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Influence of curing conditions on self-healing properties in bio-mortars
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RESUMEN

Este articulo aborda el uso de bacterias y lactato de calcio en morteros elaborados con arena de biomasa
para lograr autosellado y mejorar la durabilidad. Se comparan cinco condiciones de curado distintas (a
10 °C, 22 °C, 35 °C, ciclos de inmersion-secado y agua carbonatada), analizandose resistencia a
compresion, indice de sellado y absorcion capilar. De los resultados, destaca el incremento del 37% en la
resistencia a compresion a 35 °C y menores valores de absorcion capilar bajo la misma condiciéon. El
autosellado también se vio afectado positivamente con la incorporacién de bacterias y lactato en todos
los rangos de fisura analizados.

ABSTRACT
This article examines the use of bacteria and calcium lactate in mortars made with wood ash to achieve
self-healing and enhance durability. Five different curing conditions were compared (10 °C, 22 °C, 35 °C,
wet-dry cycles, and carbonated water), analysing compressive strength, sealing index, and capillary
absorption. The results highlight a 37% increase in compressive strength at 35 °C and reduced capillary
absorption under the same condition. Self-healing was also positively influenced by the incorporation of
bacteria and calcium lactate across all analysed crack ranges.

PALABRAS CLAVE: Arena de biomasa, bacterias, autosellado, lactato de calcio, mortero.
KEYWORDS: Biomass sand, bacteria, self-healing, calcium lactate, mortar.

1. Introducciéon

Los procesos de autosellado, observados de estructuras reforzadas, comprometer la
en algunas especies de seres vivos en la durabilidad de las armaduras de acero.

naturaleza, han llevo a numerosos investigadores .
Este enfoque, que promete reducir costes

a buscar la manera de aplicarlos en las mezclas . L
de mantenimiento y disminuir la huella de

de base cemento. Con este enfoque, se busca . .
carbono asociada a las reparaciones [1], ha

desarrollar sistemas capaces de reparar fisuras v ) , )
P p y despertado gran interés tanto en la academia

micro fisuras de manera autonoma. La ) . ,
como en la industria. Ademais, se ha observado

reparaciéon temprana de estas fisuras es crucial . .
que muchas reparaciones tradicionales poseen

ara prevenir la entrada de contaminantes que . . , .
p p q una vida util mas corta que la de la propia

odrian danar la matriz del material o, en el caso N .,
p ’ estructura (entre 10 y 15 anos), registrandose
incluso un 20% de casos con danos a los 5 afios
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[2]. Por ello, la incorporaciéon de mecanismos de
autosellado cobra especial relevancia para
prolongar la durabilidad de las estructuras y
mitigar las intervenciones de reparacion.

En el ambito del autosellado o se/f-healing,
se distinguen dos enfoques fundamentales: el
autosellado autégeno, basado en las propiedades
intrinsecas de los materiales que ya conforman la
mezcla; y el autosellado autébnomo, que requiere
la inclusiéon de un agente externo que mejore o
active el sellado de las fisuras [3]. Entre estas
técnicas autonomas destacan el uso de polimeros
con memoria de forma [4], adiciones cristalinas
[5], o incluso microorganismos (principalmente
hongos y bacterias) [6].

Tanto bacterias como hongos, bajo las
condiciones adecuadas, pueden generar iones de
carbonato gracias a su metabolismo. Estos iones,
al combinarse con cationes de calcio presentes
en la mezcla, ya sea procedentes de componentes
del hormigén o de aportaciones especificas,
forman carbonato de calcio, que se deposita en
las paredes de las fisuras y termina sellandolas.
Ademas, las bacterias contribuyen con un
segundo mecanismo: su membrana celular, de
carga negativa, atraec y nuclea iones calcio,
favoreciendo la formacion del precipitado [7].

El uso de este tipo de técnicas de
autosellado ha sido ya empleado en numerosos
estudios empleando distintas bacterias, desde
ureoliticas como la Sporosarcina pastenrii 8],
denitrificantes como la Pseudomonas denitrificans
[3] o aerdbicas heterotréficas como las Bacillus
cohnii o Bacillus subtilis [9]. Todas ellas son capaces
de favorecer la precipitacién de carbonato
calcico y tolerar el elevado pH del hormigén si
se protegen adecuadamente.

Esta protecciéon puede ser nativa (usando
esporas en lugar de células vegetativas) o bien
mediante diversos métodos de encapsulado o
protegida en aridos porosos como perlita o arlita
[10]. Sin embargo, la elaboracién de estos aridos
porosos conlleva someterlos a altas temperaturas
(supetiores a 1000 °C), lo que incrementa la ya
elevada huella de carbono del hormigén.

Por esta razon, algunos investigadores han
propuesto el empleo de residuos de diversas
industrias como agente portador para los
microorganismos, aprovechando tanto su
porosidad como su valor medioambiental al
reducir la generaciéon de desechos. Ejemplos de
estos materiales de reemplazo incluyen el arido
reciclado de hormigoén [11], ceniza de fondo [12],
restos de neumaticos [13] o ceniza de madera
quemada [14].

Este estudio utiliza ceniza de madera
proveniente de residuos de la industria maderera
local como soporte  para  bacterias,
incorporandola como sustituto parcial del arido
en los morteros. Esta estrategia reduce el uso de
recursos naturales y evita que estos desechos
terminen en vertederos. Ademas, se evalia el
comportamiento de los morteros bajo diferentes
condiciones de curado, simulando variaciones de
temperatura y pH, con el objetivo de determinar
la eficiencia del sellado tanto en condiciones de
laboratorio como en  escenarios  mas
representativos de las condiciones reales de

servicio.

2. Material y métodos

2.1 Materiales empleados

En la elaboraciéon de los morteros se
utilizé una arena dolomitica 0/4 combinada con
ceniza de madera procedente de la combustion
de cortezas y residuos de la industria maderera
local. Ia ceniza presentaba un amplio rango de
tamafio de particula, por lo que se someti6 a un
proceso de tamizado utilizando un tamiz de 4
mm, obteniendo asi un material con tamafio
maximo equivalente al de la arena natural
empleada. El material resultante, denominado
arena de biomasa, posee por tanto un rango de
particulas de 0/4 mm, densidad especifica de
1.14 g/cm’ y una alta absorcion del 36 % a 24h.
Esta alta capacidad de absorcion de la arena de

biomasa la convierte en un soporte
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potencialmente  adecuado  para  albergar

microorganismos.

Figura 1. Muestra de arena de biomasa

Como microorganismo, en este estudio se
emplearon esporas de la bacteria B. subtilis
(ATCC 6633), obtenidas de la coleccién de
bacterias de la Universidad de Santiago de
Compostela. Las esporas se produjeron
mediante un método de carencia de nutrientes,
el cual favorece su formacion frente al desarrollo
de células vegetativas. El proceso de preparacion
de las esporas comenzé inoculando placas de
TSB (Trypticasein Soy Broth) con agar,
utilizando una suspension de bacterias vivas. Las
placas fueron incubadas a 37 °C durante un
periodo de 7 dias, tras el cual las esporas fueron
recolectadas de las placas y transferidas a tubos
estériles con agua destilada. Posteriormente, los
tubos se sometieron a centrifugacién a 5000 g
durante 10 minutos, permitiendo separar las
esporas del agua, para su posterior
almacenamiento en frio hasta el momento de su
uso.

Para verificar la eficiencia del proceso de
esporulacion, se utilizé el método de tincién con
verde malaquita. Este procedimiento permite
diferenciar las esporas, que se tifien de verde, de
las células vegetativas residuales, que se tifien de
rojo al utilizar safranina como contraste.

Para cuantificar la concentracién de
esporas en la suspension, se determiné su
densidad 6ptica a una longitud de onda de 600
nm, estableciendo una relacion entre la
absorbancia medida y la concentraciéon de

esporas en un volumen dado. El rango final de
trabajo para los morteros fue ajustado a una
concentracién de 10% a 107 esporas/cm?® de
morttero.

En cuanto a los materiales convencionales
utilizados, el mortero fue preparado con un
cemento CEM I 52.5 SR5, al que se anadié un
filler calizo comercial. Ademas, para optimizar la
accion de las bacterias y proporcionar una fuente
de calcio necesaria para la precipitacion de
carbonato calcico, se incorporé lactato de calcio
en la mezcla con microorganismos. Este
compuesto fue dosificado en un porcentaje
equivalente al 2% de la masa del cemento.

2.2 Preparacion de morteros

Se elaboraron dos morteros. En primer
lugar, un mortero convencional con una relacion
agua/ligante de 0.4 y una relacién arido/ligante
de 0.97, en el que la arena de biomasa sustituy6
al 30% en volumen del arido natural. Este
porcentaje de reemplazo se seleccioné en base a
lo observado en el trabajo de Rodriguez-Alvaro
et al. [15]. En segundo lugar, un mortero que
parte del mismo mortero convencional, pero se
le afiade lactato de calcio a una concentracién del
2% de la masa del cemento y las bacterias
previamente preparadas.

2.3 Programa experimental

Se seleccionaron cinco condiciones de
curado distintas para evaluar su efecto en los
morteros estudiados: para analizar el efecto de la
temperatura se utilizaron tres temperaturas de
curado diferentes, 10 °C, 22 °C (temperatura
ambiente de laboratorio) y 35 °C; para evaluar el
efecto de ciclos sucesivos de exposiciéon se
aplicaron ciclos de inmersion en agua a 22 °C
durante 4 dias, seguidos de 3 dfas de secado al
aire; finalmente, para simular ambientes acidos
se emple6 agua carbonatada comercial.

Se analizaron tres propiedades de los
morteros: resistencia a compresion, capilaridad e
indice de sellado. La resistencia a compresion fue
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evaluada tras 28 y 60 dias de curado en cada una
de las condiciones seleccionadas empleando
probetas prismaticas de 160 X 40 X 40 mm
ensayadas ~ por  triplicado  segun  las
especificaciones de la norma UNE-EN 196-1.
Para el analisis de la absorcion por capilaridad se
sigui6 la norma UNE 83982 utilizando
fragmentos cilindricos de probeta de 10 cm de
diametro y 10 cm de altura, tres por cada tipo de
mortero y condicion de curado. Inicialmente, las
probetas fueron sometidas a un curado en agua
a temperatura ambiente durante 7 dfas y
posteriormente se trasladaron a las distintas
condiciones de curado durante 28 dfas.
Finalizado este periodo, las probetas fueron
introducidas en una estufa a 50 °C hasta alcanzar
masa constante, definida como una wvariacién
inferior al 0.1% entre dos pesadas consecutivas
separadas por 24 horas.

Figura 2. Probetas empleadas en ensayo de
capilaridad

Una vez alcanzada la masa constante, las
probetas se sellan en sus caras laterales con
resina, dejando expuestas unicamente las caras
inferior y superior. Tras el secado completo de la
resina, las probetas se sumergen en una fina
lamina de agua de 1 cm de altura apoyadas sobre
una rejilla. Las probetas son retiradas y pesadas
en intervalos de 10 minutos durante la primera
hora, posteriormente a las 2, 4, 8 y 24 horas, y
cada 24 horas hasta completar 7 dfas. Con el
aumento de peso registrado en cada intervalo se
calcula la absorcion por capilaridad, y mediante
el modelo de Hall [16] se determina el coeficiente

de absorcién capilar.

Por dltimo, el indice de sellado se calcula
utilizando probetas de mortero de 160 X 40 X 40
mm a las que se han incorporado fibras metalicas
para inducir fisuras controladas sin fracturar
completamente la probeta. Las fisuras se generan
mediante carga a flexiéon a una velocidad de 0.1
mm/s. Una vez abiertas, las fisuras se dividen en
10 secciones de 4 mm, descartando las dos
secciones de los extremos debido a posibles
desperfectos. Se toma una fotografia de cada
seccion mediante el microscopio  o6ptico
DinoLite y se mide el ancho de cada seccién,
clasificandolas en tres grupos segun el rango de
ancho: 150 a 200 um, 200 a 300 um y 300 a 350
pm. Ademais, se mide el area de la fisura en cada
seccion con el software Image]. Tras este analisis
inicial, las probetas se someten a sus respectivas
condiciones de curado durante 60 dias, con una
medicion intermedia realizada al dia 28. Para
calcular el indice de sellado, se determina la
diferencia entre el area inicial y el 4rea final de la
fisura, dividiendo este valor entre el area inicial
para obtener un porcentaje representativo del

sellado logrado.

3. Resultados y discusion

3.1 Resistencia a compresion

En la Figura 3 se presentan los resultados
de resistencia a compresion a 28 dias. Estos
resultados muestran como para todas las
condiciones de curado, la inclusién de lactato de
calcio y bacterias mejora la resistencia a
compresion. Las diferencias mas significativas se
observan en las temperaturas de 10 °Cy 35 °C,
donde la resistencia aumentd un 33% y un 37%
respectivamente, en comparaciéon con los
morteros de referencia. A temperatura ambiente
(22 °C), el incremento fue mas moderado,
alcanzando un 5%. En condiciones de curado de
ciclos y agua carbonatada la resistencia
experimenté incrementos del 14% y 6%,
respectivamente, al incorporar bacterias y lactato
de calcio.
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Figura 3 Resistencia a compresion (MPa) a 28
dias

A continuacién, en la Figura 4 se
presentan los resultados de resistencia a
compresion a 60 dias. En todas las condiciones
de curado, los morteros con bacterias y lactato
de calcio contintian mostrando mayores valores
de resistencia a compresion que los de
referencia. Sin embargo, las diferencias son
menos pronunciadas que las observadas a 28
dias, salvo en el caso del curado a 35 °C cuya
resistencia se Iincrementa en un 35% al

incorporar bacterias.
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Figura 4 Resistencia a compresion (MPa) a 60

dias
Los morteros curados en agua
carbonatada experimentan un aumento del 14%
de su resistencia al incorporar bacterias y del

13% si se someten a ciclos de inmersién y
secado.

Al comparar los resultados entre las
distintas edades en probetas curadas a 10 °C, se
observa que el mortero BACT practicamente
mantiene el mismo valor de resistencia a
compresion a 28 que, a los 60 dias, mientras que
el mortero de referencia muestra un aumento del
20% en este periodo. Esto sugiere que, la adicion
de lactato de calcio y bacterias reduce la
velocidad de ganancia de resistencias asociada
con temperaturas bajas.

3.2 Sellado de fisuras

En la Figura 5 se presentan los indices de
sellado a 28 dias para cada condicién de curado
y los diferentes anchos de fisura analizados. Los
resultados muestran que, salvo en el caso del
curado a 35 °C, el mortero con lactato de calcio
y bacterias presenta una mejora en la capacidad
de sellado en comparacién con el mortero de
referencia para todos los rangos de fisura. En el
caso de curado con agua carbonatada y ciclos de
inmersion y secado los porcentajes de sellado
son bajos para ambos tipos de mortero, aunque
por motivos distintos.

En los morteros curados en agua
carbonatada, aunque esta contiene una mayor
cantidad de bicarbonatos que el agua
convencional, dichos compuestos parecen
inhibir o bien el proceso de precipitacion de
carbonato de calcio o bien su adhesiéon a las
paredes de las fisuras, lo que impide un sellado
efectivo. En el caso de los ciclos de inmersion y
secado, la falta de consolidacién del carbonato
calcico se atribuye al movimiento continuo de las
probetas entre ciclos, que provoca la pérdida del
material precipitado en el agua en lugar de
permitir que este selle adecuadamente las fisuras.
Futuros analisis quimicos de las aguas de curado
seran necesarios para poder definir en mayor
profundidad las causas.
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Figura 5 Indice de sellado tras 28 dias de
curado siendo: a) fisuras de 150-200 um, b) fisuras de
200-300 um y c) fisuras de 300-350pm

En cuanto a la relaciéon entre el tamafio de
la fisura y el grado de sellado, los resultados a 28
dias no muestran una relaciéon directa para
ninguno de los dos morteros, por lo que se
puede concluir que el tamafio de la fisura no
parece ser una caracteristica significativa a la
hora de determinar el grado de sellado alcanzado
bajo estas condiciones.

Los resultados a 60 dfas se presentan en la
Figura 6. En ellos se puede apreciar una clara
mejoria en cuanto al sellado de fisuras.

a) 10C
100.00%

Agua

Carb. 22c

22C

22C

Ciclos 35C

| ——REF ——BACT |

Figura 6 Indice de sellado tras 60 dias de
curado siendo: a) fisuras de 150-200 pm, b) fisuras de
200-300 um y c) fisuras de 300-350pm

A 60 dias, en cambio, si se muestran
diferencias significativas con relacion al tamafo
de las fisuras, especialmente en el mortero
BACT. Las fisuras de mayor tamafio presentan

un mayor grado de sellado en comparacién con

Pinto, A.; Gonzdlez-Fonteboa, B.; Seara-Paz, S.; G. Calvo, L /| IX CONGRESO ACHE — GRANADA 2025 6



las mas pequenas. Esto se debe a que, aunque la
cantidad de material necesario para sellar es
mayot, la mayor apertura facilita la entrada de
oxigeno y agua al interior de la fisura, lo que
favorece una mayor precipitacion de carbonato
de calcio por parte de las bacterias.

En cuanto a las condiciones de curado,
nuevamente las mas desfavorables son los ciclos
de inmersion y secado, asi como el curado en
agua carbonatada, donde se observan indices de
sellado por debajo del 50% en practicamente
todos los rangos de ancho de fisura y tipos de
mortero.

A temperaturas bajas, a diferencia de lo
observado en la resistencia a compresion, el
sellado en el mortero BACT muestra una clara
mejoria en las lecturas a 60 dias en comparacion
con las de 28 dfas. Esto indica que el curado a 10
°C afecta principalmente a la velocidad de
sellado, ralentizando la precipitacion de CaCOs,
pero no su resultado final a 60 dias, puesto que
se logran valores de sellado muy similares a los
obtenidos a temperatura ambiente.

En el caso del curado a 35 °C, al igual que
a los 28 dias, el mortero de referencia presenta
un mejor desempefio en el sellado frente a las
otras condiciones de curado. Este desempefio no
es igualado por el mortero BACT, siendo esta la
unica condicién en la que la incorporacion de
lactato de calcio y bacterias no aporta una mejora

en el indice de sellado.
3.3 Capilaridad

Los resultados de absorciéon capilar
durante las primeras 24 horas, junto con las
curvas ajustadas al modelo de Hall, se
representan en las Figura 7 y Figura 8 para los
morteros REF y BACT, respectivamente. En
ambos casos, se observa que el curado a 35 °C
presenta las  menores absorciones  por
capilaridad, mientras que el curado a 10 °C
muestra las mayores, tanto para los morteros
REF como los BACT. Esto evidencia que el
curado a bajas temperaturas genera un mortero

con una mayor red de capilares, resultado de un
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proceso de hidratacion menos eficiente en
comparaciéon con el producido a temperaturas
mas altas. Por otro lado, las condiciones de
curado en ciclos de inmersién y secado o en agua
carbonatada no parecen introducir variaciones
significativas en esta propiedad, ya que las curvas
obtenidas son practicamente superpuestas para

ambos tipos de mortero.
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En la siguiente figura (Figura 9 se
representa la variaciéon en la absorciéon de agua
por capilaridad del mortero BACT respecto al
mortero REF hasta los 7 dfas.
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Figura 9 Variacion de absorcion capilar del
mortero BACT con respecto a REF

La grafica muestra como en todas las
condiciones de curado, las muestras de BACT
obtienen lecturas inferiores de absorcion capilar,
sobre todo en los primeros dias del ensayo. Esto
demuestra como el efecto de la acumulacion de
carbonato calcico precipitado por la accién de
los microorganismos dificulta la entrada de agua
en los morteros. La condicién de curado que mas
beneficia en esta propiedad al mortero BACT es
el curado a 35 °C en el que tanto el resultado
inicial del ensayo como tras una semana de
absorcion presenta los menores valores de todas
las condiciones de curado analizadas. Las
muestras a temperatura ambiente y a 10°C siguen
un comportamiento similar, con una menor
diferencia entre morteros en las muestras
curadas a 10 °C. Este efecto se atribuye a una
ralentizacion del proceso de germinaciéon debido
a la baja temperatura, lo que se traduce en menor
cantidad de carbonato calcico precipitado y una
mayor absorcién de agua.

Las muestras sometidas a agua

carbonatada comienzan de manera similar al

resto de condiciones, pero a partir de las 24h se
comportan practicamente igual en ambos
morteros, con diferencias en torno al 3% entre
ellos.

Por ultimo, en la Tabla 7 se presentan los
coeficientes de absorcién capilar calculados
mediante el Modelo de Hall. Estos resultados
muestran nuevamente que los coeficientes de los
morteros BACT son inferiores a los de los
morteros REF en todas las condiciones de
curado. Ademas, se observa una disminucion de
los valores en los curados a 35 °C y un aumento
en los curados a 10 °C, lo que refleja el efecto de
la temperatura en esta propiedad de los
morteros. Los curados en ciclos de inmersion y
secado, asi como en agua carbonatada, presentan
coeficientes similares a los obtenidos a
diferencias

temperatura ambiente, sin

significativas entre ellos.

Tabla 1 Coeficiente de absorcion capilar

Conisin
10 °C 2.84 2.52
22°C 2.75 2.41
35°C 2.48 2.19
Ciclos 2.79 243

Agua Carb. 2.63 2.50

4. Conclusiones

En este estudio se evalu6 el
comportamiento de morteros elaborados con
bacterias, lactato de calcio y arena de biomasa
bajo distintas condiciones de curado (10 °C, 22
°C, 35 °C, ciclos de inmersion y secado, y agua
carbonatada). Se analizaron la resistencia a
compresion, la capacidad de autosellado de
fisuras y la absorcion capilar para determinar la
efectividad de la incorporaciéon bacteriana en
funcién de cada entorno de curado.

En lo referente a la resistencia a
compresion, la temperatura jugd un papel
determinante. A 35 °C, la incorporacién de
microorganismos mostré mejoras sostenidas a
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28 y 60 dias, con incrementos de hasta 37%
respecto al mortero de referencia. A 10 °C,
aunque se obtuvo un aumento notable del 33%
a 28 dfas, la resistencia apenas vari6 al prolongar
el curado hasta los 60 dias, en contraste con el
mortero de referencia que registré un 20%
adicional en ese periodo. A 22 °C, los beneficios
fueron mas moderados (5%), reflejando que las
condiciones de curado a temperaturas
intermedias son menos sensibles a la accién de
las bacterias.

En el caso del autosellado, los resultados
difieren segun la temperatura y la naturaleza del
medio. A 10 °C, el sellado de fisuras en el
mortero BACT mejor6 claramente entre los 28
y 60 dias, sugiriendo que, aunque la baja
temperatura ralentiza el proceso de precipitacion
de carbonato de calcio, no limita su efectividad
final. A 35 °C el mortero de referencia present6
un mayor indice de sellado, situandose como la
unica condiciéon donde el mortero BACT no
superd la mezcla de referencia. Los ciclos de
inmersion y secado y el curado en agua
carbonatada fueron menos favorables, con
indices de sellado generalmente por debajo del
50%.

En cuanto a la absorciéon capilar, la
temperatura de 35 °C produjo los morteros con
menor absorciéon entre todas las condiciones
analizadas. A 10 °C se generé una mayor red
capilar en ambos morteros, con un mejor
comportamiento relativo del mortero BACT,
sobre todo en las primeras 24 horas.

Para una comprensiéon mas detallada de
los mecanismos que operan bajo cada condicién
y en cada tipo de mortero, se requieren analisis
quimicos adicionales que permitan identificar y
describir los procesos especificos involucrados.
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