Preparation of bioadditives for construction:
Application of Bacillus subtilis in the self-repair of
concrete
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Abstract— The present study proposes the use of the bacterium Bacillus subtilis as an innovative solution to improve the self-healing
properties of concrete with a design strength of F'c 210 kg/cm? Microbiological analyses were performed with the gram-positive bacterium
Bacillus subtilis, along with quality controls of the materials used in the mixture (fine and coarse aggregates). Likewise, mechanical
compression and bending tests were carried out on different types of concrete specimens (cylindrical and prismatic) to analyze their ability to
self-repair fissures and cracks. The results demonstrated a crack width repair of up to 1.41 mm over a 36-day period. In addition, it was
determined that as the curing days increase, the structure is strengthened, increasing its resistance. In summary, the bioprecipitation of
calcium carbonate by the bacterium Bacillus subtilis in concrete F'c 210 kg/cm?, is emerging as a sustainable and efficient solution for the
self-repair of fissures and cracks in urban and industrial concrete structures.
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Resumen— El presente estudio plantea el uso de la bacteria
Bacillus subtilis como una solucion innovadora para mejorar las
propiedades autorreparadoras del concreto con una resistencia de
diseito de F'c 210 kg/cm?. Se realizaron analisis microbiologicos con
la bacteria gram positiva Bacillus subtilis, junto con los controles de
calidad de los materiales empleados en la mezcla (agregados finos y
gruesos). Asi mismo, se efectuaron ensayos mecdnicos de
compresion y flexion en diferentes tipos de probetas de concreto
(cilindricas y prismdticas) para analizar su capacidad de
autorreparacion de fisuras y grietas. Los resultados demostraron
una reparacion de ancho de grieta de hasta 1.41 mm en un periodo
de 36 dias. Ademas, se determiné que a medida que se incrementan
los dias de curado, la estructura se fortalece incrementando su
resistencia. En conclusion, la bioprecipitacion de carbonato de
calcio por la bacteria Bacillus subtilis en el concreto F'c 210 kg/cm?,
se perfila como una solucion sostenible y eficiente para la
autorreparacion de fisuras y grietas en estructuras de concreto
urbanas e industriales.

Palabras clave-- bioprecitacion, Bacillus subtilis, concreto,
autorreparacion de grietas, concreto autorreparable.

l. INTRODUCCION

El concreto es uno de los materiales de construccién mas
utilizados en el mundo debido a sus excelentes propiedades
mecanicas. Sin embargo, su principal limitacion radica en el
agrietamiento, un problema recurrente que compromete su
durabilidad y desempefio estructural [1]. Estas grietas actian
como vias de ingreso para agentes agresivos como el agua y
otros quimicos nocivos, los cuales aceleran la corrosion de los
refuerzos internos y reducen la vida util del concreto [2].
ComUnmente, el mantenimiento y la reparacion de estas grietas
se han basado en el uso de materiales quimicos como resinas
epoxicas, polimeros acrilicos y siliconas. No obstante, estos
productos presentan varias desventajas, como una baja
compatibilidad con el concreto, costos elevados y un impacto
ambiental significativo [3].

Ante esta problematica, diversos estudios han explorado la
biomineralizacién como una solucién innovadora y sostenible.
Este proceso consiste en la capacidad de ciertos
microorganismos de inducir la formacion de minerales a través
de sus actividades metabdlicas [4]. Asi mismo, evaluaciones
previas mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) han
verificado la formacién de calcita en el concreto con bacterias

incorporadas, lo que respalda la efectividad de este mecanismo
[5]. Ademas, se ha evidenciado que estas bacterias pueden
adaptarse a entornos altamente alcalinos, como el concreto,
donde contintan precipitando calcita [6].

La precipitacién de calcita inducida por bacterias (BCP) se
presenta como una alternativa ecoldgica, sostenible y rentable
para mitigar diversos problemas en el &mbito de la ingenieria'y
el medio ambiente [7]. Entre los microorganismos utilizados,
destaca la Bacillus subtilis (BS), una bacteria que ha sido
incorporada en el concreto con el propésito de facilitar la
reparacion de fisuras y grietas. Estudios previos desarrollados
por la Ref. [8] , han evaluado el comportamiento de la bacteria
Bacillus subtiltis en diferentes medios inmersivos, como arcilla
expandida (AE), perlita expandida (PE) y silicato de sodio (SS),
demostrando que la incorporacion de la bacteria Bacillus
subtilis en la AE resultd tener una mayor resistencia a la
compresion, alcanzando 53.1 MPa a los 35 dias, la PE y SS
lograron 42.5 MPa y 40.4 MPa respectivamente, también,
reportaron que la AE mostrd6 mayor capacidad de
autorreparacion, evidenciando una fisura sellada de 0.57 mm,
superior a la reparacion observada en las otras dos mezclas de
PE y SS . Asi mismo, un estudio realizado en vigas de concreto
autorreparables utiliz6 Bacillus subtilis a una concentracion del
3%, mostrando un incremento en la capacidad de carga de la
viga del 20,2% y una reduccion de la deflexion en un 15,7%, en
comparacion con las muestras de control sin bacterias [9].
También, se llevaron a cabo estudios con la bacteria Bacillus
subtilis, inmovilizandola en biocarbon de bagazo molido para
optimizar la precipitacion de carbonato de calcio (CaCOs) en el
concreto, reportando una mejora del 23,18% en la resistencia a
la compresion tras 56 dias de curado, logrando un sellado
completo en el 100% de los casos [10]. Ademas, se empled la
bacteria Bacillus subtilis junto con una fuente de calcio en la
elaboracion de cubos de concreto con distintas concentraciones
de células bacterianas, evidenciando una mejora notable en la
resistencia a la compresion, alcanzando los valores més altos
con una concentracion de 1x10° células/ml, lo que result6 en
incrementos del 27%, 26%, 14%y 13% a los 7, 14, 28 y 56 dias
de curado, respectivamente [11]. Segun los estudios reportados
por la Ref. [2], menciona que la concentracion de células
bacterianas en el concreto influye directamente en la eficacia de
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la reduccion de grietas y del espacio de los poros, mejorando
sus propiedades mecanicas como la resistencia a la compresion,
flexion y traccion, siendo la bacteria Bacillus subtillis, en
diferentes concentraciones en el concreto, la que mejores
resultados ha presentado en el incremento de la resistencia,
comparado con el concreto patrén. Por otra parte, se han
evidenciado que la combinacidn de bacterias y fibras de acero
en el concreto mejora significativamente su capacidad de
autorreparacion, logrando una eficiencia de curacion del 87 %
a los 28 dias. Asi mismo se ha observado que el proceso de
cicatrizacién depende del ancho de las grietas, aquellas de 0,36
mm presentan una recuperacion mas rapida, mientras que
grietas de 0,38 mm y 0,42 mm muestran una tasa de curacién
mas lenta. Ademas, el andlisis de difraccion de rayos X (XRD)
realizado en el precipitado pulverulento blanco presente en la
muestra agrietada confirmo la presencia de carbonato de calcio
(CaCOs). En este proceso, las bacterias facilitaron la
precipitacién de distintos minerales, entre los cuales se
identificaron calcita (Ca), aragonito (AR) y vaterita (Va) [12].
Asi mismo, el anélisis de la morfologia cristalina revel6 que las
bacterias desempefian un papel fundamental en la nucleacion
mineral, facilitando la formacién y el desarrollo de cristales en
su entorno celular [13].

En conclusién, la incorporacion de la bacteria Bacillus
subtilis en el concreto contribuye a su fortalecimiento y
autorreparacion al promover la formacion controlada de
carbonato de calcio (CaCOs). Este proceso no solo mejora la
resistencia a la compresion y flexion, sino que también
prolonga la vida util de las estructuras brindandole
caracteristicas de autorreparacion.

El presente estudio tiene como objetivo analizar el impacto
de la incorporacién de la bacteria Bacillus subtilis en concreto
con una resistencia a la compresion de 210 kg/cm? evaluando
sus propiedades mecéanicas, en términos de resistencia a la
compresion y flexion, asi como su capacidad de autorreparacion
en fisuras y grietas.

Il. METODOLOGIA
A. Materiales y equipos
Lactato de calcio pentahidratado, Agar Triptona Soja
(TSA), cepa de bacteria Bacillus subtilis, incubadora, balanza
analitica, microscopio, estereoscopio, estufa, tamices,
agregados finos, agregados gruesos, arcilla expandida, cemento
tipo I, equipo de resistencia de compresion y flexion.

B. Activacion de la cepa Bacillus subtilis

Se elabor6 un protocolo modificado de encapsulacion con
arcilla expandida. Para la activacion de la cepa Bacillus subtilis
[8], se utilizaron los siguientes pasos:

1) Preparacién del in6culo

Para la preparacion del inéculo de Bacillus subtilis se tomé
1 mL de la cepa de prueba y se disemind con espatula de
drigalsky en una placa Petri conteniendo agar TSA, para
posteriormente la placa Petri incubarse a 37 °C por 24 horas.

2) Activacion de la cepa

Se activo la cepa transfiriendo 15 mL de solucion de
Bacillus subtilis en esporas y se diluye hasta 150 mL con medio
liquido TSA contenido en un matraz de 250 mL e incubando en
agitacion constante a 37 °C a 200 r.p.m por 24 horas.

3) Preparacion de diluciones

Se prepard una bateria de 6 tubos de ensayo conteniendo 9
mL de medio liquido TSA, al primer tubo se le agreg6é 1 mL de
la cepa contenida en el matraz y se agité usando un Vortex a
220 r.p.m.

4) Siembra en medios de cultivo

Se inoculé 1 mL de cada una de las diluciones en placas
Petri con medio TSA, a continuacion, se diseminé el in6culo
con una espatula de drigalsky y se incub0 las placas a 37 °C por
24 horas. Se prepararon diluciones sucesivas para los siguientes
5 tubos a fin de obtener las siguientes concentraciones: 107,
102,10%, 104, 10°y 108,

5) Recuento de colonias

Después del periodo de incubacion se seleccionaron las
placas que contenian entre 30 y 300 colonias para asegurar un
conteo preciso.

6) Calculo de las unidades formadoras de colonia
Para calcular el nimero total de UFC/mL se utilizé la
ecuacion “(1)”, presentada a continuacion:

(N° Colonias) x Dil
Vol.Semb

UFC/mL =

Donde:

UFC/mL: Unidades Formadoras de Colonia / mL en placa
N° Colonias: Nimero de colonias contadas en placa

Dil: Inversa de la dilucion

Vol. Semb: Volumen sembrado en placa

C. Control de calidad de agregados finos y gruesos

La calidad de los agregados tanto como finos y gruesos se
determind mediante analisis granulométricos, contenido de
humedad, peso unitario compactado-suelto, peso especifico y
absorcion. Los ensayos realizados permitieron hacer el disefio
de mezcla (210kg/cm?) para las probetas cilindricas y
prismaticas tanto para concreto convencional como concreto
incorporado con Bacillus subtilis.

D. Preparacion de probetas cilindricas, prismaticas

tradicionales e incorporadas con Bacillus subtilis

Se realizo el disefio de mezcla para obtener valores para las
proporciones del concreto. La preparacién de probetas se
deberé realizar con los estandares de calidad establecidos para
su correcta elaboracién. Cada capa debe estar distribuida de
manera uniforme, compactada con una varilla de fierro lisa y
realizar golpes con un martillo de goma alrededor de cada capa
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para liberar vacios que hayan podido quedar atrapadas en la
mezcla.

E. Propiedades mecanicas y curado de concreto

Se realiz6 pruebas mecénicas del concreto en compresion
descrito en la NTP 339.034 y resistencia a la flexion segin la
ASTM C78 a las probetas de concreto en distintos tiempos (7
dias, 14 dias, 42 dias). Por otro lado, se evalué la
autorreparacion de las grietas y fisuras, mediante el pie de rey
digital se obtuvo las dimensiones en milimetros (mm).

I1. RESULTADOS
A. Evaluacion de Bacillus subtilis

Se realizé la activacion de la bacteria Bacillus subtilis
usando el protocolo mencionado en la seccién B de

metodologia, ello se encuentra esquematizado en la Fig.1.

Extracr la muestra

La solucion s deja en I
incubadara par 240

Coloracion Gram

Fig.1. Esquema del protocolo de activacion de la bacteria Bacillus subtilis.
(Elaboracién propia)

1) Coloracion Gram

Se llevd a cabo la coloracion para evidenciar
experimentalmente la morfologia de un bacilo gram positivo,
utilizando un microscopio con un objetivo de 100X como se
observa en la Fig. 2.

Fig.2. Coloracién Gram de Bacillus subtilis, observada con microscopio de
objetivo 100X.

2) Pruebas de crecimiento en placa

Posterior a la activacion de la bacteria, se prepard una
bateria de seis tubos de ensayos estériles para acondicionar las
diluciones de 10%, 102, 1073, 10, 10° y 10 ml, adicionando 1
mL de solucidn cultivada a 37°C por 24 horas en la primera
dilucion con el fin de preparar las diluciones antes
mencionadas, posteriormente los tubos de ensayo de diluciones
104,10 y 10 se realizd el plaqueo de 1 mL de solucion en el
medio sdlido (TSA) por duplicado incubandose finalmente por
24 horas a 37°C, como se observa en la Fig.3.

Esparcimiento de
solucion

Colocar Iml de Bacillus subtilis Tubos de ensayos de [0ml de solucidn

+9ml de agua destilada y agitar

Fig.3. Esquema de evaluacion de Placas en medio de TSA con cultivo de
Bacillus subtilis. (Elaboracion propia)

Se realizo el conteo de colonias para poder cuantificar el
crecimiento bacteriano de Bacillus subtilis. En diluciones con
1x10* ,1x10° y 1x10° se registr6 un conteo de colonias
promedio de 4000, 320 y 200 colonias, respectivamente. Para
la prueba experimental empleamos la dilucion cuya
concentracion bacteriana se encuentra dentro de los parametros
definidos para el conteo estandar resultando 2x10% UFC/mL de
bacterias Bacillus subtilis activadas listas para la incorporacidn,
resultante de la cantidad de cepa Bacillus subtilis empleada para
la prueba, obteniendo el resultado de la siguiente manera; se
tomaron las placas de la dilucion 10 ya que estas contenian
entre 30 y 300 colonias, luego se calcul6 las UFC/mL en esa
dilucién de la siguiente manera: dilucion (10°), placa 1(170
colonias), placa 2 (230 colonias), concluyendo en la media de
200 colonias en placa, ello se reemplaza en la ecuacion (1).

__(200) x 10°

UFC/mL =
1iml

= 2x 108UFC/mL

B. Pruebas de control de calidad de agregados finos y
gruesos
Las pruebas realizadas permitieron evaluar las
caracteristicas de los agregados finos y gruesos para poder
asegurar la calidad de ello. Este analisis técnico garantiza tanto
el cumplimiento de la norma técnica peruana como la
optimizacion de recursos mediante los siguientes ensayos:

1) Analisis granulométrico de agregados finos y gruesos

Segln la NTP 400.012, este ensayo permite evaluar la
distribucion de los tamafios de las particulas de los agregados
mediante tamices, como se muestra en la Fig. 4.
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Fig. 4. Tamizado de agregados finos (arena) y gruesos (piedra). (Elaboracién

TABLA 2

ANALISIS GRANULOMETRICO DE AGREGADO GRUESO

TAMIZ Peso Peso Retenido Pasante

Pulg | mm Retenido Retenido | Acumulado | Acumulado
(gn) (%) (%) ()

1 37.50 0.00 0.00 0.00 100.00
172"
1" 25.00 0.00 0.00 0.00 100.00
3/4" | 19.00 231.20 4.63 4.63 95.37
12" | 1250 2771.80 55.48 60.11 39.89
3/8" | 9.50 1619.60 3242 92.52 7.48
#4 4.75 364.90 7.30 99.83 0.17
FONDO 8.70 0.17 100.00 0.00
TOTAL 4996.20 100.00 -

Elaboracion propia

100.00%

90.00%

propia) 80.00%
0.00%
Finalmente, se concluyd que los resultados obtenidos -
durante el ensayo cumplen con la Norma Técnica Peruana (NTP & oom
400. 012) . - 40.00% =—8—LIMITE INFERIOR
) TABLA 1 000 —s— LIMITE SUPERIOR
ANALISIS GRANULOMETRICO DE AGREGADO FINO
20.00% —e— GRANULOMETRIA A GRUESO
TAMIZ Peso Peso Retenido Pasante 10.00%
Retenido Retenido | Acumulado | Acumulado 0%
Pu Ig mm (g r) (%) (%) (%) o Abertura de tamices {(mm)
3/8" 9.50 0.00 0.00 0.00 100.00 '
N°04 | 475 20.30 4.07 4.07 9593 Fig. 6. Andlisis granulométrico de agregado grueso. (Elaboracién propia)
N° 08 2.36 78.98 15.85 19.92 80.08
N16 | 1.8 91.22 18.30 38.22 61.78 Respecto a los datos obtenidos, el médulo de fineza del
N° 30 0.60 85.30 17.11 55.34 44.66 agregado grueso es de 6.97.
N° 50 0.30 87.40 17.54 72.87 27.13
N°100 | 0.15 78.40 15.73 88.60 11.40 TABLA 3
N“200 | 0.075 33.90 6.80 95.41 4.59 ANALISIS GRANULOMETRICO DE ARCILLA
FONDO 22.90 4.59 100.00 0.00 TAMIZ Peso Peso Retenido Pasante
TOTAL 498.40 100.00 - Retenido Retenido | Acumulado | Acumulado
Elaboracién propia Pulg. mm (an (%) (%) (%)
. R . . 3/g" | 950 0.00 0.00 0.00 100.00
o000 N° 04 4.75 0.00 0.00 0.00 100.00
N° 08 2.36 8.60 2.15 2.15 97.85
BO.O0:
N° 16 1.18 105.00 26.30 28.46 71.54
oo N°30 | 0.60 85.50 21.42 49.87 50.13
g 0or N°50 | 0.30 62.50 15.66 65.53 34.47
g 000% N° 100 0.15 87.40 21.89 87.42 12.58
- —=&— L IMITE INFERIOR. %
= 4000% N° 200 0.075 27.10 6.79 94.21 5.79
30.00% " LIMITE SUPERIOR % FONDO 23.10 5.79 100.00 0.00
2000% —=— CURVA GRANULOMETRICA TOTAL 399.20 100.00 -
DE AGREGADO FINO § .
Elaboracion propia
10.00%
0.00%
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 3.00 9.00 1000

Fig. 5. Andlisis granulométrico de agregado fino. (Elaboracién propia)

Respecto a los datos obtenidos, el médulo de fineza del

Abertura de tamices (mm)

agregado fino es de 2.79.
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4) Peso especifico y absorcion

100.00%
- El peso especifico es la relacion de la masa entre su
o volumen que ocupa el agregado, tal como se muestra en la Fig.
s 9 y Fig. 10. Por otro lado, el ensayo absorcion determina el
70.00% cambio de masa de un material debido al agua absorbida tras un
5 6000% tiempo definido de inmersion, en comparacién con la muestra
& w00 seca, tal como se detalla en las normas, NTP 400.022 y NTP
= e o - -
=4 —*LIMITEIHFERTOR % 400.021, que establecen los procedimientos para ambos
5 wome ensayos
=—a [ IMITE SUPERIOE. % y )
30.00%
—e— CURVA GRANULOMETRICA.
20.00% DE ARCILLA EXPARDIDA
10.00%
0.00%
0.00 2.00 4.00 6.00 2.00 10.00

Abertura de tamices (mm)
Fig. 7. Anélisis granulométrico de arcilla expandida. (Elaboracién propia)

2) Contenido de Humedad

En el contenido de humedad de los agregados tales como
grueso, fino y de la arcilla es esencial debido a que verifica la
porosidad de los materiales para asi poder garantizar una
correcta relacion agua-cemento (a/c) en el disefio de mezcla, asi
como se presenta en la Fig. 8, de acuerdo con el procedimiento
establecido en la NTP 339.185.

Fig. 8. Ensayo de humedad de agregados finos, gruesos y arcilla expandida.
(Elaboracion propia)

TABLA 4
ANALISIS DE PORCENTAJE DE HUMEDAD DE AGREGADO FINO
Descripcion Pruebal | Prueba2 | Promedio
(%) (%) (%) ;
Humedad de agregado fino 0.40 0.18 0.29 s : ‘
Humedad de agregado grueso 0.20 Fig. 10. Peso especifico y absorcion de agregado grueso. (Elaboracion
Elaboracion propia propia)
3) Peso unitario de los agregados ~ TABLAG
Sean sueltos o compactados permiten calcular los vacios 5 PESO ESPECIFICO ¥ ABSORCION DE AGREGADCS .
. . . . eso Peso Peso Peso Absorcion
entre particulas. Este ensayo es esencial debido a que influye en Especificoy | especifico | especifico | especifico (%)
las propiedades mecénicas del concreto, tal como se establece absorcion de masa de SSS aparente
en la NTP 400.017. (gr/cm®) (gr/lem®) (gr/em?)
TABLAS Agregado 2.65 2.67 2.69 0.50
ANALISIS DE PORCENTAJE DE HUMEDAD DE AGREGADO GRUESO Fino
Peso Unitario Prueba A Agregado 2.67 2.70 2.74 0.90
(Kg/m?®) grueso
Agregado fino suelto 1482.24 Arcilla 141 142 142 0.50
Expandida
Agregado fino compactado 1853.80 Elaboracion propia
Agregado grueso suelto 1708.38
Agregado grueso compactado 1593.83

Elaboracion propi

a
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C. Disefio de mezcla y elaboracion de probetas cilindricas y
prismaticas
El disefio de mezcla de los agregados finos, gruesos y del
cemento fue realizado conforme a la metodologia establecida
por el Comité ACI 211, para la elaboracion de un concreto 210
kg/cm?, en la cual se encuentran recopilados en la Tabla 7.

TABLA7

RECOPILACION DE DATOS DE AGREGADOS FINOS Y GRUESOS
FC 210 kg/cm?
Slump 4"

Peso Especifico de Cemento Sol 3140 kg/ecm?®

tipo |

Caracteristicas arena

Peso especifico seco 2653 kg/m?®
Médulo de fineza 2.79
Absorcion 0.50%
Humedad 0.29%

Agua 1000 kg/cm®

Caracteristicas de piedra

Tamafio maximo 3/4"

Peso especifico seco 2671 kg/m®
Peso unitario compactado seco 1594 kg/m?®
Absorcion 0.90%
Humedad 0.20%
Médulo de fineza 6.97

Elaboracion propia
TABLA 8
VOLUMEN DE AGUA EN MEZCLA ELABORADA POR EL COMITE ACI 211.1-91

Agua, en 1/m3, para los tamafios més nominales de agregado grueso y
Asentamiento | consistencia indicados.

afe | % % [ 1 1w | 2* | 3 | ¢
Concretos sin aire incorporado
1"a2" | 207 | 199 [ 190 179 166 154 | 130 [ 113
3"a4" | 228 | 216 | 205 || 193 | 181 169 | 145 | 124
6"al” | 243 | 228 | 216 202 190 178 160

Concretos con aire incorporado

1"a2" 181 175 168 160 150 142 122 107
3"ad" 202 193 184 175 165 157 133 119
6"a7" 216 205 | 197 184 174 166 154

TABLA 9
RELACION AGUA-CEMENTO CON RESPECTO A LA RESISTENCIA A COMPRESION
(F’C) ELABORADA POR EL COMITE ACI 211.1-91

Resistoncia a Relacion agua-material

Compresion cementante en masa

a los 28 Dias, Concrelo sin Concreto con

kgicm? (MPa) | aire incluido aire incluido
450 (45) 038 0.30
400 (40) 042 | 0.34
350 (35) 047 0.39
300 (30) 054 0.45
250 (25) 0.61 052
200 {20} 1 069 0.60
150 (15) 0.79 I 0.70

El volumen del cemento tipo | es la interpolacion indicada
en la TABLA 9, al cual da como resultado 0.5484m3,
equivalente a 373.81kg, con un volumen total de 0.12m?. De
manera similar, el volumen de agregado grueso determinado en
la interpolacion es de 0.621 m?3, resultando en un volumen
absoluto de 0.371 m®,

Los volimenes obtenidos en m® son: agua 0.205m3,
cemento 0.12m3, piedra 0.371m?3, aire 0.02 m? y arena 0.285m®.
En la TABLA 10 se detalla los datos correspondientes mediante
el volumen absoluto y el peso especifico.

TABLA 10

VALORES DE DISENO DE MEZCLA
Elemento Volumen Peso especifico Peso

absoluto (m%) (Kg/m®) (kg)
Agua 0.205 1000 205
Cemento tipo [ 0.12 3140 374
Piedra Seca 0.371 2671 990
Arena seca 0.285 2653 757
Aire 0.02 - -

Elaboracion propia

A partir de los datos obtenidos se elabora la TABLA 11
donde se presenta la relacion entre la absorcién y la humedad
de los agregados.

TABLA 11

CORRECCION POR ABSORCION Y HUMEDAD DE LOS AGREGADOS
Piedra hiimeda pesara 990K g 1.00200 992K g
Arena humeda pesara 757Kg 1.00290 759Kg
Balance de agua en la piedra = 0.0020 0.0090 -0.007000
Contribucion agua piedra 992Kg  -0.007000 = -6.94298Kg
Balance de agua en laarena = 0.00290 0.0050 -0.00210
Contribucion agua arena 759Kg -0.0021 -1.59438Kg

Elaboracion propia

La mezcla final del disefio de mezcla se requiere 214kg.

A partir de los datos obtenidos, los agregados tanto como
gruesos como finos, cemento y agua, se establece el disefio final
de mezcla, como se detalla en la TABLA 12.

TABLA 12
PROPORCION DE MATERIALES PARA EL DISENO DE MEZCLA

Materiales Cantidad (Kg)

Agua 214

Cemento tipo [ 374

Piedra himeda 992

Arena hiimeda 759

Aire -

Total 2338

Elaboracion propia

23" LACCEI International Multi-Conference for Engineering, Education, and Technology: “Engineering, Artificial Intelligence, and Sustainable Technologies in service of

society”. Hybrid Event, Mexico City, July 16 - 18, 2025



Las cantidades utilizadas para probetas cilindricas de
6x12” y probetas prismaticas se detallan en la TABLA 13 y
TABLA 14, respectivamente.

TABLA 13
CANTIDAD UTILIZADA PARA PROBETAS CILINDRICAS DE 6X12”
Materiales X(())l;;‘n ::31 Error al 15%
Cemento tipo I 374Kg 8.06 9.27 Kg/m?
Agua 214Kg 4.60 5.29 Kg/m?
Agregado Fino 759K g 16.37 18.82 Kg/m?®
Agregado Grueso 992Kg 21.38 24.59 Kg/m?

Elaboracion propia
Se realiz6 4 probetas tradicionales cilindricas.

TABLA 14
CANTIDAD UTILIZADA PARA PROBETAS PRISMATICAS (VIGAS)
Material X%l;;n neqr}l Error al 25%
Cemento tipo I 374Kg 14.65 18.32 Kg/m?®
Agua 214Kg 8.37 10.46 Kg/m?
Agregado Fino 759Kg 29.76 37.20 Kg/m?®
Agregado Grueso 992K g 38.88 48.60 Kg/m®

Elaboracion propia
Se realizo 3 probetas tradicionales prismaticas.

En el presente estudio, se realiz6 la incorporacion de la
bacteria Bacillus subtilis mediante la arcilla expandida para el
disefio de mezcla 210kg/cm?, como se indica en la Fig. 11.

Arcilla expandida incorporada con Bacillus Inmersion de arcilla expandida

subtilis para probetas cilindricas prismaticas. en Bacillus subtilis.

Fig.11. Esquema de incorporacion de Bacillus subtilis a la arcilla expandida.
(Elaboracién propia)

Se utilizé 135ml de cultivo caldo de Agar Triptona Soja
(TSA) + 15ml de Bacillus subtilis, en un frasco el cual fue
activado como indica la metodologia. Asi mismo, se prepard
lactato de calcio como fuente de alimento 0.1M en 500ml de
agua destilada.

Los datos presentados en la TABLA 13, se emplearon de
la misma manera para las probetas incorporadas, manteniendo
un total de 4 probetas. Sin embargo, en las probetas
incorporadas, se afiadid el 1% de arcilla expandida con Bacillus
subtilis de la masa total, al cual seria 579.14 g.

Asimismo, para las probetas prisméticas incorporadas, se
utilizo el disefio basado en la TABLA 14, considerando un total

de 3 probetas. Se incorpord el 1% de la masa total, lo que
equivale a 1145.49 g de arcilla con Bacillus subtilis.

Cabe resaltar que, para las 2 incorporaciones de probetas
cilindricas y prismaticas, se utiliz6 un total de 150ml de
Bacillus subtilis activadas (2.0 x 102 UFC/ml) + 528 ml de
lactato de calcio a 0.1 M.

D. Evaluacién de propiedades mecénicas y curacion del

concreto

Las pruebas de compresion y flexion son fundamentales
para analizar el comportamiento del concreto sometido a
fuerzas, asegurando que cumpla con los pardmetros de
seguridad y durabilidad. Por esta razén se llevaron a cabo
ensayos de compresion y flexion tanto para las probetas
tradicionales como en las probetas incorporadas con Bacillus
subtilis.

TABLA 15
RESISTENCIA DE COMPRESION DE PROBETAS TRADICIONALES
Muestra | Dia Diametro | Altura | Peso F'c Tipo de
(cm) (cm) (kg) (Kg/ em?) falla

Tradi-1 7 9.9 20.6 3.74 254.1 Tipo 3
Tradi-2 | 14 15.1 30.6 13.13 288.3 Tipo 5
Tradi-3 | 42 15.1 30.4 13.1 321.7 Tipo 3
Elaboracion propia

TABLA 16
RESISTENCIA DE COMPRESION DE PROBETAS INCORPORADAS CON BACILLUS

SUBTILIS
. Diédmetro | Altura | Peso F'c .

Muestra | Dia (cm) (cm) ko) | (Kgl cm?) Tipo de falla
Incorp-1 7 15.2 304 | 129 232.2 Tipo 5
Incorp-2 | 14 15.1 30.9 | 13.06 2734 Tipo 4
Incorp-3 | 42 15 30.6 | 12.95 336.5 Tipo 4

Elaboracion propia

Se puede observar, en las Tabla 15 y Tabla 16, que las
probetas de 7 y 14 dias tuvieron una disminucién de resistencia
de 8.62% y 5.17% respectivamente. Sin embargo, en el dia 42
hubo un incremento de resistencia de 4.60%, dando un
resultado positivo para las probetas incorporadas con Bacillus
subtilis.

En cuanto al tipo de falla, segin la NTP 339.0.34, nos
indica que el Tipo 3, se distingue por grietas verticales que
llegan a ambas bases y conos mal formados, indicando una
distribucidn irregular de la carga o que el concreto tenia una
debilidad estructural en el concreto. Por otro lado, el tipo 4, la
fractura ocurre en una direccion diagonal dentro del cilindro de
concreto sin que haya grietas en la base. Finalmente, el tipo 5
se caracteriza por fracturas en los lados de las bases, tanto en la
parte superior como en la inferior, siendo comdn en probetas
con cabezales mal adheridos.
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TABLA 17
RESISTENCIA A LA FLEXION DE PROBETAS TRADICIONALES

.| Largo | Ancho | Altura | Peso F'c
Muestra | Dias cm) | (cm) cm) | (ko) | (Kg/em?) Falla
- Punto
Tradi-A 7 56.2 15.8 15.8 | 31.56 52.7 medio
. Punto
Tradi-B | 14 56 15.3 153 | 31.52 55.1 medio

Elaboracion propia
TABLA 18
RESISTENCIA A LA FLEXION DE PROBETAS INCORPORADAS CON BACILLUS
SUBTILIS

.| Largo | Ancho | Altura | Peso F'c
Muestra | Dia (cm) (cm) cm) | (kg) | (Kglem?) Falla
Punto
Incorp-A | 7 56.2 15.4 15.7 | 31.46 135 medio
Incorp-B | 14 | 56 | 154 | 156 | 313 | 60.2 Punto
medio

Elaboracion propia

Se visualiza en la TABLA 17 y TABLA 18 que, la
resistencia la flexion disminuy¢ significativamente en los
primeros 7 dias, dando un registro de 74.36%, mientras que a
los 14 dias hubo un incremento 9.26%, al cual se considera un
resultado positivo.

Ademas de los valores obtenidos de la resistencia de la
compresion y flexion, se analizé el patron de grietas de dichas
probetas luego de los ensayos, en la Fig. 12 se observa grietas,
las cuales seran monitoreadas durante varios dias.

Fig.12. Fotografias de grietas en probetas con incorporacién de Bacillus subtilis
que oscila entre 0.45mm a 1.41mm. (Elaboracién propia)

Las probetas sometidas a compresién y flexién en el dia 7,
presentaron algunas grietas debido a la carga aplicada. Sin
embargo, a los 36 dias se observo resultados favorables, en la
cual se visualizé autorreparacion en las grietas resultado de la
precipitacién de calcita, asi como se observa en la Fig. 13.

Fig.13. Fotografias de grietas autorreparadas con Bacillus subtilis mediante la
precipitacion de calcita. (Elaboracion propia)

Las mediciones de las respectivas grietas se realizaron con
el apoyo de una regla digital pie de rey para obtener una
precision en las mediciones de sus anchos y su longitud, asi
como se muestra en la Fig.14.

©)) S

)
Fig.14. Fotografias de medicién de ancho y largo de grietas en probetas
incorporadas con Bacillus subtilis. (Elaboracién propia)

Se realizd las mediciones correspondientes de cada grieta
de las probetas registrando las dimensiones de cada una. Los
datos obtenidos corresponden a su ancho y longitud de cada
grieta identificada, al cual se detallan en la TABLA 19.
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TABLA 19
DIMENSIONES DE GRIETAS AUTORREPARADAS CON BACILLUS SUBTILIS
Nro de Grieta "?nr;‘;]:‘;’ Ltz;g?nit)ud
1 0.45 35.78
2 0.52 30.95
3 0.66 11.54
4 0.62 12.91
S 0.51 14.03
6 1.41 64.33

Elaboracion propia

Se identificd que el menor ancho de reparacion es de la
grieta (1) con un ancho de 0.45mm y 35.78 mm de longitud. Por
otro lado, la grieta con mayor dimension de reparacion es (6)
con un ancho de 1.41mm y 64.33mm de longitud.

E. ANALISIS DE COSTO DE REPARACION

Se realizd un analisis comparativo entre tres reparadores
comerciales y la mezcla biolégica con Bacillus subtilis. Los 3
reparadores comerciales considerados fueron: Sikadur-52,
Sikadur-35 Hi- Mod LV, Sikacryl-150 teniendo un costo de
S/220.00 por litro, S/475.00 por kg/l y S/30.90 por ml
respectivamente, todos con capacidad para sellar grietas de
hasta 5 mm. En contraste, la mezcla con bacterias, compuesta
por Bacillus subtilis tuvo un costo total de S/50.00, permitiendo
la reparacion de grietas de hasta 1.41 mm, tal como se observa

en la TABLA 20.
TABLA 20
ANALISIS DE COSTO DE REPARADORES

Descripcion | Reparadores | Precio | Contenido Uso Closlie Apc_ho
Total | maximo
;KADUR' S/220 1kg 1L S/220 | 5mm
Aditivo SIKADUR-
35 Hi- Mod S/475 3Kg 1.10Kg/I S/475 5mm
LV
Sellador | Sikacryl-150 | S/30.90 300ml 300ml | S/30.90 | 5mm
Frasco de 15mL
Bacillus S/41 1L
. (S1.0,62)
Mezcla con subtilis
; Lactato de 16.18g
bacterias de | ., S/50 09 | (5/16,18) | S50 | 1.41mm
Bacillus 8g
subtilis TSA S/200 5009 (513.20)
Arcilla 2Kg
expandida S5 1Kg | (s/300)

Elaboracion propia
V. DiscusIiON

Se realiz6 una evaluacién microbioldgica utilizando
Bacillus subtilis en el medio de cultivo TSA incubando las
muestras a 37°C para favorecer el crecimiento bacteriano.
Posteriormente, se realiz6 la coloracidn de Gram, confirmando
la presencia de bacilos Gram positivos. En las pruebas de
crecimiento en placa, se obtiene la concentracion de
2x108UFC/mL, posterior a la activacion de la bacteria.

En cuanto al disefio de mezcla, se afiadi6 la bacteria
Bacillus subtilis a la arcilla expandida. Se llevaron a cabo los
ensayos correspondientes siguiendo la Norma Técnica Peruana
NTP 400.012, dado que la arcilla fue previamente triturada. La
dosificacion utilizada fue del 1% de arcilla respecto a la masa
total de la mezcla. Este disefio de mezcla fue desarrollado para
una resistencia de 210kg/cm’con el objetivo de reparar las
fisurasy grietas. Para ello, se utiliz6 el Método ACI, preparando
tanto concreto tradicional como concreto con Bacillus subtilis
(BS). Los resultados obtenidos para las probetas cilindricas
fueron: cemento 9.27 kg, agua 5.29 kg, agregado fino 18.82 kg,
agregado grueso 18.82 kg y arcilla 579.14 g. Para las probetas
prismaticas, se utilizaron: cemento 18.32 kg, agua 10.46 kg,
agregado fino 37.20 kg, agregado grueso 48.60 kg y arcilla
1145.49 g. Cabe resaltar que, para las 2 incorporaciones de
probetas cilindricas y prismaticas, se utilizo un total de 150ml
de Bacillus subtilis (2.0 x 108 UFC/mL) + 528 ml de lactato de
calcioa 0.1 M.

Respecto a las propiedades mecanicas del concreto con
incorporacion de Bacillus subtilis, se evidencié que la
resistencia a la compresion presenta una disminucién promedio
del 6.9% en las dos primeras semanas. Sin embargo, en los 42
dias se obtuvo un incremento de resistencia de 4.60%, lo que
indica una mejora significativa en comparacion con las probetas
tradicionales. De manera similar, se observd en la resistencia de
flexion, dando una disminucion significativa en la primera
semana, mientras que en la segunda semana hubo un
incremento de 9.26%. Al contrario, estudios de la Ref. [11],
indican que los aumentos més significativos se detectaron a una
concentracion celular de 1x10° células/ml, con incrementos en
la resistencia de un 27%, 26%, 14%y 13% a los 7, 14, 28 y 56
dias de curado, respectivamente.

En las probetas sometidas a compresion y flexion en el dia
7, se detectaron grietas. Sin embargo, a los 36 dias se observd
autorreparaciones menores o iguales a 1.41mm, evidenciando
la biopreciptacion de calcita. No obstante, la investigacion
realizada por la Ref. [14], report6 un proceso mediante el cual
los microorganismos generan carbonato de calcio para
potenciar la capacidad de autocuracion en las estructuras con
resultados alentadores de esta tecnologia. Asi mismos estudios
realizados hasta el agotamiento de la autorreparacién en fisuras
menores o igual a 0.2 mm de ancho, contando con una eficacia
de la autocuracién disminuida a medida que envejecen, después
de 28 dias, la tasa de reparacion del area disminuye
significativamente, segun lo reportado por el estudio [15]. Por
otro lado, una investigacion sobre la combinacion de Bacillus
megaterium y Sporosarcina pasteurii, pertenecientes a la
familia de Bacillus subtilis, demostr6 la capacidad de
reparacion de grietas de hasta 0.85 mm en un periodo de 28 dias,
logrando un 75.32% de efectividad en la reparacion, con una
reduccion de la permeabilidad al agua del 90.61% [16]. Este
contraste sugiere que la capacidad de reparacion del concreto
con bacterias no depende Unicamente del tamafio de la fisura o
grieta inicial, sino también de factores como la concentracion
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bacteriana en el concreto y el método de incorporacion
considerado por cada estudio realizado.

V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian el
potencial de Bacillus subtilis como un agente de
autorreparacion en concreto, logrando el sellado efectivo de
grietas de hasta 1.41 mm, lo que representa un avance
significativo respecto a estudios previos donde la
biocementacion se ha reportado eficaz para grietas de hasta 0.85
mm [16]. La incorporacion de Bacillus subtilis en el concreto
de F’c 210 kg/cm? ha demostrado ser una alternativa viable y
sostenible para la autorreparacion de fisuras y grietas, con
analisis microbiolégicos que confirmaron una alta viabilidad
celular, facilitando la bioprecipitacion de calcita como
mecanismo principal de sellado.

En las probetas sometidas a compresion y flexion
evaluadas a los 7 dias, se observaron grietas, sin embargo, tras
36 dias, se registré un rango de reparacion de 0.45 mm a 1.41
mm, lo que respalda la efectividad del proceso de
autorreparacion. Aungue en las primeras semanas se evidencié
una ligera disminucion en la resistencia mecanica, los ensayos
demostraron una recuperacién progresiva, con un incremento
del 4.60% en la resistencia a la compresion a los 42 dias y un
aumento del 9.26% en la resistencia a la flexion a los 14 dias.
Estos resultados evidencian el potencial del concreto
autorreparable para mejorar la durabilidad y desempefio
estructural en condiciones reales. Si bien la biotecnologia
aplicada al concreto ha demostrado ser efectiva en la reparacion
de grietas, es fundamental considerar su uso dentro de un
enfoque estructural integral. Por ello, futuras investigaciones
deben enfocarse en evaluar la durabilidad de las grietas
reparadas a largo plazo, especialmente bajo condiciones de
carga y factores ambientales adversos, ademas de analizar la
resistencia mecanica post-reparacion para determinar si la zona
tratada recupera propiedades similares al concreto original o si
requiere refuerzos adicionales para evitar fallas futuras.

Este enfoque no solo representa un avance en la ingenieria,
sino también una contribucion significativa hacia la
sostenibilidad en la industria de la construccion. Al reducir la
necesidad de reparaciones tradicionales y prolongar la vida util
de las estructuras, el uso de Bacillus subtilis para la
autorreparacion del concreto puede disminuir los costos de
mantenimiento y reducir el impacto ambiental de los proyectos.
Ademas, esta tecnologia abre nuevas posibilidades para el
disefio de infraestructuras mas resistentes, autosuficientes y
ecoldgicas, alinedndose con las tendencias globales de
sostenibilidad y eficiencia en el sector de la construccion.
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