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1 Introduccidon. Objetivos del proyecto

El hormigén es uno de los materiales de construccién globalmente utilizado debido
a su alta resistencia a la compresion y a su bajo coste [1]. Sin embargo, su produccién
tiene una alta huella de carbono, por lo que seria esencial conseguir de este material
una produccién mas sostenible [2] ya que suponen un 8% de la emision global de CO;
mundial y deberia reducirse un 16% por lo menos hasta 2030 para adaptarse al acuerdo
de Paris [3, 4]. Concretamente se producen 4 miles de millones de toneladas de cemento
al afio [5]. Ademas, segun el mercado mundial de morteros de reparacién de hormigén
se prevé que alcance un gasto de 5,8 mil millones de ddlares en 2030.

La industria de la construccion esta buscando soluciones ecolégicas para reducir las
emisiones de CO; del hormigdn, y equilibrar la responsabilidad medioambiental con la
seguridad de las infraestructuras.

Ademas, existe la problemdtica de que las estructuras modernas como presas,
carreteras, puentes, tuneles y edificios necesitan mantenimiento debido al deterioro. El
agrietamiento es comun en el hormigdn debido a la tensidn, contraccion, el desgaste, la
actividad sismica y factores medioambientales como la humedad, cambios de
temperatura, exposiciéon quimica, viento y factores bioldgicos [6] dando lugar a una de
sus desventajas principales, la fragilidad al fracturado, lo cual disminuye su tiempo de
vida util, y aumenta los costes de reparacién [7]. Es por ello por lo que este material se
refuerza con acero en muchas ocasiones, este puede deteriorarse si penetra el agua.

Una manera de afrontar esta problematica es desarrollar morteros y hormigones
autorreparables. Existen diversas maneras de elaborar un mortero autorreparable, nos
centraremos en aquella basada en la utilizacién de microorganismos. La autorreparaciéon
mediante microorganismos es un buen método debido a que es una forma sostenible,
no contaminante ni perjudicial para el medio ambiente.

La investigacion en materiales de construccion ha avanzado en las ultimas décadas,
impulsado por la necesidad de desarrollar soluciones sostenibles y eficientes que
respondan a los desafios contemporaneos en la infraestructura urbana. Entre estas
innovaciones, los morteros autorreparables son una alternativa prometedora, ya que
unifica biotecnologia y ciencia de materiales. Estos morteros, que incorporan
microorganismos como bacterias y hongos, tienen la capacidad de auto-repararse ante
la aparicion de fisuras y dafios, lo que no solo prolonga la vida util de las estructuras,
sino que también reduce la necesidad de reparaciones costosas y el uso de recursos
adicionales.

Este proyecto se centra en esta autorreparacién alcanzada mediante la utilizacidn
de microorganismos debido a la importancia y avance que supone a nivel econdémico,
social y tecnoldgico/cientifico.

Desde una perspectiva econdmica, la implementacidon de morteros autorreparables
puede resultar en un ahorro significativo en costos de mantenimiento y reparacién.
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Segun estudios recientes, las infraestructuras representan una parte considerable del
gasto publico en muchos paises, y su deterioro prematuro puede llevar a gastos
adicionales que podrian evitarse con el uso de materiales mds duraderos. La capacidad
de estos morteros para reparar dafios de manera auténoma no solo optimiza el ciclo de
vida de las edificaciones, sino que también minimiza las interrupciones en el uso de las
instalaciones, lo que es especialmente importante en entornos urbanos donde el tiempo
de inactividad puede traducirse en pérdidas econdmicas significativas.

Desde el punto de vista social, la adopcién de tecnologias de construccion mas
sostenibles y eficientes tiene un impacto directo en la calidad de vida de las
comunidades. La reduccién de la necesidad de reparaciones frecuentes disminuye la
congestién y el ruido asociados con las obras de mantenimiento. También contribuye a
un entorno mas seguro y visualmente agradable. Ademads, el uso de microorganismos
en la construccién promueve la conciencia sobre la sostenibilidad y el respeto por el
medio ambiente, fomentando practicas que pueden ser adoptadas por futuras
generaciones.

La reparacion producida por parte de microorganismos en morteros se puede
producir de manera endégena o exdgena. Es decir, mediante la inclusion en el propio
mortero a la hora de elaborarlo, o bien aplicando estas bacterias a las fracturas. En este
caso se realizardn reparaciones enddgenas, ya que lo que se quiere conseguir es un
material autorreparable que disminuya el coste de reparacion.

La reparacién producida por bacterias es el resultado de la actividad metabdlica de
bacterias y/o hongos que producen carbonato célcico, dependiendo del pH y la
temperatura, transfiriéndolos de la célula al ambiente. Estos reaccionan con el calcio
para formar carbonato calcico [8], generando esta precipitacion y reparando las grietas.
Este proceso se llama MICP (siglas en inglés de precipitacién de carbonatos inducido por
microorganismos) y cuantas mas bacterias viables, mas se reparan las grietas.

El objetivo de MORTY es desarrollar el conocimiento para formular un mortero u
hormigdn capaz de auto-regenerase mediante la accién de un hongo o microorganismo
apropiado, lo cual da lugar a dos beneficios, el primero, que la auto-reparacién es
constante, no se precisa de una intervencidon en el momento en el que ya se observa la
grieta, y el segundo es el hecho de que el tratamiento es de caracter bioldgico y no da
lugar a residuos, potenciando asi la bioconstruccion y la construccion sostenible.

Asimismo, de esta forma, una vez el producto haya adquirido estabilidad en el
mercado para tener un coste competitivo, se lograria una reduccién de costes de
mantenimiento y de reparacién.

Por otro lado, se encuentran los objetivos especificos, que son los siguientes:

- Estudiar y seleccionar aquellos microorganismos capaces de desarrollar
carbonato calcico mediante la accién de la humedad.

- Formulacién de morteros/hormigén con adicién de microorganismos.
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- Desarrollar métodos de ensayos que envejezcan rapidamente el
mortero/hormigdn, para generar grietas y nos permita estudiar como
reaccionan los microorganismos.

- Determinar métodos de analisis para corroborar la unién o relleno realizado
por el carbonato calcico (SEM).

- Valorar la mejora del comportamiento por ensayos habituales.

- Mejorar el conocimiento de una tecnologia poco implantada hasta el
momento en el mercado.

- Estudio del comportamiento del nuevo mortero/hormigén bajo diferentes
condiciones.

En definitiva, el proyecto MORTY pertenece a la linea estratégica de Aplicaciones
avanzadas de los materiales, en el marco de estudio y desarrollo de nuevas aplicaciones
para materiales compuestos y modificados, estructuras aligeradas, resistencia al fuego,
etc. En cuanto al alcance del proyecto, se quiere estudiar la preparacion de morteros
autorreparables con el fin de disminuir el coste de reparacién en construcciones. El
publico objetivo es el sector de fabricacién de morteros, la construccidn y estructuras,
como son empresas relacionadas con la construccién residencial, comercial, industrial,
de obras publicas e institucionales, administradores de edificios. Ademas de servicios
técnicos de arquitectura e ingenieria y otras actividades relacionadas con el
asesoramiento técnico.
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2 Desarrollo del proyecto. Actividades realizadas.

En el proyecto MORTY se ha llevado a cabo una exhaustiva busqueda bibliografica
con el fin de estudiar y seleccionar microorganismos capaces de producir carbonato
calcico bajo las condiciones tipicas del mortero. Ademads, se ha trabajado en aislar
microorganismos que puedan sobrevivir en un ambiente con pH basico.

A continuacioén, se realizaron cultivos y se preparé el mantenimiento de las cepas
seleccionadas, asegurando su viabilidad a largo plazo. También se prepararon cepas en
forma de esporas para garantizar su resistencia a las adversas condiciones de pH y
dureza del mortero.

Se evaluaron las cepas obtenidas para seleccionar aquellas con las mejores
caracteristicas carbonatogénicas y de viabilidad. Ademas, se investigd la manera éptima
de agrietar los morteros y prepararlos en cuanto a tamafio, condiciones y tipo de
material utilizado.

Por ultimo, se disefiaron métodos para ensayar las muestras agrietadas, con el fin
de evaluar la reparacién producida a lo largo del tiempo. También se exploraron técnicas
para analizar la reparacién de las grietas, utilizando microscopia estereoscopica
combinada con analisis de imagen, asi como microscopia electrdnica de barrido con
detector de rayos X.
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3 Resultados obtenidos.
3.1. Microorganismos carbonatogénicos.

A la hora de seleccionar microorganismos para preparar el mortero autorreparable,
es importante tener en cuenta que, durante el curado, la viabilidad de estos seres vivos
se reducird debido a las condiciones ambientales de presidén, pH, temperatura,
disponibilidad de oxigeno [9]. Las especies bacterianas formadoras de esporas seran las
que soporten condiciones extremas [10], por ello se seleccionaron bacterias con estas
caracteristicas para introducir en mortero en este proyecto. Estas bacterias son capaces
de pasar de estado activo al estado latente de forma de esporas segun las condiciones
ambientales, como pueden ser la falta de nutrientes, temperatura o pH desfavorables
[11]. En el caso de mezclarlas en mortero, una vez entren en contacto con el exterior
con unas condiciones idéneas para su crecimiento y supervivencia, romperan el estado
de latencia y se reactivan, llevando a cabo su metabolismo. Que en este caso buscamos
gue produzcan carbonato célcico, material que ird depositandose en las grietas.

En estudios realizados con bacterias formadoras y no formadoras de esporas en
hormigdn, se ha observado que las esporuladas tienen mayor resistencia [12]. Otra
manera de aumentar la supervivencia de estas especies seria mediante encapsulacién
previa a la adicion en el mortero [11].

Sin embargo, la utilizacién de encapsulacion tiene la problematica de que deben
abrirse facilmente en el momento adecuado v liberar las esporas al medio para que
hagan su trabajo. Ademas, tienen que ser suficientemente duros como para soportar la
dureza del mortero. Tampoco deben absorber los componentes del mortero ya que
afecta a la viabilidad de las bacterias del interior. Esto supone un aumento en el costo
de la produccion del mortero. Es por ello por lo que se terminaron seleccionando
especies que produzcan su propia cubierta protectora, es decir que formen endosporas
para soportar las condiciones adversas del medio en el que se encuentran.

En cuanto a las especies con capacidad carbonatogénica, existen 5 rutas
metabdlicas en la formacidon de carbonato: 3 anaerdbicas; mediante oxidacion de
metano y desnitrificaciéon y reduccion de sulfatos y dos aerobias que son las mas
utilizadas y en las que nos vamos a centrar, la amonificacion y la ureélisis. Son mas
procesos mas simples [13].

Las bacterias ureoliticas tienen enzimas ureasas que catalizan la hidrolisis de la urea
para producir amoniaco, diéxido de carbono e iones hidréxido. Tras el aumento de este
ultimo compuesto el pH aumenta, y el didxido de carbono forma iones carbonato, que
combinados con calcio forman carbonato cdlcico. Son las mas estudiadas [13].

Las no ureoliticas como las que tienen metabolismo de la amonificacion produce la
descomposicion de aminodcidos en carbonatos. Precipitan carbonato cdlcico de manera
activa como resultado del intercambio de iones en la membrana celular y la activacién
de bombas de calcio combinadas con la produccion de iones carbonato [13].
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De entre las especies bacterianas estudiadas en la bibliografia se encuentraron
Sutcliffiella cohnii DSM6307 [14], Alkalihalophilus pseudofirmus DSM 8715 [15, 16], B.
alkalisediminis K1-25, B. pseudomycoides DSM 12442 [17], B. aerius [18], B. subtilis [19],
B. cereus [20], B. megaterium [21], Sporosarcina pasteurii DSM 33 [16, 15], Myxococcus
xanthus CECT 422 [22] y las especies fungicas Trichoderma reesei DSM 768 [23], se
seleccionaron 4 especies bacterianas y 1 fungica (Figura 1;Tabla 1):

Tabla 1 Especies carbonatogénicas seleccionadas para ensayar con morteros.

Sporosarcina pasteuri DSM 33.
Alkalihalophilus pseudofirmus DSM 8715.
Sutcliffiella cohnii DSM 6307.
Myxococcus xanthus CECT 422.

Trichoderma reesei DSM 768.

Estas especies seleccionadas son de grupo de riesgo 1 es decir, no suponen
ningun tipo de peligro para la salud. Una vez recibidas se cultivaran en el medio de
cultivo recomendado por el distribuidor. Una vez activas se realizard el mantenimiento
de las especies en glicerol para guardar a -202C.

Figura 1 Cepas recibidas de la coleccién alemana de cultivos tipo.
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Asimismo, se aislaron muestras de agua a pH-10 utilizada en el lavado de material
usado para preparar hormigén. En medios TSA, M3P, Urea y LBA sodlido. Las cepas
aisladas se identificaron para comprobar la posible utilizacion en morteros. Para ello se
utilizaron cebadores de un fragmento del gen TrRNA 16S; 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 1492R (5’-CGG TTA CCT TGT TAC GAC TT-3’). Asi como
reactivos de Thermofisher (polimerasa, tampones de carga, agarosa, tinte de ADN, etc.).
Se obtuvieron las especies: Microbacterium sediminis, Terribacillus saccharophilus,
Dietzia sp, Microbacterium aurantiacum.

3.2. Cultivo y mantenimiento.

Una vez recibidas las cepas se procedié a reactivarlas. Para ello fue necesario
preparar medio de cultivo liquido y solido para cada especie.

En el caso de las especies A. pseudofirmus DSM 8715 y S. cohnii DSM 6307 el medio de

cultivo recomendado por el distribuidor (Figura 2) tiene la siguiente formulacién:

Tabla 2 Reactivos para la preparacién del medio de A. pseudofirmus DSM 8715y S.
cohnii DSM 6307.

Reactivo Concentracion
Peptona 5g/L
Extracto de carne 3g/L
Agar (Medio sdlido) 15 g/L

Para preparar medios para favorecer la esporulacion se afadieron 10 mg/L de
MnSO4. Ademas, tras la esterilizacién se afiade sesquicarbonato de sodio 1M
estéril a razén de 1 mL en 10mL para alcanzar un pH de 9,7.

Sesquicarbonato de sodio 1M:

Tabla 3 Reactivos para la preparacién de sesquicarbonato de sodio.

Reactivo Concentracion
NaHCO; 4,2 g/100mL
Na»COs anhidro 5,3 g/100mL

Esta solucion se esteriliza con filtro de 0,22uL y se afiade después de la
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esterilizacidon en autoclave.

En el caso de la especie Sporosarcina pasteuri DSM 33 se cultiva en un medio TSA

comercial al que se anade urea:

Tabla 4 Reactivos para la preparacién del medio de Sporosarcina pasteuri DSM 3.

Reactivo Concentracion
Peptona de caseina: 15 g/L.
Peptona de soja: 5g/L.
Cloruro sédico: 5g/L.
Agar: 15 g/L.
Urea: 20g/L.

Se afiadid agua destiladay se esteriliza en autoclave a 1219C durante 20 minutos.

Para la esporulacién se prepard un medio con MnSQ4 hasta observar un 95% de
esporulacién en un microscopio éptico. En caso de que no funcionase se prepard
una solucién de NaCl de 9 g/L, donde las bacterias esporulan por falta de
alimento. Se cultivaron a 302C durante 14 dias.

En el caso de Myxococcus xanthus CECT 422, se utiliza un medio de cultivo con la

siguiente formulacion:

Tabla 5 Reactivos para preparar el medio de Myxococcus xanthus CECT 422,

Reactivo Concentracion

Casitona (digestion enzimatica

o . . 3g/L
pancreatica de origen animal)
CaCl,2H,0 1,368/L
Agar (en medio solido) 15g/L

El medio debe estar a pH 7,2. Se esterilizé a 1219C durante 20 minutos.
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Figura 2 Medios de cultivo sdlido y liquido para las cepas bacterianas recibidas.

En el caso de Trichoderma reesei DSM 768, se utiliza un medio PDA comercial con la
siguiente formulacion:

Tabla 6 Reactivos para preparar el medio de cultivo de T. reesei DSM 768.

Reactivo Concentracion
Peptona de patata. 4g/L
Glucosa dextrosa 20g/L
Agar 15g/L

Como medio liquido se utilizdé una solucion de Extracto de malta al 3%. Estos se
esterilizaron durante 20 minutos a 1212C. Y se enfriaron a 452C, en caso de que
tuviesen agar, para posteriormente verterlos.

Una vez preparados los medios de cultivo se abren los viales de cada especie uno
a uno (Figura 3) para ello se trabajé en una cabina de flujo en ambiente estéril. Se utilizd
una llama y tres gotas de agua destilada estéril fria para para resquebrajar el vidrio del
vial. Posteriormente con unas pinzas estériles se sacaron los viales de dentro en el caso
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de aquellas especies que estaban protegidas por dos viales. A continuacion, se hidraté
el liofilizado con 300uL de medio de cultivo liquido indicado para cada especie y se dejo
hidratando durante 30 minutos. Pasado este tiempo se inocularon en tubos con medio
de cultivo 50 pL del organismo hidratado, ademas de inocularlo en medio de cultivo
solido. Posteriormente se incubaron las placas en una cdmara de cultivo. En el caso de
S. pasteuri, A. pseudofirmus, S. cohnii se cultivaron a 302C durante 24 horas. M. xanthus
se cultivd a 262C durante 6 dias y T. reesei se cultivd a 252C durante 12 dias.

— —

Figura 3 Viales de vidrio con las cepas recibidas, abierto en condiciones esteriles de
cabina de flujo laminar.

Posteriormente se realizaron cultivos en medio liquido para afadir 500 uL en
criotubos de glicerol de 2 mL con agua mili-Q y glicerol a partes iguales (500uL+500uL)
esterilizados en autoclave a 1219C durante 20 minutos. Estos viales se guardaron en un
congelador a -202C para su mantenimiento y conservacion a largo plazo (Figura 4).
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Figura 4 Criotubos con agua mili-Q y glicerol para el mantenimiento de las cepas
recibidas.

3.3. Adecuacidon de las especies seleccionadas al mortero. Evaluacion de la
precipitacidon de carbonato calcico.

Como se ha mencionado anteriormente, la formacién de endosporas por parte de las
bacterias les confiere resistencia a condiciones adversas, como por ejemplo en este
caso, es interesante que las especies soporten las condiciones del mortero, de pH
elevado, presion y disponibilidad de oxigeno. Por ello se inducird la produccién de
endosporas en las especies seleccionadas, para utilizarlas en el mortero y asegurar su
viabilidad dentro del mismo, ademas de a largo plazo.

Para ello se prepararon medios de cultivo de esporulacién, mediante la adicién de 10
mg/L de MnSO4 al medio de cultivo de cada especie. Todos estos medios se prepararon
en tubos de ensayo de vidrio y el medio se dejo solidificar inclindndolos.

Se inocularon los medios de esporulacién y se incubaron durante 15 dias, hasta
observar un 99% de esporulacion. Posteriormente se prepararon soluciones de esporas,
se afladié temperatura a 802C para eliminar las células vegetativas. Se realizaron lavados
por centrifugacion 4 veces a 10000rpm durante 10 minutos. A continuacién, se
realizaron controles de viabilidad y conteo de las soluciones de esporas preparadas.
Estas soluciones se utilizaron para realizar mantenimiento de las cepas en criotubos y
para inocular en medios para estudiar la formacién de carbonato calcico por parte de
las bacterias. Se observaron las soluciones de esporas al microscopio para comprobar el
porcentaje de esporulacion. Las especies B. pseudofirmus y B. pasteuri no eran tan
eficaces en la esporulacién mediante este método, ya que requerian mas tiempo para
esporular (Figura 5).
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Figura 5 Imagen de la esporulacion al microscopio a 1.000 aumentos (1:1000) de B. cohni
(arriba izquierda), B. pasteurii (arriba derecha), B. pseudofirmus (inferior izquierda) y M.
xanthus (superior derecha).

Por otro lado, con el fin de comprobar la efectividad de las bacterias en ensayos in vitro
en condiciones controladas de laboratorio, y poder seleccionar aquellas dptimas en la
formacién de cristales, se prepararon medios para comprobar la precipitacion de
carbonato calcico:
a. El medio LBA (LB + acetato de calcio) para comprobar la precipitacidn de calcita
producida por las bacterias B. cohniiy B. pseudofirmus, con la siguiente
formulacion:

Tabla 7 Reactivos para preparar el medio LBA.

Reactivo Concentracion
Triptona 1g/L
Extracto de levadura 5g/L
NaCl 1g/L
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Reactivo Concentracion

Acetato de calcio 2,5g/L

El medio se ajusté a pH 8 con NaOH.

b. Otro medio para medir la reaccién de conversién de calcio insoluble para B.
pasteuri es:

Tabla 8 Reactivos para preparar el medio de conversion de calcio insoluble de B.
pasteuri.

Reactivo Concentracion
Urea 12g/L
Cloruro de calcio 22 g/L

Por ultimo, el medio M3P para la bacteria M. xanthus:

Tabla 9 Reactivos para la preparacién del medio M3P de M. xanthus.

Reactivo Concentracion
Casitona (Triptona) 10 g/L
Ca(CH3C0O0),-4H,0 (acetato de calcio). 10g/L
K2CO3-%H,0 2g/L
Agar (Medio sélido) 20g/L
Tampon fosfato 10 mM. 1L

El medio se ajustd a pH 8. Esterilizado a 1212C 20 minutos.

Se prepararon Tubos de 50mL con 10mL del medio de cultivo LBA para la
cuantificacién de precipitacién de calcita. El medio LBA se inoculdé con las cepas
bacterianas B. cohni y B. pseudofirmus, el medio TSA+Urea se inoculd con B. pasteuriy
el medio M3P se inocul6 con M.xanthus.

En el caso de las especies B. pasteuri, B. cohni y B. pseudofirmus, trascurridos 21
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dias, se tomaron muestras de 3 cultivos, se centrifugaron a 8.000rpm durante 10
minutos y los pellets se lavaron una vez con LB 1/10 (sin acetato de calcio) y un par de
veces con agua destilada estéril, el pellet lavado se filtré en Whatman Filter Paper N22
con tamaio de poro de 8 um. Sin embargo, no se obtuvieron cristales debido a que las
cepas no los habian producido. Los cristales de la membrana se hubiesen recogido y
lavado tres veces con agua destilada después se hubiesen secado al aire. En todos los
casos, se hicieron controles en un medio sin inocular.

En el caso del estudio de precipitacién de calcita por parte de M. xanthus. Se
observoé formacidn de cristales a diferencia de los medios control. Para ello se observo
que si existia formacion de cristales de carbonato célcico mediante microscopia dptica.
Asimismo, estos fueron estudiados en microscopio de barrido electrénico conectados a
un analizador de rayos X (SEM-EDX). En la Figura 7 y 8 se muestra la imagen de uno de
los precipitados estudiado en el microscopio éptico y del microscopio de barrido. Se
midié el tamaio del cristal mediante el programa Image J, obteniendo valores de
1,77mm de largo y 0,7mm de ancho. También se midié el tamafio de la espora de M.
xanthus la cual mide 1,2um.

_—
15kv  SP=12 WD=12.7 x5.0k 10.0um HV 2024-09-10

Figura 6 Cristal de carbonato célcico producido por M. xanthus en medio de cultivo M3P
observado en microscopio 6ptico (izquierda). Esporas de la bacteria M. xanthus
observada en el SEM (derecha).
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e
15kv  SP=12 WD=12.7 x100 500.0um HV 2024-09-10

Figura 7 Cristal de carbonato calcico producido por M. xanthus en medio de cultivo M3P
observado en SEM.

Tras el andlisis EDX del precipitado producido por la bacteria M. xanthus se
obtuvieron resultados de presencia de Carbono, Oxigeno, Calcio en mayor cantidad, tal
y como se observa en los picos de la grafica de la Figura 8 y en los resultados obtenidos,
de porcentaje de peso y atdmico de la Tabla 10. Estos 3 compuestos son los principales
formadores del carbonato calcico. También se observé presencia de fésforo y fldor en
menores cantidades. En medio liquido no se observé produccion de cristales.

En el caso del hongo T. reesei se cultivé en medio PDA con urea, lactato de calcio
ajustado a pH 8, pero no se observé crecimiento, posiblemente debido al elevado pH.
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Figura 8 Espectro resultado del analisis del precipitado producido por la bacteria M.
xanthus, realizado con el analizador de rayos X acoplado al microscopio dptico de
barrido.

Tabla 10 Resultados del analisis EDX del precipitado producido por M.xanthus.

Elemento Peso % Peso atomico %
C 26.23 37.83
o 41.63 45.08
F 6.56 5.98
P 0.45 0.25
Ca 25.14 10.87
Total 100.00 100.00

3.4. Preparacion del mortero y fractura.

Inicialmente se prepararon 4 litros (8kg) de muestras de mortero de 40mm x
40mm x 160mm de acuerdo con la norma BS EN 196-1. Se utilizé un cemento Portland
Fly Ash Cement, CEM I/ B-L 32.5R. Se utilizdé agregado hasta 3-4mm de diametro. Se
afadieron 5,3 kg de arena, 900mL de agua y 1,8 kg de cemento y se mezcld en una
amasadora, tal y como se muestra en la Figura 9 [3].
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Figura 9 Preparacién del mortero en un mezclador (imagen izquierda). Pesado del
cemento (imagen derecha).

Esta se separd en 4 partes de 2kg (1L) cada una en diferentes recipientes (proporciones
en la Tabla 11), donde cada parte pertenecia a un tipo de mortero:

1.
2.

Una de ellas fue el control al que se aifadieron 25 ml mas de agua (C).

Una fraccidn de los litros era otro control al que se aifadio 10 g de lactato de
calcio y 25 mL mas de agua (CL).

Una tercera fracciéon inoculada, a la que se afiadié 10 g de lactato y 25 mL de
solucién de esporas de B. cohni a concentracién 2-:10°, por lo que la
concentracion final de bacterias es de 5-10” UFC/mL (Bc).

Se realizé una fraccidon también inoculada con otra especie bacteriana, a la que
se afiadié 10 g de lactato y 25 mL de solucién de esporas de M.xanthus a
concentracién 1-108 UFC/mL, por lo que la concentracion final de bacterias es
de 2,5-10° UFC/mL (Mx).

Por ultimo, se prepard un mortero aparte inoculado con 25 mL de una mezcla
de esporas de las dos bacterias anteriores a la misma concentracién que en los
anteriores casos. A este mortero también se le afiadié 10g de lactato.

Tabla 11 Formulacidn de las muestras de mortero preparadas. Control (C), Control con
lactato de calcio (CL), Mortero inoculado con B. cohnii (Bc) y mortero inoculado con M.
xanthus (Mx).

Tipode Arena Agua Cemento Lactato Agua B.cohnii M.
muestra (8) (mL) (g) de calcio (mL) (mL) xanthus
(8) (mL)
C 1325 225 450 - 25 - -
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Tipode Arena Agua Cemento Lactato Agua B.cohnii M.
muestra  (g) (mL) (8) de calcio (mL) (mL) xanthus
(g) (mL)
CL 1325 225 450 10 25 - -
Bc 1325 225 450 10 - 25 -
Mx 1325 225 450 10 - - 25
MxBc 1325 225 450 10 - 12,5 12,5

Cada tipo de muestra de mortero se vertié en 3 moldes de 40mm x 40mm x
160mm de cada tipo de muestra. Se colocd una ldmina de cobre de 0,5mm para
asemejar una fractura en uno de los dos moldes de cada tipo de muestra, tal y como se
muestra en la Figura 10 .

Figura 10 En la imagen izquierda molde de mortero de dimensiones
40mmx40mmx160mm con mortero y el del medio con una ldmina de cobre para crear
una fractura. En laimagen de la derecha desmolde de los morteros trascurridas 24 horas.

Las muestras de mortero se curaron durante 24 horas a temperatura ambiente.
Trascurrido este tiempo se retiraron del molde (Figura 11) y se curaron a 100% de
humedad inmersas en agua a 202C durante 10 dias como se observa en la Figura 12 [24].
Cada tipo de muestra se curé en recipientes diferentes con el fin de no mezclar el agua
de curado con bacterias u otros compuestos que pudiesen migrar al agua de curado.

Por otro lado, uno de los moldes de mortero de cada tipo se curd en agua a 202C
durante 28 dias. Para posteriormente utilizarlo como control en ensayos de absorcion.
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Figura 11 Muestras de mortero preparadas, control, control con lactato de calcio,
inoculadas con Bacillus cohnii e inoculada con Myxococcus xanthus.

Figura 12 Muestras de mortero curando en condiciones de 100% de humedad a 202C.

Pasado este tiempo se cortaron muestras de 40mm x 40mm x 5mm (Figura 13) y se
fracturaron mediante aplicacion de fuerza en tres puntos, con el equipo ZwickRoell. Por
otro lado, las muestras agrietadas con una lamina de cobre no se les aplicé fuerzas
externas debido a ya tenian una grieta.

19
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Figura 13 Muestras de mortero de 40mm x 40mm x 5mm fracturadas con presién en tres
puntos.

Posteriormente se procedié a ensayar los morteros para conseguir la
autorreparacién. Al inicio del ensayo se realizaron imagenes a tiempo 0 con una lupa
tras la fractura de las muestras de mortero previo a su introduccién en agua de curado
a 209C, posteriormente estas imagenes se trataron, midieron las grietas y afadio la
escala mediante el programa Image J.

Se realizaron imagenes trascurridos 7, 14 y 28 dias de curado de las muestras
agrietadas. Posteriormente mediante el mismo programa Image J se binarizé y midié el
area de las grietas a tiempo 0 y a tiempo 28 para comprobar el porcentaje de reparacién
mediante la siguiente ecuacion.

AO B A28

100
A,

Ratio de area reparada (%) =

Donde Ap es el niumero del area de la grieta antes de la reparacion y Azs el drea después
de la reparacion realizada durante 28 dias [25].

3.5. Analisis de fractura.
Microscopio estereoscépico y SEM y FTIR

En cuanto a los resultados de la reparacion de las muestras de mortero
agrietadas, se observan las imagenes de los resultados de curado entre el dia cero y el
dia 28 en la Tabla 12 las muestras control, en la Tabla 14 los resultados de curado de las
muestras de mortero control con lactato, en la Tabla 16 las muestras de mortero con la
bacteria B. cohnii, en la Tabla 18 los resultados de mortero con la bacteria M. xanthus y
en la Tabla 20 los resultados del mortero con ambas bacterias.

AI DI M M E ‘% GENERALITAT |UHCEJF| 20

s ivs
& VALENCIANA
INSTITUTO TECNOLOGICO \\%




INFORME

PROYECTOS —

MORTY

Tabla 12 Evaluacién de grietas realizadas por presion en 3 puntos en muestras Control
de mortero trascurridos 0, 7, 14 y 28 dias.

Muestra
Control

Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 28

Se observa en la Tabla 12 una precipitacién blanca en las grietas trascurridos 28
dias de ensayo en algunos fragmentos de las muestras control, conteniendo algunas de
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las grietas diversos huecos sin precipitar. Esto puede deberse al proceso de curado del
mortero. Asimismo, se realizaron imagenes en SEM, mostrada en la Figura 4 donde se
observa presencia de carbono, oxigeno y calcio mostrado en los resultados del analisis

EDX de la Tabla 13.

50pm

Spectrum 1

Spectrum 2

Figura 14 Imagen SEM de la grieta de una muestra de mortero Control donde se observa

alguna formacidn cristalina.

Tabla 13 Elementos presentes y sus porcentajes en peso y atémicos en la grieta de una

muestra de mortero Control.

Elemento

C
o
Mg
Al
Ca
Total

Peso %

23.46
18.80
1.80
37.71
18.23
100.00

Peso % Sigma

4.99
2.73
0.43
2.84
1.64

Atémico %
38.63
23.25

1.47
27.65

9.00
100.00
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Tabla 14 Evaluacién de grietas realizadas por presién en 3 puntos en muestras de
mortero Control con Lactato de calcio trascurridos 0, 7, 14 y 28 dias.

Muestra
Control Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 28
Lactato

En el caso de las muestras de mortero CL (Tabla 14) se observa menor
precipitacion en las grietas trascurridos 28 dias de ensayo, de manera que se observan
huecos en las grietas, exceptuando las muestras 4 y 7 que presentan ligeramente mayor
precipitacion. Asimismo, se realizaron imagenes en SEM mostrados en la Figura 15
donde se observa presencia de carbono, oxigeno y calcio mostrado en los resultados del
analisis EDX de la Tabla 15.
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Spectrum 12

Figura 15 Imagen SEM de la grieta de una muestra de mortero Control Lactato.

Tabla 15 Elementos presentes y sus porcentajes en peso y atébmicos en la grieta de una
muestra de mortero Control Lactato.

Elemento Peso % Peso % Sigma Atomico %
C 17.07 0.99 26.03
0] 49.72 0.82 56.92
Mg 3.74 0.14 2.82
Al 3.05 0.11 2.07
Si 0.67 0.06 0.44
S 0.36 0.07 0.20
Ca 24.69 0.45 11.28
Fe 0.70 0.18 0.23
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Tabla 16 Evaluacién de grietas realizadas por presién en 3 puntos en muestras de
mortero inoculados con B. cohnii trascurridos 0, 7, 14 y 28 dias.

Muestra
Bc

Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 28

55 . 7 figm

. AT T

En el caso de las muestras de mortero con Bc mostradas en la Tabla 16 ensayadas
durante 28 dias se observa precipitacion blanca en las grietas, aunque no en la totalidad
de las grietas ya que se observan huecos en algunas de ellas. Asimismo, se realizaron
imagenes en SEM mostrada en la Figura 16, posteriormente se hizo analisis EDX donde
se observa presencia de carbono, oxigeno y calcio, presente en la Tabla 17.
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Figura 16 Imagen SEM de la grieta de una muestra de mortero con B. cohnii.

Tabla 17 Elementos presentes y sus porcentajes en peso y atdmicos en la grieta de una
muestra de mortero con B. cohnii.

Elemento Peso % Peso % Sigma Atémico %

C 12.32 0.99 19.19
48.74 0.80 57.02

F 7.00 0.55 6.89

Mg 4.47 0.14 3.44

Al 0.98 0.08 0.68

Si 2.35 0.09 1.57

K 0.23 0.06 0.11

Ca 23.39 0.42 10.92

Fe 0.51 0.14 0.17
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Tabla 18 Evaluacidon de grietas realizadas por presidon en 3 puntos en muestras de
mortero inoculados con M. xanthus trascurridos 0, 7, 14 y 28 dias.

Muestra

Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 28

En cuanto a morteros con la bacteria Mx cuyas imagenes estan en la Tabla 18, se
observa que las grietas estdn practicamente blancas debido a la precipitacién, producida
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probablemente por las bacterias, dejando muy pocos huecos. Asimismo, se realizaron
imagenes en SEM de la Figura 17 donde tras realizar el analisis EDX se observa presencia
de carbono, oxigeno y calcio en la Tabla 19.

Figura 17 Imagen SEM de la grieta de una muestra de mortero con M. xanthus.

Tabla 19 Elementos presentes y sus porcentajes en peso y atdmicos en la grieta de una
muestra de mortero con M. xanthus.

Elemento Peso % Peso % Sigma Atomico %
C 13.21 0.82 19.45
o 53.92 0.66 59.61
F 6.34 0.43 5.90
Mg 9.40 0.17 6.84
Al 1.60 0.07 1.05
Si 1.32 0.06 0.83
S 0.38 0.06 0.21

28
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Elemento Peso % Peso % Sigma Atémico %

Ca 13.84 0.22 6.11

Tabla 20 Evaluacién de grietas realizadas por presidon en 3 puntos en muestras de
mortero inoculados con M. xanthus trascurridos 0, 7, 14 y 28 dias.

Muestra
MxBc

Dia 0 Dia 28
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En las muestras de mortero con las dos especies bacterianas seleccionadas se
observa casi una completa reparacién en donde es dificil encontrar la grieta, como por
ejemplo en las muestras 1 y 2. Sin embargo, en la muestra 5 no se observa apenas
precipitado, es posible que se deba a que tenga un diametro mayor (Tabla 20).

En el agua de curado de estas muestras se produjo una lamina de precipitado de
carbonato cdlcico sobre la superficie (Figura 18). Es posible que en otras condiciones de
ensayo todo este precipitado se hubiese producido en las grietas, incluso llegando a
reparar la grieta de la muestra 5. En futuros estudios se podria optimizar el método de
ensayo de la reparacién por parte de una sinergia de estas dos bacterias, ya que se ha
observado una ligera mejora trabajando en conjunto respecto a aisladas cada una un
mortero por separado.

Figura 18 Placa Petri y Eppendorf con cristales recogidos sobre el agua de ensayo de las
muestras de mortero con las bacterias B. cohnii y M. xanthus.

Se realizaron las imagenes en SEM (Figura 19) del cristal producido en el agua de
curado de las muestras de mortero con Mx y Bc. Los resultados de EDX (Tabla 21) en el
SEM del cristal se muestran en la tabla donde se observa presencia de carbono, oxigeno
y calcio, sugiriendo que estos cristales son de carbonato calcico ya que se reafirma con
el andlisis mediante FTIR mostrado en la Figura 20.
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Figura 19 Imagen SEM de los cristales formados en el proceso de curacién de las
muestras de mortero con M. xanthus y B.cohnii.

Tabla 21 Elementos presentes y sus porcentajes en peso y atdmicos en la grieta de los
cristales formados en el proceso de curacién de las muestras de mortero con M. xanthus

y B.cohnii.

Elemento

C

o

F
Na
Al

K
Ca

AIDIMME
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Peso %

16.60
38.91

2.58
1.47
0.47
5.37

34.60
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Peso % Sigma

1.17
1.02
0.51
0.14
0.07
0.20
0.74

IVACE-Fi

Atémico %
27.46
48.34

2.70
1.27
0.35
2.73
17.16
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Figura 20 Gréfica resultado de un analisis IR de los cristales formados en el proceso de
curacién de las muestras de mortero con M. xanthus y B.cohnii.

Tabla 22 Evaluacion de grietas realizadas mediante una ldmina de cobre de 0,5mm en
muestras de mortero Control trascurridos 0, 7, 14 y 28 dias.

Muestra , i i .
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 28
Ccu
1
2
3
32
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Muestra

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 28

Ccu

Tabla 23 Evaluacidn de grietas realizadas mediante una lamina de cobre de 0,5mm en
muestras de mortero Control con Lactato de calcio trascurridos 0, 7, 14 y 28 dias.

Muestra
ClLcu

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 28
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Tabla 24 Evaluacién de grietas realizadas mediante una lamina de cobre de 0,5mm en
muestras de mortero inoculadas con B. cohnii en su preparacion, trascurridos 0, 7, 14 y
28 dias.

Muestra

Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 28
Bccu

1 ---

AI D I M M E 'Té' GENERALITAT IUHCEJFI "":i;‘\‘f"“';'j 34

s ivs
& VALENCIANA
INSTITUTO TECNOLOGICO \\§




INFORME
PROYECTOS —

MORTY

Tabla 25 Evaluacion de grietas realizadas mediante una ldmina de cobre de 0,5mm en
muestras de mortero inoculadas con M. xanthus en su preparacion, trascurridos 0, 7, 14
y 28 dias.

Muestra

Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 28

Mxcu

w

En el caso de las muestras de mortero agrietadas con ldmina de cobre se observan
ligeras precipitaciones, no dando lugar a una reparacion, es posible que esto se deba a
que el didmetro de las grietas sea demasiado grande (0,5mm) como para que sea
reparado por las bacterias. Esto se observa en las tablas de la 13 a la 16.

3.6. Analisis y valoracion de la reparacion.

Se realizaron analisis de imagen con el programa de procesamiento digital Imagel
mediante la binarizacion de las imagenes (Figura 21) de las grietas a tiempo Oy a tiempo
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28 dias de ensayo, para posteriormente medir el drea de las grietas. A continuacidn, se
calculé el area que habia disminuido transcurrido el tiempo de ensayo mediante la
Férmula 1 [25]. Se obtuvieron los resultados de reparacién mostrados en la Tabla 26.

4 Imagel — >
File Edit Image Process Analyze Plugins Window  Help
0 o|c|o| /|4 N |AlQ|m| L] cFox 4]o]~] | |»

Freehand selections

Figura 21 Imagen obtenida tras el calculo del area de una grieta de una muestra de
mortero tras la binarizacion con ImageJ.

Férmula 1

Apmicia-Pi
Ratio de reparacién de la grieta (%)= —_Inicial” ¥inal 1 00%

Inicial

Donde Anicial €5 €l drea a tiempo 0y Arinal €5 el drea trascurridos 28 dias de ensayo.
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Tabla 26 Resultados del porcentaje de reparacién de las grietas de cada tipo de
muestra.

Ratio de reparacion
Muestras de mortero P

(%).

Control (C) 78,3
Control Lactato (CL) 64,3
Con B.cohnii (Bc) 84,3
Con M.xanthus (Mx) 94,8
Con Mx y Bc 95,2

Se observd que los morteros con M. xanthus, con B. cohnii y especialmente los
morteros con ambas bacterias (M. xanthus y B. cohnii) presentaban mayor ratio de
reparacion que los controles. El control con Lactato de calcio se comportaba peor a la
reparacion, esto podria influir en los morteros con bacterias, debido a que estos mismos
también tienen lactato de calcio.

Asimismo, se realizaron ensayos de absorcién basdndose en una adaptacion de la
metodologia de ensayo de la Norma UNE-EN 1015-18: “Métodos de ensayos de
morteros para albafileria. Parte 18: Determinacion del coeficiente de absorcion de agua
por capilaridad del mortero endurecido”. Con ello se queria comprobar la diferencia de
comportamiento entre muestras con bacteria y controles. Se comenzé aplicando 3 capas
de recubrimiento sellante de naturaleza Epoxi de dos componentes para
impermeabilizar todas las caras a excepcion de la cara inferior (Figura 22).
Posteriormente se pesaron las muestras (M0). La cara sin recubrimiento de cada
muestra de mortero se sumergié 4-5mm en una ldmina de agua, se realizaron pesadas
a los 10 minutos de sumersion (M1), a los 90 minutos (M2) y a las 24 horas (M3) para
posteriormente calcular los coeficientes de absorcion de morteros (C), y de morteros de
renovacion (Cm).
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Figura 22 Muestra de mortero con una de las grietas sin recubrimiento Epoxi aplicado,
para ensayar la capacidad de absorcion.

Se ensayaron muestras de mortero control sin ensayar (CA y CB) y ensayadas (C3 y C6),
muestras de mortero control con lactato de calcio sin ensayar (CLA y CLB) y ensayadas
(CL1y CL3), y de muestras con bacterias sin ensayar (MxBcA y MxBcB) y ensayadas (Bc2,
Bc5, Mx2, Mx4, MB1, MB2 y MB4). Las pesadas se a tiempo 0 (MO0), a los 10 minutos
(M1), a los 90 minutos (M2) y a las 24 horas (M3).
Posteriormente se calcularon los coeficientes de absorcion para morteros (C), y para
morteros renovados (Cm):

C=0,1 (M2-M1) kg/(m?-min°®?)

Cm= 0,625 (M3-MO0) kg/m?

Se obtuvieron los resultados presentados en la
Tabla 27.
Tabla 27 Resultados de coeficiente de absorcién de morteros (Coef) y de morteros para
renovacion (Coef-m) de las muestras Control, Control lactato y mortero con bacterias sin
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ensayar (C, CL, y MxBc), Control, Control lactato y morteros con bacterias ensayados (Cn,
CLn, Bc, Mx y MB).

Muestra Coef Coef-m
C 0,39 0,78
Controles
sin CL 0,40 0,92
ensayar
MxBc 0,45 1,02
Controles Cn 0,29 0,57
ensayados CLn 0,42 0,96
Morteros Bc 0,35 0,76
con. Mx 0,40 1,03
bacteria
ensayados MB 0,39 0,80

Se observa que los morteros que tienen el coeficiente de absorcién mads bajo son
aquellos ensayados: Cn, Bc y MB respecto a sus homologos no ensayados, exceptuando
CLn y Mx que tienen valores de absorcién mayores a sus homadlogos no ensayados.

Esto se debe a que C, Bc y MB han reparado en mayor o menor medida las grietas.
Por otro lado, es posible que la presencia de lactato de calcio aumente la absorcién por
parte del mortero, por eso este mortero (CL=0.4y 0.92; CLn=0.42 y 0.96) presenta mayor
coeficiente de absorcion que el mortero control (C=0.39y 0.78; Cn=0.29y 0.57). Y es por
ello, que los morteros con bacteria, incluidos aquellos no ensayados (MxBc=0.45Y 1.02),
ya que todos tienen lactato de calcio, presenten mayor coeficiente de absorcion
(Bc=0.35y 0.76; Mx= 0.4y 1.03; MB=0.39 y 0.8) que el control ensayado (Cn y CLn) o sin
ensayar (C, CL y MxBc). En este caso los resultados de morteros con bacteria serian
comparables Unicamente con el mortero control con lactato de calcio. Se observa asi un
mejor comportamiento de morteros con bacteria, siendo el coeficiente de los morteros
Bc, Mx y MB menor que el de mortero control lactato ensayado (CLn) y sin ensayar (CL)
en el caso del coeficiente de absorcion de morteros (Coef). Sin embargo, en el caso del
coeficiente de absorcidon de morteros para renovacién (Coef-m) las muestras Bc y MB
tienen mejor comportamiento que CLn, queddndose fuera el mortero con M. xanthus.
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4 Resumen y conclusiones

En el proyecto MORTY, se seleccionaron diversas especies carbonatogénicas
para evaluar su capacidad de formar cristales de carbonato cdlcico en morteros. Entre
las especies elegidas se encuentran 4 bacterias y un hongo. Las muestras de estas
especies fueron mantenidas en criotubos, con el fin de preservar las cepas a largo plazo.
Ademas, se aislaron y detectaron tres cepas bacterianas a partir de muestras liquidas
con pH altamente bdsico.

Posteriormente, se realizaron ensayos para comprobar la capacidad de estas
especies para formar cristales de carbonato célcico. Entre las bacterias estudiadas, una
destacé por producir la mayor cantidad de cristalizacidon, mientras que la segunda
mostré una alta viabilidad. Por esta razén, ambas cepas fueron seleccionadas para ser
afiadidas a los morteros en futuras pruebas.

Se prepararon varios tipos de morteros: uno de control, otro con suplemento
calcico, y los ultimos con dos bacterias, tanto por separado como en combinacién. Las
muestras se fabricaron en pequefas probetas, y se sometieron a pruebas de
agrietamiento con un equipo ZwickRoell. Se determind que la manera mas efectiva de
inducir las grietas era mediante este equipo, logrando pequeiias fisuras de hasta 0,3 mm
sin que la muestra se rompiera por completo.

Durante el ensayo, las muestras se mantuvieron en condiciones de 100% de
humedad. Se realizaron analisis de imagen utilizando un microscopio estereoscdpico, lo
gue permitid observar la evolucidn de las grietas a lo largo del tiempo. Al finalizar los
ensayos, se evaluaron las muestras nuevamente mediante el mismo microscopio
estereoscdpico, y adicionalmente, se utilizd un microscopio electrénico de barrido (SEM)
acoplado a un detector de rayos X para obtener detalles mas precisos sobre la formacién
de cristales. Tras analizar los resultados, se observd que existia precipitaciones en
muestras control, muestras con bacteria B. cohnii, M. xanthus, y ambas mezcladas. En
muestras control con lactato de calcio se observé menos precipitacion.

Los resultados mostraron que en el agua de ensayo de las muestras de mortero
que contenian ambas bacterias (M. xanthus y B. cohni) se formaba una lamina cristalina
en el agua de ensayo, lo cual no ocurrié en las muestras de control. Los cristales fueron
recogidos y analizados en el microscopio electrénico de barrido, donde se identificaron
estructuras cristalinas compuestas principalmente de carbonato, calcio y oxigeno,
confirmando la capacidad de estas bacterias para generar carbonato calcico. Ademas,
un analisis espectroscépico por FTIR reveld que el espectro de los cristales obtenidos
coincidia con el del carbonato calcico, lo que subraya la notable capacidad cristalizadora
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de las bacterias seleccionadas.

Por otro lado, se observo tras el andlisis superficial con ImageJ que el area de las
grietas disminuia trascurrido el tiempo de ensayo en morteros con bacterias B. cohni,
M. xanthus, y ambas en conjunto, frente a los controles y controles con lactato.

En cuanto a los resultados de absorcién se observd que las muestras control
absorbian menor cantidad de agua, sin embargo, las muestras con bacteria absorbian
mas agua debido a que contenian lactato de calcio, ya que el mortero control con lactato
de calcio ensayado, fueron las muestras que mas agua absorbian, por lo tanto aquellos
morteros con bacterias, tenian un mejor comportamiento a la absorcién de agua debido
a que poseian menor coeficiente de absorcién de agua que los morteros control lactato.

Este estudio proporciona nuevas perspectivas sobre el uso de bacterias
carbonatogénicas para mejorar las propiedades de los materiales de construccién,
especialmente en el ambito de los morteros. La capacidad de las bacterias para inducir
la formacién de carbonato calcico en ambientes hiumedos podria ser aprovechada en
técnicas de consolidacion y refuerzo de estructuras a lo largo del tiempo.
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