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Introduccion

Dentro de las ciudades existe la implementacion de Infraestructura Verde
(IV) que se traduce a techos y muros verdes con el objetivo de purificar el aire de
contaminantes [1]. Sin embargo, la fijacion del CO, no solamente le corresponde a
las plantas superiores (arboles, flores, etc.) sino también a las microalgas [2]. Las
microalgas pueden colonizar los materiales de construccién cuando han sufrido un
deterioro por estar a la intemperie. Lo anterior, es debido a que se presenta una
disminucién del valor de pH en la solucion de poro dentro de la matriz cementante
(MC) que se atribuye a la carbonatacién ocasionada por el ingreso de CO:2 [3].

La disminucién del valor de pH en la MC la hace bio-receptiva pudiendo asi
ser colonizada por microorganismos como las microalgas [4]. Un material bio-
receptivo podria ser utilizado como una opcion mas enla IV por lo que en el presente
proyecto de tesis se muestra el desarrollo de MC bio-receptivas. Se ha reportado
gue una de las condiciones necesarias de la MC para ser bio-receptiva es tener un
valor de pH aproximado de nueve, ademas de condiciones fisicas adecuadas de
porosidad y rugosidad [5].

En este proyecto de tesis fueron desarrollados cuatro MC con nomenclatura
CPO-100, HS/CPO, CH/CV/CPO y ANH/EAH/HS con la finalidad de evaluar la bio-
receptividad de cada una de ellas. La MC de referencia CPO-100 fue en su totalidad
de Cemento Portland Ordinario (CPO) debido a que es el material de construccién
mas utilizado actualmente [6]. La MC HS/CPO fue fabricada con la sustitucion en
peso de CPO por Humo Silice (HS) ya que se ha reportado que altas sustituciones

de HS generan MC poco alcalinas [7].
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La MC CH/CV/CPO fue base Cal Hidratada (CH) con sustituciones de Ceniza
Volante (CV) y CPO, debido a que durante su fraguado se presenta la carbonatacion
y su tendencia es hacia un valor de pH menor a 12 [8]. Por ultimo, una MC
ANH/EAH/HS base sulfato de calcio anhidro (CaSO4) o anhidrita (ANH) con
sustituciones de Escoria de Alto Horno (EAH) y HS debido a que es un material que
por sus caracteristicas quimicas es menos alcalino [9].

El presente trabajo incluye la produccién de las microalgas que tuvieron la
funcion de colonizar las matrices cementantes CPO-100, HS/CPO, CH/CVI/CPO y
ANH/EAH/HS. Las microalgas seleccionadas para el desarrollo de la MC bio-
receptivas fueron las microalgas Chlorella vulgaris (C. vulgaris), Spirulina y el
Consorcio de microalgas 1 (Csc-1). La microalga C. vulgaris fue seleccionada
debido a que es una de las mas utilizadas en el desarrollo de materiales de
construccion bio-receptivos [5,10-13].

La microalga Spirulina fue seleccionada por su capacidad de habitar en
ambientes con valores de pH en el rango de 9 al 11 [14,15], lo cual es importante si
se considera que las MC base CPO tienen un pH entre 12 y 13 [16]. Por ultimo, fue
recolectada una muestra de un espécimen de concreto colonizado por microalgas y
fue denominado como consorcio de microalgas 1 (Csc-1), debido a que lo
conforman mas de un tipo de microalga desarrollandose de manera simbidtica [17].
Una vez seleccionados los sistemas CPO-100, HS/CPO, CH/CVI/CPO vy
ANH/EAH/HS, se hizo el cultivo y produccion de biomasa de las microalgas
C.vulgaris, Spirulina y el Csc-1 para su posterior inoculacion en las MC bajo

condiciones simuladas de laboratorio.
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CAPITULO 1

1.1 Hipétesis
La sustituciéon parcial de los cementantes CPO y ANH por subproductos
industriales (HS y EAH) en los sistemas HS/CPO y ANH/EAH/HS respectivamente,
asi como la carbonatacion acelerada del sistema CH/CV/CPO con relaciones agua-
material cementante (a/mc) de 0.6 y 0.7 proporcionaran las condiciones quimicas y
fisicas adecuadas para obtener MC bio-receptivas para microalgas de tipo C.

vulgaris, Spirulina 'y el Csc-1 en un ambiente simulado.

1.2 Objetivo General

Desarrollar MC bio-receptivas en sistemas de tipo HS/CPO, CH/CV/CPO vy
ANH/EAH/HS en un ambiente simulado para que sean colonizadas por microalgas,
al disminuir su pH con dos relaciones a/mc de 0.6 y 0.7 en comparacion a una MC

de referencia CPO-100.



1.3 Objetivos Especificos

Caracterizar las materias primas: CPO, HS, CH, CV, ANH, EAH y agregado fino
por medio de técnicas como: Fluorescencia de Rayos X (FRX), Difraccion de
Rayos X (DRX) y con ello conocer los elementos alcalinos en oxidos y las fases
cristalinas dentro de ellas.

Evaluacion de la relacion a/mc 0.6 y 0.7 de las MC o6ptimas de los sistemas
CPO-100, HS/CPO, CH/CVICPO y ANH/EAH/HS dentro de la porosidad vy el
tamafo de poro dentro de la colonizacién de las microalgas C. vulgaris, Spirulina
y el Csc-1.

Determinacion de la relacion de los valores de pH, porosidad, tamafio de poroy
la rugosidad en las MC oOptimas de los sistemas CPO-100, HS/CPO,
CH/CV/CPO y ANH/EAH/HS dentro de la colonizacion de las microalgas C.
vulgaris, Spirulina y el Csc-1 por medio de la extraccion de clorofila y produccion
de biomasa.

Establecer el método de inoculacion 6ptimo entre las técnicas de goteo y
contacto con el medio, asi como también el extractante 6ptimo por medio de un
espectrofotometro de absorbancia.

Estudiar la formaciéon de la bio-pelicula y su morfologia generada en los
sistemas CPO-100, HS/CPO, ANH/EAH/HS y CH/CV/CPO. con ayuda de la
Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

Determinar la microalga optima mediante la cuantificacion de la concentracion
de clorofila extraida y biomasa producida durante el tiempo de colonizacion de

las microalgas en las diferentes MC de este estudio.



1.4 Justificacién

En los ultimos afios se ha evaluado la capacidad bio-receptiva de algunos
materiales de construccion. Existen aquellas investigaciones donde se desarrolla un
material nuevo como el Cemento de Fosfato de Magnesio (CFM) [10] cuya
produccion es costosa. Otro ejemplo es la produccion de losetas de vidrio de
desecho, generando un vidrio sodio-calcico, pero la temperatura para obtenerlo es
superior a los 700°C [13]. Aunque también existen aquellos estudios donde analizan
la capacidad bio-receptiva de materiales existentes [5,18]. Otra opcidn seria utilizar
materiales convencionales para el desarrollo de materiales bio-receptivos.

Partiendo de que es conocido que el pH disminuye con el tiempo debido a la
carbonatacién dentro de las MC base CPO o CH. Para este proyecto de tesis se
desarrollé un sistema base CH. La generacion del sistema HS/CPO parte de que
altas sustituciones de HS en MC base CPO disminuye la alcalinidad, lo que favorece
las condiciones para una buena bio-receptividad. Ademas, se utilizara ANH debido
a gue es un material poco alcalino al ser base sulfato (SOa).

Al utilizar puzolanas artificiales como HS, CV y EAH en MC bio-receptivas se
favorece la sustentabilidad, dandole un valor agregado. Esto debido a que se
disminuyen las emisiones de CO:2 al sustituir parcialmente el contenido de cemento
por subproductos industriales. La colonizacion por microalgas de las MC de los
sistemas propuestos pudiera ser una alternativa dentro de la IV. Ademas, es
importante mencionar la capacidad de adaptacién que poseen las microalgas a
diferentes ambientes y materiales, lo que las hace versatiles; asi como también su

capacidad de fijacion de COz y su produccion de muy bajo costo.



CAPITULO 2

2. Revision Bibliogréfica

2.1 Marco Teorico

2.1.1 LaBiologiay lalngenieria en el Desarrollo de Bio-materiales

La union de la Biologia y la Ingenieria ha emergido rapidamente para estar
en la vanguardia de la investigacion de materiales desde que Thompson elaboré su
trabajo en el afio 1945 [19]. EI campo de la ciencia de los materiales que se apoya
en la biologia puede dividirse en tres areas: 1) Materiales bioldgicos que es el
estudio de materiales naturales como hueso, piel, etc., 2) Bio-mimética o disefio de
materiales que estan inspirados en la naturaleza y 3) Bio-materiales que es la
aplicacién de materiales organicos en el ambito de la ingenieria como implantes,

etc. [20].



El andlisis de los bio-materiales requiere conocimiento de los principios
tanto bioldgicos como de ingenieria constituyendo una nueva area de investigacion
llamada biotecnologia [21]. Esta se encarga de la aplicacion de procesos biolégicos
a escala industrial y tiene muchas areas de desarrollo como la industria de
alimentos, medicina entre otras [22]; una de las areas que se beneficia de la
aplicacion de los microorganismos es la Ingenieria Civil. Aunque es conocido que la
aparicién de microorganismos puede tener un efecto negativo, Ultimamente se ha
estudiado que su implementacion en estructuras de concreto puede tener efectos
positivos para la MC [21,23]. En la Figura 1 se muestra un listado de diversas
aplicaciones de la biotecnologia en la Ingenieria Civil clasificados en base a su

tratamiento microbiano.

Material antes del bio-tratamiento Tipo de procesos de bio-tratamiento Particulas del material después del bio-
tratamiento
® ’n. Bioagregacion, aumento del tamafo de o @
.. f.. ..... las particulas del suelo para reducir la ..z :.?... @
® 9 '. : ° « erosion del suelo y la emision de polvo. ® : .. ° ..
®oe
'Yy L Bioincustaciones, formacién de costra en
..: :..*... .‘ el suelo para reducir la erosion del viento y e .: “..' @
P ® 'Y ® @ el agua, la emision de polvo y la infiltracion .3 ..' U ) ‘
ey o de agua. o ......

colonizacion o la estética de la superficie.

Biorecubrimiento, formacién de una capa
sobre el sustrato para que se mejore la _

Bioobstructor, llenando los poros y .
canales en el suelo para que la
conductividad hidraulica del suelo se

. reduzca. .

Biocementacion, union de las particulas
del suelo aumentando significativamente
la resistencia del mismo.

o 00.000..

. Material antes del tratamiento Biocemento

Figura 1. Aplicaciones de la Biotecnologia en el ramo de la Construccion [24].



El tratamiento microbiano que es de interés para esta investigacion es el Bio-
recubrimiento que se define como la formacion de una capa de microorganismos
debido a la colonizacion de un area sdlida con la finalidad de mejorar su estética
[25]. El término bio-receptividad fue introducido por Guillitte en el afio de 1995 [26],
pero fue hasta hace poco que se pudo clasificar dentro de la Biotecnologia
Microbiana de la Construccion [25]. Recubrir la superficie de las MC con
microorganismos para mejorar la estética no es la Unica opcion.

El recubrimiento con una capa vegetal dentro de los edificios es algo que ya
se ha visto con anterioridad generando la llamada Infraestructura Verde (V) [27]. La
utilizacion de estructuras que estén cubiertas por vegetacion es algo que ya se
puede observar en la actualidad muy probablemente porque tiene mas de un

beneficio.

2.1.2 Beneficios de Espacios Verdes Dentro de las Ciudades y
Edificaciones

El término Infraestructura Verde (IV) se refiere a una red planificada
adecuadamente con zonas naturales y seminaturales. La (IV) es la suma de
espacios verdes o azules como son los espejos de agua, lagos artificiales, etc. esta
presente en entornos urbanos y rurales [28]. La Infraestructura Verde Urbana (IVU)
nace como consecuencia de la IV y tiene el potencial de beneficiar a la mayoria de
los habitantes como un regulador contra el cambio climético [1]. Asi mismo, puede

ayudar a reducir las emisiones de CO2 y aumentar considerablemente la calidad de



vida en una ciudad [29]. Es bien conocido que las zonas urbanas son las que mas
generan CO:2 y de igual forma son las que menos areas verdes poseen.

Dentro de las zonas urbanas existen diversos fenémenos originados por la
sobrepoblacion de la misma. Uno de los mas importantes es conocido como la Isla
de Calor Urbana (ICU) debido a que una parte de la energia que demanda la ciudad
es disipada en forma de calor. Este a su vez, se intensifica por la radiacion solar y
es absorbido por las edificaciones y liberado por las noches de una manera lenta
[30]. Lo anterior, ocasiona que se requiera mas energia para mantener los espacios
interiores frescos y se convierte en un proceso ciclico.

Con el aumento de la poblacion en las distintas urbes se ven reducidas las
areas verdes, lo que ocasiona que el efecto ICU se acentle en mayor proporcion
[30,31]. Una de las formas de mitigar el calor absorbido es con techos verdes ya
que tienen la capacidad de reducir el efecto de la ICU [32]. Por lo anterior, es
recomendable recubrir las edificaciones con vegetacion, debido a que se ha
demostrado que absorben entre el 15 y el 50% de la radiacién solar
transformandolo en calor latente [27]. Asi como también contribuyen a la reduccion
de la transferencia de calor a través de la envolvente del edificio [33]. Existen otras
opciones similares a la de los techos verdes que se estan utilizando actualmente.

Los muros verdes, al igual que los techos verdes, mantienen una
temperatura mas fresca dentro del edificio en época de calor y mas caliente en
época de frio [27]. Las fachadas y los muros verdes disminuyen la temperatura
interior de los espacios habitados debido a que se absorbe menos energia del sol
en comparacion con las fachadas convencionales [27]. Los beneficios de la

implementacion de los techos y muros verdes van mas alla de los térmicos.



Otra ventaja que presentan los techos y muros verdes es que se consideran
eficaces para reducir la contaminacion acustica que tienen su origen por el transito
de las vialidades, ferrocarril 0 aéreo [34]. En la valoracion de los beneficios acusticos
es importante considerar el espesor de la tierra, sustrato y el tipo de vegetacion a
utilizar [28]. De lo anterior, es muy probable que no solamente las plantas tengan
esos beneficios, sino que también las microalgas.

Existen investigaciones que han sugerido estudiar las capacidades de
aislamiento acustico que poseen los muros con la implementacion de microalgas
[35,36]. Lo anterior, fue originado en Hamburgo, Alemania, donde fue construido un
edificio que utiliza en la totalidad de sus fachadas panales que son biorreactores de
microalgas [37]. Se hizo la evaluacién del comportamiento térmico en estas
fachadas concluyendo que tienen un buen aislamiento térmico [36]. De los estudios
anteriores se ha comprobado la capacidad térmica de las microalgas en fachadas,
pero también se ha generado la duda de sus capacidades de aislamiento acustico.

Es importante mencionar que en esta investigacion se tiene como alcance
desarrollar MC bio-receptivas. Por lo que se tiene que diferenciar la bio-receptividad

de la aparicién dafiina de microorganismos en los materiales de construccion.

2.1.3 Desventajas de la Aparicion de Organismos Vivos Dentro de las
Edificaciones

Los materiales de construccién al estar expuestos a la intemperie bajo

condiciones como el sol, nieve, lluvia, viento, etc., sufren un proceso natural de

desgaste y un deterioro por causas naturales. La interaccién con la atmaosfera juega



un papel importante de igual forma, asi como los procesos bioldgicos [38]. El bio-
deterioro se define como cambios indeseables en las propiedades de un material
causado por la actividad vital de algunos organismos. Por otra parte, la
biodegradacion es el proceso destructivo de un material por organismos vivos o por
productos de su metabolismo [39]. Por lo anterior, se puede decir que la
biodegradacion es mas agresiva que el bio-deterioro.

La actividad de los microorganismos que promueve la biodegradacién de
los materiales pétreos estd intimamente ligado con la produccion de metabolitos
corrosivos los cuales solubilizan minerales de una manera similar a los agentes
quimicos [38]. Se ha identificado que bacterias, cianobacterias y hongos son
capaces de crecer en materiales de construccion [40]. Sin embargo, las propiedades
fisiologicas, bioquimicas y morfologicas de los hongos los convierten en la causa
mas frecuente de biodegradacién de los materiales pétreos y de construccion [41].
El concreto al ser un material de construccion también presenta un desgaste
ocasionado por los microorganismos que puede provocar un dafio parcial o total.

Los hongos cuando aparecen tienen efectos antiestéticos, ya que generan
cambios de color como puntos negros, también provocan micro grietas originadas
debido a la penetracion de sus micelios causando fisuras a los materiales [40]. Se
ha determinado que la relacion agua cemento (a/c) estd relacionada con la
capacidad de colonizacion de los hongos, es decir, se ha reportado que a mayor
relacion a/c se tiene una mayor produccion de hongos [42]. Wicktor y col. reportaron
un proceso acelerado de inoculacion en donde los hongos tienen la capacidad de
colonizar la superficie de la MC desde la primera semana de incubacion. Sin

embargo, después de 12 semanas empezaron a ser mas evidentes los dafios que

Y



pudieron ser observados por Microscopia Optica y a simple vista [40]. Los hongos
generan dafios en los sustratos, por lo que se puede decir que, el material
colonizado esté siendo biodegradado.

Las tuberias del drenaje profundo sanitario son las mas susceptibles a
alojar bacterias, debido a que el sulfuro de hidrogeno (H,S) producido por bacterias
reductoras de sulfato puede reaccionar con hidroxido de calcio [Ca(OH),] para
formar bisulfuro de calcio (CaS). Las bacterias pueden reducir el valor de pH de la
MC de 5 a 3 [23] y tienen la capacidad de reducir la resistencia a la compresién de
pastas de cemento hasta en un 96% [43]. Es importante mencionar que la diferencia
entre la biodegradacion con la bio-receptividad es que los microorganismos vivos

no originan ninguna clase de dafio dentro de la MC.

2.1.4 El pH Dentro del Desarrollo de las Microalgas Chlorella vulgaris
(C. vulgaris) y Spirulina
Los microorganismos al ser tan diminutos son muy susceptibles a
diferencias y/o cambios bruscos de variables como la temperatura, la presion y el
pH que influye en su desarrollo [44]. Soren Sorensen y col. propusieron el valor de
pH como una medida mas practica para trabajar con las concentraciones de iones
H* y OH" en disoluciones acuosas. El pH de una disolucién se define como el
logaritmo negativo de la concentracion del ion hidrégeno (en mol/L) tal y como se
indica en la ecuacién 1 [45]:

pH = —Log [H*] 1)
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Las disoluciones acidas y bésicas a 25°C se identifican por sus valores del pH,
siendo acidos los valores de pH< 7, basicos valores de pH>7 y disoluciones neutras
por su pH =7 [45].

El valor de pH més favorable para el crecimiento de los microorganismos
se le denomina pH 6ptimo de crecimiento. En cambio, el valor de pH mas
desfavorable para los organismos es llamado pH minimo de crecimiento y el rango
de pH mas alto para su desarrollo es conocido como pH maximo de crecimiento
[46]. Los microorganismos se pueden clasificar con base en su valor de pH 6ptimo
de crecimiento y se denominan aciddfilos cuando viven en un pH entre 0-5.5,
neutréfilos en un rango de 5.5-8 y alcalofilos entre 8-11.5 [44]. Con base en lo
anterior, un microorganismo alcal6filo dificilmente se desarrollaria en un pH acido y
viceversa.

La microalga C. vulgaris son células unicelulares de coloracion verde que
se deriva de pigmentos de un tipo de clorofila llamada “b”. Las células de la
microalga C. vulgaris se desarrollan més rapidamente en presencia de factores
como agua, rayos del sol, CO2 y nutrientes [47]. Se han reportado estudios de la
microalga C. vulgaris sometida a distintos medios con valores de pH en el rango de
7 a 10 y los mejores resultados fueron obtenidos en valores de pH cercanos al
neutro [48-50]. De lo anterior, se pudo concluir que el valor de pH de 7 es el 6ptimo
de crecimiento para la micro alga C. Vulgaris siendo de tipo neutrofila.

Ademas, fue seleccionada la microalga Arthrospira platensis conocida
como Spirulina de coloracion verde-azul y tiene la propiedad de formar filamentos
helicoidales multicelulares no ramificados de 200-300 um de longitud y 5-10 um de

ancho [51]. Se han reportado trabajos en donde se ha estudiado la influencia del pH
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en su crecimiento en un rango entre 5-12. [14,51]. Sin embargo, el rango mas comun
de pH para su crecimiento es entre 9y 10 [15,52,53]. Una ventaja de utilizar la micro
alga Spirulina es que se ha reportado que tiene una mayor capacidad de fijacion
del CO2 en comparacion a la microalga C. vulgaris [52]. Las microalga Spirulina se

puede considerar alcaléfila, de facil produccion y muy popular a nivel bio-industrial.

2.2 Antecedentes

2.2.1 Materiales Bio-receptivos

Manso y col. [10] en una primera investigacion analizaron la capacidad bio-
receptiva del Cemento Portland Ordinario (CPO) y del Cemento de Fosfato de
Magnesio (CFM). Ellos reportaron que para disminuir el pH de las MC base CPO
utilizaron &cido bérico (H3BOs) y acido oxalico ((COOH)2=2H20) en el agua de
mezclado sin lograr la disminucion de pH como se pretendia. EI CFM fue una
produccién exclusiva para la investigacion dando como resultado un pH mas
cercano al 7. Manso y col. [11] en una segunda investigacion hicieron la inoculacién
de la microalga C. vulgaris sobre especimenes de mortero a diferentes relaciones
a/mc en condiciones de laboratorio encontrando que las MC de CFM son mas bio-
receptivos que las de CPO debido a los valores de pH.

Manso y col. [12] en una tercera investigacion, sometieron especimenes en
condiciones in situ en tres diferentes ciudades y en dos de ellas las muestras
elaboradas con CFM mostraron ser mas bio-receptivas que aquellas de CPO. Sin
embargo, en una de las ciudades los especimenes de CPO presentaron una ventaja

contra el CFM y concluyeron que pudiera haber sido por un proceso de
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carbonatacion. Las caracteristicas quimicas de una MC son muy importantes para
poder dar paso a la colonizacién de microorganismos, de no conseguir un pH 6ptimo
esto podria no ser posible.

D’Orazio y col. [5] analizaron la capacidad bio-receptiva de ladrillos de arcilla
y un sistema de fachada integral muy usado en Europa denominado Sistema
Compuesto de Aislamiento Térmico Externo. Este sistema es fabricado a base de
diversas capas que van desde aislantes hasta el acabado. En esa investigacion
Unicamente analizaron las caracteristicas fisicas, el valor de pH de las variables no
fue considerado. Ellos concluyeron que las caracteristicas fisicas como la absorcion,
porosidad y rugosidad de los materiales son muy importantes para poder ser
colonizados por microorganismos, siendo la rugosidad la llave para la adhesion de
los microorganismos al sustrato. Ademas, determinaron que el ladrillo de arcilla es
mucho mas bio-receptivo. Aunque el pH de los ladrillos no se haya determinado es
reportado que los materiales de arcilla son capaces de alojar microorganismos [4].
Es importante sefialar que en este estudio los autores Unicamente se enfocaron en
las caracteristicas fisicas de los materiales para analizar su capacidad bio-receptiva.

Ferrandiz-Mas y col. [13] desarrollaron un vidrio con cullet de desecho base
sédico-calcico debido a que este material posee un pH mas cercano al neutro que
el CPO. Ellos concluyeron que la bio-receptividad del vidrio sddico-célcico esta
directamente relacionado con la temperatura de fabricacion de las losetas y la
capacidad traslucida de las mismas. Ademas, reportaron que la porosidad del
material esta relacionada con la capacidad de colonizacion de los microorganismos.

El desarrollo del material con cullet de vidrio permite controlar todo el proceso de
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produccion del vidrio sodio-célcico para generar las propiedades quimicas y fisicas

gue requiere el material para ser bio-receptivo.

En la Tabla 1 se resume la informacion reportada en la literatura cientifica de

los valores obtenidos de pH, porosidad (en porcentaje de vacios) y rugosidad que

se han obtenido en diversos trabajos en la busqueda de un material bio-receptivo.

Tabla 1. Resumen de materiales bio-receptivos con sus caracteristicas

fisicas y quimicas.

Porosidad Norma Rugosidad Cuantificacion
Material pH (%) ASTM (um) de Biomasa
(mg/ cm?)
CPO [10-12] ~ 12.27 C642 0.03 +0.00
CFM [10-12] 6.7 2.47 C642 0.06 20
SCATE [5] N/A 24.05 D4404 13.98 5
Ladrillos [5] N/A 38.82 D4404 6.49-9.65 14
Vidrio sodio-calcico 9.4 17.8 C642 N/A 0.01109
700°C [5]
Vidrio sodio-calcico 9.8 33.5 C642 N/A 0.0045
680°C [5]

*N/A: No aplica

De lo anterior se puede determinar que la bio-receptividad de un material

depende en gran parte de sus propiedades fisicas y quimicas.

2.2.2 Utilizacion de Cal y Sulfato de Calcio como Cementantes

La utilizacion de morteros base cal ha tomado mayor importancia debido a
gue requiere de menor energia para su produccion [54]. Lo anterior, se debe a que
la produccion de la cal es bastante simple y solo involucra el calentamiento de la
piedra caliza a 850°C siendo una temperatura inferior a la que requiere el cemento

Portland [55]. Existen dos tipos de cal que son la viva y la hidratada (CH). La cal
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viva es aquella que estd compuesta en mayor proporcion de éxido de calcio (CaO)
y en menor proporcion de 6xido de magnesio (MgO) [56]. La CH esta compuesta
por hidroxido de calcio [Ca(OH)2] [8,57]. En la Figura 2 se muestra el ciclo de la cal

con sus transformaciones de fase y sus principales productos de reaccion.

Cal viva

+agua CaCO, + 850°C — CaO + CO,

+ calor

Cal Ca0 + H,0 —» Ca(OH), + calor

Calcita hidratada
(carbonato Ca(OH), + CO, — CaCO;+ H,0

de calcio)
+ agua
+ aire

Figura 2. Ciclo de la cal [55].

La cal viva reacciona con la humedad del ambiente y se convierte en
[Ca(OH)2], para después reaccionar con el CO2 atmosférico [8,56] formando
carbonato de calcio en su fase calcita (CaCOs), el cual es significativamente mas
fuerte y menos soluble que la portlandita que remplaza [8]. El tipo de cal que se va

a utilizar en la presente investigacion es la CH como material cementante.

Por otro lado, el yeso o sulfato de calcio dihidratado (DH) (CaS0Oa4-2H20) es
un material que se ha utilizado desde hace algun tiempo como material de
construccion. La deshidratacion del yeso requiere de un una calcinacién sencilla

que varia de 120 a 160°C y su rehidratacién ocurre en cuestibn de minutos a
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temperatura ambiente [55]. En la Figura 3 se ve ilustrado el ciclo del sulfato de calcio
donde se puede observar que pierde sus dos moléculas de agua ligada
quimicamente al ser sometido a una temperatura superior a 120°C. Lo anterior,
genera como producto de reaccidon una molécula y media de agua y sulfato de calcio

ligado a media molécula de agua por lo que se le conoce como hemihidrato (HH).

Calor

CaS0,*2H,0+120a150°C 3, CaSO,+% H,0+1%2H,0
Yeso Yeso Hemihidrato  +Agua

Hemihidrato CaS0, + % H0 + 1% H,0 —3 CaS0,+2H,0

Hemihidrato +Agua Yeso

+agua

Figura 3. Ciclo del sulfato de calcio [55].

El yeso es un material de construccion econdémico y facil de usar para
aplicaciones en interiores. Sin embargo, presenta algunos inconvenientes debido a
gue al contacto con la humedad sus propiedades mecanicas como la dureza,
resistencia a la compresion, resistencia a la flexion y médulo de elasticidad se ven
disminuidos considerablemente [58]. Es por eso que su uso en la construccion esta
limitado al interior de los espacios habitables.

Actualmente se han reportado metodologias para mejorar las propiedades
mecanicas de materiales base yeso siendo una de las mas eficientes y rentables la

adicién de cemento Portland o mezclado con subproductos industriales [59]. La
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utilizacion de MC base yeso puede ser posible mejorando la solubilidad con el agua

y asi utilizarlo en exteriores.

2.2.3 Adicibn de Subproductos Industriales en Matrices

Cementantes

El Humo de Silice (HS) es un subproducto del proceso de fundicion en la
industria del silicio y ferrosilicio debido a su finura extrema, aunado a su alto
contenido de silice en una concentracion en el rango de 75 — 95 % e.p. es
considerado una puzolana artificial [60,61]. Ademas, el HS es utilizado muy
frecuente para mejorar las propiedades de los concretos y en especial los de alto y
ultra alto comportamiento, morteros de reparacion y grouts entre otras muchas
aplicaciones [60-62]. En la actualidad la adicion de HS a MC base cemento Portland
es muy frecuente para mejorar diversas propiedades del concreto.

Las adiciones de HS mejoran el comportamiento mecanico del concreto a
edades de curado tardias mediante el refinamiento de la microestructura y la
transformacion del hidroxido de calcio [Ca(OH)z] en silicato de calcio hidratado (S-
C-H) [61,63]. Sin embargo, las adiciones superiores al 10% de HS disminuyen la
trabajabilidad en las MC y se requiere del uso de un aditivo super plastificante
[61,64]. Es de suma importancia conocer los efectos secundarios que la HS puede
generar dentro de las MC para poder desarrollar un trabajo adecuado.

A diferencia que el HS, la Ceniza Volante (CV) es un subproducto de los
procesos de combustiébn del carbén y esta compuesta de particulas esféricas

finamente divididas con un didmetro de 1-150 mm obtenidas de un sistema de
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recoleccion de polvos o cuartos colectores. Los principales componentes en 6xidos
de las CV son 6xido de silicio (SiOz2), 6xido de aluminio (Al203), 6xido férrico (Fe203)
y Oxido de calcio (CaO) [65]. El alto contenido de SiO2 en la CV hace que sea de las
puzolanas artificiales mas utilizadas haciéndola ideal para utilizarse en diferentes
MC.

Se han reportado diferentes investigaciones que tratan acerca de las
aplicaciones de la CV dentro de la MC de manera sustentable [66,67]. El uso de CV
dentro de las MC mejora de forma positiva algunas propiedades como la
trabajabilidad, a diferencia del HS [64]. Sin embargo, las adiciones de CV pueden
ocasionar un deterioro mayor debido al ataque por sulfatos [61]. Al no ser un
producto industrializado, sino méas bien de desecho se debe de considerar factores
COmo su composicion quimica para asegurar una buena calidad de las MC.

Finalmente, la Escoria de Alto Horno (EAH) es un subproducto obtenido en
la fabricacion de arrabio en el alto horno [68]. En su composicidon quimica estan
involucrados silicatos y aluminosilicatos de calcio [69]. Es muy conocido que la EAH
posee una gran cantidad de Oxido de calcio (CaO) dentro de su composicion
quimica a diferencia del HS y la CV.

Cuando la escoria en estado liquido es enfriada rapidamente con agua, se
obtiene una escoria con morfologia de tipo granular y de vidriado fino conocida en
el ambiente metallrgico como escoria granulada con propiedades hidraulicas. La
actividad hidraulica depende de la basicidad de la escoria, es decir, cuanto mas
basica es la escoria, mayor sera su actividad hidraulica en presencia de activadores
alcalinos [69]. Por lo que conocer la composicion quimica de la EAH a utilizar es de

suma importancia para conocer si se puede utilizar segun su aplicacion.
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Se ha reportado que la EAH finamente molida presenta excelentes
propiedades cementantes cuando se utiliza con cemento Portland o como activador
alcalino. Es importante conocer la basicidad e hidraulicidad de la EAH debido a que
se puede conocer sus propiedades cementantes [69]. La importancia de la basicidad
e hidraulicidad de la EAH es debido a que a partir de su composicion quimica se

puede conocer si se puede 0 no utilizar como cementante.

2.2.4 Desarrollo de Matrices Cementantes de Bajo pH

2.2.4.1 Sistema de Humo de Silice y Cemento Portland Ordinario
(HS/CPO)

Desde hace tiempo se ha estado investigando sobre el desarrollo de MC
base cemento Portland con altas sustituciones de subproductos industriales [70].
Ademas, se ha reportado que entre mas silice amorfa (SiO2) contenga la pasta,
menor sera el pH dentro de la solucién de poro [71]. Por lo que es de suma
importancia un alto contenido de SiO2 en el subproducto industrial dentro de la MC
como el HS el cual fue seleccionado en este proyecto de tesis.

Existen ciertos factores que disminuyen el valor de pH dentro de la MC,
como el porcentaje de sustitucion del subproducto por el CPO. Se ha reportado que
en sustituciones mayores al 50% e.p. del subproducto industrial por el CPO se
consume toda la portlandita [Ca(OH)2] debido a la reaccion puzolanica [7] que se
muestra a continuacion.

25i0, + 3Ca(OH), + H,0 - 3Ca0 - 25i0, - 3H,0 (1)

Puzolana + Portlandita + Agua — Silicatos de Calcio Hidratados
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El alto valor de pH se debe a que los productos de hidratacion del cemento
producen iones de hidréxido (OH") y al haber menos contenido de cemento, se
forman menos de estos iones OH" y por lo tanto el pH es menor [72]. De lo anterior,
en la presente investigacion se propone que el porcentaje de sustitucion en masa
sea de 30% de CPOy 70% de HS.

La relacién agua — material cementante (a/mc) es otro factor que influye en
la disminucién de los iones OH" en MC de cemento Portland con altas sustituciones
de subproductos industriales. Q. Pu y col. reportaron que al incrementar la relacion
a/mc de 0.5 a 0.6 se reduce la concentracion de iones OH™ en la MC [72]. Los
especimenes con relacion a/mc de 0.6 presentaron una mayor porosidad y una
mayor proporcion de poros capilares con respecto a los de a/mc de 0.5 [73]. Es por
eso que las relaciones a/mc utilizadas en este proyecto de tesis fueron 0.6 y 0.7
para el sistema de referencia CPO-100 y para el sistema HS/CPO. Las mediciones

de pH fueron realizadas a 1, 7, 14, 28,56 y 90 dias de curado.

2.2.4.2 Sistema Cal Hidratada, Ceniza Volante y Cemento Portland
Ordinario (CH/CVI/CPO)

En MC base CH el mecanismo de endurecimiento se forma gracias a la
carbonatacién de la cal [74]. La presencia del agua es esencial para que se presente
la carbonatacién, ya que requiere la disolucion de CO2. Las cinco etapas de la
carbonatacion son: 1) Difusion del CO2 gaseoso a través de los poros de la matriz;

2) Disolucién del CO:2 en la solucion de poro; 3) Disolucién del [Ca(OH)2] en la
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solucién de poro; 4) Reaccion de disolucion entre [Ca(OH)2] y COz2; y 5) Precipitacion
del CaCOs solido [8].

La carbonatacion es un proceso natural y ciclico dentro de las MC base de
cal viva o CHy se ha estudiado de manera natural o de manera acelerada al someter
los especimenes a una camara de carbonatacién [8,56]. La concentracién de CO:2
puede tener variaciones cuando se utiliza una cadmara de carbonatacion. En algunas
investigaciones se ha reportado que se utilizan concentraciones de CO2 muy
pequefias de 350-1000 ppm [8,56,75]. Sin embargo, se han reportado trabajos
donde utilizan concentraciones de CO2 en el rango de un 5 - 50 % [72,76]. De lo
anterior, en este proyecto de tesis se decidid utilizar el 20 % de CO:2 por estar en
una rango medio entre el 1 - 50 % a pesar de que la norma europea EN 13295 [77]
indica utilizar solamente una concentracion de un 1%.

Otro factor que se ha estudiado cuando se someten los especimenes a la
camara de carbonatacion es el tiempo de permanencia. Existen estudios donde el
tiempo de carbonatacién es de 30 dias consecutivos y también se ha reportado el
caso donde se evalla la penetracion de la carbonatacion a 10, 21y 90 dias [56,76].
En este proyecto de investigacion el tiempo de permanencia en la camara de
carbonatacion fue de 5, 10,15 y 20 dias, ademas de determinar su respectivo valor
de pH para los especimenes del sistema CH/CV/CPO.

Las condiciones de curado de MC base CH han sido estudiadas
considerando variables como la temperatura, porcentaje de humedad relativa (HR)
y tiempo. Se ha reportado que la temperatura mas utilizada durante el proceso de

carbonatacion con CO2 es de 20 + 5°C [57,75,78-80]. Sin embargo, también se han

21



estudiado a una temperatura mas alta de 50°C [54]. La temperatura de curado
utilizada en este proyecto de tesis fue de 20 + 5°C.

Algunos autores han reportado haber utilizado una Humedad Relativa (HR)
de 60 £ 5 % para el curado de los especimenes dentro de una camara de curado
en condiciones de laboratorio [56,79,80]. Sin embargo, la mayor parte de los
trabajos reportados han utilizado una HR por arriba del 90 £ 5 % [8,57,78,80,81]. El
tiempo de curado en su mayoria coincide entre 3-10 dias [75,78,81], siendo 7 dias
el mas frecuente [57,78,79]. En este proyecto de investigacion las condiciones de
curado fueron a una HR superior a 90 + 5 % durante 7 dias posterior a su
elaboraciébn y antes de aplicar carbonatacién acelerada en la camara de
carbonatacion.

Se ha evaluado la utilizacion de puzolanas dentro de MC base CH y la
carbonatacién de MC base CPO o CH con adiciones de CV [82—-84]. Por lo anterior,
en este proyecto de tesis fue propuesto como puzolana la CV en la elaboracién de
las MC con CH. El sistema ternario CH/CV/CPO esta compuesto por dos materiales
cementantes (CH y CPO) y de una puzolana artificial (subproducto industrial) como
la CV.

Se ha reportado que la adiciéon de puzolana en una MC base cal presenta
efectos sobre la porosidad. A. Arizzi, y col. utilizaron un mismo porcentaje en masa
de CH, diferentes porcentajes de sustitucion de CPO y de puzolana. Los autores
concluyeron que la puzolana tiene un efecto en la cantidad de poros dentro de la
MC y que la adicion del 20% de puzolana produce una mejora sobre las propiedades

mecanicas [79]. Por lo anterior, en este proyecto de investigacion el porcentaje de
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sustitucion en peso de CH fue del 50%, 25 % de CV y 25% de CPO. Ademas de

utilizar relaciones a/mc de 0.6 y 0.7.

2.2.4.3 Sistema Anhidrita, Escoria de Alto Horno y Humo de Silice
(ANH/EAH/HS)

Se ha reportado el uso de sulfato de calcio hemihidrato (HH) como
cementante debido a que su produccion genera menos emisiones de CO:z en
comparacion a la del CPO [85]. El sulfato de calcio tiene otro estado de hidratacion
gue se le conoce como sulfato de calcio anhidro o anhidrita (ANH) debido a que
pierde toda el agua quimicamente ligada [86]. En la Figura 4 se puede observar el
ciclo del sulfato de calcio en sus tres fases cristalinas como DH, HH y ANH. La
transformacién de fase de DH a HH se puede obtener en un rango de temperatura
entre 120-160 °C y la fase ANH a temperaturas superiores a 300°C a una presion

estandar [87]. La calcinacion del sulfato de calcio es la forma mas comun de obtener

ANH.
120-160°C > 300°C
CasO, *2H,0 CasSO, -« 2 H,O CaSO,
Dihidratado (DH) Hemihidrato (HH) Anhidrita (ANH)
H,O H,O
Agua Agua

Figura 4. Ciclo y transformaciones de fase del sulfato de calcio [88].

Sin embargo, existen reportes de que la fase ANH no Unicamente se
obtiene con el uso del sulfato de calcio comercial, sino también usando yeso de
desecho a una temperatura de 500°C a una presion estandar [87,88]. La
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temperatura a la cual el sulfato de calcio DH se puede transformar a ANH esta
relacionado con la presion. En un estudio lograron obtener ANH a 200°C en
autoclave en un lapso de 4 horas [89]. Para el caso de estudio se utilizé la ANH al
calcinar yeso comercial a 500° durante 6 h a presion estandar.

Es importante sefalar que para favorecer la reaccion de hidratacion de la
ANH es necesario el uso de activadores para poder generar los productos de
hidratacion [90]. Uno de los activadores mas utilizados es el hidroxido de calcio
[Ca(OH)2] [90-92]. Ademas, se han utilizado sulfato de potasio (K2SOa4), sulfato de
sodio (Na2S0a4) y de aluminio [Al2(SO4)3] [90,92]. Estos activadores se adicionan en
proporcién al peso de la ANH [90-92]. En este proyecto los activadores que fueron
utilizados son Ca(OH)2 y K2SO4 debido a que han presentado buenos resultados en
los trabajos antes mencionados.

En general, los sistemas base sulfato de calcio ANH se complementan con
otros materiales para mejorar sus propiedades [59]. Existen varios estudios en
donde se agrega EAH para mejorar la solubilidad al agua [9,85,92]. La EAH debe
ser activada para que se desempefie como un cementante y por lo general se utiliza
el cemento Portland como activador [93]. En este trabajo de investigacion el
activador de la EAH fue el CPO.

Los porcentajes de sustitucion en peso de ANH con respecto a la EAH
varian en proporciones de 30-70, 50-50 y 70-30, respectivamente [9]. Ademas, de
trabajos reportados con MC binarias, se han reportado sistemas ternarios con la
adicion de HS los cuales se han obtenido buenos resultados de estabilidad y
propiedades mecanicas [87,92]. En este proyecto de tesis se hicieron sustituciones

parciales de 70-24-6 en el sistema de ANH/EAH/HS, las relaciones a/mc fueron de
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0.6 y 0.7 como en los sistemas CP0O-100, HS/CPO y CH/CV/CPO, asi como también

el pH fue evaluado a 1, 7, 14, 28, 56 y 91 dias de curado.

2.2.5 Medicion del pH en Matrices Cementantes

El pH de la MC puede ser evaluado en su estado fresco como en su estado
endurecido [16,94]. El método mas utilizado para extraer la solucion de poro de la
MC es la filtracién por presion. Ademas, se ha reportado el método de filtracién al
vacio [95] en donde se puede evaluar el pH a edades tempranas desde 6 horas de
fabricacion [94,96]. El valor de pH también puede ser determinado extrayendo la
solucién de poro utilizando un electrodo o mediante &cidos de titulacion [95,96]. Una
valoracion del pH en su estado fresco permite verificar la calidad de la MC desde su
elaboracion.

La medicién del pH en su estado fresco tiene la ventaja que es una prueba
no destructiva. Sin embargo, una desventaja es que en base a su comportamiento,
el valor de pH normalmente es predecible a diferencia del concreto endurecido a
largo plazo debido al deterioro natural que sufre durante su vida util [95]. La
durabilidad del concreto es de suma importancia, pero el estado del concreto se ve
afectado por el cambio de pH.

Se ha estudiado el pH del concreto en su estado endurecido, en la
conservacion de estructuras y se puede dividir en dos categorias principales:
meétodos no destructivos y destructivos. Dentro de las pruebas no destructivas se
encuentra el método de medicion de pH por medio del uso de electrodos de metal /

oxido metalico incrustados y por medio de sensores de fibra Optica. Estos métodos
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son muy efectivos para el monitoreo en tiempo real de las fluctuaciones del pH en
diferentes condiciones [95]. Ya se comentaron algunos métodos no destructivos
mas utilizados para la valoracion del pH de las estructuras.

Una de las pruebas destructivas mas utilizadas es por medio de la
extraccion de la solucién del poro. La técnica de extraccion de la solucion de poro
por filtracion también es utilizada en su estado endurecido siendo la presion un
inconveniente que pudiera afectar el valor de pH de la muestra [97]. Aunque existe
una mayor gama de métodos de medicion de pH en concreto en su estado
endurecido, sin embargo, pueden presentar algunas desventajas.

Otro de los métodos destructivos mas utilizado es por medio de molienda de
la muestra y su disolucion para su posterior medicion del pH por medio de
electrodos. Sin embargo, variables como la proporcién de disolucion y temperatura
pueden tener un efecto en las mediciones de pH [97]. Por las razones expuestas
anteriormente, es importante conocer los alcances de los métodos de medicién de
pH antes de seleccionar alguno. Es importante considerar que los métodos

anteriores ninguno esta estandarizado.

2.25.1 Medicion de la Profundidad de Carbonatacién en Matrices
Cementantes

La Norma Europea EN 13295 describe un método estandarizado en el cual
se utiliza la fenolftaleina para definir la penetracion de la profundidad de
carbonatacion [77]. Este método es cualitativo ya que la fenolftaleina es sélo un
indicador de pH [56]. La muestra se tornara de un color magenta cuando los valores

de pH sean superiores a 9 e incolora con valores menores a 9 [73]. Sin embargo, la
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disminucién del pH dentro de los especimenes es mucho mas complejo debido a
que el ingreso de CO:2 puede ser mas profundo que lo que indica la fenolftaleina
[98]. Debido a que las muestras del sistema CH/CV/CPO fueron sometidas a
carbonatacion acelerada, fue evaluada la profundidad de carbonatacién
considerando la Norma Europea EN 13295.

Dentro de los criterios que deben ser tomados en cuenta en la seleccion del
método de medicién del pH son: el propésito, facilidad de las pruebas, rapidez en
los resultados y la posibilidad de estudiar los cambios en el pH a lo largo del tiempo
[97]. En la presente investigacion el monitoreo del cambio de pH de la MC en estado
endurecido fue por medio de una prueba destructiva haciendo uso de un electrodo
para pH.

2.2.6 La Porosidad Dentro de las Matrices Cementantes

La mayor parte de los materiales de construccion muestran cierto grado de
porosidad y rugosidad superficial que son condiciones propicias para la colonizacion
de microorganismos. La porosidad, en conjunto con la rugosidad, generan las
condiciones adecuadas para una buena bio-receptividad. La red de poros tiene la
funcion de suministrar agua y la rugosidad retiene los nutrientes [99]. Por lo anterior
es que se puede determinar que la interaccion de la porosidad y rugosidad estan
relacionadas con la bio-receptividad de las MC.

En la actualidad se ha venido estudiando la microestructura dentro de
diversas MC base cemento Portland debido a su interés primordial en la durabilidad
de las estructuras [100]. La porosidad y la permeabilidad son componentes de la

microestructura que afectan la durabilidad de las estructuras [101]. La porosidad
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esta influenciada por el tipo de material cementante, proporcion pasta/agregados,
tipo y tamafio de los agregados, relaciébn a/mc, asi como de la utilizacion de
puzolanas [102-104]. De lo anterior, se puede apreciar que la porosidad es
fuertemente influenciada por factores que dependen de las caracteristicas de los
materiales, fabricacion y la calidad del concreto.

Los métodos de medicidn de la porosidad se pueden clasificar en directos
e indirectos. En los métodos directos la medicion se hace por medio del microscopio
petrogréfico o con el Microscopio Electrénico de Barrido (MEB). En los métodos
indirectos se utilizan los métodos de absorcibn de manera natural, analisis de
superficial por el método de Brunauer, Emmett y Teller (BET) y el mas popular el de
Porosimetria por Intrusion de Mercurio (PIM) [102]. La diferencia entre los métodos
directos e indirectos es que en el primero se realiza la cuantificacién de cada uno
de los poros que existen en la MC y en el segundo se calculan los vacios con ayuda
de inyeccién a presion de un liquido o gas.

El método de PIM esta regulado por la norma ASTM D 4404 y es uno de
los més utilizados [100-102,104,105]. Sin embargo, se debe considerar que la
presion puede llegar a dafiar a las muestras sobre todo las de base cal [102]. Existe
otro método para la medicion de la porosidad que consiste en calcular el porcentaje
de vacios que existen dentro de los especimenes regulado por la norma ASTM C
642. Este método ha sido el mas utilizado en la medicion de la porosidad en la
elaboracion de materiales bio-receptivos [10-13]. En este proyecto de tesis el
meétodo utilizado para la medicion de la porosidad de las MC bio-receptivas fue
utilizando la norma ASTM C 642 [106], asi como la medicion del tamafio de poro

por medio del método de BET.
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2.2.7 La Rugosidad en Materiales Bio-receptivos

La rugosidad es un factor importante para los microorganismos debido a
gue genera puntos de anclaje, promueve la adherencia al sustrato y asperezas que
tienen la funcion de promover la union de las microalgas dispersas. La colonizacion
de las microalgas en un sustrato rugoso es mas rapida debido a que disminuye el
tiempo de latencia y aumenta la tasa de colonizacion [107]. De lo anterior, se pudiera
decir que el acabado de la superficie de la MC es un factor importante para una
buena colonizacion.

T.H. Tran y col. [107] reportaron un estudio en donde se elaboraron
especimenes base cemento Portland con acabado especial de liso a mas rugoso.
Los autores concluyeron que un ligero aumento en la rugosidad puede aumentar
abruptamente la susceptibilidad a la colonizacion por microorganismos. En base a
lo anterior, en este proyecto de investigacion se dio un acabado a los especimenes
por medio de una flota de goma rugosa después de 4h de la fabricacién de las
muestras.

Se han reportado diferentes métodos para evaluar la rugosidad, sin
embargo, ninguno de ellos esta estandarizado siendo la técnica mas utilizada por
medio de un perfilometro [5,11,107,108]. Ademas, se ha utilizado el rugosimetro
portétil [5], asi como con un haz de laser a alta presion [5,11,107,108]. En este
trabajo de investigacion la rugosidad fue evaluada por medio de un perfilbmetro

sobre las superficies de las MC.
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2.2.8 Importancia del Conjunto de las Caracteristicas Quimicas y

Fisicas Dentro de las Matrices Cementantes para ser Bio-receptivas

T. H. Trany col. [107] reportaron que es indispensable tener un valor de pH

colonizacion de microalgas sobre diversos sustratos.

casi neutro y al menos cumplir con alguna de las dos caracteristicas fisicas ya sea
porosidad o rugosidad para que sea formada una bio-pelicula. En el caso del estudio
de Manso y col. [10-12], los especimenes de CFM presentaron un pH mas cercano
al neutro en comparacién a los de CPO. Los especimenes de CFM fueron mas bio-
receptivos, debido a que presentaron una rugosidad superior, aunque con menor
porosidad con respecto a los de CPO. En la Tabla 2 se muestra la producciéon de
biomasa de mayor a menor cantidad obtenida de un resumen de la literatura

cientifica considerando variables como el pH, porosidad y rugosidad en la

Tabla 2. Produccién de biomasa de microalgas en diferentes sustratos

Material y Porosidad Rugosidad Cuantificacién de
P (%) (um) Biomasa
(sustrato)
CFM [10-12] 6.7 2.47 0.06 20 mg/ cm?
Ladrillos [5] N/A 38.82 6.49-9.65 14 mg/ cm2
SCATE [5] N/A 24.05 13.98 5 mg/ cm?
Vidrio sodio- )
calcico 700°C [13] 9.4 17.8 N/A 0.01109 mg/ cm
Vidrio sodio- 2
calcico 680° C [13] 9.8 33.5 N/A 0.0045 mg/ cm
Losetas
N/A 1.3 60 5.6 gm-2s-1/2
Nuevas [108] gm-2=s
Losetas
envejecidas [108] N/A 10.8 57.9 7.9 gm-2s-1/2
CPO [10-12] =9 12.27 0.03 +0.00
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De la informacion listada se puede concluir que solo se requiere un bajo
valor de pH y una de las dos propiedades fisicas como la rugosidad o porosidad

para que la colonizacién de microalgas se lleve a cabo de manera eficiente.

2.2.9 Cultivo e Inoculacién de Microalgas

Algunos investigadores han estudiado la bio-receptividad de materiales de
construccion haciendo hincapié en el medio de cultivo para el desarrollo de las
microalgas [5,10-13]. El medio de cultivo es aquel que brinda a las microalgas los
nutrientes necesarios para su reproduccion como su principal fuente de carbono,
sales y minerales. Los medios de cultivo méas utilizados en la produccién de
microalgas son el medio Allen (MA), Bold Basal (MBB), Walne (MW) y el Bristol
Modificado (MBM) por mencionar algunos [53,109,110]. El medio de cultivo
seleccionado para el desarrollo de este proyecto de tesis fue el Bristol Modificado
(MBM).

En el desarrollo de las microalgas las variables como el tipo de luz y la
cantidad de horas de luz influyen de manera positiva. |. Di Termini y col. reportaron
la valoracion del crecimiento de microalgas en condiciones naturales de luz solar y
de lampara LED obteniendo buenos resultados en ambos casos [111]. Manso y col.
[11] utilizaron un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de obscuridad para la produccién
de biomasa de la microalga C. vulgaris. La produccién de la microalga Spirulina ha
obtenido buenos resultados utilizando un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de
obscuridad [53]. Con base en lo anterior, en este proyecto de investigacion fueron
utilizadas lamparas tipo LED vy el fotoperiodo en las tres microalgas C. vulgaris,

Spirulina 'y el CSC-1 fue de 12 h de luz y 12 de oscuridad.
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La temperatura es importante para una optima produccion de microalgas al
igual que el tipo de luz y el fotoperiodo. En algunas investigaciones se ha reportado
que la temperatura utilizada para el cultivo de microalgas tipo C. vulgaris es de 24
a 25 °C [48,50,110-113]. Se ha investigado en diversos estudios la produccion de
la microalga Spirulina a una temperatura superior o igual a 30°C. Sin embargo, se
ha logrado producir la microalga Spirulina en condiciones naturales, es decir, con
luz solar y temperatura ambiente, poniendo especial cuidado en los nutrientes y el
pH [14,15,51-53,114]. En este proyecto de tesis fue seleccionada temperatura de
produccion de 25+2°C para las microalgas C. vulgaris, Spirulina y el Csc-1.

En la Tabla 3 se puede observar un comparativo de las condiciones,
utilizadas en pasadas investigaciones para el desarrollo de materiales bio-
receptivos, para la produccion de biomasa con diferentes tipos de microorganismos.

Tabla 3. Resumen comparativo de las condiciones y tipo de microrganismos

utilizados en el desarrollo de materiales bio-receptivos.

Tipo de Mg((j;o Temperatura Fotoperiodo Tipo de Luminaria Duracién Biomasa
Microorganismo Cultivo (°C) (Horas) Inoculacién  WolIx  (semanas) (mg/cm?)
, -25L 12 L
C. vulgaris [10] Walne Goteo 30 W 10 20
220 12 O
Chlorellc[alS]mlrablhs Bold 14 L
e 24 Goteo 1500 Ix 9 14
Chroococcidiopsis  Basal
5] 100
12 L En contacto
C.vulgaris[13] 392 20+ 2 conelmedio oY/ 5 0.00044
120 de cultivo

L se refiere al tiempo de luz y O al tiempo de oscuridad

Con base en lo reportado en la literatura se hubiera esperado una mayor
produccion de biomasa con el MW en comparacion al MBB [110]. Sin embargo, los

microorganismos utilizados fueron diferentes en ambos medios de cultivo. El
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fotoperiodo que utilizaron los investigadores en sus respectivos trabajos es muy
similar [5,10-13] y coincide con lo reportado en otros trabajos [53]. Es importante
sefalar que en la investigacion de S. Manso y col., la temperatura fue disminuida
en el periodo de luz [10], el cual no es muy frecuente a lo reportado en otras
investigaciones [111,112,114]. Por lo anterior, se puede decir que las microalgas
tienen una capacidad de adaptacion a diferentes condiciones para su produccién y
desarrollo.

El tipo de inoculacion sobre los materiales bio-receptivos, tiene una
influencia sobre la produccion de biomasa en ellos [115]. En este proyecto de tesis
se hicieron pruebas preliminares con la finalidad de seleccionar el método de
inoculacién méas Optimo entre goteo y contacto con el medio. En el capitulo 3
correspondiente a la metodologia se describe con detalle los métodos de

inoculacién utilizados en este proyecto de tesis.

2.2.10 Estudio del Crecimiento y Desarrollo de las Microalgas
Algunos investigadores han reportado que el crecimiento de las microalgas
en cultivos consta entre tres y cinco etapas. Primeramente, existe un periodo de
Incubacion en donde el crecimiento es lento seguido de un periodo exponencial
debido a la frecuente division celular. ElI periodo de maduracion se puede
caracterizar porque es estacionario y relativamente decreciente debido a que la
division celular se ralentiza por la falta de recursos necesarios para el crecimiento.

Las células comienzan a morir a la falta de recursos suficientes [116—119] y pudiera
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esperarse que hasta en condiciones ideales las células lleguen a morir después de
su desatrrollo.

Una de las herramientas utilizadas para evaluar las diferentes variables
involucradas en el desarrollo de las microalgas es por medio de micrografias
obtenidas por microscopia Optica o con ayuda del MEB. Siti Nor Ani Azaman y col.
reportaron por medio de micrografias diversos cambi-os en la morfologia de la
Chlorella cuando se desarrolla en condiciones mixotroficas o fototréficas [120].
Beata Zyszka y col. analizaron los cambios de la morfologia y desarrollo de la
microalga Spirulina por medio de micrografias para evaluar el efecto de la adicién
de diferentes micro molaridades de una solucion citrica natural (naringenina) [121].
En este proyecto de investigacion fue evaluado por medio de MEB el desarrollo y/o
cambios en la morfologia de la bié-pelicula a 1,3 y 5 semanas de las microalgas C.
vulgaris, Spirulina y el Csc-1 sobre los sistemas CPO-100, HS/CPO, CH/CV/CPO y

ANH/EAH/HS.
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CAPITULO 3

3. Metodologia Experimental

3.1 Disefio Experimental
La experimentacion fue realizada en dos etapas y la primera etapa estuvo
enfocada en la fabricacion de las MC y la segunda en el cultivo de microalgas. En
la Figura 5 se muestra el arreglo experimental que fue desarrollado para dar

cumplimiento a cada uno de los objetivos trazados en este proyecto de tesis.
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DESARROLLO DE MATERIALES BIO-RECEPTIVOS

ETAPA 1. Desarrollo de Matrices ETAPA 2. Produccién de Cultivo
Cementantes

1. Elaboracion de biorreactores para la produccion de
biomasa.

1. Caracterizacion de la materia prima.

2. Elaboracién de especimenes para medicion de pH a
diferentes edades y seleccion de MC 6ptima de cada 2. Determinacion del crecimiento de las microalgas.
sistema para el analisis de FRX y DRX.

3. Elaboracién de especimenes para medicion de 3. Seleccion de método de inoculacién y seleccion de
porosidad y rugosidad, asi como para inocular. extractante optimo.

Inoculacion de especimenes.

Extraccién de clorofila de los especimenes semanal
y determinacién de biomasa final.

Analisis de Resultados

Figura 5. Arreglo experimental para el desarrollo de materiales bio-receptivos.
3.2 Desarrollo de Matrices Cementantes

3.2.1 Descripcion y Normativa de la Materia Prima
A continuacién, se describe la normativa que debe cumplir la materia prima
utilizada en este proyecto de investigacion en cuanto a su fabricacion y rangos de
concentracion de elementos presentes en ella.
3.2.1.1 Cemento Portland Ordinario (CPO)
El Cemento Portland Ordinario CPO 40 utilizado fue de la marca Cemex y
en base a la Norma ASTM C150-12 el trioxido de azufre (SO3s) no debe de ser mayor

al 3.0% e.p. [122].
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3.2.1.2 Humo de Silice (HS)
El HS de Norchem y en base a la ficha técnica proporcionada por el
proveedor, indica que su composicion quimica es de un 94% de o6xido de silicio
(SiO2) [123]. La Norma ASTM C1240 [124] menciona que la concentracion de SiO2

debe de ser un minimo de 85% e.p. [124].

3.2.1.3 Cal Hidratada (CH)

La CH del grupo Calidra de la linea Piracal, de acuerdo a la ficha técnica
esta constituida aproximadamente de un 86% de hidroxido de calcio [Ca(OH)2] y
con concentraciones aproximadas al 1% de 6xido de magnesio (MgO), oxido de
azufre (SO3) y 6xido de silicio (SiO2) [125].

3.2.1.4 Ceniza Volante (CV)

La CV proviene de la Carboeléctrica José Lopez Portillo ubicada en el
estado de Coahuila [126] y en base a la Norma ASTM C618-12 la CV se puede
clasificar en tipo C, F y N. La CV para que sea considerada tipo F su composicion
qguimica debe cumplir que la suma de 6xido de silicio (SiOz), 6xido de aluminio
(Al203) y oxido de fierro (Fe203) debe ser mayor al 70 % e.p [127].

3.2.1.5 Anhidrita (ANH)
El hemidrato sulfato de calcio HH (CaSOa - /2 H20) se obtuvo de Yesera

Monterrey linea Yeso Maximo, de acuerdo con la ficha técnica del fabricante debe
cumplir con la norma ASTM C471 para su fabricacion [128,129]. Es importante
mencionar que para obtener la fase anhidra del sulfato de calcio fue calcinado en

una mufla a una temperatura de 500°C durante un periodo de seis horas.
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3.2.1.6 Escoriade Alto Horno (EAH)

La EAH es un sub-producto de la industria acerera de Lazaro Céardenas,
Michoacan. La morfologia de la EAH es de tipo granular y se le dio tratamiento de
molienda mecénica durante 4 h por medio de un molino de bolas de tipo vibratorio
con una capacidad de 60 kilos de bolas metalicas durante 4 h. Para conocer si es
conveniente utilizar la EAH como material cementante es de suma importancia
calcular el indice hidraulicidad (F) y basicidad (P), los cuales se determinan en base
a la composicién quimica de la EAH [69]. El indice de basicidad (P) debe ser P >1

y se puede obtener con la Ecuacion 2 [130]:

C+M
P = “ia (2)

El indice de hidraulicidad (F) debe de ser F > 1.4 y se puede obtener con la
Ecuacion 3 [130]:

C+M+A
S

F =

3)

En donde C es el contenido de Calcio (% e.p.), M es el contenido de Magnesio (%

e.p.), S es el contenido de Silicio (% e.p.) y A es el contenido de Aluminio (% e.p.).

3.2.1.7 Aditivos
Se utilizaron aditivos en los sistemas HS/CPO y ANH/EAH/HS los cuales
se describen a continuacion:
En el desarrollo de las MC del sistema HS/CPO fue utilizado el aditivo
Viscocrete 7800 (S-7800) de SIKA base policarboxilatos de cuarta generacion
[55,131] para mejorar su trabajabilidad. La dosificacién utilizada del

superplastificante fue siguiendo las indicaciones de la ficha técnica que corresponde
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a un 0.4 % del peso del cemento. El uso de este aditivo fue por recomendacion del
proveedor debido al contenido bajo de cemento en el sistema HS/CPO, debido a
que fue 70% HS y 30% CPO.

Por otro lado, los activadores para la ANH fueron el hidroxido de calcio
[Ca(OH)2] (HC) y el sulfato de potasio (K2SO4) (KS). El HC fue de grupo Calidra
descrito con anterioridad. EI KS de grado reactivo Jalmek, con una pureza del 99%.
Para la Activacion de la EAH fue utilizado el cemento CPO 40 CEMEX (CMX)

descrito anteriormente.

3.2.1.8 Agregado Fino
La arena silica 20-40 procedente de la region de Nuevo Leo6n y debido a que
el agregado fino no era estandarizado, fue analizado en cuanto a su contenido de
materia organica de acuerdo a la norma ASTM C40 [132].

En la Figura 6 se muestran los resultados del contenido de materia organica
de la arena silica segun la Norma ASTM C40 [132]. En la Figura 6 A) se observa la
arena silica después de la agitacion. En la Figura 6 B) se observa la arena silica
sedimentada después de un reposo de 24 hrs. Posteriormente, se hizo la
comparacion del color de la solucibn acuosa con los colores del patrén
determinando que la coloracion se encontraba entre el cristal 1 y 2. De lo anterior,
se pudo concluir que la arena podia utilizarse para elaborar morteros debido a la

ausencia de materia organica.
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Figura 6. Prueba de contenido organico en el agregado fino de acuerdo a la Norma

ASTM C40 [132].

3.2.2 Técnicas de Caracterizacion de la Materia Prima y de los
Especimenes

La primera actividad previo al desarrollo de las MC bio-receptivas fue la
caracterizacion de la materia prima. Los materiales cementantes (CPO, HS, CH,
CV, ANH y EAH) y el agregado fino (arena silica) fueron analizados via quimica
elemental base 6xidos por medio de la técnica de Fluorescencia de Rayos X (FRX)
y las fases cristalinas fueron identificadas por medio de la técnica de analisis por
Difraccion de Rayos X (DRX). Ademas, se obtuvo la densidad de los materiales por
medio de un Picndmetro de gas para hacer el proporcionamiento de las mezclas.
Los especimenes se analizaron con diferentes técnicas para determinar la evolucion
de su pH por medio de un electrodo de pH, el tamafio de poro fue analizado con el
método de Brunauer, Emmett y Teller (BET) y la rugosidad con ayuda de un
perfilbmetro. El andlisis de Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) fue utilizado

para observar de la morfologia de la bio-pelicula.
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3.2.2.1 Fluorescencia de Rayos X (FRX)

La espectroscopia de FRX utiliza radiacién primaria generada de un tubo
de rayos X que incide sobre la muestra para excitar los electrones y generar rayos
X secundarios (fluorescencia) [133]. De la radiacion procedente de la muestra se
forman los picos de rayos X caracteristicos de cada uno de los elementos mayores
presentes en la muestra y poder determinar su composicién quimica en porcentaje
en masa o ppm [134]. En la Figura 7 se muestra un arreglo del principio fisico de la

técnica de FRX.

Haz de rayos
X incidente

_‘_ - ]
.
— O
) o
8
‘* Electron expulsado
€]

Figura 7. Principio Fisico de la técnica de FRX [134].

El equipo de FRX utilizado en el andlisis quimico de la materia prima y la
evolucion de los elementos alcalinos a diferentes edades fue en un equipo EPSILON
3-XL de PANAlitycal y la informacion fue interpretada por medio del software
EPSILON 3.

3.2.2.2 Difraccién de Rayos X (DRX)
La DRX se utiliza para identificaciéon de fases presentes y estudios de

estructura cristalina [135]. En la Figura 8 se presenta el principio fisico de la DRX
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en donde el &ngulo del haz de electrones incidente debe ser igual al &ngulo del haz
difractado y cumplir con la ley de Bragg (nA=2dsen®). De lo anterior, se puede
obtener informacién por medio de los picos de difraccion generados como el °26
para la identificacion de las fases presentes en la muestra haciendo un comparativo
con la base de datos de la ICDD (The International Centre for Diffraction Data)
acoplado al equipo. Es importante mencionar que en la base de datos se encuentra
informacion cristalografica de miles de fases o compuestos que facilitan la
identificacion de compuestos por medio de las técnicas de difraccion de rayos X

[135].

1 Ae N e

Haz s Haz
incidente incidente

2

@@ - @@ @@ -

Figura 8. Principio fisico de la DRX y Ley de Bragg [136].

Las condiciones para el andlisis de la materia prima y de la evolucion de
las fases cristalinas a diferentes edades de los sistemas aqui estudiados fueron con
radiacion CuKa en el intérvalo °28 de 10 a 70. El DRX utilizado fue de la marca

PANAlIitycal modelo Empyrean. El software del equipo de DRX fue el Data Colector.
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La identificacion de fases fue realizada con el programa High Score Plus. La base

de datos utilizada en la identificacion de fases es de la ICDD.

3.2.2.3 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

El principio fisico del MEB se puede observar en la Figura 9, en donde un haz
de electrones es dirigido a través de una columna al vacio y enfocado sobre un
pequefio punto de la muestra. Los electrones con un angulo pequeiio de dispersion
interactdan con la topografia de la superficie y generan una dispersion de electrones
secundarios que producen una sefial electrénica (imagen) con una profundidad de
campo de aproximadamente unas 300 veces superior a la del microscopio 6ptico

(sobre 10 ym a 10 000 diametros de aumento) [137].
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Figura 9. Disefio basico de un microscopio electrénico de barrido [137].

En este proyecto de investigacion se tomaron micrografias de los

especimenes inoculados por las tres microalgas de cada uno de los sistemas
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estudiados. Las micrografias fueron tomadas con un voltaje de aceleracion de
20KV, spot size de 60, distancia de trabajo de 15 mm a una magnificacion 1000x en
la sefial de electrones secundarios. El MEB utilizado fue de la marca JEOL modelo
JSM-6510LV y el software para visualizar las micrografias es SEM Main.
3.2.2.4 Picnometro de Gas

Los picndmetros automaticos de gas se utilizan para medir la densidad de
los materiales soélidos al emplear el principio de desplazamiento de fluidos de
Arquimedes y la Ley de expansion de gases de Boyle. En la Figura 10 se muestra
una camara porta muestra sellada de volumen conocido a una presion objetivo con
el gas de desplazamiento[138]. Una vez estabilizado el sistema, se registra esta
presion y posteriormente se abre una valvula que permite que el gas se expanda

hacia una camara de referencia de volumen conocido.

Tapa de la camara
Referencia sellada, o
volumen agregado

Valvula de
expansion

Valvula de
apertura de gas

Va Valvula de
ventilacion
Céamara de

muestra

Transductor de
presion

Figura 10. Diagrama de operacion de un picnédmetro de gas [138].
Una vez estabilizado, se registra esta segunda presion. Esta relacion de

caida de presion es comparada con el comportamiento del sistema cuando un

estandar de volumen conocido es sometido al mismo proceso. Debido a que la

45



medicion depende solo de las relaciones de caida de presion, no es necesario
calibrar los transductores de presion [138]. El picnémetro que se utilizé en esta
investigacion fue de la marca Quantachrome Instruments modelo Multi Pychometer

pentapyc 5200ex con gas de Nitrégeno y con la celda ‘small’.

3.2.2.5 Electrodo para Medicién del Valor de pH

El electrodo de vidrio es la pieza fundamental en la medicion del valor de
pH. La varilla de soporte del electrodo es de vidrio comun o plastico y tiene la
caracteristica de no ser conductor de cargas eléctricas. El bulbo sensible del
electrodo es de un vidrio conocido como “vidrio sensible al pH”, el cual es vidrio
polarizable y conductor de cargas eléctricas [139].

En la Figura 11 se muestra la estructura del vidrio que permite el
intercambio de iones litio por iones de hidrégeno en solucién acuosa formandose
una capa hidratada mediante una diferencia de potencial entre el vidrio y la solucién.
El voltaje hacia el interior del bulbo es constante debido a que se mantiene su pH
(mediante una solucion buffer de pH 7) de modo que la diferencia de potencial
depende solo del pH del medio externo. La incorporacion de un alambre
(usualmente de Ag/AgCl) permite conducir este potencial hasta un amplificador
[139]. El electrodo con el que fue avaluado el pH es modelo AP110 de Fisher

Scientific.
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Figura 11. Vista general del electrodo de vidrio y membrana intercambiadora de

iones [139].

3.2.2.6 Método de Brunauer, Emmett y Teller (BET)

Uno de los métodos més utilizados para caracterizar el area superficial es
por analisis BET en honor de los investigadores Stephen Brunauer, Paul Hugh
Emmett y Edward Teller. El andlisis BET permite que las mediciones del fenémeno
de adsorcion se puedan correlacionar con las propiedades fisicas de un material,
como el area de superficie total, analisis de microporos, distribucion y tamafio de
poro [140].

El método BET se basa en el calculo del numero de moléculas de
adsorbato, en este caso de nitrégeno, adsorbidas en monocapa, es decir, el numero
de moléculas necesarias para cubrir la pared del sélido con una Unica capa. La
adsorcion BET asume que la superficie del material es homogénea y que la

adsorcion se produce por igual en toda la superficie sin sitios de sorcion

47



preferenciales. Es importante mencionar que cada sitio de adsorcion puede estar
ocupado con una unica molécula de adsorbato o desocupado. De las suposiciones
anteriores, la adsorcion se puede modelar para cada capa adsorbida usando la
ecuacion de Arrhenius para determinar la cinética de adsorcién/desorcion basadas
en la fraccidén de cobertura de la superficie. La ecuacion BET generalizada para la

adsorcion de gas se puede describir como se muestra en la Ecuacion 4 [140]:

v = Um <P (4)

 GomPL+e-D(E)]

De donde v es el volumen de gas adsorbido, vm es el volumen de monocapa
adsorbido, p es la presion de gas de equilibrio, po es la presion de saturaciony c es
la constante BET. El area de superficie especifica (S, area de superficie por unidad

de masa) se puede encontrar por la Ecuacion 5 [140]:

_ vyNA
22,400xm

(5)
La constante N es el nUmero de Avogadro (nUmero de moléculas por mol),
A es el area de la superficie de la seccidn transversal de una sola molécula de gas

adsorbido, m es la masa y 22,400 representa la temperatura y presion estandar

[140].

3.2.2.7 Perfilometro
Su propoésito es evaluar la morfologia y rugosidad de la superficie. Los
perfilbmetros constan de al menos dos partes: un detector y un muestreador. El
detector determina donde estan localizados los puntos en la muestra y el

muestreador contiene la muestra [141].
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Hay dos tipos de perfilbmetros el de lapiz y Optico, pero en la presente
investigacion se trabajé con uno de lapiz. En la Figura 12 se muestra un perfilometro
de lapiz, el cual utiliza una sonda para detectar la superficie que se mueve de forma
mecanica a lo largo de la superficie para obtener la altura [141]. Los cambios en la
posicion Z del soporte del brazo se pueden utilizar para reconstruir la superficie
[141]. De los sistemas CPO-100, HS/CPO, CH/CV/CPO y ANH/EAH/HS, se hizo el
andlisis de la rugosidad de la superficie en una muestra tomando lectura en 10
puntos diferentes y el valor de la rugosidad fue obtenido con la media de los valores

obtenidos.

Punta del

Medicion del perfil lapiz

Perfil Original

Superficie
mecanizada

X

Figura 12. Perfildmetro de lapiz [141].

3.2.3 Elaboracion de los Especimenes
La fabricacion de los especimenes para los sistemas CPO-100, HS/CPO,
ANH/EAH/HS y CH/CVICPO fueron de mortero y de forma cubica con una
dimensién de 50x50x50mm considerando la norma ASTM C109 para el mezclado
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[140]. En la Figura 13 se puede observar los porcentajes de sustitucion de cada uno

de los sistemas estudiados.
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Figura 13. Matriz experimental del disefio de mezclas

El desmolde de los especimenes fue 24 + 4hrs después de su elaboracion
para su posterior curado que fue realizado bajo las siguientes condiciones de
humedad relativa (HR) del 95 + 5% a una temperatura de 23 + 2°C. En el caso de
los especimenes de los sistemas CPO-100, HS/CPO y ANH/EAH/HS continuaron
en condiciones de curado hasta determinar su valor de pH el dia correspondiente.
Recordando que los especimenes de sistema CH/CV/CPO se sometieron a curado
Gnicamente durante 7 dias. Los especimenes de todos los sistemas que se
utilizaron para inocular y para la medicion de la rugosidad se les dieron un acabado

en la superficie por medio de una flota de goma rugosa después de 4 h del vaciado.

A
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Las muestras del sistema CH/CV/CPO después de siete dias de curado
fueron sometidas a secado en horno a una temperatura de 110 £ 5°C durante un
periodo de 6 horas, para posteriormente ser ingresadas a la camara de
carbonatacion. Las condiciones en la camara de carbonatacion fueron a una
concentracion del 20% de COz2, HR de 60 = 10% y una temperatura de 30 + 2°C.
Una vez terminado el tiempo de carbonatacién de los especimenes a 5,10,15 o0 20
dias se les hizo la prueba de profundidad de carbonatacion de acuerdo a la norma

EN 13295 [77].

3.3 Evaluacion de pH en los Especimenes

Para la mediciéon del pH fue necesario hacer molienda de los especimenes
que previamente habian sido secados y cortados. Una vez que los especimenes
habian sido curados o carbonatados se ingresaron tres muestras (por edad) de cada
sistema a un horno durante 6 h a una temperatura de 110 = 5°C. Posteriormente,
se corté una cara de los especimenes para obtener una pieza de 5 mm de espesor
con ayuda de un esmeril con disco diamante. La pieza obtenida fue fracturada en
piezas mas pequefias para poder ser ingresadas a un tazén de un molino Modelo
Herzog PM4H-M de Panasonic para ser pulverizadas durante 2 minutos. Cabe
mencionar que el resto de cada uno de los cubos fue almacenado para después
someterlos a las pruebas de caracterizacidon en caso que resultaran ser la MC
optima.

Con base en lo anterior, en un frasco fueron afiadidos 3 g del espécimen

previamente molido en 30 g de agua destilada sobre una parrilla electromagnética
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marca Thermo Scientific con agitacion constante a velocidad 3. Previo a la medicién
de pH, fue elaborada la curva de calibracion del electrodo de pH con los buffers 4,
7 y 10 considerando el contenido de la solucién de cloruro de potasio (KCI) del
electrodo. Posteriormente, fue introducido el electrodo en la solucién agua-
espécimen molido para registrar el valor de pH. Es importante mencionar que se
hicieron tres mediciones y se obtuvo la media aritmética. Los valores de pH
obtenidos fueron utilizados para graficar curvas de tiempo (edad o carbonatacion)
vs valor de pH de los sistemas cementantes de este estudio. La MC éptima fue
seleccionada de aquella con valores de pH més bajo.

Al identificar la MC 6ptima de cada sistema se hicieron nuevos especimenes
para inocular y para medir sus propiedades fisicas. Para ello se repitieron las
mismas condiciones de fabricacion de acuerdo a la norma ASTM C109 [142]. Estos
especimenes fueron sometidos a las mismas condiciones de tiempo de curado para
los sistemas CPO-100, HS/CPO, ANH/EAH/HS vy carbonatacién para el sistema

CH/CV/CPO.

3.4 Proporcionamiento de las Matrices Cementantes
Con la finalidad de analizar las caracteristicas quimicas y fisicas de los
especimenes de los sistemas CPO-100, HS/CPO, ANH/EAH/HS y CH/CVICPO fue
evaluada la densidad de cada uno de los materiales para después realizar el
proporcionamiento. En la Tabla 4 se muestran las densidades promedio obtenidas

de tres lecturas en cada una de los materiales utilizados en este proyecto de tesis.
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Tabla 4. Densidad (p) de la materia prima.

MATERIAL P (g/cm?3)
HS 2.21
CH 2.43
Ccv 2.04
ANH 2.61
EAH 2.84
Agregado fino 2.66

Una vez que fue determinada la densidad y al tener el conocimiento que el

agregado fino estaba libre de materia orgénica, se procedié con el disefio de las

mezclas el cual se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Proporcionamiento de las MC.

Sistemas

Material Relacion a/mc 0.6

(9) CPO-100 HS/CPO CH/CV/ICPO ANH/EAH
CPO 510 153 127.5 -
HS - 357 - 30.6
CH 255 -
cV 125.5 -
ANH - 357
EAH - - - 122.4
Arena 1312.13  1196.05 1205.10 1208.75
Agua 306 306 306 306
Aditivos / Activadores (g)
S-7800 6.12 -
HC - 14.28
KS 10.71
CMX 12.24

Sistemas

Material Relacion a/mc 0.7

(9) CPO-100 HS/CPO CH/CV/ICPO ANH/EAH
CPO 510 153 127.5 -
HS - 357 - 30.6
CH 255 -
cv 127.5 .
ANH - 357
EAH - - - 122.4
Arena 1176.54  1060.46 1069.52 1073.17
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Agua 357 357 357 357
Aditivos / Activadores (g)

S-7800 - 6.12 - -

HC - - - 14.28
KS - - - 10.71
CMX - - - 12.24

El disefio de las mezclas fue realizado para un volumen de 6 cubos
considerando un porcentaje de desperdicio. La compactacion se hizo conforme a lo
establecido en la Norma ASTM C109 [142]. Sin embargo, en la compactacion de los
especimenes del sistema ANH/EAH/HS fue utilizada la mesa de fluidez girando la
palanca 20 veces durante 15 segundos por cada capa de vaciado y en total fueron

dos capas.

3.5 Preparaciéon de las Muestras para el Analisis de FRX, DRX
y MEB

La preparacion de las muestras para su andlisis por FRX y DRX fue
realizado basicamente en tres pasos como es el secado, corte y pulverizado. Se
hizo el analisis de un espécimen por edad de cada uno de los cuatro sistemas aqui
estudiados el cual fue seleccionado al azar de los que estaban almacenados.

El secado de los especimenes fue realizado en un horno de Quincy Lab a
una temperatura de 105 + 5°C durante 6 h. Posteriormente, se hizo un corte de
50x50x5 mm en una cara del espécimen con un disco de diamante para después
ser guardada en un desecador previo a su molienda. Las condiciones de molienda
fueron las mismas utilizadas en la determinacién del valor de pH.

Para el analisis por FRX fue necesario elaborar pastillas con una prensa

hidraulica marca SPECAC modelo Atlas Power T25. Para ello, se adicionaron 10 g
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en un vaso de precipitado de cada espécimen previamente molido y fueron
mezclados con 1 g de cera cereox hasta homogenizar. La mezcla fue vaciada en un
molde de aluminio de forma cilindrica de una seccién de 40mm de diametro y 8mm
de alto y sometido a una presion de 10 ton durante 1 minuto. Una vez que se obtenia
la pastilla de cada uno de los especimenes fueron analizados por la técnica FRX.
Para el estudio del analisis DRX fueron utilizados 5g del material previamente
molido (sin la cera) y se procedia a su estudio.

El analisis MEB fue realizado para muestras inoculadas con la finalidad de
evaluar la formacién de la bio-pelicula sobre su superficie. La preparacion de las
muestras consistia en cortar a los especimenes ya inoculados hasta obtener una
seccion de 50x50x5mm. Se fracturaban nuevamente para obtener una pieza menor
a 10x10x5mm aproximadamente. Para detener la hidratacion la muestra fue
colocada en un crisol con alcohol etilico (C2HsOH) reactivo al 100% suficiente para
cubrirla. Por ultimo, las muestras eran puestas dentro de un horno Quincy Lab a una
temperatura de 40 £3°C durante 48 hrs para su secado.

Con la finalidad de hacer las muestras conductoras y facilitar su analisis en
el MEB, fue necesario recubrirlas con una pelicula de oro-paladio por medio de una
recubridora marca Denton Vacuum modelo Desk V hasta 0.05 torr para generar
vacio. Una vez que fueron recubiertas las muestras, se almacenaban en el

desecador hasta que se procedia a observarlas en el MEB.
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3.6 Produccién de Cultivo de las Microalgas C. vulgaris,
Spirulinay el Consorcio de Microalgas 1 (Csc-1)

Las microalgas C. vulgaris y Spirulina fueron obtenidas del cepario del
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Autbnoma de Nuevo Le6n y son
producto de una recoleccion, aislamiento y reconocimiento de diversas microalgas
endémicas del estado de Nuevo Leon. La muestra del Csc-1 fue obtenida de una
estructura con condiciones de pH similares a los sistemas desarrollados en este

proyecto de investigacion sin aislamiento.

3.6.1 Arreglo Experimental de Biorreactores
Para la elaboracion de los biorreactores fueron necesarios tres envases de
PET de 10 litros (uno por microalga) y antes de su uso fueron esterilizados con
alcohol etilico al 70%, asi como con ayuda de una camara de luz UV por 15 minutos.
En la Figura 14 se muestra el arreglo experimental de los biorreactores y en donde
se puede observar que en la parte superior de la tapa en cada envase fueron

realizados tres agujeros de 5mm de didmetro aproximadamente.

Figura 14. Arreglo experimental de los biorreactores.
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Un agujero tuvo la funcién de respiradero y se le introdujo una manguera
de acuario de 5mm de didmetro y 5 cm de largo sellado con una torunda de algodon
en el extremo que daba al exterior. En el segundo agujero fue ubicada una
manguera de 20 cm de largo que fue conectada a un catéter sin aguja que a su vez
se conectaba a una jeringa de 5ml para la toma de muestras. En el Gltimo agujero
fue colocada una manguera sin tocar fondo que lleva un disipador de aire colgado
y conectaba a la bomba aireadora de acuario, con el fin de suministrar CO2 a las
microalgas. Para los biorreactores C. vulgaris y la Spirulina se adicionaron 40 ml de
in6culo de cada cepa y para el caso del Csc-1 Unicamente se tomaron 40 ml de la

muestra original hasta aforar a 9 litros de medio Bristol.

3.6.2 Preparacién de Medio Bristol

Para la preparacion de 1 litro de medio Bristol fue necesario 0.25 g de
nitrato de sodio (NaNO32), 0.025 g de cloruro de calcio dihidratado (CaCl+2H20),
0.075 g de sulfato de magnesio heptahidratado (MgSOa4+7H20), 0.075 g de fosfato
dipotasico (K2HPOa4), 0.175 g de fosfato monopotasico (KH2PO4) y 0.025 g de
cloruro de sodio (NaCl). Lo anterior fue mezclado en un matraz de fondo plano de 1
L y se aforaba con agua destilada hasta los 1000ml. En el caso del medio de cultivo
para la Spirulina fue adicionado 0.5 g de carbonato de sodio anhidro (Na2CQO3) para
poder generar un pH = 10 éptimo de crecimiento.

Después de la aforacién con la mezcla de reactivos, el matraz era agitado
vigorosamente de manera manual hasta disolver todas las sales minerales y por

altimo la boca del matraz fue sellada con una torunda de algodén. Para poder
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estilizar el medio Bristol, los matraces se introdujeron en una autoclave a una
temperatura de 121°C a una presion de 15 libras por 15 minutos. Una vez que los
matraces alcanzaban la temperatura ambiente, se hacia el vaciado del medio Bristol

a los biorreactores.

3.6.3 Evaluacion del Desarrollo de las Microalgas C. vulgaris,
Spirulinay el Consorcio de Microalgas 1 (Csc-1)

Existen dos principales métodos para determinar el desarrollo de las
microalgas que son el directo (conteo directo de numero de células) y el indirecto
(densidad optica). El uso de cada uno de ellos depende de la morfologia de las
microalgas, ya que si son células de forma esféricas o similar es el directo y de lo
contrario es con el método indirecto [143]. Para el caso de la microalga C. vulgaris
fue utilizado el método directo haciendo uso del microscopio 6ptico en conjunto con
la cAmara de Neubauer [144] y para la microalga Spirulina fue utilizando un método
indirecto tomado en cuenta la densidad Optica que fue determinada con un
espectrofotometro [145]. El conteo del Csc-1 se planificé con el método directo.

Para dar seguimiento al crecimiento de las microalgas fueron tomadas 3
muestras cada 4 dias de cada biorreactor desde el dia 0 hasta el dia 60 por cada
microalga. Para lo anterior, se extraia 1ml de biomasa con ayuda de la jeringa
ubicada en el biorreactor de cada microalga y vaciada en un tubo Eppendorf. Se
realizaba la toma de las tres muestras y se daba lectura con su respectivo método.
El valor de la cuantificacion se obtenia por medio de la media aritmética y con ello

se pudo generar la curva de crecimiento de cada microalga.
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3.6.3.1 Cuantificacion del Crecimiento con Camara de Neubauer
La Camara de Neubauer se compone de dos superficies elevadas con la
forma de un cuadrado de 3 mm x 3 mm (area total de 9 mm?) separados por un foso
en forma de H. En la Figura 15 se muestra el cuadrado grande formado por nueve
cuadrados de 1x1 mm y cada uno de los cuadrados se divide en 16 cuadrados con
el cuadrado central subdividido en 25 cuadros mas pequefios. Un cubreobjetos se

coloca encima de las superficies de conteo [146].

Vista Lateral

10.1 mm]| e T %
\ N’

Figura 15. Vista superior en primer plano de las areas de conteo [146].

En la Figura 16 A) se muestra el area de conteo (uno de los cuadros
grandes) a una magnificacién de 10X. Se presentan celdas mas pequefias numeras
del 1 al 25. En la Figura 16 B) se observa una de esas celdas a una magnificacion
de 40x, donde se ejemplifica la ubicacién de las células de una muestra cualquiera
en esa celda. Es importante sefalar que solo fueron contabilizadas las microalgas

en verde y no las de color rojo. Las celdas con el numero 1, 5, 15, 21 y 25 fueron
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consideradas para el conteo de las células [147]. EI microscopio 6ptico utilizado en

la cuantificacion de las microalgas fue de la marca Leica.

Figura 16 Celdas de conteo vistas desde el microscopio a una magnificacion de A)
10x y B) 40x [147].

La sumatoria del conteo de las células en cada uno de las celdas 1, 5, 15,
21y 25y la concentracion de la muestra fue determinada con la siguiente Ecuacion
6 [147]:

#cel /ml = (#cel)(50)(1000)(FD) (6)
En donde, #cel es la sumatoria del conteo realizado con el microscopio de ambos
cuadros, 50 es el total de celdas por los dos cuadros, 1000 se refiere a los 1000 ml
correspondientes a 1L y FD es el factor de dilucion. En el caso de la cuantificacion
de la microalga C. vulgaris las muestras tomadas no se diluyeron por lo que el FD
fue de 1.
3.6.3.2 Cuantificacion del Crecimiento de las Microalgas por
Medio del Espectrofotémetro de Absorbancia
La espectrofotometria de absorbancia es una técnica de analisis utilizada

para cuantificar la concentracién de muestra presente en solucion. El principio fisico
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del espectrometro de absorbancia se basa en que los materiales absorben la luz de
cierta longitud de onda a medida que pasa a través de la solucion. La ley de Beer
se representa mediante la Ecuacién 7 y establece que un haz de luz de una longitud
de onda es absorbida por una sustancia a través de una longitud constante
(trayectoria de luz) y es proporcional a la concentracion de esa sustancia [148].
A, =lxc (7)

Donde, An es la absorbancia en (nm), | es la trayectoria de la luz y c la
concentracion. En la Figura 17 se puede observar el principio fisico de un

espectrofotometro de absorbancia [148].

Solucion
Selector de
longitud de Detector
onda
Luz Blanca /\
Luz Luz
Incidente Transmitida

Figura 17. Principio fisico de un espectrofotémetro de absorbancia [148].

Ademas de cuantificar la concentracion de elementos presentes en las
soluciones, el espectrofotometro también se utiliza para cuantificacién del desarrollo
de la biomasa producida. Una de las longitudes de onda mas utilizadas para dar
lectura a la produccion del cultivo de microalgas es a A = 750nm [149], la cual fue
utilizada en la presente investigacion. Previo a la lectura en el espectrofotometro y
como primer paso se hacia la medicion del blanco, agua destilada, dentro de la celda
para posteriormente dar lectura de la absorbancia. En la elaboracion de la gréfica

de crecimiento se tomaron tres lecturas por muestra para después obtener la media
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aritmética. El espectrofotdmetro utilizado para este propésito fue un equipo de
Beckman Coulter modelo DU 560.

Es importante mencionar que el espectrofotémetro fue utilizado para evaluar
el crecimiento de la microalga Spirulina y también para la cuantificacion de la
extraccion de la clorofila. La longitud de onda utilizada para la extraccion de clorofila
varia dependiendo del extractante que se utilice, asi como el tipo de clorofila que se
quiera estudiar [150]. Las condiciones de las lecturas para la extraccién de la

clorofila se mencionan mas adelante.

3.7 Sistemas Inoculacion, Extractantes ()ptimos de Clorofila

“a” (Chl “a”) y Cuantificacién de Biomasa
La actividad final correspondiente a la Etapa 2 consisti6 en la seleccion del
método de inoculacién mas adecuado entre los métodos de goteo o contacto con el
medio y el extractante optimo. El desarrollo de los materiales bio-receptivos tuvo
como etapa final la inoculacién de los especimenes luego de haber seleccionado el

método mas optimo.

3.7.1 Prueba Preliminar de Método de Inoculacion y Extractante de

Clorofila “a” (Chl “a”)
Se ha reportado que la extraccion de clorofila tipo “a” (Chl “a”) ha sido muy
estudiada en las microalgas [151]. ElI Dimetil Sulfoxido (DMSO) es el extractante
mas utilizado desde el punto de vista de los materiales de construccion [13,18]. Sin

embargo, desde el punto de vista microbiologico, los extractantes mas utilizados
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son el metanol (CHsOH), etanol (C2HsO) y acetona (CsHsO) [151-153]. De lo
anterior, se realizaron pruebas para evaluar la capacidad extractiva del DMSO,
metanol, etanol y la acetona con la finalidad de seleccionar el mas 6ptimo.

En la literatura cientifica se ha reportado la aplicacion de los dos métodos
de inoculacion: goteo y contacto con el medio [10,13]. Para seleccionar el método
de inoculacion y el extractante méas Optimo, se hicieron pruebas preliminares por lo
que se elaboraron 3 muestras por extractante para cada método de inoculacion
dando un total de 24 especimenes. El tiempo de inoculacion fue durante 7 dias en
muestras del sistema CH/CV/CPO ya que su fabricacion fue la méas rapida para
obtener el pH requerido y fue utilizado indculo de la microalga Spirulina por su pH
alcalino.

Los especimenes fueron introducidos en una autoclave a una temperatura
de 121°C a una presion de 15 libras durante 15 minutos para su esterilizacion previo
a la inoculacion. Es importante mencionar que la inoculaciéon fue realizada en
condiciones asépticas considerando el mismo fotoperiodo dentro de la produccién
de biomasa de las microalgas. En la Figura 18 se pueden observar fotografias de
los dos métodos de inoculacion de contacto con el medio y goteo utilizados en
especimenes del sistema CH/CV/CPO.

En la Figura 18 A) se muestra un espécimen del sistema CH/CV/CPO que
fue inoculado con 10 ml de la microalga Spirulina por medio del método de contacto
con el medio. Los especimenes fueron colocados dentro de una cajita Petri con
agua destilada y diariamente se enjuagaban con agua destilada y se les

suministraba nuevamente 50ml de agua destilada.
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Figura 18. Inoculacion de especimenes del sistema CH/CV/CPO por medio de los
métodos de A) contacto con el medio y B) goteo.

En la Figura 18 B) se muestra un espécimen del sistema CH/CV/CPO
siendo inoculado por el método de goteo. Para ello fue utilizada una bureta de vidrio
con capacidad de 50 ml y diariamente se le adicionaban 40ml de biomasa. Una vez
transcurridos 7 dias, se procedio a la extraccion de la clorofila y poder determinar el
método Optimo entre contacto con el medio y goteo.

Es muy comdn que el extractante DMSO sea utilizado de manera pura
[13,154]. Sin embargo, el metanol, etanol y acetona se utilizan al 90% y se diluyen
con 10% de agua destilada [151-153]. El volumen de DMSO de acuerdo a una
investigacion es de 0.43 ml DMSO/cm? por muestra [154]. En los especimenes solo
fue inoculado una cara del cubo, es decir, un area de 25 cm? por lo que el DMSO
requerido fue de 11.75ml =12ml. Se ha reportado que el volumen requerido para el
metanol, etanol y acetona es de 2.5 ml/cm? [151]. De lo anterior, fueron requeridos
65 ml de los extractantes antes mencionados.

Como parte de la prueba preliminar, fue realizada la extraccién de la clorofila

de los especimenes con la ayuda de un dispositivo de ultrasonido a 40 KHZ durante
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10 minutos, de tal forma que los especimenes eran colocados con la superficie
inoculada hacia abajo sumergidos en el extractante y dentro de un recipiente con
tapa para evitar que se volatilizara.

El sistema de inoculacién 6ptimo resulté ser el de goteo y el extractante fue
el metanol. Por lo anterior, fue elaborado un sistema de goteo el cual se explica mas
adelante y las condiciones de extraccion de la clorofila se repitieron para el

extractante 6ptimo, el metanol.

3.8 Sistema de Inoculacion por Goteo

Se hizo el disefio de un sistema de inoculacion por la técnica de goteo con
un sistema de riego para los especimenes con retorno del excedente a los
biorreactores. En la Figura 19 se puede observar el sistema compuesto por tres
partes principales que son: el biorreactor, sistema de riego por goteo y los
contenedores. Dentro de los biorreactores fue introducida una bomba de 600 I/h de
9.5W de la marca Biopro que fue conectada por medio de una manguera al ramal
principal de goteo por medio de una valvula de cobre con rosca interna de '2". El
ramal principal fue elaborado con tuberia de CPCV de %" unido a una conexién en
‘T’ para generar seis lineas secundarias y cada linea contaba con 5 regulador de
aire de acuario las cuales funcionaban como llaves de paso. Estas llaves fueron
abiertas de tal forma que solo cayera una gota a cada uno de los especimenes cada

2 s aproximadamente durante las 24 hrs.
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Figura 19. Sistema de inoculacion por goteo.

Los especimenes fueron colocados en cajas de plastico con una pendiente
formada por una altura de 10 cm desde su base, de tal forma que la biomasa
excedente fuera recirculada al biorreactor por medio de una manguera conectada
al contenedor. En total se fabricaron tres sistemas de inoculacién por goteo, es
decir, uno para cada microalga. La inoculacion de los diferentes especimenes se
llevd a cabo en una cdmara ambiental de la marca Biotronette modelo Mark Ill. La
camara ambiental fue cubierta con una mampara con la finalidad de que la luz
exterior del laboratorio no tuviera influencia en la colonizacién de los especimenes
cuando se le daba mantenimiento.

Los sistemas fueron inoculados en pares, es decir, primero fueron inoculados
los sistemas CPO-100 y ANH/EAH/HS y después los sistemas HS/CPO vy
CH/CVICPO. La ubicacion de los biorreactores fue diferente ya que la camara
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ambiental tuvo que ser adaptada para que tuviera un nivel superior para los tres
biorreactores, ademas de evitar que la ubicacion tuviera algun efecto en la
experimentacion. Por lo anterior, cuando se inocularon los especimenes del sistema
CPO-100 y ANH/EAH/HS, en la parte superior fue situado el biorreactor del Csc-1y
en la parte inferior los biorreactores de las microalgas Spirulina y C. vulgaris. En la
inoculacién de los sistemas HS/CPO y CH/CV/CPO en la parte superior fue
colocado el biorreactor de la microalga C. vulgaris y en la parte inferior los
biorreactores de la microalgas Spirulina y Csc-1.

El tiempo de inoculacién fue de cinco semanas y en cada semana fueron
seleccionados tres cubos al azar de cada microalga y de cada uno de los sistemas,
CPO-100, HS/CPO, ANH/EAH/HS y CH/CV/CPO. Posteriormente, a los
especimenes seleccionados les fueron tomadas fotografias y se les extraia la
clorofila. Las tres muestras eran puestas en un refrigerador a una temperatura de
5°C, una de ellas para su andlisis de MEB vy las otras dos para la cuantificacion de
produccién de biomasa final. Es importante mencionar que durante la inoculacién
los cubos se estuvieron rotando y moviendo de su posicion cada dos dias para que
no fuera un factor en la colonizacion de las microalgas. Durante el tiempo de
inoculacion, fue agregado medio Bristol suficiente en base a las necesidades de

cada microalga.
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3.9 Analisis de Resultados de la Clorofila “a” (Chl “a”
Extraida

La disolucion obtenida de la clorofila extraida en cada uno de los
especimenes fue analizada con la ayuda de un Espectrofotometro de Absorbancia
con una resolucion de 0.1-0.5 nm. Por lo anterior, fue necesario hacer una revision
de la literatura cientifica para determinar la concentracion de la clorofila y se
encontraron ecuaciones matematicas en funcion del tipo de extractante, longitud de
onda y resolucién del espectrofotometro [150]. En la Tabla 6 se presenta un listado
de ecuaciones para calcular la concentracion de la Chl “@” utilizadas en este
proyecto de tesis.

Tabla 6 Ecuaciones para la extraccion de la Chl “a” [150].

Extractante Ecuacion
A) Acetona Ca=12.25 As632-2.79 Asass
B) DMSO Ca=12.47 A665.1'3.62 A649_1

C) Metanol Ca=16.72 As652-9.16 Ass2.4

De donde Ca es la concentracion de la Chl “a” extraida, A es la absorbancia
medida en el espectrofotometro y el subindice es la longitud de onda requerida en
el espectrofotometro. En base a lo anterior, se hizo el registro de dos valores de
absorbancia debido las dos longitudes de onda segun el extractante. En el caso del
etanol se utilizd la misma ecuacion que corresponde al metanol. La prueba
preliminar determino que el extractante optimo fue el metanol.

La evaluacion de la extraccion de la clorofila en los especimenes de los
sistemas CPO-100, HS/CPO, CH/CV/ICPO y ANH/EAH/HS fue considerando la
ecuacion C) de la Tabla 6, debido a que el extractante optimo resulté ser el metanol.

Los valores de Aeess.2 son las lecturas que indica el equipo cuando se utiliza la
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longitud de onda de 665 nm y de igual forma para Aes2.2 cuando se usa la longitud
de onda 652 nm. De lo anterior, cada muestra de clorofila extraida era medida con
cada una de las longitudes de onda que involucra la ecuacion y de las mediciones

registradas se obtuvo la media para cuantificar la concentracion de Chl “a” en

porcentaje.

3.10 Cuantificacion de la Produccién de Biomasa Final

Otra forma de evaluar la bio-receptividad y/o colonizacion de las microalgas
en las MC es por medio de la cuantificacion de la biomasa en (mg/mm?) [11] y se
puede obtener por medio de la diferencia en peso de los especimenes sin inocular
e inoculados durante el tiempo de estudio.

Para la obtencion de la biomasa (mg) producida por espécimen se hizo una
diferencia de la masa de las muestras inoculadas y del peso sobresaturado
superficialmente seco (PSSS). El valor del PSSS de cada uno de los especimenes
fue obtenido al momento de mediar la porosidad de acuerdo a la Norma ASTM C
642 [106]. Posteriormente, el valor de la biomasa fue dividido entre el area de los
especimenes y el valor final fue obtenido de la media aritmética de dos muestras de
cada microalga en cada una de las MC.

El valor de PSSS fue tomado como la masa de las muestras de referencia o
sin inocular. Los especimenes inoculados fueron sumergidos en agua por mas de
48 hrs hasta obtener un peso constante con una variacion no mayor a 0.05% entre

ellas y el valor fue registrado como el Peso Inoculado. En la Figura 20 se observa
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las muestras del sistema HS/CPO sin inocular e inoculada dentro de una balanza

analitica.

Figura 20. Muestras del sistema HS/CPO: A) Sin inocular y B) Inoculada.
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CAPITULO 4

4 Resultados y Discusion

4.1 Caracterizacion de la Materia Prima
A continuacién, se presentan los resultados del andlisis por FRX y DRX de la

materia prima que fue utilizada en este proyecto de tesis.

4.1.1 Cemento Portland Ordinario (CPO)
En la Tabla 7 se muestran los resultados del analisis quimico por
Fluorescencia de Rayos X (FRX) del cemento tipo | CPO 40 de CEMEX y en donde
se puede observar que la concentracion de Al20s se encuentra dentro del rango

permisible del 6 % e.p. en base a la Norma ASTM C150-12 [122].

71



Tabla 7. Composicion quimica del CPO 40 CEMEX

% en peso
MATERIAL _. .
Si0O, MgO CaO Al,0; Fe;0O3 Na,O K,O SOz TiO, Balance
CPO 23.07 101 61.28 3.12 3.51 - 1.39 597 0.22 0.43

Sin embargo, los resultados no cumplen con el porcentaje maximo
permisible de éxido de azufre (SOs) con més del 2.5% en peso.

En la Figura 21 se muestra el analisis DRX del cemento CPO 40 de CEMEX
donde se pueden observar picos de difraccion de las fases cristalinas presentes
tales como la alita conocida como silicato tricalcico (C3S). Ademas, se pudieron
detectar picos de difraccion de aluminato tricalcico (CsA) y en menor difraccion de
hidréxido de calcio [Ca(OH)2] en forma de Portlandita (P). De lo anterior, se puede
decir que los resultados arrojados por el andlisis FRX coinciden con el analisis por

DRX, debido a que el CaO realmente es el calcio presentado en tres diferentes

cristales.
7000 CS Silicato Tricalcico (C,S) 01-086-0402
S cA Aluminato Tricélcio (C:A)  01-074-7039
6000 P Portlandita [Ca(OH),] 00-044-1481

5000
cs

4000 cs e

3000

Intensidad (U.A.)

2000

1000 S s

10 20 30 40 50 60 70
(grado, 26)

Figura 21. Analisis DRX del cemento CPO 40 CEMEX
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4.1.2 Humo de Silice (HS)

En la Tabla 8 se muestra la composicion quimica por andlisis FRX del HS,
el cual cumple con la Norma ASTM C1240 [124] ya que esta compuesto con mas
del 85% en peso de Oxido de silicio (SiO2). El segundo elemento en mayor
concentracion es el oxido férrico (Fe203). El resto de los materiales que lo
conforman son menores al 1 % en peso.

Tabla 8. Composicion quimica del HS.

% en peso
MATERIAL . .
Si0O, MgO CaO Al,0; Fe,03 NaO K,O SOz TiO, Balance
HS 97.06 0.16 0.75 - 1.24 - 0.4 0.26 - 0.13

En la Figura 22 se puede observar el analisis DRX del HS y se puede
observar un difractograma representativo de su amorficidad, ademas de dos picos
de difraccion representativos de fases cristalinas de 6xido de silice (SiO2); siendo
uno de los picos de Cuarzo (Qz) caracteristico de un sistema cristalino hexagonal y
la Cristobalita (Crs) con un sistema cristalino tetragonal. De lo anterior, se puede

decir que los resultados arrojados por la FRX coinciden con la DRX.

6000 Qz Cuarzo (SiO ;) 01-075-8320
Crs Cristobalita (SiO ;) 01-085-0621
5000
Qz
. 4000
<:E Qz
E 3000
E Crs
= 2000
Qz
Qz
1000
0
10 20 30 40 50 60 70
(grado, 26)

Figura 22. Analisis DRX de HS.
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4.1.3 Cal Hidratada (CH)

En la Tabla 9 se muestran los resultados de la composicion quimica por
FRX de la CH. Se puede observar que cumple con lo especificado en la ficha técnica
del proveedor con una concentracion por arriba del 90% en peso el 6xido de calcio
(Ca0) [125] y en proporciones menores del 6xido de silicio (SiO2) y de 6xido de
magnesio (MgO).

Tabla 9. Composicion quimica de la CH.

% en peso
Si0O, MgO CaO Al,0; Fe,O3 Na,O K,O SOz TiO, Balance
CH 278 261 938 0.2 - - 0.29 - - 0.32

MATERIAL

En la Figura 23 se puede identificar el difractograma de la CH en la cual se
pueden apreciar picos de difraccion caracteristicos de la Portlandita (P), [Ca(OH)2]
y carbonato de calcio (CaCOs) en su fase calcita (C). El sistema cristalino de la P

es de tipo hexagonal y romboédrico para la C.

000 P Portlandita [Ca(OH),]  00-044-1481
P C Calcita (CaCOs) 01-083-1762

8000
7000
6000
5000

4000

Intensidad (U.A.)

3000

2000

NS

0
10 20 30 40 50 60 70

(grado, 26)

Figura 23. Analisis DRX de CH
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4.1.4 Ceniza Volante (CV)

En la Tabla 10 se pueden observar los resultados de la composicion
quimica por FRX de la CV. En base a la Norma ASTM C618-12 [127] la CV es de
tipo F ya que la sumatoria de concentracion de 6xido de silicio (SiO2), 6xido de
aluminio (Al203) y 6xido férrico (Fe203) es mayor al 70% e.p.

Tabla 10. Composicion quimica de la CV.

% en peso
MATERIAL _. .
S|Oz MgO CaO Alzo3 Fezo3 Nazo Kzo 803 T|Oz Balance
cv 715 045 15 1995 368 0.13 1.06 051 0.93 0.29

En la Figura 24 se presenta el difractograma de la CV donde se observan
picos de difraccién de cuarzo (Qz) con un sistema del tipo cristalino hexagonal y
silicato de aluminio [3(Al203) 2(SiO2)] en su fase Mullita (MI) con un sistema
ortorrémbico. Los resultados del anélisis DRX se dan en comun acuerdo con los del

analisis por FRX en las fases presentes de SiO2y Al20s.

Qz Cuarzo (SiO ;) 01-075-8320
MI Mullita 3(Al,04) 2(SiO,) 00-062-0481
50000
Qz
45000
40000
35000
< 30000
=2
E 25000
2
2 20000
= Qz
15000
Mi MM MI
10000 M
Qz Qzf M Qv Y, M Qz
5000
0
10 20 30 40 50 60 70
(grado, 26)

Figura 24. Analisis DRX de CV.
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4.1.5 Anhidrita (ANH)

En la Tabla 11 se muestra el analisis por FRX de la anhidrita y en donde
se puede observar que las concentraciones mayores corresponden al 6xido de
azufre (SOs) y 6xido de calcio (CaO).

Tabla 11. Composicion quimica de la ANH.

% en peso
MATERIAL . .
S|02 MgO CaO Alzo3 Fezo3 Nazo Kzo 803 T|Oz Balance
ANH 094 0.19 394 042 011 0.06 - 56.85 - 2.03

En la Figura 25 se muestra el analisis DRX de la ANH y en donde se
muestran picos de difraccion caracteristicos de sulfato de calcio (CaS0Oa4) el cual es
anhidrita (A) con un sistema cristalino ortorrombico. Al haber sufrido la calcinacion
se verifica que el CaSO4 paso de su fase HH a la ANH. De los resultados por analisis
DRX, se puede verificar, que lo obtenido por andlisis de FRX, el SOs y el CaO

forman CaS0as en su fase A.

40000 i
A Anhidrita (CaS0O,) 01-074-2421
A
35000
30000
— 25000
=T
=]
=
& 20000
=
=
z
= 15000
10000
5000
A
A AA A A A A,
0
10 20 30 40 50 60 70
(grado, 20)

Figura 25. Analisis DRX de ANH.
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4.1.6 Escoriade Alto Horno (EAH)

En la Tabla 12 se presenta la composicion quimica por FRX de la EAH y
se puede observar que las concentraciones mayores son de 6xido de calcio (CaO)
y oxido de silice (SiO2). El 6xido de magnesio (MgO) y el 6xido de aluminio (Al203)
se encuentran en concentraciones menores al 10% e.p. cada uno y el resto es
menor al 4% en peso.

Tabla 12. Composicion quimica de la EAH.

% en peso
MATERIAL _. .
S|Oz MgO CaO A|203 Fezo3 Nazo Kzo 803 T|Oz Balance
EAH 3166 95 4291 964 054 034 047 3.02 - 1.92

El andlisis quimico por FRX de la EAH fue utilizado para obtener los valores
de basicidad (P) e hidraulicidad (F). Los valores obtenidos de P=1.27 >1 y F=1.96
> 1.4 indican que la EAH puede utilizarse como cementante [130].

En la Figura 26 se muestra el difractograma de la EAH, el cual presenta
picos de difraccidn caracteristicos del carbonato de calcio (CaCO3) en su forma de
Calcita (C). Lo anterior, se encuentra en comun acuerdo con el analisis por FRX de
la EAH ya que el calcio se encuentra en forma de C. Es importante sefalar que el
carbono no puede ser detectado en el equipo de FRX por ser un elemento ligero de

bajo nimero atémico.
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2500 C Calcita (CaCQO;)  01-072-1937
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(grado, 268)

Figura 26. Andlisis DRX de EAH.

4.1.7 Agregado Fino

En la Tabla 13 se presentan los resultados de la composicién quimica por
FRX de la arena silica y en donde se puede observar que la mayor concentracion
corresponde al 6xido de silice (SiO2). Ademas, se pueden observar concentraciones
menores de 6xido de aluminio (Al203) y de 6xido de sodio (Naz0).

Tabla 13. Composicion quimica de la Arena silica.

% en peso
MATERIAL Si0, MgO CaO Al,0;3 Fe,O3 Na,0O K,O SO; TiO, Balance
A. Silica 95.04 - - 201 0.16 1.867 0.81 - - 0.11

En Figura 27 se muestra el andlisis por DRX de la arena silica en donde se
aprecian picos caracteristicos de oxido de silice (SiO2) en forma de cuarzo (Qz) en

comun acuerdo con el analisis FRX.
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Figura 27. Analisis DRX de la Arena Silica.

4.2 Evolucion del pH en las Matrices Cementantes

4.2.1 Sistema de Referencia de Cemento Portland Ordinario
(CPO-100)

En la Figura 28 se presenta la evolucién del pH con respecto al tiempo del
sistema de referencia CPO-100 y en donde se puede observar que las curvas de
pH de ambas relaciones a/mc presentan una clara tendencia a aumentar su valor
en los primeros dias y se estabilizan después del dia 14. En el dia 1 se presenta en
ambas MC el pH mas bajo y después comienza a aumentar con el paso del tiempo.

Los valores de pH obtenidos después del dia 28 coinciden con lo reportado
en la literatura con valores de pH de 12-13 [16]. J.L. Garcia-Calvo y col. reportaron
que la razon por la que ambas MC presenten valores de pH superior a 12 es debido

a la formacién de la Portlandita [Ca(OH)2] [71]. La tendencia de la curva de valores
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de pH en ambas relaciones a/mc es de incrementar con respecto al tiempo y tienden

a una estabilidad en su pH.

12.50 12.42 19 40 12.43 12.42
12.40 ’ —
12.37
T 1230 1235 153> 12.33
Qe 12.20 12.23
S 12.10
©
> 12.00
[ ]
11.90
11.85
11.80
1 7 14 28 56 90
Edad (dias)
—e—a/mc 0.6 a/mc 0.7

Figura 28. Evolucién del pH en MC de CPO-100 a diferentes edades y relacion a/mc.

Una vez elaborados los especimenes con relacion a/mc de 0.7 se pudo
observar sangrado el cual es frecuente al utilizar relaciones a/mc muy altas [155].
Debido a lo anterior, fue seleccionada la relacion a/mc de 0.6 como la MC optima
para el sistema CPO-100 En base al estudio de la evolucién de pH del sistema se
decidié inocular los especimenes a los 28 dias cuando el pH es estable y no
presenta variaciones considerables.

En la Tabla 14 se muestran los andlisis por FRX de la MC ¢éptima del
sistema de referencia CPO-100 a los diferentes dias de ensaye, asi como sus
respectivos valores de pH. Ademas, se aprecia que el SiO2 se encuentra en

concentraciones mayores seguido del CaO y SOs.
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Tabla 14. Composicion quimica y condiciones de trabajo de los morteros del

sistema CPO-100.

Sistema Eollad % en peso
(dias) SiO, MgO CaO Al,0; Fe,0O;3 Na,O K,O SO; TiO, Balance
1 85.95 0.18 10.62 1.03 0.31 - 0.23 152 - 0.17 11.96
7 81.35 0.22 14.15 1.17 0.37 - 0.35 2.21 - 0.19 12.31
CPO-100 14 79.59 0.27 15.26 1.40 0.40 - 0.37 252 - 0.19 12.42
a/mc 0.6 28 77.82 0.27 17.03 1.40 0.45 - 0.27 252 - 0.22 12.4
56 7451 0.33 19.45 169 0.50 - 0.28 3.01 - 0.23 12.43
90 76.52 0.26 17.46 1.31 0.46 - 0.27 2.87 - 0.87 12.42

A la edad de 1 dia se presentd la menor concentracion de CaO y la mayor
concentracion de SiO2. Sin embargo, después del dia 1 se pudo observar un
aumento de la concentracion de CaO y a su vez una disminucion del SiO2. La
concentracion de SOs permanece casi constante en un rango que va del al 3 % e.p.
Es sabido que las concentraciones de los iones calcio en especimenes del 100%
de cemento Portland se incrementan al aumentar su edad y el pH se mantiene
estable [71]. Un comportamiento similar se presenta en esta investigacion, ya que
el CaO aumenta al pasar el tiempo.

En la Figura 29 se presenta la evolucion de las fases cristalinas de los
morteros de la MC CPO-100 por medio de andlisis DRX. En los diferentes
difractogramas se aprecian picos de difraccidon representativos de diferentes
compuestos como Cuarzo SiO2 (Q), Portlandita (P) y Silicato de Calcio Hidratado
(S-C-H). Los cuales coinciden con el analisis quimico por FRX ya que el SiO2 se
encuentra presente en forma de Q y S-C-H. El contenido de CaO se encuentra

presente en forma de P, asi como también forma parte del S-C-H.
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Figura 29. Andlisis DRX de la MC de CPO-100 con relacién a/mc de 0.6 a diferentes
edades.

Con base en los andlisis DRX y de FRX de la evolucion de las fases
presentes en el sistema CPO-100 se pudiera decir que la formacion del S-C-H por

medio de las reacciones de hidratacion se mantiene desde el dia 1 hasta el 90.
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4.2.2 Sistema de Humo de Silice y Cemento Portland Ordinario

(HS/CPO)
En la Figura 30 se puede observar la evolucion del pH en las MC del sistema
HS/CPO con ambas relaciones a/mc de 0.6 y 0.7. Ademés, se muestra un
comportamiento muy similar en ambas curvas con valores maximo de pH a 1y 56

dias y un minimo a 14 dias.

1200 18

11.50 11.6
- 11.00 .
gl0.00 10.30 10.33 10.21
S 950 9.49

9.00
1 7 14 28 56 90
Edad (dias)
—eo—3a/mc 0.6 a/mc 0.7

Figura 30. Evoluciéon del pH en MC del sistema HS/CPO a diferentes edades y
relacion a/mc.

La curva tuvo un comportamiento creciente entre los dias 14 y 28 para
después tener un comportamiento estable desde el dia 28 hasta el 90. Se ha
reportado que los grandes cambios de pH ocurren entre los primeros 30 dias en MC
con altas sustituciones de puzolana por cemento Portland y la tendencia a
permanecer estable se mantiene hasta por 2 afos [70,71]. No se pudo determinar
el motivo del decrecimiento de los valores de pH por el cronograma de actividades.

Por lo anterior, la inoculacién de las MC del sistema HS/CPO fue realizado

después de los 28 dias de curado. En pastas con altas sustituciones de HS se ha
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reportado que la formacion de Portlandita disminuye con el trascurso del tiempo
[71]. Lo anterior, se hace evidente debido a que durante los 90 dias las MC
alcanzaron el equilibrio reflejado en su valor de pH.

En la Figura 30 se puede apreciar que la MC con relacion a/mc de 0.7
presenta valores de pH menores que los obtenidos con la relacion a/mc de 0.6. Q.
Pu y col. reportaron que este comportamiento se presenta en sistemas con altas
relaciones a/mc [72]. De lo anterior, fue determinado que la MC Optima para el
sistema HS/CPO es utilizando una relaciéon a/mc de 0.7.

En la Tabla 15 se presentan los analisis quimicos por FRX del sistema
HS/CPO y se puede apreciar que la MC esta constituida por méas del 90% de 6xido
de silice (SiO2). Las altas concentraciones de SiO2 muy probablemente provienen
tanto de la arena silica como del HS. En cuanto a los elementos alcalinos, se
encuentran presentes 6xido de calcio (CaO) y 6xido de potasio (K20). El contenido
del CaO presentd variaciones en su concentracion en las diferentes edades a
diferencia del K2O que se mantuvo en cierta forma constante alrededor del 1%.

Tabla 15. Composicion quimica y condiciones de trabajo de los morteros del

sistema HS/CPO.

Sistema quad % en peso
(dias) SiO, MgO CaO Al,0; Fe,0; Na,0O K,O SO; TiO, Balance
1 9288 - 391 109 032 - 114 049 - 0.17 11.64
7 9109 - 545 111 034 - 107 074 - 0.19 10.41
HS/CPO 14 9099 - 561 110 035 - 1.10 073 - 0.14  9.49
almc 0.7 28 90.18 - 6.48 1.05 0.38 - 105 073 - 0.14 10.46
56 9295 0.15 357 157 024 - 0.86 057 - 0.09 10.61
90 9068 - 587 110 034 - 109 0.73 - 0.19 10.25

En la Figura 31 se muestra el analisis de DRX de la MC optima del sistema

HS/CPO. Se pueden observar picos caracteristicos de oxido de silice (SiO2) en su
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fase cuarzo (Qz) y en menor reflexién un pico caracteristico de silicato tricalcico
(C3S). Lo anterior, en comun acuerdo con el andlisis de FRX en donde se pudo

observar que el sistema HS/CPO estd compuesto en mayor proporcion de SiOz y

CaO.
Qz Cuarzo (SiO,) 01-078-1252
Qz C;S Silicato Tricalcico 01-086-0402
‘ C;S
Qz 3
Qz Qz Qz Qz
T e e .. “ A
< |
5 | A _—
= L - o
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2 A L D
[0
g J t
A = e oo 8 NN A o E
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(grado, 20)
A 1dia C 14 dias E 56 dias
B 7 dias D 28 dias F 90dias

Figura 31. Analisis DRX de la MC del sistema HS/CPO con relacién a/mc de 0.7 a
diferentes edades.

Ademas, en la Figura 31 se indica con C (14 dias), el difractograma del
sistema HS/CPO cuando se tiene el valor de pH menor, siendo 9.49 y con A (1 dia)
cuando el valor de pH es mayor, siendo 11.64. En ambas difractogramas se
encuentra el Qz presente, pero el pico de difraccion del C3S es menor a la edad A
que en C. Lo anterior, pudiera ser explicado considerando que el contenido de CaO

es menor a 1 dia que a 14 dias. En el dia E (56 dias) el pico de difraccion de CsS
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se aprecia mucho menos que en el dia F (90 dias) y corresponde también con el
analisis quimico por FRX por la presencia de CaO.

La presencia de CsS en las difracciones de la MC del sistema HS/CPO
indica que existen particulas sin hidratar hasta los 90 dias, de lo contrario se hubiera
visto un cambio en la aparicién de esta fase posterior al dia 1. La evolucion del pH
a través del tiempo no parece tener un efecto representativo en la aparicion de las
fases més alla del pico del CsS. Existe un cambio de la presencia del CsS en los
dias 1 y 56 que puede evidenciarse en los andlisis FRX con las concentraciones
mas bajas CaO. En las recomendaciones para trabajos futuros se propone elaborar
mas pruebas y estudiar si existe una relacion entre la fase C3S y CaO con el

aumento del valor de pH.

4.2.3 Sistema de Anhidrita, Escoria de Alto Horno y Humo de
Silice (ANH/EAH/HS)

En la Figura 32 se puede observar la evolucién de los valores de pH del
sistema ANH/EAH/HS a diferentes edades. Se puede apreciar que ambas
relaciones a/mc mostraron un comportamiento muy similar en sus curvas de pH
desde el dia 1 hasta el 90. Las curvas de la evolucion de pH con ambas relaciones
a/mc en el sistema ANH/EAH/HS presentaron una estabilidad aparente después del
dia 56. A diferencia de los sistemas CPO-100 y HS/CPO que mostraron cierta

estabilidad a 14 y 28 dias, respectivamente.
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Figura 32. Evolucion del pH en MC de ANH/EAH/HS a diferentes edades y relacion
a/mc.

Lo anterior, se pudiera explicar debido a que los cambios en la
microestructura en MC base ANH contindan hasta en edades prolongadas
posteriores a los 100 dias [85,92]. Por lo que es muy probable que el valor de pH
pudiera alcanzar el equilibrio después de los 100 dias. En la seccion de
recomendaciones para trabajos futuros se hara la recomendacion de dar
seguimiento al pH a edades mas prolongadas.

En la Figura 32 se pueden apreciar dos puntos minimos del valor de pH en
siendo el primero a 7 dias y el segundo a 28 dias con ambas relaciones a/mc. En el
rango de 56 a 90 dias se muestra un comportamiento similar en los valores de pH
con ambas relaciones a/c. Hasta los 90 dias de estudio la MC con relacion a/mc 0.7
presenté un pH menor al dia 1, a diferencia de la MC con relacién a/mc 0.6. Por lo

anterior, fue seleccionada la MC 6ptima con relacion a/mc de 0.7. Se hizo la
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inoculacién a los 28 dias de curado, debido a que a esa edad es la segunda caida
de pH que tiene.

En la Tabla 16 se presenta un resumen de la evolucion a diferentes edades
de la composicion quimica y de pH de la MC 6ptima del sistema ANH/EAH/HS. Se
puede observar que los elementos en mayor proporcion son el 6xido de silice (SiO2),
oxido de azufre (SO3) y en menor proporcion el 6xido de calcio (CaO). Es importante
sefalar que el origen del SiO2 es tanto de la arena silica como del HS. EI SOzy CaO
en combinacion generan el CaSOa cuyo origen es la ANH y otra fuente de CaO es
la EAH.

Tabla 16. Composicion quimica y condiciones de trabajo de los morteros del

sistema ANH/EAH/HS.

Sistema 5?2:') _ %6 en peso _ pH
SiO, MgO CaO Al,0; Fe,0O3 Na,O K,O SO; TiO, Balance

1 56.34 0.41 12.24 1.76 0.24 - 1.40 27.46 0.11 0.04 10.37
7 7261 0.26 699 149 0.37 - 076 1744 - 0.09 9.41
ANH/EAH/HS 14 71.04 0.29 7.88 179 0.19 - 1.02 17.70 - 0.10 10.06
a/mc 0.6 28 63.37 0.34 10.06 1.63 0.41 - 094 23.02 - 0.22 9.95
56 68.88 0.35 853 1.86 0.18 - 105 19.01 - 0.15 10.68
90 58.42 0.38 11.89 1.74 0.24 - 110 26.07 - 0.16 10.62

Las concentraciones de los elementos analizados por FRX no presentan
una tendencia clara. Lo anterior, pudiera estar relacionado al hecho de que en 90
dias no se pudo obtener un equilibrio en el valor de pH. La aparicion de etringita en
MC base ANH ha sido ampliamente estudiado a edades tardias. Sin embargo, no
ha sido reportado la evolucién de pH, ni tampoco la evolucién en su composicion

quimica [85,92]. Debido a que la aparicidbn de etringita en MC base ANH se
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evidencia a edades prolongadas, es muy probable que la MC no alcance una
estabilidad a edades tempranas.

En la Figura 33 se muestran los andlisis por DRX de las fases presentes
en el sistema ANH/EAH/HS. Se puede apreciar desde el dia 1 la existencia de picos
de SiOz en su fase cuarzo (Q) y de sulfato de calcio dihidratado en su fase yeso (Y).
Lo anterior en comun acuerdo con los estudios de FRX ya que los elementos
constitutivos mayoritarios fueron SiO2 y CaO. Las fases cristalinas encontradas
coinciden con lo reportado por R.X. Magallanes-Rivera [92] en cuanto a la presencia

de Y desde el dia 1 al 90.

Y  Yeso(CaSO,+2H,0)  01-076-8726
Q Cuarzo (SiO,) 01-078-1252

"'/, “ Qz | Qz Q;Z Qz Qz A

Intensidad (U.A.)
O

10 20 30 40 50 80 70
(grado, 28)
A 1dia C 14 dias E 56 dias

B 7 dias D 28 dias F 90 dias

Figura 33. Analisis DRX de la MC del sistema ANH/EAH/HS con relacion a/mc de

0.6 a diferentes edades.
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4.2.4 Sistema de Cal Hidratada, Ceniza Volante y Cemento

Portland Ordinario (CH/CV/CPO)
En la Figura 34 se muestran especimenes del sistema CH/CV/CPO con las
relaciones a/mc de 0.6 y 0.7 después de haber sido sometidos a la prueba de la

profundidad de carbonatacion a 5y 10 dias de carbonatacion acelerada de acuerdo

a la Norma EN 13295 [77].

Figura 34. Prueba de la profundidad de carbonatacion en el sistema CH/CV/CPO
con relacion a/mc y dias de carbonatacién acelerada, A) a/mc de 0.7 con 5 dias, B)

a/mc de 0.6 con 5 dias, C) a/mc de 0.7 con 10 dias y D) a/mc de 0.6 con 10 dias.
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Se puede observar que en la Figura 34 A) el espécimen con relacion a/mc
de 0.7 presenta una mayor profundidad de carbonatacion de 24.2mm después de 5
dias. En Figura 34 B) el espécimen con relacion a/mc de 0.6 presenta una
profundidad media de carbonatacion de 22.6 mm de cada lado. Lo anterior coincide
con la literatura debido a que a mayor relacién a/mc es mayor el ingreso de CO:2
[156]. Lo anterior puede ser explicado debido a la diferencia de porosidad generada
por la relacion a/mc.

En la Figura 34 C) y Figura 34 D) se pueden apreciar los especimenes a
las mismas condiciones de carbonatacién acelerada después de 10 dias. Se pudo
observar una profundidad de la carbonatacién del 100 % en las muestras con
relaciones a/mc de 0.6 y 0.7. Por lo anterior, se decidié no continuar con la prueba
a las edades de 15y 20 dias.

En la Figura 35 se puede observar la evolucién del pH en el sistema
CH/CVICPO con relaciones a/mc de 0.6 y 0.7. Se presenta un comportamiento muy
similar en las curvas de los valores de pH siendo los valores de pH mas bajos con
la relacion a/mc de 0.7 en los 20 dias de estudio. En el dia 5 de carbonatacion se
obtuvo el valor minimo de pH y el valor maximo a los 10 dias, alcanzando entre el
dia 15 y 20 una estabilidad en los valores de pH.

Lo anterior coincide con la literatura ya que se ha reportado que a mayor
relacion a/mc la profundidad de carbonatacion es mayor en sistemas ternarios [156].
Sin embargo, después del dia 20 pudieran haberse presentado cambios en los

valores de pH si se hubiera prolongado el tiempo de estudio.
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Figura 35. Efecto de la carbonatacion a un 20% de CO:2 sobre el pH en el

sistema CH/CV/CPO con relaciones a/mc de 0.6 y 0.7.

Es por eso que se eligio la MC éptima con relacion a/mc de 0.7 y se decidié

realizar la inoculacion de los microorganismos en el sistema CH/CV/CPO después

de 5 dias de carbonatacién bajo las mismas condiciones. En la Tabla 17 se puede

observar la evolucion a diferentes edades de la composicion quimica por medio de

la técnica de FRX de la MC éptima del sistema CH/CV/CPO.

Tabla 17. Composicion quimica y condiciones de trabajo de los morteros del

sistema CH/CV/CPO.
Sistema TLC' % en peso pH
(dias) Si0O, MgO CaO Al,0; Fe,0; Na,0 K,O SO; TiO, Balance
5 86.39 027 857 264 039 - 090 067 - 0.16 10.68
C;'//ri\é’g_';o 10 7585 0.18 18.02 242 086 - 158 097 - 012 1165
20%CO, 15 79.45 0.16 1506 225 071 - 142 0.83 - 0.11 11.40
20 7325 0.23 1985 268 091 - 177 1.18 - 012 11.44

*T.C. Tiempo de Carbonatacion
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Se muestra en mayor proporcion compuestos de 6xido de silicio (SiO2),
oxido de calcio (CaO) y en menor proporcion de 6xido de aluminio (Al203). El SiO2
gue es de los principales componentes, muy probablemente proviene de la arena
silicay de la CV. Las concentraciones de CaO y Al203 provienen tanto de la CH, asi
como del CPO. Al analizar la evolucién de los elementos alcalinos posterior a la
carbonatacion acelerada se evidencia que existen cambios en el contenido de CaO
y del 6xido de potasio (K20) dentro de la MC.

A 5 dias de carbonatacion se obtuvo el valor de pH mas bajo y pudiera
deberse a que se tiene la mayor concentracion de SiO2 con un 86.39% en peso y
de CaO con 8.57% en peso en comparacion a los demas dias de carbonatacion. A
los 10 dias el pH aumenta a 11.91, asi como la concentracién del CaO vy la
concentracion de SiO2 disminuye.

Es importante hacer notar que cuando el pH logra estabilizarse después
del dia 15, se puede observar una variacion en las concentraciones de CaO vy del
SiO2. Sin embargo, a 20 dias de carbonatacion el pH se mantiene casi estable con
respecto al dia 15 y el contenido de CaO aumenta y el SiO2 disminuye.

En la Figura 36 se presenta el analisis DRX de las MC del sistema
CH/CVICPO a los diferentes dias de carbonatacion y en donde se puede observar
que existen dos fases del 6xido de silice (SiO2) como la moganita (M) y la cristobalita
(Crs). Ademas, se encuentran presente picos caracteristicos de hidroxido de calcio
[Ca(OH)] en su fase Portlandita (P) y carbonato de calcio (CaCOs) en su fase calcita
(C). Cabe resaltar que la fase C y M crecen observandose picos mas definidos entre

el dia5y el dia 20 y pudiera deberse al tiempo de carbonatacion.
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M Moganita (Si0;) 01-073-2991
C Calcita (CaCO;)  01-072-1937
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Figura 36. Fases cristalinas presentes en la MC de CH/CV/CPO con relacion a/mc

de 0.7 a diferentes edades.

4.3 Crecimiento de las Microalgas
Fue importante conocer el tiempo de crecimiento de las micro algas en sus
condiciones ideales para después hacer una comparativa sobre los especimenes
inoculados. El crecimiento del Csc-1 no fue posible determinarse debido a que el
método directo no fue el adecuado para su morfologia. En la Figura 37 se muestra

la morfologia de las microalgas C. vulgaris, Spirulina y del Csc-1.
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Figura 37. Micrografia del microalgas a 40X: A) Csc-1, B) C. vulgaris y C) Spirulina.

En la Figura 37 A) se muestra la morfologia del Csc-1 después de 28 dias
de produccion de biomasa. En la Figura 37 B) se puede apreciar la morfologia de la
microalga C. vulgaris y en donde se puede observar células de color verde que
poseen una forma esférica sin filamentos a diferencia del Csc-1. En la Figura 37 C)
se muestra la morfologia de la microalga Spirulina y se aprecia que presenta una
coloracion verde, ademas de ser filamentosa y de forma de helicoidal.

En la Figura 38 se muestra la informacién del crecimiento de la microalga
C.vulgaris. La curva presenta un comportamiento tipico, ya que dentro de los
primeros 10 dias el crecimiento es lento debido a la fase de incubacién hasta
alcanzar la fase exponencial. Se alcanza su valor maximo de crecimiento en el dia
36 y después la curva decrece hasta alcanzar un minimo el dia 52, posteriormente
se comienza a ver una curva creciente hasta el dia 60. De lo anterior, se puede
resumir que el crecimiento de la microalga C. vulgaris alcanza su maximo desarrollo

entre los dias 36 y 40.
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Figura 38. Grafica del crecimiento de la microalga C. vulgaris.

En la Figura 39 se muestra la curva de crecimiento de la microalga Spirulina
en donde nuevamente se puede observar un periodo de incubacion en los primeros
10 dias. Posteriormente, se presentan dos puntos maximos en los dias 16 y 26 con
minimos los dias 22 y 36, respectivamente. En el dia 36 se observa el valor minimo
mas bajo y después la curva presenta un comportamiento creciente hasta el dia 60

aproximadamente.
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Figura 39. Grafica del crecimiento de la microalga Spirulina.
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Si se consideran las curvas de crecimiento de las microalgas C. vulgaris y
Spirulina de la Figura 38 y Figura 39 respectivamente, se puede resumir que el
desarrollo maximo de la microalga C.vulgaris se da a los primeros 36 dias y para la
microalga Spirulina después del dia 36 a condiciones Optimas. De lo anterior, se
pudo determinar que el tiempo de inoculacion mas adecuado en los especimenes
para lograr una buena colonizacion y crecimiento de las microalgas se da a los 35

dias 0 a 5 semanas.

4.4 Método de Inoculacion y Extractante Optimo de clorofila
“a” (Chl “a”
Los métodos de inoculacion evaluados fueron de goteo y contacto con el
medio y los extractantes evaluados fueron DMSO, metanol, etanol y acetona. En la
Figura 40 se muestran los resultados de la prueba preliminar de evaluacion de los

métodos de inoculacion y extractante optimo.

m  Contacto

_ ® Goteo
2.5
=3
2.0
L ]
— 1.5+
S
© | @
= 1.0+
[&]
0.5 -
-
- - a
0.0
T ) T L] T L T
Acetona Metanol Etanol DMSO

Extractante

Figura 40. Extraccion de la clorofila en funcién del medio, inoculacion y extractante.
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El método de inoculacion 6éptimo fue el de goteo al presentar valores
superiores de porcentaje de Chl “a” en todos los extractantes siendo el més alto con
metanol y el mas bajo con DMSO. Lo anterior muy probablemente pudiera haberse
debido a la diferencia de volumen que se utiliz6 en cada uno de los extractantes
para elaborar la prueba. De los resultados anteriores, se pudo determinar que el
método de inoculacion éptimo fue por goteo y el extractante 6ptimo el metanol. Con
base en estos resultados fue disefiado un sistema de inoculacion por goteo para

todos los especimenes de los sistemas propuestos en esta investigacion.

4.5 Colonizacién Aparente de las Matrices

Cementantes
Una vez seleccionada la MC Optima de cada uno de los sistemas
desarrollados y su inoculacion, se procedio a valorar la bio-receptividad de cada uno

de ellos por medio de la colonizacién aparente de las microalgas.

4.5.1 Sistema de Referencia Cemento Portland Ordinario (CPO-
100)

El sistema de referencia CPO-100 present6 un valor de pH de 12.32 muy
superior a los sistemas HS/CPO, CH/CV/CPO y ANH/EAH/HS. Este sistema se
esperaba mas favorable para el desarrollo de las microalgas Spirulinay Csc-1y en
menor grado para la microalga C. vulgaris. Lo anterior, debido a que la primera es
alcaldfila, la segunda proviene de una estructura de concreto y la dltima es
neutrofila, respectivamente.
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En la Figura 41 se muestra un arreglo comparativo de los especimenes
inoculados por las microalgas, C. vulgaris, Spirulina y el Csc-1 en el sistema de
referencia CPO-100. Se puede apreciar que la colonizacion de las microalgas C.
vulgaris, Spirulina y el Csc-1 tuvo su inicio desde la semana 1. Ademas, se puede
observar que aparentemente la microalga que comienza a colonizar mas réapido al
sistema de referencia CPO-100 es la microalga C. vulgaris, seguido de la microalga

Spirulina y por ultimo el Csc-1.

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5

C. vulgaris

Spirulina

Csc-1

Figura 41. Evolucién de la colonizacion de las microalgas C. vulgaris, Spirulina y
Csc-1 en el sistema CPO-100.

Se puede apreciar que el desarrollo de las microalgas C. vulgaris y
Spirulina en la MC fue similar en condiciones ideales. Es decir, se puede definir una

etapa de incubacién y posteriormente la fase exponencial. Es importante mencionar
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que en el caso del Csc-1 la fase de incubacion tiene un periodo mas largo que en
las microalgas C. vulgaris y Spirulina.

S. Manso y col. [11] reportaron que en la inoculacion de la microalga
C.vulgaris en un sistema base CPO no se pudo formar una bio-pelicula durante un
tiempo de exposicion de 10 semanas. Lo anterior, difiere de lo obtenido con esta
misma microalga sobre la superficie del sistema CPO-100 en este proyecto de
investigacion. Ademas, fueron tomadas micrografias en el MEB con la finalidad de

evaluar mas a detalle la formacion de la bio-pelicula sobre los especimenes.

45.1.1 Colonizacion de la Microalga Chlorella vulgaris (C. vulgaris) en el
Sistema de Referencia Cemento Portland Ordinario (CPO-100)

De la inoculacion de la microalga C. vulgaris se pudo generar una bio-
pelicula de manera aparente sobre especimenes del sistema CPO-100 en un tiempo
de 5 semanas. En la Figura 42 A) se muestra el espécimen de referencia sin
inoculacién y en donde se puede observar el acabado rugoso de la superficie el cual
esta formado por los granos del agregado fino que presentan una morfologia de tipo
angular.

En la Figura 42 B) se observa una muestra después de 1 semana de
inoculaciéon. Ademas, se pueden apreciar regiones que empiezan a ser pobladas
sobre la superficie. En la Figura 42 C) se muestra el espécimen a 3 semanas de
haber sido inoculado y se presentan pequefias células nuevas de la microalga C.

vulgaris que empiezan a establecerse sobre la bio-pelicula ya existente.
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Figura 42. Evolucién de la colonizacion de la microalga C. vulgaris sobre el sistema
CPO-100: A) Sin inocular, tiempo de inoculacion de B) 1 semana, C) 3 semanas y
D) 5 semanas.

En la Figura 42 D) se muestra una micrografia después de 5 semanas de
haber sido inoculado donde se puede apreciar asentamientos de células nuevas.
Es probable que la rugosidad aparente que se pudo obtener en el sistema CPO-100
pudiera haber contribuido a la formacion de bio-pelicula de la microalga C. vulgaris
a pesar de su alto valor de pH =12. De lo anterior, se pudiera afirmar que de
continuar con el tiempo de inoculacion se continuaria con el desarrollo y crecimiento

de la bio-pelicula.
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45.1.2 Colonizacion de la Microalga Spirulina en el Sistema de
Referencia Cemento Portland Ordinario (CPO-100)

En la Figura 43 se puede observar el desarrollo durante 5 semanas de la

bio-pelicula formada por la microalga Spirulina sobre la MC del sistema CPO-100.

En la Figura 43 A) se presenta la micrografia de la muestra sin inocular como

referencia.
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Figura 43. Evolucion de la colonizacién de la microalga Spirulina sobre las MC del
sistema CPO-100: A) Sin inocular, tiempo de inoculacién de B) 1 semana C) 3
semanas y D) 5 semanas.

En la Figura 43 B) se muestran algunos filamentos caracteristicos de la
morfologia de la microalga Spirulina, los cuales estan comenzando a cubrir la

superficie de la MC. En la Figura 43 C) después de 3 semanas de inoculacion se
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aprecian tres células con una morfologia de tipo ojiva de la cual se desconoce su
origen, enlazados por filamentos de mayor grosor de la microalga Spirulina
formando redes con las células ojivales sobre la bio-pelicula.

En la Figura 43 D) después de 5 semanas de inoculaciéon se muestra la
formacion de la bio-pelicula de manera continua y en donde sobresalen los
filamentos de la microalga Spirulina. La bio-pelicula formada en el sistema CPO-
100 esta compuesta por la microalga Spirulina y por otra microalga que se
desconoce su identidad u origen. Sin embargo, el ambiente generado por la MC fue
adecuado para que ambas interactuaran y se desarrollaran considerando el valor

de pH y la rugosidad aparente.

45.1.3 Colonizacion del Consorcio de Microalgas 1 (Csc-1) en el Sistema
de Referencia Cemento Portland Ordinario CPO-100

En Figura 44 se muestran las micrografias de los especimenes del sistema

de referencia CPO-100 a diferentes semanas de inoculacion por el Csc-1. En la

Figura 44 A) se presenta la micrografia del espécimen sin haber sido inoculado o

de referencia. En la Figura 44 B) se aprecia una muestra después de haber sido

inoculada por 1 semana con pequefias secciones en las que ya fue desarrollada la
bio-pelicula.

En la Figura 44 C) y después de tres semanas de inoculaciéon se pueden

observar células de forma esférica que forman la bio-pelicula. En la Figura 44 D)

después de 5 semanas de inoculacion se puede apreciar la formaciéon de células

nuevas que cubren en mayor parte la superficie de la muestra. Ademas, se puede
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observar una fractura de la bio-pelicula después de haber sido sometida a la prueba

de extraccion de la clorofila.
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Figura 44. Evolucion de la colonizacién del Csc-1 sobre las MC del sistema CPO-
100: A)Sin inocular, tiempo de inoculaciéon de B) 1 semana C) 3 semanas y D) 5
semanas.

De lo anterior, se pudiera decir que el Csc-1 es ciertamente un consorcio de
microalgas debido a que esta compuesto por dos microalgas con morfologia
diferente. Se pudo observar en la Figura 37 A) que la morfologia del Csc-1 era de
filamentos lo que contrasta con la morfologia esférica de la Figura 44 D) formado en
el sistema CPO-100. Por lo que se puede determinar que el sistema CPO-100 es

bio-receptivo a la microalga de tipo esférica del Csc-1. Lo cual pudiera atribuirse al
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valor de pH = 12 el cual es el mas 6ptimo para el crecimiento de la de morfologia
esférica en comparacion a la de filamentos. De haberse continuado con la
inoculacién del Csc-1 en los especimenes del sistema CPO-100, muy

probablemente la formacion de la bio-pelicula se apreciaria a simple vista.

4.5.2 Sistema de Humo de Silice y Cemento Portland Ordinario
(HS/CPO)

El sistema HS/CPO present6 a los 14 dias un valor de pH de 9.5, siendo el
mas bajo en comparacion a los demas sistemas de este estudio. Por lo anterior, se
esperaba una colonizacidon mas favorable para la microalga C. vulgaris, que para
las microalgas Spirulina y Csc-1. En la Figura 45 se muestra la evolucién de la
colonizacion de cada uno de los especimenes del sistema HS/CPO por las tres
microalgas. Las microalgas C. vulgaris y Spirulina presentaron el mismo
comportamiento que en el sistema de referencia CPO-100. Es decir, un periodo de
incubacion desde la semana 1 a la 3 y la fase de crecimiento exponencial de la
semana 4 alab.

A simpe vista se puede observar que la microalga C. vulgaris desarrollé
mas su bio-pelicula que las microalgas Spirulina y Csc-1. Lo anterior era de
esperarse debido a que los valores de pH fueron mas cercanos al éptimo de la
microalga C.vulgaris [49]. Ademas, se pudo observar que el Csc-1 presentd un

periodo de incubacién mayor a las microalgas C. vulgaris y Spirulina.
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Figura 45. Evolucion de la colonizacion de las microalgas C. vulgaris, Spirulina y

Csc-1 en el sistema HS/CPO.

45.2.1 Colonizacion del Microalga Chlorella vulgaris (C. vulgaris) en el
Sistema Humo de Silice y Cemento Portland Ordinario (HS/CPO)

En la Figura 46 se muestra el desarrollo a 5 semanas de la microalga C.

vulgaris después de haber inoculado especimenes del sistema HS/CPO. En la
Figura 46 A) se muestra la MC de referencia sin haber sido inoculada donde aun se

pueden apreciar granos del agregado fino. En la Figura 46 B) después de 1 semana

de inoculaciéon se puede apreciar la formacion de una bio-pelicula que recubre una

parte de la MC.
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Figura 46. Evolucion de la colonizacion de la microalga C. vulgaris sobre las MC del
sistema HS/CPO: A) Sin inocular, tiempo de inoculacion de B) 1 semana C) 3
semanas y D) 5 semanas.

En la Figura 46 C) después de 3 semanas de inoculacion se aprecia una
bio-pelicula més densa y obscura que en la Figura 46 B). En la Figura 46 D) y
después de 5 semanas de inoculacion se muestra una fisura en la bio-pelicula
sometida a la prueba de extraccion de la clorofila. De lo anterior, se pudiera concluir
gue la microalga C. vulgaris pudo desarrollar una bio-pelicula en el sistema HS/CPO

muy probablemente por tener un valor de pH=10.
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45.2.2 Colonizacion de la Microalga Spirulina en el Sistema Humo de
Silice y Cemento Portland Ordinario (HS/CPO)

El desarrollo del microalga Spirulina se dio de manera favorable sobre los

especimenes del sistema HS/CPO. En la Figura 47 A) se muestra la MC de

referencia en su estado natural sin inoculacion. En la Figura 47 B) se presenta el

espécimen después de haber sido inoculado durante 1 semana.

Figura 47. Evolucién de la colonizacién de la microalga Spirulina sobre las MC del
sistema HS/CPO: A) Sin inocular, tiempo de inoculacién de B) 1 semana C) 3
semanas y D) 5 semanas.

En la Figura 47 C) se presenta una muestra posterior a la inoculacion de la

microalga Spirulina por 3 semanas. Es importante sefalar que sobresalen los
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