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RESUMO

A durabilidade dos materiais cimenticios estd intimamente ligada a porosidade, pois a partir
de poros interligados a dgua consegue adentrar nestes materiais e acelera sua degradagao.
Com o intuito de diminuir a porosidade nos materiais cimenticios, as bactérias do género
Bacillus estao sendo utilizadas como agentes biocimentantes de autocicatrizagdo a partir da
precipitacdo de cristais de carbonato de calcio (CaCO3). Estes cristais funcionam como
preenchimento de poros dos materiais cimenticios, evitando sua deterioragdo precoce e
protegendo-os ndo apenas dos desgastes sofridos pela 4gua, mas também por outras
substancias prejudiciais. O presente trabalho tem por objetivo avaliar a biocimentacdo em
materiais cimenticios, mediante duas formas de adi¢do de esporos bacterianos, nas
propriedades mecanicas e microestrutuais. O estudo foi dividido em duas campanhas
experimentais: na primeira foram estudadas duas espécies bacterianas, B. cereus € B. subtilis
AP91, com intuito de determinar qual apresentaria a maior precipitagdo deste cristal. A partir
deste resultado, iniciou-se a segunda campanha, na qual a bactéria B. subtilis AP91 foi
adicionada na concentragdo de 105 esporos/mL a uma argamassa basica de tragco 1:3, com
relagdo a/c de 0,63, de duas formas diferentes, na dgua de amassamento no momento da
mistura e submersa em solucdo contendo os esporos bacterianos. As argamassas foram
avaliadas quanto as propriedades mecanicas e caracteristicas microestruturais. Com os
resultados obtidos verificou-se que a bactéria B. subtilis AP91 apresentou uma maior
precipitacdo de CaCO3, além de que os cristais formados por essa bactéria mostraram-se mais
densos e com um maior pico de calcio no EDS. Sua aplicagdo nas argamassas foi satisfatoria,
principalmente quando a bactéria foi adicionada na dgua de amassamento, pois aos 28 dias
promoveu o aumento na resisténcia a compressdao de 31,3% e a diminuicdo no indice de
vazios € na absor¢ao de agua, de 6,3% e 3,5%, respectivamente. Além disso, na porosimetria
por intrusdo de mercurio essa forma de adi¢ao apresentou diminui¢des maiores da porosidade,
onde verificou-se que a bactéria € capaz de fechar poros menores do que 20 um. Sendo assim,
concluiu-se que o uso de esporos da bactéria B. subtilis AP91 na agua de amassamento de
argamassas promoveu a biocimentagao.

Palavras-chave: Biocimentacao. Fechamento de poros. B. subtilis. Autocicatrizagao.
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ABSTRACT

The durability of cementitious materials is closely linked to porosity, because from the
interconnection of the pores, water can penetrate these materials and accelerate their
degradation. In order to decrease the porosity in the cementitious materials, bacteria of the
genus Bacillus are being used as a self-healing biocimentant agent by means of precipitation
of calcium carbonate crystals (CaCO3). These crystals act filling the pores of the cementitious
materials, preventing those materials from premature deterioration and protecting not only
from water abrasion but also from other harmful substances. This study aims to evaluate the
biocementation in cementitious materials analyzing two ways of bacterial spores addition, as
well as the mechanical and microstructural properties of those materials. The study was
divided into two experimental campaigns. In the first one, two bacteria (B. cereus and B.
subtilis AP91) were studied in order to determine which of them would present the largest
crystal precipitation. With this result, it was started the second campaign, when the B. subtilis
API1 strain was added at the concentration of 105 spores/mL to a basic mortar 1:3 ratio with
w/c ratio of 0.63 in two different ways: in the kneading water at the time of mixing or
submerged in a solution containing bacterial spores. The mortars’ mechanical and
microstructural properties were evaluated. The results of these tests showed that the B. subtilis
API1 strain presented a larger precipitation of CaCO3 besides that the crystals formed by this
bacterium showed to be more dense and with a greater calcium peak in the EDS. Its
application in mortar was satisfactory, particularly when the bacterium was added to the
kneading water, since it promoted an increase to the compressive strength of 31.3% and a
decrease to the void ratio and water absorption of 6.3% 3.5%, respectively. Moreover, in the
Mercury Intrusion Porosimetry test, this way of addition resulted in larger decrease of the
porosity, being that, it was found that the bacteria is capable of closing pores measuring less
than 20 um. Thus, it was concluded that the use of B. subtilis AP91 spores in the mortar
kneading water promoted biocimentation.

Keywords: Biocementation. Closing of pores. B. subtilis. Self-healing.
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1 INTRODUCAO

Os materiais cimenticios sdo muito utilizados em todo o mundo por serem
resistentes, duraveis e adaptaveis a diversas formas geométricas (ALDEA, 2000). Porém, estes
materiais estdo sujeitos a manifestacdes patologicas que podem comprometer sua integridade e
durabilidade (FHWA, 2001). De acordo com a ACI Concrete Terminology (2013), a
durabilidade de materiais cimenticios € definida a partir da sua capacidade de resistir a acdo de
intempéries, atagues quimicos e outras condi¢cdes em servico.

Uma das propriedades que influenciam na durabilidade e resisténcia dos
materiais cimenticios é a porosidade, sendo que existe uma razdo inversamente proporcional
entre a porosidade do material e sua resisténcia. Em materiais multifasicos, como os materiais
cimenticios, a porosidade de cada componente acaba se tornando um fator limitante da
resisténcia do material (DE ASSIS et al,. 2009).

A 4gua costuma ser o principal elemento associado aos problemas de
durabilidade, pois nos so6lidos porosos ela causa a maioria dos processos quimicos de
degradacdo. Os fenémenos fisico-quimicos associados ao transporte de dgua nos sélidos sdo
analisados em funcéo da permeabilidade do mesmo, caracteristica intimamente relacionada
com a porosidade, ja& que permeabilidade ocorre quando os poros dos materiais estdo
interligados (SILVA, 2000; DE ASSIS et al,. 2009).

Com o intuito de diminuir a porosidade nos materiais cimenticios, surge uma
inovacdo tecnoldgica a partir da adi¢do de bactérias do género Bacillus. Essas bactérias tém
capacidade de promover a precipitacdo de cristais de carbonato de célcio (CaCOs), através de
diversos metabolismos. Na maioria das vezes, as bactérias utilizam o gas carbdnico (CO>) e
uma fonte de célcio (Ca) para promover esta precipitacdo. Estes cristais atuam como agentes
biocimentantes e proporcionam a autocicatrizacdo de poros e fissuras nos materiais cimenticios,
evitando sua deterioracdo precoce e 0s protegendo ndo apenas dos desgastes causados pela
agua, mas também por outras substancias prejudiciais (JONKERS et al., 2010; GEORGE e JIN
LI, 2010).

As pesquisas ja realizadas apontam duas formas de adi¢cdo das bactérias aos
materiais cimenticios, na agua de amassamento no momento da mistura do material
(RAMACHANDRAN et al., 2001; WIKTOR e JONKERS, 2011; ABO-EL-ENIEN et al.,
2013; PEl et al., 2013; XU e YAO, 2014; KRISHNAPRYA et al., 2015; AL-SALLOUM et al.,

2016) ou por imersdo dos corpos de prova em solugdo contendo a bactéria (DE MUYNCK et
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al., 2008; VAN TITTELBOOM et al., 2010). Porém, ainda sdo escassas as pesquisas que
confrontam estas formas de adigéo, tornando-se importante este estudo de forma comparativa.

Dentre as bactérias utilizadas nas pesquisas, destaca-se a bactéria B. subtilis,
que € estudada na producao de calcita, forma cristalina de CaCO3, em meios com uma fonte de
calcio. Esta bactéria é produtora de uma variedade de enzimas e se reproduz facilmente e em
grande proporgéo, sendo que no seu crescimento as células sdo capazes de produzir esporos? e
biofilme? (MONTOYA et al., 2005).

Diante do exposto, se verifica a importancia de desenvolver uma pesquisa que
confirme a viabilidade do uso de microrganismos para a biocimentacdo de poros em materiais
cimenticios mediante a precipitacdo de CaCOz promovida pela adi¢cdo de esporos da bactéria

Bacillus subtilis.
1.1 JUSTIFICATIVA

Os materiais cimenticios s&o os materiais mais utilizados no mundo além da
agua. Porém, na producdo de cimento ocorre a liberagdo de aproximadamente uma tonelada de
CO2 na atmosfera para cada tonelada produzida. Com isso, surgem preocupacdes ambientais
envolvendo a sustentabilidade, exigindo o estudo de materiais alternativos que possam tornar
0s materiais cimenticios mais duraveis, além de se estudar uma forma de absorver parte desse
CO; emitido na producédo do cimento (ACHAL et al., 2015).

Por outro lado, na natureza existe uma infinidade de exemplos de habitats
sustentaveis, como recifes de corais e formigueiros. Recentes avangos na biotecnologia
apontam para o potencial de uso de bactérias que possam aumentar a durabilidade dos materiais
cimenticios, mais um passo rumo & sustentabilidade (ACHAL et al., 2015).

As bactérias ja existem ha bilhdes de anos, porém muitas das suas aplicacdes
biotecnoldgicas ainda ndo sdo difundidas (BANG et al., 2001). Atualmente estdo sendo
realizadas pesquisas em diversas partes do mundo em relacdo a adi¢cBes que proporcionem a
autocicatrizacdo de materiais cimenticios. Porém, obter uma compreensdo profunda dos
mecanismos e principios basicos dos materiais que sao capazes de fechar poros e fissuras ainda
é um objetivo desafiador (VAN TITTELBOOM et al., 2012, ABO-EL-ENEIN et al., 2013).

1 Esporos sao formados por alguns géneros de bactérias quando as mesmas se encontram em condicGes adversas
para o crescimento.

2 Biofilmes s&o conjuntos de microrganismos com elevado grau de organizacdo, onde os mesmos formam
comunidades estruturadas, coordenadas e funcionais envoltas por uma matriz exopolisacaridea (EPS).
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Além disso, verificar como as bactérias precipitam carbonato de célcio é de
fundamental importancia, pois a literatura ainda ndo é muito clara em relacdo aos mecanismos
envolvidos no processo de bioprecipitagdo. Estudos recentes mostraram que existem alguns
fatores para as bactérias precipitarem carbonato de célcio, entre estes destaca-se a presenca de
CO», o qual pode ser oriundo do proprio EPS produzido pelas bactérias ou capturado da
atmosfera. E interessante mencionar, que a producéo do cimento é uma das maiores emissoras
globais de CO; e a adicdo de bactérias ¢ uma forma de reabsorver parte do gas carbonico
emitido, tornando o uso de bactérias nos materiais cimenticios uma forma vantajosa no aspecto
ambiental, além de apresentar resultados positivos de melhorias em algumas propriedades dos
materiais cimenticios (MEHTA e MONTEIRO, 2014; GEORGE e JIN LI, 2010).

Esse tipo de material pode ser aplicado em argamassas de revestimento,
assentamento e obras de concreto massa aplicados em barragens, pontes, estrutura de
contencdo, etc. O seu uso em obras de concreto armado nao € indicado, pois 0 processo de
precipitacdo de CaCOs diminui a alcalinidade dos materiais, despassivando a armadura.

A pesquisa em questdo contribuird para o estudo de adicGes de
microrganismos em materiais cimenticios, pois no Brasil os estudos nessa area ainda séo
escassos. A literatura aponta que esse tipo de adicdo € uma alternativa para melhoria da
resisténcia a compressdo e da porosidade, além de resultar no aumento da vida Util e ser

satisfatoria ambientalmente, pois pode atuar na reabsorcao de CO2 atmosférico.
1.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a biocimentagdo em materiais cimenticios nas propriedades
mecanicas e caracteristicas microestruturais, mediante duas formas de adicdo de esporos

bacterianos: na agua de amassamento e por imersdo em solugdo contendo 0s esporos.
1.3 QUESTAO DE PESQUISA

A adicdo de esporos bacterianos em materiais cimenticios é capaz de
promover biocimentacdo a partir da precipitacdo de CaCOs, mantendo uma resposta adequada
para as caracteristicas microestruturais e requisitos mecanicos, tais como a resisténcia a

compressdo e modulo de elasticidade?
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1.4 DELIMITACAO DE PESQUISA

A pesquisa delimitou-se a avaliar a biocimentacdo promovida por duas
formas de adicdo de esporos da bactéria B. subtilis AP91 na concentragio de 10° esporos/ml,
na agua de amassamento e por imersdo em solugdo contendo 0s esporos, em um argamassa
béasica de traco 1:3 (cimento: areia) com relacdo dgua/cimento de 0,63, com o uso do cimento
CP Il E-32.

1.5 CONTRIBUICAO ESPERADA

Espera-se com esse trabalho apresentar dados que comprovem a viabilidade
da utilizacdo de argamassas com adi¢cdo de microrganismos com funcdo de biocimentagéo,

promovendo o fechamento de poros e resultando em uma melhoria na durabilidade.
1.6 ESTRUTURA DO TRABALHO

O presente trabalho esta estruturado em cinco capitulos, sendo o primeiro
dedicado a introducdo, a justificativa, o objetivo, a questdo de pesquisa, a delimitacdo de
pesquisa e a contribuicdo esperada.

No segundo capitulo se apresenta a revisdo bibliografica, estudando
primeiramente a engenharia ecoldgica e o uso de microrganismos, abordando sobre as bactérias
e a bioprecipitagdo de CaCOs e as bactérias utilizadas para biocimentagdo. Na sequéncia estdo
apresentadas as propriedades dos materiais cimenticios com adicao de bactérias.

Os materiais empregados e 0s métodos utilizados no desenvolvimento das
campanhas experimentais se encontram no terceiro capitulo. Sendo que os métodos adotados
na pesquisa estdo fundamentados na normatizacao técnica nacional.

Os resultados e suas discussdes, tanto no que se refere aos mecanismos de
precipitacdo de CaCOsz quanto as caracteristicas mecanicas e microestruturais das argamassas
estudadas estdo descritos no quarto capitulo.

Por fim, o quinto e Gltimo capitulo traz as conclusdes do trabalho,

relacionadas com o objetivo proposto e as sugestdes para trabalhos futuros.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

No presente capitulo esta apresentada a compilacdo do estudo de materiais
cimenticios com adicdo de bactérias, abordando sobre a engenharia ecoldgica e o uso de
microrganismos, as bactérias e a bioprecipitacdo de carbonato de calcio (CaCOs3) e as

propriedades dos materiais cimenticios afetadas pela adigdo de bactérias.
2.1 A ENGENHARIA ECOLOGICA E O USO DE MICRORGANISMOS

A engenharia ecoldgica aborda sobre a necessidade da preservacdo ambiental
e da reducdo de emissdes de gases nocivos. Este pensamento tem levado a uma nova visao de
tecnologias que utilizam os recursos naturais de maneira mais econémica e menos destruidora
(TEIXEIRA, 2005).

Essas tecnologias sao aplicadas na busca de materiais sustentaveis, com maior
durabilidade e um desempenho satisfatorio. Neste contexto, alguns microrganismos comecgaram
a ser empregados para diversos fins na engenharia, como por exemplo 0 uso de bactérias para
a remocao de produtos quimicos a partir de fluxos de &guas residuarias (GROSS et al., 2007),
para a biorremediacéo de solos contaminados (CHATURVEDI et al., 2006) e remocéo de gases
de efeito estufa dos aterros (JUGNIA et al., 2008).

Além destas utilizacbes, algumas bactérias produtoras de minerais foram
empregadas para reparacdo de monumentos de pedra calcaria (GOLLAPUDI et al., 1995;
STOCKS-FISCHER et al., 1999; TIANO et al., 1999; BACHMEIER et al., 2002; DICK et al.,
2006; RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 2003) e no enchimento de poros e fissuras no concreto
e demais materiais cimenticios (BANG et al., 2001; RAMACHANDRAN et al., 2001; DE
MUYNCK et al., 2008; RAMAKRISHNAN, 2007; VAN TITTELBOOM et al., 2010;
WIKTOR e JONKERS, 2011; JONKERS et al., 2010; VAN TITTELBOOM et al., 2012;
ACHAL et al., 2013; XU e YAO, 2014; DE KOSTER, et al., 2015; LUO et al., 2015).

Segundo Jonkers et al. (2010), essas bactérias sdo adicionadas aos materiais
cimenticios a fim de reduzir sua porosidade e fechar fissuras, sendo apresentadas como uma
técnica de reparacdo sustentavel e promissora, a qual esté sendo investigada e desenvolvida em
varias universidades do mundo, dentre elas destaca-se a Universidade de Delf, na Holanda, a
Universidade de Ghent, na Bélgica, a Universidade Thapar, na india e a Faculdade de
Engenharia de Bruxelas, na Bélgica.

Esta técnica utiliza bactérias do género Bacillus, que tem capacidade de

produzir minerais. Existem algumas vantagens da aplicacdo destas bactérias na engenharia
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ecoldgica, pois de acordo com Pei et al. (2013) as paredes celulares bacterianas podem ter
influéncia sobre algumas caracteristicas dos materiais cimenticios, como a diminui¢do da
porosidade, cura autdégena de fissuras e reabsor¢cdo de CO atmosfeérico.

A reabsorcdo do CO2 nos materiais cimenticios por agéo de bactérias se torna
ambientalmente significante, visto que a fabricagdo do cimento contribui com 7% das emissdes
de CO; anuais, sendo esse percentual expressivo (MEHTA e MONTEIRO, 2014). Este fator
torna a adicdo de bactérias nos materiais cimenticios promissora, pois segundo Pade e
Guimarées (2007) e Gajda (2001), em meédia 40% de CO, emitido durante o fabricacdo do
cimento pode ser absorvido durante a vida Gtil dos materiais cimenticios, a partir do processo
de carbonatagéo.

Porém, com o avango das pesquisas, foi observada a necessidade de se obter
uma compreensdo mais profunda dos mecanismos e principios basicos da biocimentacédo
promovida pela acdo bacteriana. Pois varias bactérias sdo capazes de produzir minerais por
diferentes metabolismos, os quais ainda ndo séo claros e definidos (VAN TITTELBOOM et
al., 2012, ABO-EL-ENEIN et al., 2013).

2.1.1 Bactérias e a Bioprecipitacao de carbonato de célcio (CaCOg)

Os microrganismos existem ha bilhdes de anos, constituindo a maior massa
de matéria viva na terra. Eles sdo responsaveis pela realizacdo de muitos processos quimicos
necessarios para a sobrevivéncia de outros organismos. As bactérias sdo microrganismos de
estrutura celular simples e podem ser encontradas na maioria dos ambientes naturais, possuem
uma enorme variedade e tém capacidade de se adaptarem as mudancas ambientais, favorecendo
seu crescimento (MADIGAN et al., 2010).

Segundo Gonzalez et al., (2014) as bactérias sdo classificadas em géneros e
espécies. As bactérias do género Bacillus sdo facilmente encontradas no solo, possuem uma
grande diversidade e tem facilidade para se adaptarem a diversas condi¢cbes ambientais. As
bactérias do género Bacillus estdo sendo estudadas no processo de bioprecipitacdo®, que
segundo Frankel e Bazylinski (2003) € um processo de grande importancia para aplicacoes
cientificas e comerciais, e apresenta um impacto em varias areas do conhecimento.

A bioprecipitacdo promovida por bactérias tem sido estudada como um
mecanismo alternativo para a protecdo dos materiais de construcdo, pois como resultado de

algumas atividades metabdlicas bacterianas, ocorre a precipitacdo de minerais de carbonato de

3 Precipitagdo promovida por microrganismos.
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calcio. O CaCOs precipitado colmata poros e fissuras dos materiais cimenticios, diminuindo
sua porosidade e prolongando sua vida Gtil (ABO-EL-ENEIN et al., 2013).

O carbonato de célcio pode ser precipitado por microrganismos a partir de
diversos mecanismos, de acordo com Barabesi et al. (2007), a precipitacio de CaCOs
promovida por bactérias é classificada como um mecanismo de Mineraliza¢do Biologicamente
Induzida (MBI).

2.1.1.1 Mecanismos de precipitacdo de CaCOs

A precipitagdo de CaCOspor ac¢do de bactérias e considerada como MBI, pois
0 processo resulta em minerais que sdao formados a partir de uma atividade metabdlica
involuntéria (PARK et al., 2012).

Essa precipitacdo a partir da MBI pode ocorrer de quatro formas em meios
com uma fonte de calcio: pela hidrolise de ureia, promovida por bactérias ureoliticas; a partir
da fotossintese, por meio de bactérias autotroficas®, pela reducdo de sulfatos, resultante do
metabolismo de bactérias redutoras de sulfatos ou pela mudanca de pH durante a producéo de
biofilme. Segundo Hammes e Verstraete (2002), na maioria dos casos essa precipitacdo
promovida por bactérias acontece a partir da hidrolise de ureia, a qual ocorre por meio de uma
enzima produzida por algumas bactérias, a enzima urease.

Para que haja essa precipitacéo, existem alguns fatores que devem ser levados
em consideracdo, sdo eles: a concentragdo do Carbono Inorgéanico Dissolvido (CID), o pH, a
concentracdo do ions de célcio, a presenca dos locais de nucleacéo e de ureia. Segundo Hammes
e Verstraete (2002), os primeiros trés fatores resultam do metabolismo das bactérias, enquanto
o local de nucleacdo é a propria parede celular das bactérias, onde o CaCOs sera precipitado na
parede celular bacteriana, envolvendo a célula. A representacdo simplificada da precipitacdo de

CaCOs nos locais de nucleacédo, pode ser visualizada na Figura 1.

4 Bactérias autotréficas sdo capazes de produzir seu proprio alimento por intermédio da fotossintese ou
quimiossintese. No primeiro caso, a fonte de energia utilizada para obtengdo de alimentos é a luz solar, ja os
organismos quimiotréficos retiram sua energia de substancias quimicas.
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Figura 1 - Representacéo simplificada da precipitagdo de CaCOs3

Fonte: Adaptado de DE MUYNCK et al. (2010).

A partir da visualizacdo da Figura 1 (a), pode-se observar que os ions de calcio
presentes na solucdo foram atraidos para a parede celular bacteriana devido a sua carga
negativa. Com a adicao de ureia na solugdo o carbono inorganico dissolvido (CID) e o aménio
sdo liberados pelo metabolismo das bactérias. Na presenca dos ions de calcio, ocorre a
precipitacdo de carbonato de calcio na parede celular bacteriana, conforme a Figura 1 (b). Por
fim, na Figura 1 (c) é possivel verificar que toda a célula torna-se envolvida pelo CaCOs (DE
MUYNCK et al., 2010).

Na Figura 2 pode-se observar através da Microscopia Eletronica de Varredura
0 esquematizado na Figura 1, onde a precipitacdo de CaCOs deu-se a partir da hidrolise da ureia.
Verifica-se que as células bacterianas estdo envolvidas pelo CaCOz. Segundo Dupraz et al.
2009, os precipitados se apresentaram em alturas diferentes, com alta densidade de células,
mostrando o processo de bioprecipitacdo nas paredes celulares, como locais de nucleagéo.

Figura 2 — Representagéo de microscopia eletronica de varredura de uma amostra de B.
pasteurii crescida com 0,2% de ureia e na presenca de fosfato.

Fonte: DUPRAZ et al. (2009)@
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A hidrdlise da ureia acarreta 0 aumento da alcalinidade, o que dissolve o
carbono inorganico do meio e favorecendo a liberagio de carbonato (COs*) que, por meio de
atracdo ionica, é ligado aos ions calcio (Ca?") presentes nas solucdes, precipitando o CaCOs3
(HAMMES et al., 2003).

Porém, 0 uso de bactérias ureoliticas pode gerar alguns problemas nos
materiais cimenticios, devido a reducdo da alcalinidade ocasionada pela carga de nitrogénio
liberado pela producéo de amonio durante a hidrolise da ureia (DHAMI et al., 2012). Para tanto,
se torna necessario o estudo das demais formas de precipitacdo de CaCOs por vias metabdlicas
microbianas.

Neste contexto, foram iniciados estudos da precipitacdo de CaCOs por meio
da mudanca de pH durante producdo de biofilme, em meios com fonte de calcio. Nestas
pesquisas observou-se que biofilmes e esporos dormentes podem atuar como locais de
nucleagdo do mineral sem adicdo de ureia (BAUERLEIN, 2003).

Porém, sem a hidrdlise da ureia ndo havia um entendimento de como as
bactérias influenciariam na liberagédo de carbono organico dissolvido (CID). Algumas pesquisas
sugeriram que proteinas especificas de substancias extracelulares (EPS) podem controlar a
precipitagdo de CaCOs (KAWAGUCHI e DECHO, 2002). Além de que apenas a mudanca do
pH do meio e a presenca de uma fonte de célcio seriam capazes de realizar a precipitacdo de
CaCOs, sugerindo que o CO2 necessario para essa precipitacdo poderia ser capturado da
atmosfera ou encontrado no préprio EPS (BAUERLEIN, 2003; KAWAGUCHI e DECHO,
2002).

Na Figura 3 estdo demonstradas as diferentes morfologias dos cristais que
podem ser precipitados neste processo a partir da mudanga de pH na producdo de biofilme, a
partir da cepa B. subtilis 168, sendo que na Figura 3 (a) estdo representados os cristais presentes
em biofilmes de B. subtilis 168 apds uma semana de incubacdo (a seta branca indica um dos
cristais no biofilme) e na Figura 3 (b e ¢) os cristais formados em cultivo liquido do meio B4
apos 1 més de incubacao.
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Figura 3 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) revelando diferentes
morfologias de cristais de calcita de Bacillus subtilis 168

20um

Fonte: Marvasi et al. (2010)

Observou-se uma diferenca entre as morfologias dos cristais nas diferentes
condigdes. Segundo Braissant et al. (2003) a morfologia do cristal pode ser afetada pela
concentracdo da bactéria e do meio de cultivo, acidez e pH do meio.

A condicéo alcalina dos materiais cimenticios, com pH variando de 10 a 13
(LEA, 1970), torna o ambiente hostil para o crescimento bacteriano, sendo este um dos
principais desafios enfrentados pelo processo de biocimentacdo. Para tanto, sdo utilizadas
bactérias alcali-resistentes, que a partir da entrada de umidade conseguem se reproduzir e
precipitar carbonato de calcio nos materiais cimenticios (ACHAL et al., 2010).

Segundo Barabesi et al. (2007), pouco se sabe sobre 0s mecanismos
moleculares envolvidos na precipitacdo de CaCOs, sendo que a morfologia do cristal sofre
interferéncias de condi¢Ges ambientais. Além disso, as bactérias tém um efeito direto sobre o
meio em que os cristais de carbonato de célcio sdo formados, pois sdo estes microrganismos
que determinam o local de nucleacéo e crescimento do cristal. Para tanto, torna-se necessario
identificar os tipos de carbonato de calcio precipitados e quais bactérias sdo capazes de

precipita-los.
2.1.1.2 Tipos de carbonato de célcio

Na natureza, o carbonato de céalcio pode ser encontrado em trés diferentes
estruturas cristalinas: calcita, aragonita e varita, sendo que a calcita é a sua forma mais estavel
em condigdes ambientais (CHONG E SHEIKHOLESLAMI, 2001; XIANG et al., 2002; WEN
et al., 2003).
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A aragonita e a varita sio metaestaveis®, sendo que a aragonita muda
irreversivelmente para calcita quando aquecida em ar seco a cerca de 400 °C e a varita se
transforma em calcita e/ou aragonita em condi¢cdes geologicas (REEDER, 1990). O processo
de transformacdo de varita em calcita leva varias horas (YAMAGUCHI e MURAKAWA,
1981) e de aragonita para calcita varios meses (TAFT, 1967), ambos em temperatura ambiente.
De acordo com Wray e Daniels (1957) a aragonita é precipitada em temperaturas de em média
70°C e a varita em media 30°C.

A calcita possui forma cristalina hexagonal enquanto que a aragonita possuli
forma ortorrombica (SAMPAIO E ALMEIDA, 2008). Como a calcita é a forma mais estavel
do CaCOs o processo de precipitacdo de carbonato de calcio por vias metabdlicas bacterianas
também pode ser chamado de ineralizacdo de Calcita Biologicamente Induzida (ACHAL et al.,
2015), sendo que os artigos que abordam sobre a biocimenta¢do normalmente encontram o
carbonato de calcio na forma de calcita (TIANO et al., 1999; RAMACHANDRAN et al., 2001,
BACHMEIER et al., 2002; DE MUYNCK et al., 2008; JONKERS E SCHLANGEN, 2008;
CHUNXIANG et al., 2009; OKWADHA e LI, 2010; WIKTOR e JONKERS, 2011; ACHAL
etal., 2011; CHAHAL et al., 2012; PARK et al., 2012; ABO-EL-ENEIN et al., 2013; PEI et
al., 2013; SCHLANGEN e SANGADJI, 2013; ACHAL et al., 2013; CHAHAL e SIDDIQUE,
2013; XU e YAO, 2014; LUO et al., 2015; KRISHNAPRIYA et al., 2015) em poucos casos
encontram varita (DE MUYNCK et al., 2008; CHUNXIANG et al., 2009; OKWADHA e LI,
2010; XU e YAO, 2014) e aragonita (WIKTOR e JONKERS, 2011).

Wiktor e Jonkers (2011) observaram diferentes morfologias cristalinas a
partir de Microscépio Eletronico de Varredura que diferem morfologicamente da calcita, as
quais estdo apresentadas na Figura 4.

5 Material capaz de perder a estabilidade através de pequenas perturbacdes.
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Figura 4 — Imagens microscopicas do fechamento das fissuras de amostras com adi¢cao
de bactérias. (a) Visao geral da fissura com detalhe especifico indicado por um quadrado
pontilhado, visto de cima. (b) Imagem do precipitado e (c-e) imagens da parte superior
do precipitado.

Fonte: Wiktor e Jonkers (2011)

Estes autores observaram duas morfologias principais: romboedrica lamelar
deformada e aglomerados do tipo agulha montados em formas de halteres, possivelmente
polimorfos de CaCOs, pois essas precipitaces s6 foram observadas nas superficies de fissuras
de amostras com bactérias (WIKTOR e JONKERS, 2011).

Além desses autores, Konno et al. (2002) verificou diferentes morfologias de
CaCOg precipitados em diferentes temperaturas, as quais estao apresentadas na Figura 5.

Figura 5 — MEV do CaCOs precipitado obtido a partir de diferentes temperaturas: 25°C
(@), 50°C (b) e 75°C (c).

Fonte: Konno et al. (2002).
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De acordo com os autores, 0s precipitados a 25°C sdo de calcita, a 50°C de
aragonita e a 75°C foram encontrados tanto cristais de calcita como de aragonita. Mostrando
que a aragonita tem cristais mais alongados em forma de agulha, enquanto a calcita se apresenta
de forma mais arredondada em grumaos.

Quando as bactérias sdo adicionadas aos materiais cimenticios e precipitam
CaCO3 0 processo também é conhecido como biocimentacdo. A cimentacdo é um processo em
que o carbonato de célcio € formado ou é depositado sobre a superficie de um material
cimenticio. Quando esse processo é promovido biologicamente, pode ser chamado de
biocimentacdo (ACHAL et al., 2015).

2.1.2 Bactérias utilizadas para a biocimentagao

O grupo de bactérias do género Bacillus vém sendo estudado como
microrganismos capazes de precipitar CaCOs em materiais cimenticios. Estes estudos apontam
para melhorias de durabilidade nestes materiais, como 0 aumento da resisténcia & compresséo
e diminuicdo da porosidade (PARK et al., 2012).

As bactérias que estdo sendo utilizadas para o fim de biocimentacdo sdo
bactérias alcali-resistentes® e em grande parte, bactérias capazes de formar esporos. Segundo
Montoya et al. (2005), dentre as bactérias precipitadoras de CaCO3z pode-se citar a B. cereus,
B. pasteurii, B. subtilis e Mixococcus xanthus.

Embora a bioprecipitacdo de carbonato de célcio em ambientes naturais séo
relevantes, a fisiologia e a genética envolvidas nesta forma de precipitacdo ainda sdo de dificil
compreensdo. Marvasi et al. (2010) optou por utilizar a bactéria Bacillus subtilis 168 em seus
estudos pela facilidade de encontrar essa bactéria no solo e também devido aos aspectos
fisiol6gicos associados com a precipitacdo de CaCOz por meio desta bactéria durante a
formacédo de biofilme, quando cultivada no meio de precipitacdo B4.

A bactéria Bacillus subtilis tem aplica¢6es biotecnologicas promovidas por
enzimas que desempenham papéis importantes em diversos processos industriais (MONTOYA
et al., 2005). Segundo Barabesi et al. (2007) B. subtilis € uma bactéria modelo de laboratério
que pode ser utilizada na producdo de calcita em meios com uma fonte de calcio.

Esta bactéria se reproduz facilmente e em grande propor¢do, sendo que no
seu crescimento as células sdo capazes de produzir biofilme (MONTOYA et al., 2005).

Segundo Marvasi et al. (2013) existem vantagens da utilizacdo de B. subtilis em relacdo as

6 Bactérias resistentes a ambientes alcalinos.
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bactérias ureoliticas’, pois essa bactéria em meios sem fonte de ureia sdo capazes de precipitar
CaCOgzdevido a um aumento do pH no meio, causado durante a formacao do biofilme.

Cabe ressaltar que havera a mudanca de pH quando as bactérias forem
adicionadas aos materiais cimenticios, ja que os mesmos sdo alcalinos, favorecendo a

precipitacdo do CaCOs.
2.1.2.1 Caracteristicas da bactéria B. subtilis

B. subtilis sio Gram positivas®, aerobias® ou anaerdbias facultativas'® e
formadoras de esporos, apresentando estrutura de parede celular comum. O formato da sua

célula é de bastonete, conforme representado na Figura 6 (MADIGAN et al., 2010).

Figura 6 - Micrografia da diviséo celular de B. subtilis.

Membrana DNA
citoplasmatica (nuclo-;;;—_‘?
Parede celular -

¢ 2 g
. “Y"Q') e

Fonte: MADIGAN et al. 2010.

A parede celular desta bactéria é composta principalmente de peptidoglicano,
que é carregado negativamente, atraindo os ions Ca?* no momento da precipitacdo de CaCOs.
Além disso, mesmo as paredes de células mortas de B. subtilis sdo considerados aptas para a
precipitacdo de calcita pela atracdo de céalcio (FRIIS et al., 2003).

Essa bactéria, ao se encontrar em situacfes precéarias de falta de agua e
nutrientes produz esporos, que sdo uma estratégia de sobrevivéncia, pois elas ficam
extremamente resistentes (OLIVEIRA, 2008). Segundo Ramachandran et al. (2001) os estudos
destes esporos se tornaram significantes no contexto de adigdes nos materiais cimenticios, ja
gue estes materiais sdo altamente alcalinos e ndo possuem 0s nutrientes necessarios para a

bactéria sobreviver.

7 Bactérias produtoras da enzima urease.

8 Bactérias Gram positivas possuem maior afinidade pelo cristal violeta do que bactérias Gram negativas,
durante o teste de coloragdo Gram.

% Bactérias que precisam do oxigénio para respiracio celular.

10 Bactérias anaerdbicas facultativas utilizam oxigénio em seu metabolismo energético, mas também podem
crescer na auséncia de oxigénio.
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O processo de esporulacdo da bactéria B. subtilis dura em média 8 horas e se
desenvolve em trés etapas: ativacdo, germinacgdo e extrusdo. A ativacdo ocorre em condicGes
adversas de sobrevivéncia da bactéria e quando esse esporo entra em contato com alimento ou
condicdes que favorecem seu crescimento, ocorre a germinacgdo. A extrusdo, por sua vez, se da
quando a célula emerge a partir do esporo rompido e inicia seu crescimento (MADIGAN et al.,
2010).

A Figura 7 ilustra a germinacdo de um esporo de bactéria do género Bacillus,
onde na Figura 7 (a) apresenta a fotomicrografia de um esporo maduro, altamente refringente!?.
Jana Figura 7 (b) pode-se visualizar a ativacdo do esporo e por fim na Figura 7 (c e d) o esporo
esta emergindo, ou seja, esta ocorrendo o processo de extrusdo que dara a célula caracteristicas
normais novamente (MADIGAN et al., 2010).

Figura 7 - Germinacdo de um esporo do género Bacillus

Fonte: Adaptado de MADIGAN et al. 2010.

No caso dos materiais cimenticios, quando os esporos sdo adicionados aos
mesmaos, estdo na forma de esporo maduro, conforme apresentado na Figura 7 (a). Quando for
aberta uma fissura ou houver porosidade, a dgua entrard nesses poros e podera ativar o esporo,
fazendo com que ele germine, processo apresentado na Figura 7 (b, c e d).

11 Materiais refringentes sdo aqueles que tem capacidade de desviar a direcdo dos raios luminosos, como pode-se
ver naFigura7aeb.
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Cabe salientar que os esporos sdo estruturas extremamente resistentes a
agressoes externas e elevadas temperaturas, podendo permanecer intactos por milhdes de anos
e a esporulacdo nao € inibido pela falta de oxigénio (GOMES, 2013). Por esse motivo, 0
processo de esporulacdo ndo é afetado quando as bactérias estdo inseridas nos materiais
cimenticios.

Segundo Jonkers et al. (2010) o sucesso do uso de bactérias utilizadas para o
fechamento de poros nos materiais cimenticios estd diretamente relacionada com sua
capacidade de formar esporos. Segundo Van Tittelooom et al. (2010), o pH do concreto é
altamente alcalino, ndo possui nutrientes e ha oxigénio apenas em seus poros abertos e na sua
superficie, tendendo a restringir o crescimento bacteriano.

Em adicao, Perito et al. (2014) comprovou que a capacidade de precipitacdo
de CaCOs por agéo bacteriana ndo esta relacionada com a absorgéo de cations nas células apenas
durante o crescimento, ou seja, células mortas ou esporos dormentes em determinadas
concentragfes também podem agir como local de nucleagdo dos cristais e promover a
precipitacdo. Portanto, se torna necessario o estudo das concentracGes de bactéria a serem
adicionadas aos materiais cimenticios, pois estas também influenciam nas propriedades destes

materiais.
2.1.2.2 Concentracdo de bactéria para a biocimentacéao

As bactérias podem ser adicionadas aos materiais cimenticios em diferentes
concentragdes, as quais podem interferir em algumas propriedades, principalmente no estado
endurecido. Sendo assim, as concentracdes ja estudadas por outros pesquisadores estdo
representadas no Quadro 1, juntamente com os ensaios que foram realizados, por ordem

cronoldgica de publicacéo.
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Quadro 1 - Concentracdes da adi¢do de bactérias utilizadas em pesquisas internacionais

BACTERIA CONCENTRAGCOES

UTILIZADA ADICIONADAS ENSAIOS REALIZADOS REFERENCIA
Resisténcia a compressao em
7. 7
B. pasteurii 3’OX1OB ;6,0x107e argamassas fissuradas e ndo fissuradas e RAMACHANDRAN et al..
1,8x10° esporos/mL MEV 2001
210% 104 10° 10° ictAneia A 2
Shewanella 10, 104,10°, 104, 10°,10°, Resisténcia a compressao e MEV GHOSH et al., 2009

107 células/mL

Absorcdo de dgua, Permeabilidade a gés,

B. sphaericus 107 esporos/mL resisténcia ao congelamento e DE MUYNCK et al., 2008
descongelamento, carbonatagdo e MEV
Esporos de B. Resisténcia a compressdo e porosimetria
pseudofirmus e 10%a 10°esporos/mL por intrusdo de mercurio JONKERS et al., 2010
de B. cohnii

Resisténcia & compresséo, resisténcia a

4 5 6 7
10% 10°10"e 10 tracdo, MEV e ataque acido REDDY et al., 2010

B. subtilis JC3 células/mL

Resisténcia & compresséo, absorgéo de

B. pasteurii 103, 10% e 107 células/mL  agua, permeabilidade rapida a cloretose ~~ CHAHAL et al., 2012
MEV

Permeabilidade, fechamento de fissuras,

- g
B. subtilis 1,36x10° células/mL resisténcia & compressdo, EDX e MEV

PARK et al., 2012

Porosidade, permeabilidade rapida a

6 7 8
ox10°, 5x10" e 5x10 cloretos, fechamento de fissuras e MEV ACHAL etal., 2013

Bacillus ssp células/mL

Resisténcia a compressao,

ii 3 105 7 permeabilidade, absorcéo de agua, CHAHAL e SIDDIQUE,
8. pasteuril 10°, 10%e 10" células/ml. permeabilidade répida a cloretos, EDX e 2013
MEV
Bérr}fgxajsgém, 105 células/mL Resisténcia a compressao, fechamento KRISHNAPRIYA et al.,
licheniformis de fissuras e MEV 2015

Fonte: O prédprio autor.

A maioria dos estudos apresentados no Quadro 1 ndo observaram uma relagdo
entre as caracteristicas dos materiais cimenticios analisadas com a variagcdo da concentragdo
bacteriana. Os artigos que apresentaram este estudo foram os publicados por Ramachandran et
al, (2001), Ghosh et al. (2005), Reddy et al. (2010) Chahal et al. (2012) e Chahal e Siddique
(2013).

Ramachandran et al. (2001) utilizou trés concentracdes de bactéria, de
3,0x107; 6,0 x10” e 1,8x108 esporos/mL e observou que a resisténcia a compressdo diminuiu
conforme a concentracdo de bactéria aumentava, nas concentracdes citadas.

Ja Ghosh et al. (2005) utilizou as concentragdes de 10, 102,10%, 10% 10°,10°,
107 células/mL da bactéria Shewanella e obteve um aumento de resisténcia & compressao de até
25% e a maior reducdo da porosidade aos 28 dias, com a adicdo da concentracio de 10°

células/mL e ndo observou a mesma tendéncia averiguada por Ramachandran et al. (2001).
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Reddy et al. (2010) adicionou a bactéria B. subtilis JC3 na &gua de
amassamento de um concreto na concentragdo de 104 10°10° e 107 células/mL e observou
melhores desempenhos mecénicos na concentracdo de 10° células/mL.

O mesmo resultado foi encontrado por Chahal et al. (2012) e Chahal e
Siddique (2013). Estas duas pesquisas avaliaram as concentragdes de 103, 10° e 107 células/mL
mostraram melhores resultados de resisténcia a compresséao, absorcdo de dgua e permeabilidade
rapida de cloretos, com a concentragdo de 10° células/mL. Porém, essas propriedades também
podem variar de acordo com a forma de adicéo das bactérias nos materiais cimenticios, ou seja,
a concentracdo bacteriana adicionada ndo é o Unico fator que pode influenciar nas propriedades

dos materiais.
2.1.2.3 Formas de adicdo das bactérias nos materiais cimenticios

As concentracdes descritas no item anterior sdo adicionadas aos materiais
cimenticios de duas formas: na 4&gua de amassamento no momento da mistura ou por imersao
dos corpos de prova em solugdes contendo as bactérias, apos a desmoldagem dos mesmos.

Quando as bactérias sdo adicionadas aos materiais cimenticios e promovem
o fechamento dos poros através da bioprecipitacdo, sdo consideradas como uma forma de
autocicatrizacdo (JONKERS, 2007; JONKERS et al., 2009; JONKERS et al., 2010).

No Quadro 2 estdo apresentadas as pesquisas ja publicadas referente ao uso
de bactérias na biocimentagcdo, mostrando a bactéria utilizada no estudo, se a bactéria produz
ou ndo a enzima urease, a forma de adicdo desta bactéria aos materiais cimenticios, como 0s
corpos de prova foram curados e o autor da publicacao, por ordem cronoldgica. Cabe relembrar
que a urease € uma enzima produzida por algumas bactérias, que € capaz de hidrolisar a ureia
e precipitar CaCOs. Caso as bactérias ndo produzam esta enzima, a precipitacdo do carbonato

de calcio se da normalmente pela mudanca de pH.
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Quadro 2 — Forma de adicao da bactéria e cura dos corpos de prova

BACTERIA BACTERIA FORMA DE ADICAO DA FORMA DE

UTILIZADA  UREOLITICA BACTERIA CURA RIEFARERELS
Imersoem 3 L
B. pasteurii Sim Na agua de amassamento  de Ureia-CaCl RAMACHANDRAN
etal., 2001
com 2g de cal

Imersédo dos corpos de

prova durante 24h no meio DE MUYNCK etal.,

B. sphaericus Sim de cultura com a bactéria Imersa em agua 2008 ®
crescida um dia
Imersdo dos corpos de Imersos em

B. sphaericus sim prova em meio de cultura de varias solucdes DE MUYNCK et al.,

5P bactéria crescida durante 1 « 2008 @

dia durante 6 dias
. . Imers&o dos corpos de S_olugao VAN
B. sphaericus Sim rova na solucio de cura equimolar de TITTELBOOM et
P ¢ ureia-calcio al., 2010
B. N . . WIKTOR e

alkalinitrilicus Na agua de amassamento Imersa em agua

JONKERS, 2011
ABO-EL-ENIEN et

Imerso em 20g/I

B. pasteurii Sim Na agua de amassamento  de ureia e 25mM
al., 2013
de CaCl,
B. subtilis 168 Sim Na agua de amassamento Imerso em &gua PEl et al., 2013

com solucéo de ureia-CaCl;

Na agua de amassamento
B. cohnii Né&o com lactato de célcio ou Imersoemégua XU e YAO, 2014
glutamato de calcio

B. megaterium,
B. flexus e B. Sim Na agua de amassamento  Imerso em agua
licheniformis

KRISHNAPRIYA et
al., 2015

Em camara AL-SALLOUM et

B. pasteurii Sim Na 4gua de amassamento amida al., (2016)

* Bactéria é variavel na producdo de urease e 0 artigo ndo apresentou se a bactéria utilizada era produtora
ou da enzima;
Fonte: O proprio autor.

Conforme retratado no Quadro 2, a maioria dos estudos vem utilizando
bactérias ureoliticas. Porém, na precipitagcdo de CaCOs a partir da hidrdlise da ureia, para cada
ion carbonato liberado, sdo produzidos dois ions de aménio, podendo acelerar a degradacdo dos
materiais cimenticios (JONKERS et al,. 2010).

Afim de se buscar uma solucdo que néo resulte em um subproduto prejudicial
a superficie dos materiais cimenticios, a bioprecipitagdo vem sendo estudada por diferentes
mecanismos. Segundo Braissant et al. (2003) a bactéria B. subtilis esta sendo pesquisada na
precipitacdo de CaCOsa partir da mudanca de pH ocasionado na producéo de biofilme. Porém,
a maioria dos estudos que tratam desta precipitacdo sdo in vitro, com foco no processo

microbiologico e ainda séo pouco aplicados aos materiais cimenticios.
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As pesquisas realizadas que estudaram a bioprecipitagdo in vitro com 0 uso
da bactéria B. subtilis no meio de precipitacdo B4 estdo apresentadas no Quadro 3, onde estado
representados os compostos do meio de precipitacdo utilizado, a temperatura em que as
amostras foram submetidas, o tempo que as mesmas foram armazenadas em estufa até a analise
dos cristais e como se sucedeu esta analise.

Quadro 3 - Meios de precipitacdo de CaCOsz com a bactéria B. subtilis

MEIO DE PRECIPITACAO DE TEEA&EQASAURFZA; FORMA DE ANALISE DOS REFERENCIA
CaCOs A CRISTAIS
ANALISE
B4, composto por 0,4% de extrato Os cristais foram coletados por TIANO et al
de levedura, 0,5% de dextrose, 28 E 37°C; 15 dias ebulicdo e filtrados em 1999 v
0,25% de acetato de célcio Millipore 0,45 pm
B4, composto por 0,4% de extrato N
. Os cristais foram preparados BRAISSANT et
0, or-
de Ieve@ur_a, 0,25% de gcetato de 26 °C; 20 dias para andlise em MEV e EDX al., 2003
calcio e 15g/I de agar
Os cristais foram raspados das
B4, composto por 0,4% de extrato y - .
de levedura, 0,5% de dextrose, 49C: 15 di glacqlsg re susp:a?d_ldosberp a9ud — \IONTOYA et
0,25% de acetato de calcio e 1,5% o+ <19 dias  destilada, aqual foiaebulicaoe ), o500
' . ’ entdo filtrados em Millipore N
de agar
0,45 pum
B4, composto por 0,4% de extrato ;iﬁ“;al;irtc;:jnc:scgrlr?tr?w?ﬁ? %?2
de levedura, 0,5% de dextrose, 37 9C: 21 dias 0 35 ' m. 0s filtros foranq BARABESI et al.,
0,25% de acetato de calcio e 1,5% ' o Hm, o 2007
de dgar secados_em estufa a 60°C e
analisados por EDX
B4, composto por 0,4% de extrato Os cristais precipitados foram
de levedura, 0,5% de glicose e 30 °C; 5 dias analisados por microscépio de PARK et al., 2012
1,5% de acetato de calcio luz e de imagens
B4 com 0,4% de extrato de Os cristais precipitados foram
levedura, 12,5 mL de glicose a 40% 26 °C; 21 dias analisados por microscopio de MAR\;&S?: etal,
e 25 mL de acetato de célcio a 10% luz

Fonte: O proprio autor.

Os constituintes do meio de cultivo B4 variam entre os autores, porém o artigo
apresentado por Marvasi et al. (2013) descreve detalhadamente o procedimento necessario para
0 preparo e a mistura do meio.

Com relacdo a metodologia de quantificacdo dos cristais, os estudos
apresentados na literatura realizam essa quantificagdo a partir de filtros millipore com poros
gue permitam que as células bacterianas passem pelo filtro e apenas os cristais fiqguem retidos.
Quando as amostras sdo filtradas, pode-se também fazer a quantificacdo do CaCOs precipitado,
a partir da Equacgédo 1 (KRISHNAPRIYA et al., 2015):

Mcacos = ME+Material - MF
Onde:

Equacédo 1

e Mecaco,: Massa de CaCOs precipitado, em gramas;
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®  Me+material: Massa do filtro mais o material filtrado, em gramas;

e Me: Massado filtro antes do ensaio, em gramas;

A partir dos resultados de quantificacdo in vitro e das analises das possiveis
aplicagdes do CaCOs como agente cimentante nos materiais cimenticios, observou-se a
necessidade de avaliar a influéncia da biocimentacdo nas propriedades mecanicas e
microestruturais desses materiais (ABO-EL-ENEIN et al., 2013; PEI et al., 2013; DE
MUYNCK et al., 2008; CHAHAL et al., 2012; CHAHAL e SIDDIQUE, 2013).

2.2 A INFLUENCIA DA BIOCIMENTACAO NAS PROPRIEDADES DOS MATERIAIS
CIMENTICIOS

Segundo Mehta e Monteiro (2014) existem diversas caracteristicas que
influenciam nas propriedades dos materiais cimenticios, o estudo destas propriedades sdo de
fundamental importancia para que estes atinjam o desempenho requerido nas condigdes
necessarias.

Neste sentido, torna-se necessario um conhecimento de quais propriedades
podem ser influenciadas pela adicdo das bactérias aos materiais cimenticios e como essas
propriedades se comportam mediante a forma de adicdo destes microrganismos e suas
concentracdes. Na sequéncia estdo descritas essas propriedades e como foi 0 comportamento

das mesmas mediante a adi¢do de bactérias.
2.2.1 Resisténcia a compressdo

A resisténcia de um material se refere a capacidade que o mesmo tem para
resistir a tensées sem romper, sendo definida como a tensdo maxima que o material pode
suportar. Esta propriedade é uma das mais importantes para 0s projetistas e engenheiros de
controle de qualidade, pois existem varias propriedades que podem ser deduzidas a partir da
resisténcia (MEHTA e MONTEIRO, 2014).

A resisténcia a compressao € uma das propriedades dos materiais cimenticios
que ¢ influenciada pela adicéo de bactérias, pois de acordo com estudos realizados por Jonkers
et al. (2010), a adicdo de esporos de B. pseudofirmus na concentragio de 6x108 esporos/mL
diminuiu em menos de 10% a resisténcia a compressao do concreto nas idades de 3, 7 e 28 dias.

Este mesmo autor analisou a interferéncia da adicdo de meios de cultivo a

mistura, com a mesma bactéria e na mesma concentracao. Para tanto, ensaiou as amostras com
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adicdo de extrato de levedura, peptona, acetato de célcio e lactato de célcio, com proporc¢do de
1% da massa de cimento. Os resultados obtidos para a resisténcia a compressao estdo

apresentados no Gréafico 1, onde as barras representam os desvios padréo.

Grafico 1 — Influéncia dos meios de cultivo nos materiais cimenticios
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Fonte: Jonkers et al. (2010)
Pode-se observar que houve um aumento na resisténcia a compressdo nos

corpos de prova com adicdo de lactato de calcio, enquanto nos demais houve uma reducdo da
resisténcia em relacdo a referéncia. Porém, estes compostos adicionados por Jonkers et al.
(2010) sdo materiais organicos e podem ser prejudiciais aos materiais cimenticios.

Outro meio de cultivo que vem sendo muito estudado na area da
biocimentacdo é o meio B4, ja descrito no Quadro 3. Park et al. (2012) estudou a resisténcia a
compressdo em argamassas com submersdo dos corpos de prova no meio B4, testando trés
bactérias diferentes: E. coli K12, B. cereus KCTC3624 e B. subtilis 168, na concentracdo de
6,3x107 células/mL. Os resultados obtidos podem ser visualizados no Gréfico 2.

Gréfico 2 — Resisténcia a compressao de argamassas com adicao de bactérias e do meio
B4
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Fonte: Park et al. (2012).
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Com os resultados obtidos por Park et al. (2012), observa-se que houve um
aumento da resisténcia a compressdo em todas as argamassas que entraram em contato com as
bactérias, sendo que os aumentos mais significativos foram obtidos a partir da imersédo em meio
B4 contendo as bactérias B. cereus e B. subtilis 168.

Porém, os meios de cultivo contém matéria organica e podem com o tempo
degradar os materiais cimenticios. Neste pensamento, Ramachandran et al. (2001) estudou a
adicdo de B. pasteurii em diversas concentracdes e suspensos em duas diferentes solucdes,
salina a 0,85% e tampdo fosfato. Estas solugcfes teriam o intuito apenas de manter 0 meio
isotdnico para a bactéria, para que a célula ndo se rompesse quando adicionada aos materiais

cimenticios.

Gréfico 3 — Influéncia do meio de adicdo da bactéria na resisténcia a compressao
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Fonte: Ramachandran et al. (2001)

Pode-se observar com os resultados obtidos por Ramachandran et al. (2001),
que a adicdo das bactérias suspensas em tampéao fosfato obtiveram um resultado superior quanto
a resisténcia & compressdo para todas as concentracdes de bactéria adicionada.

Verificou-se ainda que a adi¢do de bactéria com tampéo fosfato apresentou
maior resisténcia a compressao em todos os corpos de prova, enquanto a adi¢cdo em solucéo
salina teve resisténcias menores com adicéo de bactéria, quando comparada a referéncia. Além
disso, pode-se constatar que a maior resisténcia encontrada para os corpos de prova com adicao

de bactéria, foi na concentragio de 3,0x107 esporos/mL, tanto para a adi¢do com tampéao fosfato,
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quanto com solucdo salina. Quando as concentra¢cBes foram aumentando, a resisténcia a
compressdo foi diminuindo, mostrando que é necessario um estudo aprofundado para avaliar
qual a concentracdo de bactéria ideal para que se tenha ganhos nas propriedades mecanicas.

Para tanto, buscou-se outros estudos que avaliassem as propriedades
mecanicas em funcdo da variacdo da concentracdo de bactéria adicionada aos materiais
cimenticios.

Ghosh et al. (2009) realizou estudos com a adi¢édo da bactéria Shewanella na
agua de amassamento das argamassas nas concentragdes de 0, 102, 103 10% 10° 10° e 10’
células/mL, os resultados obtidos estdo apresentados no Gréfico 4, com dados de 3, 7, 14 e 28
dias.

Gréfico 4 — Variacao da resisténcia a compressao em funcéo da variacéo da
concentracdo de bactérias
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Fonte: Ghosh et al. (2009)

Com os resultados obtidos por Ghosh et al. (2009) pode-se observar que
houve um aumento na resisténcia a compressdo gradativamente até a concentracdo de 10°
células/mL, ap0s essa concentracgao, a resisténcia a compressao tornou a diminuir, em todas as
idades analisadas.

Chahal et al. (2012) e Chahal e Siddique (2013) desenvolveram experimentos
que corroboram com os resultados obtidos por Ghosh et al. (2009). Estes autores utilizaram as
concentracOes de B. pasteurii de 0, 10%, 10°e 107 células/mL, na agua de amassamento de
concretos com diferentes porcentagens de cinza volante (CV) e silica ativa (SA). Os resultados
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obtidos por estes autores, estdo representados nos Graficos 5 e 6, mostrando que mesmo com a

substituicdo de parte do cimento por cinza volante e silica ativa, a concentracdo de 10°

células/mL foi a que apresentou os melhores resultados quanto a resisténcia a compressao.

Gréfico 5 — Variacao da resisténcia & compressdo em relagdo a porcentagens de
substituicdo de cinzas volantes (CV) e adi¢céo de concentracdes de B. pasteurii
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Fonte: Chahal et al. (2012)

Grafico 6 — Variacgdo da resisténcia a compressdo com diferentes porcentagens de
substituicdo de cinza volante (CV) e silica ativa (SA) mediante a diferentes

do (MPa)
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Fonte: Chahal e Siddique (2013)
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Em ambos os trabalhos foi verificado que independente das porcentagens de
substituicdes, houve o aumento da resisténcia a compressao nos corpos de prova com adi¢do de
bactéria, em relacdo a referéncia. A maior resisténcia obtida foi com a adicdo da concentracao
de 10° células/mL, para todas as porcentagens de substituicio. Mostrando que ndo ha um
aumento linear entre 0 aumento da resisténcia a compressdo e 0 aumento da concentragdo de
células/mL, pois com a adicdo de 107 células/mL a resisténcia a compressdo diminuiu, em
relagdo a 10° (Chahal et al., 2012; Chahal e Siddique, 2013).

A tendéncia geral de aumento na resisténcia a compressao pode ser atribuida
ao comportamento das células bacterianas dentro dos corpos de prova dos materiais
cimenticios, conforme apresentado na Figura 8. Quando as células sdo adicionadas na agua de
amassamento desses materiais, a partir da entrada de umidade em poros e fissuras, as mesmas
sdo capazes de se reproduzir e produzir calcita. Uma vez que a precipitacdo de calcita fecha os
poros e fissuras dos materiais e impede que 0 oxigénio, nutrientes e a umidade adentre nesse
material, as bactérias esporulam e passam a agir como fibras organicas dentro dos materiais
cimenticios (RAMACHANDRAN et al., 2001; ACHAL et al., 2010).

Figura 8 - Comportamento de células bacterianas dentro de corpos de prova de
argamassa

Fonte: Adaptado de Achal et al. (2010)

Cabe ressaltar que do ponto de vista da resisténcia a compresséo, a relacdo
agua/cimento (a/c) e a porosidade sdo sem duvida os fatores que mais influenciam em seu
resultado. Sendo que a relacdo a/c determina a porosidade da matriz e quanto maior esta relacao,
maior sera a porosidade e, consequentemente, menor a resisténcia (RICHARD e CHEYREZY,
1995 MEHTA e MONTEIRO, 2014). Para tanto, torna-se necessario o estudo da porosidade

dos materiais cimenticios e como essa se comporta mediante a adicdo de bactérias.
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2.2.2 Porosidade

A avaliagéo da porosidade e da estrutura interna dos materiais cimenticios é
de fundamental importancia para que se possa prever a sua durabilidade, porém essa anélise
ainda é considerada um desafio para a engenharia, pois 0s materiais cimenticios apresentam
uma grande variabilidade de tamanhos de poros (JR MATTANA e COSTA, 2012). De acordo
com Dullien (1979) os poros dos materiais cimenticios sdo de varios tamanhos e dificilmente
um unico método de andlise engloba a totalidade dos mesmos.

A porosidade em materiais cimenticios pode afetar diversas propriedades,
como permeabilidade, durabilidade, dureza, entre outras. Sendo assim, a porosidade de uma
pasta cimenticia esta diretamente relacionada com a sua resisténcia a compressdo e modulo de
elasticidade (BEAUDOIN et al., 1994).

Segundo Dullien (1979), um material poroso pode ser definido com aquele
que contém espacos intersticiais ndo preenchido por matérias sélidas (poros), distribuidos na
matriz. A origem dos poros nas pastas de cimento esta intimamente ligada a hidratacdo do
cimento e a evaporacdo da agua livre (MEHTA e MONTEIRO, 2014). Segundo Neville e
Brooks (2013) o teor de agua exigido para a hidratacdo do cimento gira em torno da relacédo
agua/cimento de 0,28. Quando a quantidade de dgua for maior do que a necesséria, 0 excedente
resultara em agua livre, que apds a evaporagdo acarretara no aumento do volume de poros
capilares.

Segundo Gallucci et al. (2007) a porosidade dos materiais cimenticios pode
ser classificada de trés formas:

¢ Os chamados “gel-poros” que sdo resultado da reacdo do C-S-H. Estes poros
possuem apenas alguns nandmetros de tamanho e exercem um pequeno papel nos
processos de transporte, podendo afetar a durabilidade e desempenho dos materiais
cimenticios.

¢ Os poros capilares, que sdo formados nos espacos cheios de dgua que ndo foram
preenchidos por produtos de hidratacdo e tem tamanho variando de poucos hanémetros a
dezenas de micrémetros;

o E por fim, os vazios de ar que apresentam tamanhos variando de dezenas de
micrometros a milimetros. Estes vazios correspondem a uma pequena fracdo de toda a
porosidade, ficam isolados e praticamente ndo influenciam nos processos de transporte

de &gua e agentes agressivos.
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Com isso, pode-se concluir que a porosidade capilar é a que mais afeta as
propriedades dos materiais cimenticios, por apresentar uma rede interligada de poros, facilita o
transporte de agua e agentes agressivos para o interior dos materiais, acelerando seu processo
de degradacéo e diminuindo sua durabilidade (NEVILLE e BROOKS, 2013)

Como a porosidade esta intimamente ligada a durabilidade do material, os
dados de porosidade total, assim como, a distribui¢do dos poros em sua microestrutura permite
inferir conclusdes sobre o desempenho deste material a longo prazo (BEAUDOIN et al., 1994).

Atualmente ha varios métodos para determinar a porosidade, entre eles, ha os
métodos destrutivos, 0s quais, geralmente alteram a estrutura do material analisado, e 0s
métodos ndo destrutivos, aqueles que permitem a integridade do material durante o ensaio. O
ensaio normativo que da um indicativo da porosidade é o ensaio de absorcdo de agua,
padronizado pela NBR 9778. Além deste, pode-se citar a microtomografia computadorizada de
raios-X, que € um método ndo destrutivo e a porosimetria por intrusdo de mercurio (PIM), que
é um método destrutivo.

A principal diferenca entre estas analises, é que a padronizada pela NBR 9778
e a PIM analisam apenas 0s poros permeaveis, enquanto na microtomografia é possivel
quantificar os poros abertos e fechados dos materiais cimenticios. Entretanto, vale ressaltar que
a M-CT s6 quantifica poros acima da resolucdo espacial utilizada para cada amostra medida, o
que pode resultar em valores diferentes de porosidade, quando comparada aos demais métodos.

2.2.2.1 Microtomografia computadorizada de raios-X

A microtomografia computadoriza (U-CT) de raios-X é um método néo
destrutivo de analise da porosidade dos materiais, além de fornecer informacdes e imagens da
estrutura interna do objeto analisado. Seu funcionamento baseia-se na propriedades que os
materiais tém de absorverem a radiacdo de maneira diferenciada dependendo da sua densidade
e composicao quimica. A técnica divide o objeto em fatias que sdo apresentadas em formas de
imagens bidimensionais, obtendo por meio de algoritmos computacionais, imagens em 3D (JR
MATTANA, 2010).

A Figura 9 representa o funcionamento interno do microtomdgrafo, no qual,
0 objeto fica posicionado entre a fonte de raios-X e o detector. A amostra sofrera rotaces
precisas de alguns décimos de graus, até completar 360 graus, e a cada rotacao o detector obtera
as projecdes das fatias (MAURICIO et al., 2012).
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Figura 9 - Esquematizagédo do funcionamento do microtomografo.
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Fonte: adaptado de MAURICIO et al. (2012)

A partir destas projeces, é definido para cada pixel um valor de uma escala
de cinza, proporcional aos coeficientes de absorcdo, sendo que quanto mais denso mais escura
sera sua imagem (LIMA et al., 2007). A partir disso, é possivel visualizar os poros de cada
projecdo do material e através de processos matematicos, calcular a porosidade.

Os meios convencionais de determinacdo da porosidade, como por intrusdo
de mercurio, de gases e metodos teoricos, apesar de sua importancia, ndo conseguem
caracterizar a estrutura interna do material além de, alguns destes serem métodos de analises
destrutivos (JR MATTANA e COSTA, 2011).

Nem sempre métodos diferentes de determinacdo da porosidade dos materiais
cimenticios resultam em valores semelhantes. Isso porque os métodos de ensaios tradicionais
para a determinacdo desse indice geralmente alteram a estrutura da pasta de cimento,
principalmente quando envolvem adi¢do ou remogé&o de liquido (NEVILLE e BROOKS, 2013).

A automacdo de métodos que determinam a porosidade de materiais €
objetivo de trabalhos que vém sendo produzidos ao longo do tempo. Alguns desses métodos
utilizam imagens de alta qualidade que sdo trabalhadas através de técnicas e programas de
processamento de imagens digitais.

Estudos com relacdo a analise da diminuicdo da porosidade por
biocimentacdo promovida por bactérias por ensaio de microtomografia de raios X ainda séo
escassos. Sendo que é mais usual a verificagdo desta diminuicdo a partir de ensaios de absor¢ao

de &gua e intrusao de mercurio.
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2.2.2.2 Absorcdo de agua

Segundo Mehta e Monteiro (2014) a 4gua esté presente em todos os tipos de
deterioracdo dos materiais cimenticios, como as moléculas de agua sao muito pequenas, elas
conseguem penetrar em cavidades e poros extremamente finos. Além disso, a agua é
considerada o solvente mais conhecido, pela sua capacidade de dissolver o maior nimero de
substancias, podendo carregar consigo substancias organicas e sais que acabam causando
manifestacdes patoldgicas nos materiais cimenticios.

Como ja foi abordado, a adicdo de bactérias de género Bacillus nos materiais
cimenticios resulta em um processo que é denominado de biocimentacdo, que nada mais é do
que a precipitacdo de cristais de CaCOs por vias metabdlicas bacterianas, que acarreta no
fechamento de poros e fissuras. Para tanto, torna-se relevante analisar a absorcao de dgua destes
materiais, pois se ao longo do periodo de cura houver essa precipitacdo, havera a diminuicéo
da absorcao de 4gua de corpos de prova com adi¢do de bactérias.

Neste contexto, Abo-El-Enien et al. (2013) realizou estudos com adi¢do de
concentragdes de 0, 3,37x107, 8,59x107 e 1,49x108 células de B. pasteurii por mL, na 4gua de
amassamento. Os corpos de prova foram curados imersos em 20g/l de ureia e 25 molar de CaCl;
para anélise em idades de 3, 7 e 27 dias. No Grafico 7 estdo apresentados os resultados obtidos
nesse estudo.

Gréfico 7 — Variacdo da absorcao de 4gua em relacdo a concentracgdo de B. pasteurii/mL
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Com estes resultados, verificou-se que para todas as idades analisadas, quanto
maior foi a concentracdo de bactéria adicionada, menor foi a absor¢do de agua (ABO-EL-
ENIEN et al., 2013).

Os resultados apresentados por Chahal et al. (2012) e por Chahal e Siddique
(2013), podem ser visualizados nos Gréaficos 8 e 9, observou-se a mesma tendéncia dos
resultados da resisténcia a compressdo (apresentado em 2.2.1), onde os corpos de prova
contendo a concentragdo de 10° células/mL resultaram na menor absorcao de agua.

Gréfico 8 — Variacdo da absorcao de 4gua em funcao da concentracéo de bactérias
adicionadas em concreto com adicao de diferentes substitui¢es de Cinza Volante (CV)

20 - & 0%CV 210%CV = 20%CV @ 30%CV

Absor¢do de agua (%)

0 10° 10° 107
Concentracao (células/mL)

Fonte: Chahal et al. (2012)

Gréfico 9 — Variacao da absorcao de dgua em relacéo a concentracgdo de bactéria
adicionada em concreto com adicao de diferentes substitui¢des de Cinza Volante (CV) e
Silica Ativa (SA)
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Fonte: Chahal e Siddique (2013)
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Da mesma forma que foi observado pelos autores na resisténcia a compressao,
independente das porcentagens de substituicfes efetuadas, a absor¢do de dgua diminui até a
concentracéo de 10° células/mL e a partir do aumento da concentragdo apds 10°, a absorcéo de
agua torna a aumentar, apontando a concentracio de 10° como a ideal a ser utilizada.

Porém o ensaio de absorcdo de &gua ndo tem capacidade de fornecer o
tamanho dos poros existentes, nem a porcentagem de poros que ha em cada tamanho, diferente

da microtomografia computadorizada de raios X e da porosimetria por intruséo de mercdrio.
2.2.2.3 Porosimetria por intrusao de mercurio (P1M)

A Porosimetria por Intrusdo de Mercurio tem sido uma técnica experimental
utilizada para caracterizar aspectos morfolégicos de materiais porosos. A PIM foi originalmente
desenvolvida para determinar a distribuicdo do tamanho de poros na faixa dos macroporos
(GREGG & SING, 1982). De acordo com Moravia et al. (2006), essa técnica é adequada para
avaliar poros com didmetros entre 0,04 um e 300 pum.

A PIM se baseia no fato de que o mercurio se comporta como um fluido ndo
molhante e por consequéncia, ndo penetra espontaneamente em poros abertos ou fissuras dos
materiais analisados, ao menos que se aplique uma pressao sobre ele (SCHMITT, 2009).

A amostra é ensaiada em um equipamento dotado de um penetrdmetro,
conforme representado na Figura 10. Sobre a amostra é aplicado vacuo sobre a amostra e na
sequéncia o recipiente é preenchido com mercurio, sendo que ao se aumentar a pressao exercida
sobre o liquido, este penetrara nos poros cada vez menores (SCHMITT, 2009).

Figura 10 — Principio da técnica de PIM, onde po é a pressao inicial aplicada sobre a
amostra

Preenchimento  Aplicacio
Vécuo com mercurio de pressao

Fonte: Adaptado de SCHMITT (2009).
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A curva da porosimetria é obtida através da informacéo do volume de poros
do material que foi penetrado pelo mercudrio a uma dada pressao. De acordo com Porcheron &
Monson (2004) este método de célculo da porosidade traduz as pressdes aplicadas em valores
de distribuicdo de tamanho de poros do material. A Equacdo 2 (Equacdo de Washburn) é

utilizada para este célculo.

—4xy cos6
P

D = Equacéo 2

Onde:

e D é o didmetro do poro;

e P éapressdo necessaria para que o mercurio adentre naquele tamanho de poro;
e vy ¢ainterpretacdo de tensdo superficial e;

e 0 ¢ o0angulo de contato entre 0 mercurio e a parede do poro.

De Muynck et al. (2010) realizou estudos de PIM em amostras de calcério
com adicdo de bactérias a partir da imersdo das amostras em culturas crescidas de Bacillus
sphaericus durante um dia de idade e observou que apds esse periodo de exposicdo ndo houve
diferencas significativas entre a PIM das amostras o tratamento com bactéria e com esse
tratamento.

Além destes ensaios, para averiguar se a diminuicdo dos poros por
biocimentacdo se da pela precipitacdo bacteriana de CaCO3 sao feitas analises microestruturais
a partir de Microscopio Eletronico de Varredura (MEV), Sistema de energia dispersiva (energy

dispersive system - EDS) e termogravimetria (TG).

2.2.3 Anadlise microestrutural por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Sistema de

Energia Dispersiva (EDS)

A andlise por Microscopio Eletrénico de Varredura é utilizada em diversas
areas do conhecimento, este microscopio é capaz de produzir imagens de alta resolucdo da
superficie de uma amostra. A imagem é formada pela incidéncia de um feixe de elétrons na
superficie da amostra, promovendo a emissdo de elétrons secundarios e retroespelhados. A
imagem representa em tons de cinza a contagem destes elétrons secundarios e retroespelhados,
emitidos pelo material analisado (DUARTE et al., 2003).

Além das imagens, pode ser acoplado ao MEV um sistema de EDS (Energy
Dispersive System), que possibilita a determinacdo da composic¢do qualitativa das amostras, a

partir da emissao de raios X caracteristicos. O limite de deteccéo é da ordem de 1%, mas pode
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variar de acordo com as especifica¢des utilizadas durante a analise, como o tempo de contagem,
por exemplo (DUARTE et al., 2003).

O uso de MEV e EDS pode ser utilizado tanto para a visualizacdo da
precipitagdo de CaCOs por agdo bacteriana quanto para a verificagdo da microestrutura dos

produtos de hidratacdo do cimento.
2.2.3.1 Anadlise dos cristais de CaCO3

A andlise por MEV e EDS nos estudos de biocimentacdo sdo bastante
utilizados, pois pode-se verificar o fechamento de poros nos materiais cimenticios analisados,
assim como a precipitagédo dos cristais de CaCOs, analisando a partir de EDS se os locais onde
0s cristais sdo visualizados apresentam picos de célcio.

Alguns estudos de micro analise ja foram realizados na area, De Muynck et
al. (2008) utilizou a bactéria ureolitica B. sphaericus na concentracio de 10’ esporos/mL,
adicionando essa bactéria como um tratamento de superficie, a partir da imersao das amostras
em duas solugdes, uma contendo a bactéria com cloreto de célcio e outra com acetato de célcio.

Os resultados da analise por lupa e MEV podem ser visualizados na Figura 11.

Figura 11 - MEV do tratamento de superficie com amostras de referéncia (sem bactéria) e
com bactéria, tratadas com cloreto de calcio e acetato de calcio.

Referencia Cloreto de Calcio Acetatode Calcio

Lupa

Fonte: Muynck et al. (2008)

Pode-se observar que nas imagens das amostras de referéncia (sem adicdo de

bactéria) ndo houve a precipitacdo de cristais, ja nos com adicdo de B. sphaericus na
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concentracdo de 107 esporos/mL ocorreu a precipitagdo, tanto para a adicdo com cloreto de
calcio, quanto para adicdo com acetato de calcio. Porém, verificou-se que as amostras com
acetato de célcio precipitaram CaCOsde uma forma mais densa e homogénea, ao longo de toda
superficie, quando comparada a amostra contendo cloreto de célcio.

Chahal e Siddique (2013) ensaiaram amostras de concreto com substituicdo de
cinza volante e silica ativa ao cimento, com adigdo de trés concentracdes de B. pasteurii, 102,
10°, 107 células/mL. Os resultados obtidos por MEV e difracio de raios X (DRX) podem ser
visualizados na Figura 12, onde em (a) estdo as amostras sem adicdo de bactéria e sem nenhuma
substituicdo a massa de cimento, em (b) com adicdo de bactéria e com substituicdo de 10% de
cinza volante e 10% de silica ativa; em (c) DRX da referéncia, sem bactéria e sem substituicGes

e em (d) DRX da amostra representada em (b).

Figura 12 - MEV das amostras de concreto
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Fonte: Chahal e Siddique (2013).

Com a analise dos resultados de MEV apresentados por Chahal e Siddique
(2013), verificou-se que as amostras sem adicdo de bactéria ndo apresentaram a precipitacdo de
cristais e ndo teve picos de calcita no DRX, mostrando que ndo ocorreu a precipitacdo de
CaCQg, diferente da amostra com adicao de bactéria.

Além destes autores, Park et al. (2012) realizou estudos com a bactéria B.
subtilis no meio de cultivo B4. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 13. Onde o
controle foi efetuado de duas formas, apenas o meio de cultivo Figura 13 (a), o meio de cultivo
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com o indculo da bactéria E. coli, que ndo precipita cristais, Figura 13 (b), a bactéria B. cereus
na Figura 13 (c) e B. subtilis na Figura 13 (d).

Figura 13 — Analise da precipitacdo de CaCO3s no meio de cultivo B4
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Fonte: Park et al. (2012)

Da mesma forma do apresentado pelos autores ja relatados, o estudo realizado
por Park et al. (2012) verificou que apenas o meio de cultivo e a bactéria E. coli ndo tem
capacidade de precipitacdo de CaCOs, diferente das bactérias B. cereus e B. subtilis. Pode-se
observar que houve maior precipitacdo nas amostras contendo B. subtilis, e a presenca de calcita
foi comprovada a partir do DRX.

Abo-El-Enien et al. (2013) realizou anélise em MEV e EDS de amostras com
a bactéria B. pasteurii em concentragdes de 0, 3,37x10’, 8,59x10’ e 1,49x10® células/mL na
agua de amassamento das amostras, as quais foram curadas imersas em 20g/l de ureia e 25

molar de CaCl; para analises. Os resultados obtidos podem ser visualizados na Figura 14.
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Figura 14 — MEV dos corpos de prova de referéncia e contendo B. pasteurii em diversas
concentracdes, assim como o0 DRX na regido dos cristais
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Fonte: Abo-El-Enien et al. (2013)

A partir da analise da Figura 14, pode-se observar que em todas as amostras
contendo adicdo de bactérias houve precipitagdo de CaCOs, confirmado pela presenca de célcio
no EDS, ja nas amostras sem adicao de bactérias, essa precipitacdo nao foi verificada.

Além desses autores, De Muynck et al. (2008) utilizou a bactéria B.
sphaericus na concentracio de 107 esporos/mL para analisar a precipitacido de CaCOs. A Figura
15 ilustra os resultados obtidos na pesquisa, onde em (a) a bactéria B. sphaericus estd em meio
contendo cloreto de célcio, em (b) em cloreto de calcio com nutrientes, em (c) com acetato de

calcio e em (d) com acetato de calcio e nutrientes.

Figura 15 - Precipitagdo de CaCOs promovida por B. sphaericus (a-d)

Fonte: Muynck et al. (2008)
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Pode-se observar que houve a precipitacdo de cristais de CaCO3z em todas as
amostras, independente das adi¢cdes que as mesmas continham, apresentando apenas pequenas

variacdes de morfologia.
Xu e Yao (2014) também realizaram MEV e EDS em amostras de argamassas

com adi¢do de B. cohnii com lactato de célcio e glutamato de calcio na &gua de amassamento,
as quais foram curadas imersas em agua. A Figura 16 ilustra os resultados obtidos pela pesquisa,
onde em (a) esta representada a Microscopia Eletronica de Varredura da amostra e em (b) esta

0 EDS do local indicado em (a).

Figura 16 — MEV e EDS da amostra contendo cristais precipitados pela bactéria B.
cohnii
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Fonte: Xu e Yao (2014)

Na Figura 16 (b) verificou-se um pico de ouro, o qual é proveniente da
preparacdo da amostra para andlise. Foi passada uma pelicula de ouro sobre a amostra afim de
se obter uma imagem de melhor qualidade e fazer ao mesmo tempo a imagem e 0 ensaio de
EDS.

Como nas demais amostras analisadas, observou-se que houve a precipitacao
de CaCO3 pela presenca de Célcio (Ca), Carbono (C) e oxigénio (O). Os outros componentes
podem ser resultantes de residuos dos meios de cultivo ou da preparacdo da amostra. Porém,
cabe salientar que estes componentes foram encontrados em pequena escala, sendo que em
algumas amostras, 0s autores até retiraram os elementos dos picos, para enfatizar a importancia

do calcio nos resultados de EDS.
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2.2.3.2 Anadlise dos produtos de hidratacdo do cimento

Quando a agua é adicionada ao cimento Portland inicia-se um processo
reativo exotérmico, a partir do qual desenvolvem-se reacdes de hidratacdo, formando ligagdes
gue ministram resisténcia a pasta. Nos primeiros minutos do contato da agua com o cimento, o
aluminio e o ferro reagem com o gesso, formando um gel amorfo na superficie dos gréos de
cimento e pequenos cristais de etringita, o que vai consumindo o célcio presente no ambiente,
até que se atinja o periodo de dorméncia (DUARTE, 2010).

Apds o periodo de dorméncia, da-se a reacdo dos silicatos de calcio no interior
dos graos, formando o hidréxido de calcio (Ca(OH).) e os silicatos de célcio hidratados (C-S-
H). O hidroxido de célcio (HC) tem forma hexagonal e lamelar, podendo apresentar um
tamanho médio de 7 pm e t€ém como grande limitagdo ao seu crescimento os tortuosos caminhos
de vazios capilares livres (DUARTE, 2010). Na Figura 17 se apresenta a morfologia dos cristais
de HC.

Figura 17 — Aglomerado de cristais de HC na superficie de C3S ap06s 2,5 horas de
hidratacdo

Fonte: Duarte, 2010.

Ja 0 C-S-H pode ser visualizado de duas formas, uma externa ao gréo e outra
interna. Quando o silicato tricalcico (CsS) reage com a &gua, ocorre a produgdo do C-S-H
exterior (Figura 18), que apresenta estrutura fibrilar alongada e fina, com textura irregular e
elevada porosidade, a qual é formada nos espagos anteriormente ocupados pela agua. Ja o C-S-
H interior vai se formando préximo de superficies com C3S e é formado nos lugares
anteriormente ocupados pelos gréos de cimento, possuindo estruturas com texturas uniformes
(RICHARDSON, 2007; DUARTE, 2010).
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Figura 18 — C-S-H exterior formado apds duas semanas de hidratacao

Fonte: Duarte (2010).

Cabe ressaltar que o C-S-H é o principal componente do processo de
hidratacdo do cimento Portland e também é um dos principais contribuintes o desenvolvimento
da a resisténcia (CIACH et al., 1974). Este material é formado por um conjunto de substancias,
compostas por uma associacao de particulas quase amorfas que contém calcio, silica e agua na
sua composi¢do (DUARTE, 2010).

A Figura 19 é uma representacao tipica dos produtos de hidratacdo do cimento
Porland, onde pode ser visualizado os cristais de hidréxido de célcio, de silicato de calcio
hidratado e de etringita (ALIZADEH, 2009).

Figura 19 - Produtos de hidratagdo do cimento Porland
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Fonte: ALIZADEH (2009)

A etringita tem como constituintes o célcio, aluminio, hidrogénio, enxofre e

oxigénio e é formada durante a fase de hidratacdo da pasta de cimento por dissolu¢do do
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aluminato tricélcico e do gesso. Normalmente tem morfologia de longos prismas hexagonais
que se formam entre 8 e 20 horas de hidratagdo. A etringita pode apresentar diferentes

configuracdes, pois sua cristalizacédo se adapta ao espaco disponivel (DUARTE, 2010).
2.2.4 Termogravimetria (TG)

A Termogravimetria analisa a variagdo da massa de uma amostra submetida
a um aquecimento pré-definido. O equipamento de termogravimetria € composto de uma
balanca acoplada ao forno resistivo, o qual vai proporcionando o aguecimento e juntamente a
este aquecimento é tracada a curva termogravimetrica. Esta curva relaciona temperatura com
perda de massa em funcdo do tempo, e a partir disso o material é caracterizado (CORDEIRO,
2006).

Uma forma comum de analisar a curva termogravimétrica é tracar os dados
da perda de massa pelo aumento da temperatura ou ao longo do tempo. Conhecendo a
temperatura em que ocorre a decomposi¢cdo de um determinado composto quimico é possivel
através de célculo estequiométrico utilizar dados de perda de massa e estimar a quantidade deste
composto na amostra analisada (NITA e JOHN, 2007).

Nos materiais cimenticios, uma das utilidades da termogravimetria é
quantificar a quantidade de hidréxido de célcio das reagdes de hidratagdo do cimento. De acordo
com TAYLOR (1990) a decomposicdo do hidroxido de célcio ocorre entre 425°C a 550°C,
temperatura na qual ocorre a diminuic¢do do pico neste intervalo de temperatura. Sendo assim,
ocorre a constatacdo da atividade pozolanica, representando o consumo de hidréxido de célcio.

Para a andlise de materiais cimenticios com adicdo de bactéria, a
termogravimetria € utilizada para verificar a presenca de carbonato de célcio. Quando os cristais
de CaCOs estdo presentes no material de reparacdo, que se decompde em CO, e CaO ap0os
aquecimento, de acordo com a Equacdo 3 (VAN TITTELBOOM et al., 2010).

CaCOs(slido) — CaOsolido) + CO2(gasoso) Equacdo 3

Segundo Oniyama e Wahlbeck (1995) o CaCOs se dissocia entre
temperaturas de 650 a 750°C, resultando em uma perda de massa causada pela libertacdo de
COa.

Van Tittelboom et al. (2010) realizou analise termogravimétrica em amostras
extraidas de fissuras, tratadas com B. sphaericus imobilizados em silica gel (SG), presentes em

uma solugéo equimolar de ureia e célcio, com duas diferentes fontes de célcio, acetato de calcio
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(Ca(CH3CO0O0)y) e cloreto de calcio (CaCl»). Estes meios foram testados com bactérias viaveis
e também com bactérias que foram autoclavadas, para avaliar se ocorria a precipitacdo de
CaCOs nas mesmas condigdes, porém com as células mortas. Os resultados obtidos estéo

apresentados no Gréfico 10.

Grafico 10 — Termogravimetria das amostras contendo B. sphaericus
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Fonte: Van Tittelboom et al. (2010)

Pode-se observar que houve uma pequena perda de massa até as temperaturas
de 200°C em todas as amostras, material este proveniente de restos de matéria organica. Porém,
a maior perda de massa observada foi nas amostras onde a bactéria ndo foi autoclavada, entre
as temperaturas de 550 a 800°C, mostrando que nestas amostras houve a precipitagéo de cristais
e 0s mesmos foram dissociados sob aquecimento em ensaio. Pode-se observar ainda que a
precipitacdo de CaCO3z foi maior no meio contendo acetato de célcio, comprovando que nestas
condicdes, a adi¢do de acetato de célcio proporciona maior precipitacdo de CaCOs3 por meio da
B. sphaericus.
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3 MATERIAIS E METODOS

Frente aos objetivos da pesquisa foi realizada uma pesquisa bibliografica
continua em artigos nacionais e internacionais, dissertacoes e teses, durante todas as fases do
projeto, a fim de subsidiar o planejamento metodologico adequado. Sendo assim, a parte
experimental foi dividida em duas campanhas experimentais, conforme apresentado na Figura
20.

Figura 20 — Fluxograma do trabalho experimental
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Fonte: O proprio autor.

Na primeira campanha experimental define-se a bactéria que proporcione a
maior precipitacdo de CaCOgz, em meio especifico. Essa escolha foi realizada a partir de analises
de quantificacdo de CaCOz3 precipitado por meio de filtragcédo e, verificagdo da morfologia e
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composi¢do quimica dos cristais por meio de Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) e
Sistema de Energia Dispersiva (EDS), respectivamente.

A partir da bactéria ideal encontrada na primeira campanha experimental se
inicia a segunda, visando avaliar duas formas de adicdo dos esporos bacterianos a uma
argamassa, na dgua de amassamento no momento da mistura e outra por imersao dos corpos de

prova em solugéo contendo os esporos bacterianos.
3.1 PRIMEIRA CAMPANHA EXPERIMENTAL

Na primeira campanha experimental avaliou-se a eficiéncia da precipitacdo
de carbonato de calcio promovida pelas bactérias. Para tanto, tornou-se necessario entender
quais os metabdlicos envolvidos no processo de bioprecipitacdo de CaCOas. Para isso, foram
realizados testes para verificar se as bactérias B. cereus e B. subtilis AP91 produzem biofilme
e enzima urease. ApOs estes ensaios, com as mesmas bactérias, analisou-se a morfologia do
CaCOs precipitado pela mudanca de pH durante a producdo de biofilme, em meio especifico,
simulando como ocorreria essa precipitacdo nos materiais cimenticios.

Cabe destacar que a bactéria B. subtilis AP91 foi adquirida do Instituto
Biologico de Sao Paulo, em forma de esporos dispersa em solucdo salina e de acordo com
informagao repassada pelo pesquisador, a mesma foi isolada de folhas de arroz da variedade
agulha precoce. Ja a bactéria B. cereus foi crescida a partir de uma aliquota do medicamento

Biovicerin, que contém 5x10° esporos/mL.
3.1.1 Estudo Preliminar A

Este estudo foi realizado para o entendimento de como as bactérias precipitam
0 CaCO:s. Para tanto, testou-se as bactérias quanto a producédo de biofilme e da enzima urease.
Ambos os testes foram realizados no Laboratério de Bacteriologia Basica e Aplicada da

Universidade Estadual de Londrina.
3.1.1.1 Producdo de Biofilme

Para avaliar a producéo de biofilme das bactérias B. cereus e B. subtilis AP91,
foi testada a metodologia apresentada por Kerbauy et al. (2016), com um meio de precipitacéo
de CaCOs, denominado B4. Este meio simula o que acontecerd quando as bactérias forem
adicionadas aos materiais cimenticios. De acordo com Bduerlein (2003) a precipitacdo de

CaCOg a partir do meio B4 se da pela mudanca de pH para o alcalino, o que ocorre em um pH
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de em média 8,2. Cabe salientar que Marvasi et al. (2013) afirma que essa mudanca de pH
ocorre durante a formacéo de biofilme.

O meio B4 foi produzido na proporg¢édo de 10 mL, contendo 0,049 de extrato
de levedura (Difco), 0,25mL de solucdo de acetato de calcio (Sigma) a 10% e 0,17mL de glicose
(Sigma) a 40%, sendo que para sua elaboracdo foram seguidas as prescri¢cdes descritas por
Marvasi et al. (2013), onde para a mistura do meio, o extrato de levedura e o acetato de célcio
foram autoclavados separadamente com agua destilada, para evitar a floculacéo do acetato de
calcio. Apos permanecerem na autoclave por 15 minutos a 121°C, o meio foi homogeneizado
em capela de fluxo laminar, afim de evitar qualquer contaminacéo.

As bactérias testadas foram a B. subtilis AP91 e B. cereus e o controle
utilizado foi a bactéria E. coli HB101 (ndo produtora de biofilme). Cada bactéria foi inoculada
em meio Luria-Bertani (LB), contendo 10 g/L de digestdo enzimatica de caseina, 5 g/L de
extrato de levedura e 10 g/L de cloreto de sddio. As cepas foram mantidas em estufa a 37°C
durante 24 horas para reativacdo das células, para posterior analise da producao de biofilme.

Para andlise da producao de biofilme, colocaram-se 4 laminulas tratadas com
poli-L-lisina'? em 4 pocos de uma placa de 24 pocos, conforme a Figura 21. Em cada um destes
pocos, foi colocado 1 mL de meio B4 estéril e 50 uL de solugdo crescida em LB durante 24
horas contendo as 3 bactérias (B. subtilis AP91, B. cereus, E. coli HB101). Na quarta laminula
analisou-se se 0 experimento estava contaminado. Para tanto, no poco contendo a ultima
laminula foi inserido apenas o meio de cultivo, denominado teste branco. A placa foi

armazenada durante 24 horas em estufa a 37°C juntamente com o restante do meio de cultivo.

Figura 21 - Placa com 24 pogos

Fonte: O préprio autor.

12 Material utilizado para garantir uma boa aderéncia do material a ser fixado sobre a laminula.
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Na sequéncia, retirou-se a solugéo crescida por meio de pipetas e a mesma foi
descartada. Em seu lugar foram inseridos 1 mL de solug&o salina 0,85% para lavar a laminula
com material fixado, este procedimento foi repetido 3 vezes. Em seguida, retirou-se o cloreto
de sodio (NaCl) e foram inseridos mais 1 mL de meio de cultivo esterilizado em cada poco,
para que houvesse o crescimento da bactéria e do biofilme sobre o material aderido na laminula
e a placa foi novamente armazenada em estufa & 37°C por 24 horas.

Posteriormente, as amostras foram desidratadas com solucdo crescente de
alcool (Merck®), a 70, 80, 90 e 100%, durante 15 minutos para cada alcool e tal procedimento
repetiu-se quatro vezes. Por fim, as amostras foram preparadas para analise em Microscopio
Eletronico de Varredura (MEV) FEI Quanta 200 no Laborat6rio de Microscopia Eletronica e

Microanalise da Universidade Estadual de Londrina.
3.1.1.2 Producdo de Urease

O teste de producdo de urease foi realizado a partir do meio &gar ureia de
Christensen e possui os constituintes apresentados no Quadro 4. O resultado desta analise se da
por diferenca de coloracdo, onde o meio muda para cor rosa caso haja a degradacdo da ureia
por meio da enzima urease, e fica amarelo caso ndo haja a producao da enzima. As bactérias
testadas foram B. subtilis AP91 e B. cereus. Para a garantia de um resultado satisfatério, a
analise foi realizada com um controle positivo e um controle negativo, onde no controle positivo
incubou-se a bactéria Klebsiella penoumoniae que é produtora de urease, e no controle negativo
a bactéria E. coli HB101 que nédo produz a enzima.

No Quadro 4 estd apresendada a formulacdo do meio &gar ureia de
Christensen, o qual foi diluido de acordo com a orientacdo do fabricante (2,4 gramas em 95mL
de &gua destilada). Na sequéncia ferveu-se 0 meio para que se dissolvesse completamente.
Entdo o meio foi esterilizado a 115°C por 20 minutos e esfriado até 50°C, nessa condicdo foi
adicionado 5 mL de solucdo de ureia 40%. Por fim, distribuiu-se 0 meio em tubos estéreis, 0s
quais foram colocados em estufa a uma temperatura de 37°C para a analise ap0s 24 horas com

o resultado do ensaio.
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Quadro 4 — Constituintes meio agar ureia de Christensen

Constituintes Quantidade (g/l)
Peptona 1,000
Glicose 1,000

Cloreto de sédio 5,000
Fosfato dissodico 1,200
Fosfa:to . 0,800
monopotassico
Vermelho de fenol 0,012
Agar 15,000
Ureia *

* Deve ser adicionado 5 mL de ureia em
solugdo 40%, apds o meio ser autoclavado.

3.1.2 Estudo Preliminar B

Apds o estudo preliminar A ser efetuado iniciou-se o estudo preliminar B, no
qual foi analisada da precipitacdo de CaCOs a partir da mudanca de pH durante a formacao de
biofilme. Paratanto, foram testadas as bactérias B. cereus e B. subtilis AP91, a bactéria E. coli
HB101 foi utilizada como o controle do teste, ja que ndo € produtora de biofilme e de cristais
de CaCOz por meio da mudanca pH. Este estudo realizou-se para verificar in vitro como
ocorreria a precipitacdo de CaCOz nos materiais cimenticios. Para tanto, utilizou-se 0 meio de

cultivo B4, conforme ja descrito anteriormente.
3.1.2.1 Preparacdo do meio B4 e inoculo da bactéria

Preparou-se 0 meio B4 na proporcdo de 60 mL, seus constituintes e
procedimentos de mistura seguiram 0s parametros apresentados por Marvasi et al. (2013). O
meio foi vertido em 9 tubos conicos de poliestireno de 15 mL, conforme a Figura 22, e as
bactérias E. coli HB101, B. cereus e B. subtilis AP91 foram inoculadas em triplicata e
armazenadas durante 7 dias em agitador a 37°C, com agitacdo constante de 170 rpm, para

posterior analise em MEV, EDS e quantificacdo dos cristais precipitados.
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Figura 22 — Tubos conicos de 15 mL com as bactérias inoculadas

Fonte: O proprio autor.

3.1.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Sistema de Energia Dispersiva
(EDS) do CaCOs precipitado

Para avaliar a composic¢do quimica do material precipitado, a morfologia e
como ocorre a bioprecipitacdo de CaCOs, foram retirados 20 pL de solucdo de cada bactéria
crescida por 7 dias para analise por MEV e EDS, observando se a parede celular bacteriana atua
como local de nucleagdo dos cristais, como esquematizado por De Muynck et al. (2010).

Para tanto, 20 pL de cada cultura e 20 pL da solucgdo fixadora (glutaraldeido
2,5% em tampdo cacodilato 0,1M) foram adicionadas a laminulas previamente tratadas com
poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, USA). Apdés 30 minutos, o volume da solugdo fixadora foi
completado para 500 pL. As amostras sofreram fixagéo por 18 horas e pds fixadas em tetroxido
de 6smio por 1 hora. As amostras foram desidratadas em um gradiente crescente de etanol (70,
80, 90 e 100%), secas ao ponto critico com CO2 (BALTEC CPSD 030), metalizadas com ouro
(BALTEC SDC 050) e observadas em MEV (FEI Quanta 200).

3.1.2.3 Quantificacdo do material retido no filtro

Para quantificacdo do material retido no filtro, os tubos de poliestireno de 15
mL contendo 5 mL de solucdo crescida foram divididos em dois, contendo 2,5 mL em cada.
Estes tubos foram centrifugados a uma rotacao de 2500 rpm por um periodo de 3 minutos, para
que os cristais fossem para o pellet e a matéria organica ficasse no sobrenadante, de acordo com
o0 descrito por Perito et al. (2014).

Em seguida, descartou-se o sobrenadante e nos tubos de poliestireno de 15
mL foram inseridos 2 mL de hipoclorito de célcio saturado e 2 mL de agua de seringa, esta

nova solugdo sofreu homogeneizacdo em vortex durante 1 minuto, para entdo ser filtrada por
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filtro de papel com abertura de 2 um. Quantificou-se a massa do filtro em balanca de precisao
antes de ser utilizado e apds a amostra ser filtrada e seca em estufa a 37°C por 24 horas.
Para a determinacdo da massa de CaCOs precipitado, foi utilizada a Equagéo

1 ja apresentada em 2.1.2.3.
3.2 SEGUNDA CAMPANHA EXPERIMENTAL

Para selecionar a forma de adigéo ideal dos esporos bacterianos aos materiais
cimenticios, foram necessarios estudos do comportamento desses materiais no estado fresco e
endurecido, assim como uma avaliacdo da sua microestrutura.

Para tanto, testaram-se duas formas de adi¢cdo dos esporos da bactéria B.
subtilis AP91 a uma argamassa bésica, na &gua de amassamento no momento da mistura e por
imersdo dos corpos de prova em solucdo contendo os esporos da bactéria, apds a desmoldagem
dos mesmos.

Esta campanha experimental foi realizada para verificar qual forma de adicéo
dos esporos bacterianos proporciona melhores desempenhos em uma argamassa basica, com

relacdo as propriedades mecanicas e caracteristicas microestruturais.
3.2.1 Materiais

Os materiais necessarios para a realizacdo desta campanha experimental

foram:

e Cimento Portland CPII E-32;

e Areia quartzosa, proveniente do Rio Parana;

e Agua potavel, proveniente da rede de distribuicdo da SANEPAR.

e Solucdo tampdo fosfato, com 1,05 g/l de Fosfato de Sodio (bibasico-anidro),
correspondente a 0,07% em relacdo a massa de cimento, 0,36 g/l de Fosfato de Sodio
(monobasico), correspondente a 0,02% em relagdo a massa de cimento, e 8,17 g/l de
NaCl, correspondente a 0,51%, em relacdo a massa de cimento.

e Esporos da bactéria B. subtilis AP91, pois de acordo com os resultados obtidos na
primeira campanha experimental, o uso da bactéria B. subtilis AP91 foi mais
satisfatorio do que a B. cereus, ja que a mesma teve capacidade de precipitar um

namero maior de cristais e por ndo gerar aménio como subproduto. Essa bactéria foi
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adicionada na concentracdo de 10° esporos/mL, de acordo com os resultados
apresentados na revisao bibliogréfica.

3.2.2 Meétodo

Nesta campanha experimental foram estudadas quatro argamassas, afim de
avaliar a melhor forma de adigdo dos esporos de B. subtilis AP91 a uma argamassa basica de
traco 1:3 (cimento: areia), em massa, com relacdo a/c de 0,63. Cabe ressaltar que ndo foi
objetivo do trabalho estudar o trago adotado, e sim analisar a biocimentacdo promovida pelos
esporos em um material cimenticio. Sendo assim, o trago adotado foi conforme apresentado por
Abo-El-Enien et al. (2013), Ghosh et al. (2009), Achal et al. (2013) e Xu e Yao (2014).

As argamassas e suas respectivas nomenclaturas adotadas estdo apresentadas

no Quadro 5.
Quadro 5 — Nomenclatura das argamassas
Nomenclatura adotada Descri¢cdo das argamassas
ARG_REF Argamassa de referéncia sem nenhuma adig&o.
ARG_CTF Argamassa com adicao de tampao fosfato no lugar da agua da mistura.
ARG ESP IM Argamassa com adicéo de solucéo de 10° esporos/mL de B. subtilis AP91

suspensos em solucdo tampdo fosfato por imerséo na dgua de cura.
Argamassa com adicéo de solugéo de 10° esporos/mL de B. subtilis AP91
ARG_ESP_AM suspensos em tampdo fosfato, os quais foram adicionados no lugar da
agua de amassamento da mistura.

Fonte: O proprio autor.

3.2.2.1 Preparo dos esporos bacterianos

Para obter uma solugdo de 10° esporos de B. subtilis AP91/mL, as bactérias
foram inoculadas em 100 mL de meio LB (Luria-Bertani), o qual foi armazenado sob agitagédo
de 170 rpm e temperatura de 37°C durante 48 horas. Apds as 48 horas, verteu-se 0 meio em
tubos de poliestireno de 15 mL, os quais foram centrifugados a 4.000 rpm, a temperatura de
23°C durante 3 minutos.

Na sequéncia, os tubos foram retirados da centrifuga, descartou-se o
sobrenadante e o pellet contendo as células bacterianas foi ressuspendido em solucdo tampé&o
fosfato, homogeneizado e centrifugado novamente, afim de retirar das células toda matéria
organica do meio em que as mesmas foram crescidas. Este procedimento foi repetido 4 vezes.

Ao final da ultima lavagem das células, as mesmas foram diluidas em solugao

tampéo e quantificadas a partir de espectrofotdmetro, com leitura de 600 nanémetros (nm). A
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concentracdo de células foi obtida a partir da aplicacdo da Equacdo 4 (RAMACHANDRAN et
al., 2001):
X=8,59*107*Y13627 Equacio 4
Onde:
e X: E a concentracdo em células/mL;

e Y: ¢ a leitura do espectrofotémetro, a 600 nm.

A partir da concentracao encontrada, foram realizados os calculos de diluicéo,
até atingir a concentracio desejada, de 10° células/mL, em quantidade suficiente para a
confec¢do dos materiais cimenticios, que foi de 7000 mL. A solug&o foi dividida em recipientes,
conforme ilustra Figura 23.

Figura 23 — Recipientes com a solucéo de 10° células de B. subtilis AP91/mL

Fonte: O préprio autor.

Esses recipientes com as solugdo de 10° células de B. subtilis AP91/mL foram
armazenados em camera fria a temperatura de 8°C durante dois dias, para que houvesse a
esporulacdo das células. Em seguida foram retirados da camara fria até que atingissem a

temperatura de 18°C, para serem utilizados na confecgdo das argamassas.

3.2.2.2 Caracterizagdo do agregado miudo

As caracteristicas do agregado miudo empregado foram determinadas de
acordo com as normas descritas no Quadro 6.

Quadro 6 — Ensaios de caracterizagdo do agregado miudo

Ensaio Norma
Analise granulométrica NBR NM 248/2003
Massa especifica NBR NM 52/2009
Massa unitaria NBR NM 45/2006

Fonte: O préprio autor.
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3.2.2.3 Elaboracéo das argamassas

O traco adotado para a elaboragéo das argamassas foi de 1:3, em massa, com
relacdo agua/cimento (a/c) de 0,63. Os consumos de materiais empregados em cada argamassa
dessa campanha estdo apresentados no Quadro 7, assim como o procedimento de cura de cada
argamassa dosada.

Quadro 7 — Consumo de materiais 2° Campanha Experimental

Cimento | Areia | Agua Tampéo Esporos de B.

Argamassas ) @ | (mL) | fosfato (mL) | subtilis/mL e
ARG._REF 23625 | 70875 | 1488 0 0 Em agua saturada
com cal
ARG_CTF 23625 | 70875 | 0 1488 0 Em agua saturada
com cal
Em 4gua saturada

5 (1)

ARG ESP AM | 23625 | 70875 | O 1488 10 s
Em solucéo

5

ARG ESP_IM | 23625 | 70875 | 1488 0 1050 contendo 10
esporos/mL
saturada com cal

@ A concentragdo de 10° foi dispersa nos 1488 ml de solugio tampéo fosfato.

Fonte: O proprio autor.

Padronizou-se o procedimento de mistura todas as argamassas, sendo estas
preparadas em misturador planetario. Primeiramente, o cimento e a areia foram misturados, em
seguida misturou-se por 30 segundos em velocidade baixa a metade da mistura de cimento e
areia com a metade da agua de amassamento. Na sequéncia acrescentou-se o restante do
material e da &gua, ligando o misturador poir 30 segundos em velocidade baixa. Cabe salientar
que a cada tempo, a cuba do misturador era rasada afim de que ndo ficasse material aderido a
ela.

Apds esse periodo, a velocidade passou a ser rapida durante 30 segundos e
depois foi reduzida durante 30 segundos. Na sequéncia homogeneizou-se a mistura por mais
dois minutos, sendo um em velocidade alta e outro em velocidade baixa. Posteriormente foram
realizados os ensaios no estado fresco: indice de consisténcia (NBR 13276/2005) e a massa
especifica (NBR 9833/2009).

Apds esses ensaios os corpos de prova foram moldados, sendo que:

e Os corpos de prova cilindricos, Figura 24(a), foram adensados em 4 camadas
com 30 golpes em cada, conforme prevé a NBR 7215/1997;
e Os prismaticos de 10x10x130 mm utilizados para analise de microtomografia

computadorizada de raios X e PIM, Figura 24 (b), foram adensados com 10 golpes em
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duas camadas, sendo que para este foi confeccionado um soquete, o qual esta
representado na Figura 24 (c);

e Os corpos de prova para anélise termogravimétrica foram moldados em tubos de
ensaio de vidro com 1,0 cm de diametro por 7,5 cm de altura, apresentado na Figura
24 (d), os quais foram compactados com 10 golpes em duas camadas. Apds a
moldagem dos tubos de ensaio, os mesmos foram selados com papel filme afim de nédo

terem contato com o CO..

Figura 24— Formas utilizadas na 2° Campanha Experimental, onde em (a) estao
apresentados os corpos de prova cilindricos, de 50x100mm; em (b) os prismaticos, de
10x10x130 mm; em (c) o soquete utilizado para a compactagdo dos corpos de prova
prismaticos e em (d) os tubos de ensaio utilizados para moldagem das amostras para
termogravimetria.

Fonte: O proprio autor.

Cabe ressaltar que em cada um dos moldes prisméticos, havia um corpo de
prova no qual foi induzida abertura de 0,8 mm, que segundo a Norma Basica para Pericias de
Engenharia do IBAPE/SP (2015) é classificada como trinca. Induziu-se a trinca a partir de um
fio de nylon, conforme ilustra a Figura 25. O fio de nylon foi colocado logo ap6s a moldagem
e retirado ap6s 3 horas e meia. Utilizou-se o corpo de prova trincado para anélise em MEV e
em lupa, afim de verificar se 0 CaCOs precipitado teria capacidade de fechar a trinca induzida.
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Figura 25 — Corpos de prova prismaticos moldadas com a trinca induzida

Fonte: O proprio autor.

Os quatro corpos de prova restantes, sem trinca, foram moldadas para analise
em microtomografo e porosimetro de intrusdo de mercdrio.

A desmoldagem dos corpos de prova ocorreu ap6s 48 horas. Os corpos de
prova prismaticos trincados foram cortados em 5 partes iguais, conforme a Figura 26. Devido
as imperfeicOes, descartou-se as extremidades. Na sequéncia os corpos de prova foram
submetidos a cura submersa em tanque saturado com cal para as argamassas de referéncia, com
tampdo fosfato e com adicdo de esporos bacterianos na 4gua de amassamento. J& a argamassa
com adicdo de esporos por imersdo foi curada em um tanque com concentracdo de 10°

esporos/mL dispersos em solucdo tampao e saturado com cal.

Figura 26 — Amostras prismaticas fatiadaos

Fonte: O proprio autor.

As amostras moldadas nos tubos de ensaio permaneceram seladas até as
idades de ensaio, com exce¢do da ARG_ESP_IM, a qual foi desmoldada apds 48 horas e foi
imersa em solucdo tamp&o saturada com cal contendo 10° esporos de B. subtilis AP91/mL.
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3.2.2.4 Ensaios realizados no estado endurecido

No Quadro 8 estédo apresentandos 0s ensaios realizados no estado endurecido,
com as dimensdes dos corpos de prova (cp’s), 0 nimero de cp’s por idade, as idades de ensaio

€ as normas que regem estes ensaios.

Quadro 8 — Ensaios no estado endurecido

. . ~ . Namero de Idades de
Ensaio Dimenséo dos cp’s , - o Norma
cp’s por idade ensaio (dias)
Resisténcia a compressdo 50x100mm 5 7e28 NBR 7215/1997
Resistencia a tragao por 50x100mm 2 7628 NBR 7222/2011
compressédo diametral
Madulo de elasticidade 50x100mm 4 7e28 NBR 15630/2008
Absorcao de agua e Indice de 50x100mm 3 28 NBR 9778/2009
vazios
Porosimetria por
microtomografia 10x10x100mm 3 7e28 -
computadorizada de raios-X
Microscopio Eletrénico de 10x10x10mm 1 7628 i
Varredura
Anélise das trincas por meio 2,7,14, 21,
de lupa 10x10x20mm 1 28 e 56 -
Porosimetria por intrusdo de 10x10x10mm 1 7e28 )
mercUrio
Termogravimetria 17 mg 1 7,14 ¢ 28 -

Fonte: O proprio autor.

Cabe salientar que, ao se moldar os corpos de prova de absorcdo de agua e
indice de vazios, ndo foi utilizado nenhum tipo de desmoldante, para que ndo houvesse
influéncia nos resultados, conforme previsto em norma.

Na sequéncia, estdo descritos os ensaios realizados no estado endurecido que

ndo estdo normatizados.
3.2.2.5 Porosimetria por microtomografia computadorizada de raios-X (u-CT)

Os ensaios de porosidade por p-CT foram realizados no Laborat6rio de
Anaélises por Técnicas de Raios-X (LARX), por meio de um microtomografo computadorizado
de raios-X da marca Skyscan 1173, apresentado na Figura 27. A u-CT utiliza varias radiografias
obtidas em passos angulares especificos para reconstruir a imagem 3D da amostra através do
empilhamento de varias se¢des 2D. Desse modo, é possivel determinar a porosidade total
(porosidade aberta + porosidade fechada) e as distribui¢cGes de tamanho de poros da amostra.
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Figura 27 — Microtomografo Skyscan (a) com o corpo de prova dentro do equipamento
(b)

BRUKER
:\\

SKYSCAN

Fonte: O préprio autor.

Para este ensaio, foram utilizadas amostras de 10x10x100 mm em triplicata,
aos 7 e 28 dias. Sendo que a porcentagem de poros foi calculada na parte central das amostras,
equivalente a ¥4 de sua altura e as suas bordas ndo foram descartadas.

Optou-se por analisar uma amostra de 10x10x100 mm porque a resolucao
espacial definida na p-CT depende do tamanho da amostra medida. Quanto menor a amostra,
menor a resolucdo espacial que se pode utilizar. Desse modo, quanto menor a resolucéo
espacial, poros menores serdo observado na amostra, a menos que ndo exista poros menores
que a resolucdo espacial do aparelho utilizado. No caso da amostra de 10x10x100 mm foi
utilizada uma resolucéo espacial de 14 um, o que limitou a leitura da porosidade abaixo de 28

KM, ou seja, o ensaio foi sensivel a poros iguais ou maiores que 28 um.
3.2.2.6 Porosimetria por intrusdo de mercurio (PIM)

A porosimetria por intrusdo de mercdrio foi realizada no Porosimetro
Micromeritics Autopore IV, apresentado na Figura 28. Sendo que as amostras tinham dimenséo
de 10x10x10 mm e foram ensaiadas nas idades de 7 e 28 dias. Para as analises, as amostras
foram secas em estufa a temperatura de 70°C até atingirem constancia de massa. Sendo que
apos isto foram seladas até que atingissem a temperatura ambiente, para em seguida serem

ensaiadas no porosimetro.
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Figura 28 — Porosimetro Micromeritics Autopore 1V

Fonte: O préprio autor.

3.2.2.1 Termogravimetria (TG)

A termogravimetria permite analisar a perda de massa, com 0 aumento da
temperatura, fornecendo informacdes sobre as faixas limites de temperatura de uso das mesmas.
A andlise térmica foi realizada em um analisador termogravimétrico da marca Shimadzu

modelo TGA-50, apresentado na Figura 29.

Figura 29 — Analisador termogravimétrico

Fonte: O préprio autor.

As amostras foram obtidas dos corpos de prova moldados em tubos de ensaio
de 1 cm de didmetro por 7,5 cm de altura, os quais foram moidos a partir do uso de martelo de

borracha e ndo foram secos em estufa antes da analise. Para a analise, utilizou-se em média 17
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mg de cada amostra, as quais sofreram aquecimento de 30°C & 900°C sob taxa de aquecimento
de 10°C min, em atmosfera de nitrogénio. As analises ocorreram nas idades de 7, 14 e 28 dias.

3.2.2.2 Analise Microestrutural no Microscopio Eletrénico de Varredura

A analise microestrutural foi realizada no Microscopio Eletrénico de
Varredura em todas as argamassas estudadas, aos 7 e 28 dias de cura. As amostras utilizadas
tinham dimens&o de 10x10x10 mm, as quais foram extraidas dos corpos de prova de 10x10x130
mm. As amostras foram secas em estufa a temperatura de 70°C até atingirem constancia de
massa.

Esta anélise foi realizada no Laboratério de Microscopia Eletronica e Micro
Anélise — LMEN, da Universidade Estadual de Londrina — UEL, no Microscépio Eletronico de
Varredura modelo FEI Quanta 200. Sendo que as amostras foram cobertas com uma pelicula

de ouro para a aquisicao de imagens de qualidade.

Figura 30 — Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV)

Fonte: O proprio autor.

3.2.2.3 Analise das trincas por meio de lupa

Para esta analise foi utilizada a Lupa Leica, apresentada na Figura 31, com
ampliacdo de 40 vezes em amostras de 10x10x30mm, com a trinca induzida de 0,8 mm,
conforme ja apresentado na Figura 25. As trincas foram demarcadas para que sempre fosse
analisado o mesmo local e para que houvesse o acompanhamento das mesmas ao longo do

periodo de cura, que foi nas idades de 2, 7, 14, 21, 28 e 56 dias.



Figura 31 — Lupa Leica

Fonte: O proprio autor.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo estdo apresentados os resultados e discussGes provenientes das

campanhas experimentais realizadas.
4.1 PRIMEIRA CAMPANHA EXPERIMENTAL

A primeira campanha experimental se ateve em entender como ocorre 0
processo de precipitacdo de CaCOs por vias metabélicas bacterianas, portanto, estdo
apresentados na sequéncia os resultados dos estudos preliminares A e B, onde foram testadas a

producdo de biofilme, da enzima urease e a precipitacdo in vitro de CaCOs.
4.1.1 Producéo de biofilme

A producdo de biofilme foi testada ap6s 48 horas de incubacdo, a partir da
analise de Microscopio Eletronico de Varredura (MEV). Quatro amostras foram avaliadas: o
teste branco (apenas o meio de cultivo, para garantir que ndo houve contaminacéo), a bactéria
E. coli HB101 (controle negativo do teste, pois ndo produz biofilme) e as bactérias B. cereus e
B. subtilis AP91.

Na sequéncia estdo as imagens obtidas por MEV de todas as amostras, para
facilitar a visualizacdo as setas estao indicando a matéria organica (MO) e o biofilme produzido
pelas bactérias. Na Figura 32 estdo apresentados os resultados do meio de cultivo sem o in6culo
da bactéria, com aumentos de 12.000 e 20.000 x.

Figura 32 — MEV apenas do meio de cultivo, com aumentos de (a) 12.000 x e (b) 20.000
X, com as setas apontando para a matéria organica (MO).

Fonte: O proprio autor.
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A partir da anélise da Figura 32, pode-se observar que o experimento nao foi
contaminado, pois ndo foram visualizadas bactérias sobre a laminula, apenas restos de matéria
organica do meio de cultivo. Na sequéncia, estdo apresentadas as imagens obtidas a partir do
crescimento da bactéria E. coli HB101, com aumentos de 12.000 e 20.000 x.

Figura 33 — MEV do in6culo da bactéria E. coli HB101, com aumentos de (a) 12.000 e (b)
20.000 x, com as setas apontando para a matéria organica (MO).

Fonte: O proprio autor.

Na Figura 33 pode-se visualizar que a bactéria E. coli HB101 ndo apresentou
producgdo de biofilme, ja que sob a laminula haviam apenas as células bacterinas e restos de
matéria organica, com a mesma morfologia do visualizado na Figura 32. Estes resultados eram
previstos, ja que a bactéria E. coli HB101 possui apenas 0 minimo necessario para sua
sobrevivéncia e era o controle negativo do teste.

Na sequéncia, a Figura 34 ilustra os resultados do MEV com o indculo da
bactéria B. cereus com aumentos de 3.000, 6.000, 12.000 e 20.000 x.
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Figura 34 - MEV do in6culo da bactéria B. cereus, com aumentos de (a) 3.000, (b)
12.000, (c) 6.000 e (d) 20.000 x, com as setas apontando para o biofilme formado.

g
Bigfilmey

Fonte: O proprio autor.

A partir da andlise da Figura 34, pode-se verificar que a bactéria B. cereus
tem capacidade de produzir biofilme, sendo que foi possivel visualizar locais com biofilmes
mais densos, Figura 34(a e b), e outros ainda em formagéo Figura 34(c e d).

Por fim, na Figura 35 est&o os resultados obtidos pelo crescimento da bactéria
B. subtilis AP91, com aumentos de 3.000, 6.000, 12.000 e 20.000 x.
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Figura 35 - MEV do in6culo da bactéria B. subtilis AP91 com ampliacdes de (a) 3.000,
(b) 12.000, (c) 6.000 e (d) 20.000 x, com as setas apontando para o biofilme formado.

Fonte: O préprio autor.

Assim como a bactéria B. cereus, a B. subtilis apresentou producdo de
biofilme. Porém, pode-se observar que o biofilme formado pela B. subtilis envolveu grande
parte das células, enquanto no formado pela B. cereus ndo, ainda sendo visivel uma grande
massa celular ndo envolta por biofilme, conforme o apresentado na Figura 34(c e d).

O biofilme formado pela bactéria B. subtilis é construido por uma matriz que
contém EPS e proteinas (Branda et al., 2006). A morfologia do biofilme formado pelo isolado
B. subtilis AP91 foi semelhante ao apresentado por Branda et al. (2006), Priester et al. (2007),
Bridier et al. (2013) e Pan et al. (2014). Além disso, pesquisas realizadas por Xu et al. (2013)
indicam que a precipitagdo de cristais de CaCOs em materiais cimenticios pode ocorrer tanto
sobre o biofilme como no interior dos poros desses materiais. De acordo com Béuerlein (2003)
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biofilmes e esporos dormentes podem atuar como locais de absorc¢ao de ions carbonato e de

nucleacdo do CaCO:s.
4.1.2 Producdo da enzima urease

A producdo da enzima urease foi efetuada a partir do meio agar ureia de
Christensen, no qual o resultado se da por mudanga de coloracdo. Se houver a producdo da
enzima, a coloracdo do meio muda para rosa e caso nao houver, permanece amarelo.

O resultado deste ensaio estd representado na Figura 36, onde o controle
positivo foi a bactéria Klebsiella penoumoniae, produtora de urease e o controle negativo foi a
bactéria E. coli HB101, ndo produtora da enzima. As bactérias testadas foram o B. cereus e 0
B. subtilis AP91.

Figura 36 — Resultado teste urease

Fonte: O proprio autor

A mudanca da coloracédo para o rosa foi visivel no meio do controle positivo,
bactéria Klebsiella, e na B. cereus, acusando que estas duas bactérias produzem a enzima
urease. O meio com a incubacéo da bactéria E. coli HB101 apresentou uma coloracdo amarela,
evidenciando que ndo houve a producdo da enzima, o que ja era esperado. Porém, a bactéria B.
subtilis AP91 ficou em uma coloragdo intermediaria entre o rosa e o amarelo, apresentando um
resultado inconclusivo.

O ensaio foi repetido trés vezes e também deixado por mais de 24 horas em
estufa para o crescimento das células bacterianas, para verificar se a degradacdo da ureia por
meio da enzima urease ndo era mais lenta na bactéria B. subtilis AP91. Porém a coloracédo do

meio permaneceu com a mesma tonalidade em todos os experimentos.
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Para tanto, partiu-se para Ultima andlise desta campanha experimental, a
precipitacdo in vitro de CaCOs, a partir de uma metodologia que simula o que ocorrera quando

as bactérias forem adicionadas aos materiais cimenticios, pela mudanca de pH do meio.

4.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Sistema de Energia Dispersiva (EDS)
do material precipitado

As imagens obtidas por MEV do meio B4 crescido por 7 dias com indculo de
E. coli HB101, B. cereus e B. subtilis AP91 podem ser visualizadas na Figura 37, juntamente

com os espectros de EDS mostrando os elementos quimicos presentes em cada amostra.

Figura 37 — MEV com aumentos de 50.000x e espectros de EDS das culturas crescidas
durante 7 dias de E. coli HB101 (a), B. cereus (b) e B. subtilis AP91 (c).
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Fonte: O proprio autor
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Cabe salientar que os picos de ouro (Au) apresentados nos difratdmetros séo
provenientes do tratamento de superficie realizado para aquisi¢do das imagens. Normalmente
os estudos apresentados na bibliografia analisam o EDS com um cobrimento de carbono e apds
a obtencao dos difratdbmetros cobrem a amostra com ouro para aquisicdo de imagens de maior
qualidade. Porém, apenas com o cobrimento de carbono ndo € possivel obter uma imagem de
qualidade, impossibilitando o cruzamento de uma imagem de uma &rea especifica com sua
composicao quimica obtida pelo EDS.

A partir da andlise das imagens juntamente com os difratbmetros, pode-se
observar que na amostra contendo a bactéria E. coli HB101 o pico de célcio (Ca) foi muito
pequeno, quando comparado ao B. cereus e B. subtilis AP91. Apontando que o calcio
encontrado naquela amostra ndo era de cristais de CaCOsz e sim do acetato de calcio, presente
no meio de cultivo B4.

O maior e mais definido cristal foi encontrado a partir da precipitacéo da
bactéria B. subtilis AP91 (Figura 37c). Observou-se ainda que a morfologia deste material é
semelhante ao precipitado do B. cereus, porém o precipitado pelo B. subtilis estava agrupado
em uma Unica estrutura mais densa, enquanto no B. cereus, estava em uma rede de cristais, da
mesma maneira que o apresentado por Braissant et al. (2003).

A morfologia dos cristais precipitados pelas bactérias B. subtilis AP91 e B.
cereus é semelhante aos resultados obtidos por Park et al. (2012) (Figura 13 item 2.2.3.1), com
estruturas arredondadas. Porém, na pesquisa, observou-se visualmente que o volume dos
cristais precipitados foi maior do que no apresentado por Park et al. (2012), fato este que pode
ser justificado pela diferenca de tempo entre as analises, onde Park et al. (2012) cultivou a
bactéria no meio B4 por 5 dias, para efetuar a analise e na pesquisa este tempo foi de 7 dias.

Além disso, pode-se observar na Figura 38 que as proprias células bacterianas
atuam como local de nucleacao dos cristais, corroborando com o estudo realizado por Hammes
e Verstraete (2002) e De Muynck et al. (2010).
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Figura 38 — MEV das amostras contendo B. cereus (a) e de B. subtilis, com ampliacdo de

15.000 x, com as setas apontando para as células bacterianas.

Fonte: O proprio autor.

O quadrado destacado da Figura 38(a) ilustra que a bactéria esta praticamente
toda encapsulada pelos cristais de CaCOs. Além disso, pode-se observar que as estruturas
indicadas pelas setas tem o formato das bactérias, as quais podem estar completamente envoltas
pelo CaCO:s.

4.1.4 Quantificagdo dos cristais de CaCO3

O resultado da quantificacdo média de CaCOs esté representado no Grafico

11, onde foram analisadas 6 amostras de cada bactéria.

Gréfico 11 — Precipitacdo média de CaCOs
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Fonte: O proprio autor.
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Pode-se observar que o teste branco apresentou pouco material retido no
filtro, 0,100 g/mL, o que pode ser resultado de retencdo de matéria organica. Na sequéncia a
bactéria a E. coli HB101 reteve 0,475 g/mL, a qual também néo é produtora de CaCOs,
resultado proveniente da retencdo de células e matéria organica.

As bactérias B. cereus e B. subtilis AP 91, que sdo produtoras de CaCOs3,
obtiveram maior quantidade de material retido no filtro, proveniente da producéo de CaCOs. A
bactéria B. cereus produziu 1,291 g/mL e a bactéria B. subtilis 1,325 g de CaCO3 para cada mL
de meio de cultivo.

Para esta etapa do experimento, foi realizado um delineamento estatistico
inteiramente casualizado (DIC), com quatro tratamentos (referéncia sem bactéria e as bactérias
E. coli HB101, B. cereus e B. subtilis AP91) e 6 repeticGes, utilizando o software sisvar. A

analise de variancia esta representada no Quadro 9.

Quadro 9 — Analise de Variancia

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 6,4125 2,1375 23,0980 0,0000
Erro 20 1,8508 0,0925
Total corrigido 23 8,2633
CV (%) 37,25
Média Geral 0,8167 NUmero de observagdes:24

Fonte: O proprio autor.

Um coeficiente de variacdo (CV) alto era esperado, pois a analise foi realizada
com duas bactérias produtoras de cristais de CaCOs, uma bactéria ndo produtora e apenas o
meio de cultivo como referéncia.

No Quadro 10 esta representado o resultado do teste Tukey, confirmando que
a bactéria E. coli HB101 ndo é produtora de cristais, pois ndo diferiu significamente da

referéncia (a nivel de 1% de probabilidade).

Quadro 10 — Resultado do teste Tukey

Tratamento Médias  Teste Tukey
Referéncia 0,100 b
E. coli HB101 0,550 b
B. cereus 1,292 a
B. subtilis AP91 1,325 a

Fonte: O préprio autor.
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Pode-se observar que em média a bactéria B. subtilis AP91 precipitou mais
CaCO3z do que a B. cereus, mas elas ndo diferiram significamente a nivel de 1% de
probabilidade de acordo com o teste Tukey. Porém, ambas diferiram com significancia da
referéncia e da bactéria E. coli, corroborando com Ghosh et al. (2005), Park et al. (2012), Pei
et al. (2013) e Al-Salloum et al. (2016), que demonstraram que a bactéria E. coli ndo produz
cristais de CaCO:s.

A bactéria escolhida entdo para ser adicionada a argamassa da segunda
campanha experimental foi a B. subtilis AP91, pois a mesma apresentou cristais maiores e mais
densos na anélise por MEV quando essa bactéria foi utilizada, além de apresentar um maior
pico de célcio.

4.2 SEGUNDA CAMPANHA EXPERIMENTAL

Neste item sdo apresentados os resultados e discussdes da segunda campanha
experimental. Nesta etapa foram feitas a caracterizacdo do agregado middo, ensaios no estado
fresco e endurecido das argamassas estudadas.

4.2.1 Caracterizacdo do agregado miudo

Foi realizada a analise granulométrica do agregado miudo utilizado para a
confec¢do das argamassas, o resultado esta apresentado na Tabela 1 e na sequéncia esta plotada
a curva granulométrica do agregado em questdo, assim como os limites estabelecidos pela
norma 7211/2009.

Tabela 1 — Composicdo granulométrica da areia

Abertura da malha das Massa Percentual Percentual retido
peneiras (mm) retida (g) retido (%) acumulado (%)

4,75 0,000 0 0
2,36 0,000 0 0
1,18 0,016 2 2
0,6 0,064 6 8
0,3 0,434 43 51
0,15 0,464 46 98

Fundo 0,020 2 100

Fonte: O proprio autor.

De acordo com os resultados da Tabela 1, pode-se verificar que 0 modulo de
finura da areia é 1,51 e a dimensdo maxima caracteristica é de 1,18 mm, o que a caracteriza
como areia fina. Além do ensaio de granulometria, foram feitos ensaios de massa especifica e

massa unitaria compactada, os resultados obtidos foram 2,604 e 1,570 g/cm?3, respectivamente.
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Grafico 12 — Curva granulométrica da areia
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Fonte: O proprio autor.

A partir da andlise da curva granulométrica, verificou-se que a areia ensaiada

esta fora da zona utilizavel, estabelecida pela norma.
4.2.2 Propriedades da argamassa no estado fresco

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados da massa especifica e do indice
de consisténcia das argamassas no estado fresco.

Tabela 2 — Resultados dos ensaios das argamassas em fresco

Argamassas Massa especifica _I’ngice_ de
(g/cmd) consisténcia (mm)
ARG_REF 1,63 231
ARG_CTF 1,73 230
ARG_ESP_IM 1,64 232
ARG _ESP_AM 1,70 238

Fonte: O préprio autor.

Pode-se observar que em ambas as analises houve pouca varia¢do nas quatro
argamassas, sendo que para a massa especifica a maior variacdo foi de 0,1 g/cm3 e 8 mm no
indice de consisténcia.

Cabe relembrar que no estado fresco ndo haviam diferencas entre as amostras
ARG_REF e ARG_ESP_IM, pois a adi¢do dos esporos bacterianos nessa argamassa foi por
imersao durante o periodo de cura.

Ja a argamassa ARG_CTF e ARG_ESP_AM, que continham adicdo de
solucdo tampdo no lugar da &gua potavel, apresentaram uma variacdo maior quando

comparadas com as argamassas sem essa solucao.
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4.2.3 Propriedades da argamassa no estado endurecido
4.2.3.1 Resisténcia a compressao

Os resultados obtidos no ensaio de resisténcia a compressao para 0s 7 e 28
dias podem ser visualizados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente, sendo que cada uma contém
os valores das resisténcias individuais de cada corpo de prova, a resisténcia média, o desvio
padrdo e o desvio maximo relativo de cada argamassa nas idades analisadas.

O desvio relativo maximo foi calculado de acordo com a NBR 7215/1997,
sendo que este desvio é calculado dividindo-se o valor absoluto da diferenca entre a resisténcia
média e a resisténcia individual que mais se afaste desta média, para mais ou para menos, pela
resisténcia média e multiplicando este quociente por 100, arredondando-se a porcentagem
obtida ao décimo mais proximo. Quando o desvio relativo maximo superou 6%, foi calculado
uma nova media, um novo desvio padrdo e outro desvio relativo maximo, desconsiderado o

valor discrepante, identificando o valor com um asterisco.

Tabela 3 — Resultados de resisténcia a compressdo aos 7 dias

Resisténcia Resis,té_ncia Desvio Dgsyio Coefic?enfe
Argamassas (MPa) Media Padréo maximo de Variagéo
(MPa) (MPa)  Relativo (%) (%)
9,56
9,93
ARG_REF 9,40 9,45 0,43 5,8 4,5%
7,97 *
8,90
9,97 *
9,40
ARG_CTF 8,91 9,01 0,38 53 4,2%
9,19
8,53
8,80
12,89 *
ARG_ESP_IM 9,52 8,89 0,48 5,8 5,4%
8,37
8,85
14,57
15,01
ARG_ESP_AM 14,29 14,45 0,45 3,9 3,1%
10,87 *
13,95
* Valor excluido para repeticéo do calculo do desvio méximo relativo, conforme prevé a
NBR 7215/1997.

Fonte: O préprio autor.

Observou-se que aos 7 dias a Unica argamassa que teve um aumento de

resisténcia a compressdo em relacéo a referéncia foi a ARG_ESP_AM e esse aumento foi de
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53,0%, enquanto a ARG_CTF e ARG_ESP_IM apresentaram diminuicdo da resisténcia em
proporcoes de 4,7 e 5,9%, respectivamente.

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados da resisténcia a compressdo aos
28 dias de cura.

Tabela 4 — Resultados de resisténcia & compressdo aos 28 dias

Resisténcia Resis,tépcia Desvi~o D,esyio Coefic!enEe
Argamassas (MPa) Média Padré&o maximo de Variacao
(MPa) (MPa) Relativo (%) (%)
14,90
15,60
ARG_REF 14,34 14,87 0,54 4,9 3,6%
14,62
16,25 *
12,94
11,20
ARG _CTF 18,66 * 12,28 0,92 5,4 7,5%
11,82
13,15
16,36
16,36
ARG_ESP_IM 16,47 15,98 0,50 4,3 3,1%
15,41
15,29
19,89
18,54
ARG _ESP_AM 20,39 19,52 0,71 50 3,7%
19,10
19,66
* Valor excluido para repeticéo do calculo do desvio maximo relativo, conforme prevé a
NBR 7215/1997.

Fonte: O préprio autor.

De acordo com os resultados de resisténcia a compressdo, pode-se observar
que aos 28 dias, apenas a ARG_CTF teve uma reducdo da resisténcia quando comparada com
a referéncia, em 17,4%. Enquanto as duas argamassas com adi¢do dos esporos bacterianos
(ARG_ESP_IM e ARG_ESP_AM) apresentaram um melhor desempenho, com aumentos de
7,5% e 31,3%, respectivamente.

Para a melhor visualizacdo dos resultados, no Gréafico 13 estdo apresentados
os resultados de resisténcia a compressdo para as idades de 7 e 28 dias, as barras de erro

representam os desvios padrdo de cada argamassa.
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Gréfico 13 — Resultados de resisténcia a compressdo aos 7 e 28 dias
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Fonte: O proprio autor.

Com a anélise dos resultados foi verificado que todas as argamassas
apresentaram um aumento da resisténcia a compressao dos 7 para os 28 dias, 0 que era esperado.
Quando foi adicionada a solucdo tampdo fosfato na argamassa (ARG_CTF) verificou-se uma
diminuicdo da resisténcia a compressdo, quando comparada a ARG_REF.

Além disso, pode-se observar que as maiores resisténcias foram obtidas na
ARG_ESP_AM, fato este, que pode ter ocorrido pela maior efetividade da precipitacdo de
CaCOsz mediante a adicdo de esporos da bactéria B. subtilis AP91 na agua de amassamento da
argamassa.

Cabe salientar que esses resultados corroboram com o apresentado na
literatura por Ghosh et al. (2009), Reddy et al. (2010), Chahal et al. (2012) e Chahal e Siddique
(2013), os quais adicionaram a concentracdo de 10° células/mL de diferentes bactérias e
obtiveram um aumento na resisténcia a compressdo em todas as idades analisadas.

Além disso, a resisténcia da referéncia (ARG_REF) aos 28 dias foi um pouco
menor do que os resultados obtidos por Ghosh et al. (2009) e Abo-El-Enien et al. (2013), que
também analisaram uma argamassa de trago 1:3 e obtiveram resisténcias de 26 e 20 MPa, com
relacBes a/c de 0,40 e 0,46, respectivamente. Essa diferenca de resisténcia provavelmente se
deu pelo aumento da relacdo a/c na pesquisa, que foi de 0,63 e pela diferenca no tipo de cimento

utilizado.
4.2.3.2 Resisténcia a tragdo por compressao diametral

Os resultados obtidos no ensaio de resisténcia & tragdo por compressao

diametral aos 7 e 28 dias estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6, respectivamente. Cada uma das
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tabelas contém os valores das resisténcias individuais de cada corpo de prova, a resisténcia
média, desvio padrdo de cada argamassa e seu coeficiente de variacao.

Tabela 5 — Resisténcia a tracdo por compressao diametral aos 7 dias

Resisténcia Resisténcia Desvio CcvVv
Argamassas ~ioay media (MPa)  Padrdo (MPa) (%)
ARG_REF 13; 1,08 0,04 4,04%
1,26
ARG _CTF 114 1,20 0,09 7,25%
1,23
ARG _ESP_IM 119 1,21 0,03 2,70%
1,46
ARG_ESP_AM 137 1,42 0,07 4,61%

Fonte: O préprio autor.

Observou-se que aos 7 dias todas as argamassas apresentaram um aumento
da resisténcia a tracdo por compressdo diametral quando comparadas com a referéncia, sendo
que os aumentos foram de 11,4, 12,1, 31,4% para as argamassas ARG_CTF, ARG_ESP_IM e
ARG_ESP_AM, respectivamente.

Na Tabela 6 estdo exibidos os resultados da resisténcia a tracdo por

compressdo diametral aos 28 dias de cura.

Tabela 6 - Resisténcia a tracdo por compressdo diametral aos 28 dias

Resisténcia Resisténcia Desvio Padrdao CV

PITEEITRESES (MPa)  média(MPa)  (MPa) (%)
ARG_REF 192 1,96 0,05 2.39%
1,99
155
ARG_CTF e 159 0,05 3.42%
1,99
ARG_ESP_IM o 1,99 0,01 0,55%
214
ARG_ESP_AM S 218 0,05 2 50%

Fonte: O proprio autor.

Aos 28 dias o comportamento foi 0 mesmo do que o verificado na resisténcia
a compressao, onde apenas a argamassa ARG_CTF apresentou uma reducdo da resisténcia a
compressdo quando comparada com a referéncia, de 18,6%. Os aumentos da ARG_ESP_IM e
ARG_ESP_AM foram de 1,8 e 11,3%, respectivamente.

Para a melhor visualiza¢&o dos resultados, no Gréafico 14 estdo apresentados
os resultados de resisténcia a tragdo por compressao diametral, tanto aos 7 quanto aos 28 dias

para todas as argamassas, onde as barras de erro representam os desvios padrao.
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Gréfico 14 - Resisténcia a tracao por compressao diametral aos 7 e 28 dias
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Fonte: O proprio autor.

Cabe salientar, que os resultados da resisténcia a tracdo por compressao
diametral em ambas as idades retrataram as mesmas tendéncias que os resultados da resisténcia
a compressdo, tendo seus valores correspondentes em média a 10% da resisténcia a compresséo,

corroborando com o apresentado na bibliografia.
4.2.3.3 Modulo de Elasticidade Dindmico

O médulo de elasticidade foi calculado a partir da velocidade de propagacéo
da onda ultrassonica, a partir de transmissdo direta, através da equacdo descrita na NBR
15630/2008. Para este ensaio, foram utilizados quatro corpos de prova de cada argamassa. Os
resultados obtidos estdo apresentados nas Tabelas 7 e 8, sendo que cada uma contém as
velocidades de propagacdo da onda ultrassénica, a massa especifica, 0 modulo de elasticidade,

o0 desvio padrao e o coeficiente de variacdo (CV) de cada argamassa nas idades analisadas.
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Tabela 7 — Modulo de Elasticidade Dinamico aos 7 dias

Velocidade Massa  Modulode  Mddulode  Desvio cvV
Argamassas (mis) especifica Elasticidade Elasticidade Padrdo (%)
(g/cmd) (GPa) Médio (GPa) (GPa)

3204 2,1 19,5

3279 2,1 20,2 0

ARG_REF 3204 20 18.8 19,6 0,60 3,0%
3271 2,0 19,9
3447 2,0 21,6
3447 2,1 22,1

l L 0

ARG_CTF 3097 2.0 201 21,0 1,02 4,8%
3297 2,1 20,3
3394 2,1 21,8

3358 2,1 215 0

ARG_ESP_IM 3333 21 209 21,1 0,70 3,3%
3262 2,1 20,2
3514 2,0 22,8
3485 2,0 21,9

Ll ki 0

ARG_ESP_AM 3485 21 226 22,0 1,00  4,5%
3358 2,0 20,6

Fonte: O préprio autor.

Tabela 8 - Mddulo de Elasticidade Dinamico das argamassas aos 28 dias

Velocidade Massa  Mddulo de Mddulode  Desvio cV
Argamassas (mis) especifica Elasticidade Elasticidade Padrao (%)
(g/cm?) (GPa) Médio (GPa) (GPa) 0
3591 2,1 24,6
3574 2,1 24,2
Ll ki 0
ARG_REF 3552 2.0 233 24,0 054 22%
3574 2,1 24,0
3630 2,0 24,2
3630 2,1 25,0
Ll L 0
ARG_CTF 3591 21 24,3 24,4 0,44 1,8%
3583 2,1 24,0
3661 2,1 25,6
3609 2,0 23,8
y L 0
ARG_ESP_IM 3661 21 255 24,8 093 3,7%
3629 2,0 24,2
3655 2,1 25,1
3704 2,1 26,1
y L 0
ARG _ESP_AM 3655 21 251 25,3 049 1,9%
3655 2,1 25,0

Fonte: O préprio autor.

No Grafico 15 estdo apresentados os modulos de elasticidade médios das

argamassas, onde as barras de erros representam os desvios padréo.
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Grafico 15 — Mddulo de elasticidade dindmico aos 7 e 28 dias
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Fonte: O préprio autor.

Verificou-se que houve um pequeno aumento gradativo no modulo de
elasticidade das argamassas quando a elas foram adicionadas a solucéo tampédo (ARG_CTF) e
também com a adicdo dos esporos bacterianos por imersdao (ARG_ESP_IM) e na &gua de
amassamento (ARG_ESP_AM). Esses aumentos foram de 7,1, 7,5 e 11,9% para 7 dias de cura,
respectivamente, quando comparados com a referéncia. Ja os 28 dias, os aumentos foram
menores, na proporcao de 1,4, 3,1 e 5,4%, para as argamassas ARG_CTF, ARG_ESP_IM e
ARG_ESP_AM, respectivamente. Cabe salientar ainda, que as argamassas com 0S maiores
maodulos de elasticidade corresponderam também as maiores resisténcias, tanto a tragcdo quanto

a compressao.
4.2.3.4 Absorcdo de dgua e indice de vazios

Os ensaios de absorcdo de agua e indice de vazios foram feitos com o0s
mesmos corpos de prova, sendo que foram utilizadas trés repeticOes para cada argamassa,
conforme prevé a NBR 9778/2009. Os resultados obtidos no ensaio absor¢cdo de agua estdo

representados na Tabela 9, cabe salientar que os corpos de prova foram levados a fervura.
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Tabela 9 — Absorc¢do de 4gua aos 28 dias

Absorcdo de  Absorcéo de Desvio CcVv
agua (%) agua média (%) Padrdo (%) (%)
11,76
ARG_REF 12,50 12,30 0,47 3,8
12,64
12,77
ARG_CTF 13,04 12,87 0,15 1,2
12,79
12,64
ARG_ESP_IM 12,36 12,50 0,14 11
12,50
11,11
ARG_ESP_AM 12,21 11,87 0,66 55
12,28

Argamassas

Fonte: O proprio autor.

No Gréafico 16 podem ser visualizados os resultados de absorcéo de agua
médio dos corpos de prova aos 28 dias, assim como os pontos referentes a velocidade de

propagacdo da onda ultrassonica, afim de se verificar a relagdo entre essas duas analises.

Grafico 16 — Absorcao de dgua aos 28 dias de cura
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Fonte: O préprio autor.

Foi verificado um aumento na absorcao de agua de 4,6 e 1,6% nas argamassas
ARG_CTFe ARG_ESP_IM. Poréma ARG_ESP_AM apresentou uma diminui¢do da absorcao
de agua em 3,5%, quando comparada com a referéncia. Tal resultado pode ser consequéncia do
fechamento de poros nesta argamassa, 0 que corrobora com os resultados de resisténcia a
compressdo e resisténcia a tracdo por compressao diametral. A velocidade de propagacgéo da
onda ultrassénica também valida estes dados, onde a maior velocidade de propagacao de onda
ultrassénica foi obtida nas argamassas com adigdo de esporos de B. subtilis AP91 na agua de
amassamento (ARG_ESP_AM).
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Segundo Mehta e Monteiro (2014) quanto menor a taxa de absorcéo de agua
maior € a durabilidade do material, principalmente quando exposto a ambientes agressivos, pois
0s ions agressivos terdo dificuldade de penetrar nos materiais cimenticios. Além disso,
pesquisas indicam que os valores e absorcdo de agua diminuem com a reducéo da relacdo a/c,
0 aumento no tempo de cura e no grau de hidratacao.

Na Tabela 10 e no Gréafico 17 estdo apresentados estes resultados do indice
de vazios aos 28 dias.

Tabela 10 — indice de vazios aos 28 dias

Indice de  Indice de vazios Desvio CcVv
vazios (%) médio (%) Padrdo (%) (%)
23,40
ARG_REF 24,49 24,20 0,70 2,90
24,72
24,24
ARG_CTF 24,74 24,48 0,25 1,03
24,44
24,18
ARG_ESP_IM 2391 24,09 0,15 0,63
24,18
21,35
ARG_ESP_AM 23,33 22,67 1,15 5,05
23,33

Argamassas

Fonte: O préprio autor.

Graéfico 17 — Indice de vazios aos 28 dias
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Fonte: O préprio autor.

Quanto ao indice de vazios, observou-se uma tendéncia semelhante aos
resultados de absorcdo de agua, onde houve um aumento no indice de vazios de 1,1% na
argamassa com tampéo fosfato (ARG_CTF) e a diminuig&o do indice de vazios nas argamassas
com adicdo de bactéria (ARG_ESP_IM e ARG_ESP_AM) de 0,5 e 6,3%, respectivamente.
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Observou-se que a ARG_ESP_IM apresentou pequena diferenca em relacdo a referéncia,
podendo este valor néo ser significativo estatisticamente.

Os resultados referentes a absorcdo de agua e indice de vazios podem
apresentar um indicativo da porosidade, observou-se nestes resultados que a adicdo de esporos
de B. subtilis AP91 promoveu uma diminui¢do mais significativa quando adicionados na agua
de amassamento das argamassas (ARG_ESP_AM). Esses resultados corroboram com o

apresentado na literatura por Chahal et al. (2012) e Chahal e Siddique (2013), com a mesma
concentracéo de 10° células/mL.

4.2.3.5 Porosimetria por microtomografia computadorizada de raios-X (u-CT)

Os resultados da porosidade total dos corpos de prova de 10x10x100 mm
estdo apresentadas na Tabela 11, sendo que a resolucdo utilizada foi de 14 um, considerando as
bordas das amostras.

Tabela 11 — Porosidade total por p-CT nos corpos de prova de 10x10x100mm, com
resolucéo de 14 pum

Amostra Porosida_tde total De§vio Porosida_de total Desvio Padrao
aos 7 dias (%) Padréo (%) aos 28 dias (%) (%)
ARG_REF 11,42 0,34 9,55 0,20
ARG _CTF 9,66 1,74 8,39 0,74
ARG _ESP_IM 8,74 0,78 8,41 0,48
ARG _ESP_AM 10,48 0,83 8,44 0,63

Fonte: O préprio autor.

No Grafico 18 estdo apresentados os resultados da porosidade total das
amostras aos 7 e 28 dias.

Gréafico 18 — Porosidade total aos 7 e 28 dias
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Fonte: O proprio autor.
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Observou-se que houve uma diminuicdo da porosidade total de todas as
amostras, dos 7 para os 28 dias. A maior reducédo foi de 2,04% na ARG_ESP_AM, seguida da
ARG_REF, com 1,87%, a ARG_CTF, com 1,27% e a ARG_ESP_IM com 0,33%. Porém,
observando os desvios padrdo, essa diminuicdo foi apenas significativa nas amostras
ARG_REF e ARG_ESP_AM.

A porosidade total das amostras no ensaio de microtomografia é resultado do
somatorio da porosidade aberta e fechada das mesmas. No Gréafico 19 esta apresentada a

porosidade aberta aos 7 e 28 dias de todas as amostras.

Gréfico 19 — Porosidade aberta aos 7 e 28 dias
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Fonte: O préprio autor.

Na porosidade aberta ndo se observou a mesma tendéncia em todas as
amostras, pois na amostra ARG_ESP_IM, houve um aumento da porosidade aberta, mas se 0s
desvios padao forem considerados, esse aumento foi insignificante. Nas demais amostras houve
uma diminuicdo significativa da porosidade dos 7 para os 28 dias, de 4,52% para a ARG_REF,

1,74% para ARG_CTF e 3,21% para ARG_ESP_AM.

Por fim, no Grafico 20 esté apresentada a porosidade fechada das argamassas.

Grafico 20 — Porosidade fechada aos 7 e 28 dias
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Fonte: O proprio autor.
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Na porosidade fechada observou-se 0 mesmo comportamento na ARG_REF
e na ARG_ESP_AM, onde as duas apresentaram um aumento dessa porosidade dos 7 para 0s
28 dias (2,08 e 1,17%, respectivamente), possivelmente pelo fechamento de capilares que
interligavam poros, 0s quais se apresentavam como porosidade aberta aos 7 dias e pelo
fechamento desses capilares, diminuiram a porosidade aberta aos 28 dias e aumentaram a
porosidade fechada nesta mesma idade. Porém, as amostras ARG_CTF e ARG_ESP_IM néo
apresentaram diferencas significativas na porosidade fechada.

Afim de comparar esses dados com o ja apresentado na bibliografia,
verificou-se um estudo de Jr Mattana e Costa (2012), os quais estudaram uma argamassa 1:3
com consisténcia fixada em 250 mm e encontraram uma porosidade total por microtomografia
de 5%, sendo destes 0,7% de poros abertos e 4,3% de poros fechados, avaliando poros de 10 a
1100um. Apesar da diferenca de cerca de 6% na porosidade total, observou-se a mesma
tendéncia quanto a porosidade aberta e fechada, onde a maior parte dos poros analisados foi na
porosidade fechada. Cabe salientar que essa diferenca entre as amostras pode ter se dado pela
diferenca na consisténcia das argamassas e pela diferenca na leitura do tamanho dos poros.

Para complementar a analise, foram realizada estudos do percentual de poros
em cada tamanho de poro, aos 7 e 28 dias. No Grafico 21 estdo apresentados os resultados dos
poros presentes na ARG_REF.

Grafico 21 — Percentual de poros da ARG_REF
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Fonte: O proprio autor.

Para a ARG_REF, notou-se que houve uma diminuicdo significativa do
percentual de poros dos 7 para os 28 dias, em tamanhos de 0,03 até 0,11 mm, provavelmente
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ocasionado pela hidratagédo do cimento. Os poros maiores do que 0,11 mm ndo apresentaram
diferengas significativas entre os 7 e 28 dias de cura.

No Gréafico 22 pode-se visualizar os resultados da ARG_CTF.

Grafico 22 — Percentual de poros da ARG_CTF
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Fonte: O préprio autor.

A porosimetria da ARG_CTF apresentou a mesma tendéncia do que a
ARG_REF, pois houve uma diminuicéo significativa de poros pequenos (de 0,03 a 0,06 mm) e
nos poros maiores ndo houveram diferencas significativas entre os 7 e 28 dias. Na sequéncia
pode-se visualizar os resultados da ARG_ESP_IM, no Gréfico 23, o qual apresentou 0 mesmo
comportamento da ARG_CTF.

Graéfico 23 - Percentual de poros da ARG _ESP_IM
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Fonte: O proprio autor.
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Na ARG_ESP_IM é possivel verificar que a porcentagem de poros no
tamanho de 0,03 a 0,06 € menor do que na ARG_REF e na ARG_CTF, tanto aos 7 quanto aos
28 dias. Na ARG_REF se tinha em média 24% de poros no tamanho de 0,03 mm e 20% no
tamanho de 0,06 mm, ja na ARG_ESP_IM essas porcentagens sdo de em meédia 11 e 15,5%,
respectivamente. O que pode ter ocorrido devido ao fechamento de poros pela precipitagédo de
CaCOsantes dos 7 dias de cura.

Por fim, no Grafico 24 estdo apresentados os resultados da porosimetria da
ARG_ESP_AM.

Gréfico 24 — Percentual de poros da ARG_ESP AM
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Fonte: O préprio autor.

Na ARG_ESP_AM, também observou-se uma diminuicdo do percentual de
poros nos tamanhos de 0,03 a 0,06 mm, os quais podem ser resultado da hidratacdo do cimento
e/ou da precipitacdo de CaCOz promovida pelos esporos de B. subtilis. Sendo que nos demais
tamanhos analisados ndo houveram diferencas significativas na porosidade entre os 7 e 28 dias.
Os percentuais de poros desta argamassa nos tamanhos de 0,03 e 0,06 também apresentam
diferencas com relagéo a referéncia.

Cabe abordar que nos poros a partir de 0,085 mm verificou-se um pequeno
aumento da porosidade, dos 7 para os 28 dias em todas as amostras. Porém esse aumento nao
foi significativo quando se consideram as barras de erro que representam os desvios padrao.
Isso pode ter ocorrido por varios fatores interferem na determinacdo da porosidade por p-CT,
entre eles, efeito de volume parcial, resolucao espacial, limiarizagéo, flutuacdes na eletrnica
do sistema, etc. Apesar de haver um rigoroso controle desses fatores, 0s mesmos s&o

minimizados mas nao eliminados.
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Por fim, verificou-se que o fechamento de poros se deu em poros de pequena
magnitude, fazendo com que essa diminuicdo seja pequena na porosidade total, conforme foi
verificado. Cabe ressaltar que o fechamento dos poros pela precipitacdo do CaCO3 se da da
superficie dos poros para dentro. O que pode ter acontecido nos poros maiores das amostras
com adicdo de bactérias é que o CaCO3s comecgou a ser precipitado nas paredes dos mesmos, e
como em poros maiores esses cristais ndo foram suficientes para fechar os mesmos, 0 CaCOs3
pode ter sido considerado como volume parcial (volume da parede do poro que esta em contato
com a argamassa), ndo diminuindo o tamanho do poro e/ou a porosidade da amostra.

Além disso, observou-se que nos menores poros analisados (0,03 e 0,06 mm)
houve uma diminuicdo significativa do percentual de poros dos 7 para os 28 dias. Sendo assim,
foram realizados ensaios de porosimetria por intrusdo de mercario (PIM) afim de se avaliar
poros menores, para verificar se a bactéria tem capacidade de atuacdo apenas em poros menores

dos que os analisados na u-CT.
4.2.3.6 Porosimetria por intrusdo de mercurio (PIM)

A porosimetria por intrusdo de mercurio foi realizada em amostras de em
média 10x10x10 mm, nas idades de 7 e 28 dias. O primeiro resultado analisado foi quanto a
porosidade total das argamassas, a qual esta apresentada no Grafico 25. Cabe relembrar que a

porosidade analisada neste ensaio € a porosidade permeavel.

Grafico 25 — Porosidade total aos 7 e 28 dias

N
N

B7 dias 228 dias

Porosidade aberta (%)
H
IS

ARG_REF ARG_CTF ARG ESP IM  ARG_ESP_AM

Fonte: O proprio autor.

A partir da analise do Grafico 25 verificou-se que em todas as amostras houve
uma reducdo da porosidade dos 7 para os 28 dias, sendo que a maior diminuicdo foi na
ARG_ESP_IM, de 2,8%, seguido da ARG_ESP_AM com 1,8% de diminui¢do, a ARG_CTF



106

com 1,7% e por fim, a ARG_REF com 1,4% de redugdo da porosidade. Observou-se que a
diminuicdo da porosidade ao longo do periodo de cura foi de pequena magnitude, possivelmente
por 28 dias serem poucos dias para que a bactéria precipitasse mais carbonato de céalcio.
Sendo assim, buscou-se analisar os demais resultados do ensaio de PIM. Na
Tabela 12 esté apresentada a pressdo necessaria para 0 mercurio adentrar em cada tamanho de

poro de todas as argamassas.

Tabela 12 — Pressao necessaria para adentrar em cada tamanho de poro

Pressao Diametro de
(psi) poro (pm)
1 182,78
10 19,770
100 1,835
1000 0,171
10000 0,016
30000 0,006

Fonte: O proprio autor.

Além disso, o Gréfico 26 ilustra que quanto maior a pressdo menor € 0 poro

em que 0 mercurio é capaz de adentrar.

Graéfico 26 — Diametro de poro versus pressao
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Fonte: O proprio autor.

Os poros analisados no ensaio variaram de 350 um até 0,006 pm, para todas
as amostras, tanto aos 7 como aos 28 dias. Sendo assim, neste ensaio é possivel quantificar
poros menores do que a analise de Microtomografia computadorizada de raios-X, o qual foi
realizado com resolucdo de 14 um, limitando a leitura dos poros a 28 pm.

Para avaliar a diminuicéo da porosidade ao longo do periodo de cura de cada

tipo de argamassa, foram tragados graficos da pressédo versus intrusdo acumulativa de mercurio,
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pois quanto maior for a intrusdo acumulativa em uma determinada pressdo, maior sera o

percentual de poros em que aquela presséo adentra, em cada tamanho de poro. Sendo assim,

tem-se um indicativo se a porosidade diminuiu dos 7 para os 28 dias, em cada tamanho de poro.

Os resultados estdo apresentados no Grafico 27.

Gréfico 27 — Intrusdo acumulativa versus pressdo das argamassas (a) ARG_REF, (b)
ARG_CTF, (c) ARG_ESP_IMe (d) ARG_ESP_AM
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Fonte: O préprio autor.

A partir da analise dos graficos verificou-se que em todas as amostras houve

uma reducdo da intrusdo acumulativa de mercurio dos 7 para os 28 dias, o que reflete em uma

diminuicdo da porosidade de todas as amostras. Porem na ARG_CTF observou-se a menor

diferenca entre os 7 e 28 dias, refletindo em uma reducdo menor da porosidade ao longo da

cura.

Na ARG_ESP_IM verificou-se uma reducdo na intrusdo acumulativa de

mercurio maior nas pressdes de 100 a 30.000 psi, refletindo em uma diminuigdo maior da

porosidade em tamanhos de poro de 1,84 até 0,006 um. JAna ARG_ESP_AM observou-se uma

diminuicdo de poros maiores, pois houve uma reducdo da intrusdo acumulativa de mercdrio a

partir da pressao de 10 psi, refletindo em poros entre 19,7 e 0,006 pm.
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Nos Graficos 28 e 29 estdo apresentadas as analises comparativas entre as
argamassas ARG_REF, ARG_ESP_IM e ARG_ESP_AM aos 7 e aos 28 dias, respectivamente.
A ARG_CTF nao foi incluida nessa analise pois conforme apresentado no Grafico 27 (b) ela

ndo apresentou diferencas significativas entre a intrusdo acumulativa dos 7 aos 28 dias de cura.

Gréfico 28 — Pressao versus Intrusdo acumulativa das argamassas aos 7 dias de cura.
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Fonte: O préprio autor.

Gréfico 29 — Pressdo versus Intrusdo acumulativa de todas as argamassas aos 28 dias de
cura.
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Fonte: O préprio autor.

Verificou-se que tanto aos 7, quanto aos 28 dias houve uma diminuicdo da
intrusdo acumulativa das argamassas com adicdo de bactérias quando comparadas com a
referéncia. Aos 7 dias, essa diferenca se da a partir da pressao de 300 psi, 0 que reflete em poros
menores do que 0,64 um, sendo que percebe-se uma diferenga mais expressante entre a
ARG_REF e a ARG_ESP_AM, o0 que pode indicar uma maior precipitacdo de CaCOz na
argamassa com adicao de esporos na agua de amassamento.

Aos 28 dias ocorreu uma diminui¢do mais expressiva da intrusdo acumulativa

de mercurio da ARG_ESP_IM do que aos 7 dias, sendo que seu comportamento nesta idade é
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semelhante a ARG_ESP_AM. Além disso, verificou-se que as pressdes para que houvesse uma
diminuicdo da intrusdo acumulativa de mercurio em relagdo a referéncia foram menores, em
torno de 100 psi, refletindo que aos 28 dias a bacteria foi capaz de fechar poros maiores do que
aos 7 dias, sendo estes poros iguais ou menores a 1,84 um. Isso nos faz refletir que com o passar
do tempo poros ainda maiores poderiam ser fechados com a precipitagdo do CaCOa.

E interessante ressaltar a diferenca do fechamento de poros entre as formas
de adicdo dos esporos bacterianos. Aos 7 dias de cura verificou-se que quando 0S esporos
bacterianos foram adicionados por imersao (ARG_ESP_1M), eles ndo fecharam poros de forma
significativa, quando comparados a referéncia (ARG_REF). Apontando que nas primeiras
idades a adicdo de esporos de B. subtilis na dgua de amassamento (ARG_ESP_IM) se tornou
mais eficaz para o fechamento de poros. Porém aos 28 dias 0 comportamento das duas formas
de adicdo foi semelhante, sendo que o fechamento de poros foi maior quando os esporos foram
adicionados na agua de amassamento.

Outro fator relevante € que a diferenca entre a porosidade total dos 7 para os
28 dias a partir do ensaio de PIM se deu em pequena escala, porém, quando se observa a
tendéncia da diminuicdo dos poros em diferentes tamanhos, pode-se verificar que a diminuigédo
da porosidade pela precipitacdo de CaCOs se d& em poros pequenos (menores do que 20 um),
fazendo com que a influencia desse fechamento de poros seja refletido em pequena magnitude
na porosidade total das argamassas.

Buscou-se resultados do ensaio de PIM na literatura para comparacao dos
dados, porém a maioria dos dados deste ensaio que estdo apresentados na literatura sdo
referentes a analises em pastas cimenticias, sendo que sdo escassos 0s estudos que apresentem
resultados de PIM em concretos e argamassas (KULAKOWSKI, 2002). Além de que a maioria
dos estudos que avaliam a PIM em argamassas, sdo em argamassas de cimento e cal, o que ndo
foi analisado na pesquisa e impossibilita a comparacao dos dados.

O resultado mais proximo da argamassa de referéncia encontrado foi de traco
1:2 com relagdo agua/cimento de 0,6, sem adi¢cdo de qualquer microrganismo, onde os autores
verificaram que a maior parte dos poros das amostras eram menores do que 0,05 pm,
corroborando com o encontrado na pesquisa (ABELL et al., 1998).

Além desses autores De Muynck et al. (2010) estudou a PIM em pedras
calcarias imersos na cultura de B. sphaericus crescidas durante um dia e ndo verificou mudancgas

na PIM com tratamento com bactérias. O autor justifica que o ensaio pode ndo ter sido sensivel
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por causa das grandes variagcOes na porosidade e na distribuicdo do tamanho de poro, pois a
precipitacdo de CaCOz foi comprovada a partir de analise em MEV.

Para finalizar a andlise dos resultados de porosidade das argamassas, €
interessante enfatizar a diferenca entre 0s ensaios realizados, considerando suas
particularidades. No Quadro 11 estéo apresentadas as principais diferencas entre os de absor¢éo
de &gua, microtomografia computadorizada de raios-X (u-CT) e Porosimetria por Intrusdo de
Mercurio (PIM).

Quadro 11 — Diferencas entre os ensaios de porosidade

Ensaio Tamanho de poro Poros analisados

Absorcdo de dgua * Poros permedveis
u-CT 28 um Poros permedveis e impermeaveis

PIM 0,006 um Poros permedveis

* A norma nao relata o tamanho de poros analisados neste ensaio.

Fonte: O proprio autor.

A absorc¢éo de agua quantifica poros permeaveis a agua, quando submetida a
condicdo de fervura, sendo que nédo foi encontrados estudos que apresentassem os tamanhos de
poro que este ensaio € capaz de quantificar. J& a microtomografia computadorizada de raios-X
quantifica poros dependendo da resolugéo da amostra, pois quanto menor a amostra, menor a
resolucdo e o ensaio é sensivel a poros menores. No caso da pesquisa realizada, utilizou-se uma
resolucdo de 14 pum, o que limitou a porosidade em 28 um. Além disso, neste ensaio se consegue
quantificar poros impermeaveis, ou seja, os poros fechados da amostra. Por fim, a PIM detecta
apenas 0s poros permedveis, porém, diferente da microtomografia e da absorcédo de agua, este
ensaio € sensivel a poros pequenos, com menos de 1 um.

O Gréfico 30 ilustra os valores de porosidade média aos 28 dias dos ensaios
de absorcéo de agua, p-CT e PIM.

Grafico 30 — Porosidades dos diferentes ensaios aos 28 dias.
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Fonte: O préprio autor.
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A partir da anélise do Grafico 30 verificou-se uma maior porosidade nas
andlises de PIM, mesmo o ensaio ndo sendo sensivel a porosidades fechadas, devido a sua
sensibilidade a poros menores, ele apresentou uma porosidade maior que 0s demais ensaios.
Além de que o0 ensaio no estudo em questdo mostrou resultados que comprovam gque 0 maior
namero de poros se encontra nos menores tamanhos.

A microtomografia apresentou valores de porosidade menores do que na
absorcéo de agua, o que ndo era esperado, pois a microtomografia analisa a porosidade fechada.
Esse comportamento também foi observado por Pessda et al. (2014), o qual estudou a
porosidade de um concreto e observou que os valores encontrados a partir dos calculos da NBR
9778 foram em média o dobro da porosidade por microtomografia computadorizada de raios
X. Segundo os autores, um fator que contribuiu para que houvesse diferenca nos resultados
entre os métodos foi a presenca de ruido no processamento das imagens. Como as intensidades
do contraste e a binarizagdo necessitam da intervencdo do usuario do programa, alguns poros

podem ter sido perdidos no corte ou algum ruido pode ter sido contado como poro.
4.2.3.7 Termogravimetria

O ensaio de termogravimetria foi realizado aos 7, 14 e 28 dias de cura,
visando quantificar o CaCOs precipitado pelas bactérias em amostras moidas, com em média
17 mg. Essas amostras foram aquecidas de 30 a 900°C sob uma taxa de aquecimento de
10°C/min. Os resultados da derivada da perda de massa aos 7 dias estdo apresentados no Gréafico
31.

Graéfico 31 — Derivada da perda de massa das amostras aos 7 dias
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A partir da anélise do Gréfico 31 verificou-se uma perda de massa em todas
as amostras nas faixas de temperatura de 425 a 550°C, que de acordo com Taylor (1990)
correspondem a decomposicdo do hidréxido de célcio. Além disso, verificou-se que a partir dos
600°C também houve uma perda de massa em todas as amostras, decorrente da decomposicao
do carbonato de calcio, de acordo com a Equacdo 3 (item 2.2.4) (HOPPE FILHO, 2008;
DWECK et al., 1999). Sendo assim, a perda de massa quantificada é decorrente da liberacdo
de CO2,a qual corresponde a 44% da massa total do CaCOs.

Verificou-se ainda que houve um aumento da massa na temperatura de 850 a
875°C, esse aumento de massa pode ter se dado pela oxidacdo do ferro presente na escoria do
proprio cimento (CP Il E-32), j& que este teve contato com o ar no momento da desmoldagem
e na colocacdo da amostra no equipamento ou por alguma contaminagdo. Esse aumento de
massa também foi verificado por Dweck et al. (1999).

A ARG_REF provavelmente sofreu uma contaminacgéo, por apresentar uma
perda de massa expressiva na temperatura de 750°C e logo em seguida um aumento da massa,
apos os 850°C. Nao foi encontrado nenhum resultado semelhante na literatura.

Na Tabela 13 é possivel observar os percentuais de perda de massa nas
temperaturas de 425 a 550°C e 600 a 750°C, aos 7 dias idade e também o célculo do percentual

de CaCOz presente naquela amostra.

Tabela 13 — Perda de massa aos 7 dias

Perda de Perda de Percentual

Amostra massa (%) massa (%) de CaCOs
(425-550°C) (600-750°C) (%)
ARG_REF 0,96 0,74 1,68
ARG_CTF 0,72 0,66 1,50
ARG_ESP_IM 0,45 1,26 2,86
ARG_ESP_AM 0,84 0,63 1,43

Fonte: O préprio autor.

Conforme o observado no Grafico 31 e confirmado na Tabela 13, verificou-
se que na amostra ARG_ESP_IM houve uma maior precipitacdo de CaCOs, que possivelmente
se deu pela acdo das bactérias. Na amostra com adicdo de esporos bacterianos na agua de
amassamento (ARG_ESP_AM) essa precipitacdo ndo foi verificada, provavelmente por ter sido
curada selada (sem contato com CO- e &gua), mostrando que somente o calcio presente no
hidroxido de calcio néo foi suficiente para que houvesse a bioprecipitacédo de CaCOs.

Cabe relembrar que a argamassa com adicdo de esporos por imersdo foi

desmoldada apds 48 horas e imersa solugdo tamp&o saturada com cal com 10° esporos/ml e as
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demais amostras (ARG_REF, ARG_CTF e ARG_ESP_AM) foram seladas apds a moldagem
e s6 foram desmoldadas nos dias de ensaio.
Na sequéncia estdo apresentados o Grafico 32 e a Tabela 14 com os resultados

da derivada da perda de massa aos 14 dias.

Gréfico 32 — Derivada da perda de massa das amostra aos 14 dias
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Tabela 14 — Perda de massa aos 14 dias

Perda de Perda de Percentual

AMOSTRA massa (%0) massa (%0) de CaCOs
(425-550°C)  (600-750°C) (%)
ARG_REF 0,77 0,49 1,11
ARG _CTF 0,59 0,42 0,95
ARG _ESP_IM 0,26 0,83 1,91
ARG _ESP_AM 0,50 0,68 1,55

Fonte: O préprio autor.

Aos 14 dias se observou a mesma tendéncia dos 7 dias de cura, onde a maior
quantidade de CaCOs verificada foi na ARG_ESP_IM, porém essa diferenca é de pequena
magnitude, quando comparada com a referéncia (menos de 1%), ndo sendo significativa. Existe
um problema quanto a representatividade deste ensaio, pois o limite de massa utilizado no
ensaio é de 20 mg, sendo que esses 20 mg sdo extraidos de uma amostra de 1 cm de diametro
por 2 cm de altura, por mais que se tente manter a homogeneidade da amostra, ela é muito
pequena.

Por fim, no Gréafico 33 e na Tabela 15 estdo apresentados os resultados das

amostras aos 28 dias.
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Gréfico 33 — Derivada da perda de massa das amostra aos 28 dias
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Fonte: O préprio autor.

Tabela 15 — Perda de massa aos 28 dias

Perda de Perda de

AMOSTRA  massa (%) massa (%) Percentual de

(425-550°C) (600-7500C) 2C0O3(%0)
ARG_REF 0,51 0,45 1,02
ARG _CTF 0,37 0,30 0,68
ARG_ESP_IM 0,26 1,24 2,82
ARG _ESP_AM 0,42 0,34 0,77

Fonte: O préprio autor.

Aos 28 dias também se observou uma maior presenca de CaCOs na
ARG_ESP_IM, sendo que nesta idade houve uma diferenca de quase 2% desta em relacdo a
referéncia. As amostras ARG_REF, ARG_CTF e ARG_ESP_AM nao apresentaram diferencas
significativas entre si.

A literatura ainda € escassa quanto a analise termogravimétrica do CaCOs
precipitado por acdo bacteriana. Abo-El-Enein et al. (2012) estudou os resultados da
termogravimetria de uma argamassa de traco 1:3 com adicdo de S. pasteurii (antigamente
conhecido como B. pasteurii) na &gua de amassamento com adi¢do de cloreto de célcio, acetato
de calcio e nitrato de calcio. Os autores observaram que quando as células bacterianas foram
adicionadas com cloreto de calcio houve uma perda de massa de 12,6%, com acetato de calcio
de 10,4% e com nitrato de célcio 6,7%, atribuindo maiores quantidades de CaCO3z quando as
bactérias foram adicionadas com cloreto de célcio.

Estes valores sdo bastante diferentes dos encontrados na pesquisa,

principalmente pelo fato de Abo-EI-Enein et al. (2012) analisar a precipitacdo de CaCO3 pela
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hidrélise da ureia, que € mais eficiente quanto a precipitacdo do CaCOsz, porém libera uma
elevada carga de nitrogénio nessa precipitacdo, podendo ocasionar problemas aos materiais
cimenticios.

Alem disso, a precipitagdo de CaCOs pode ter ocorrido em pequena escala
pelo tempo de andlise, de 28 dias. Afim de visualizar essa precipitacdo foram separadas

amostras para analise em Microscopio Eletronico de Varredura.
4.2.3.8 Analise microestrutural no MEV

Por fim, as amostras foram submetidas a analise microestrutural no MEV,
afim de verificar os produtos de hidratacdo do cimento e se a precipitacdo de CaCOs3 de fato
ocorreu nas argamassas com adi¢éo de esporos de B. subilis AP91. Sendo que nas imagens, foi

adotada a nomenclatura apresentada no Quadro 12.

Quadro 12 — Nomenclatura adotada

Nomenclatura Descrigéo
Etr Etringita
C-S-H Silicato de Calcio Hidratado
CaCOs Carbonato de célcio

Fonte: O proprio autor.

Os resultados obtidos aos 7 dias de cura estdo apresentados nas Figuras 39 e
40, com ampliagdes de 6.000 e 12.000 x, respectivamente. Também indica-se o0s produtos de
hidratacdo encontrados em todas as amostras e 0 CaCOs precipitado pelas bactérias, quando as

mesmas foram adicionadas.
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Figura 39 — MEV das amostras aos 7 dias com ampliagdo de 6.000 Xx.
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Fonte: O proprio autor.
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Figura 40 — MEV das amostras aos 7 dias com ampliacédo de 12.000 x.
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Fonte: O proprio autor.
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Pode-se observar a partir da analise das imagens de MEV que as amostras
analisadas aos 7 dias apresentaram a formacédo dos produtos de hidratacdo do cimento, como
silicato de calcio hidratado (C-S-H), hidroxido de célcio (HC) e etringita (Etr). A presenca do
carbonato de calcio (CaCOs) foi visivel apenas nas amostras com adi¢cdo de esporos de B.
subtilis AP91 e corroboram com os resultados obtidos na primeira campanha experimental,
onde a morfologia dos cristais de CaCOs encontrados na precipitagdo in vitro da bactéria
(Figura 37 item 4.1.3) tem a mesma morfologia dos precipitados nas argamassas.

A Figura 41 ilustra as imagens obtidas pelo MEV aos 28 dias em todas as
argamassas, observa-se que apenas as argamassas com adicdo de esporos continham cristais de
CaCOg, enquanto as amostras de referéncia ndo pode-se visualizar essas estruturas.

Figura 41 — MEV das amostras aos 28 dias com ampliacéo de 12.000 x, sendo (a) a
ARG_REF, (b) a ARG_CTF, (c) a ARG_ESP_IMe (d) ARG_ESP_AM

Fonte: O proprio autor.
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Para complementar a analise, as amostras foram submetidas ao ensaio de
energia dispersiva (EDS), onde o resultado apresenta um gréafico de picos com os elementos
quimicos presentes naquele ponto analisado. A seguir serdo apresentados 0s espetros das
argamassas aos 7 e 28 dias, assim como as imagens de MEV do ponto analisado no ensaio de
difracdo de raios-X, demarcado pelo “X” nas figuras.

Cabe ressaltar que os picos de ouro presente em todas as amostras sdo devido

ao recobrimento das mesmas, para que se pudesse obter imagens de alta resolucéo.

Figura 42 — Espectro de EDS da ARG_REF aos 7 dias (a e b) e aos 28 dias (c).
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Fonte: O proprio autor.

A Figura 42 mostrou os difratdmetros da ARG_REF, onde nas duas primeiras
imagens (a e b) so referente a idade de 7 dias. Pode-se visualizar duas caracteristicas distintas,

uma superficie mais lisa e outra com a presenca dos produtos de hidratagdo do cimento.
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Verificou-se que em (a) havia um pequeno pico de célcio, quando comparado as demais
amostras, em (b) foi analisada a area contendo etringita, que é rica em célcio. O espectro da
Figura 42 (b) apresentou ruidos porque a amostra analisada estava dentro da trinca da amostra,
dificultando a transmissédo dos elétrons para a realizacdo do ensaio.

Aos 28 dias, observou-se que ndo havia mais cristais de etringita, o que era
esperado e a superficie era homogénea em sua grande parte, como representado na Figura 42
(c), apresentando também um pequeno pico de calcio.

A Figura 43 ilustra os espectros da argamassa com tampdo fosfato
(ARG_CTF), aos 7 e 28 dias.

Figura 43 — Espectros da ARG_CTF aos 7 dias (a e b) e aos 28 dias (c).
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Os resultados obtidos na ARG_CTF apresentaram a mesma tendéncia da
argamassa de referéncia, onde houve um elevado pico de calcio na Figura 43 (b), na &rea onde
haviam cristais de etringita. O difratdmetro desta analise também apresentou ruidos por estar
localizado dentro da trinca da amostra analisada.

Na sequéncia est apresentada a Figura 44 com o0s espectro da amostra com
adicéo de esporos de B. subtilis AP91 por imersao.

Figura 44 — Espectro de EDS da ARG_ESP_IM aos 7 dias (a e b) e aos 28 dias (c).
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Fonte: O proprio autor.

Diferente das amostras anteriores, na ARG_ESP_IM foi verificado um pico
maior de calcio em todos os pontos, sendo que em (b) e (c), a presenga de moléculas de carbono
e oxigénio é visivel, comprovando que nestas amostras havia a presenca de cristais de carbonato
de célcio (CaCO:s).
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O mesmo foi apresentado na ARG_ESP_AM, Figura 45.

Figura 45 — Espectro de EDS da ARG_ESP_AM aos 7 dias (a e b) e aos 28 dias (c).
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Fonte: O préprio autor.

Verificou-se a partir das analises de MEV e EDS que apenas as argamassas
com adicdo de bactérias apresentaram a precipitacdo de CaCOs e a morfologia destes cristais
condiz com estudos relatados pelos autores Muynck et al. (2008), Park et al. (2012), Chahal e
Siddique (2013), Abo-El-Enien et al. (2013) e Xu e Yao (2014) e também com a morfologia
obtida na precipitagao in vitro do CaCOs na primeira campanha experimental.

O CaCOs tem capacidade de fechamento de poros e fissuras em materiais
cimenticios, por esse motivo, foi realizado um Gltimo ensaio, em relagéo ao fechamento desses

poros e também de trincas induzidas, a partir do acompanhamento de imagens obtidas por lupa.
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4.2.3.9 Andlise das trincas por meio de lupa

O acompanhamento das trincas de aproximadamente 0,8 mm, por lupa,
iniciou-se ao segundo dia de cura e foi efetuado semanalmente até os 28 dias. Apos 0s 28 dias,
a analise foi repetida apenas aos 56 dias de cura. Os resultados podem ser visualizados na Figura

46, sendo 0 aumento utilizado de 40 x em todas as imagens.

Figura 46 — Acompanhamento das trincas por meio de lupa de todas as amostras

analisadas
IDADE
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Fonte: O préprio autor.

A partir da analise dos resultados apresentados na Figura 46, visualizou-se
que as trincas ndo foram fechadas em nenhuma das amostras, mas observou-se que na
ARG_ESP_AM uma fase celular foi induzida nas paredes das trincas, verificada pela presenca
de pequenos cristais indicados pelas setas.

Com isso, verificou-se que a trinca induzida de 0,8 mm deveria ser de menor
dimensdo, para que as bactérias conseguissem fecha-la no periodo analisado. Por esse motivo,
aos 56 dias de cura foram procurados poros, para verificar se houve o fechamento dos mesmos.
Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 47, onde em (a) estdo poros da ARG_REF,
em (b) da ARG_CTF, em (c) da ARG_ESP_IM e por fim, em (d) da ARG_ESP_AM.
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Figura 47 — Anélise dos poros das argamassas aos 56 dias de cura.

Fonte: O proprio autor.

A precipitacdo de cristais de CaCOs pode ser verificada nos poros das
argamassas com adicdo dos esporos de B. subtilis AP91, como foi observado na Figura 47,
sendo que na ARG_ESP_IM o poro ndo esta totalmente selado, enquanto na ARG_ESP_AM
0s poros estdo totalmente fechados pela bioprecipitacéo do cristal.



125

5 CONCLUSAO

Diante da delimitacdo de pesquisa verificou-se que a adi¢do dos esporos
bacterianos nas condic¢des analisadas sdo capazes de promover a biocimentacédo de poros a partir
da precipitagdo de CaCOgz mantendo uma resposta adequada na resisténcia a compresséo, a
tragdo por compressdo diametral, no médulo de elasticidade e na porosidade.

Com os resultados obtidos na primeira campanha experimental conclui-se que
a bactéria B. subtilis AP91 se apresentou mais viavel quanto a precipitacdo de CaCO3 a partir
da mudanca de biofilme, quando comparada com a B. cereus.

Quanto a aplicacdo dos esporos bacterianos nas argamassas, realizado na
segunda campanha experimental, observou-se uma melhoria mais efetiva nas propriedades da
argamassa com a adicdo dos esporos de B. subtilis AP91 na &gua de amassamento
(ARG_ESP_AM). A ARG_ESP_AM apresentou uma maior resisténcia a compressao, quando
comparada a de referéncia, tanto aos 7 quanto aos 28 dias. Além disso, observou-se uma
diminuicdo da absorcdo de agua e do indice de vazios, o que pode ter sido ocasionado pela
bioprecipitacdo de CaCOs por ac¢ao dos esporos de B. subtilis AP91.

Para a avaliacdo da porosimetria, foram realizados ensaios de
microtomografia de raios X, o qual limitou a analise em poros maiores que 28 um. A partir da
andlise dos dados deste ensaio, verificou-se que ndo houveram diferencas significativas da
porosidade total (aberta + fechada) entre as argamassas ensaiadas. Porém, quando a
porosimetria foi analisada observou-se uma diminuicdo mais significativa da porosidade dos 7
para os 28 dias nos tamanhos de 28 e 57 um, para todas as argamassas.

Com o intuito de analisar poros menores do que 28 um as argamassas foram
ensaiadas quanto a porosimetria por intrusdo de mercurio, que analisou poros abertos de até
0,006 pum. E interessante mencionar que a PIM mostrou que houve uma diferenca entre os
tamanhos de poros colmatados aos 7 e 28 dias, quando as amostras com adi¢do dos esporos
bacterianos foram comparadas com a referéncia. Aos 7 dias, foram colmatados poros iguais ou
menores que 0,64 um, ja aos 28 dias foram fechados poros de até 1,84 um. Apontando que
guanto maior o tempo de cura, 0s esporos tém capacidade de fechar poros maiores, porém,
ainda ndo ha um estudo que apresente até que idade ocorre a biocimentacdo e que tamanho de
poros esses esporos sdo capazes de fechar.

Além disso, a PIM mostrou que a adi¢do dos esporos bacterianos na agua de
amassamento foi capaz de diminuir a porosidade dos 7 para 0s 28 em poros menores que 19,7

pm, enquanto a adigdo por imersdo foi capaz de diminuir poros menores do que 1,84 pm.
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Por fim, conclui-se que, dentro das condic¢Oes analisadas que os esporos da

bactéria B. subtilis AP91 sdo capazes de biocimentar poros em materiais cimenticios. A partir

dos resultados obtidos, verificou-se que a adi¢do dos esporos na agua de amassamento resultou

em melhores resultados do que quando os mesmos foram adicionados por imersao.

5.1 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Como a presente pesquisa é de inovagdo tecnoldgica e ainda séo escassos 0s

trabalhos neste &mbito no Brasil, muitas das variaveis que interferem na precipitacdo de CaCOs

ainda ndo sdo claras e precisam ser estudadas. Desta forma, estdo descritas na sequéncia as

sugestdes para trabalhos futuros.

Avaliar como a biocimentacédo se comportara ao longo do tempo e qual a espessura de
fissura que ela € capaz de fechar;

Analisar a biocimentacdo em matérias cimenticios submetidos a diferentes tipos de
cura, pois como apresentado nesta pesquisa, existem diversas variaveis que podem
interferir no processo de precipitacdo de CaCOg, as quais ainda ndo sdo claras e
definidas.

Estudar os genes envolvidos neste processo e, se possivel e necessario, realizar a
transferéncia genética de bactérias que também tenham a capacidade de precipitacdo
de CaCQOsg, afim de potencializar a precipitagao.

Determinar o tipo de carbonato de calcio precipitado, a partir de ensaios de difracao
de raios X (DRX), para o cruzamento do tipo de carbonato de calcio encontrado no
DRX com as imagens de Microscopio Eletronico de Varredura.

Quantificar quanto CaCOs pode ser precipitado ao longo de um determinado periodo
e por meio de vias estequiométricas, estimar a quantidade de CO- reabsorvido da

atmosfera no processo de biocimentacao.
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