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Resumen

La precipitacion de carbonato de calcio inducida por microorganismos (MICP, por sus siglas en inglés) representa una
alternativa sostenible para la estabilizacidon de suelos, con el potencial para mejorar las propiedades mecanicas y
durabilidad de materiales de construccion. Este estudio tuvo como objetivo determinar la influencia de diferentes
concentraciones de urea sobre la bioestimulacién de bacterias ureoliticas autdéctonas en un suelo volcanico tropical
del suroccidente colombiano bajo condiciones de laboratorio, monitoreando la actividad ureolitica mediante los
cambios de conductividad eléctrica. La metodologia empleada consistié en la aplicacion de tratamientos con
soluciones de urea a distintas concentraciones y un ensayo control sin urea, utilizando como variables de respuesta la
actividad ureolitica, el pH y la conductividad a través del tiempo. Por su parte, la caracterizacion mineraldgica y
microestructural del suelo sin tratamiento se realizd mediante espectroscopia FTIR, difraccion de rayos X (DRX),
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) y microscopia electrénica de barrido (MEB). Adicionalmente, se realizaron
ensayos fisicos de granulometria y limites de Atterberg conforme con las normas INVIAS Colombia. Los tratamientos
con urea presentaron mayores valores en la actividad ureolitica respecto al control, alcanzando valores maximos de
315mM y 217 mM urea/min a las 72 h y 48 h, respectivamente, acompanados por valores de pH de 899 y 8.88. En
contraste, el ensayo control mostré actividad ureolitica minima y condiciones no favorables para la uredlisis. Los
resultados demostraron que la adicidn de urea favorece la activacién de comunidades bacterianas ureoliticas
autdctonas en suelos volcanicos tropicales, promoviendo condiciones adecuadas para la precipitacién microbiana de
carbonato de calcio desde las primeras 48 h. Finalmente, con estos hallazgos se concluye el gran potencial de la
bioestimulacidn como estrategia sostenible para aplicaciones de mejoramiento y estabilizacion de suelos en
infraestructura y materiales de construccion.
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Abstract

Microbially Induced Calcite Precipitation (MICP) represents a sustainable alternative for soil stabilization, with the
potential to improve the mechanical properties and durability of construction materials. This study aimed to determine
the influence of different concentrations of urea on the biostimulation of indigenous ureolytic bacteria in a tropical
volcanic soil of southwestern Colombia under laboratory conditions, monitoring ureolytic activity through changes in
electrical conductivity. The methodology involved the application of treatments using urea solutions at different
concentrations and a control test without urea. The response variables were ureolytic activity, pH, and electrical
conductivity over time. In addition, the mineralogical and microstructural characterization of the untreated soil was
performed using FTIR spectroscopy, X-ray diffraction (XRD), energy dispersive spectroscopy (EDS), and scanning
electron microscopy (SEM). Furthermore, physical tests such as the particle size distribution and Atterberg limits were
conducted according to INVIAS Colombia standards. The samples treated with urea showed higher ureolytic activity
values than the control, reaching maximum values of 315 mM and 217 mM urea/min at 72 hours and 48 hours,
respectively, accompanied by pH values of 899 and 8.88. In contrast, the control test exhibited minimal ureolytic
activity and no favorable conditions for ureolysis. The results indicated that the addition of urea promotes the activation
of indigenous ureolytic bacterial commmunities in tropical volcanic soils, improving conditions suitable for the
precipitation of calcium carbonate induced by bacteria from 48 hours onward. Finally, these findings conclude the
great potential of biostimulation as a sustainable strategy for improving applications and soil stabilization in
infrastructure and construction materials.
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1. INTRODUCCION

En el departamento del Cauca (Suroccidente de Colombia), gran parte de los suelos
corresponde a suelos de origen volcanico, formados por materiales igneos y metamarficos
cubiertos por cenizas [1]. Estas condiciones, junto con una pluviosidad media anual de 1941 mm
y temperaturas promedio cercanas a los 20 °C, favorecen tanto la actividad forestal como a la
industria ladrillera debido al contenido de arcilla presente en este tipo de suelos [2]. Los
minerales arcillosos estan compuestos principalmente por silicatos hidratados de alumina
(Al,O3 - 2Si0; - 2H,0), de grano fino y estructura laminar. Dichos minerales se originan a partir
de la descomposiciéon de rocas siliceas y aluminosas, como los feldespatos, y suelen
encontrarse acompafados de hierro, calcio, magnesioy titanio. Esta composicién mineralégica
resulta relevante porque determina el comportamiento mecanico de la arcilla, su capacidad
de retencién de agua y su reactividad quimica, factores que en conjunto inciden en la
estabilidad, resistencia y propiedades finales de los materiales cuando se utiliza este suelo
como base [3].

Actualmente, se han desarrollado nuevos métodos para mejorar las propiedades de los
materiales mediante el uso de microorganismos, especialmente bacterias. La precipitaciéon de
carbonato de calcio inducido por microorganismos (MICP), es un subproducto de una serie de
reacciones bioquimicas que ocurren como resultado de procesos metabdlicos microbianos,
tales como la fotosintesis, la sulfato-reduccion, la desnitrificacion, la amonificacion, la oxidacion
de metanoy la hidrdlisis de urea [4].

La precipitacion inducida por bacterias con metabolismo de hidrdlisis enzimatica de urea
(uredlisis) resulta altamente efectiva, ya que puede ser facilmente controlada y tiene un gran
potencial para precipitar carbonato de calcio en forma rapida y abundante, creando
NnumMerosos sitios de nucleacidn en los cultivos bacterianos [5]. Para garantizar la efectividad del
proceso de hidrdlisis de urea y la precipitacion inducida por microorganismos, es importante
considerar factores como la concentracién de urea y calcio, la disponibilidad de nutrientes, la
actividad ureolitica de las bacterias, el pH y la temperatura del medio [4]. La actividad ureolitica
se refiere a la velocidad con que las bacterias hidrolizan la urea, medida como la cantidad de
sustrato transformado por minuto. Este proceso genera iones de amonio (NH4*) y carbonato
(COs%), lo que incrementa la conductividad y el pH del medio en el que crecen las bacterias [6].
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Actualmente, se ha demostrado que la MICP mejora significativamente las propiedades de
los materiales de construccion mediante el uso de bacterias que fortalecen la estructura,
reducen la porosidad y aumentan la durabilidad frente a diversas condiciones ambientales [7].
Estas mejoras han permitido el desarrollo de materiales sostenibles con alta resistencia a la
fractura [8], ademdas de favorecer la reparacién de grietas en materiales a base de cemento,
donde se han observado resultados favorables tres semanas después de la inyeccidon
bacteriana [9]. Asimismo, se ha explorado su aplicacion en procesos de restauracion de
estructuras patrimoniales y estatuas [10], asi como en problemas geotécnicos que afectan la
calidad y estabilidad del suelo, como la licuefacciéon [11] y la erosién [12], en los que se han
reportado avances significativos en la reduccién de la susceptibilidad del suelo a dichos
fendmenos, mejorando su capacidad mecanica y la integridad del material tratado. La MICP
incluso ha impulsado el desarrollo de nuevas lineas de investigacion, como lo es el caso de la
precipitacidn de calcita inducida enzimaticamente (EICP), en la que, en lugar de emplear
microorganismos, se utiliza directamente la enzima producida por estos, lo cual ha mostrado
resultados favorables para mejorar las propiedades de ciertos materiales [13], [14].

En cuanto al origen de las bacterias utilizadas en esta técnica, estudios han demostrado
que tanto la adicién de cepas exdgenas como la estimulacién de bacterias permiten alcanzar
altos niveles de actividad ureolitica [15]-[18], asi como inducir procesos eficientes de
biocementaciéon en suelos [19], [20]. Aungue los mejores resultados suelen obtenerse con cepas
exdgenas, este enfoque presenta limitaciones como costos elevados, dificultad para garantizar
la supervivencia celular y preocupaciones ecolégicas. En contraste, la bioestimulacion se
considera una estrategia mas sencilla, econdmica y con mayor aceptacion regulatoria [21].

A pesar de los avances reportados en aplicaciones de MICP para estabilizacion de suelos y
materiales cementantes, diversos autores coinciden en que la eficiencia del proceso depende
significativamente de variables ambientales y operacionales como el tipo de suelo, la
disponibilidad de nutrientes, la concentracion de urea y calcio y la viabilidad microbiana [22].
En consecuencia, los resultados obtenidos en arenas limpias o sistemas idealizados no
necesariamente representan el comportamiento de matrices arcillosas o suelos volcanicos con
elevada complejidad mineralégica y microbiolégica.

Para este estudio, se han utilizado suelos volcanicos tropicales de la regién del Cauca, que
se caracterizan por ser ligeros, altamente porosos, de baja resistencia y escasa estabilidad
volumeétrica, lo que genera importantes problematicas econdmicas, sociales y estructurales.
Estas condiciones afectan el desarrollo urbano y rural debido a la tendencia de los suelos a
presentar asentamientos elevados, colapsos, inestabilidad estructural y otras dificultades
geotécnicas [23].

Ante esta problematica, se plantea la necesidad de explorar técnicas de estabilizaciéon
natural como estrategia para mejorar las propiedades fisicas y mecanicas del suelo, para
diversas aplicaciones en infraestructura. En este contexto, la bioestimulacién surge como una
alternativa prometedora, al aprovechar la biodiversidad microbiana autéctona para inducir
procesos de biocementacidon efectivos; no obstante, su aplicacidn es limitada y existe
desconocimiento local sobre la técnica dada la naturaleza de estos suelos, ya que la mayoria
de las investigaciones sobre MICP se han desarrollado utilizando cepas bacterianas exégenas
cultivadas en laboratorio y materiales granulares homogéneos bajo condiciones altamente
controladas [24], [25]. Aunque estos estudios han permitido comprender los mecanismos
fundamentales de biocementacién, sus resultados no son facilmente extrapolables a suelos
naturales complejos, especialmente aquellos de origen volcanico y alta fraccién fina.
Adicionalmente, existe informacion limitada sobre la respuesta de comunidades bacterianas
ureoliticas autéctonas frente a procesos de bioestimulacion en suelos tropicales volcanicos, asi
como sobre la relacién entre la actividad ureolitica, las variaciones de pH y conductividad
eléctrica. Esta limitacion dificulta la implementacién de estrategias MICP adaptadas a
condiciones reales de suelos tropicales empleados en aplicaciones de infraestructura y
materiales de construccion.
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En este contexto, el objetivo de esta investigacion fue determinar la influencia de diferentes
concentraciones de urea sobre la bioestimulacién de bacterias ureoliticas autéctonas en un
suelo volcanico tropical del suroccidente colombiano bajo condiciones de laboratorio,
monitoreando la actividad ureolitica mediante los cambios de conductividad eléctrica.

2. METODOLOGIA
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El diseflo experimental siguid la metodologia planteada en la Figura .
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Figura 1. Metodologia para caracterizacion y bioestimulacién de suelos. Fuente: elaboracién propia.

2.1

Se recolectaron tres muestras de suelo de la
municipio de Popayan, Cauca, Colombia (2° 29' 02.4" N, 76° 43' 29.0" W), representativas de las
condiciones edéficas locales como se muestra en la Figura 2a. EIl muestreo se realizd en talud
lateral siguiendo un patrén en zig-zag, con el fin de obtener material representativo de los tres
tipos de suelo, que corresponden a: MH-1 (limo arenoso), MH-O (limo con materia organica) y
MH-2 (limo), Figura 2b. Posteriormente, las muestras fueron tamizadas para eliminar grava y
restos vegetales, y se almacenaron en bolsas plasticas a 4 °C para conservar las condiciones de

humedad.
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Figura 2. a) Muestreo de suelos y b) Muestras de suelo clasificadas. Fuente: elaboracién propia.

2.2 Caracterizacion de muestras
2.2.1 Caracterizacion fisica y mecdnica del suelo

Las propiedades fisicas de las muestras se determinaron siguiendo la normativa del
Instituto Nacional de Vias (INVIAS) [26], incluyendo: tamafios de particulas y anélisis
granulométrico por hidrémetro (INV E-123-13), Iimites de Atterberg — limite liquido (INV E-125-
13), limite plastico e indice de plasticidad (INV E-126-13) — y clasificacion unificada de suelos
para propodsitos de ingenieria (INV E-181-13).

2.2.2 Caracterizacion fisicoquimica del suelo

Las muestras de suelo fueron caracterizadas fisicoquimicamente para determinar su
composicidn guimica, estructural y microestructural mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), utilizando un espectrémetro Thermo Scientific Nicolet Apex y
difracciéon de rayos X (DRX), empleando un difractometro Bruker D2 PHASER.

Por otra parte, el estudio de la morfologia y tamano de granos se realizd mediante
microscopia electrénica de barrido (MEB), utilizando un microscopio electrénico TESCAN VEGA
acoplado a un detector EDS para determinar la composicién elemental. Para la preparacion de
las muestras, el suelo seco al horno fue dispersado en acetona utilizando un sonicador
Elmasonic en condiciones de laboratorio durante 15 minutos. Posteriormente, las muestras
fueron depositadas sobre un portamuestras de aluminio hasta evaporar la acetona y seguido
recubiertas con una capa de oro de 25 nm de espesor en un sputtering de marca LUXOR con
target de oro. El analisis se realizé con un voltaje de operacidén de 20 kV y una distancia de
trabajo de 15 mm, lo que aseguré la adquisicidn de imagenes de alta resolucién con su analisis
elemental.

2.3 Bioestimulacién de actividad ureolitica
2.3.1 Medio de enriquecimiento de bacterias ureoliticas

Se preparé un medio de enriquecimiento para promover el crecimiento de bacterias
ureoliticas autdctonas del suelo, siguiendo las cantidades establecidas por [27], que contiene:
5.5g/L de extracto de levadura, 5.0 g/L de cloruro de sodio, 0.4 g/L de D-glucosa, 0.4 g/L de
fosfato dipotasico y 20 g/L de urea, pH 7.0; después de que el medio de cultivo fue esterilizado,
se agregd la urea asépticamente a dos concentraciones (200 mM y 300 mM), que fueron
seleccionadas con base en estudios previos que reportan actividad ureolitica eficiente dentro
de este rango para procesos MICP, como en los estudios [20] y [28]. La seleccién de las dos
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concentraciones tuvo el fin de analizar la respuesta bacteriana y determinar la que mejor
promueve la hidrdlisis de urea.

2.3.2 Ensayos de bioestimulacion de suelos

Para cada tratamiento se utilizaron 10 g de suelo ajustado segun su contenido de humedad
natural y 90 mL del medio de enriquecimiento. Con el fin de identificar la concentracion de
urea mas favorable para la bioestimulacion bacteriana, se preparod inicialmente una mezcla
ternaria 1:1:1 en peso, de los tres tipos de suelo (MH-1, MH-2 y MH-0), la cual fue incubada en
medios suplementados con 200 mM y 300 mM de urea; adicionalmente, se establecid un
tratamiento control sin adiciéon de urea. Una vez identificada la concentracién con mayor
actividad ureolitica, se evaluaron muestras individuales y mezclas binarias 1.1 en peso,
correspondientes a (MH-1 + MH-0O), (MH-2 + MH-O) y (MH-1 + MH-2), utilizando la concentracion
seleccionada. Para cada tratamiento, se prepararon seis réplicas independientes destinadas al
monitoreo temporal de la actividad ureolitica a O, 6, 24, 48, 72y 96 h. Los ensayos se realizaron
en matraces Erlenmeyer incubados a 30 + 2 °C y 60 rom en una incubadora orbital tipo shaker
(AP Inglobal®).

2.4 Monitoreo de actividad ureolitica

Al finalizar cada tiempo de incubacioén, se extrajo un volumen definido de muestra tratada,
el cual fue mezclado con una solucidn de urea previamente preparada a concentraciéon
estandar. Se registré la conductividad eléctrica realizando lecturas cada 30 segundos durante
5 minutos [28], con un conductimetro digital marca Sper Scientific; con el mismo equipo, se
midi6 el pH con el fin de monitorear su variaciéon a lo largo del proceso de enriquecimiento.
Como control, se realizaron las mismas mediciones en una mezcla en la que la urea se sustituyo
por agua desionizada.

2.5 Calculo de la actividad ureolitica

En términos practicos, la actividad ureolitica constituye un indicador directo de la eficiencia
en la descomposicion de la urea. Generalmente, dicha actividad se normaliza respecto a la
biomasa, expresandose como actividad ureolitica especifica por unidad de densidad optica
(ODsoo), como se muestra en (1) y de acuerdo con la formulacién de. [29]:

CUreq < AE-C c "
T = T At ODgyy * factor de dilucion

Donde: kUrea es la actividad ureolitica especifica normalizada por ODgyo [MM
urea/min/ODgoo], AE.C es el cambio en la conductividad eléctrica [mS/cm], At es el intervalo de
tiempo entre mediciones [min], C es la conversién de cambio de E.C a mM de urea hidrolizada
(en este caso: 10.62mS/cm = TmM urea), ODesoo es la densidad éptica de la suspension
bacteriana original medida a 600 nm y el factor de dilucién = 0.1, valores que fueron
establecidos por [30].

Sin embargo, en el presente estudio no se realizé normalizacion por biomasa debido a las
limitaciones metodoldgicas asociadas al uso de matrices de suelo natural heterogéneas. La
presencia de particulas minerales finas, materia organica suspendida y agregados coloidales
propios de los suelos volcanicos genera interferencias significativas en las mediciones de
absorbancia éptica, impidiendo que los valores de OD600 representen exclusivamente la
concentracion celular bacteriana. Adicionalmente, al trabajar con comunidades microbianas
autoéctonas no aisladas, la cuantificacion precisa de biomasa activa mediante densidad dptica
resulta limitada y potencialmente sesgada. Por esta razdn, la actividad ureolitica se expresd en
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funcion de la variacion temporal de la conductividad eléctrica, enfoque ampliamente utilizado
en estudios de MICP para evaluar indirectamente la hidrdlisis de urea en sistemas complejos
de suelo [30]. Esta aproximacion permite comparar de manera consistente la respuesta
ureolitica entre tratamientos bajo condiciones experimentales homogéneas.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracterizacién antes de la bioestimulacion

3.1.1 Andlisis FTIR

Los espectros infrarrojos de las muestras de suelo (Figura 3) permiten identificar los modos
vibracionales asociados a los grupos funcionales presentes en cada muestra.

3526%

3440
2359—

1637—{

3694
3621

Transmitancia (u.a)

T
1000 500

| | I | |
4000 3500 3000 2500 2000 1500
Numero de onda (cm™)
Figura 3. Espectros FTIR para las muestras: a) MH-2 (limo), b) MH-1 (limo arenoso) y ¢) MH-O (limo con

materia organica). Fuente: elaboraciéon propia.

En todas las muestras se identificd una doble banda en el rango 3694-3621 cm-1, atribuida
a las vibraciones caracteristicas de la halloysita (Al:Si2Os(OH)4) [31]. La presencia de halloysita
ha sido estudiada en geotecnia por su capacidad de modificar la plasticidad y mejorar la
resistencia mecanica de suelos arcillosos. Su morfologia tubular favorece interacciones con
polimeros y agentes cementantes, lo que puede potenciar procesos de biomineralizacién
inducida y contribuir a la estabilizacion de suelos [32].

Las bandas entre 1003-679 cm™? se atribuyen a los modos de vibracion del oxido de silicio
(Si-0). La intensidad de las bandas refleja la abundancia de silice, componente clave en la
estructura de suelos arcillosos. En ingenieria de materiales, la silice participa en reacciones
puzolanicas y en la formacidén de fases cementantes que incrementan la resistencia a la
compresion y la durabilidad de materiales derivados del suelo. Su identificacion respalda la
pertinencia de aplicar tratamientos de bioestimulacion que promuevan la precipitacion de
carbonatos y la consolidacion de la matriz [33].
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La deteccidon de las bandas entre 3526-2359 cm™ evidencia la presencia de compuestos
organicos [34]. En el contexto de estabilizacion, La presencia de estos compuestos puede tener
efectos contrarios; por un lado, reduce la cohesidn y favorece la degradacion, por otro, puede
servir como fuente de carbono para microorganismos implicados en procesos de precipitacion
de CaCOs. Reconocer esta dualidad es esencial para disefar estrategias de bioestimulaciéon
que aprovechen la actividad microbiana sin comprometer la estabilidad mecanica del suelo
[35]. La Tabla1 resume la informacion correspondiente a cada una de las bandas identificadas
en el espectro FTIR de las muestras.

Tabla 1. Descripcion de las bandas vistas en los espectros FTIR. Fuente: elaboracion propia.
Numero de onda

B Descripciéon Referencia
(cm™)
Formacidén de enlaces de hidrégeno entre grupos OH y (31]
3694—3693 . c .
moléculas de agua (banda tipica de caolinitas).
. . . . . - 2]
2626—3621 }Ab'ra.uones de estiramiento de grupos hidroxilo internos [31]
individuales (v (OH)).
3526—2359 Asociado a grupos organicos. [34]
1651—1637 Vibracién de deformacion del agua (tension OH). [36]
1003—1000 Vibraciones de estiramiento antisimétricas en el plano Si—O-Si. [31]
910—908 Flexion de Al,OH (Al-OH deformacion). [31]
795—749 Si—O tension del cuarzo y del silicio. [31]
691—679 Vibraciones perpendiculares de Si-O. [31]

3.1.2 Andlisis DRX

La caracterizacidon mineralégica mediante difraccidon de rayos X (Figura 4) confirma una
composicion heterogénea de fases cristalinas en las muestras de arcillas, evidenciada por
reflexiones intensas en posiciones 20 entre 8.9° y 33.6°. La conversidon de estos angulos a
distancias interplanares mediante la ley de Bragg, permitié identificar fases clave. Los picos
basales en torno a 9.89 A y 9.01 A (PDF #14-0164) se atribuyen a planos (001) de caolinita y/o
esmectita, indicando la coexistencia de arcillas tipo 1:1 y 2:1 con distintos grados de hidratacion
interlaminar. La caolinita aporta plasticidad moderada y baja expansividad, mientras que la
esmectita introduce un potencial de hinchamiento por hidratacién interlaminar. Esta
combinacién sugiere que los suelos poseen un comportamiento mixto, donde la estabilizaciéon
requiere técnicas que reduzcan la expansividad sin comprometer la trabajabilidad [37].
Reflexiones adicionales en 7.16 ,&y entre 4.44-4.05 A (PDF #29-1499) confirman la presencia de
montmorillonita e/o illita, respectivamente, la primera, de caracter expansivo y con alta
capacidad de intercambio catidnico, resulta susceptible a procesos de biomineralizaciéon
inducida mediante precipitacidn de carbonatos; la segunda, de naturaleza no expansiva,
aporta estabilidad estructural y reduce el riesgo de deformaciones excesivas. [38]. Los picos en
3.66-318 A (PDF #46-1045) corresponden a cuarzo, feldespatos (microclina, albita) y filosilicatos
como muscovita o clorita, lo que indica la presencia de fases tectosilicaticas y filosilicatos ricos
en hierro (Fe) y magnesio (Mg), comunes en ambientes sedimentarios y volcanicos alterados
(ICDD PDF #22-0711, #09-0466) [37]. Estos componentes tectosilicaticos actian como
esqueletos rigidos, mejorando la resistencia mecanica y reduciendo la plasticidad global del
suelo. Su presencia es favorable para la consolidacién y durabilidad de materiales derivados de
estas arcillas. En combinacidén con los compuestos organicos identificados en el FTIR, se sugiere
un escenario donde la bioestabilizacidn puede ser una alternativa viable, siempre que se
controle la degradacion organica [35]. La composicion mineraldgica indica que las arcillas
poseen propiedades mixtas: plasticidad moderada, potencial de hinchamiento controlado y
capacidad de adsorcién.
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Figura 4. Difractograma DRX para las muestras: a) MH-O (limo con materia organica), b) MH-2 (limo) y
c) MH-1 (limo arenoso). Fuente: elaboracidén propia.

3.1.3 Andlisis MEB Y EDS

La Figura5 muestra las micrografias obtenidas mediante MEB en las que se observan
particulas con morfologia irregular y un rango de tamanos entre 1.5 um y 38 um, ademas de
algunas particulas de mayor dimension, segun la escala de cada imagen. Asimismo, se
evidencian aglomerados de particulas finas adheridas a particulas mas grandes, lo que indica
la coexistencia de distintas fracciones granulométricas. Las particulas mas finas (<5um) se
asocian con componentes arcillosos [26], las de tamafo intermedio (5-75 um) corresponden a
limo y las de mayor tamano (>75um) a la de arena, confirmando la presencia de estas
fracciones en proporciones variables dentro de las muestras. Por su parte, los espectros EDS
muestran que la composicion elemental semicuantitativa, esta dominada por oxigeno, silicio,
aluminio y carbono, los cuales representan aproximadamente el 87 % de la composicidn total.
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También se detectan elementos en menor proporcion, como hierro, cobre, magnesio, calcio y
titanio, lo que sugiere la presencia de fases minerales secundarias.

La morfologia irregular y la coexistencia de fracciones granulométricas observadas en SEM
reflejan la heterogeneidad textural de las arcillas, lo que influye en su comportamiento
mecanico y en la necesidad de tratamientos de estabilizacién diferenciados. La presencia de
particulas finas (<5um) asociadas a arcillas expansivas explica la susceptibilidad al
hinchamiento, mientras que las fracciones mas gruesas aportan rigidez y resistencia
estructural [33]. La composicién elemental obtenida por EDS concuerda con los resultados FTIR
y DRX, confirmando la dominancia de silicatos y aluminosilicatos como constituyentes
principales. Este aspecto es relevante en ingenieria geotécnica, ya que la abundancia de Siy Al
favorece reacciones puzolanicas y la formacidn de fases cementantes en procesos de
estabilizacion. Los elementos minoritarios (Fe, Mg, Ca, Ti) sugieren la presencia de fases
secundarias gue pueden actuar como nucleadores en procesos de biomineralizacién,
contribuyendo a la consolidacion del suelo [39]. En conjunto, los resultados SEM/EDS refuerzan
la interpretaciéon de una matriz arcillosa heterogénea, con potencial de bioestabilizacion
mediante precipitacidn de carbonatos, siempre que se controle la proporcién de fracciones
finas y la interaccién con materia organica previamente identificada en FTIR.
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Figura 5. Andlisis MEB y EDS: a) MH-2 (limo) y b) MH-1 (limo arenoso). El anélisis elemental mostrado solo
representa los porcentajes en peso mas significativos. Fuente: elaboracién propia.

3.1.4 Ensayos INVIAS

Los ensayos fisicos realizados a las muestras de suelo mostraron que las fases MH-1 (limo
arenoso) y MH-2 (limo) son de la misma naturaleza, ya que presentan composiciones y
comportamientos similares en cuanto a los limites liquido y plastico, haciendo que se
clasifiquen como limos de alta plasticidad (MH), de acuerdo con el sistema unificado de
clasificacion de suelos (SUCS). Las diferencias observadas en su apariencia se atribuyen al
distinto grado de meteorizacién de los suelos, factor que influye en la mineralogia y textura del
material, modificando caracteristicas como el color, la plasticidad y la cohesidn, sin alterar de
manera significativa su clasificacién como MH (Limo de alta plasticidad o compresibilidad). Los
resultados obtenidos conforme a los ensayos realizados con la norma INVIAS se presentan en
la Tabla 2, estos muestran resultados tipicos de suelos de |la zona geoldgica y formacion [1], [23],
con valores de alta plasticidad y alto grado de expansividad (LL > 60 % e IP > 32), ver Norma INV
E -132-13 [26], asi como alto contenido de particulas de arcilla.

Los ensayos fisicos evidenciaron que las muestras MH-1 y MH-2 presentan
comportamientos geotécnicos similares, clasificandose ambas como limos de alta plasticidad
(MH) segun el sistema unificado de clasificacién de suelos (SUCS). Los elevados valores de limite
liguido (LL > 64 %) e indice de plasticidad (IP > 32 %) indican un comportamiento expansivo y
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una alta capacidad de retencidon de agua, caracteristicas tipicas de suelos volcanicos con
elevado contenido de particulas finas y minerales arcillosos presentes en la regién del Cauca
[1, [23]. Desde el punto de vista de la MICP, estas propiedades representan un desafio
importante para la aplicacién de procesos de biocementacién. Diversos estudios han reportado
que los suelos con alta fraccién de arcilla pueden limitar la movilidad de soluciones nutritivas y
reducir la distribucidén homogénea de carbonato de calcio precipitado debido a su baja
permeabilidad y elevada superficie especifica [40]. En consecuencia, la mayoria de las
investigaciones sobre MICP se han enfocado en arenas limpias y materiales granulares, donde
la difusidon de nutrientes y el crecimiento bacteriano son favorables. No obstante, la elevada
capacidad de retencidon de humedad observada en los suelos analizados podria favorecer la
permanencia de actividad microbiana durante periodos prolongados de incubacién,
generando condiciones potencialmente adecuadas para la bioestimulacion de bacterias
ureoliticas autdctonas. Este comportamiento sugiere que, aunque los suelos volcanicos finos
presentan mayores limitaciones operacionales para aplicaciones MICP, también podrian
ofrecer ventajas relacionadas con la estabilidad hidrica y la persistencia metabdlica microbiana
[33]. Las diferencias visuales entre MH-1 y MH-2 probablemente se relacionan con distintos
grados de meteorizacién y contenido mineraldgico, factores que pueden influir en la
disponibilidad de sitios de nucleacién para precipitacién de calcita. Sin embargo, el presente
estudio no evalud directamente pardmetros de permeabilidad ni resistencia mecanica
posterior al tratamiento, lo cual constituye una limitacidn para establecer de manera
concluyente el impacto ingenieril de la bioestimulacidn sobre el comportamiento geotécnico
del suelo.

Tabla 2. Propiedades fisicas del suelo. Fuente: elaboracidn propia.

Parametro MH-1 MH-2
% Arena 21.52 26.41
% Limo 27.54 30.98
% Arcilla 50.94 42.61
Limite liquido LL (%) 64.25 64.20
Limite plastico LP (%) 3217 31.94
[ndice de plasticidad IP (%) 32.08 3226
Clasificacion de suelos (SUCS) MH MH

3.2 Caracterizacion después de la bioestimulacién
3.2.1 Medidas de conductividad

Los resultados de conductividad y estimulaciéon bacteriana se presentan en la Figura 6, que
muestra la evolucién temporal de la conductividad eléctrica promedio para cada tratamiento.
Se observa que los ensayos presentan variaciones tanto en la magnitud como en el patréon de
crecimiento, dependiendo del tratamiento aplicado.

En el primer ensayo, correspondiente a la mezcla de las tres fases de suelo (Figura 6a), el
tratamiento control mantuvo valores bajos y relativamente estables durante el periodo de
enriguecimiento (1667-2260 uS). En contraste, las concentraciones de urea a 200 mM (U200) y
300 mM (U300) generaron incrementos progresivos en la conductividad, destacando el ensayo
con U300, que registré la mayor respuesta alcanzando valores cercanos a 6500 uS al final del
ensayo, con un incremento notable desde las 48 h.

La Figura 6b muestra los resultados del segundo ensayo realizado con las muestras de suelo
por separado a una concentracién de U300. Este ensayo permitié identificar el papel especifico
de cada tipo de muestra en la dinamica de la conductividad. En este caso, aunque todos los
suelos respondieron positivamente a la adicion de urea con un aumento de la conductividad,
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la fase de materia organica (MH-O) presenté un aumenté mas rapido en el sistema, lo que
podria atribuirse a su capacidad de retencidon de nutrientes y de agua, asi como a la interaccion
con la urea y los microorganismos. Mientras que las fases MH-1 y MH-2 mantuvieron
comportamientos mas estables a lo largo del tiempo, lo que sugiere una respuesta mas lenta
pero efectiva en la estimulacién quimica. Al final del ensayo, las fases MH-1y MH-O registraron
los valores mas altos de conductividad.

En la Figura 6c, correspondiente a la combinacién de dos fases de suelo, se observa que los
valores de conductividad se mantuvieron casi constantes hasta las 24 h. Posteriormente, entre
las 24 y 48 h, se evidencid un aumento en la combinaciéon MH-1 + MH-O, que alcanzd un valor
cercano a 2900 uS a las 48 h, mientras que MH-2 + MH-O y MH-1 + MH-2 permanecieron
alrededor de 2100 y 1600 uS, respectivamente. A las 72 h, los tres tratamientos mostraron un
marcado incremento, alcanzando valores maximos de conductividad entre 6900 y 7100 uS, sin
diferencias significativas entre ellos. Este comportamiento indica que un incremento
pronunciado de la conductividad ocurre en el intervalo 48-72 h, siendo mas temprana la
respuesta en la combinacién MH-1 + MH-O, mientras que en MH-2 + MH-O y MH-1 + MH-2 el
ascenso es mas tardio, aunque igualmente intenso.
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Estos resultados muestran una clara correlacidn entre la concentracidon de urea y el
incremento de la conductividad, lo que sugiere una activacion progresiva de procesos
bioquimicos asociados a la estimulacion bacteriana nativa y, asimismo, indica una mayor
disponibilidad de especies idnicas en solucidon, derivadas de la hidrdlisis de la urea y la actividad
microbiana, de forma similar a lo reportado por [20]. La reaccidn catalizada por la enzima
ureasa, como se observa en (2), explica la liberaciéon de especies idnicas en solucion. El
incremento progresivo de la conductividad esta asociado a la hidrdlisis de la urea y a la
disponibilidad de iones amonio y carbonato.

CO(NH,), + 2H,0 - 2NH} + C0%" (2)

Ademas, los iones NH4* liberados pueden sustituir cationes como Ca?* o Mg?* adsorbidos en
el complejo arcillo-himico como se observa en (3), favoreciendo la liberacién de estos cationes
a la solucidén. Este proceso esta directamente relacionado con la capacidad de intercambio
catidnico de los suelos, lo que potencia la formacién de carbonatos y la consolidacion de la
matriz arcillosa. La presencia de la fase organica (MH-O) parece modular la cinética de
liberacién idnica y la actividad microbiana, generando respuestas sinérgicas cuando se
combina con otras fases [39].

Arcilla — Ca?t + 2NH} - Arcilla — (NH}) + Ca?* (3)

En conjunto, los resultados confirman que la estimulacién bacteriana mediante urea
incrementa la conductividad eléctrica como indicador indirecto de la actividad microbiana y
de los procesos de biomineralizaciéon, lo que respalda su aplicaciéon en estrategias de
bioestabilizacion de suelos arcillosos.

3.2.2 Actividad ureolitica (AU)

La conductividad refleja la acumulacién de iones en el tiempo, mientras que la AU
representa la velocidad puntual del proceso, que se calcula a partir de la pendiente de la
conductividad en intervalos de tiempo, lo que representa la tasa instantdnea de reaccidén. La
Figura7 muestra los resultados de la actividad ureolitica en funcién del tiempo de
enriguecimiento.

Los valores de la actividad ureolitica no necesariamente siguen un patrén de crecimiento
continuo, sino que reflejan fluctuaciones (picos y caidas) dependiendo de la velocidad
momentanea con la que las bacterias hidrolizan la urea. Es comun que haya picos de AU entre
las 48h y 72h, cuando la comunidad microbiana estd mas activa y caidas de AU por
agotamiento de nutrientes y aumento en los niveles de residuos disueltos [41].

En la Figura 7c se observa que la mezcla en partes iguales de MH-1+ MH-O alcanza el mayor
valor de actividad ureolitica, con 315 mM urea/min tras 72 h. Por otra parte, en la Figura 7a se
muestra que el ensayo de control refleja una actividad ureolitica inicial de 0.41 mM urea/min,
esto puede atribuirse a la presencia de materia organica en el suelo, que puede contener trazas
de urea o compuestos nitrogenados facilmente hidrolizables; sin embargo, esta respuesta
también es coherente con lo reportado para suelos naturales, donde pueden existir bacterias
autdctonas capaces de producir ureasa de forma inducible cuando se detecta urea disponible
en el microambiente. Estudios previos han demostrado que, incluso sin enriquecimiento
externo, ciertos microorganismos del suelo pueden activar una produccion basal de ureasa o
mantener una expresion constitutiva de baja intensidad [42], [43]. Ademas, se observa que la
mezcla de MH-1, MH-2 y MH-O registro el segundo valor mas alto de actividad ureolitica, con
217 mM urea/min a las 48 h. Finalmente, la prueba individual de cada tipo de suelo mostrada
en la Figura7b presentd el desempefio mas bajo, tanto en actividad ureolitica como en la
estabilidad del proceso, por lo cual no resulta conveniente utilizar un Unico tipo de suelo para
el proceso de precipitacion de calcita.
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Los valores registrados de AU muestran una coherencia notable con los reportados en la
literatura bajo metodologias similares. Por ejemplo, [15] observaron un incremento progresivo
de la actividad durante las 48-72 h, alcanzando valores maximos de 31 mMy 2.2 mM urea/min;
mientras que [16] reportaron valores cercanos a 2.0 mM urea/min en arenas bioestimuladas con
170 MM de urea; con los tratamientos mas efectivos de este estudio alcanzando valores de
315mMy 217 mM urea/min, se refleja una cinética de crecimiento y magnitudes equivalentes,
lo que sugiere un desempeno eficiente de las bacterias nativas frente a la urea disponible en el
medio. Por otra parte, [20] quienes aplicaron la normalizaciéon por ODgoo, reportaron valores
maximos de 2.5 mM a 8.0 mM urea/min/ODesoo entre las 48 hy 72 h, coincidiendo con el periodo
de maxima actividad observado en este trabajo. Aunque los valores de AU son mayores,
probablemente debido a la correccidon por biomasa bacteriana, las tendencias cinéticas y el
tiempo de respuesta son equivalentes, lo que refuerza la consistencia del proceso.

b
—e—Control - ~— Control [agua] ]
i - —o— MH-1 -/~ MH-1 [agua]
= 2.5 —*—v200 U200 [agua] = 1.04 U-300
‘E ’ —e—U300 - 2- U300 [agua] E —o—MH-O0 MH-O[agua] °
> A > —e—MH-2  -2- MH-2 [agua]
L 2.0 @ 0.8-
= 3
2 b
E 154 E 064
© ©
= L
k= 5
o 1.0+ S 0.4
g 2
3> =
® 0.5 B 024
2 3
>
b 2 o0
< 0.0 < 0.0

Tiempo de enriquecimiento (h) Tiempo de enriquecimiento (h)
— 3.0 —e— MH-1 + MH-O U-300 4
E o —e— MH-2 + MH-O
S 25 —u— MH-1 + MH-2
g
S
S 2.0-
£ [
8 1.5
&
$ 10
E]

5] 1 °

5 0.5 ><

T ° o

z !Z §.‘_ﬁ

g 0.0
T T I I I I I
0 12 24 36 48 60 72

Tiempo de enriquecimiento (h)
Figura 7. Actividad ureolitica a lo largo del tiempo de enriquecimiento: a) Mezcla de las tres fases, b)
Muestras individuales y c) Mezcla de dos fases. [agua]: dilucién del tratamiento con agua desionizada.
Fuente: elaboracién propia.

Los resultados indican que la adicidon de la fase MH-O desempefia un papel clave en la
respuesta de la AU, ya que favorece un mayor crecimiento de actividad bacteriana, dado que
este tipo de suelos suelen albergar una mayor diversidad y abundancia de microorganismos;
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ademas, son las mezclas que contienen esta fase las que registran mayor actividad ureolitica
en cada uno de los ensayos. Por otro lado, al realizar la medicién en ausencia de urea
(representada por la linea punteada), los valores de AU se mantienen bajos ya que no hay urea
disponible en el medio que impulse la actividad enzimatica. En estas condiciones no se genera
la liberacién de NH4*, por lo que la conductividad permanece constante y la actividad ureolitica
calculada resulta casi nula a lo largo del ensayo en estas condiciones.

En el contexto de estabilizacion de suelos, estudios como [17] y [18], demuestran que el valor
6ptimo de AU no necesariamente corresponde a las tasas mas altas de hidrdlisis de urea, sino
a una velocidad controlada que permita una precipitacion gradual y homogénea del carbonato
de calcio (CaCOs) dentro de la matriz del suelo, lo que mejora la uniformidad del cemento y
puede incrementar la resistencia mecanica del material. Ademas, segun [22], estas cinéticas
lentas permiten la formaciéon de cristales de mayor tamano y distribucidn mas equilibrada
dentro de la matriz, evitando la cementacion localizada. Asi, aunque las comunidades nativas
puedan mostrar una cinética mas lenta, su diversidad microbiana y su capacidad para
mantener una AU mas estable en el tiempo pueden favorecer la generacién de
microambientes que promuevan una biomineralizacion mas uniforme. En este sentido, la
bioestimulaciéon de comunidades autdctonas no sélo constituye una alternativa sostenible y
compatible con las condiciones locales del suelo, sino también tiene un potencial adecuado
para aplicaciones ingenieriles donde la uniformidad y estabilidad estructural son prioritarias.

3.2.3 Valores de pH

Los cambios de pH durante el proceso de enriguecimiento se pueden dividir esencialmente
en dos etapas: una fase inicial caracterizada por la acidificacién debido a la respiraciéon
bacteriana aerdbica y la fermentacidon anaerdbica, y una fase de alcalinizacién resultante de la
acumulacién de amoniaco [16]. Como se muestra en la Figura 8, los niveles de pH en las
primeras 24 h oscilan entre valores de 6 y 7, donde se observa una ligera disminucién del pH
en la mayoria de los ensayos, atribuida a procesos metabdlicos iniciales como la respiracion
bacterianay la fermentacion, que generan compuestos acidos en el medio. Por otro lado, a las
48 h se observé un aumento gradual del pH. Los datos indicaron que entre las 72 h y 96 h los
valores de cada una de las mezclas a las que se adiciond urea se encuentran en valores de pH
entre 8.90 y 8.11. Este proceso es atribuido a la acumulacién continua del amoniaco como
producto de la hidrdlisis de urea. Los datos indicaron que las concentraciones mas altas de
urea, especificamente U200 y U300, experimentaron los aumentos mas significativos en pH
con valores de 9.02 y 9.11 respectivamente.

De acuerdo con [44], los valores de pH tras 72 h de tratamiento de bioestimulacién de
bacterias autéctonas suelen situarse entre 85y 9.5, lo cual coincide con los valores obtenidos
en este estudio. [45] reportd tres fases caracteristicas en la evolucidn del pH: una fase inicial
(entre O h y 24 h) que se atribuye a la adaptacidn y crecimiento bacteriano con una variacion
minima en los valores de pH; una fase intermedia en el que las bacterias han crecido y dividido
(entre 24 h y 60 h) donde se da un aumento pronunciado del pH, que ocurre debido a una
rapida hidrdlisis de la urea y liberacidon de iones amonio, y una fase estacionaria (posterior a las
60 h), en la que se ven incrementos pequenos en el pH por el agotamiento de nutrientes y la
disminucion de la actividad ureolitica.

De forma similar, [46] observé valores de pH neutros (entre 7.3y 7.6) durante las primeras
12 h, seguidos de un aumento pronunciado hasta alcanzar valores cercanos a 9.0 h a las 72 h.
En sus ensayos de control (sin adicion de urea), el pH alcanzd valores alrededor de 8.0, el cual
ocurre por la descomposicion de compuestos nitrogenados presentes en el extracto de
levadura. Este comportamiento se asemeja al observado en la Figura 8a de este estudio, donde
los tratamientos control presentaron una tendencia similar. Por su parte, cuando se emplean
cepas exégenas, como en el estudio de [47], el pH aumenta rapidamente durante las primeras
12 h tras la inoculacion, alcanzando valores entre 9.2 y 9.4. Esto se debe a que las bacterias son
previamente cultivadas y adaptadas antes de su aplicacion, lo que les permite hidrolizar la urea
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con mayor rapidez y elevar el pH del medio en menor tiempo. No obstante, los valores finales
de pH tienden a ser similares independientemente del origen de las bacterias; la diferencia
radica en que, al trabajar con bacterias nativas, es necesario un periodo de adaptaciéon mas
prolongado para que estas se desarrollen y generen las condiciones dptimas de su entorno.
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Figura 8. Valores de pH a lo largo del tiempo de enriquecimiento: a) Mezcla de tres fases, b) Muestras
individuales y c) Mezcla de dos fases. [agual: dilucién del tratamiento con agua desionizada.
Fuente: elaboracién propia.

El pH desempena un papel determinante en la eficiencia del proceso MICP, ya que influye
directamente tanto en la actividad ureolitica como en la precipitacion de carbonato de calcio.
En particular, se ha reportado que la ureasa bacteriana alcanza su maxima actividad alrededor
de pH 8, mientras que la sobresaturacion de carbonato y la nucleacion de calcita se optimizan
en condiciones alcalinas (pH > 9) [48], [49]. Sin embargo, valores de pH inferiores a 4 reducen
drasticamente la eficiencia de precipitacién y pueden inhibir la hidrdlisis de urea [50].

En el presente estudio, los valores de pH registrados se mantuvieron dentro del rango
optimo reportado para la uredlisis (7-9), lo que sugiere que las bacterias autdctonas presentes
en los suelos evaluados desarrollan una actividad ureolitica suficiente para inducir condiciones
alcalinas y, potencialmente, la precipitacion de calcita. A diferencia de los ensayos con
Sporosarcina pasteurii, donde la ureasa intracelular limita la influencia del pH externo [49], en
este caso las comunidades microbianas nativas probablemente presentan ureasa extracelular,
la hidrdlisis ocurre directamente en el entorno liquido del suelo por lo que las variaciones de
pH observadas reflejan la respuesta colectiva del consorcio bacteriano a la bioestimulacion.
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Esto concuerda con los hallazgos de. [51], quienes demostraron que los grupos microbianos
naturales mantienen una actividad ureolitica efectiva dentro de rangos de pH
moderadamente alcalinos (pH 6.5 - 8.3), confirmando su potencial para procesos de
biocementacién sin necesidad de inoculacion externa.

4. CONCLUSIONES

La investigacién confirma que los suelos arcillosos evaluados poseen una composicidon
mineraldgica heterogénea, dominada por minerales aluminosilicatos tipicos de ambientes
volcanicos, cuya estructura favorece la interaccién con comunidades microbianas nativas. La
caracterizacioén fisicoquimica y microestructural evidencio la presencia de fases expansivas y
No expansivas, asi como componentes organicos que modulan la respuesta del sistema frente
al enriquecimiento con urea. En este contexto, todas las muestras incrementaron
significativamente su actividad ureolitica tras el enriquecimiento, demostrando la capacidad
de las poblaciones bacterianas nativas para responder mediante la produccion de ureasa. La
mezcla MH-1 + MH-O registroé los valores mas altos de actividad, mientras que la combinacién
de las tres fases (MH-O + MH-1 + MH-2) mostré un comportamiento mas estable y
representativo de las condiciones reales de los suelos empleados en la industria ladrillera de |la
region. Estos hallazgos confirman que el suelo evaluado contiene bacterias ureoliticas activas
Yy presenta condiciones propicias para su bioestimulaciéon, lo que lo hace adecuado para la
aplicacion de la técnica de MICP. Aunque, no se realizé una cuantificacién directa de calcita
precipitada ni ensayos mecanicos posteriores al tratamiento, por lo que no es posible
establecer adn el impacto del proceso sobre propiedades geotécnicas del suelo. La respuesta
positiva a la adicién de urea respalda la viabilidad de avanzar hacia etapas posteriores
orientadas a la precipitaciéon de calcita, consolidando la matriz arcillosa y mejorando sus
propiedades mecanicas inducidas por bioestimulacién y analizar la evolucién microestructural
del suelo tratado. En conjunto, la integracién de resultados fisicoquimicos y biolégicos proyecta
a estos suelos como un recurso estratégico para el desarrollo de soluciones sostenibles en
ingenieria geotécnica y de materiales, abriendo el camino hacia procesos de biocementacion
con potencial aplicacidn en la estabilizacién de suelos arcillosos y en la produccion de
materiales ceramicos mas resistentes y duraderos.
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