificación molecular de los grupos representativos. A 

continuación, se describen los protocolos de las pruebas realizadas:  

Evaluación de la formación de esporas: Los microorganismos a evaluar fueron cultivados 

en medio TSB, 30 °C con una agitación de 100 rpm durante 12 h; a partir de este cultivo 

se tomó un inóculo del 1% (v/v) y se transfirió a medio mínimo basal (Kalfon et al., 1983). 

Los cultivos fueron incubados a 30 °C con una agitación de 150 rpm por 28 d. Las esporas 

fueron recolectadas por centrifugación a 8500 rpm durante 15 min y resuspendidas en 

NaCl 0,85%. Dicha suspensión de esporas fue sometida a estrés por choque térmico 

llevándola a 80 °C por 20 min y posteriormente 5 min frío-hielo. A partir de esta suspensión 

se realizó la tinción de esporas con verde malaquita. Se utilizó como control positivo una 

cepa de Bacillus subtilis.  

Formación de cristales empleando diferentes fuentes de calcio: Teniendo en cuenta el 

efecto negativo del cloruro de calcio sobre los materiales base cemento, se incluyó como 

criterio de selección la capacidad de inducir la precipitación de carbonato de calcio a partir 

de las sales de nitrato de calcio y citrato de calcio previamente seleccionadas por (Lozano-
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Ruíz, 2018). Brevemente, a partir de un cultivo puro con 18-24 h de crecimiento en agar 

TSA se tomó un loop de la biomasa y se sembró por agotamiento en medio urea (20 g/L) 

con la fuente de calcio a evaluar (nitrato de calcio o citrato de calcio) a una concentración 

de 25 mM de Ca2+. Los cultivos fueron incubados a 30 °C durante 10 d y se evaluaron 

diariamente para observar la formación de precipitados. 

Uso de citrato como fuente de carbono: Con el fin de identificar cuáles de las bacterias del 

cepario MICP tenían la capacidad de utilizar el citrato como única fuente de carbono e 

iones de amonio como única fuente de nitrógeno, se utilizó el agar citrato de Simmons que 

contiene por litro: 0,2 g MgSO4*7 H2O, 1,0 g NH4H2PO4, 1,0 g K2HPO4, 2,0 g citrato de 

sodio, 5,0 g NaCl y 0,08 g Azul de bromotimol como indicador de pH.  

A partir de un cultivo puro de 18-24 h en agar TSA se tomó un loop de la biomasa se 

inocularon los tubos con medio citrato de Simmons y se incubaron a 35 ºC durante 24-48 

h (MacFaddin, 2003). Todas las pruebas se realizaron por triplicado. 

Obtención de cristales: Para la caracterización por Difracción de Rayos X (DRX) de los 

cristales formados por los diferentes microorganismos, se estableció un protocolo para la 

obtención de cristales empleando medio líquido urea-Ca(NO3)2 sin agitación, modificando 

los protocolos propuestos por (Bhattacharya et al., 2018) y (Zhao et al., 2019). El protocolo 

se realizó de la siguiente manera: a partir de un cultivo fresco (24 h) de las bacterias en 

medio TSB+urea, se realizó un inóculo del 10% en medio líquido urea-Ca(NO3)2 y se 

incubo a 30 °C, sin agitación durante 15 d. Finalizado el tiempo de incubación, los 

precipitados fueron recuperados mediante centrifugación del cultivo líquido (8500 rpm, 15 

min), se retiró el sobrenadante mediante filtración al vacío con filtros de 0,45 ɛm (Sartorius 

Biolab Products, Alemania) y los precipitados fueron lavados con agua desionizada; este 

procedimiento se repitió tres veces. Los cristales recuperados fueron secados en horno a 

60 °C durante al menos 2 d y se maceraron para homogenizar la muestra en mortero de 

ágata previo a los análisis. 

La identificación de los precipitados generados por las bacterias se llevó a cabo por 

difracción de rayos X (DRX) (X-pert PRO Difractometer, PANalytical). Los análisis de DRX 

se hicieron bajo radiaci·n CuKŬ 1,540598 ¡, a un voltaje de 45 kV, una corriente de tubo 

de 40 mA, y un rango de barrido de 10 a 90Á (2ɗ) en pasos de 0,026Á. La identificaci·n se 

llevó a cabo en el software HighScore Plus versión 3.0.5 (PANalytical, 2012, Almelo, The 
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Netherlands) por comparación con los patrones de difracción reportados en la base de 

datos ICSD (Zagorac et al., 2019) 

Identificación molecular  

Para la identificación molecular de los microorganismos se partió de cultivos incubados a 

30 °C por 48 h de cada uno de los aislados y se realizó la extracción y purificación de ADN 

genómico de acuerdo con el protocolo previamente estandarizado en el laboratorio  

(Armstrong, 1983; Montaño-Salazar et al., 2018)(Armstrong, 1983; Montaño-Salazar et al., 

2018). En algunos casos se usó el Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega Co., 

USA) para realizar la extracción y purificación del ADN, según resultara necesario. Una 

vez se rectificó la pureza del ADN genómico extraído mediante cuantificación con un 

espectrofotómetro NanoDrop 2000c, se usó el análisis de polimorfismo de conformación 

de una sola hebra (SSCP, Single-Stranded Conformational Polymorfism) de las regiones 

V4-V5 del gen 16S rRNA para derreplicar los aislados, mediante la amplificación de dicha 

región por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) empleando los primers 519F y 909R 

(Tabla 9) (Kato et al., 1997; Schwieger & Tebbe, 1998). Para las cepas con los perfiles 

bien diferenciados, se realizó la amplificación del gen 16S rRNA con los primers 27F y 

1492R (Tabla 9). Para ambas reacciones se mantuvo la composición de la reacción con 

lo descrito en la Tabla 10. 

 
Tabla 9. Primers utilizados para la identificación molecular de los aislados. 

Nombre 
del primer 

Secuencia (5ô- 3ô) 
Temperatura 
de annealing 

(°C) 

Tamaño 
esperado 

del 
amplicón 

(pb) 

Referencia 

519F CAGCMGCCGCGGTAATAC 55 ~400 (Tamaki et 
al., 2011) 909R CCGTCAATTCATTTGAGT 

27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 55 ~1500 (Lane, 
1991) 1492R GGTTACCTTGTTACGACTT 

 
Tabla 10. Composición de la reacción de PCR para la amplificación de ambas regiones del gen 16S 
rRNA. 

Reactivo 
Concentración solución 

stock 
Concentración final en 

reacción de PCR 

Buffer enzima Taq 10X 1x 

MgCl2 50 mM 1,5 Mm 

dNTP´s 10 mM 2 mM 

Primer Forward 10 ɛM 0,4 ɛM 
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Primer Reverse 10 ɛM 0,4 ɛM 

Taq polimerasa (Biolase 
DNA pol. ®Bioline) 

5 U/µl 1 U/µl 

Nota: reacción realizada en 20 µl de volumen total, completando el volumen de reacción con agua 
libre de nucleasas. 

 

El programa de amplificación usado fue: 94 °C durante 5 min; 30 ciclos de 94 °C durante 

20 s, 55 °C durante 20 s y 72 °C durante 40 s; y por último 72 °C durante 5 min (C1000 

Thermal Cycler, Bio-Rad). La concentración de amplicones se determinó por 

espectrofotometría (NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific) y electroforesis en gel de 

agarosa al 1,2% (HyAgaroseTM, HydraGene, China). El gel se reveló con SYBR Safe 

(Invitrogen, EE. UU.) y fue fotodocumentado (Safe ImagerTM 2.0 Blue-Light 

Transilluminator, Invitrogen). 

 
El análisis SSCP se llevó a cabo como se reportó previamente por (Brandão et al., 2002) , 

utilizando MDE 0,7X a 5 W de potencia constante por 16 h 30 min. La tinción se realizó 

con nitrato de plata(Bassam et al., 1991). Los productos de amplificación del gen 16S rRNA 

entero fueron purificados utilizando el kit comercial Ultraclean® PCR clean Up kit (MO BIO) 

y se secuenciaron comercialmente (Macrogen-Corea) usando el método de secuenciación 

de Sanger. Las secuencias se editaron con el software BioEdit (Hall, 1999) versión 7.2.5, 

se depositaron en GenBank y se identificaron mediante BLASTn 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para el análisis filogenético de cada aislado, se 

consideraron las cuatro cepas de referencia con mayor porcentaje de identidad en BLASTn 

respecto a las secuencias analizadas, así como cepas de referencia de la ATCC y DSMZ. 

Los alineamientos de estas secuencias se realizaron mediante ClustalW (Thompson et al., 

1994) en el software MEGAX (Kumar et al., 2018). Los árboles filogenéticos se 

construyeron en BEAST v1.10.4 (Suchard et al., 2018) con análisis por Inferencia 

Bayesiana; además, se utilizó el modelo de sustitución de nucleótidos GTR+G+I (G: 5 

categorías) (Tavaré, 1986; Z. Yang, 1996) por ser el modelo más rico en parámetros (Abadi 

et al., 2019). Se generaron 10.000 árboles, de los cuales se seleccionó uno, con el mayor 

producto de probabilidades posteriores (PP) para todos los clados del árbol, usando el 

complemento TreeAnnotator v1.10.4. El árbol seleccionado se visualizó y editó con el 

programa FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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2.2.4 Selección de bacterias ureolíticas que inducen la 
precipitación de carbonato de calcio 

Determinación de parámetros para pruebas de selección  

Se establecieron como principales criterios de selección la producción de amonio para 

determinar la actividad ureasa, concentración de iones de calcio en el medio de cultivo y 

crecimiento celular. Para todos los ensayos realizados se partió de un cultivo puro fresco 

(<24h) en medio TSA suplementado con urea (20 g/L) del cual se realizó un pre-inoculo en 

TSB+urea (20 g/L) que se incubo a 30 °C overnight y posteriormente fue centrifugado a 

8500 rpm por 15 min y lavado dos veces con NaCl 0,85%. La biomasa fue resuspendida 

en NaCl 0,85% y se ajustó la densidad óptica según lo requerido para el ensayo y a partir 

de esta solución se realizó un inoculo del 1% v/v en las diferentes unidades 

experimentales. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado y se empleó como 

control positivo la bacteria A. crystallopoietes KNUC403 (Park et al., 2010b). 

Para realizar el seguimiento de dichos parámetros se emplearon las siguientes 

metodologías: 

¶ Detección de cationes (NH4
+ y Ca+2): Para la detección de amonio, se utilizó la 

detección colorimétrica empleando el método Nitroprusiato/salicilato (Kandeler & 

Gerber, 1988). Para esto, los cultivos de cada aislado se inocularon en medio TSB 

suplementado con urea 20 g/L, a 30 °C y 80 rpm durante 24 h. Se tomó una alícuota 

de cada cultivo en los tiempos a evaluar, se centrifugó y filtró para obtener el 

sobrenadante con el amonio producido por cada aislado. A cada diluci·n (150 ɛL) 

se a¶adieron 40 ɛL de Na2EDTA 0,15 M, 160 ɛL de soluci·n de salicilato de sodio 

0,50 M + nitroprusiato de sodio 0,02 M, 80 ɛL de hipoclorito al 0,5% en soluci·n 

básica de NaOH-Na2HPO4, y se llevó a un volumen total de 1 mL con agua 

desionizada. Las reacciones se incubaron a 37 °C durante 30 min y el resultado se 

midió por espectrofotometría a 670 nm. El amonio producido por cada aislado se 

determinó por interpolación en una curva de calibración realizada con un estándar 

de NH4
+ (Merck, Alemania), teniendo en cuenta la dilución de medio de cultivo que 

se usó para las muestras. 

 



 95 

 

¶ Para la detección de calcio se siguió el protocolo de crecimiento e incubación 

descrito previamente y a partir de la dilución pertinente se evaluó la concentración 

de calcio en la muestra mediante un espectrofotómetro de absorción atómica 

AAnalyst300 (Perkin Elmer), con lámpara de cátodo hueco, empleando el método 

de llama y se evaluó la absorbancia a una longitud de onda de 422,7 nm. El calcio 

producido por cada aislado se determinó por interpolación en una curva de 

calibración (0,1 - 5 mg/kg) realizada con un estándar de Ca+2 (Merck, Alemania), 

teniendo en cuenta la dilución de medio de cultivo que se usó para las muestras. 

 

¶ Crecimiento celular: Las células viables (UFC/mL) se determinaron mediante 

recuento en placa por microgota (Miles et al., 1938)(Miles et al., 1938)(Miles et al., 

1938). A partir del cultivo en el medio de cultivo seleccionado para el ensayo (TSB+ 

Urea 20 g/L) ó (Urea- Ca(NO3)2) y en cada uno de los tiempos de muestreo se tomó 

una alícuota del cultivo y se realizaron diluciones seriadas hasta 10-8. 

Posteriormente, mediante el método de microgota se inocularon 20 µL en cajas de 

TSA y se incubaron a 30 °C realizando lecturas a las 24 y 48 h. 

 

2.2.4.1 Selección de las condiciones de agitación 

Para determinar la velocidad de agitación de los cultivos con el fin de asegurar la 

recuperación y precipitación del CaCO3 en medio Urea-Ca (NO3)2 se evaluaron de manera 

preliminar cuatro condiciones de agitación: agitación a 50 rpm (n=3), agitación a 80 rpm 

(n=3), burbujeo (n=2) y sin agitación (n=3). En este ensayo se utilizó la bacteria: A. 

crystallopoietes KNUC403 (Park et al., 2010b), a 30 °C, en medio Urea- Ca (NO3)2 y se 

tomaron muestras en los tiempos 0, 3, 6, 9, 12, 24, 54, 96, 120 y 144 h para determinar 

NH4
+, Ca+2, pH y UFC/ml.  

Las concentraciones de los cationes y el crecimiento celular fueron monitoreados por las 

metodologías descritas previamente en esta sección (2.2.4).  

2.2.4.2 Ensayos de selección: 

Para los ensayos de selección de los microorganismos del cepario MICP, se partió de un 

cultivo fresco de cada bacteria en medio sólido TSA + urea (20 g/L) y se realizó un pre-

inóculo en medio liquido TSB + Urea (20 g/L) incubando overnight a 30 °C, 80 rpm. 
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Posteriormente, la biomasa fue centrifugada a 8500 rpm por 15 min y lavada con NaCl 

0,85% (p/v) (este procedimiento se realizó dos veces). Después de la centrifugación, se 

ajustó la densidad óptica a 600 nm (OD600) de los inoculos a 0,6 y a partir de este, se 

inoculó 1% v/v para las unidades experimentales a evaluar (teniendo triplicados para cada 

bacteria). Los ensayos se realizaron bajo las siguientes condiciones: 

Medio: urea (20 g/L) - Ca(NO3)2 (25mM) 

pH Inicial del medio de cultivo: 6.8 

Temperatura de incubación: 30 °C 

Velocidad de agitación: 80 rpm 

Tiempos de muestreo (h): 0, 12, 24, 48 

Variables evaluadas: pH, UFC/ml, [Ca+2] (metodologías descritas previamente en la 

sección 2.2.4)  

Una vez evaluadas las cepas bajo las condiciones mencionadas, se identificaron 11 

aislados que mostraron una mayor actividad ureasa a las 24 h de cultivo. Debido a esto, y 

con el fin de realizar la discriminación y evaluación de dichos aislados para poder 

seleccionar las bacterias a utilizar, se realizó la determinación de la producción de amonio 

en el medio como medida de la actividad ureasa, se evaluó la densidad óptica, 

concentración de [NH4
+] y pH en el medio TSB + urea (40 g/L) sin adición de calcio, durante 

24 h a 30 °C, 80 rpm. 

 

2.2.5 Análisis estadístico: Para el análisis estadístico de los resultados obtenidos 

se utilizó el software Rstudio cloud (Allaire, 2015). Para el desarrollo de las gráficas se 

utilizó el software SigmaPlot (Systat Software, San Jose, CA). La mayoría de los 

experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se presentan como promedio ± 

desviación estándar (SD). Las barras de error en los gráficos muestran 1 SD (desviación 

estándar) de las mediciones, se empleó estadística descriptiva para el análisis de los datos. 
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2.3 Resultados y discusión 

2.3.1 Aislamiento e identificación 

Este estudio buscó aislar y seleccionar bacterias productoras de ureasa de alto rendimiento 

para aplicaciones MICP y evaluar su potencial uso en la reparación pasiva de grietas en 

materiales base cemento. Para lograr esto, se inició con un proceso de aislamiento de 

bacterias a partir de diferentes muestras y ambientes de materiales base cemento (Tabla 

8) y se realizó la conformación de un cepario MICP-base cemento para realizar los 

posteriores ensayos de caracterización y selección. 

Dicho cepario está conformado por 50 bacterias que, mediante un proceso de selección y 

screening inicial de dos pasos, evidenció la capacidad de las bacterias seleccionadas de 

producir precipitados en medio urea-CaCl2 e hidrolizar urea mediante la actividad ureasa 

generando iones NH4
+ (Tabla 11), lo que conlleva a la alcalinización del medio de cultivo 

(De Muynck, Debrouwer, et al., 2008) y que fue evaluado inicialmente de manera 

cualitativa, donde se observa un cambio de color en medio urea-Rojo fenol en pH 

superiores a 8.2 entre las 24 y 48 h de cultivo (Figura 1) (MacFaddin, 2003; Onal Okyay & 

Frigi Rodrigues, 2013).  

 

Figura 1. Prueba ureasa cualitativa. De izquierda a derecha: control del medio, control positivo 
(n=3), bacteria ureasa negativa (n=3), bacteria ureasa positiva (n=3). 

Caracterización de las bacterias que conforman el cepario MICP-Base Cemento 

Teniendo como referencia las 50 bacterias ureolíticas a caracterizar y de las cuales se 

buscaba realizar una selección, se inició con la fase de caracterización en la que se tuvo 

en cuenta, como primer paso, la selección de la fuente de calcio a utilizar y la determinación 

de la capacidad de precipitación en diferentes sales de calcio.  
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A pesar que en numerosos estudios se ha utilizado el CaCl2 como la fuente principal de 

calcio en la MICP en materiales base cemento (Achal, Pan, et al., 2011; Bang & 

Ramakrishnan, 2001; De Muynck, Cox, et al., 2008; Iamchaturapatr et al., 2021), en este 

estudio se tuvo en cuenta que con dicha fuente, una vez los cloruros penetren en el 

concreto, se podría generar corrosión electroquímica de las barras de acero, afectando 

significativamente la durabilidad del hormigón armado (ACI Committee 222, 2001; Koch, 

2002; Zhang et al., 2014). Debido a esto, se incluyó como criterio de selección la capacidad 

de inducir la precipitación de carbonato de calcio a partir de las siguientes sales: nitrato de 

calcio (Figura 2) y citrato de calcio. Estas, fueron seleccionadas a partir de una revisión de 

literatura (Akoĵuz et al., 2019; Lozano-Ruíz, 2018; Zhang et al., 2014) donde se evidenció 

que cubos de mortero mejoraban su resistencia a los 28 días empleando sales de Ca(NO3)2 

(Lozano-Ruíz, 2018), así como también mejoraba el resultado de la prueba de compresión 

inconfinada, donde los valores de resistencia usando cloruro de calcio fueron 2406 kPa, 

mientras que para las muestras usando nitrato de calcio mostraron valores de 2435 kPa y 

64 kPa en los especímenes donde se usó acetato de calcio (Akoĵuz et al., 2019). 

A la fecha, los estudios sobre el uso de citrato de calcio en la biotecnología MICP aplicada 

a materiales base cemento son limitados; se ha reportado que los morteros expuestos 

durante el tiempo de curado a dicha sal en tiempos de exposición bajos (7 días) son 

estables, y no se observan efectos perjudiciales para el mortero en ninguna de sus edades 

de curado. Sin embargo, para tiempos de inmersión prolongados, la resistencia podría 

verse afectada, en especial en edades tardías (Lozano-Ruíz, 2018). Debido a la ausencia 

de información respecto al uso de esta sal, se propuso determinar de forma preliminar la 

pertinencia de emplearla para los posteriores procesos. 

De manera inicial, de las 50 bacterias del cepario, en 48 de los aislados se evidenció 

formación de precipitados en medio urea-Ca (NO3)2 mientras que en el medio de cultivo 

urea-Citrato de Calcio solo en 36 de ellas se evidenció formación de precipitados (Tabla 

11 y Figura 2), situación que puede ser explicada parcialmente debido a que el Ca+2, según 

la concentración en la que se encuentre y la cepa de la bacteria, puede generar inhibición. 

Lo anterior debido a que el Ca+2 puede cambiar la permeabilidad de la membrana celular 

y por lo tanto influenciar o afectar el metabolismo microbiano (Zhang et al., 2016). 
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Sin embargo, es necesario resaltar que durante el ensayo se tuvo dificultades al momento 

de trabajar con los medios de cultivo suplementados con citrato de calcio ya que la 

solubilidad de esta sal es baja (1 g/L) y al emplearla en las concentraciones requeridas 

para comparar la precipitación con las diferentes sales (4,75 g/L) no se logró distinguir 

fácilmente la precipitación de los cristales de CaCO3, mientras que empleando Ca(NO3)2 

se evidenció fácilmente la producción de cristales en el medio de cultivo (Figura 2). 

Adicionalmente, y teniendo en cuenta que el citrato puede ser utilizado como fuente de 

carbono por las bacterias, se incluyó la prueba bioquímica de uso del citrato para la 

caracterización de estas siguiendo el protocolo planteado por (MacFaddin, 2003) donde se 

evidencia el uso del citrato mediante el cambio de pH en el medio de cultivo lo que permite 

virar el indicador, encontrando que 25 bacterias tienen la capacidad de utilizar el citrato 

como fuente de carbono. 

Debido a los resultados obtenidos y a la facilidad del uso a nivel de laboratorio del Ca 

(NO3)2, los posteriores ensayos se realizaron con nitrato de calcio como fuente de calcio 

en el medio de cultivo y las bacterias ureolíticas se cultivaron en medio TSB suplementado 

con urea 2% antes de exponerlas al medio suplementado con Ca(NO3)2 para evitar la 

inhibición microbiana debido a la precipitación con el calcio (Zhang et al., 2016). 

 

A)   

B)   

 

Figura 2. A) Cristales formados sobre la biomasa bacteriana. Medio Urea-Ca(NO3)2 Imágenes 
tomadas con estereoscopio magnificación   B) Cristales formados sobre la colonia bacteriana en 
medio Urea-Ca(NO3)2. Imágenes tomadas con estereoscopio en magnificación 1X. 
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La mineralogía de las partículas de CaCO3 producidas en el medio de cultivo por los 

diferentes microorganismos fueron analizadas mediante Difracción de Rayos X (DRX). Los 

patrones de DRX que en general variaron de 20ę a 80ę (2ɗ), confirmaron que el 100% del 

polimorfo de CaCO3 de las partículas analizadas de los asilados correspondía a calcita,(en 

la Figura 3 se presentan los difractogramas de los cristales precipitados por las cepas con 

mayor actividad y en el Anexo A se presentan los difractogramas de los cristales 

producidos por las demás cepas evaluadas) siendo este el Polimorfo de CaCO3 más 

estable a cualquier temperatura y uno de los polimorfos más frecuentes y probable de 

obtener en este proceso de MICP (Appanna et al., 1997; G. Kim & Youn, 2016; Liang et 

al., 2022). 
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Figura 3. Patrón de difracción característico de CaCO3 pura se observa con un pico a 29° bajo la 
escala 2-Theta y patrón de difracción de muestras de diferentes aislados en los que se realizó la 
MICP, se observa el pico característico del CaCO3 a 29° bajo la escala 2-Theta confirmando su 
presencia. 

La formación de esporas es una característica deseable para el desarrollo de esta 

biotecnología MICP, especialmente para aplicaciones de biomateriales autoreparadores, 
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ya que permite al microorganismo resistir largos periodos de tiempo en condiciones 

adversas como las matrices de concreto y mortero, donde las condiciones de déficit de 

nutrientes y elevados pH están presentes (Nuaklong et al., 2023; Pungrasmi et al., 2019; 

Zhan et al., 2020). Para determinar si los microorganismos del cepario son productores de 

esporas, se cultivaron las cepas en un medio mínimo mineral y posteriormente se indujo 

estrés por choque térmico para finalmente realizar una tinción con verde malaquita para 

determinar ausencia/presencia de esporas (Figura 4), obteniendo resultados positivos en 

10 de las 50 bacterias evaluadas (Tabla 11).  

 

 
Figura 4. Bacteria con formación de esporas. Tinción verde malaquita 

Tabla 11. Resultados de los diferentes ensayos realizados para la caracterización de los aislados 
MICP recuperados de muestras ambientales de materiales base cemento. 

Grupo de MICP 

Determinación 
presencia de 

actividad 
Ureasa 

(Cualitativa) 

Formación 
de 

precipitados 
en medio 

Urea-CaCl2 

Formación 
de 

precipitados 
en medio 

Urea- 
Ca(NO3)2 

Formación 
de 

precipitados 
en medio 

Urea-Citrato 
de calcio* 

Uso de 
citrato 
como 
fuente 

de 
carbono 

Formación 
de 

esporas 

CaCO3 
(Análisis 

por 
DRX) 

 
Arthrobacter 

crystallopoietes 
KNUC403 

(Park et al., 
2010) 

+ + + + + - + 

Aislamientos 
previos 

17 17 17 11 16 3 17 

M1 5 5 5 3 5 0 5 

M3 4 4 4 0 4 2 3 

M4 13 12 12 12 ND 3 13 

M5 10 9 9 9 ND 2 10 
ND: No Determinado. * En la prueba de formación de cristales en medio Urea-Citrato de calcio se dificulta la 

observación de los cristales en el medio por la baja solubilidad del citrato. 

Además de la tinción de Gram, los aislados fueron derreplicados mediante el análisis 

SSCP, el cual se basa en desnaturalizar las hebras de ADN e identificar las diferentes 
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conformaciones espaciales que estas adoptan teniendo en cuenta que se diferencian los 

patrones así solo tengan un polimorfismo de un solo nucleótido, obteniendo un perfil 

electroforético único para cada cepa bacteriana, lo que permite la discriminación de los 

fragmentos que serán posteriormente secuenciados (Brandão et al., 2002; Montaño-

Salazar, 2013; Montaño-Salazar et al., 2018b) donde se visualizaron 7 perfiles y se 

identificaron mediante la secuenciación del gen 16S rRNA.  

Tradicionalmente, se ha asumido que una similitud > 95% entre las secuencias del gen 

16S rRNA define la categoría taxonómica de género, mientras que >97% lo hace a nivel 

de especie (Johnson et al., 2019). Sin embargo, en la actualidad no existe una definición 

universal para definir las especies mediante 16S rRNA (Janda & Abbott, 2007), además, 

la secuenciación del gen 16S rRNA no se considera suficiente para discriminar las 

bacterias a este nivel, dada la gran similitud de secuencias entre algunas especies  (Janda 

& Abbott, 2007; Peker et al., 2019). Por consiguiente, consideramos altamente confiable la 

identificación de nuestros aislados a nivel de género y somos cautelosos en cuanto a las 

asignaciones a nivel de especie. 

 Así, el análisis BLAST resultados de las secuencias analizadas del gen 16S rRNA (Tabla 

12) y el análisis filogenético por inferencia bayesiana (Figura 5) mostraron que los aislados 

pertenecen a los filos Actinobacteria y Firmicutes. Debido a lo anteriormente descrito, el 

umbral de similitud de la secuencia del 16S rRNA para el valor de corte a nivel de especie 

fue del 98,7%, por lo tanto, el aislado M3C3 fue identificado como Glutamicibacter 

arilaitensis con una similitud del 99,4% con Glutamicibacter arilaitensis strain JM55, 

mientras que los otros aislados, como M3C4, M4C20 y M5C7 fueron identificados como 

Bacillus subtilis (100% identidad), Arthrobacter crystallopoietes (100%) y Chungangia 

koreensis (99,1 %), respectivamente.  

Dicho análisis reveló (Tabla 12) bacterias pertenecientes a los géneros Bacillus, 

Staphylococcus y Arthrobacter las cuales se encuentran previamente reportadas como 

bacterias productoras de ureasa alcalófilas donde las bacterias de los géneros Bacillus 

(Bang et al., 2001b, 2001a; Dick et al., 2006; Nain et al., 2019; Nasser et al., 2022; Reddy 

& Revathi, 2019; Schwantes-Cezario et al., 2017; Tepe et al., 2019; Vahabi et al., 2015a, 

2015b; Wang et al., 2017) y Arthrobacter (Park et al., 2010b; Shaheen et al., 2021;Yang et 

al., 2023; Zhang et al., 2018) han sido reportadas con capacidad MICP y utilizadas a 

menudo en varios estudios MICP en materiales base cemento. 
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Tabla 12. Identificación y caracterización de las bacterias ureolíticas aisladas de materiales base 

cemento de Colombia. 

Código 
cepa 

Tinción 
Gram 

Identificacióna 

Porcentaje 
de 

identidad 
(%) 

Número de 
acceso 

GenBank 

M3C3 Gram 
positiva 

Glutamicibacter 
arilaitensis 

 

99,3 OQ346195 

M3C4 
 

Gram 
positiva 

Bacillus subtilis 100 OQ346200 

M4C11 Gram 
positiva 

Bacillus subtilis 99,5 OQ346201 
 

M5C7 Gram 
positiva 

Chungangia 
koreensis 

99,1 OQ346202 

M1C11 Gram 
positiva 

Glutamicibacter 
arilaitensis 

 

99,9 OQ346198 

M1CX Gram 
positiva 

Glutamicibacter 
arilaitensis 

 

99,7 OQ346199 

M4C20 Gram 
positiva 

Arthrobacter 
crystallopoietes 

100 OQ346196 

M1C5 Gram 
positiva 

Glutamicibacter 
arilaitensis 

 

99,6 OQ346197 

M4C8 Gram 
positiva 

Staphylococcus 
epidermidis 

99,9 NR 

a. Nombre del microorganismo con el porcentaje de identidad más alto obtenido por BLAST. 

 

Por otro lado, este estudió identificó bacterias ureolíticas alcalófilas de los géneros 

Chungangia y Glutamicibacter, siendo este el primer reporte de estas bacterias en 

materiales base cemento. Son pocos los estudios que se encuentran sobre el género 

Chungangia, bacteria que crece a temperaturas de 30°C y pH cercanos a 8 (Kim et al., 

2012) y ninguno en su uso como bacteria para la MICP.  

En cuanto a las bacterias del género Glutamicibacter, las cepas son fenotípicamente 

heterogéneas y se han aislado de distintas fuentes, como el suelo (Shen et al., 2013), 

especímenes clínicos (Hou et al., 1998) queso ((Monnet et al., 2010) y plantas (Feng et al., 

2017) entre otros. Son bacterias cuya versatilidad nutricional y capacidad para responder 

a las tensiones ambientales (Yao et al., 2015) hace que sean atractivas para aplicaciones 

en la biotecnología (Siala et al., 2015) y en la industria de alimentos, pues es uno de los 

principales microorganismos responsables de la coloración de la superficie del queso, 
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particularmente en los quesos madurados por frotis (Monnet et al., 2010; Sutthiwong & 

Dufossé, 2014). Son bacterias Gram-positivas con alto contenido de G+C, no esporuladas, 

no motiles, no patógenas y halotolerantes (Santos et al., 2020). Sin embargo, no se 

encontró ningún reporte donde sean estudiadas para aplicaciones MICP, siendo que sus 

características les permite el crecimiento óptimo en las condiciones adversas de los 

materiales base cemento como el pH alcalino y las altas concentraciones de calcio que se 

requieren para realizar este proceso en materiales como el concreto.  

 

Figura 5. Cladograma bayesiano de las secuencias del gen 16S rRNA, que representa las 
relaciones filogenéticas de los aislados bacterianos de materiales base-cemento y las cepas de 
referencia. Los aislados se representan con los códigos indicados en la Tabla 12. Los números de 
acceso de Genbank para cada secuencia se muestran entre paréntesis. La secuencia del gen 16S 

Arthrobacter globiformis strain DSM 20124 (NR 026187.1)

Bacillus subtilis strain NBRC 13719 (NR 112629.1)

Glutamicibacter arilaitensis sp. M1C5 (OQ346197)

Arthrobacter crystallopoietes KNUC403-Control

Staphylococcus epidermidis M4C8

Psychrobacillus insolitus strain DSM 5 Ga0215656 129 (NZ QKZI01000029.1)

Psychrobacillus glaciei strain PB01 (CP031223.1)

Staphylococcus epidermidis strain 817 (MT585523.1)

Bacillus subtilis M4C11 (OQ346201)
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Arthrobacter crystallopoietes S12
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Arthrobacter crystallopoietes strain DSM 20117 (NZ CP018863.1)
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Chungangia koreensis strain EAU2 (OP776144.1)

Psychrobacillus psychrodurans strain M414 (KU285615.1)

Bacillus subtilis strain JCM 1465 (NR 113265.1)

Glutamicibacter arilaitensis sp. M1CX (OQ346199)

Streptomyces inhibens strain NEAU-D10 (NR 171534.1)

Glutamicibacter arilaitensis sp. M3C3 (OQ346195)

Staphylococcus epidermidis strain ATCC 14990 (NZ CP035288.1)
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rRNA de la cepa Streptomyces inhibens NEAU-D10 se usó como outgroup. Los números encima 
de las ramas son la probabilidad posterior (PP) que soporta cada clado. Los asteriscos indican PP 
< 0,8. 

Selección condiciones de agitación 

A. crystallopoietes KNUC403 fue utilizada como control positivo para la selección de las 

condiciones de agitación para los posteriores ensayos con las bacterias del cepario. Esto 

fue realizado buscando la condición que permitiera el crecimiento de la bacteria para una 

adecuada alcalinización del medio, pero que a su vez permitiera precipitar los carbonatos 

en una menor relación de tiempo y bajo las condiciones de infraestructura del laboratorio. 

Para esto se evaluaron 4 condiciones a temperatura constante 30 °C: sin agitación, 

agitación a 50 rpm o a 80 rpm y agitación con burbujeo (Figura 6). 

 

A) B) 

Figura 6. Montaje con aireación por burbujeo. A) visualización del montaje. B) cristales 
precipitados bajo esta condición de aireación. 

 

Tomando el dato teórico de calcio inicial en el medio (1000 mg/L) como 100% de Calcio 

que podría llegar a precipitar y los resultados de la concentración de Ca+2 en el medio tras 

144 horas de cultivo, se determinó que la velocidad de 80 rpm permitió la mayor 

precipitación de calcio en un menor tiempo con un 96,78%, siendo un 24,13% más de 

precipitación que el tratamiento con burbujeo, así como el tratamiento con mayor 
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producción de amonio en el tiempo (Figura 7); Contrario a los tratamientos donde se 

presentaba una menor disponibilidad de oxígeno (50 rpm y sin agitación) que tuvieron un 

porcentaje de precipitación del calcio de un 66% y 52%, respectivamente.  

Esta situación se puede relacionar con la producción de amonio y su consecuente aumento 

de pH, variables que a 80 rpm son mayores, sugiriendo que a mayor agitación el 

microorganismo tiene mayor actividad ureolitíca y que las metodologías de seguimiento 

que se emplearon permiten evidenciar los cambios en el proceso. Estos resultados son 

congruentes con lo reportado por Li et al., (2018) donde se evidenció que la síntesis de 

novo de la enzima ureasa no es posible bajo condiciones anóxicas y con el estudio 

realizado por (Seifan & Samani, 2017) , donde observaron que a mayor tasa de aireación 

se favorece la precipitación de CaCO3. Además, estos últimos autores mencionan que a 

pesar de que las bacterias Bacillus licheniformis ATCC 9789 y Bacillus sphaericus NZRM 

4381 pueden tolerar pH elevados, la viabilidad celular decrece cuando el pH incrementa, 

pero la concentración de CaCO3 incrementa cuando el pH aumenta, situación similar a lo 

observado en el presente trabajo. 

  

Figura 7. Comportamiento de la bacteria A. crystallopoietes KNUC403 bajo las condiciones de 
burbujeo y agitación a 80rpm. Los datos presentan la liberación de amonio, disminución de calcio, 
cambios en el pH y biomasa a temperaturas de 30 °C. 

2.3.2  Ensayos de Pre- selección y selección 

Una vez caracterizadas las 50 bacterias ureolíticas que conforman el cepario MICP-base 

cemento y el objetivo de seleccionar aquellas con mayor actividad MICP, se inició con las 

fases de preselección y selección, en las que se tuvo en cuenta la actividad ureasa, la 

capacidad de precipitación de calcio y género del microorganismo como criterios de 

selección.  
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Una vez evaluadas las bacterias bajo las condiciones mencionadas en el apartado 2.2.4.2, 

se identificaron 11 aislados (Tabla 13) que mostraron una mayor actividad a las 24 h al 

incrementar el pH superior a 9, acumular mayor cantidad de amonio y disminuir el calcio 

libre de 2880 mg/L [Ca+2] a <7,5 mg/L [Ca+2], siendo un porcentaje de precipitación mayor 

al 99,7%, lo cual comparado con la literatura, particularmente con la bacteria Sporosarcina 

pasteurii ATCC 11859, estos microorganismos precipitan la misma cantidad de calcio cerca 

de 2/3 más rapido que la cepa de referencia (Sun et al., 2019; Xu et al., 2015). De los 11 

aislados con mejor actividad MICP el 36,36% (n=4) corresponden a bacterias identificadas 

como Glutamicibacter arilaitensis, siendo esta la más predominante dentro de este grupo, 

seguido de 18% (n=2) de bacterias identificadas como Arthrobacter crystallopoietes y 18% 

(n=2) de bacterias identificadas como (Arthrobacter crystallopoietes). 

 
Tabla 13. Valores de los diferentes factores evaluados obtenidos tras 24 h de incubación en medio 
Urea-Ca (NO3)2 de los 11 aislados preseleccionados. 

 

Código 
cepa 

pH 
[Calcio] 
(mg/L) 

Presencia 
Esporas 

Identificación 
molecular 
(gen 16S 

rRNA) 

Número 
de 

acceso 
GenBank 

M3C3 9,91 <7,5 (-) Glutamicibacter 
arilaitensis 

OQ346195 

M3C1 9,81 <7,5 (-) Glutamicibacter 
arilaitensis 

ND 

S14 9,78 <7,5 (-) Arthrobacter 
crystallopoietes 

KU285615 

S1 9,77 <7,5 (-) Rhodococcus 
qingshengii 

KU285608 

M1C11 9,72 <7,5 (-) Glutamicibacter 
arilaitensis 

OQ346198 

M1CX(1) 9,7 <7,5 (-) Glutamicibacter 
arilaitensis 

OQ346199 

M4C20 9,48 <7,5 (-) Arthrobacter 
crystallopoietes 

OQ346196 

M1C5(2) 9,32 <7,5 (-) Glutamicibacter 
arilaitensis 

OQ346197 

M4C10 9,21 7,5 ND ND ND 

S17 9,17 <7,5 (+) Psychrobacillus 
psychrodurans 

ND 

S18 9,14 <7,5 (+) Psychrobacillus 
lasiicapitis 

ND 

(-): ausencia; (+): presencia; ND: Dato no disponible. 
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Por último y con el fin de realizar la discriminación y evaluación de los aislados 

preseleccionados anteriormente (11 cepas de la Tabla 13), se realizó la determinación de 

la producción de amonio en el medio como medida de la actividad ureasa, evaluando 

densidad óptica y pH en el medio TSB + urea (40 g/L) sin adición de calcio, durante 24 h 

con el fin de determinar cuáles de los aislados presentaban mayor actividad. 

 

En los resultados obtenidos, se diferenciaron las cepas M3C3 y S17 (Figura 8) respecto a 

las demás, siendo estas dos las que mayor producción de amonio tuvieron en el tiempo. 

Analizando la cantidad de urea consumida se estima que las 4 mejores cepas respecto a 

la producción de amonio y consumo de urea son: 1) M3C3, con un consumo de urea 

estimado del 56,85%; 2) S17, con un consumo de urea estimado del 38,43%; 3) M3C1, 

con un consumo de urea estimado de 28,23%; y 4) M4C10 con un consumo de urea 

estimado de 27,26%. Sin embargo, es importante mencionar que esta estimación puede 

estar subestimando la cantidad de urea hidrolizada, ya que a pH mayores de 9,2 el 

equilibrio amonio-amoniaco cambia y el amonio presente en el medio se volatiliza en forma 

de amoniaco (Emerson et al., 1975).  

 

El pH se alcanzó aproximadamente a las 24 h para las cepas S17 (Figura 9) y M4C10 y a 

las 11 h para las cepas M3C3 (Figura 9) y M3C1, por lo cual los valores de consumo de 

urea presentados para estas dos últimas pueden ser mayores. Adicionalmente, se 

consideran de particular interés las cepas M4C20 y S1 (Figura 8 y Figura 9), que 

corresponden a los géneros Arthrobacter y Rhodococcus (Tabla 13) quienes a pesar de 

ser las que menos actividad ureasa presentan de las 11 bacterias evaluadas, precipitaron 

el 100% del calcio suministrado en menos de 24 h. Teniendo en cuenta esto, así como los 

reportes previos mencionados respecto al uso de Arthrobacter en actividades MICP-

materiales base cemento y los reportes de Rhodococcus, se perfilan estos dos 

microorganismos cómo particularmente interesantes para uso en cultivos mixtos ya que 

probablemente están utilizando distintas estrategias para la precipitación del calcio. 
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Figura 8. Boxplot de producción de amonio de las 11 mejores cepas cuantificado como medida 

indirecta de la actividad ureasa por aislado a las 24 h de incubación (n=3). Los números en el eje X 
representan los siguientes microorganismos: 1. M1C5(2); 2. control positivo; 3. control negativo 
(medio de cultivo sin adición de microorganismos); 4. M1C11(2); 5. M1CX 6; M3C1; 7. M3C3; 8. 
M4C10; 9. M4C20; 10. S1; 11. S14; 12. S17; 13. S18. 
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Figura 9. Curvas de crecimiento, pH y producción de amonio para los 4 aislados seleccionados 
incubados a 30 °C, 80 rpm de agitación en medio TSB + urea (40 g/L) durante 24 h. 

 

Finalmente, teniendo en cuenta tanto la actividad de precipitación, la actividad ureasa, así 

como el género y especie, se seleccionaron las bacterias P. psycrodurans S17, R. qingensii 

S1, G. arilaitensis M3C3 y A. crystallopoietes M4C20 para realizar los ensayos de 

establecimiento del cultivo mixto. 

2.4 Conclusiones 

Este estudio reporta nuevos aislados de bacterias ureolitícas a partir de materiales base 

cemento en Colombia de los géneros Glutamicibacter, Chungangia, Bacillus, Arthrobacter, 

Staphylococcus y Psycrobacillus, siendo el polimorfo calcita el predominante durante la 

actividad MICP. De las 49 bacterias aisladas, 11 precipitan cerca de 25 mM de calcio en 

menos de 24 horas, lo que implica que superan la tasa de precipitación comúnmente 
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reportada para la cepa mayormente estudiada Sporosarcina pasteurii . La mayor actividad 

ureasa y mayor formación del CaCO3 fueron observados en las bacterias Glutamicibacter 

arilaitensis M3C3 y Psychrobacillus psycrodurans S17.  

 

De esta manera se describe por primera vez el aislamiento de las bacterias de los géneros 

Glutamicibacter sp. y Chungangia sp. en materiales base cemento y su potencial uso para 

realizar la MICP en la reparación de grietas. Adicionalmente, se evidenciaron diferencias 

respecto a la cantidad de amonio producido por bacterias del mismo género-especie lo que 

permite pensar que la actividad MICP es cepa específica por lo que el continuo aislamiento 

y caracterización de este conjunto de microorganismos cobra cada vez más relevancia. 

Finalmente, se seleccionaron 4 aislamientos (Rhodococcus qingensii S1, Glutamicibacter 

arilaitensis M3C3, Arthrobacter crystallopoietes M4C20 y Psychrobacillus psycrodurans 

S17) que tienen características robustas de bacterias ureolitícas potenciales adecuadas 

para la aplicación de la MICP en materiales base cemento para posteriores estudios. 
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Resumen 

La Precipitación de Calcita Inducida Microbiológicamente (MICP) es un proceso natural 

donde bacterias ureolíticas catalizan la formación de carbonato de calcio, posibilitando la 

reparación de grietas mediante cemento biogénico. Si bien los estudios tradicionales se 

enfocan en cultivos axénicos (CA), investigar cultivos mixtos (CM) es esencial para 

entender las interacciones entre cepas y su impacto en la precipitación, ya que las 

comunidades microbianas raramente son monocultivos en la naturaleza. Las interacciones 

en cultivos mixtos afectan la producción de metabolitos, disponibilidad de nutrientes y 

velocidad de precipitación, lo que clarifica los mecanismos de la MICP y permite identificar 

combinaciones de cepas que sinérgicamente mejoran su eficacia. 

El objetivo de este estudio fue evaluar cultivos mixtos sintéticos bacterianos ureolíticos con 

potencial para la MICP en materiales a base de cemento con 4 microorganismos 

previamente aislados de materiales base cemento en Colombia: Rhodococcus qingshengii 

S1, Psychrobacillus psycrodurans S17, Glutamicibacter arilaitensis M3C3 y Arthrobacter 

crystallopoietes M4C20. La metodología constó de dos partes: primero, se evaluó la 

capacidad de precipitación, alcalinización y cambios en la abundancia de los cultivos en 

medios líquidos mediante técnicas como la qPCR; luego, se evaluó el efecto de los cultivos 

en la consolidación de arenas. Los resultados revelaron que el cultivo axénico de G. 

arilaitensis M3C3 mostró una mayor precipitación y consolidación en comparación con los 

cultivos mixtos, lo que sugiere interacciones negativas entre las cepas cuando se emplea 

este microorganismo. Sin embargo, el cultivo mixto R. qingshengii S1 + P. psycrodurans 

S17 + A. crystallopoietes M4C20 demostró un efecto positivo en la consolidación. Este 

estudio resalta la importancia de entender las dinámicas de cultivos mixtos en la MICP y 

la combinación adecuada de cepas, demostrando que las interacciones entre bacterias 

ureolíticas pueden afectar la eficacia de la precipitación y consolidación en materiales de 

base de cemento de manera tanto positiva como negativa. Futuras investigaciones deben 

optimizar las combinaciones de cultivos mixtos para potenciar la aplicación de la MICP 

maximizando los beneficios de este proceso biogénico en la mejora de materiales. 
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3.1 Introducción 

Los materiales cementantes forman parte del concreto y/o mezclas de mortero y son de 

los materiales de construcción más utilizados a nivel mundial por su versatilidad, 

heterogeneidad y propiedades mecánicas. Estos son ampliamente utilizados en la 

construcción de infraestructuras como carreteras, puentes y edificios, desempeñando un 

papel importante en la prosperidad económica (Monteiro et al., 2021). En dichos 

materiales, durante su vida útil, es altamente probable que surjan manifestaciones 

patológicas, siendo el agrietamiento una de las más comunes. Por lo tanto, las grietas son 

inevitables independientemente del tipo de agregados o diseño de mezcla (Keerthana & 

Kishen, 2020; Shah & Kishen, 2010). En consecuencia, la durabilidad de dichos materiales 

y la estructura se ve comprometida.  

Dentro de las estrategias estudiadas con el objetivo de reducir los efectos negativos del 

agrietamiento en dichos materiales, se encuentra la biomineralización, donde se emplean 

microorganismos con la capacidad de inducir la precipitación de carbonato de calcio 

(CaCO3) para prevenir o reparar la formación de grietas en materiales base cemento 

(Ecuaciones 1-7-Marco teórico). 

En las últimas décadas, se han realizado diversos estudios empleando cultivos bacterianos 

axénicos donde se ha logrado con éxito, a nivel de laboratorio la reparación de grietas de 

manera pasiva y activa en materiales de construcción (Bansal et al., 2016; Cardoso et al., 

2020; Hussain et al., 2016; Kaur et al., 2020; Liang et al., 2022; Luo & Qian, 2016; Nasser 

et al., 2022; Soysal et al., 2020; Su et al., 2019) y se ha evidenciado su potencial para 

aplicaciones estructurales y geotécnicas (Arpajirakul et al., 2021; Miftah et al., 2020; Y. 

Yang et al., 2020), observando que los microorganismos, al inducir la precipitación del 

carbonato de calcio mejoran propiedades mecánicas de los materiales, además de 

disminuir su porosidad y permeabilidad.  

Como se mencionó previamente, la eficacia a nivel de laboratorio de esta biotecnología ha 

sido evidente, demostrando su uso potencial para la reparación de grietas y mejora de 

algunas propiedades de los materiales base cemento. Ahora bien, en varias áreas de la 

microbiología se ha evidenciado que el uso de cultivos mixtos microbianos, en donde hay 

una relación entre dos o más géneros-especies de microorganismos, permite que las 

comunidades microbianas allí presentes puedan remover o protegerse de factores 

medioambientales potencialmente dañinos como lo son la alta radiación, la exposición a la 
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radiación ultravioleta, la desecación, el estrés osmótico, presencia de xenobióticos, pH 

extremos, entre otros (Paerl & Pinckney, 1996). Para efectos de este estudio, se entenderá 

como cultivo axénico, un cultivo puro de microorganismos, que está compuesto por una 

sola cepa/especie (Nai & Meyer, 2018), mientras que, un co-cultivo o cultivo mixto 

microbiano consiste en cultivar múltiples organismos juntos en un mismo entorno confinado 

(Arora et al., 2020). Se usa el término cultivo mixto para indicar la investigación sistemática, 

miniaturizada y/o paralela del co-cultivo de microorganismos donde pueden coexistir dos, 

tres o más especies/cepas (Nai & Meyer, 2018). 

Al tener una o varias mezclas de microorganismos, se permite que estos inicien 

interacciones químicas facilitando el intercambio de nutrientes, gases y metabolitos que 

dan como resultado la producción de productos naturales que no se observan en cepas 

puras como por ejemplo feromonas, moléculas de defensa o metabolitos relacionados a 

asociaciones benéficas, con el fin de asegurar el crecimiento óptimo de todos los miembros 

bajo condiciones extremas o adversas (Arora et al., 2020; Paerl & Pinckney, 1996).  

Teniendo en cuenta que debido a la alta alcalinidad de las matrices de los materiales base 

cemento, en un entorno compuesto por dichos materiales solo se pueden utilizar cepas 

tolerantes a los álcalis y alcalófilas, esto sumado a las bajas condiciones de humedad y 

nutrientes. A la fecha, hay muy pocos estudios con co-cultivos o cultivos mixtos 

microbianos que realicen la MICP en este tipo de aplicación (De Muynck, Debrouwer, et 

al., 2008; H. J. Kim et al., 2015; Rizwan et al., 2017). Teniendo en cuenta esto, el objetivo 

desarrollado en este capítulo consistió en definir los cultivos mixtos ureolíticos que inducen 

una mayor precipitación de calcita para su potencial uso en la reparación de grietas de 

materiales base cemento.   
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3.2 Materiales y métodos 

 

Para el desarrollo de este objetivo, la metodología empleada para evaluar y seleccionar 

los cultivos ureolíticos mixtos con la capacidad de inducir la mayor precipitación de 

carbonato de calcio mediada por microorganismos (MICP) se fundamentó en dos enfoques 

complementarios: En primer lugar, se llevó a cabo la evaluación de cultivos tanto axénicos 

(CA) como mixtos (CM) en medios líquidos, donde se monitoreo la formación de 

precipitados de calcio, la producción de amonio y biomasa a través de la técnica de PCR 

cuantitativa (qPCR). En segundo lugar, se estableció una metodología específica para la 

evaluación de tratamientos de consolidación de arenas mediante la MICP, donde se 

evaluaron la consolidación de arenas mediada por 16 tratamientos conformados tanto por 

CA como por CM, y finalmente se realizó la prueba de resistencia a la compresión 

inconfinada de las columnas consolidadas, información que sirvió como insumo para el 

análisis estadístico y selección de los cultivos mixtos. De esta manera, se obtuvo 

información valiosa para identificar y seleccionar los cultivos ureolíticos mixtos más 

prometedores en términos de su capacidad para inducir la MICP y su aplicabilidad en la 

consolidación de arenas. A continuación, se describen los protocolos realizados: 

3.2.1 Reactivos químicos y medios de cultivo  

Los cultivos celulares se mantuvieron en medio Trypticase Soy Broth (TSB) y Trypticase 

Soy Agar (TSA) suplementado con urea a una concentración final de 20 g/L.  

Todos los reactivos usados fueron de grado analítico. Las soluciones stock de Ca(II) (1,27 

M) y urea (500 g/L) se prepararon usando, Ca(NO3)2.4H2O (PanReac AppliChem, 

Alemania) y urea (ChemCruz, Dallas, EE.UU.), respectivamente. Todos los medios de 

cultivo se esterilizaron en autoclave (121 °C, 15 psi durante 30 min) antes de su uso. Las 

soluciones stock de Ca (II) y urea se esterilizaron por filtraci·n con filtros de 0,22 ɛm 

(Sartorius Biolab Products, Alemania) y se añadieron a los medios de cultivo en 

condiciones asépticas. 

La precipitación microbiológica de calcita y la consolidación de arena se realizaron en 

medio Urea-Ca(NO3)2 (3,0 g/L caldo nutritivo, 20,0 g/L urea, 2,1 g/L NaHCO3, 11,8 g/L 

Ca(NO3)2.4H2O) (Park et al., 2010b; Stocks-Fischer et al., 1999b) que es un medio de 
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cultivo que contiene los nutrientes necesarios para inducir la precipitación de carbonatos 

por ureólisis. El pH del medio se ajustó con HCl 1 N a 6,8 antes de su uso. La descripción 

de la cantidad y frecuencia de aplicación de este medio se describirá en el apartado de 

procedimiento de tratamiento. 

3.2.2 Cultivos axénicos y cultivos mixtos evaluados 

Microorganismos utilizados: como cultivos bacterianos axénicos se utilizaron las bacterias 

del cepario MICP-materiales base cemento del grupo de investigación GERMINA 

seleccionadas previamente (Capítulo 2) correspondientes a Rhodococcus qingshengii S1, 

Psychrobacillus psycrodurans S17, Glutamicibacter arilaitensis M3C3 y Arthrobacter 

crystallopoietes M4C20 debido a su capacidad de precipitación de calcita y producción de 

amonio a partir de urea.  

Para los diferentes ensayos, a partir de un criovial conservado a ï80 °C, cada 

microorganismo se reactivó en 5 mL de TSB+ urea (20 g/L) a 30 °C y 100 rpm durante 12 

h. Luego, el cultivo se centrifugó a 10 °C, 8500 rpm por 15 min y se midió el pH del 

sobrenadante como control de la actividad ureasa de la bacteria. El pellet de biomasa se 

lavó dos veces con NaCl al 0,85% (V/V). El pellet se resuspendió en 50 mL de TSB 

suplementado con 20 g/L de urea y se incubó a 30 °C y 100 rpm hasta que el cultivo llegó 

al final de la fase exponencial (este tiempo de incubación varío entre cepas), en el caso de 

requerir mayor volumen de inoculo, se realizó un escalamiento adicional siguiendo el 

mismo procedimiento y manteniendo la relación de pre-inoculo del 10% (v/v).  Se evaluó 

el pH, la pureza y el crecimiento del microorganismo en cada paso. Para ello, se realizaron 

diluciones seriadas de una muestra de cultivo, se tomó 0,1 mL de muestra en los tiempos 

deseados y sobre la superficie de agar TSA se homogenizó con una varilla de vidrio estéril. 

Los cultivos se incubaron a 30 °C durante 24 h y se realizó el recuento de UFC/mL (Miles 

et al., 1938).  

Para el establecimiento y evaluación de los cultivos mixtos, como tratamientos se 

realizaron las diferentes combinaciones con las cuatro bacterias descritas previamente 

(Tabla 14) y como controles se tuvo los cultivos axénicos de cada uno de los 

microorganismos a evaluar así como un control sin la adición de microorganismos. Para 

esto, los microorganismos se cultivaron según lo descrito previamente en esta sección en 
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medio TSB + urea (20 g/L), la biomasa fue resuspendida en NaCl 0,85% (V/V) y se ajustó 

la densidad óptica (OD600 nm) según lo requerido para cada ensayo (Tabla 17) que se 

describirá en este capítulo. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado (n=3) 

empleando la misma concentración bacteriana para cada caso (Tabla 17). 

Tabla 14. Diseño experimental de las mezclas de microorganismos para el establecimiento de 
cultivos mixtos. 

Tratamiento Cepas 

1 S1 

2 S1+M4C20 

3 S1+M4C20+S17 

4 S1+M4C20+M3C3 

5 S1+M4C20+M3C3+S17 

6 S1+M3C3 

7 S1+M3C3+S17 

8 S1+S17 

9 S17 

10 S17+M3C3+M4C20 

11 S17+M3C3 

12 S17+M4C20 

13 M3C3 

14 M3C3+M4C20 

15 M4C20 

C- Sin microorganismos 

 

3.2.3 Evaluación de cultivos mixtos ureolíticos en medios 
líquidos 

3.2.3.1 Establecimiento de cultivos líquidos 

Una vez seleccionados los microorganismos a utilizar para el establecimiento del cultivo 

mixto y definidos los tratamientos a evaluar (Tabla 14), se inició con un ensayo para 

determinar el efecto sobre la precipitación de calcio y la producción de amonio en medio 

líquido de los 4 microorganismos seleccionados (P. psycrodurans S17, R. qingshengii S1, 

G. arilaitensis M3C3 y A. crystallopoietes M4C20) y sus mezclas (Tabla 14). Para esto, se 

utilizó un inóculo con un OD600 inicial de 0,4 para cada una de las cepas y se realizó la 

mezcla en volúmenes iguales para obtener el 10% (v/v) de inóculo en el volumen de 

fermentación. Para cada tratamiento se contó con tres réplicas experimentales que se 

incubaron a 30 °C, 80 rpm, por 21 h. En los 16 tratamientos se evaluó la precipitación de 

calcio (teniendo como referencia una concentración de calcio inicial de 50 mM) y la 
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producción de amonio en diferentes tiempos de incubación (13, 15 y 19 h), bajo las 

siguientes metodologías: 

¶ Detección de cationes (NH4
+): Para la detección de amonio, se utilizó la detección 

colorimétrica empleando el método nitroprusiato/salicilato (Kandeler & Gerber, 1988). 

Para realizar el análisis, se tomó una alícuota de cada cultivo en los tiempos a evaluar, 

se centrifugó y filtró para obtener el sobrenadante con el amonio producido por cada 

aislado. A cada diluci·n (150 ɛL) se a¶adieron 40 ɛL de Na2EDTA 0,15 M, 160 ɛL de 

soluci·n de salicilato de sodio 0,50 M + nitroprusiato de sodio 0,02 M, 80 ɛL de hipoclorito 

al 0,5% en solución básica de NaOH-Na2HPO4, y se llevó a un volumen total de 1 mL con 

agua desionizada. Las reacciones se incubaron a 37 °C durante 30 min y el resultado se 

midió por espectrofotometría a 670 nm. El amonio producido por cada aislado se 

determinó por interpolación en una curva de calibración realizada con un estándar de 

NH4
+ (Merck, Alemania), teniendo en cuenta la dilución de medio de cultivo que se usó 

para las muestras. 

¶ Para la detección de calcio se siguió el protocolo de crecimiento e incubación descrito 

previamente y a partir de la dilución pertinente se evaluó la concentración de calcio en la 

muestra mediante un espectrofotómetro de absorción atómica Aanalyst300 (Perkin 

Elmer), con lampara de cátodo hueco, empleando el método de llama y se evaluó la 

absorbancia a una longitud de onda de 422,7 nm. El calcio producido por cada aislado 

se determinó por interpolación en una curva de calibración (0,1 ï 5 mg/kg) realizada con 

un estándar de Ca+2 (Merck, Alemania), teniendo en cuenta la dilución de medio de cultivo 

que se usó para las muestras. 

 

3.2.3.2 Seguimiento a la abundancia en cultivos líquidos empleando PCR 

cuantitativa (qPCR) 

Las extracciones de ADN genómico fueron realizadas empleando el método de lisis fuerte 

(Gabor et al., 2003). Los primers empleados en este estudio fueron diseñados 

específicamente para identificar cada una de las cepas del estudio (Tabla 15) (Nonsocua-

Triviño, 2022). Sin embargo, los primer usados para identificar la cepa M4C20 (rpoBAcF y 

rpoBAcR) también amplificaron un fragmento del gen rpoB en la cepa R. qingshengii S1, 

por lo que no se utilizó la cepa A. crystallopoietes M4C20 en los ensayos de qPCR 

posteriores. 
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Para el protocolo de qPCR, las mezclas de reacción de qPCR (20 µL) contenían 1 µL de 

ADN molde, 10 µL de GoTaq qPCR Master Mix (Promega) y 1,2 µL de cada primer (10 

µM) (Tabla 15). El programa de amplificación usado fue: 3 min de incubación a 95 °C; 40 

ciclos de 10 s a 95 °C; 15 s a 59 °C; y 30 s a 72 °C (CFX96 Real-Time PCR Detection 

System, BioRad). Para determinar la especificidad de la amplificación, se realizó un 

análisis de la curva de fusión después del último ciclo (Nonsocua-Triviño, 2022). 

 

Tabla 15.  Primers diseñados para la amplificación del gen rpoB de cada uno de los 
microorganismos seleccionados. 

Microorganismo diana Primer Secuencia del primer (5ô Ÿ3ô) Nombre 

Arthrobacter crystallopoietes 
M4C20 

Forward GTGATCTTACGCTTCTGTGC rpoBAcF 

Reverse AAGGGTGAAACCGAGCTGAC rpoBAcR 

Glutamicibacter arilaitensis M3C3 
Forward GCCTTGACATACAGCGGTGC rpoB2GaF 

Reverse CGTCCGACTCACGCATTTCG rpoB2GaR 

Rhodococcus qingshengii S1 
Forward TCCCAGCTGTCGCAGTTCAT rpoB1RqF 

Reverse GTAGACCGACAGCGAACCGA rpoB1RqR 

Psychrobacillus psychrodurans S17 
Forward ATGGTGCTGGCGGGATTGTA rpoBPpF 

Reverse ACTGGTGTGCCGTCTGGAAG rpoBPpR 

Fuente: (Nonsocua-Triviño, 2022) 

 

Cambios de la abundancia  

Los cultivos mixtos (CM) se realizaron empleando las cepas G. arilaitensis M3C3, P. 

psychrodurans S17 y R. qingshengii S1. A partir de los pre-inóculos de cada una de las 

bacterias como se describió anteriormente (sección 3.2.3.1) se ajustó la concentración de 

cada cultivo con solución salina (0,85% NaCl) estéril a una densidad óptica de 0,5 (OD600). 

Posteriormente, fueron inoculados medios de precipitación (3 g/L de caldo nutritivo, 20 g/L 

de urea, 2,12 g/L de NaHCO3, 5,9 g/L de Ca(NO3)2 y pH 6,8-6,9;Park et al., 2010) con 50 

µL de los cultivos ajustados y se incubaron durante 48 h a 30 °C y 100 rpm. Las 

combinaciones de los CM realizados se describen en la Tabla 16. Todos los cultivos se 

evaluaron por triplicado. 

Tabla 16. Cepas MICP en cultivos axénicos (CA) o en combinación en cultivos mixtos (CM) para 

evaluación de cambios de abundancia. 

Cultivo Cepa(s) 

CA1 S1 

CM2 S1 y S17 

CM3 S1 y M3C3 
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CM4 S1, S17 y M3C3 

CA5 S17 

CM6 S17 y M3C3 

CA7 M3C3 

CN8 Control negativo (solo medio) 

Fuente: (Nonsocua-Triviño, 2022) 

Cada 24 y 48 h fueron tomados 14 mL de muestra en tubos falcón de 15 mL y se 

centrifugaron a 8500 rpm por 10 min. La extracción de ADN y la qPCR se realizaron como 

descrito anteriormente en esta sección. Las proporciones de las bacterias en las muestras 

se calcularon con base a una curva estándar. Las concentraciones de referencia se 

generaron a partir de extracciones de ADN de cultivos axénicos (CA) de cada cepa y se 

diluyeron hasta 108. El número de copias de cada gen se calculó mediante la siguiente 

ecuación:  

Número de copias del gen = ὲὫȾ‘ὒ φȟπςzρπ Ⱦὴὦ φφπρz ρπ 

 

Las funciones de regresión lineal de las curvas estándar fueron: 

ώ σȟσπχωὼ υςȟτςω; Ὑ πȟωψψςȟ para la cepa S17 

ώ σȟςρυσὼ τωȟωστȟὙ πȟωωψȟ para la cepa S1 

ώ σȟρωσὼ τχȟρυρ, Ὑ πȟωωφ, para la cepa M3C3 

3.2.4 Establecimiento de las condiciones para evaluar el efecto la 

MICP en la consolidación de arenas. 

Evaluar la consolidación de arenas mediante MICP utilizando tanto cultivos axénicos (CA) 

y cultivos mixtos (CM) destinados a la reparación de grietas es de suma importancia, pues 

la consolidación de las arenas no solo demuestra la efectividad del proceso en términos 

de estabilidad y resistencia, sino que también puede servir como un indicativo crucial de la 

adherencia del material biogénico a los componentes de construcción. Esta característica 

es particularmente relevante, ya que no es directamente observable en los cultivos líquidos 

utilizados en las etapas de evaluación temprana (Sección 3.2.3). Esta metodología es un 

enfoque altamente valioso, ya que no solo se limita a la mera evaluación de la eficacia de 

las cepas bacterianas en la formación de cemento biogénico, sino que además actúa como 

un criterio decisivo para la selección de las cepas más idóneas. Esta selección se basa no 

solo en su capacidad de precipitar carbonato de calcio, sino también en su habilidad para 

consolidar el material y lograr una adherencia efectiva con los sustratos de construcción. 

La capacidad de evaluar estos factores cruciales en el proceso de consolidación permite 



Capítulo 3 133 

 

identificar y priorizar los cultivos axénicos (CA) o mixtos (CM) que presentan un 

rendimiento óptimo en aplicaciones de reparación y fortalecimiento de estructuras.  

Para establecer la metodología para determinar el efecto de la adición de microorganismos 

ureolíticos en la consolidación de arenas se tomó como referencia lo planteado por (Dhami 

et al., 2017) y (Cardoso et al., 2020). En estos ensayos se buscaba consolidar las arenas 

en columnas empleando moldes de PVC (Tabla 17) y se realizaron diferentes 

aproximaciones con el fin de determinar la cantidad y frecuencia de adición del medio de 

cultivo, la concentración del inoculo, tipo de arena y el tipo de filtro y soporte inferior a 

utilizar en la parte inferior de las columnas. Este último aspecto es fundamental ya que 

tradicionalmente se emplea un filtro de 0,45 µm en la parte inferior de las columnas. Sin 

embargo, para este estudio se evaluó el efecto de adicionar un soporte extra empleando 

un tapón de PVC (Figura 11 A) con uno o 7 orificios distribuidos uniformemente sobre la 

superficie 

Estas pruebas se realizaron con la bacteria G. arilaitensis M3C3 cuya biomasa fue obtenida 

siguiendo el protocolo descrito en la sección 3.2.2. Para todos los casos, la biomasa fue 

recolectada al finalizar la fase exponencial. El tratamiento MICP se realizó mezclando la 

arena a evaluar previamente esterilizada (3 ciclos de esterilización, 121 °C durante 30 min, 

15 PSI cada ciclo), con el microorganismo, realizando siempre un tratamiento por columna 

y tres replicas por tratamiento (n=3). 

La inoculación con bacterias se realizó solo en el paso de preparación de la columna, una 

única vez, mientras que la alimentación con medio de cultivo Urea-Ca(NO3)2 se realizó 

según lo descrito para cada tratamiento (Tabla 17) durante 10 días. Las columnas se 

mantuvieron a 30 °C durante la duración del ensayo y una vez finalizado el mismo se pasó 

agua desionizada dos veces por cada una de las columnas y todas las muestras se 

secaron durante 7 días a 60 °C antes de desmoldarlas y evaluar si se presentó o no 

consolidación de las arenas.  
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Tabla 17. Diseño experimental de los ensayos preliminares para la selección de la metodología 

para la consolidación de columnas de arena (n=3). Microorganismo utilizado: G. arilaitensis M3C3. 

E
N

S
A

Y
O

 VOLUMEN 
MEDIO 

ADICIONADO 
(ml) 

FRECUENCIA 
DIARIA DE 

APLICACIÓN 
DEL MEDIO 
DE CULTIVO 

TIPO DE ARENA 
INÓCULO 

(OD600) 
FILTRO EN LA PARTE 

INFERIOR DE LA COLUMNA 

1 35 1 Arena de Sílice 
(Tamiz 20/30) 

0,6 Tapón de tubo PVC con 
filtro Whatman de 0,45 

µm, y un orificio 

2 70 1 Arena de Sílice 
(Tamiz 20/30) 

0,5 Tapón de tubo PVC con 
filtro Whatman de 0,45 

µm, y un orificio 

3 70 2 Arena de Sílice 
(Tamiz 20/30) 

0,5 Tapón de tubo PVC con 
filtro Whatman de 0,45 

µm, y un orificio 

4 35 2 Arena de Ottawa 
para la 

preparación de 
morteros 

gradada según 
las normas 
ASTM C87, 
C109, C348, 
C359, C593, 

C778 (American 
Society for 
Testing and 

Materials 
(ASTM), 2021; 
ASTM, 2017; 
ASTM I, 2005; 

ASTM 
International, 

2002; 
Statements & 
Mass, 2008) 

2,06 Filtro Whatman 0,45 µm 

5 70 1 Filtro Whatman 0,45 µm 

6 35 2 Tapón de tubo PVC con 
filtro Whatman de 0,45 

µm, y siete orificios 
7 70 1 

 

En los casos en los que hubo consolidación de las arenas, se realizó la prueba de 

compresión inconfinada para determinar el montaje a utilizar. El procedimiento utilizado 

para medir la resistencia a la compresión inconfinada (UCS) se propuso realizando algunas 

modificaciones a la norma ASTM D2166-06 (Standard Test Method for Unconfined 

Compressive Strength of Cohesive Soil, 2006) como se indica a continuación: 
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La carga se aplicó utilizando un AUTOGRAPH Table-TOP Precision Universal Tester: 

Shimadzu AGX Plus (Figura 10) adoptando una velocidad constante de 1 mm/min para el 

desplazamiento axial. El valor UCS corresponde al esfuerzo axial máximo registrado; la 

resistencia a la compresión inconfinada se reportó en kilopascales (kPa). 

 

Figura 10. Pruebas de compresión inconfinada de una columna de arena consolidada MICP. 

3.2.5 Selección de cultivos mixtos ureolíticos que inducen la 
precipitación de carbonato de calcio mediante la 
consolidación de arenas 

Teniendo en cuenta los parámetros elegidos a partir de los resultados obtenidos de las 

pruebas de la metodología descrita en la sección 3.2.4, los 16 tratamientos (Tabla 14) 

fueron evaluados con la siguiente metodología, teniendo tres replicas por cada tratamiento: 

Montaje: Se utilizaron moldes cilíndricos de PVC (3,81 cm de diámetro interior y 15 cm de 

altura). En la parte inferior del molde la arena constituía una altura aproximada de 6,5 cm. 

La parte superior del molde se utilizó como depósito para el medio de cultivo. En la parte 

inferior se utilizó un tapón de PVC adecuado de la siguiente manera: se niveló la zona 

interior del tapón rellenándolo con un polímero MS (TurboMax5- Pegadit®), el cual se dejó 

secar durante 5 días a temperatura ambiente. (20 ± 1 °C). Una vez endurecido, se abrieron 

siete orificios (3/16ò) uniformemente distribuidos en toda su sección con un taladro (Figura 

11 A).  
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Figura 11. Montaje experimental de moldes de PVC para ensayos de consolidación de arenas: A) 

piezas necesarias para el montaje del molde y corte lateral del tubo de PVC; B) adaptación del filtro 
de membrana a la tapa de PVC; C) sellado del tubo de PVC con cinta adhesiva, ajuste y sellado del 
tapón con silicona. 

Por otro lado, se realizó un corte lateral del tubo de PVC con un disco de corte. Antes del 

montaje, el tapón se cubrió con un filtro de membrana de poliamida de 0,45 µm (Figura 11 

A y B) y se aplicó vaselina en toda la superficie interna del tubo de PVC como 

desmoldeante para facilitar el desprendimiento de la columna de arena después del 

tratamiento. Luego, el tubo de PVC se selló con cinta adhesiva y se insertó en la tapa para 

finalmente sellarlo con silicona para fijar las piezas (Figura 11 C). 

El tratamiento MICP se realizó mezclando la arena gradada (arena de Ottawa 0,4 mm de 

diámetro) para la preparación de morteros gradada según las normas ASTM C87, C109, 

C348, C359, y C778 (American Society for Testing and Materials (ASTM), 2021; ASTM, 

2017; ASTM I, 2005; ASTM International, 2002; Statements & Mass, 2008) con los 

microorganismos; en este punto se utilizaron las diferentes bacterias a evaluar y las 

diferentes mezclas de ellas (Tabla 14), siempre un tratamiento por columna y realizando 

tres replicas por tratamiento (n=3). La inoculación con bacterias se realizó solo en el paso 

de preparación de la columna, mientras que la alimentación con medios de cultivo se 

realizó una vez al día, durante 10 días. 

Para el montaje se mezclaron 140 g de arena de Ottawa previamente esterilizada en 

autoclave (3 ciclos de esterilización 15 PSI por 30 min) con 35 mL de medio Urea-Ca (NO3)2 

que contenía el microorganismo a evaluar a una concentración de 1³1010 UFC/mL. La 

mezcla se homogenizó y se dejó reposar durante 15 min. Luego, se vertió en los moldes 
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estériles previamente ensamblados. Se siguió el mismo procedimiento para los controles 

negativos utilizando medio Urea-Ca(NO3)2 sin adición de microorganismos. La adición del 

medio de cultivo a los diferentes tratamientos comenzó 24 h después de la preparación de 

la muestra para permitir que las bacterias se asentaran en los poros de la arena. La 

alimentación consistió en la adición diaria de 70 mL de medio Urea-Ca(NO3)2. Todas las 

muestras se mantuvieron a 30 °C durante la duración del ensayo. 

Como parámetros de control, se evaluó diariamente el pH y caudal del medio eluido ya que 

se esperaba que el caudal (mL/min) disminuyera por efecto de la consolidación de las 

arenas generando una disminución de la permeabilidad con el tiempo. Los valores de pH 

debían ser alcalinos (> 9) en el medio después de pasar por la columna debido a la 

actividad metabólica de la bacteria que hidroliza la urea para producir amonio que aumenta 

el pH del medio. Por otro lado, un aumento del tiempo de retención del medio de cultivo en 

la columna es indicativo de que el proceso de consolidación se está realizando 

correctamente. 

Desmoldado: Después de los ensayos de consolidación, se pasó agua desionizada dos 

veces por cada una de las columnas y todas las muestras se secaron durante 7 días a 60 

°C antes de desmoldarlas. Este proceso es imperativo para mantener la geometría de las 

muestras a utilizar en los ensayos de compresión inconfinada (UCT). Los moldes fueron 

diseñados para abrirse por la mitad con un corte a lo largo de la parte vertical del tubo de 

PVC que fue sellado con cinta adhesiva (Figura 11 C), lo que permitió un mejor desmolde. 

El tubo también se selló con silicona entre la tapa y el tubo. La parte superior e inferior de 

las columnas se nivelaron y todas las columnas se ajustaron a la misma altura (Figura 12). 

Las muestras se mantuvieron en un desecador hasta que se realizó la prueba de 

compresión inconfinada. 
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Figura 12. A) Columna de arena consolidada por microorganismos después del desmolde. B) 
Columna de arena consolidada después de ser nivelada en la parte superior e inferior. Las muestras 
se mantuvieron en un desecador hasta que se realizó la prueba de compresión inconfinada. 

 

Pruebas de compresión inconfinada 

El procedimiento utilizado para medir la resistencia a la compresión inconfinada se realizó 

según lo descrito previamente en la sección 3.2.4. 

Imágenes SEM: Para el análisis con microscopio electrónico de barrido (SEM) se tomó 1 

g de las arenas consolidadas y se realizó un recubrimiento con oro previo al análisis con 

el equipo. La toma de las imágenes SEM se realizó mediante un análisis comercial de las 

muestras en el Departamento de Geociencias de la Universidad Nacional de Colombia. Se 

tomaron imágenes con dos señales: los electrones retrodispersados (BSE) y los electrones 

secundarios (SE). 

Análisis estadístico: Para el análisis de los datos obtenidos de la prueba a la resistencia a 

la compresión de las columnas consolidadas microbiológicamente, se utilizó el software R-

studio cloud  (Allaire, 2015): (1) para evaluar la normalidad de los datos se utilizó la prueba 

de Shapiro-Wilk; (2) el test de Barlett para homogeneidad de varianzas; y (3) un ANOVA 

de una vía para evidenciar si se presentan diferencias significativas entre tratamientos. 
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3.3 Resultados y discusión 

La precipitación de calcita inducida por microorganismos (MICP) mediada por la actividad 

ureasa se ha establecido como una perspectiva interesante para mejorar las propiedades 

mecánicas de los materiales cementantes (Landa-Marbán et al., 2021), así como para la 

consolidación del suelo (Arpajirakul et al., 2021). Teniendo esto en cuenta, grupos de 

investigación de todo el mundo han evidenciado y establecido dentro de sus líneas de 

investigación el aislamiento y caracterización de bacterias con potencial para realizar esta 

actividad, buscando mejorar los rendimientos de las cepas actuales (Krishnapriya et al., 

2015; Montaño-Salazar et al., 2018b; Nasser et al., 2022). Si bien el cultivo y selección de 

bacterias en medios líquidos permite un tamizaje inicial de los aislados, es necesario 

establecer pruebas adicionales para demostrar la capacidad de cementación y 

consolidación en arena de las cepas a evaluar. Por lo tanto, con la inclusión de 

consolidación de arenas se establece una perspectiva sobre el efecto de los 

microorganismos MICP en la consolidación de la arena como una estrategia para apoyar 

la selección de cepas. 

 

Teniendo en cuenta las mezclas de los cultivos mixtos realizadas en medios líquidos (Tabla 

17) se obtuvo como resultado que los cultivos mixtos que contienen las mezclas de R. 

qingshengii S1 + G. arilaitensis M3C3 (T 6) y R. qingshengii S1 + A. crystallopoietes M4C20 

+ P. psycrodurans S17 (T 3) fueron aquellos con mayor precipitación del calcio disponible 

en medio líquido en el tiempo de incubación (Tabla 18). Sin embargo, durante los ensayos 

realizados se observó una alta variabilidad y dificultad en la reproducibilidad en el 

comportamiento del microorganismo A. crystallopoietes M4C20, además de la dificultad de 

realizar el seguimiento de UFC/mL del microorganismo R. qingshengii S1 debido a la 

formación de agregados de biomasa de gran tamaño (Anexo C). 
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Tabla 18. Precipitación de calcio y producción de amonio de los cultivos mixtos a las 19 horas de 
incubación. 

Tratamiento Mezcla cultivos mixtos 
% Precipitación 

calcio 
Producción de 
amonio (mg/L) 

1 S1 72,89 2,57 

2 S1+M4C20 33,02 3,57 

3 S1+M4C20+S17 55,20 3,37 

4 S1+M4C20+M3C3 29,74 3,55 

5 S1+M4C20+M3C3+S17 11,33 3,57 

6 S1+M3C3 56,75 3,04 

7 S1+M3C3+S17 0,00 3,83 

8 S1+S17 21,26 3,79 

9 S17 24,00 3,95 

10 S17+M3C3+M4C20 0,00 3,54 

11 S17+M3C3 17,69 3,83 

12 S17+M4C20 0,00 3,79 

13 M3C3 46,7 3,41 

14 M3C3+M4C20 39,03 3,08 

15 M4C20 5,99 4,02 

16 Sin microorganismos 7,14 0,23 

 

Teniendo en cuenta las dificultades para el seguimiento a la biomasa y cambio de 

poblaciones en los co-cultivos y en los medios líquidos, para caracterizar y elucidar el 

comportamiento de las mezclas de los cultivos seleccionados se utilizó PCR en tiempo real 

como estrategia para el seguimiento del cambio en la abundancia de los microorganismos 

en las mezclas. Para esto, se diseñaron primers especie específicos que amplifican un 

fragmento del gen rpoB de cada una de las bacterias que conforman los diferentes cultivos 

mixtos (Tabla 15). 

Los primers usados para identificar la cepa M4C20 (primers rpoBAcF y rpoBAcR) también 

amplificaron un fragmento del gen rpoB en la cepa R. qingshengii S1, por lo que no se 

utilizó la cepa M4C20 en los ensayos de seguimiento a la abundancia. 

De manera similar a lo observado en los seguimientos de amonio y biomasa mediante 

UFC/mL (Tabla 18) en el seguimiento de la abundancia por PCR (Figura 13) en tiempo 

real se evidenció que los cultivos que tienen como factor común la mezcla entre G. 

arilaitensis M3C3 y P. psycrodurans S17 (tratamientos 7, 10 y 11) presentan un efecto 
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negativo sobre la precipitación del mineral, así como en el crecimiento de cada una de las 

cepas que conforman el cultivo mixto (Tabla 18). En ambos ensayos, se evidencia que el 

comportamiento de la bacteria G. arilaitensis M3C3 es mejor en cultivo axénico 

(abundancia a las 24 h de cultivo: 7,8×1010 ± 3,4 células/mL) que, en cultivos mixtos, donde 

su crecimiento es menor o inhibe el crecimiento de las demás cepas afectando de manera 

similar las variables de respuesta como la precipitación de calcio y producción de amonio. 

Esta situación puede deberse a la baja disponibilidad de nutrientes, competencia o a la 

presencia de compuestos secretados por alguna de las cepas que podría afectar el 

crecimiento de los demás miembros del cultivo mixto generando interacciones negativas ( 

Zhu et al., 2020). 

Al analizar los resultados de precipitación y abundancia (Tabla 18 y Figura 13), es posible 

determinar que el cultivo mixto (CM) R. qingshengii S1 + G. arilaitensis M3C3 (T6) precipita 

alrededor del 56% del calcio presente en la muestra, así como el CM R. qingshengii S1+ 

A. crystallopoietes M4C20+ P. psycrodurans S17 (T3) incrementa la precipitación en una 

relación cercana a 1:3 de calcio precipitado comparado con los cultivos axénicos (CA) de 

algunas de las cepas que lo conforman (ej.: A. crystallopoietes M4C20 y P. psycrodurans 

S17). Esto indica que en algunos cultivos mixtos, (CM) la mezcla de bacterias puede 

mejorar los resultados respecto a la producción de amonio y su consecuente precipitación 

de carbonato de calcio respecto a los cultivos axénicos (CA) presentando relaciones 

positivas, lo que puede deberse a un mayor crecimiento celular que proporciona más sitios 

de nucleación para la MICP (Harnpicharnchai et al., 2022), o a la generación de metabolitos 

que favorezcan el crecimiento de alguno de los miembros de la mezcla (Arora et al., 2020). 

De esta manera, los resultados muestran que la conformación de los cultivos mixtos (CM) 

puede afectar de manera negativa o positiva la abundancia de las bacterias que lo 

conforman, así como el proceso de biomineralización. Dentro de los aspectos importantes 

a la hora del establecimiento de los cultivos mixtos sintéticos para la aplicación en MICP 

se debe tener en cuenta parámetros para el crecimiento microbiano, aunque algunos de 

ellos podrían ser complicados de controlar por completo, como la producción del inóculo 

para los cultivos productores (número de precultivos y/o tratamiento de precultivos), como 

por ejemplo el caso del microorganismo R. qingshengii S1 el cual crece formando pellets 

que se precipitan (Anexo C 1) lo que dificulta el establecimiento de la biomasa inicial al 

momento de realizar los escalamientos y las mezclas de CM. Esto puede explicar algunas 

de las dificultades y, por lo tanto, el bajo número de estudios publicados empleando este 
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tipo de cultivos (Imhoff, 2016). Estas características son importantes si se tiene en cuenta 

que el proceso de MICP está influenciado, entre otras cosas, por la concentración de 

bacterias y el pH (Tang et al., 2020), debido a que la concentración de células es 

directamente proporcional a los sitios de nucleación donde ocurre la deposición de 

carbonato. 

  

Figura 13. Evaluación de cambios de abundancia mediante qPCR de cepas MICP en cultivos 
axénicos (CA) o en combinación en cultivos mixtos (CM). Fuente: modificada de (Nonsocua-Triviño, 
2022) 

Conforme a lo anterior, en donde el seguimiento en líquido tanto de los cultivos axénicos 

como mixtos permite vislumbrar de manera general el proceso MICP, se incluyó como 

criterio de selección el efecto en la consolidación de arenas de las diferentes mezclas de 

microorganismos (Tabla 19), debido a que de esta manera se puede evidenciar el efecto 

de consolidación de los cristales precipitados en una matriz solida simulando algunas de 

las condiciones en campo, como por ejemplo, la transferencia de oxígeno y cambios en los 

tiempos de retención del medio de cultivo. Con este fin, se tomó como referencia la 

metodología planteada por Dhami et al. (2017) y se realizaron ensayos para determinar el 

tamaño de las columnas, cantidad, tipo de arena a utilizar, concentración del inoculo 

bacteriano, volumen y frecuencia de aplicación del medio de cultivo durante el ensayo, así 

como las condiciones de ensamble de las unidades experimentales (Tabla 19). Para estos 
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ensayos de establecimiento de la metodología se utilizó el microorganismo G. arilaitensis 

M3C3, teniendo en cuenta que de los microorganismos del cepario MICP fue el que 

presentó mayor actividad ureasa y de precipitación de calcita, y como control negativo se 

aplicó medio de cultivo sin la adición de microorganismos. 

Tabla 19. Resultados de consolidación de arenas para los ensayos de selección de la metodología 
para la consolidación de columnas de arena (n=3) variando parámetros como frecuencia de 
aplicación de medio, volumen de medio adicionado, tipo de arena aplicada, concentración del 
inóculo y componentes y filtro usado en el ensamblaje de la columna de PVC. Para este último 
parámetro se evaluó cubrir la parte inferior del tubo de PVC únicamente con filtro Whatman, filtro+ 
tapón de PVC con un solo orificio y filtro+ tapón de PVC con siete orificios (Figura 11). 
Microorganismo utilizado: G. arilaitensis M3C3. 

E
N

S
A

Y
O

 

VOLUMEN 
MEDIO 

ADICIONADO 
(mL) 

FRECUENCIA 
DIARIA DE 

APLICACIÓN 
DEL MEDIO 
DE CULTIVO 

TIPO DE ARENA 
CONCENTRACIÓN 

DE INÓCULO 
(600nm) 

FILTRO EN 
LA PARTE 
INFERIOR 

DE LA 
COLUMNA 

RESULTADO 
CONSOLIDACIÓN 

1 35 1 Arena de 
Sílice (Tamiz 

20/30) 

0,6 Tapón de 
tubo PVC 
con filtro 
Whatman 
de 0,45 
µm, un 
orificio 

No consolidó 

2 70 1 Arena de 
Sílice (Tamiz 

20/30) 

0,5 Tapón de 
tubo PVC 
con filtro 
Whatman 
de 0,45 
µm, un 
orificio 

No consolidó 

3 70 2 Arena de 
Sílice (Tamiz 

20/30) 

0,5 Tapón de 
tubo PVC 
con filtro 
Whatman 
de 0,45 
µm, un 
orificio 

No consolidó 

4 35 2 Arena de 
Ottawa para 

la preparación 
de morteros 

gradada 
según las 
normas  

ASTM C87, 
C109, C348, 
C359, y C778 

(American 
Society for 
Testing and 

2,06 Filtro 
Whatman 
0,45 µm 

Consolidó 

5 70 1 Filtro 
Whatman 
0,45 µm 

Consolidó 

6 35 2 Tapón de 
tubo PVC 
con filtro 
Whatman 
de 0,45 
µm, 7 

orificios 
uniformes 

Consolidó 

7 70 1 Consolidó 
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ASTM, 

2017; ASTM 
I, 2005; 
ASTM 

International, 
2002; 

Statements 
& Mass, 
2008) 

 

Hay varios factores que influyen en la actividad ureasa y la cantidad de CaCO3 precipitado. 

Estos factores incluyen el tipo de bacteria, las concentraciones de células bacterianas, el 

pH, la temperatura y las concentraciones de calcio y urea (Al Qabany et al., 2012; DeJong 

et al., 2010; Hammes & Verstraete, 2002b). Analizando los resultados mostrados en la 

Tabla 19 y la Tabla 20, se evidencia que uno de los factores clave a la hora de realizar el 

proceso de MICP para la consolidación de arenas es la concentración del inóculo 

bacteriano, pues a mayor concentración de bacterias (>108 UFC/mL) se proporcionan más 

sitios de nucleación para el CaCO3 y se crea un ambiente alcalino para la inducción del 

crecimiento de los cristales, logrando por tanto la consolidación de las arenas (Chaparro-

Acuña et al., 2018). Esto resultados son similares a los reportados en otras investigaciones, 

donde altas concentraciones de células bacterianas (de 106 a 108 UFC/mL) aumentan la 

cantidad de carbonato de calcio precipitado por MICP, lo que incrementa a su vez la 

concentración de ureasa para la hidrólisis de urea y la consecuente alcalinización del 

medio y precipitación del CaCO3 (Okwadha & Li, 2010). 

Tabla 20. Concentración del inóculo bacteriano evaluado para la consolidación de arenas con 
bacterias ureolíticas que realizan la MICP (n=3). 

Concentración del inoculo 
(UFC/mL) 

Consolidación 

104 No consolidó 

105 No consolidó 

106 No consolidó 

108 Consolidó 

1011 Consolidó 
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Uno de los aspectos importantes a tener en cuenta durante la consolidación de arenas 

mediante la MICP es el encofrado de las columnas y el soporte que se les brinda a las 

mismas, así como el tipo y tamaño de los granos de arena. En este estudio, se evidenció 

al realizar los ensayos de resistencia a la compresión de las columnas desencofradas de 

los ensayos 4 al 7 (Tabla 19), que en general las columnas consolidadas que fueron 

obtenidas a partir del montaje filtro + tapa de PVC (ensayos 6 y 7) presentaron mayores 

resistencias, cerca de tres veces superiores  (Figura 14) a aquellas que solo tenían papel 

de filtro en la parte inferior.  

Adicionalmente, otro de los aspectos determinantes para la selección de la metodología 

es el tipo y tamaño de granos de arena, debido a que se observó que la resistencia a la 

compresión inconfinada aumentó de una manera más pronunciada en la arena fina y 

uniforme, logrando consolidar las arenas, situación que no ocurrió en la arena de mayor 

tamaño de partícula (ensayos 1 al 3). Esta diferencia de fuerza se puede explicar no solo 

por el nivel de cementación ya que el procedimiento, inoculo y demás factores se 

mantuvieron constantes en el ensayo. También se puede atribuir al tamaño de los granos 

y a los espacios vacíos entre ellos, pues a menor espacio se afectan significativamente la 

distribución, la eficacia de la distribución del carbonato de calcio y la biocementación. 

Entendiendo que a menor espacio a llenar, los cristales de carbonato de calcio son 

suficientes para cementar los contactos de partícula a partícula como se observa en la 

Figura 15 A y Figura 15 C, donde se evidencia la biocementación entre partículas y la 

ausencia de la misma en la arena sin tratar con microorganismos, mientras que a granos 

de arena gruesa la deposición de carbonato de calcio tanto en la superficie del grano como 

en el punto de contacto entre las partículas requiere una mayor cantidad de cementación 

para producir un aumento comparable en la resistencia (Konstantinou et al., 2021). 
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Figura 14. Efecto de la tapa de PVC en el montaje de las columnas de arena durante ensayos de 
compresión inconfinada. 

 

Una vez establecido el protocolo para la evaluación del efecto de cultivos axénicos y mixtos 

sobre la consolidación de arenas, se procedió a aplicar los 16 tratamientos (Tabla 18) y 

estudiar su capacidad de consolidar microbiológicamente las columnas. La resistencia a la 

compresión de las columnas fue comparada con los valores de referencia empleados para 

calificar la consistencia de muestras de suelos en Colombia (Tabla 21) (INVIAS, 2012), 

con el fin de determinar las diferencias generadas al emplear los distintos inóculos 

bacterianos. El tratamiento 16, que correspondía al control sin la adición de 

microorganismos, no generó la consolidación de la arena encofrada por lo que no pudo ser 

evaluado en la prueba de resistencia a la compresión, y dicho resultado reafirma que la 

consolidación de los otros 15 tratamientos es debido a la actividad MICP. 
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Figura 15. Micrografías SEM de arena de Ottawa (A) tratada o (B) no tratada con bacterias MICP. 

Los círculos blancos indican aglomeración bacteriana en la intersección de los granos de arena. C) 

Sitio de unión entre dos granos de arena, se observa la formación de cristales y biomasa entre 

granos lo que permite la consolidación de los mismos. D) modelo de consolidación de suelos basado 

en MICP mediante ureolisis propuesto por (Fu et al., 2023); este modelo se ajusta a las imágenes 

obtenidas por micrografias SEM (A, B y C). 

Estudiar cultivos mixtos (CM) es fundamental para comprender cómo las diferentes cepas 

bacterianas pueden colaborar o competir en el proceso de MICP. Las interacciones entre 

las bacterias en cultivos mixtos pueden influir en la producción de metabolitos, la 

disponibilidad de nutrientes y la velocidad de precipitación de carbonato de calcio lo que 

puede tener como consecuencia una mayor resistencia a la compresión de las columnas 

consolidadas (Han et al., 2022; Harnpicharnchai et al., 2022; Nai & Meyer, 2018; J. Zhang 

et al., 2017). Esta tendencia se pone de manifiesto al comparar los resultados de la prueba 

de resistencia a la compresión inconfinada de las columnas consolidadas mediante MICP 

(Figura 16) con los valores de referencia establecidos por el INVIAS (Tabla 21). En la 

A B 

C D 
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mayoría de los tratamientos que involucraron la acción de los microorganismos, se observó 

una consistencia de las columnas consolidadas entre mediana y firme, lo que indica que 

la actividad de la MICP no se limita exclusivamente a la actividad ureasa. Es probable que 

otros factores, como los metabolitos generados y la producción de exopolisacáridos, 

desempeñen un papel importante en la biocementación y en la mejora de las propiedades 

mecánicas (Bang et al., 2001a; Fu et al., 2023; Han et al., 2022; Kim et al., 2017; Orts et 

al., 2007; Tourney & Ngwenya, 2009). Esto es evidente al considerar que, en el grupo de 

control, donde no se añadieron microorganismos (T16), no se logró la consolidación de las 

arenas y, por ende, no fue posible realizar la prueba. En vista de estos hallazgos, sería de 

gran interés ampliar los estudios para evaluar en mayor detalle los metabolitos y la 

producción de exopolisacáridos en los cultivos mixtos que demuestren una mayor eficacia 

en la consolidación de las arenas. Estas investigaciones adicionales podrían arrojar luz 

sobre los mecanismos subyacentes que contribuyen a la mejora de las propiedades 

mecánicas y consolidativas, brindando información valiosa para optimizar aún más los 

procesos de biocementación en aplicaciones de construcción.  

La importancia de seleccionar el principio activo adecuado para la aplicación de esta 

biotecnología y el uso de una metodología compuesta por evaluación en líquido y en 

consolidación de arenas se refleja en los resultados obtenidos. Donde, a pesar de haber 

llevado a cabo pruebas de selección en cultivos líquidos evaluando la producción de 

amonio, precipitación de carbonatos y abundancia de las bacterias por qPCR, los 

resultados obtenidos no permitieron una selección inmediata de los cultivos a seleccionar, 

por lo cual el estudio de la consolidación de arenas aportó herramientas cruciales para el 

proceso de elección. Por ejemplo, los tratamientos 12 (P. psycrodurans S17+ A. 

crystallopoietes M4C20) y 14 (G. arilaitensis M3C3+ A. crystallopoietes M4C20) en los 

cultivos líquidos, donde estas combinaciones demostraron alcalinización del medio 

mediante producción de amonio y precipitación de calcio (Tabla 18), en la prueba de 

consolidación de arenas exhibieron consistencia blanda o muy blanda (Figura 16 y Tabla 

21), contrastando con los resultados. Estos hallazgos enfatizan que la prueba adicional de 

consolidación funciona como un filtro adicional al cultivo en líquido y qPCR, permitiendo la 

selección de microorganismos con consideración específica de su aplicabilidad en una 

matriz similar a la del material base cemento. En última instancia, esta etapa de 

consolidación se convierte en un paso fundamental en la evaluación de los 
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microorganismos a emplear en la biotecnología, al garantizar su capacidad de desempeño 

efectivo en condiciones que simulan el entorno real de construcción. 

Además, la cementación resultó en cambios en las propiedades físicas, incluyendo un 

aumento en la densidad, una disminución en la permeabilidad, y la presencia de carbonato 

de calcio como material de cementación, siendo de esta manera reproducible y consistente 

con lo reportado en otros estudios donde se emplean los microorganismos para la 

estabilización de suelos y consolidación de arenas (Azadi et al., 2017; Shirakawa et al., 

2011; Stocks-Fischer et al., 1999b;Tobler et al., 2012; Whiffin et al., 2007)  

Tabla 21. Valores de referencia para calificar la consistencia de la muestra. Modificado de INV E-

152-07 (INVIAS, 2012) 

Consistencia 
del suelo 

Resistencia a la compresión 
inconfinada 

kg/cm2 kPa 

Muy blanda < 0,5 <0.25 

Blanda 0,25 ï 0,50 25-50 

Mediana 0,50 ï 1,00 50-100 

Firme 1,00 ï 2,00 100-200 

Muy firme 2,00 ï 4,00 200-400 

Dura > 4,00 >400 

 

El análisis estadístico efectuado para contrastar la resistencia a la compresión de los 15 

tratamientos (el T16 fue excluido al no haber consolidación de la columna), utilizando tanto 

CA como CM que inducen la MICP, arrojó resultados notables. La evaluación de 

normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk indicó un valor de p igual a 0.08163, sugiriendo 

que los datos no se alejaban significativamente de la normalidad. Además, el test de Barlett 

reveló una homogeneidad de varianzas con un p-valor de 0.2631 (Tabla 22). 

Posteriormente, la prueba ANOVA de una vía reveló una diferencia estadísticamente 

significativa en la resistencia a la compresión entre los tratamientos (p = 0.0132) (Figura 

16).  

Estas pruebas (Tabla 22) permitieron una comprensión más profunda de los resultados de 

la Figura 16, donde se observan notables disparidades entre los tratamientos. Entre estos, 

se destacan dos tratamientos que presentaron las mejores resistencias: el cultivo axénico 

T13 (G. arilaitensis M3C3) y el cultivo mixto T3 (R. qingshengii S1+ A. crystallopoietes 

M4C20+ P. psycrodurans S17). Estos resultados se alinean con lo observado en los 
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cultivos líquidos y el seguimiento por qPCR (Tabla 16 y Figura 13), donde la bacteria G. 

arilaitensis M3C3 demostró un mejor comportamiento de manera individual en 

comparación con su desempeño en cultivos mixtos con las otras tres cepas evaluadas 

(T4,T5, T7,T10, T11, T14) . Por otro lado, la combinación de R. qingshengii S1 + A. 

crystallopoietes M4C20 + P. psycrodurans S17 (T3) potenció el comportamiento de estas 

cepas respecto a las mismas evaluadas en cultivo axénico (T1, T9, y T15). En conjunto, 

estos resultados respaldan la influencia de los cultivos mixtos en la consolidación del 

material y la mejora de la resistencia a la compresión en comparación con los cultivos 

axénicos, aunque es importante destacar que la eficacia de los cultivos mixtos depende de 

la combinación específica de cepas. 

 

Estos resultados indican que es pertinente a futuro ampliar la investigación sobre el uso de 

cultivos mixtos para la MICP ya que este es un proceso desafiante y presenta algunas 

dificultades y retos por solucionar como: (1) ¿Cómo observar la inducción metabólica en 

el cultivo mixto? (2) ¿Qué tan reproducibles son tales inducciones? (3) ¿Cuál es el 

momento adecuado para observar la inducción? (4) ¿Son el aislamiento y la identificación 

de compuestos una tarea desafiante? (Arora et al., 2020). 

 

Tabla 22. Resultados de las pruebas estadísticas con la resistencia a la compresión de las 
columnas consolidadas microbiológicamente. 

Prueba estadística p-value Resultado 

Shapiro-Wilk 0.08163 Datos normales 

Barlett 0.2631 Si hay homogeneidad de 
varianzas 

ANOVA de una vía 0.0132  Hay diferencias entre 
tratamientos 
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Figura 16. Variación entre grupos de los tratamientos de consolidación de arenas por cultivos 

mixtos. En la figura se observan 15 de los 16 tratamientos realizados ya que en el tratamiento de 

control sin microorganismo no se obtuvo consolidación de la columna, motivo por el cual no se pudo 

realizar la prueba para este. Ver Tabla 3 para identificar tratamientos. p-Value del ANOVA realizado: 

0,0132. 

Como se mencionó previamente, el análisis de varianza de una vía exhibió una diferencia 

estadísticamente significativa (p = 0.0132) en la resistencia a la compresión entre los 

tratamientos (Tabla 22) y aporta una visión esclarecedora de las implicaciones de los 

cultivos axénicos y mixtos en la resistencia a la compresión a través de la MICP. En este 

contexto, la estratificación de los tratamientos en grupos A, AB y B permitió comprender 

más profundamente las dinámicas de la resistencia (Figura 16).  

Uno de los aspectos que vale la pena resaltar es que los tratamientos agrupados en la 

categoría A presenten resultados similares a pesar de la diferencia entre cultivos axénicos 

y mixtos T13 (G. arilaitensis M3C3) y T3 (R. qingshengii S1 + A. crystallopoietes M4C20 + 

P. psycrodurans S17), respectivamente; es relevante notar que el cultivo axénico G. 

arilaitensis M3C3 demostró un notable rendimiento en consolidación respecto a los demás 

cultivos axénicos evaluados. Esto podría indicar la presencia de interacciones negativas 

entre G. arilaitensis M3C3 y las otras tres cepas evaluadas en el cultivo mixto T3, lo que 

podría limitar su efectividad. Esta interacción negativa con los otros microorganismos 
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puede deberse a la producción de exopolisacáridos con potencial de inhibición bacteriana, 

como reportado para otras cepas del Glutamicibacter (X. Ma et al., 2021; Trilokesh et al., 

2023) . Así mismo, la consolidación superior de G. arilaitensis M3C3 en su forma axénica 

sugiere que, en ciertos casos, las interacciones mixtas pueden obstaculizar el rendimiento 

individual de las cepas.  

En contraste, el grupo AB, que comprende una variedad de tratamientos con diferentes 

cepas en mezclas, presenta una amplia gama de resultados en resistencia. Ahora bien, en 

los tratamientos agrupados en la categoría B (T12 y T14), ambos involucran la cepa A. 

crystallopoietes M4C20 en diferentes combinaciones. Esta diferencia podría ser el 

resultado de interacciones específicas entre la cepa A. crystallopoietes M4C20 y las otras 

bacterias presentes en cada uno de estos tratamientos. Además, la ausencia de 

consolidación en el grupo de control confirma que la biocementación en los tratamientos 

restantes es resultado directo de las actividades de MICP llevadas a cabo por los cultivos 

evaluados. En definitiva, estos resultados subrayan la importancia de considerar tanto las 

interacciones positivas como negativas entre las cepas bacterianas al seleccionar y 

combinar cultivos para la aplicación de la MICP en materiales de construcción. 

Con el fin de dar cumplimiento a lo propuesto metodológicamente y según los resultados 

obtenidos tanto en cultivo líquido como en la consolidación de arena, se seleccionaron los 

3 cultivos mixtos con mejores rendimientos para ser evaluados en el objetivo específico 4, 

siendo de particular interés que los tres CM seleccionados cuentan con la presencia de R. 

qingshengii S1, donde sería interesante realizar mayores estudios que permitiesen 

identificar metabolitos o exopolisacáridos producidos por este microorganismo, como los 

reportados por Li et al., (2023), que estén generando efectos positivos sobre la actividad 

MICP. De esta manera, los cultivos mixtos (ver Tabla 16 y Figura 16) seleccionados 

fueron:  

CM1: R. qingshengii S1+ G. arilaitensis M3C3 (tratamiento 6) 

CM2:  R. qingshengii S1+ A. crystallopoietes M4C20+ P. psycrodurans S17 (tratamiento 3) 

Las interacciones complejas observadas en este estudio resaltan la necesidad de entender 

más profundamente cómo las diferentes cepas interactúan y se influyen mutuamente en 

contextos más realistas. Ampliar la investigación para evaluar con mayor profundidad los 
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metabolitos, la producción de exopolisacáridos y otras interacciones entre las cepas en 

cultivos mixtos podría proporcionar una comprensión más integral de las dinámicas 

subyacentes. Además, el estudio podría extenderse a diferentes tipos de sustratos y 

condiciones ambientales, lo que permitiría una adaptación más precisa de la MICP en 

diversas aplicaciones de construcción. En última instancia, este estudio pone de relieve 

que la exploración continua de los cultivos mixtos en la MICP tiene el potencial de llevar a 

avances significativos en la mejora de la eficacia y aplicabilidad de esta biotecnología en 

la ingeniería civil. 

3.4 Conclusión 

La evaluación y selección de cultivos bacterianos ureolíticos, tanto axénicos como mixtos, 

para el potencial uso de estos en biotecnologías aplicadas a materiales cementantes es 

un paso de vital importancia pues determinará la eficacia y eficiencia del proceso. De esta 

manera, realizar pruebas tanto en cultivo líquido como evaluar el efecto de consolidación 

de arenas componen una estrategia adecuada para dicha selección pues permite la 

evaluación de la actividad ureolitíca y de consolidación, brindando información relevante 

para la selección de los mejores cultivos intentando simular y predecir la eficiencia en los 

materiales. 

En este estudio se reporta por primera vez la evaluación de cultivos mixtos ureolíticos 

empleando las bacterias de los géneros Glutamicibacter, Psycrobacillus y Rhodococcus. 

Así mismo, se describe la evaluación de la mezcla de cultivos mixtos con diferentes 

bacterias ureolitícas, donde se evidencia que según el cultivo mixto formulado se generan 

interacciones tanto positivas como negativas que repercuten en la eficacia de la MICP. De 

esta forma la bacteria G. arilaitensis M3C3 tiene mayor actividad como cultivo axénico que 

con las diferentes mezclas evaluadas, mientras que los cultivos mixtos de mezclas de las 

otras tres bacterias mejoran la actividad de las cepas axénicas en la consolidación de 

arenas, siendo este un efecto positivo particularmente aquellos que involucran la presencia 

de R. qingshengii S1. 

En este estudio se estableció una estrategia metodológica reproducible para la 

manipulación y seguimiento de los cultivos mixtos durante la MICP. Esta metodología 

abordó la evaluación inicial en cultivos líquidos donde se realizó la monitorización de las 

poblaciones bacterianas en tiempo real, la identificación de las tasas de precipitación de 
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carbonato de calcio y la producción de amonio donde posteriormente, en una segunda 

fase, se evaluó la consolidación de arenas mediante MICP utilizando tanto cultivos 

axénicos (CA) y cultivos mixtos (CM) destinados a la reparación de grietas, resaltando que 

la consolidación de las arenas no solo indica la efectividad del proceso en términos de 

estabilidad y resistencia, sino que también sirve como un indicativo crucial de la adherencia 

del material biogénico a los componentes de construcción.  

Estos estudios han demostrado que la capacidad de MICP depende de la especie 

bacteriana y que la interacción entre diferentes bacterias y factores ambientales puede 

influir en la eficacia de la precipitación de carbonato de calcio. Sin embargo, se requiere 

más investigación para comprender completamente los efectos de los consorcios o cultivos 

mixtos en la MICP y optimizar su aplicación en diferentes contextos. 
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Resumen 

En el campo de la ingeniería de materiales, el proceso de reparación de grietas en 

estructuras base de cemento ha evolucionado gracias a enfoques como la Precipitación 

de Calcita Inducida Microbiológicamente (MICP, por sus siglas en inglés). A medida que 

las estructuras envejecen o están expuestas a condiciones adversas, las grietas pueden 

surgir, comprometiendo la integridad y la durabilidad. Es en este contexto que la MICP 

emerge como una solución prometedora para enfrentar los desafíos de mantenimiento y 

reparación. Durante este bioproceso los microorganismos convierten urea y calcio en 

calcita, actuando como un "cemento biológico" que refuerza las fisuras y aumenta la 

resistencia de la estructura. Sin embargo, el éxito de la MICP depende de factores clave 

como la estrategia de aplicación, la frecuencia de adición de los agentes biológicos, el uso 

de aditivos para mejorar la adhesión o tiempos de retención del medio en las grietas, y el 

ajuste de las concentraciones de urea, calcio en el medio de cultivo. Estos aspectos 

determinan la eficiencia y velocidad de la reparación. 

Este estudio se enfocó en seleccionar la forma óptima de aplicar la bacteria ureolítica  

Glutamicibacter arilaitensis M3C3 para la reparación de grietas en materiales a base de 

cemento. Se exploraron estrategias como atomización, inyección del medio de cultivo e 

inyección con suplemento de biopolímeros para maximizar la eficacia y los resultados de 

reparación mediante tratamientos pasivos. Los hallazgos destacaron la eficiencia de la 

inclusión del biopolímero BILAC, junto con el microorganismo cada tres días. Esta 

combinación redujo a la mitad el tiempo requerido para reparar las grietas en comparación 

con otras estrategias. Además, mediante un análisis de superficie de respuesta, se 

definieron concentraciones ideales en el medio de cultivo: 50 mM de calcio, 20 g/L de urea 

y 32 g/L de biopolímero BILAC. Estos valores mejoraron el proceso de reparación de 

grietas en materiales de cemento generando una mayor resistencia a la flexión en las 

probetas reparadas. 
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4.1 Introducción 

 
En la industria de la construcción, la presencia de carbonatos es de suma importancia 

debido a su capacidad para fortalecer y consolidar estructuras, así como para mitigar la 

corrosión y mejorar la resistencia de los materiales. Tradicionalmente, la precipitación de 

carbonatos se ha logrado a través de métodos químicos y físicos, pero en los últimos años 

ha surgido un enfoque basado en la actividad microbiológica. 

 

La Precipitación de Carbonatos Inducida Microbiológicamente (MICP, por sus siglas en 

inglés) es una biotecnología que consiste en el uso de un proceso biológico muy común 

en la naturaleza (Nasser et al., 2022; Seifan & Berenjian, 2019; Song et al., 2022; Zhang 

et al., 2023) que implica el uso de microorganismos que tienen la capacidad de 

desencadenar la formación de carbonato de calcio (CaCO3) a partir de la urea presente en 

el ambiente (Iĸik et al., 2012; Kim & Youn, 2016; Krajewska, 2018; Tang et al., 2020) . Este 

proceso, conocido como ureólisis, es llevado a cabo por microorganismos como bacterias 

y hongos que producen una enzima llamada ureasa que hidroliza la urea, liberando amonio 

y bicarbonato, los cuales generan cambios en el microambiente celular generando 

reacciones con el calcio presente en el medio para formar carbonato de calcio (CaCO3) en 

forma de cristales (Stocks-Fischer et al., 1999). 

 

La utilización de la ureólisis para la precipitación de carbonatos en la industria de la 

construcción presenta varias ventajas. En primer lugar, es un proceso que busca ser 

sostenible y respetuoso con el ambiente, ya que utiliza materiales naturales y no tóxicos. 

Además, la formación de carbonato de calcio a través de la vía de la ureólisis puede ocurrir 

a temperatura ambiente y en condiciones normales de presión, lo que reduce la necesidad 

de energía y equipos especializados. Por último, el carbonato de calcio (CaCO3) generado 

como subproducto se ha considerado útil para la mejora de los materiales de construcción, 

la cementación de medios porosos, la mejora de la resistencia y la rigidez de los suelos y 

en la reparación de grietas de los materiales cementantes (Abou-Zeid et al., 2001; Achal 

et al., 2013; Bang & Ramakrishnan, 2001; Gupta et al., 2013).  

 

Sin embargo, la aplicación de esta biotecnología en la construcción y en la reparación de 

grietas en los materiales cementantes requiere estudiar diferentes estrategias de 
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aplicación, así como la optimización de medios de cultivo ya que cada proceso tiene 

requisitos nutricionales específicos, como fuentes de carbono, nitrógeno, pH óptimo, 

concentraciones de Ca2+, urea y condiciones de temperatura adecuadas para realizar el 

proceso (Liu et al., 2023; Rahman et al., 2020). Así mismo, se debe establecer la cantidad 

de inoculo y frecuencia de aplicación ya que la concentración de células microbianas a 

utilizar afecta drásticamente la concentración y supersaturación de los iones Ca2+, CO3 2ī 

y H+ (Liu et al., 2023). Además, hay una relación directa entre la hidrólisis de urea y la 

concentración de células (Ng et al., 2012). Además, las características del entorno, como 

la composición del suelo o del material de construcción, también pueden influir en la 

eficacia del proceso.  

 

Por lo tanto, es necesario llevar a cabo investigaciones y estudios para comprender mejor 

cómo mejorar el crecimiento y la actividad de los microorganismos responsables de la 

precipitación de carbonatos. Esto implica determinar las condiciones para la formación de 

carbonato de calcio en los materiales de construcción teniendo en cuenta factores como 

la concentración de urea y calcio, el uso de polímeros y la frecuencia de aplicación de los 

microorganismos para la reparación de las grietas externas. Estos estudios permitirán 

desarrollar estrategias de aplicación efectivas y adaptadas a las condiciones locales, lo 

que abrirá nuevas oportunidades para mejorar la calidad y la durabilidad de las estructuras 

construidas, por lo cual el objetivo de este estudio fue seleccionar la forma de aplicación 

cultivos microbianos para la reparación de grietas mediante tratamientos pasivos en 

materiales base cemento. 

 

4.2 Materiales y métodos 

4.2.1 Reactivos químicos 

Todos los reactivos usados fueron de grado analítico. Las soluciones stock de Ca(II) (1,27 

M) y urea (500 g/L) se prepararon usando, Ca(NO3)2.4H2O (PanReac AppliChem, 

Alemania) y urea (ChemCruz, Dallas, EE.UU.), respectivamente. Todos los medios de 

cultivo se esterilizaron en autoclave (121 °C, 15 psi durante 30 min) antes de su uso. Las 

soluciones stock de Ca(II) y urea se esterilizaron por filtraci·n con filtros de 0,22 ɛm 
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(Sartorius Biolab Products, Alemania) y se añadieron a los medios de cultivo en 

condiciones asépticas.  

El biopolímero BILAC, es un biopolímero obtenido a partir de Leuconostoc mesenteroides 

cepa IBUN 91.2.98, el cual es estable a un amplio rango de pH y esterilizable por autoclave. 

(Buitrago Hurtado et al., 2013; Flórez Guzman et al., 2018).Para los ensayos en que fue 

requerido, se adicionó al medio de cultivo antes de la esterilización por autoclave. 

Para los ensayos de actividad enzimática, los estándares de Ca(II) y NH4 (1 g/L) se 

prepararon usando estándares de calibración MERK. 

4.2.2 Microorganismos y medios de cultivo 

Para la selección de la estrategia de aplicación de los microorganismos en tratamientos 

pasivos, se utilizó el microorganismo Glutamicibacter arilaitensis M3C3 como agente 

reparador. A partir de un criovial conservado a ï80 °C, el microorganismo se reactivó en 5 

mL de TSB + urea (20 g/L) a 30 °C y 100 rpm, durante 12 h. Luego, el cultivo se centrifugó 

a 10 °C, 8500 rpm por 15 min, y se midió el pH del sobrenadante como control de la 

actividad ureasa de la bacteria. El pellet de biomasa se lavó dos veces con NaCl al 0,85% 

(V/V). El pellet se resuspendió en 50 mL de TSB suplementado con 20 g/L de urea y se 

incubó a 30 °C y 100 rpm hasta que el cultivo llegó al final de la fase exponencial con un 

OD600 de 1,7. 

Se evaluó el pH, la pureza y el crecimiento del microorganismo en cada paso de 

crecimiento. Para ello, se realizaron diluciones seriadas de una muestra de cultivo, se tomó 

0,1 mL de muestra en los tiempos deseados y se sembró sobre la superficie de agar TSA 

esparciendo con una varilla de vidrio estéril. Los cultivos se incubaron a 30 °C durante 24 

h y se realizó el recuento de UFC/mL. 

Para inducir la precipitación de carbonato de calcio por los microorganismos se utilizó el 

medio urea (20 g/L) - Ca(NO3)2 empleando las soluciones de urea y calcio descritas 

previamente en la sección 4.2.1. 



Capítulo 4 165 

 

4.2.3 Elaboración de probetas de mortero e inducción de fisuras 

La elaboración de las probetas de mortero se realizó siguiendo el procedimiento de la 

prueba para determinar la resistencia a la compresión simple del cemento Portland según 

las referencias (N-CMT-2-02-001, 2011) y (M-MMP-2-02-004-04, 2003) . Las probetas de 

mortero, de dimensiones de 16 x 4 x 4 cm, contaron con un diseño de mezcla de relación 

Cemento/ Agua = 0.5 y relación arena/cemento = 2.75. 

Las probetas fueron elaboradas realizando la mezcla descrita con arena de sílice gradada 

tamiz 20/30, agua potable y cemento Portland; una vez preparada la mezcla, esta se vertió 

en moldes previamente engrasados con desmoldante (Figura 17). Se depositó en cada 

compartimento una capa de mortero y se compactó la mezcla con un pisón 25 veces como 

indica la norma. Posteriormente, se realizaron unos pequeños golpes a los bordes de todo 

el molde para que la mezcla quedara lo más uniforme posible. Este procedimiento se repitió 

dos veces más hasta llenar los moldes. Inmediatamente después, se depositaron dentro 

de una cámara húmeda donde las probetas permanecieron en los moldes por un lapso de 

24 h, periodo después del cual se desmoldaron y se sumergieron en agua limpia donde 

permanecieron hasta cumplir los 28 días de curado. 

 

Figura 17. Moldes usados en la elaboración de probetas de mortero previamente engrasados con 
desmoldante. Dimensiones:16 x 4 x 4 cm. 

Como control de la mezcla, se realizaron cubos de mortero que fueron testeados bajo la 

prueba de la resistencia a la compresión a los 7 y 28 días respectivamente, y los valores 

fueron comparados con la (NTC 3356 CONCRETOS. MORTERO PREMEZCLADO PARA 

MAMPOSTERÍA, 2000). El cálculo de la resistencia a la compresión obtenida del grupo de 

cubos elaborados de la misma muestra y probados a la misma edad se determinó 

utilizando la siguiente expresión: 
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Ὑ
ὖÜ 

ὃ
 

en donde: 

R = Resistencia a la compresión (MPa), 

Pmáx = Carga máxima (N), 

A = Área de la sección transversal del cubo (mm2). 

Posteriormente, a las probetas previamente elaboradas se les indujeron fisuras mediante 

el protocolo de 4 puntos de flexión siguiendo las metodologías propuestas por la 

(AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS (ASTM), 2002), Lors et al. (2017) 

y Tziviloglou et al. (2016). Para esto, se utilizó una prensa universal AUTOGRAPH Table-

TOP Precision Universal Tester: Shimadzu AGX Plus 300, a una velocidad 0,5 mm/min 

hasta obtener una fisura del tamaño deseado aproximadamente 0,3 mm (delta de 0,7 mm 

de desplazamiento vertical) (Figura 18). Las probetas fueron almacenadas a temperatura 

ambiente hasta los ensayos de reparación. 

  

Figura 18. Ensayo de 4 puntos de flexión en prensa universal. La mitad de la carga se aplica en 
cada tercio de la luz. El módulo de rotura es más bajo que en el caso de la carga en el punto medio. 
En este caso se genera la tensión máxima en el tercio medio de la viga, sitio por donde se generará 
la grieta(AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS (ASTM), 2002) 
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4.2.4 Evaluación de las estrategias de seguimiento de la 
reparación de grietas mediante tratamientos pasivos 

Para el desarrollo y selección de la forma de aplicación de los cultivos microbianos en 

materiales base cemento y teniendo en cuenta los ensayos realizados previamente, se 

seleccionaron inicialmente como estrategias para el seguimiento y evaluación de la 

reparación las descritas a continuación: 

 

a) Observación directa de las fisuras y medición con fisurómetro (Figura 19). 

 

Figura 19. Fisurómetro empleado para medir las fisuras. 

 

b) Observación mediante estereoscopio Triocular (Motic serie SMZ168, máximo aumento 

utilizado:5X). 

 

c) Seguimiento al llenado de las fisuras mediante tomografías de rayos X: 

El seguimiento a la biodeposición se realizó mediante tomografía de rayos X 2D 

empleando un tomógrafo Philips Helical (Tmoscan AV) (Figura 20 A). Como 

parámetros de setup se emplearon imágenes de cortes transversales (cortes simples) 

de las probetas de mortero, una rotación del tubo de 2 s, un kilovoltaje de 120 Kv, 170 

mA, un nivel de ventana de 1200 y un ancho de ventana de 1100. La producción de 

carbonato de calcio se siguió midiendo el cambio en el área de cada grieta a través de 

las imágenes de tomografía. 

 



168 Reparación de grietas en materiales base cemento empleando cultivos 

bacterianos axénicos y mixtos 

 
Para ello, se midió una primera imagen antes de la adición de células y medios de 

cultivo (Figura 20 B), y se determinó el cambio de área o ancho de la grieta después 

de cada medición. Durante el proceso de investigación se tomaron más de 700 

tomografías. Las mediciones de cambio en el área o ancho de la grieta se realizaron 

utilizando un software comercial para el procesamiento de imágenes digitales (weasis 

3.6.1) (Tamayo-Figueroa et al., 2023). 

 

Para evitar la variabilidad durante la captura de imágenes (cortes) y en las áreas de 

medición, las probetas se marcaron con líneas de referencia para permitir las 

coordenadas de orientación. Estos se utilizaron para la programación del equipo de 

modo que las áreas transversales fueran siempre las mismas. De esta manera, las 

mediciones en el tiempo se realizaron en el mismo punto o en la misma área. 

 

 

Figura 20. A) Tomógrafo Philips Helical (Tmoscan AV) durante un análisis de cubos de mortero B) 
Imagen obtenida por tomografía de rayos-X al inicio del tratamiento con bacterias MICP; dentro del 
círculo azul se aprecia la grieta a reparar.  

 

d) Cambio en la velocidad de transmisión de pulso ultrasónico (PunditLab): 

La medición del cambio en la velocidad de transmisión de pulso ultrasónico (Punditlab-

Proceq) fue propuesta como una estrategia de seguimiento a la reparación de las grietas 

en las probetas de mortero.  

Para realizar las mediciones se siguieron las instrucciones del fabricante, en donde antes 

de cada testeo el equipo se calibra en 0 (cero) mediante el acople de los transductores a 

la varilla de calibración aplicando acoplador en ambos extremos de la varilla de calibración. 
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Todas las probetas fueron testeadas ubicándolas de manera horizontal con los 

transductores ubicados de manera directa como se observa en la Figura 21, ya que esto 

garantiza la máxima transmisión de señales entre los transductores. Para la preparación 

de las probetas previo a la lectura, se aplicó una capa delgada de acoplador a los 

transductores y a la superficie ensayada. De esta manera se realiza la lectura y se obtienen 

los valores de medición de la velocidad de pulso, medición de la longitud de recorrido y 

medición de la profundidad de grietas. 

 

 

Figura 21. Equipo para la medición del cambio en la velocidad de transmisión de pulso ultrasónico 
(Punditlab). 

 

Para determinar el índice de llenado de la grieta se evalúa la velocidad del pulso al 

atravesar las probetas para cada uno de los siguientes casos: control absoluto empleando 

unas probetas sin grietas, las probetas con las grietas iniciales y las probetas después de 

la reparación.  

Para determinar el índice de llenado se utiliza la siguiente formula: 

Ὅ
ὠὅς ὠὅρ

ὠὅς
ρzππ 

En donde,  

VC1 = velocidad que arroja el instrumento en las probetas con las grietas. 

VC2 = velocidad que arroja el instrumento en las probetas después del tratamiento. 
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e) Carga máxima a la flexión de las probetas reparadas: 

A las probetas reparadas se les realizó la prueba de resistencia a la flexión mediante el 

protocolo de 4 puntos de flexión siguiendo las metodologías propuestas por (AMERICAN 

SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS (ASTM), 2002), Lors et al. (2017) y Tziviloglou 

et al. (2016). Para esto, se utilizó una prensa universal AUTOGRAPH Table-TOP Precision 

Universal Tester: Shimadzu AGX Plus 300, a una velocidad 0,5 mm/min hasta la falla de 

la probeta. 

4.2.5 Evaluación de la adición de peróxidos 

Prueba catalasa cualitativa. Inicialmente se realizó una prueba catalasa para los 4 

microorganismos a utilizar (R. qingshengii S1, P. psycrodurans S17, G. arilaitensis M3C3 

y A. crystallopoietes M4C20) siguiendo el protocolo reportado por MacFaddin (2006). Para 

esto, a partir de un cultivo fresco (18-24 h) en medio TSA de cada una de las bacterias a 

evaluar, se tomó con el asa de siembra una colonia que fue depositada en un portaobjetos 

y posteriormente se depositaron dos gotas de peróxido de hidrógeno al 30% sobre la 

biomasa. Una prueba catalasa positiva permite la observación de la formación inmediata 

de una efervescencia rápida con desprendimiento de burbujas. 

Diseño experimental para la evaluación de peróxidos. Para realizar el diseño experimental 

se utilizó el modelo de diseño de compuesto central mediante el software design expert, 

utilizando como factores la concentración de calcio, urea y peróxido de hidrógeno (Tabla 

23) y como variables respuesta se determinó el pH, concentración de calcio disponible en 

el medio y amonio producido. 

Para realizar el seguimiento de dichos parámetros se emplearon las siguientes 

metodologías: 

¶ Detección de NH4
+: Para la detección de amonio, se utilizó la detección colorimétrica 

empleando el método nitroprusiato/salicilato (Kandeler & Gerber, 1988). Para esto, los 

cultivos de cada aislado se inocularon en medio TSB suplementado con urea 20 g/L, 

a 30 °C y 80 rpm durante 24 h. Se tomó una alícuota de cada cultivo en los tiempos a 

evaluar, se centrifugó (8500rpm durante 15 min) y filtró (0,25ɛm) para obtener el 

sobrenadante con el amonio producido por cada aislado. A cada diluci·n (150 ɛL) se 

a¶adieron 40 ɛL de Na2 EDTA 0,15 M, 160 ɛL de soluci·n de salicilato de sodio 0,50 
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M + nitroprusiato de sodio 0,02 M, 80 ɛL de hipoclorito al 0,5% en soluci·n b§sica de 

NaOH-Na2HPO4, y se llevó a un volumen total de 1 mL con agua desionizada. Las 

reacciones se incubaron a 37 °C durante 30 min y el resultado se midió por 

espectrofotometría a 670 nm. El amonio producido por cada aislado se determinó por 

interpolación en una curva de calibración realizada con un estándar de NH4
+ (Merck, 

Alemania), teniendo en cuenta la dilución de medio de cultivo que se usó para las 

muestras. 

 

¶ Detección de Ca+2: Para la detección de calcio se siguió el protocolo de crecimiento e 

incubación descrito previamente y a partir de la dilución pertinente se evaluó la 

concentración de calcio en la muestra mediante un espectrofotómetro de absorción 

atómica AAnalyst300 (Perkin Elmer), con lampara de cátodo hueco, empleando el 

método de llama y se evaluó la absorbancia a una longitud de onda de 422,7 nm. El 

calcio producido por cada aislado se determinó por interpolación en una curva de 

calibración (0,1 - 5 mg/kg) realizada con un estándar de Ca+2 (Merck, Alemania), 

teniendo en cuenta la dilución de medio de cultivo que se usó para las muestras. 

 

¶ Crecimiento celular: Las células viables (UFC/mL) se determinaron mediante recuento 

en placa por microgota (Miles et al., 1938). A partir del cultivo en el medio de cultivo 

seleccionado para el ensayo (TSB + Urea 20 g/L) ó (Urea-Ca (NO3)2) y en cada uno 

de los tiempos de muestreo se tomó una alícuota del cultivo y se realizaron diluciones 

seriadas hasta 10-8. Posteriormente, mediante el método de microgota, se inocularon 

20 µL en cajas de TSA y se incubaron a 30 °C realizando lecturas a las 24 h y 48 h. 

 

Para el primer ensayo (Tabla 23), se utilizaron 8 puntos extremos, 2 puntos axiales, 4 

puntos centrales, 4 réplicas del punto central (Tabla 24), utilizando concentraciones de 

peróxido de hidrógeno que variaron entre 1,5 ï 2,5 g/L (Dhami et al., 2017; Seifan et al., 

2017;Zhang et al., 2016), para un total de 47 unidades experimentales incluyendo tres 

controles positivos para el crecimiento microbiano que se incluyeron al modelo, los cuales 

consistían en el microorganismo + medio de cultivo sin adición de peróxido. Para la 

preparación de los ensayos se utilizó 1% de inóculo del microorganismo con OD600 de 0,4. 

Los tratamientos se mantuvieron durante 4 días sin agitación a 30 °C y se tomaron 

muestras a las 24 h y 96 h.  
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Tabla 23. Rango de valores evaluados de cada uno de los factores en los ensayos 1 y 2 con 
peróxido de hidrógeno. 

Ensayo Calcio (g/L) Urea (g/L) H2O2 (g/L) 

Primer ensayo 25-50 10-20 1,5-2,5 

Segundo ensayo 25-50 10-20 0,1-1,5 

 

Tabla 24. Puntos a evaluar en el diseño experimental de compuesto central para el primer ensayo, 
teniendo como factores la concentración de calcio, urea y peróxido de hidrógeno. 

Componente 
Punto 

extremo (-1) 
Punto axial 

(ï0,5) 
Punto central 

(0) 
Punto axial 

(0,5) 

Punto 
extremo 

(1) 

Calcio 25 31,25 37,5 43,75 50 

Urea 10 12,5 15 17,5 20 

H2O2  1,5 1,75 2 2,25 2,5 

Control: 5,9 g/L calcio, 20 g/L urea, sin adición de peróxido de hidrógeno. 

 

 

Para el segundo ensayo (Tabla 25), se empleó el mismo diseño experimental pero las 

concentraciones de peróxido de hidrógeno se variaron entre 0,1-1,5 g/L. Para la 

preparación de los ensayos se utilizó 1% de inóculo del microorganismo con OD600 de 0,4. 

Los tratamientos se mantuvieron durante 4 días sin agitación a 30 °C y se tomaron 

muestras a las 24 h y 96 h. 

 

Tabla 25. Puntos a evaluar en el diseño experimental de compuesto central para el segundo ensayo, 
teniendo como factores la concentración de calcio, urea y peróxido de hidrógeno. 

Componente 
Punto 

extremo (-1) 
Punto axial 

(ï0,5) 
Punto central 

(0) 
Punto axial 

(0,5) 

Punto 
extremo 

(1) 

Calcio 25 31,25 37,5 43,75 50 

Urea 10 12,5 15 17,5 20 

H2O2 0,1 0,45 0,8 1,15 1,5 

Control: 5,9 g/L calcio, 20 g/L urea, sin adición de peróxido de hidrógeno. 
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4.2.6 Selección de la estrategia de aplicación  

Para la selección de la estrategia de aplicación de los microorganismos en tratamientos 

pasivos se utilizó el microorganismo G. arilaitensis M3C3 como agente reparador. 

 

Las probetas de mortero previamente preparadas y fisuradas bajo la metodología 4.2.3 

fueron empleadas para evaluar tres metodologías de aplicación, en donde, para cada 

tratamiento y control se realizaron 3 réplicas (n=3). 

 

Para la obtención del microorganismo se realizó un pre-inóculo en medio TSB + 20 g/L 

urea, obteniendo un OD600 de 1,7. Este inóculo se centrifugó y resuspendió en medio Urea-

Ca(NO3)2 según lo descrito en la sección 4.2.2, para la aplicación en las probetas, el 

microorganismo fue adicionado únicamente el primer día del ensayo. 

 

A continuación, se describen los tratamientos de estrategias de aplicación evaluados: 

 

1. Medio Urea-Ca(NO3)2; Aplicación mediante atomizado 

2. Medio Urea-Ca(NO3)2; Aplicación directa sobre la fisura 

3. Medio Urea-Ca(NO3)2 + BILAC 15 g/L; Aplicación directa sobre la fisura. 

 

Como controles negativos se realizaron los mismos tratamientos sin la adición de 

microorganismo. 

 

Para todos los tratamientos se adicionaron 5 mL de medio de cultivo diariamente durante 

30 días según la estrategia de aplicación a evaluar. Las probetas fueron incubadas a 30 

°C y se monitoreo el cambio en el tamaño de la fisura mediante tomografías, el cambio en 

la velocidad del pulso ultrasónico, y mediante observación directa del tamaño (sección 

4.2.3). 

4.2.7  Determinación de la frecuencia de aplicación del agente 
biológico  

Las probetas de mortero previamente preparadas y fisuradas bajo la metodología 4.2.3 

fueron empleadas para evaluar dos frecuencias de aplicación del microorganismo, para 

cada tratamiento y control se realizaron 3 réplicas (n=3). 
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Para la obtención del microorganismo se realizó un pre-inóculo en medio TSB + 20 g/L 

urea, obteniendo un OD600 de 1,7. Este inóculo se centrifugó y resuspendió en medio Urea-

Ca(NO3)2 según lo descrito en la sección 4.2.2. Para la aplicación en las probetas se 

empleó el método de aplicación directa sobre la fisura. 

Para esta prueba se evaluaron los siguientes tratamientos: 

Tratamiento A: Aplicación de microorganismo cada 3 días + medio de cultivo + BILAC 

Tratamiento B: Aplicación de microorganismo cada 8 días + medio de cultivo + BILAC 

Tratamiento C - Control: Aplicación de medio de cultivo con BILAC 

Tratamiento D - Control: Aplicación de BILAC 

Para cada uno de los tratamientos, se aplicó 5 mL de medio de cultivo diariamente durante 

30 días y en los días en que correspondió se adiciono el microorganismo. Las probetas 

fueron incubadas a 30 °C y se monitoreo el cambio en el tamaño de la fisura mediante las 

metodologías descritas previamente (sección 4.2.3) 

4.2.8 Evaluación de los componentes del medio de cultivo para 

mejorar la MICP en la reparación de grietas pasivas 

Para realizar el diseño experimental se utilizó el modelo de diseño experimental de Box-

Behnken mediante el software R-studio cloud (Allaire, 2015), utilizando 3 factores y 3 

niveles por factor siendo los factores la concentración de calcio, urea y peróxido de 

hidrógeno (Tabla 26), y como variables respuesta se monitoreo el cambio en el tamaño de 

la fisura mediante observación directa, seguimiento con estereoscopio y resistencia a la 

flexión (sección 4.2.3) de las probetas reparadas. 

Tabla 26. Diseño experimental de Box-Behnken. 

Factor Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 

Calcio 50 100 150 

Urea 10 20 30 
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BILAC 15 25 35 

 

A partir del diseño experimental, por cada batch se realizaron 15 unidades experimentales 

y teniendo en cuenta la variabilidad de los datos observada en ensayos previos, se 

realizaron 3 batch idénticos para un total de 45 unidades experimentales. Las probetas de 

mortero previamente preparadas y fisuradas bajo la metodología 4.2.3 fueron empleadas 

para evaluar el efecto de los componentes del medio de cultivo para mejorar la MICP.  

Para la obtención del microorganismo se realizó un pre-inóculo en medio TSB + 20 g/L 

urea, obteniendo un OD600 de 1,7. Este inóculo se centrifugó y resuspendió en medio Urea-

Ca(NO3)2 según lo descrito en la sección 4.2.2. 

El ensayo se realizó empleando medio de cultivo Urea-Ca(NO3)2 + BILAC según los 

diferentes tratamientos, adicionando microorganismo cada 3 días, y aplicando 5 mL de 

medio de cultivo/día durante 15 días, Las probetas fueron incubadas a 30 °C. 

4.2.9 Análisis estadístico. 

Se utilizó el software R-studio cloud (Allaire, 2015). Para evaluar la normalidad de los datos 

se utilizó la prueba de Shapiro-Wilk, el test de Barlett para homogeneidad de varianzas, y 

un ANOVA de una vía para evidenciar si se presentan diferencias significativas entre 

tratamientos. Como test Post-Hoc, se utilizó el test de Tukey. 

Para el análisis de los datos obtenidos del diseño experimental de Box-Behnken se empleó 

el software estadístico Minitab Statistical. 

4.3 Resultados y discusión 

4.3.1 Adición de peróxidos  

El proceso de la precipitación de carbonatos inducida microbiológicamente (MICP) 

mediado por bacterias ureolitícas, además de depender de la concentración de carbono 

inorgánico disuelto, el sitio de nucleación, pH, urea, calcio y temperatura también depende 

de la presencia de oxígeno (Barton & Northup, 2011; Hammes & Verstraete, 2002; Kim et 

al., 2021; Seifan et al., 2016; Seifan Mostafa and Samani, 2017). Esto teniendo en cuenta 

que, para ser usado industrialmente al momento de la aplicación de un producto 
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biotecnológico de estas características, la cantidad CaCO3 precipitado disminuye con el 

aumento de la profundidad de la fisura pues la precipitación suele ocurrir en las áreas 

superficiales de la estructura o grieta (Seifan et al., 2017; Tan et al., 2023). Por lo tanto, se 

requieren estudios para abordar la limitante del oxígeno al momento de emplear un 

microorganismo nuevo en este proceso. 

 

Para superar esta limitación, los peróxidos pueden emplearse como donantes de oxígeno. 

Al agregar peróxido de hidrógeno (H2O2) al medio de cultivo, se produce la descomposición 

del peróxido en agua (H2O) y oxígeno molecular (O2) que puede ser utilizado por las 

bacterias para sus procesos metabólicos aeróbicos, permitiéndoles continuar con los 

procesos metabólicos incluso en condiciones de baja concentración de oxígeno disuelto 

(Huling et al., 1991; Pardieck et al., 1992; Zhou et al., 2023). 

 

Este enfoque de adición controlada de peróxidos ha sido empleado para aplicaciones de 

biorremediación, como la biodegradación de contaminantes del agua subterránea (Vogt et 

al., 2004) y de suelos contaminados (Tsai et al., 2009). Por lo tanto, se considera que el 

uso de compuestos que liberan oxígeno puede ser una solución para abordar la escasez 

de oxígeno en las partes más profundas de las estructuras de concreto y mortero. De esta 

manera, algunos estudios realizados con bacterias ureolitícas del género Bacillus han 

reportado que la presencia de compuestos que liberan oxígeno resultó en un aumento del 

22,5% en la precipitación de CaCO3 así como en un pH más alto  (Seifan et al., 2017). 

 

Teniendo en cuenta esto, para seleccionar la forma de aplicación de los cultivos 

microbianos en los materiales base cemento, se planteó de manera inicial evaluar el efecto 

de la adición de peróxidos en el medio de cultivo con el fin de mejorar la disponibilidad de 

oxígeno disuelto en las condiciones limitantes de este elemento. Inicialmente, se realizó 

una prueba catalasa para los 4 microorganismos a utilizar (R. qingshengii S1, P. 

psycrodurans S17, G. arilaitensis M3C3 y A. crystallopoietes M4C20) siguiendo el 

protocolo reportado por (MacFaddin, 2003), donde los resultados fueron positivos para 

todos los microorganismos evaluados, lo que indica que estos cuentan con la enzima 

catalasa, la cual descompone el peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno protegiendo a 

la célula al degradar el peróxido de hidrógeno. Esto es un indicativo de que los 
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microorganismos pueden resistir ciertas concentraciones de peróxido de hidrógeno sin 

llegar a ser tóxico para las células (Barreiro et al., 2023). 

 

Posteriormente, se realizó el primer ensayo basado en el diseño experimental de 

compuesto central (Tabla 24), donde se variaron concentraciones de peróxido de 

hidrógeno entre 1,5 ï 2,5 g/L. Como resultado, no se observó producción significativa de 

amonio, alcalinización del medio, ni precipitación del calcio en los tratamientos con adición 

de peróxido, mientras que en el control donde no se adicionó peróxido, el pH se elevó 

alrededor de 9 y se presentó precipitación cercana al 50% del calcio en las primeras 24 h 

de cultivo.  

Situación que indica que a estas concentraciones los peróxidos pueden estar generando 

efectos tóxicos para las células debido a su capacidad para generar especies reactivas de 

oxígeno (ROS) de manera intracelular, pues mantener la concentración de oxígeno 

disuelto por encima de su nivel crítico es tóxico para los microorganismos (Kazzaz et al., 

1996), y en consecuencia la precipitación de CaCO3 inducida por bacterias se ve afectada, 

como ocurrió en estos ensayos. Estas especies reactivas son moléculas altamente 

oxidantes que dañan componentes celulares críticos, como proteínas, lípidos y ácidos 

nucleicos y que en condiciones de estrés oxidativo puede sobrepasar la capacidad de 

estas enzimas protectoras como la catalasa y peroxidasa, lo que resulta en daño celular 

significativo y puede llevar a la muerte bacteriana.  

 

Debido a esto, se desarrolló un segundo ensayo (Tabla 25) donde las concentraciones de 

peróxido de hidrógeno fueron disminuidas y variaron entre 0,1-1,5 g/L. Como resultado se 

observó un comportamiento similar al ensayo 1, donde el control sin adición de peróxido 

alcalinizó el medio de cultivo mientras que los tratamientos con adición de peróxidos no, 

motivo por el cual no se consideró la adición de peróxidos en ensayos posteriores ya que 

estos bajo las condiciones evaluadas resultaron perjudiciales para las células, 

posiblemente por generación de estrés oxidativo y daño celular en lugar de brindar 

beneficios. 

 

Sin embargo, a pesar de la disminución del oxígeno disponible en las grietas, el proceso 

de MICP se lleva a cabo generando la biocementación y reparación del material. Situación 

que puede explicarse debido a que según reportes de literatura, se ha observado en 

estudios con diferentes cepas de B. sphaericus y Sporosarcina pasteurii que el oxígeno no 
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es estrictamente necesario para la descomposición enzimática de la urea (Jain & Arnepalli, 

2019; Jiang et al., 2016; Mitchell et al., 2019a). Se ha demostrado mediante la comparación 

de la cinética de experimentos aeróbicos y anaeróbicos que las tasas de ureólisis para S. 

pasteurii están en el mismo orden de magnitud, lo que sugiere que los ambientes libres de 

oxígeno no impactaron significativamente la tasa inicial de ureólisis o precipitación de 

CaCO3 ya que teniendo bajas concentraciones de oxígeno y otros aceptores de electrones 

se alcalinizó el medio a un pH>9 (Jain & Arnepalli, 2019; Jiang et al., 2016; Mitchell et al., 

2019b; Wang et al., 2017). 

 

Sin embargo, si se presenta una limitación en el crecimiento celular donde se puede ver 

afectada la MICP debido a los sitios de nucleación brindados por la biomasa y la actividad 

asociada a la cantidad de células/mL  (Jain & Arnepalli, 2019; Mitchell et al., 2019b; Wang 

et al., 2017). 

 

Por lo tanto, para futuros estudios es pertinente evaluar otras estrategias de optimizar las 

condiciones de adición de peróxidos realizando modificaciones al método empleado, pues 

inicialmente se tenía contemplado la adición de los peróxidos en forma de tabletas de 

CaO2, ZnO2, y MgO2 , sin embargo no fue posible la compra de los reactivos en el tiempo 

estimado. Adicionalmente, se propone con el uso de las tabletas controlar cuidadosamente 

la concentración del peróxido liberado para garantizar un resultado exitoso y seguro en los 

procesos de MICP. 

4.3.2 Estrategia de aplicación y frecuencia de aplicación del 
agente biológico 

Tradicionalmente las estrategias para la evaluación de la reparación de grietas a nivel de 

laboratorio en materiales cementantes, se ha basado en la adición del agente biológico al 

medio de cultivo. Posteriormente, los bloques o grietas son sumergidos directamente en 

esta mezcla permitiendo evidenciar una reparación de la grieta después de los tiempos de 

incubación (De Muynck et al., 2008; Montaño-Salazar et al., 2018; Rodríguez-Navarro et 

al., 2003; Tiano et al., 2006; Tziviloglou et al., 2016) .  
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Sin embargo, a la hora de pensar en escalar a nivel industrial este proceso, se hace 

necesario seleccionar la estrategia de aplicación que permita no solo que el medio de 

cultivo junto con la bacteria penetre en la grieta, sino que haya un tiempo de retención más 

prolongado de manera tal que se pueda realizar la precipitación y adherencia, pues se ha 

observado que en las etapas iniciales de la reparación se tiene un bajo tiempo de retención 

en la grieta debido a la permeabilidad del material. Debido a esto, en el presente estudio 

se evaluaron tres estrategias de aplicación del microorganismo junto con el medio de 

cultivo: 1) la primera por atomización (Le Métayer-Levrel et al., 1999), 2) la segunda 

mediante aplicación directa sobre la grieta y 3) la tercera por aplicación directa 

suplementando el medio de cultivo con un biopolímero a base de dextrano (BILAC) para 

que este funcionase como agente viscosante. 

 

Durante el proceso de reparación se empleó tomografía de rayos X 2D (Figura 22) 

(Tamayo-Figueroa et al., 2023), visualización mediante estereoscopio (Figura 23) y 

seguimiento a la velocidad de pulso ultrasónico, como estrategias para realizar un 

seguimiento no destructivo a los tratamientos antes de la prueba de resistencia a la flexión.  

 

El ensayo por pulso ultrasónico (PunditLab) no permitió seguir la reparación de las grietas 

debido a que el principio de este método es que las ondas ultrasónicas se propagan a 

través de un material y su velocidad de transmisión depende de la composición, densidad 

y la existencia de discontinuidades, como las grietas. Al comparar el tiempo de viaje de la 

onda ultrasónica entre dos puntos del material, se puede calcular la velocidad de 

propagación y determinar la presencia y extensión de grietas. Sin embargo, a nivel 

experimental se generó una alta variabilidad en las diferentes réplicas, esto debido a la 

humedad de las probetas, que puede afectar la velocidad de propagación de las ondas 

ultrasónicas, ya que puede modificar las propiedades del material, especialmente en el 

caso de morteros y cementos que son porosos y pueden absorber agua. Particularmente 

en aquellas con adición de BILAC tuvieron mayor variabilidad probablemente porque los 

polímeros pueden tener diferentes propiedades acústicas que los componentes 

tradicionales del mortero o cemento, así como pueden formar una capa superficial que 

afecta la interacción de las ondas ultrasónicas con el material, lo que puede conducir a 

mediciones inexactas. 
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Empleando las otras dos estrategias de seguimiento no destructivo, fue posible observar 

que, de manera general, en los tratamientos de aplicación directa y directa+BILAC se 

evidenciaron cambios en el tamaño de la grieta al finalizar el tratamiento (Figura 22 C-D y 

E-F, respectivamente), mientras que en la aplicación por atomización los cambios en el 

tamaño y formación de cristales no fueron claramente evidenciados (Figura 22 B y Figura 

23 A) debido a que mediante esta estrategia de aplicación el medio y la bacteria no 

penetraron en toda la grieta lo que ocasionó que la mayoría del precipitado se generara en 

la superficie de la probeta de mortero Figura 23 A y Anexo E. 1 . Adicionalmente, en el 

seguimiento visual de las grietas en el tratamiento de aplicación directa+BILAC se 

evidencia que hay generación de cristales de carbonato de calcio bioprecipitados sobre la 

grieta (Figura 23 C) que se encuentran inmersos dentro una matriz del polímero con medio 

de cultivo. 

 

 
 

Figura 22. Imágenes tomográficas del seguimiento a la reparación empleando la bacteria G. 
arilaitensis M3C3, durante tres estrategias de aplicación: atomizado, directo y directo+BILAC. Las 
letras A, C, E corresponden a los tiempos iniciales antes del tratamiento con el agente biológico y 
las letras B, D, F corresponden a los tiempos finales (30 días) de tratamiento con el agente biológico. 
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Figura 23. Imágenes estereoscópicas (aumento 3X) de cada uno de los tratamientos de 
aplicación a los 30 días de tratamiento con la bacteria G. arilaitensis M3C3. 

 

Una vez realizada la prueba de resistencia a la flexión de las probetas reparadas 

microbiológicamente y realizado el análisis estadístico, se evidenció que hubo diferencias 

significativas entre los dos tratamientos empleados y el tratamiento con adición del 

biopolímero BILAC (Figura 24). El BILAC es un biopolímero bacteriano flexible de dextrano 

producido por Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN91298 que tiene propiedades 

emulsionantes y que disminuye la permeabilidad en medio acuoso (Gross & Scholz, 2001; 

Orts et al., 2007a).  

 

Los biopolímeros son sustancias biodegradables que pueden ser generados como 

producto del metabolismo microbiano (p. ej., goma xantana, goma gellan) (Chang et al., 

2016b; Jamshidian et al., 2010). Estudios recientes han demostrado que estos compuestos 

pueden ser usados en suelos para controlar la permeabilidad (Cabalar & Canakci, 2011; 

Chang et al., 2016a; Chang & Cho, 2019; Khachatoorian et al., 2003) y reducir la 

erosión(Gross & Scholz, 2001;Kwon et al., 2020). Puntualmente, en actividades 

relacionadas a la MICP el uso de este tipo de materiales biológicos ha sido reportado para 

reducir la permeabilidad e incrementar la resistencia a la erosión en suelos (Bryant & 

Burchfield, 1989; Cabalar & Canakci, 2011; Chang et al., 2020; Chang & Cho, 2019; Ham 

et al., 2018; Kwon & Ajo-Franklin, 2013; Pini et al., 1994). Estas propiedades se atribuyen 

a la combinación de los efectos de precipitación y cementación del carbonato de calcio en 

los poros de la arena y el hinchamiento de los biopolímeros-hidrogeles en condiciones 

saturadas. 
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Para nuestro conocimiento, este es el primer reporte del uso de un biopolímero de dextrano 

para la reparación de grietas en materiales cementantes mediante la MICP. Atribuimos la 

eficacia del tratamiento con adición del biopolímero respecto a los tratamientos evaluados 

a que este sirve como matriz de protección para los microorganismos (van Hijum et al., 

2006) y a que, debido a su viscosidad, permite aumentar el tiempo de retención en la grieta. 

Teniendo esto en cuenta, se seleccionó el tratamiento de aplicación directa con adición de 

BILAC para los posteriores ensayos.  

 

.  

Figura 24. Diferencia en la carga máxima de resistencia a la flexión entre tratamientos de aplicación 
en probetas de mortero reparadas mediante tratamiento biológico con G. arilaitensis M3C3. BI: 
medio de cultivo + microorganismo + BILAC mediante aplicación directa; DI: medio de cultivo + 
microorganismo mediante aplicación directa; A: medio de cultivo + microorganismo mediante 
aplicación por atomización. 

Una vez definida la estrategia de aplicación, se realizó una prueba para evaluar el efecto 

de diferentes frecuencias de aplicación del microorganismo G. arilaitensis M3C3. Para esta 

prueba se evaluaron los siguientes tratamientos: 

Tratamiento A: Aplicación de microorganismo cada 3 días + medio de cultivo + BILAC 

Tratamiento B: Aplicación de microorganismo cada 8 días + medio de cultivo + BILAC 

Tratamiento C: Aplicación de medio de cultivo con BILAC sin adición de microorganismos 

Tratamiento D: Aplicación de BILAC sin adición de microorganismos 
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Como se observa en la Figura 24, en los tratamientos con adición de microorganismo 

(Figura 25.A y 25.B) la grieta disminuye llegando a llenarse casi en su totalidad a los 28 

días de tratamiento, mientras que en los tratamientos con solo adición de medio de cultivo 

no se observa dicho efecto (Figura 25.C y D); Sin embargo, sí es posible evidenciar que 

el BILAC genera un ligero efecto de llenado sobre la grieta. En la Figura 26, se observa 

una imagen estereoscópica de la evolución del llenado de una grieta del tratamiento A 

donde la aplicación frecuente del microorganismo permite evidenciar el llenado parcial de 

la grieta, lo que ocurre debido a que como se mencionó previamente, uno de los factores 

clave para el adecuado resultado de uso de MICP radica en la biomasa bacteriana que 

brinda puntos de nucleación a la formación de cristales permitiendo junto con 

exopolisacáridos y otros componentes celulares una mayor formación de cristales 

(Braissant et al., 2007; Ercole et al., 2007; H. J. Kim et al., 2017; Li et al., 2023). Así mismo, 

al tener mayor cantidad de biomasa, la degradación de la urea y alcalinización serán 

procesos que se realizarán en menor tiempo haciendo más eficiente el proceso (Al Qabany 

et al., 2012; Liu et al., 2023; Ma et al., 2020; Zhang et al., 2023). 

Teniendo en cuenta que el BILAC y el medio de cultivo inducen precipitación y llenado de 

las grietas es necesario analizar si hay diferencias al adicionar el microorganismo con las 

diferentes frecuencias de aplicación. Para esto, se emplearon los datos obtenidos de la 

prueba a la resistencia a la flexión de las probetas reparadas como indicativo de la 

reparación, pues se espera que incremente la resistencia a la compresión en las probetas 

con mayores tasas de reparación. Los resultados obtenidos se muestran en la  

Tabla 27, donde se evidencia que hay diferencias significativas entre tratamientos. 

Como test Post-Hoc, se utilizó el test de Tukey obteniendo los resultados de la Tabla 28, 

donde se relaciona que hay diferencias significativas entre el tratamiento A y todos los 

demás, coincidiendo con el análisis realizado de las Figura 25 y Figura 27. Debido a estos 

resultados, se determinó que para la reparación de grietas de materiales base cemento 

mediante tratamientos pasivos se utilizará el medio Urea-Ca(NO3)2 suplementado con 

BILAC y se adicionará biomasa microbiana cada 3 días.  
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Figura 25. Fotografías del tiempo inicial y final de una probeta de cada uno de los tratamientos (T) 
evaluados magnificación de 3X. A (TA): Medio de cultivo + BILAC y aplicación del microorganismo 
cada 3 días; B (TB): Medio de cultivo + BILAC y aplicación del microorganismo cada 8 días; C (TC): 
Medio de cultivo + BILAC; D (TD): BILAC. 
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Figura 26. Imagen estereoscópica de una sección de una grieta del tratamiento A en los tiempos 
inicial y final. Aumento 4x.  

 

Tabla 27. Resultados de las pruebas estadísticas con la carga máxima de la resistencia a la 
flexión de probetas reparadas mediante tratamientos pasivos. 

Prueba estadística p-value Resultado 

Shapiro-Wilk 
0,9171 Datos normales 

Barlett 
0,6802 Si hay homogeneidad de 

varianzas 

ANOVA de una vía 
0,0302 Hay diferencias entre 

tratamientos 

 

Tabla 28. Test de Tukey para determinar diferencias entre medias de los tratamientos de 
frecuencia de aplicación del microorganismo. 

Tratamiento P adj 

B-A 0,00129989 

C-A 0,0020481 

D-A 0,0020252 

C-B 0,4121351 

D-B 0,5528679 

D-C 0,9844059 
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Figura 27. Diferencia en la carga máxima de resistencia a la flexión entre tratamientos de aplicación 
en probetas de mortero reparadas mediante tratamiento biológico con G. arilaitensis M3C3. A: 
Medio de cultivo + BILAC y aplicación del microorganismo cada 3 días; B. Medio de cultivo + BILAC 
y aplicación del microorganismo cada 8 días; C. Medio de cultivo + BILAC; D. BILAC. 

4.3.3 Componentes del medio de cultivo para mejorar la MICP en 

la reparación pasiva de grietas 

La concentración de urea en el medio de cultivo es un factor crítico que afecta la eficiencia 

de la precipitación de carbonatos (Iĸik et al., 2012; Yi et al., 2021). La urea es el sustrato 

principal utilizado por los microorganismos ureolíticos para llevar a cabo la ureólisis y 

producir los iones amonio y bicarbonato necesarios para la formación de carbonato de 

calcio (Dhami et al., 2013; Ng et al., 2012). Sin embargo, una concentración excesivamente 

alta de urea puede ser perjudicial para los microorganismos, mientras que una 

concentración insuficiente puede limitar su actividad y la cantidad de carbonato de calcio 

formado. Del mismo modo, el calcio es el reactivo principal que se combina con los iones 

amonio y bicarbonato generados durante la ureólisis para formar carbonato de calcio. Una 

concentración adecuada de calcio favorece la formación de carbonato de calcio, mientras 

que una concentración insuficiente limitará su precipitación (Akoĵuz et al., 2019; Al Qabany 

et al., 2012; Erdmann & Strieth, 2022; Liendo et al., 2022; Tang et al., 2020; Y. Zhang et 

al., 2014). 

 

Según lo anteriormente descrito, se tuvo en cuenta para los ensayos de composición del 

medio de cultivo variables como las concentraciones de urea, de calcio y del biopolímero 

BILAC. Al realizar el análisis estadístico del mismo (Anexo E. 1), se determinó que las 

variables del calcio agregado, así como del biopolímero, sí afectaban positivamente la 
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resistencia a la flexión de las probetas reparadas (Figura 28). Se observó que en los 

puntos medios del modelo y a mayor concentración de biopolímero se genera una mayor 

resistencia a la flexión (Figura 28), esto probablemente debido a que estas sustancias 

pueden actuar como agentes estabilizadores y modificadores del flujo, ayudando a 

controlar la dispersión y la adhesión de los microorganismos y los productos de la ureólisis 

en el entorno de construcción. Además, pueden mejorar la eficiencia y la uniformidad de 

la precipitación, asegurando una distribución más homogénea del carbonato de calcio en 

el material de construcción (Díaz-Montes, 2021; Gross & Scholz, 2001; Orts et al., 2007b; 

van Hijum et al., 2006). Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados obtenidos del 

modelo Box-Behnken para los posteriores ensayos se seleccionaron las siguientes 

concentraciones: calcio 50 mM, Urea 20 g/L y biopolímero BILAC 32 g/L. 

 

Figura 28. Gráfica de contorno del diseño experimental Box-Behnken. Datos obtenidos de la prueba 
de carga máxima mediante la flexión de probetas reparadas empleando G. arilaitensis M3C3 como 
agente reparador. 
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4.4 Conclusión 

Dentro de los factores determinantes para un posible escalamiento y aplicación de la 

precipitación de carbonatos inducida microbiológicamente en la industria de la 

construcción se deben tener en cuenta parámetros como la estrategia de aplicación, la 

frecuencia de aplicación y composición del medio de cultivo. Parámetros que variaran 

según los microorganismos y condiciones a trabajar, pues la frecuencia de aplicación 

dependerá de la tasa de crecimiento de los microorganismos, la velocidad de consumo de 

los sustratos y la duración necesaria para alcanzar los objetivos deseados.  

 

En este estudio se reporta, hasta donde sabemos, por primera vez el uso de un biopolímero 

a base de dextrano ï BILAC ï para la reparación de grietas pasivas a través de la MICP, 

así como la estrategia de aplicación del mismo, donde la mezcla del polímero + G. 

arilaitensis M3C3 + medio de precipitación Urea-Ca(NO3)2  presenta reparación de grietas 

de 0,3 mm +/- 0,05 en menos de 15 días bajo condiciones controladas. Así mismo, se 

reporta que, bajo las condiciones evaluadas, factores como concentración de calcio y 

cantidad de biopolímero afectan el proceso siendo benéfico una mayor concentración del 

último. Por lo cual se ratifica que un enfoque integral y adaptado a cada contexto específico 

permitirá aprovechar al máximo los beneficios de esta técnica. 
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Resumen 

En ingeniería civil la búsqueda de soluciones innovadoras para garantizar la durabilidad y 

seguridad a largo plazo de las estructuras es crucial. Una variedad de opciones en el 

mercado busca abordar el mantenimiento y reparación de grietas, tales como resinas 

epóxicas, acrílicos, siloxanos y cementos hidráulicos. Estos productos ofrecen soluciones 

rápidas para reparaciones urgentes, aspirando a proporcionar adhesión, durabilidad y 

compatibilidad con el material. Sin embargo, persisten desafíos como la compatibilidad 

insatisfactoria con la matriz entre otras, obstaculizando la plena eficacia de estos 

compuestos. En este contexto, la Precipitación de Carbonatos Inducida 

Microbiológicamente (MICP) ha surgido como una alternativa donde investigaciones 

anteriores han demostrado que los minerales precipitados son compatibles y efectivos en 

la reparación de grietas mediante cultivos axénicos. Sin embargo, la evaluación de cultivos 

mixtos y su eficiencia en la reparación de grietas, en comparación con tratamientos 

comerciales, ha sido limitada. Por tanto, el objetivo de este estudio fue comparar la eficacia 

de la reparación de grietas utilizando distintos enfoques: cuatro cultivos axénicos, dos 

cultivos mixtos y dos tratamientos comerciales, específicamente resina epóxica y material 

cementicio. Mediante pruebas en probetas de mortero fisuradas previamente se evaluó 

durante 15 días el cambio visual en las grietas y su resistencia a carga máxima mediante 

flexión, indicadores de la efectividad de la reparación. Los resultados revelaron 

conclusiones significativas: un cultivo axénico, Glutamicibacter arilaitensis M3C3, 

demostró ser el tratamiento más efectivo, seguido de cerca por el cultivo mixto A. 

crystallopoietes M4C20 + R. qingshengii S1 + P. psycrodurans S17. Los tratamientos 

biológicos superaron en eficacia a las soluciones comerciales, las cuales presentaron 

resistencias a cargas máximas inferiores en comparación con los diversos tratamientos 

biológicos evaluados demostrado la relevancia de la MICP empleando bacterias ureolíticas 

como solución viable en la reparación de grietas en materiales base cemento en ingeniería 

civil. Además, la comparación con tratamientos comerciales enfatiza la superioridad de las 

estrategias biológicas en términos de eficacia.  
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5.1 Introducción 

La ingeniería civil y la conservación de patrimonio histórico han enfrentado desafíos 

significativos en la preservación y restauración de edificaciones y monumentos a lo largo 

del tiempo. Entre estos desafíos, las grietas externas en estructuras construidas con 

materiales base cemento han demostrado ser un problema recurrente, comprometiendo la 

integridad y la estética de estas obras (American Concrete Institute (ACI), 2006; Leonhardt, 

1988; Otieno et al., 2010; Safiuddin et al., 2018; ter Heide & Schlangen, 2007). En este 

contexto, la Precipitación de Carbonato de Calcio Inducida Microbiológicamente (MICP) ha 

surgido como una estrategia biotecnológica prometedora para abordar estos problemas. 

En esta, al emplear bacterias ureolitícas, capaces de precipitar carbonato de calcio a partir 

de la degradación de la urea y calcio presente en el microambiente celular, se ofrece la 

posibilidad de reparar y fortalecer materiales cementicios al fomentar la formación de 

nuevos minerales compatibles con las estructuras (Liang et al., 2022; Nasser et al., 2022; 

Zhang et al., 2023).  

Tradicionalmente, en la búsqueda del desarrollo e implementación de esta biotecnología 

para su aplicación en la ingeniería civil, los cultivos axénicos (formados por una sola 

especie bacteriana) han sido amplio objeto de estudio (Bibi et al., 2018; Krishnapriya et al., 

2015; Montaño-Salazar et al., 2018; Sarkar & Suthindhiran, 2020; Susilowati et al., 2021). 

Sin embargo, la exploración y selección de microorganismos para el establecimiento de 

cultivos mixtos ureolíticos desempeña un papel importante en la búsqueda de soluciones 

más efectivas para la reparación de grietas en materiales base cemento, pues la diversidad 

bacteriana ofrece un vasto repertorio de capacidades y adaptaciones metabólicas, lo que 

sugiere que la combinación estratégica de diferentes cepas podría potenciar la eficiencia 

de la mineralización y, por ende, mejorar la integridad de las estructuras afectadas 

(Harnpicharnchai et al., 2022; Nai & Meyer, 2018). En este contexto, la identificación y 

evaluación de nuevas cepas bacterianas para su inclusión en cultivos mixtos se erige como 

un componente fundamental de esta investigación, ya que ofrece la oportunidad de 

explorar y seleccionar microorganismos para el establecimiento de cultivos mixtos 

ureolíticos donde se buscan soluciones más efectivas para la reparación de grietas en 

materiales base cemento.  

Así mismo, en la actualidad, la reparación de grietas en materiales base cemento se 

aborda a través de diversos productos comerciales. Entre ellos, encontramos los 
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cementantes hidráulicos de fraguado rápido y las resinas epóxicas que se destacan como 

soluciones comunes. Dichos cementantes hidráulicos, al fraguar rápidamente y ganar 

resistencia temprana, son eficaces en reparaciones urgentes. Por otro lado, los selladores 

epóxicos ofrecen una alta adhesión y durabilidad. Sin embargo, estos tipos de productos 

comerciales tienen desventajas en función de su tipo, como lo son su baja resistencia al 

clima, sensibilidad a la humedad, baja resistencia al calor, limitada adherencia con el 

concreto, vida útil corta, dificultad de removerlos una vez pierdan sus efectos de protección, 

baja hidrofobicidad, son susceptibles a la degradación y muchos de ellos son tóxicos y 

clasificados como cancerígenos, el cual es el caso del Sakrete crack filler® que es un 

polímero de sílice. Así mismo, pueden presentar una limitada penetración en grietas finas 

requiriendo en algunos casos mayor afectación a la estructura para poder realizar la 

reparación (Hansson et al., 1998; Litina et al., 2021; Pan et al., 2017).  

En vista de las limitaciones y ventajas de las técnicas convencionales y productos 

comerciales en la reparación de grietas en materiales base cemento, este capítulo se 

propone comparar y contrastar la efectividad de los cultivos axénicos, los cultivos mixtos 

derivados de estos y los productos comerciales actuales en la reparación de grietas en 

materiales base cemento, buscando brindar una base sólida para la selección de 

estrategias de reparación más eficaces y sostenibles. 

 

5.2 Materiales y métodos 

5.2.1 Reactivos químicos 

Todos los reactivos usados fueron de grado analítico. Las soluciones stock de Ca(II) (1,27 

M) y urea (500 g/L) se prepararon usando, Ca(NO3)2.4H2O (PanReac AppliChem, 

Alemania) y urea (ChemCruz, Dallas, EE.UU.), respectivamente. Todos los medios de 

cultivo se esterilizaron en autoclave (121 °C, 15 psi durante 30 min) antes de su uso. Las 

soluciones stock de Ca(II) y urea se esterilizaron por filtraci·n con filtros de 0,22 ɛm 

(Sartorius Biolab Products, Alemania) y se añadieron a los medios de cultivo en 

condiciones asépticas.  
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El biopolímero BILAC, es un biopolímero obtenido a partir de Leuconostoc mesenteroides 

cepa IBUN 91.2.98, el cual es estable a un amplio rango de pH y esterilizable por autoclave. 

Se adicionó al medio de cultivo antes de la esterilización por autoclave. 

5.2.2 Elaboración de probetas de mortero e inducción de fisuras 

La elaboración de las probetas de mortero se realizó siguiendo el procedimiento de la 

prueba para determinar la resistencia a la flexión simple del cemento Portland según las 

referencias (N-CMT-2-02-001, 2011) y (M-MMP-2-02-004-04, 2003). Las probetas 

correspondieron a viguetas de mortero, de dimensiones de 16 x 4 x 4 cm, contaron con un 

diseño de mezcla de relación agua/cemento = 1 y relación arena/cemento = 2,75. 

Las probetas fueron elaboradas realizando la mezcla descrita con arena de sílice gradada 

tamiz 20/30, agua potable y cemento Portland; una vez preparada la mezcla, esta se vertió 

en moldes previamente engrasados con desmoldante (Figura 17). Se depositó en cada 

compartimento una capa de mortero y se compactó la mezcla con un pisón 25 veces como 

indica la norma. Posteriormente, se realizaron unos pequeños golpes a los bordes de todo 

el molde para que la mezcla quedara lo más uniforme posible. Este procedimiento se repitió 

dos veces más hasta llenar los moldes. Inmediatamente después, se depositaron dentro 

de una cámara húmeda donde las probetas permanecieron en los moldes por un lapso de 

24 h, periodo después del cual se desmoldaron y se sumergieron en agua limpia donde 

permanecieron hasta cumplir los 28 días de curado. 

Como control de la mezcla, se realizaron cubos de mortero que fueron ensayados para 

determinar su resistencia a la compresión a los 7 y 28 días y los valores fueron comparados 

con la NTC 3356 (CONCRETOS. MORTERO PREMEZCLADO PARA MAMPOSTERÍA, 

2000). El cálculo de la resistencia a la compresión obtenida del grupo de cubos elaborados 

de la misma muestra y probados a la misma edad se determinó utilizando la siguiente 

expresión: 

Ὑ
ὖÜ 

ὃ
 

en donde: 

R = Resistencia a la compresión (MPa), 
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Pmáx = Carga máxima (N), 

A = Área de la sección transversal del cubo (mm2). 

Posteriormente, a las probetas previamente elaboradas se les indujeron fisuras mediante 

el protocolo de 4 puntos de flexión siguiendo las metodologías propuestas por la 

AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS (ASTM) (2002), Lors et al. (2017) 

y Tziviloglou et al. (2016). Para esto, se utilizó una prensa universal AUTOGRAPH Table-

TOP Precision Universal Tester: Shimadzu AGX Plus 300, a una velocidad 0,5 mm/min 

hasta obtener una fisura del tamaño deseado aproximadamente 0,3 mm (delta de 0,7 mm 

de desplazamiento) (Figura 18). Las probetas fueron almacenadas a temperatura 

ambiente hasta los ensayos de reparación. 

  

5.2.3 Cultivos axénicos, cultivos mixtos, medio de cultivo y 
productos comerciales 

Microorganismos utilizados: como cultivos bacterianos axénicos se utilizaron las bacterias 

del cepario MICP-materiales base cemento del grupo de investigación GERMINA 

seleccionadas previamente (Capítulo 2) correspondientes a Rhodococcus qingshengii S1, 

Psychrobacillus psycrodurans S17, Glutamicibacter arilaitensis M3C3 y Arthrobacter 

crystallopoietes M4C20, debido a su capacidad de precipitación de calcita y producción de 

amonio a partir de urea.  

Para los diferentes ensayos, a partir de un criovial conservado a ï80 °C, cada 

microorganismo se reactivó en 5 mL de TSB + urea (20 g/L) a 30 °C y 100 rpm durante 12 

h. Luego, el cultivo se centrifugó a 10 °C, 8500 rpm por 15 min y se midió el pH del 

sobrenadante como control de la actividad ureasa de la bacteria. El pellet de biomasa se 

lavó dos veces con NaCl al 0,85% (V/V). El pellet se resuspendió en 50 mL de TSB 

suplementado con 20 g/L de urea y se incubó a 30 °C y 100 rpm hasta que el cultivo llegó 

al final de la fase exponencial (este tiempo de incubación varió entre cepas); en el caso de 

requerir mayor volumen de inoculo, se realizó un escalamiento adicional siguiendo el 

mismo procedimiento y manteniendo la relación de pre-inoculo del 10% (v/v). Se evaluó el 

pH, la pureza y el crecimiento del microorganismo en cada paso. Para ello, se realizaron 

diluciones seriadas de una muestra de cultivo, se tomó 0,1 mL de muestra en los tiempos 
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deseados y sobre la superficie de agar TSA se homogenizó con una varilla de vidrio estéril. 

Los cultivos se incubaron a 30 °C durante 24 h y se realizó el recuento de UFC/mL (Miles 

et al., 1938)(Miles et al., 1938)(Miles et al., 1938); en todos los tratamientos biológicos se 

obtuvo un inoculo con un OD600nm de 1,7. 

Para el establecimiento y evaluación de los cultivos mixtos, los microorganismos se 

cultivaron según lo descrito previamente en esta sección en medio TSB + urea (20 g/L), la 

biomasa fue resuspendida en NaCl 0,85% (V/V) y se ajustó la densidad óptica OD600nm a 

1,7, empleando la misma concentración y volumen para cada bacteria. 

5.2.4 Reparación de grietas en probetas de mortero mediante 
tratamientos biológicos y tratamientos comerciales  

Para evaluar la efectividad de la reparación de grietas en materiales base cemento de 

agentes biológicos que realizan la MICP y compararlos con dos tratamientos comerciales, 

se emplearon las probetas de mortero previamente preparadas y fisuradas bajo la 

metodología 5.2.3, Para cada tratamiento y control se realizaron 9 réplicas (n=9) y se 

realizaron los siguientes tratamientos: cuatro (4) cultivos bacterianos axénicos, dos (2) 

cultivos mixtos, dos (2) tratamientos comerciales (Xypex ï Patch and plug & Dural 335) y 

dos (2) controles negativos sin adición de bacterias empleando medio de cultivo y 

biopolímero  

Tabla 29). 

 

Tabla 29. Tratamientos evaluados para la reparación de grietas en materiales base cemento. 

Tratamiento Agente reparador Tipo 

E R. qingshengii S1 Biológico-CA 

F P. psycrodurans S17 

G G. arilaitensis M3C3 

H A. crystallopoietes M4C20 

I G. arilaitensis M3C3 + R. qingshengii S1 Biológico-CM 

J A. crystallopoietes M4C20 + R. qingshengii S1 

+ P. psycrodurans S17 

K Medio de cultivo con BILAC Control 

L BILAC 
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M XYPEX ï Patch and Plug Comercial-Cemento 

hidráulico de fraguado 

rápido 

N DURAL 335 Comercial-Sellador 

epóxico 

 

A continuación, se describen los protocolos de aplicación de cada uno de los tratamientos 

mencionados previamente. 

Tratamientos biológicos y controles:  

De manera inicial, se removió todo el material suelto de las probetas de mortero. La 

superficie y grieta fueron limpiadas empleando una brocha. Para cada uno de los 

tratamientos se adicionaron 3 mL de medio de cultivo (20 g/L urea, Ca2+ 50 mM, BILAC 32 

g/L) diariamente durante 15 días mediante aplicación directa sobre las grietas; cada tercer 

día se adicionó el/los microorganismos según el tratamiento (cultivos axénicos o cultivos 

mixtos) (Tabla 29). Las probetas fueron incubadas a 30 °C. 

XYPEX (Patch and plug):  

Compuesto de cemento hidráulico de rápido fraguado para reparación de concretos. Este 

se trata de un compuesto de cemento hidráulico de rápido fraguado para reparación de 

concretos. Para su aplicación en las probetas de mortero se siguieron las 

recomendaciones del fabricante. A continuación, se resume brevemente el protocolo. 

De manera inicial, se removió todo el material suelto de la probeta de mortero. La superficie 

y grieta fueron limpiadas empleando una brocha. Posteriormente, la probeta fue saturada 

con agua según indicaciones del fabricante, se permitió que el agua se absorbiera por el 

mortero. 

Para la preparación del producto se mezclaron 5 partes de polvo por 2 de agua y se 

mezclaron hasta obtener una mezcla homogénea. El producto se aplicó con ayuda de una 

espátula sobre las grietas. Finalmente, se realizó el curado de estas humedeciendo la zona 

por dos días, inmediatamente después de que el producto fraguó. 
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Dural 335: 

Resina epóxica de dos componentes, 100% sólidos, especialmente diseñado como 

sellador-sanador de viscosidad ultra baja e insensible a la humedad. Para su aplicación, 

las probetas de mortero deben tener mínimo 28 días y se siguieron las recomendaciones 

del fabricante. A continuación, se resume brevemente el protocolo 

De manera inicial, se removió todo el material suelto de la probeta de mortero. La superficie 

y grieta fueron limpiadas empleando una brocha asegurando que las superficies y grietas 

estaban visiblemente secas antes de la aplicación de DURAL 335 para tener completa 

penetración del producto.  

Posteriormente, se realizó una pre-mezcla de la parte A y la parte B por separado durante 

aproximadamente 1 minuto cada una. Finalizado el tiempo, se combinaron 4 partes por 

volumen de la parte A (base) con 1 parte por volumen de la parte B (endurecedor) en un 

recipiente limpio y se mezcló completamente a baja velocidad durante 3 a 5 minutos. 

Finalmente, mediante alimentación por gravedad directa sobre la grieta se vertió el DURAL 

335 mezclado hasta que las grietas se llenaron totalmente. 

5.2.5 Seguimiento de la reparación de grietas mediante 
tratamientos pasivos 

Teniendo en cuenta los ensayos realizados previamente (Capítulo 4), se seleccionaron 

inicialmente como estrategias para el seguimiento y evaluación de la reparación, las 

descritas a continuación: 

a) Observación directa de las fisuras, medición con fisurómetro (Capitulo 4 Sección 

4.2.4). 

Adicionalmente, una vez falladas las probetas reparadas, aquellas no presentaron 

rompimiento por el sitio de la grieta fueron seleccionadas para realizar secciones delgadas 

de las mismas realizando un llenado inicial con una resina coloreada (Azul) y 

posteriormente un corte paralelo al sitio de la grieta. 

b) Observación mediante estereoscopio: Triocular (Motic serie SMZ168, máximo 

aumento utilizado:5X). 

c) Determinación de la carga máxima a la flexión de las probetas reparadas: 
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Posterior al tratamiento, a las probetas reparadas se les determino su resistencia a la carga 

máxima mediante flexión siguiendo el protocolo de 4 puntos de flexión siguiendo las 

metodologías propuestas por AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS 

(ASTM) (2002), Lors et al. (2017) y Tziviloglou et al. (2016). Para esto, se utilizó una prensa 

universal AUTOGRAPH Table-TOP Precision Universal Tester: Shimadzu AGX Plus 300, 

a una velocidad 0,5 mm/min y una carga de 10 kg. 

5.2.6 Análisis estadístico 

Se utilizó el software R-studio cloud (Allaire, 2015). Para evaluar la normalidad de los datos 

se utilizó la prueba de Shapiro-Wilk, el test de Barlett para homogeneidad de varianzas, y 

un ANOVA de una vía para evidenciar si se presentan diferencias significativas entre 

tratamientos. Como test Post-Hoc, se utilizó el test de Tukey y para graficar los resultados 

se empleó el software estadístico Minitab Statistical. 

5.3 Resultados y discusión 

La Precipitación de Carbonatos Inducida Microbiológicamente (MICP) ha sido ampliamente 

estudiada en la ingeniería civil debido a la capacidad que tienen los microorganismos de 

mejorar las propiedades mecánicas de los materiales base cemento al inducir precipitados 

de carbonato (usualmente calcita) que son compatibles con la matriz de dichos materiales 

y a su vez pueden reparar grietas durante el proceso (Durga et al., 2019; Karthik & Rama 

Mohan Rao, 2016; Qian et al., 2015; Rao et al., 2013).  

Tradicionalmente, en los estudios reportados, se han evaluado diferentes estrategias para 

inducir la MICP donde por ejemplo se requiere la inmersión de los cubos de mortero para 

la activación de los microrganismos, suministro constante de nutrientes y de esta manera 

garantizar la actividad metabólica que conduce a la MICP (Chen et al., 2021; De Muynck 

et al., 2008; Ghosh et al., 2005; Kashif Ur Rehman et al., 2022; Montaño-Salazar et al., 

2018; Rodriguez-Navarro et al., 2003; Sikder & Saha, 2019; Tiano et al., 2006; Tziviloglou 

et al., 2016; Van Belleghem et al., 2018; Yoon et al., 2022). De esta manera, reconociendo 

que la implementación de esta biotecnología en el campo de la reparación de materiales 

en la ingeniería civil mediante bacterias que inducen la MICP presenta los beneficios 

resaltados, surgen algunas inquietudes a la hora del escalamiento y evaluación de la 
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aplicación en campo como por ejemplo: Al momento de reparar la grieta externa mediante 

el uso de microorganismos ureolíticos ¿La resistencia del material reparado es igual a la 

que tenía en el momento de ocurrir el agrietamiento?; ¿Los productos de base 

biotecnológica podrían ser mejores que los tratamientos químico comerciales actuales 

para la reparación de grietas externas? 

Teniendo en cuenta dichos interrogantes, en este estudio se evaluó el efecto de la 

aplicación de tratamientos biológicos compuestos por cultivos axénicos y cultivos mixtos 

(Tabla 29) en la reparación de grietas en probetas de mortero. Donde se utilizó un medio 

de cultivo suplementado con un biopolímero a base dextrano para incrementar el tiempo 

de retención de los microorganismos y nutrientes en las grietas y permitir una mayor 

eficiencia en la reparación. 

Así mismo, en este estudio se reporta por primera vez la comparación en la eficiencia de 

la reparación de los tratamientos biológicos previamente mencionados con dos productos 

comúnmente utilizados a nivel industrial para la reparación de las grietas externas en 

materiales base cemento. El primero XYPEX ï patch and plug, es un mortero en polvo que 

se mezcla con agua para formar una pasta que puede ser aplicada en grietas, agujeros o 

áreas dañadas en estructuras de concreto y el segundo DURAL 335, es un sellador 

epóxico de dos componentes, 100% sólidos, especialmente diseñado como sellador-

sanador penetrante de fisuras húmedas y secas en losas de concreto, libre de solventes, 

de ultra baja viscosidad e insensible a la humedad con un tiempo de trabajabilidad de 20-

25 minutos (Fuente: Información técnica del producto Dural 335-TOXEMENT) (Tabla 30). 

Una vez que finalizaron los tratamientos a las muestras de mortero y se repararon las 

grietas de 0,3 mm ± 0,05, se procedió a llevar a cabo la prueba de resistencia a la flexión. 

En esta prueba, se compararon los datos de resistencia generados por cada muestra al 

momento de la aparición de la fisura inicial con los datos de resistencia de las mismas 

muestras después de ser reparadas (Figura 29). 

En relación con los tratamientos comerciales (Figura 29 I y Figura 29J), se observó que 

la mayor ganancia o recuperación de resistencia se manifestó en el caso del tratamiento 

que utilizó resina epóxica como agente de reparación (Tratamiento N). En contraste, el 

tratamiento que empleó mortero de fraguado rápido como agente reparador (Tratamiento 

I) no logró aumentar la resistencia de las muestras reparadas. De hecho, estas muestras, 
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al someterse a las pruebas, fallaron casi inmediatamente en el lugar de la grieta (Figura 

30 A). 

Este comportamiento puede atribuirse a las propiedades intrínsecas de cada producto. En 

primer lugar, la resina Dural 335 se caracteriza por su ultra baja viscosidad, lo que permite 

una penetración más efectiva y rápida en las grietas. Esto se traduce en una de las 

principales ventajas de este producto (Tabla 30), además de demostrar las propiedades de 

adhesión y resistencia características de este tipo de productos (Kim & Park, 2021). En 

contraste, el producto XYPEX, al ser una masilla, presenta una penetración menos 

eficiente en las grietas lo que dificulta su reparación al tener una menor área de contacto 

entre el concreto original y el material de reparación o superficie de la grieta. 

Por lo tanto, una de las limitaciones inherentes de estos productos reside en la necesidad 

de llevar a cabo una ampliación y preparación exhaustiva de la grieta antes de aplicar el 

agente reparador (Tabla 30). Esta exigencia se fundamenta en garantizar una adhesión 

óptima y duradera entre el producto reparador y el sustrato de concreto. Esta estrategia 

implica la ampliación tanto en abertura como en profundidad de la grieta, creando así un 

espacio idóneo para que el agente de reparación se adhiera y selle de manera efectiva, 

con el propósito de mejorar la adherencia y asegurar un relleno completo y adecuado. 

No obstante, esta práctica, recomendada por el fabricante para ambos productos 

comerciales, conlleva ciertas limitaciones y desafíos potenciales. En primer lugar, existe el 

riesgo de agravar el daño estructural durante el proceso de ampliación, lo que podría 

resultar en un empeoramiento de la situación. Además, la ejecución de esta técnica 

requiere un alto nivel de destreza por parte del técnico y la utilización de equipos 

adecuados, lo que puede añadir una dificultad técnica considerable al procedimiento. Por 

último, es importante destacar que este enfoque tiene un impacto estético en la apariencia 

general de la estructura, ya que aumenta las áreas visibles de reparación, lo que afecta la 

estética visual del elemento reparado. 
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Figura 29. Prueba de resistencia a la flexión durante la fisuración de las probetas de mortero y 
después de la reparación para todos los tratamientos evaluados: A) Tratamiento E, R. Qingshengii 
S1; B) Tratamiento F, P. psycrodurans S17; C) Tratamiento G, G.arilaitensis M3C3; D) Tratamiento 
H, A. crystallopoietes M4C20; E) Tratamiento I, G.arilaitensis M3C3 + R. Qingshengii S1; F) 
Tratamiento J, A. crystallopoietes M4C20 + R. Qingshengii S1 + P. psycrodurans S17; G) 
Tratamiento K, Medio de cultivo + BILAC; H) Tratamiento L, BILAC; I) Tratamiento M, XYPEX; y J) 
Tratamiento N, Dural 335. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de los datos 
obtenidos de todas las réplicas del mismo tratamiento. 

Ampliando la discusión en relación a los resultados obtenidos de la prueba de resistencia 

a la flexión, tanto antes como después de los tratamientos basados en precipitación por 

MICP utilizando bacterias ureolíticas (Figura 29), es posible observar que en ciertos 

tratamientos, no solo se logró la reparación de las grietas, sino que también se evidenció 

un aumento en la resistencia a la flexión, lo que género que la grieta producida en el ensayo 

post reparación se diera en un lugar diferente a la falla inicial (Figura 31), demostrando la 

eficacia del mineral precipitado y la matriz formada a través de la actividad biológica de la 

MICP.  

Este fenómeno puede atribuirse a una serie de factores estrechamente relacionados que 

influyen en la efectividad de la reparación. En primer lugar, la generación de la matriz 

mineralizada en el interior de la grieta reparada no solo restablece la continuidad 

estructural, sino que también introduce una resistencia adicional y una mayor cohesión al 

material circundante (como se observa en las Figura 32 y Figura 33). Esta matriz 

mineralizada actúa como un puente entre los lados de la grieta, restableciendo la 
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transmisión de cargas y minimizando la concentración de tensiones en el área de la falla 

original. Como resultado, las tensiones que habrían llevado a la formación de la grieta 

inicial se redistribuyen de manera más uniforme a través del material reparado. 

En este contexto, el uso del biopolímero BILAC puede haber tenido un efecto positivo 

adicional en los tratamientos. Aunque los tratamientos que involucraron la aplicación del 

medio de cultivo y el BILAC sin la introducción de microorganismos activos (Figura 29 G y 

Figura 29 H) no resultaron en aumentos significativos de resistencia de carga máxima a 

la flexión, sí demostraron una mejora en la carga máxima a resistir , incluso superando el 

tratamiento con XYPEX. Esta observación podría deberse a las propiedades intrínsecas 

del biopolímero BILAC, que podrían haber contribuido a la formación de una estructura 

más densa y cohesionada en la matriz mineralizada, aportando así la capacidad de carga 

del material reparado (Chang et al., 2016, 2020; Orts et al., 2007). 

Además, la actividad de las bacterias ureolíticas durante la MICP resulta en la formación 

controlada de cristales de calcita en el interior de la matriz mineralizada. Estos cristales de 

calcita, compatible con el material, tienen la capacidad de reforzar la estructura a nivel 

microscópico, al tiempo que llenan los espacios vacíos y las porosidades en el material 

(Figura 32 D y Figura 33 D) (Liu et al., 2023; Nasser et al., 2022; Rahman et al., 2020). 

Esta acción contribuye de manera significativa a la mejora de la integridad estructural y la 

resistencia mecánica del material, lo que puede proporcionar una red de refuerzo a nivel 

micro que refuerza la matriz mineralizada y evitaría la propagación de microfisuras y 

defectos internos, situaciones que requieren de mayor estudio para su comprensión 

(Liendo et al., 2022). 

Este fenómeno, donde la falla de las probetas se generó en un lugar diferente a la falla 

inicial, fue evidenciado en uno de los tratamientos con cultivos axénicos (TG, 

Glutamicibacter arilaitensis M3C3) y uno con un cultivo mixto (TJ, A. crystallopoietes 

M4C20 + R. qingshengii S1 + P. psycrodurans S17). Es importante resaltar que los 

resultados obtenidos para el cultivo mixto conformado por A. crystallopoietes M4C20 + R. 

qingshengii S1 + P. psycrodurans S17 evidencia que según la combinación de cepas 

bacterianas ureolitícas se puede mejorar la capacidad de reparación empleando cultivos 

mixtos, pues este tratamiento presentó mejores resultados que aquellos en los que se 

evaluaron las cepas de manera individual (Tratamientos E, F y H), por lo que se sugieren 

mayores estudios donde se busque evidenciar los efectos de interacción positiva que se 

está generando entre estos tres microorganismos.  
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Figura 30. Probetas reparadas con tratamientos comerciales A) XYPEX y B) DURAL335, 
después de la prueba de la resistencia a la flexión. 
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Tabla 30. Ventajas y desventajas de los productos comerciales empleados para la reparación de 
grietas en materiales base cemento. 

Producto Ventajas Desventajas 

XYPEX - 
Patch and 

Plug 

 

¶ Sella y repara grietas y 
agujeros en el concreto. 

¶ Impermeabilización: 
capacidad para actuar 
como una barrera 
impermeable en el 
concreto, ayudando a 
prevenir la penetración de 
agua y sustancias 
químicas corrosivas. 

¶ Durabilidad: al aplicarlo se 
puede mejorar la 
durabilidad del concreto al 
protegerlo contra los 
efectos adversos del 
ambiente y la exposición a 
agentes agresivos. 

¶ Facilidad de aplicación. 

¶ Limitaciones de aplicación: es adecuado 
para reparaciones menores y áreas 
localizadas. Para proyectos más grandes 
o extensos, es posible que se requieran 
otros métodos y productos de reparación. 

¶ Tiempos de curado: Al igual que con 
otros productos de reparación de 
concreto, es importante considerar los 
tiempos de curado antes de someter la 
estructura a cargas o tensiones 
significativas. Esto puede retrasar el 
proceso de construcción o reparación. 

¶ Necesidad de ampliar el tamaño de las 
grietas o fisuras antes de aplicar el 
tratamiento. Esta práctica, conocida 
como "preparación de la grieta", puede 
ser requerida en algunos casos para 
asegurar una adhesión efectiva y 
duradera del producto de reparación. 

Dural 335 ¶ Adhesión y fuerza: Alta  

¶ Impermeabilidad: puede 
proporcionar una barrera 
impermeable, evitando la 
infiltración de agua y 
sustancias corrosivas en 
la grieta o área reparada. 

¶ Rapidez de aplicación: la 
mezcla de los 
componentes y la 
aplicación de la resina 
epóxica pueden ser 
relativamente rápidas. 

¶ Rapidez de la reparación 

¶ Viscosidad ultra baja. 

 

¶ Preparación de la superficie: al igual que 
con otros productos de reparación, a 
menudo se requiere una preparación 
exhaustiva de la superficie, que puede 
incluir la limpieza, el corte o la ampliación 
de la grieta, para lograr una adhesión 
óptima. Esto puede aumentar la 
complejidad y el tiempo requerido para la 
reparación. 

¶ Costo: Las resinas epóxicas son más 
costosas en comparación con otros 
métodos de reparación. 

¶ Reacción al calor y rayos UV: algunas 
resinas epóxicas pueden ser sensibles al 
calor y a la exposición prolongada a los 
rayos ultravioleta, lo que puede degradar 
su rendimiento con el tiempo. 

¶ Efectos en la salud: pueden emitir 
vapores químicos durante el proceso de 
mezcla y aplicación, lo que podría tener 
efectos en la salud si se inhalan en 
cantidades significativas o en espacios 
mal ventilados. 
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Figura 31. Probetas reparadas con tratamientos biológicos, que después de la prueba de la 
resistencia a la flexión fallaron por un lugar distinto a la grieta inicial. El circulo negro resalta el sitio 
donde se encontraba la grieta inicial y donde se aplicó el tratamiento biológico. El circulo morado 
resalta el sitio donde fallaron las probetas al ser sometidas a la prueba de resistencia a la flexión 
después de los 15 días de tratamiento. A) Probeta del tratamiento E, R. qingshengii S1 réplica 5; B) 
Probetas del tratamiento G, G. arilaitensis M3C3 réplicas 1 y 3; C) Probetas del tratamiento J, A. 
crystallopoietes M4C20 + R. qingshengii S1 + P. psycrodurans S17 réplicas 1, 2 y 8. 

 

Al realizar el análisis estadístico de los datos obtenidos (Figura 34), es importante realizar 

un énfasis significativo en aquellos que presentaron diferencias significativas, 

particularmente aquellos que mejoraron la resistencia de las probetas Figura 34. En este 

sentido, los resultados son similares a los analizados previamente, y por lo tanto se realiza 

un especial énfasis en comparación de los tratamientos biológicos con mayor eficacia en 

la reparación. Esto corresponde al cultivo axénico TG G. arilaitensis M3C3 (grupo A) y el 

cultivo mixto tratamiento J A. crystallopoietes M4C20 + R. qingshengii S1+ P. psycrodurans 

S17 (grupo AB). El cultivo axénico, al obtener una resistencia a cargas máximas a la flexión 

de 255 Kgf, se destaca con siendo mayor que el cultivo mixto (media de 230,9 Kgf) y se 

agrupan en la categoría "A", lo que sugiere una superioridad en términos de resistencia a 

la flexión. 
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Además, al comparar los resultados de estos dos grupos con los tratamientos comerciales 

de reparación (tratamiento N DURAL y tratamiento M XYPEX), se evidencia que ambos 

tratamientos comerciales se agrupan en la categoría "BC" y "F", respectivamente, lo que 

indica una resistencia a la flexión similar o inferior en comparación con los tratamientos 

biotecnológicos. Esto plantea interrogantes sobre la eficacia de los tratamientos 

comerciales en términos de resistencia a la flexión en comparación con las soluciones 

basadas en cultivos bacterianos donde, si bien aún hay aspectos a trabajar, como por 

ejemplo la optimización de los medios de cultivo y estrategias de aplicación para lograr 

disminuir tiempos de reparación y análisis de costos, entre otros. Se evidencia que esta 

alternativa de reparación es viable técnicamente para las grietas en materiales base 

cemento.  

 

  

Figura 32. Seguimiento fotográfico a grieta del tratamiento G correspondiente a G. arilaitensis 

M3C3 réplica 1. A) Fotografía con zoom 3X de la grieta inicial de 0,25 mm previo al tratamiento 
biológico; B) Imagen estereoscópica de la grieta reparada a los 15 días de tratamiento, zoom 3X; 
C) Imagen estereoscópica de corte transversal de la grieta reparada a los 15 días de tratamiento 
zoom 3x; D) Imagen estereoscópica de sección pulida del corte transversal de la probeta de mortero 
una vez finalizado el tratamiento biológico, zoom 3X. 
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Figura 33. Seguimiento fotográfico a grieta del tratamiento J correspondiente A. crystallopoietes 

M4C20 + R. qingshengii S1 + P. psycrodurans S17 replica 8. A) Fotografía con zoom 3X de la grieta 
inicial de 0,3 mm previo al tratamiento biológico; B) Imagen estereoscópica de la grieta reparada a 
los 15 días de tratamiento, zoom 3X; C) Imagen estereoscópica de corte transversal de la grieta 
reparada a los 15 días de tratamiento zoom 3x; D) Imagen estereoscópica de sección pulida del 
corte transversal de la probeta de mortero una vez finalizado el tratamiento biológico, zoom 3X. 
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Figura 34. Gráfica de intervalos de carga máxima de flexión aplicada a las probetas reparadas 

realizada con la comparación en parejas empleando el análisis de FISHER con una confianza del 

95%. 

 

En conjunto, estos hallazgos destacan la naturaleza prometedora de la precipitación 

inducida por bacterias ureolíticas como una estrategia efectiva de reparación y 

fortalecimiento de estructuras de concreto, no solo logrando la recuperación de la 

integridad estructural, sino también generando mejoras en la resistencia que resultan en 

un comportamiento de falla modificado y más resistente donde se evidencia el efecto 

reparador sobre las grietas. Particularmente, en este estudio, los tratamientos del cultivo 

axénico TG G. arilaitensis M3C3 (Figura 32) y el cultivo mixto TJ correspondiente A. 

crystallopoietes M4C20 + R. qingshengii S1 + P. psycrodurans S17 (Figura 33), 

demostraron mayor eficacia en la reparación de grietas comparado con otros cultivos 

biológicos evaluados así como con los tratamientos comerciales, demostrando el potencial 

de aplicación de estos en la ingeniería civil y la necesidad de ampliar estudios que permitan 

evaluar las interacciones entre miembros de un cultivo mixto. 
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5.4 Conclusiones 

Una vez realizada la evaluación de la reparación de grietas en materiales base cemento 

con dimensiones de 0,3 +/- 0,05 mm, se procedió a comparar diversos enfoques pasivos. 

Estos incluyeron tratamientos biológicos mediante cultivos axénicos y mixtos, así como el 

empleo de resinas epóxicas y cementos hidráulicos de fraguado rápido. Dentro de este 

análisis, se evidenciaron diferencias significativas entre los tratamientos biológicos y los 

enfoques comerciales considerados siendo los tratamientos biológicos significativamente 

diferentes. Estas disparidades no solo señalan el potencial de escalabilidad de la 

biotecnología aplicada, sino que también resaltan la capacidad de algunos tratamientos 

biológicos para restaurar la resistencia a la flexión inicial en las áreas agrietadas de las 

probetas tratadas demostrando el potencial de los mismos. 

Además, se observó que el cultivo axénico Glutamicibacter arilaitensis M3C3 presentó el 

rendimiento más destacado en términos de reparación, seguido por el cultivo mixto A. 

crystallopoietes M4C20 + R. qingshengii S1 + P. psycrodurans S17. Este patrón de 

resultados subraya la importancia de continuar con investigaciones ampliadas y 

enriquecedoras con relación a la composición y la dinámica de los cultivos mixtos, con el 

objetivo de potenciar la efectividad de la actividad de precipitación inducida por 

microorganismos en materiales a base de cemento. 

Por otro lado, con relación a la influencia del biopolímero BILAC en el medio de cultivo, 

aunque se ha observado un efecto reparador en las muestras tratadas con dicho 

componente, tanto de manera independiente como cuando se añadió al medio de cultivo, 

es esencial señalar que este efecto no alcanzó niveles significativos en comparación con 

los tratamientos biológicos de mayor eficacia. Estos últimos se destacaron por la 

incorporación de bacterias ureolíticas, las cuales indujeron una consolidación de los 

cristales de carbonato de calcio en la matriz del material, con mejoras substanciales en las 

propiedades mecánicas del mismo. 
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6. Discusi·n de resultados 

La biotecnología, entendida como la aplicación de sistemas biológicos, organismos y 

microorganismos para el desarrollo de innovaciones tecnológicas y su adaptación en 

diversas industrias ha sido ampliamente estudiada en las últimas décadas para su uso en 

la ingeniería civil y construcción. Esta ha sido enfocada principalmente en dos direcciones: 

en la producción microbiana de materiales de construcción y en la aplicación directa de los 

microorganismos o sus enzimas en los procesos de construcción (Ivanov & Stabnikov, 

2017). En este contexto, la precipitación de carbonato de calcio inducida 

microbiológicamente (MICP) emerge como una técnica de gran importancia en la 

ingeniería civil, especialmente en la reparación de grietas en materiales a base de cemento 

donde la incorporación de bacterias en los procesos de mezcla o reparación busca que 

estas actúen como biocatalizadores para inducir la precipitación de carbonato de calcio 

(Garg et al., 2022; Kaur et al., 2020; Luhar et al., 2022; Nasser et al., 2022; Ruan et al., 

2019a, 2019b). 

En este sentido, la MICP aprovecha la capacidad de bacterias ureolíticas para inducir la 

precipitación de minerales de calcio, como la calcita, en presencia de urea y calcio (De 

Muynck, Cox, et al., 2008; De Muynck, Debrouwer, et al., 2008). Esta acción biológica tiene 

el potencial de restaurar la integridad de estructuras dañadas como grietas en materiales 

base cemento teniendo como ventajas la mejora en las propiedades mecánicas de los 

materiales y la prolongación de la vida útil de las infraestructuras (Achal et al., 2011; Bang 

& Ramakrishnan, 2001; Castro-Alonso et al., 2019; Nasser et al., 2022; Park et al., 2010). 

Históricamente, se ha documentado y explorado la integración de Sporosarcina pasteurii 

(bacteria halófila, alcalófila y formadora de endosporas) en los procesos de 

biomineralización que se aplican en la industria de la construcción debido a su destacada 

actividad ureasa, su no patogenicidad y su resistencia a concentraciones elevadas de 

amonio (Gorospe et al., 2013; Lauchnor et al., 2015; L. Ma et al., 2020; Omoregie et al., 
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2017). Así mismo, se ha reportado especies fisiológicamente similares del género Bacillus 

como: B. cereus (Le Métayer-Levrel et al., 1999), B. megaterium (Bang et al., 2001a) , B. 

sphaericus (De Muynck et al., 2013; Hammes et al., 2003; J. Y. Wang et al., 2012), B. 

pseudofirmus (Wiktor & Jonkers, 2011), B. subtilis (Reddy et al. 2010), B. alkalinitrilicus 

(Wiktor and Jonkers 2011), B. licheniformis (Vahabi et al., 2015a) u otras especies 

halotolerantes del género Staphylococcus  (Christians et al., 1991; Stabnikov et al., 2013), 

entre otras. 

En esta línea, la continua búsqueda, selección y caracterización de bacterias capaces de 

biocementar minerales en materiales de construcción constituye uno de los elementos 

clave para la implementación exitosa de estos procesos in-situ, mejorando así su 

aplicabilidad práctica en campo (Farajnia et al., 2022). La eficacia del empleo de estos 

microorganismos en materiales y en condiciones ambientales específicas está 

intrínsecamente ligada al metabolismo bacteriano y a la adaptabilidad de los 

microorganismos a esas condiciones (microorganismos nativos o autóctonos), así como a 

los factores abióticos presentes en el entorno.  

Teniendo en cuenta que el aislamiento de nuevas cepas permite ampliar la posibilidad de 

seleccionar agentes biológicos con mayores rendimientos y actividad ureasa con potencial 

de aplicación en la reparación de grietas en materiales base cemento una línea de 

investigación en este campo se constituye en aislar e identificar microorganismos capaces 

de realizar la MICP a partir de muestras de materiales de construcción (Montaño-Salazar 

et al., 2018) y ambientes con características deseables como cuevas de piedra caliza 

(Omoregie et al., 2016), muestras de hormigón (Vahabi et al., 2015b), suelos locales y 

lodos activados (Yang et al., 2020), entre otros. Un ejemplo de un caso exitoso de 

aislamiento es el estudio realizado por Rohmah et al., (2021), donde la bacteria Bacillus 

sp. exhibió una actividad mayor que S. pasteurii y S. ureae en procesos de biocementación 

in-situ. 

Es así, que en este estudio se reporta el aislamiento de bacterias ureolitícas a partir de 

materiales base cemento colombianos (Capítulo 2). Durante este proceso, se logró aislar 

bacterias pertenecientes a los géneros Glutamicibacter, Chungangia, Bacillus, 

Arthrobacter, Staphylococcus y Psycrobacillus, siendo el polimorfo calcita el producto 

predominante durante la actividad MICP de estas bacterias (Figura 3- Capítulo 2  y Anexo 

A).  
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En particular, las bacterias pertenecientes a los géneros Bacillus, Staphylococcus y 

Arthrobacter han sido previamente reportadas como bacterias productoras de ureasa 

alcalófilas. Algunas de estas bacterias como Bacillus (Bang et al., 2001b, 2001a; Dick et 

al., 2006; Nain et al., 2019; Nasser et al., 2022; Reddy & Revathi, 2019; Schwantes-Cezario 

et al., 2017; Tepe et al., 2019; Vahabi et al., 2015b, 2015c; J. Wang et al., 2017) y 

Arthrobacter (Park et al., 2010; Shaheen et al., 2021; G. Yang et al., 2023; Zhang et al., 

2018, 2020) han sido previamente identificadas con capacidad para llevar a cabo la MICP 

y utilizadas a menudo en varios estudios MICP en materiales base cemento.  

No obstante, esta investigación identificó bacterias ureolíticas alcalófilas de los géneros 

Chungangia y Glutamicibacter. En particular, este es el primer reporte documentado de 

estas bacterias en materiales base cemento en el contexto de la biomineralización inducida 

por microorganismos. Estas incorporaciones novedosas a la lista de bacterias con 

capacidad para la MICP tienen el potencial de enriquecer y diversificar aún más las 

opciones disponibles en la implementación de técnicas de reparación y mejora de 

materiales en la industria de la construcción. 

Soportando la búsqueda constante de bacterias que realicen la actividad MICP, justamente 

la bacteria G. arilaitensis M3C3, reportada por primera vez con capacidad MICP en 

materiales base cemento de este estudio, presentó el mejor comportamiento respecto a 

actividad, consolidación y reparación de grietas en materiales base cemento (Tabla 12- 

Capítulo 2, Tabla 13-Capítulo 2; Figura 34- Capítulo 5) Es importante recalcar, en cuanto 

a las bacterias del género Glutamicibacter, que estas son bacterias cuya versatilidad 

nutricional y capacidad para responder a las tensiones ambientales (Yao et al., 2015) hace 

que sean atractivas para aplicaciones en la biotecnología (Siala et al., 2015) y en la 

industria de alimentos, pues es uno de los principales microorganismos responsables de 

la coloración de la superficie del queso, particularmente en los quesos madurados por frotis 

(Monnet et al., 2010; Sutthiwong & Dufossé, 2014). Son bacterias Gram-positivas con alto 

contenido de G+C, no esporuladas, no motiles, no patógenas y halotolerantes (Santos et 

al., 2020). Sin embargo, no se encontró ningún reporte donde sean estudiadas para 

aplicaciones MICP, siendo que sus características les permite el crecimiento óptimo en las 

condiciones adversas de los materiales base cemento como el pH alcalino y las altas 

concentraciones de calcio que se requieren para realizar este proceso en materiales como 

el concreto. 
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Adicionalmente, después de los ensayos de selección de las bacterias con mayor actividad 

MICP del cepario y teniendo en cuenta tanto la actividad de precipitación, la actividad 

ureasa, así como el género y especie, se seleccionaron las bacterias P. psycrodurans S17, 

R. qingensii S1, G. arilaitensis M3C3 y A. crystallopoietes M4C20 para la conformación y 

evaluación de cultivos mixtos (Capítulo 3).  

Como se mencionó previamente, esta biotecnología ha demostrado su eficacia en el 

laboratorio, con potencial en la reparación y mejora de propiedades en materiales base 

cemento. En microbiología, se ha comprobado que los cultivos mixtos microbianos, donde 

interactúan dos o más géneros-especies de microorganismos, permiten a las comunidades 

enfrentar factores dañinos como alta radiación, radiación ultravioleta, desecación, estrés 

osmótico, xenobióticos, pH extremos, entre otros (Paerl & Pinckney, 1996). Para este 

estudio, un cultivo axénico es uno con una sola cepa/especie (Nai & Meyer, 2018), mientras 

que un co-cultivo o cultivo mixto involucra varios organismos en el mismo entorno (Arora 

et al., 2020). El término "cultivo mixto" se refiere a la investigación de la coexistencia de 

dos, tres o más especies/cepas de microorganismos (Nai & Meyer, 2018). 

En este sentido, la mezcla de microorganismos puede facilitar interacciones químicas que 

permiten el intercambio de nutrientes, gases y metabolitos. Esto da lugar a la producción 

de productos naturales que no se encuentran en cepas puras, como feromonas, moléculas 

de defensa o metabolitos relacionados con asociaciones beneficiosas. Estas interacciones 

aseguran el crecimiento óptimo de todos los miembros bajo condiciones extremas o 

adversas (Arora et al., 2020; Paerl & Pinckney, 1996).  

Este fenómeno, donde existen efectos positivos de la interacción de diferentes cepas 

bacterianas fue observado (Capitulo 4) al analizar los resultados de precipitación y 

abundancia (Figura 13- Capítulo 3 y Tabla 18- Capítulo 3), donde el cultivos mixto (CM) 

R. qingshengii S1 + G. arilaitensis M3C3 (T6) precipitó alrededor del 56% del calcio 

presente en la muestra, así como el CM R. qingshengii S1 + A. crystallopoietes M4C20 + 

P. psycrodurans S17 (T3) incrementó la precipitación en una relación cercana a 1:3 de 

calcio precipitado comparado con los cultivos axénicos (CA) de algunas de las cepas que 

lo conforman (ej.: A. crystallopoietes M4C20 y P. psycrodurans S17), lo que puede deberse 

a un mayor crecimiento celular que proporciona más sitios de nucleación para la MICP 

(Harnpicharnchai et al., 2022), o a la generación de metabolitos que favorezcan el 

crecimiento de alguno de los miembros de la mezcla (Arora et al., 2020). Así mismo, este 
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último cultivo mixto presentó mayor eficacia a la hora de reparar grietas en probetas de 

mortero mediante tratamientos pasivos comparado con productos comerciales como 

XYPEX y DURAL 335. Es importante resaltar que los resultados obtenidos para el cultivo 

mixto conformado por A. crystallopoietes M4C20 + R. qingshengii S1 + P. psycrodurans 

S17 permiten afirmar que según la combinación de cepas bacterianas ureolitícas se puede 

mejorar la capacidad de reparación empleando cultivos mixtos, pues este tratamiento 

presentó mejores resultados que aquellos en los que se evaluaron las cepas de manera 

individual (Capítulo 5 - Tratamientos E, F y H), por lo que se sugieren mayores estudios 

donde se busque evidenciar los efectos de interacción positiva que se está generando 

entre estos tres microorganismos.  

Así mismo, también se pueden generar interacciones negativas bajo diferentes 

combinaciones como por ejemplo aquellas evaluadas con la bacteria G. arilaitensis M3C3 

y las bacterias A. crystallopoietes M4C20 + R. qingshengii S1 + P. psycrodurans S17, pues 

es relevante notar que el cultivo axénico G. arilaitensis M3C3 demostró un notable 

rendimiento en consolidación (Figura 16- Capítulo 3) y reparación (Figura 34- Capítulo 

5) respecto a los demás cultivos axénicos evaluados y frente a los cultivos mixtos donde 

fue evaluada. Esto podría indicar la presencia de interacciones negativas entre G. 

arilaitensis M3C3 y las otras tres cepas evaluadas en los cultivos mixtos, lo que podría 

limitar su efectividad. Esta interacción negativa con los otros microorganismos puede 

deberse a la producción de exopolisacáridos con potencial de inhibición bacteriana como 

lo reportado para otras cepas del Glutamicibacter (Ma et al., 2021; Trilokesh et al., 2023). 

Así mismo, la consolidación superior de G. arilaitensis M3C3 en su forma axénica sugiere 

que, en ciertos casos, las interacciones mixtas pueden obstaculizar el rendimiento 

individual de las cepas(Chithambar Ganesh et al., 2019; Harnpicharnchai et al., 2022; Zhu 

et al., 2020). De esta manera, los resultados muestran que la conformación de los cultivos 

mixtos (CM) puede afectar de manera negativa o positiva la abundancia de las bacterias 

que lo conforman, así como el proceso de biomineralización.  

Ahora bien, a la hora de pensar en escalar a nivel industrial este proceso, se hace 

necesario seleccionar la estrategia de aplicación que permita no solo que el medio de 

cultivo junto con la bacteria penetre en la grieta, sino que haya un tiempo de retención más 

prolongado de manera tal que se pueda realizar la precipitación y adherencia, pues se ha 
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observado que en las etapas iniciales de la reparación se tiene un bajo tiempo de retención 

en la grieta debido a la permeabilidad del material. 

 Debido a esto, en el presente estudio se evaluaron tres estrategias de aplicación del 

microorganismo junto con el medio de cultivo (Capítulo 4): 1) la primera por atomización 

(Le Métayer-Levrel et al., 1999) ; 2) la segunda mediante aplicación directa sobre la grieta; 

y 3) la tercera por aplicación directa suplementando el medio de cultivo con un biopolímero 

a base de dextrano (BILAC) para que este funcionase como agente viscosante. 

Posteriormente, se determinó la frecuencia de aplicación del microorganismo y la 

concentración de componentes esenciales para el desarrollo del bioproceso como el 

calcio, urea y biopolímero. El BILAC es un biopolímero bacteriano flexible de dextrano 

producido por Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN91298 que tiene propiedades 

emulsionantes y que disminuye la permeabilidad en medio acuoso (Gross & Scholz, 2001; 

Orts et al., 2007a) . Para nuestro conocimiento, este es el primer reporte del uso de un 

biopolímero de dextrano para la reparación de grietas en materiales cementantes mediante 

la MICP.  

Una vez analizados los resultados, se determinó que la aplicación directa del medio de 

cultivo sobre la grieta empleando la adición del biopolímero presentó mayor eficacia en la 

reparación que aquellos tratamientos sin la adición de este último. Atribuimos la eficacia 

del tratamiento con adición del biopolímero respecto a los tratamientos evaluados a que 

este sirve como matriz de protección para los microorganismos (van et al., 2006) y a que, 

debido a su viscosidad, permite aumentar el tiempo de retención en la grieta. 

Así mismo, se evidenció que a mayor frecuencia de aplicación del microorganismo se 

requiere de menor tiempo para la reparación, lo que se debe al incremento de sitios de 

nucleación disponibles para la formación de cristales de calcita y a una mayor actividad 

ureasa resultado de la adición de biomasa activa de manera regular (Al Qabany et al., 

2012; L. Ma et al., 2020).  

Respecto a las concentraciones de calcio, urea y polímero al realizar el análisis estadístico 

del mismo (Anexo E. 1), se determinó que las variables del calcio agregado, así como del 

biopolímero, sí afectaban positivamente la resistencia a la carga máxima mediante flexión 

de las probetas reparadas (Figura 24- Capítulo 4, Figura 27- Capítulo 4 y Figura 29- 

Capítulo 5). Se observó que a mayor concentración de biopolímero se genera una mayor 

resistencia a la flexión (Figura 28-Capítulo 4 ), esto debido a que estas sustancias pueden 
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actuar como agentes estabilizadores y modificadores del flujo, ayudando a controlar la 

dispersión y la adhesión de los microorganismos y los productos de la ureólisis en el 

entorno de construcción. Además, los biopolímeros pueden mejorar la eficiencia y la 

uniformidad de la precipitación, asegurando una distribución más homogénea del 

carbonato de calcio en el material de construcción (Díaz-Montes, 2021; Gross & Scholz, 

2001; Orts et al., 2007b; van et al., 2006) . Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados 

obtenidos del modelo Box-Behnken para los posteriores ensayos se seleccionaron las 

siguientes concentraciones: calcio 50 mM, Urea 20 g/L y biopolímero BILAC 32 g/L. 

Reconociendo que la implementación de esta biotecnología en el campo de la reparación 

de materiales en la ingeniería civil mediante bacterias que inducen la MICP presenta los 

beneficios resaltados, surgen algunas inquietudes a la hora del escalamiento y evaluación 

de la aplicación en campo como por ejemplo: Al momento de reparar la grieta externa 

mediante el uso de microorganismos ureolíticos ¿La resistencia del material reparado es 

igual a la que tenía en el momento de ocurrir el agrietamiento? ¿Los productos de base 

biotecnológica podrían ser mejores que los tratamientos comerciales para la reparación de 

grietas externas? 

Teniendo en cuenta dichos interrogantes, en este estudio se evaluó el efecto de la 

aplicación de tratamientos biológicos compuestos por cultivos axénicos y cultivos mixtos 

(Tabla 29-Capítulo 5) en la reparación de grietas en probetas de mortero (Capítulo 5). Se 

utilizó un medio de cultivo suplementado con un biopolímero a base dextrano para 

incrementar el tiempo de retención de los microorganismos y nutrientes en las grietas y 

permitir una mayor eficiencia en la reparación. Se reporta por primera vez la comparación 

en la eficiencia de la reparación de los tratamientos biológicos previamente mencionados 

con dos productos comúnmente utilizados a nivel industrial para la reparación de las grietas 

externas en materiales base cemento. El primero XYPEX - Patch and plug, es un mortero 

en polvo que se mezcla con agua para formar una pasta que puede ser aplicada en grietas, 

agujeros o áreas dañadas en estructuras de concreto y el segundo DURAL, 335 es un 

sellador epóxico de dos componentes. 

De manera general, este estudio permitió evidenciar que, de los tratamientos comerciales 

evaluados, aquel que consiste en una resina epóxica presentó una mayor reparación de la 

grieta comparado con el tratamiento que empleó mortero de fraguado rápido como agente 
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reparador. Este comportamiento puede atribuirse a las propiedades intrínsecas de cada 

producto: En primer lugar, la resina Dural 335 se caracteriza por su ultrabaja viscosidad, 

lo que permite una penetración más efectiva y rápida en las grietas, además de demostrar 

las propiedades de adhesión y fuerza características de este tipo de productos (Kim & 

Park, 2021). En contraste, el producto XYPEX, al ser una masilla, presenta una penetración 

menos eficiente en las grietas lo que dificulta su reparación al tener una menor área de 

contacto entre el concreto original y el material de reparación o superficie de la grieta. 

Analizando los tratamientos biológicos se observó que en general presentaron una mayor 

eficiencia en la reparación de las grietas e incluso se evidenció un aumento en la carga 

máxima mediante resistencia a la flexión respecto a la probeta original, lo que género que 

la grieta producida en el ensayo post-reparación se diera en un lugar diferente a la falla 

inicial demostrando la eficacia del mineral precipitado y la matriz formada a través de la 

actividad biológica de la MICP (Figura 31ï Capítulo 5).  

Este fenómeno puede deberse a que la generación de la matriz mineralizada en el interior 

de la grieta reparada no solo restablece la continuidad estructural, sino que también 

introduce una resistencia adicional y una mayor cohesión al material circundante. Esta 

matriz mineralizada actúa como un puente entre los lados de la grieta, restableciendo la 

transmisión de cargas y minimizando la concentración de tensiones en el área de la falla 

original. En este contexto, el uso del biopolímero BILAC puede haber tenido un efecto 

positivo adicional en los tratamientos. Aunque los tratamientos que involucraron la 

aplicación del medio de cultivo y el BILAC sin la introducción de microorganismos activos 

no resultaron en aumentos significativos de resistencia a la flexión, sí demostraron un 

incremento en la resistencia general, incluso superando el rendimiento del tratamiento con 

XYPEX. Esta observación podría deberse a las propiedades intrínsecas del biopolímero 

BILAC, que podrían haber contribuido a la formación de una estructura más densa y 

cohesionada en la matriz mineralizada, mejorando así la capacidad de carga del material 

reparado (Chang et al., 2016, 2020; Orts et al., 2007b). 

Además, la actividad de las bacterias ureolíticas durante la MICP resulta en la formación 

controlada de cristales de calcita en el interior de la matriz mineralizada. Estos cristales de 

calcita, compatible con el material, tienen la capacidad de reforzar la estructura a nivel 

microscópico, al tiempo que llenan los espacios vacíos y las porosidades en el material 

(Figura 32D-Capítulo 5 y Figura 33D-Capítulo 5) (Liu et al., 2023; Nasser et al., 2022; 
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Rahman et al., 2020) . Esta acción contribuye de manera significativa a la mejora de la 

integridad estructural y la resistencia mecánica del material, lo que puede proporcionar una 

red de refuerzo a nivel micro que refuerza la matriz mineralizada y evitaría la propagación 

de microfisuras y defectos internos, situaciones que requieren de mayor estudio para su 

comprensión (Liendo et al., 2022) . 

Este fenómeno, donde la falla de las probetas se generó en un lugar diferente a la falla 

inicial, fue evidenciado en uno de los tratamientos con cultivos axénicos (TG 

Glutamicibacter arilaitensis M3C3) y uno con un cultivo mixto (TJ A. crystallopoietes M4C20 

+ R. qingshengii S1 + P. psycrodurans S17) demostrando nuevamente que la elección de 

emplear un cultivo mixto o cultivo axénico dependerá del diseño y conformación de los 

mismos, pues a lo largo de este trabajo se evidenció que según la mezcla se pueden 

generar efectos negativos o positivos en la reparación. 

En conjunto, estos hallazgos destacan la naturaleza prometedora de la precipitación 

inducida por bacterias ureolíticas como una estrategia efectiva de reparación y 

fortalecimiento de estructuras de concreto, no solo logrando la recuperación de la 

integridad estructural, sino también generando mejoras en la resistencia que resultan en 

un comportamiento de falla modificado y más resistente donde se evidencia el efecto 

reparador sobre las grietas. Particularmente en este estudio, los tratamientos del cultivo 

axénico TG G. arilaitensis M3C3 (Figura 32-Capítulo 5) y el cultivo mixto TJ 

correspondiente A. crystallopoietes M4C20 + R. qingshengii S1 + P. psycrodurans S17 

(Figura 33-Capítulo 5) demostraron mayor eficacia en la reparación de grietas comparado 

con los cultivos biológicos evaluados así como de los tratamientos comerciales, 

demostrando el potencial de aplicación de estos en la ingeniería civil y la necesidad de 

ampliar estudios que permitan evaluar las interacciones entre miembros de un cultivo 

mixto. 
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7. Conclusiones y recomendaciones 

7.1 Conclusiones 

 Este estudio ha aportado significativamente al conocimiento y desarrollo de estrategias 

para la reparación de grietas en materiales a base de cemento, con un enfoque innovador 

en el aislamiento de nuevos microorganismos y el uso de un biopolímero biodegradable. 

Los hallazgos más relevantes se destacan a continuación: 

 

1. Eficacia de Tratamientos Biológicos: Los tratamientos biológicos, especialmente 

aquellos basados en cultivos axénicos y mixtos de microorganismos como Glutamicibacter 

arilaitensis M3C3 y Arthrobacter crystallopoietes M4C20 + Rhodococcus qingshengii S1 +  

Psychrobacillus psycrodurans S17, demostraron una notable eficacia en la reparación de 

grietas en comparación con enfoques comerciales convencionales. Estos resultados 

sugieren un potencial escalable de los tratamientos biológicos en la ingeniería de 

materiales. 

 

2. Importancia de Bacterias Ureolíticas: La presencia de bacterias ureolíticas en los 

tratamientos biológicos fue crucial para la consolidación de cristales de carbonato de 

calcio en la matriz del material, mejorando substancialmente las propiedades 

mecánicas. Este hallazgo destaca la relevancia de investigaciones adicionales en la 

composición y dinámica de cultivos mixtos para optimizar la efectividad de la 

precipitación inducida por microorganismos. 

 

3. Biopolímero BILAC: Aunque el biopolímero BILAC demostró un efecto reparador, no 

alcanzó niveles significativos en comparación con los tratamientos biológicos más 

eficaces. Sin embargo, la estrategia de aplicación del biopolímero, combinado con 
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microorganismos específicos, presentó una reparación de grietas rápida y efectiva bajo 

condiciones controladas. 

 

4. Estrategia Metodológica de Tres Fases: La investigación estableció una estrategia 

metodológica meticulosa para la selección de microorganismos con potencial 

aplicación en biocementación. Esta estrategia no solo garantizó la selección de 

microorganismos con altas tasas de precipitación de carbonatos, sino que también 

proporcionó un marco robusto para la aplicación práctica de la biocementación en la 

ingeniería de materiales. 

 

5. Complejidad de Procesos Biológicos: La observación de que la capacidad de algunos 

microorganismos para precipitar carbonatos no se correlaciona únicamente con su 

actividad ureolítica destaca la complejidad de los procesos biológicos involucrados 

en la reparación de grietas en materiales a base de cemento. Esto subraya la 

necesidad de investigaciones futuras para comprender a fondo los mecanismos 

subyacentes y optimizar las estrategias biotecnológicas. 

 

6.      Nuevos Aislados y Evaluación de Cultivos Mixtos: Se reporta el aislamiento de 

nuevas bacterias ureolíticas de los géneros Glutamicibacter, Chungangia, Bacillus, 

Arthrobacter, Staphylococcus y Psycrobacillus en materiales a base de cemento en 

Colombia. La evaluación de cultivos mixtos ureolíticos proporcionó información 

valiosa sobre la interacción entre cepas, destacando la relevancia de considerar 

estas interacciones en futuras estrategias de reparación de grietas. 

7.2 Recomendaciones 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este estudio sobre la reparación de grietas 

en materiales a base de cemento mediante la precipitación inducida por microorganismos 

(MICP) empleando bacterias ureolíticas, se presentan las siguientes recomendaciones 

para futuras investigaciones: 

Investigación de Cultivos Mixtos: Dado que se observó que el cultivo axénico 

Glutamicibacter arilaitensis M3C3 presentó un rendimiento sobresaliente en términos de 

reparación de grietas, seguido por el cultivo mixto A. crystallopoietes M4C20 + R. 
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qingshengii S1 + P. psycrodurans S17, se sugiere continuar con investigaciones más 

amplias y detalladas sobre la composición y dinámica de los cultivos mixtos. La 

combinación de diferentes microorganismos influye en la eficacia de la precipitación de 

minerales, lo que podría mejorar aún más la capacidad de reparación en materiales de 

cemento. 

Análisis de Distribución de Tensiones: Considerando que las reparaciones mediante 

MICP parecen alterar la distribución de tensiones en el material, se recomienda realizar 

estudios más detallados para comprender cómo esta redistribución afecta la resistencia y 

la durabilidad a largo plazo de las estructuras reparadas. Esto podría implicar análisis 

numéricos o experimentos específicos que evalúen el comportamiento mecánico de las 

estructuras después de la reparación. 

Evaluación de Durabilidad: Dado que se plantea la mejora potencial en la durabilidad a 

largo plazo debido a la redistribución de tensiones, es importante realizar investigaciones 

adicionales que examinen la resistencia y estabilidad de las estructuras reparadas frente 

a factores ambientales como ciclos de congelación y descongelación, exposición a 

ambientes corrosivos y cargas cíclicas. 
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A. Anexo: Difractogramas obtenidos 
por DRX de los cristales precipitados 

A continuación se presentan los difractogramas obtenidos de los diferentes aislados en 

medio urea- Ca(NO3)2 (Tamayo-Figueroa, Brandão, Lizarazo Marriaga, 2023). 

 

Anexo A. 1. Patrón de difracción característico de CaCO3 pura se observa con un pico a 29° bajo 
la escala 2-Theta y patrón de difracción de muestras de diferentes aislados (M1CX, M1C15, M1C9, 
M1C5, M3C1) en los que se realizó la MICP, se observa el pico característico del CaCO3 a 29° bajo 
la escala 2-Theta confirmando su presencia. 
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Anexo A. 2. Patrón de difracción característico de CaCO3 pura se observa con un pico a 29° bajo 
la escala 2-Theta y patrón de difracción de muestras de diferentes aislados (S4, S3, S2, M1C11, 
M3C4) en los que se realizó la MICP, se observa el pico característico del CaCO3 a 29° bajo la 

escala 2-Theta confirmando su presencia. 
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Anexo A. 3 Patrón de difracción característico de CaCO3 pura se observa con un pico a 29° bajo la 
escala 2-Theta y patrón de difracción de muestras de diferentes aislados (S9, S8, S7, S6, S5) en 
los que se realizó la MICP, se observa el pico característico del CaCO3 a 29° bajo la escala 2-Theta 
confirmando su presencia. 
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Anexo A. 4 Patrón de difracción característico de CaCO3 pura se observa con un pico a 29° bajo la 
escala 2-Theta y patrón de difracción de muestras de diferentes aislados (S14, S13, S12, S11, S10) 
en los que se realizó la MICP, se observa el pico característico del CaCO3 a 29° bajo la escala 2-
Theta confirmando su presencia. 
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Anexo A. 5 Patrón de difracción característico de CaCO3 pura se observa con un pico a 29° bajo la 
escala 2-Theta y patrón de difracción de muestras de diferentes aislados (M5C8, M4C10, M4C7, 
S18, S16) en los que se realizó la MICP, se observa el pico característico del CaCO3 a 29° bajo la 
escala 2-Theta confirmando su presencia. 
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B. Anexo: Single-strand conformation 
polymorphism (SCCP) 

 

Anexo B 1. Perfiles de PCR-SSCP del gen parcial 16S rRNA V4-V5 de los aislados. Los códigos 

de cada aislado se muestran en la parte inferior y los códigos de perfil SSCP en la parte superior 

junto con flechas de colores que ayudan a la identificación. 

 





 

 
 

C. Anexo: Pellets de biomasa en 
cultivos líquidos 

En la imagen que se presenta a continuación se evidencian los pellets de la bacteria 

Rhodococcus qingshengii S1, los cuales dificultan el seguimiento de la biomasa por 

recuento en placa (UFC/mL). 

 

Anexo C 1. Pellets de biomasa de Rhodococcus qingshengii S1 en medio urea-Ca(NO3)2 a las 8 
horas de incubación a 30 °C, 80 rpm. 

 





 

 
 

D. Anexo : Análisis estadístico del 
diseño experimenta Box-Behnken 

A continuación, se presenta el análisis estadístico de los resultados de las pruebas 

de resistencia a la flexión después de la reparación empleando diferentes 

concentraciones de urea, calcio y BILAC en el medio de cultivo. 

Coeficientes codificados  

Término  Coef EE del coef. Valor T  Valor p  FIV 

Constante 67,8 12,5 5,44 0,003   

BILAC 16,50 9,34 1,77 0,138 1,23 
Calcio -15,63 7,83 -2,00 0,102 1,00 

Urea 1,31 8,56 0,15 0,885 1,20 
BILAC*BILAC -11,1 12,8 -0,87 0,423 1,24 

Calcio*Calcio -3,8 11,9 -0,32 0,765 1,08 
Urea*Urea -23,7 12,2 -1,95 0,109 1,13 

BILAC*Calcio -8,4 11,1 -0,76 0,483 1,00 
BILAC*Urea 5,4 15,1 0,36 0,737 1,36 

Calcio*Urea 19,1 11,1 1,73 0,145 1,00 

Resumen del modelo  

S R-cuadrado  R-cuadrado(ajustado)  

R-cuadrado  

(pred)  

22,1485 77,42% 36,77% 0,00% 

Análisis de Varianza  

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.  Valor F Valor p  

Modelo 9 8408,2 934,24 1,90 0,247 

  Lineal 3 3690,7 1230,22 2,51 0,173 
    BILAC 1 1529,9 1529,89 3,12 0,138 

    Calcio 1 1955,5 1955,48 3,99 0,102 
    Urea 1 11,4 11,40 0,02 0,885 

  Cuadrado 3 2002,1 667,35 1,36 0,355 
   BILAC*BILAC 1 372,9 372,93 0,76 0,423 

    Calcio*Calcio 1 49,0 49,04 0,10 0,765 
    Urea*Urea 1 1862,1 1862,12 3,80 0,109 

  Interacción de 2 
factores 

3 1806,4 602,14 1,23 0,391 

    BILAC*Calcio 1 280,9 280,92 0,57 0,483 

    BILAC*Urea 1 62,1 62,08 0,13 0,737 
    Calcio*Urea 1 1463,4 1463,43 2,98 0,145 

Error  5 2452,8 490,56     



256 Reparación de grietas en materiales base cemento empleando cultivos 

bacterianos axénicos y mixtos 

Título de la tesis o trabajo de investigación 

 
  Falta de ajuste 3 379,5 126,51 0,12 0,939 
  Error puro 2 2073,3 1036,63     

Total 14 10861,0       

Ecuación de regresión en unidades no codificadas  

kgf = 67,8 + 16,50 BILAC - 15,63 Calcio + 1,31 Urea - 11,1 BILAC*BILAC 
- 3,8 Calcio*Calcio 
- 23,7 Urea*Urea - 8,4 BILAC*Calcio + 5,4 BILAC*Urea + 19,1 Calcio*Urea 

Ajustes y diagnósticos para observaciones poco comunes  

Obs kgf  Ajuste  Resid Resid est.  

6 106,1 67,8 38,3 2,09 R 

Residuo grande R 

 

 

 



 

 
 

E. Anexo: Imágenes estereoscópicas 
del tratamiento atomización a los 30 
días de tratamiento con la bacteria G. 
arilaitensis M3C3. 

 

Anexo E. 1. Imágenes estereoscópicas (aumento 3X) del tratamiento por atomización a los 30 

días de tratamiento con la bacteria G. arilaitensis M3C3. Las flechas blancas indican los 
bioprecipitados de calcita en la superficie de la probeta de mortero. A) Réplica 1. B) Réplica 2. 

A 

B 



 

 
 

F. Anexo: Seguimiento fotográfico a 
las grietas reparadas por 
tratamientos biológicos y 
comerciales. 

A continuación, se presenta en tablas organizadas por tratamiento el seguimiento 

fotográfico del tiempo inicial y final de cada una de las grietas reparadas por los diferentes 

tratamientos y en la última columna se presenta una de las imágenes estereoscópicas de 

la grieta reparada.  

Anexo F 1. Seguimiento fotográfico y estereoscópico a las grietas del tratamiento E R. 
qingshengii S1. 
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ND: Sin dato o imagen; **: Imagen estereoscópica con zoom de 2X 

Anexo F 2. Seguimiento fotográfico y estereoscópico a las grietas del tratamiento F P. 
psycrodurans S17. 
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Anexo F 3. Seguimiento fotográfico y estereoscópico a las grietas del tratamiento G G. 
arilaitensis M3C3. 
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