Universidade
Estadual de LondRina

NICOLE SCHWANTES CEZARIO

INFLUENCIA DA ADICAO DE BACTERIAS ISOLADAS
DE CAVERNA NO FECHAMENTO DE POROS E
FISSURAS EM MATERIAIS CIMENTICIOS

LONDRINA
2021



NICOLE SCHWANTES CEZARIO

INFLUENCIA DA ADICAO DE BACTERIAS ISOLADAS
DE CAVERNA NO FECHAMENTO DE POROS E
FISSURAS EM MATERIAIS CIMENTICIOS

Tese apresentada ao Curso de Pos-
Graduacao em Engenharia Civil da
Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial a obtenc¢do do titulo de
Doutora.

Orientadora: Prof* Dr? Berenice Martins
Toralles

LONDRINA
2021



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragao

Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

C425

Cezario, Nicole Schwantes .
INFLUENCIA DA ADI(;AO DE BACTERIAS ISOLADAS DE CAVERNA NO
FECHAMENTO DE POROS E FISSURAS EM MATERIAIS CIMENTICIOS /
Nicole Schwantes Cezario. - Londrina, 2021.
255f1. il

Orientador: Berenice Martins Toralles.

Tese (Doutorado em Engenharia Civil) - Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Tecnologia e Urbanismo, Programa de Pés-Graduagédo em Engenharia
Civil, 2021.

Inclui bibliografia.

1. Autocicatrizagdo - Tese. 2. Bactérias - Tese. 3. CaCQO3 - Tese. 4. Fissuras -
Tese. |. Toralles, Berenice Martins. Il. Universidade Estadual de Londrina. Centro
de Tecnologia e Urbanismo. Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Civil.
IIl. Titulo.

CDU 62




NICOLE SCHWANTES CEZARIO

INFLUENCIA DA ADICAO DE BACTERIAS ISOLADAS
DE CAVERNA NO FECHAMENTO DE POROS E
FISSURAS EM MATERIAIS CIMENTICIOS

Tese apresentada ao Curso de Pos-Graduagao
em Engenharia Civil da Universidade Estadual
de Londrina, como requisito parcial a obtencao
do titulo de Doutora.

BANCA EXAMINADORA

Prof* Dr* Berenice Martins Toralles
Universidade Estadual de Londrina

Prof® Dr® Admilton Gongalves de Oliveira Jinior
Universidade Estadual de Londrina

Prof ° Dr® Marcio Florian
Universidade Tecnolédgica Federal do Parana

Prof * Dr* Nayara Soares Klein
Universidade Federal do Parana

Prof® Dr° Wellington Longuini Repette
Universidade Federal de Santa Catarina

Londrina, 14 de dezembro



Ao meu amado esposo Davi pelo apoio
incondicional em todos os momentos.



Todas as verdades sdao faceis de perceber depois de terem sido
descobertas; o problema é descobri-las.

Galileu Galilei



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pelas oportunidades que me deu e por ter me
dado subsidio para chegar até aqui, dando-me forgas para nao desistir dos meus sonhos.

Ao meu amado esposo Davi de Souza Cezario, que com muito carinho me
ajudou a manter a calma, ter paciéncia e me incentivou a ndo desistir em momento algum.
Tenho certeza de que nao teria conseguido atingir meus objetivos sem o seu apoio.

Aos meus pais, Vilson e Eloisa, ao meu irmao Daniel e a minha cunhada
Rosiane, os quais sdo meu maior orgulho e exemplo de vida, que de forma especial
sempre estiveram presentes em todos os momentos dividindo alegrias e tristezas e me
dando forgas para continuar na busca dos meus sonhos.

A minha querida orientadora Prof* Dr* Berenice Martins Toralles, que me
repassou todo seu conhecimento, foi paciente € compreensiva o tempo todo.

Aos professores doutores Admilton Gongalves de Oliveira Junior, Gerson
Nakazato e Renata Kobayashi por todo o auxilio e por disponibilizarem seus laboratdrios
para o desenvolvimento da pesquisa. E agradecendo a vocés, estendo meus
agradecimentos ao aluno Msc. Gustavo Teixeira, pela realizagdo da bioinformatica do
sequenciamento do genoma completo, e a todos os integrantes do NIP 3, principalmente
ao Dr. Leonardo Medeiros, que foi meu brago direito e me ensinou muito sobre os
procedimentos necessarios para os experimentos na parte da microbiologia.

Ao professor Dr. Avacir Casanova Andrello, pela realizagdo dos ensaios de
Porosimetria por Intrusdo de Mercurio, ao professor Dr. Paulo Rogério, pela realizagao
dos ensaios de DRX e ao professor Dr. Paulo Parreira pelas analises de FRX.

A professora Dra. Raquel Teixeira pela disponibilizagio do uso do
Laboratério de Solos da Universidade Estadual de Londrina para a realizacdo da
fissuragao nas amostras.

Ao professor Dr. André Vanzela e aos seus alunos do Laboratorio de
Citogenética e Diversidade Vegetal, pela disponibilizacdo da estereoscopio para as
analises.

Aos professores membros da banca pelas contribui¢des para a melhoria do
trabalho.

Ao Instituto Senai de Inovag¢do em Engenharia de Estruturas pela realizagao

das andlises em MEV da ultima campanha experimental, em especial gostaria de



agradecer a minha querida amiga Geovana Ferreira Nogueira Camargo, pelo incansavel
auxilio na operac¢ao do equipamento e aquisicdo das imagens.

Ao meu querido amigo Gersson Barreto Sandoval pelo a apoio e
companheirismo durante todo o doutorado, em especial pelo auxilio na padronizagao e
analise do ensaio de permeabilidade.

Aos meus amigos e colegas de pos-graduagdo, Geovana Souza Ferreira
Nogueira, Alisson do Couto Franco, Maria Fernanda Porto, David Baldon e Livia
Fernanda Silva pelo ombro amigo nos momentos dificeis e pelas boas risadas, mesmo as
que eram de desespero foram fundamentais para que eu mantivesse a saude mental
durante esse periodo.

Aos alunos de Iniciagdo cientifica Lucca Viera Cremasco e Alex Morin
Carneiro, pelo auxilio no desenvolvimento das campanhas experimentais e redacdo de
artigos cientificos.

A aluna de TCC Camila Vianna Neves pelo auxilio nos ensaios de
permeabilidade da ultima campanha experimental.

Ao aluno de pés-graduagdo do departamento de Engenharia Elétrica, Angel
Labrador, pelo auxilio na montagem do sistema intermitente e assessoria na escolha dos
equipamentos necessarios.

Aos técnicos do Laboratorio de Materiais de Construgdao, Microscopia
eletronica e Microanalise e Espectroscopia pelo cuidado ao manusearem minhas amostras
e pelo auxilio na realizagcdo dos ensaios.

A todos os meus amigos e colegas de trabalho, que contribuiram direta ou
indiretamente na realizagdo desse trabalho. E a toda a equipe do Sinapse da Inovagado
Parana e da Fundacdo Araucaria, pelos treinamentos e pelo recurso recebido. Sem ele nao
conseguiriamos realizar todos os ensaios e adquirir os materiais necessarios.

Encerro os meus agradecimentos com a seguinte colocagdo: “Uma tese nao
se constroi sozinha”. Existem tantas pessoas por trds dessa escrita: uma orientadora
sempre disposta a corrigir e orientar. Um esposo sempre atencioso € paciente que
inimeras vezes me auxiliou em outras atividades para que eu pudesse escrever. A familia
e os amigos que sempre entenderam o porqué da minha auséncia e sempre me
incentivaram a continuar na busca dos meus sonhos.

“Uma tese ndo se constroi sozinha” ... O meu muito obrigada a todos, do

fundo do meu coragdo. Se eu consegui chegar até aqui, foi pelo auxilio de todos vocés!



SCHWANTES-CEZARIO, NICOLE. INFLUENCIA DA ADICAO DE BACTERIAS
ISOLADAS DE CAVERNA NO FECHAMENTO DE POROS E FISSURAS EM
MATERIAIS CIMENTICIOS. 2021. 255 paginas. Tese (Doutorado em Engenharia
Civil) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

Os materiais de base cimenticia sdo utilizados na construcdo civil por apresentarem bom
desempenho mecanico e durabilidade. Porém esses materiais podem apresentar
manifestagdes patologicas, sendo a fissuracdo uma das mais frequentes. Fissuras de até
0,4 mm sdo previstas no dimensionamento de estruturas de concreto, porém, com o
tempo, estas podem levar a diminui¢do da vida util desses materiais e acelerar sua
degradacao. Buscando minimizar este problema, bactérias precipitadoras de cristais de
carbonato de calcio (CaCOs3) comegaram a ser aplicadas em materiais cimenticios para a
autocicatrizacdo de fissuras, evitando sua deterioragdo precoce e protegendo-os ndo
apenas dos desgastes sofridos pela entrada de a4gua, mas também por outras substancias
prejudiciais. Diferentes microrganismos capazes de precipitar cristais de CaCO3 precisam
ser estudados, dentre os quais destacam-se as bactérias isoladas das cavernas. O presente
trabalho tem como objetivo avaliar o fechamento de poros e a autocicatrizagdo de fissuras
em materiais cimenticios mediante a precipitagdo de CaCO3 promovida pela adi¢do de
bactérias isoladas de caverna, assim como a influéncia da condi¢do de exposi¢cdo no
potencial de atuacdo destes microrganismos. Para atingir esse objetivo, o estudo foi
dividido em trés campanhas experimentais. Na primeira, buscou-se selecionar uma
bactéria com maior potencial de precipitagdo de CaCOs3, e assim com maior capacidade
de autocicatrizacdo. Na segunda campanha a bactéria selecionada foi testada em
diferentes concentragdes, em argamassas de trago 1:3 e relagdo agua/cimento (a/c) de
0,54, buscando a concentracdo ideal para aplicagdo em materiais cimenticios. Por fim, a
bactéria selecionada na concentragdo ideal foi aplicada novamente em argamassas de
mesmo trago, com a adi¢do de lactato de célcio, sendo entdo submetidas a diferentes
condi¢des de exposicdo para a andlise do fechamento de poros, autocicatrizagdo e
tratamento de superficie de fissuras. Com os resultados obtidos, verificou-se que a
bactéria isolada CV16, identificada como B. subtilis, apresentou maior potencial de
precipitacdo de CaCOs e, por esse motivo, foi selecionada para aplicagdo nas demais
etapas experimentais, sendo entdo liofilizada para facilitar sua aplicacdo. Com relacdo a
concentragao a ser aplicada verificou-se um maior fechamento de fissura com a adi¢do da
concentracdo de 107 células/mL na 4gua de amassamento, sendo que esta concentragio
ndo apresentou prejuizos as propriedades mecanicas do material, sendo entdo selecionada
para a ultima etapa. Na terceira campanha experimental, verificou-se que a adi¢do dos
esporos nado foi prejudicial a resisténcia a compressao e ndo acelerou a carbonatagao em
amostras bipartidas. Com relagdo as condi¢des de exposi¢ao, observou-se que a presenca
de agua ¢ fundamental para potencializar a autocicatrizagdo. Os cristais precipitados
foram de calcita, varita e aragonita, de acordo com a andlise em MEV e DRX. Desta
forma, concluiu-se que a bactéria B. subtilis isolado CV16 pode atuar na autocicatrizagao
de fissuras em locais em contato com agua, assim como pode ser aplicada em edificagdes
existentes no tratamento de superficie de fissuras.

Palavras-chave: Autocicatrizacdo; Bactérias; CaCOs; Fissuras; Poros.
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ABSTRACT

Cement-based materials are used in civil construction due to their mechanical
performance and durability. However, these materials may present pathological
manifestations, being that cracking is a frequent problem. Cracks measuring up to 0.4 mm
are foreseen in concrete structures design, however, over time, these can lead to a
reduction in the lifespan of the materials and accelerate their degradation. Searching for
a solution to this problem, bacteria precipitating calcium carbonate crystals (CaCO3)
began to be applied to cementitious materials for cracks self-healing, preventing their
early deterioration and protecting them not only from the wear and tear suffered by water
infiltration, but also by other harmful substances. Different microrganisms capable of
precipitating CaCOs crystals need to be studied, among which stand out cave-isolated
bacteria. This study aims to evaluate the capacity of filling pores and cracks in
cementitious materials through the precipitation of CaCO3 promoted by the addition of
cave-isolated bacteria, as well as the exposure condition that enhances the performance
of those microrganisms. To achieve this goal, the study was divided into three
experimental campaigns. In the first, the aim was to select the bacterium with the greatest
potential for CaCOs; precipitation, and thus with greater self-healing capacity. In the
second campaign, the selected bacterium was tested in different concentrations, in
mortars with a 1:3 cement-to-sand ratio and 0.54 water-to-cement ratio, seeking the ideal
concentration for application in cementitious materials. Finally, in the last campaign, the
bacteria selected at the ideal concentration was applied once again in mortars using the
same cement-to-sand ratio, with the addition of calcium lactate, being subjected to
different exposure conditions for the analysis of pore closure, crack self-healing and
surface treatment. With the results obtained, it was found that the cave-isolated bacteria
CV16, identified as B. subtilis, had the greatest potential for CaCOj3 precipitation and for
this reason was selected for application in the other experimental stages, being then
lyophilized to facilitate its application. When the concentration to be applied in the
mortars was studied, the greatest self-healing was observed with the addition of 10’
spores/mL, and this concentration did not jeopardize the mechanical properties of the
material, being then selected for the last step. In the third experimental campaign, it was
found that the addition of spores was not harmful to the compressive strength and did not
accelerate carbonation in split samples. Regarding the exposure conditions, it was
observed that the presence of water is essential to enhance the self-healing. It is worth
noting that the precipitated crystals were calcite, varite and aragonite, according to the
SEM and XRD analysis. Thus, it is concluded that the bacteria B. subtilis isolated CV16
can act in the self-healing of cracks when in contact with water, as well as being applied
in existing buildings, treating cracked surfaces.

Keywords: Self-healing; Bacterial; CaCOs; Cracks; Pores.
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1. INTRODUCAO

ApoOs o inicio da era industrial os materiais cimenticios se tornaram os
materiais de constru¢do mais utilizados no mundo, decorrente das suas caracteristicas de
elevada resisténcia & compressdo, durabilidade em contato com ambientes agressivos e
adaptabilidade a diferentes formas geométricas (JOSHI, GOYAL ¢ REDDY, 2018). No entanto
apesar das caracteristicas citadas, os materiais cimenticios podem sofrer degradagao, o que
diminui sua vida util e durabilidade (TAN et al., 2020).

A porosidade esta diretamente ligada a durabilidade, pois a partir de poros ¢
fissuras agentes nocivos adentram nos materiais cimenticios e aceleram sua degradacdo
(NEVILLE, 2001; BASHEER, KROPP ¢ CLELAND, 2001; JUSTO-REINOSO et al., 2021).
Nesse sentido, varios pesquisadores investigaram o uso de diferentes tratamentos para refinar a
estrutura de poros e evitar a deterioragdo precoce destes materiais. Tratamentos de superficie a
base de polimeros e aditivos que colmatam os poros estdo disponiveis no mercado. Porém estes
sdo ineficientes a longo prazo, havendo a necessidade de manutengdo constante associada
muitas vezes a dificuldades de acessibilidade ao local (PAN et al., 2017; VAN MULLEN et
al., 2020; SKEVI et al., 2021; JUSTO-REINOSO et al., 2021).

Nos ultimos anos, métodos promissores para restauracdo ecologica de
materiais cimenticios estdo sendo investigados e desenvolvidos em varios laboratorios do
mundo. Um desses métodos envolve o uso de bactérias precipitadoras de cristais de carbonato
de célcio (CaCOs) (NGUYEN et al., 2019; JUSTO-REINOSO et al., 2021; RYPAROVA et
al.,2021).

A bioprecipitagdo de carbonato de célcio promovida por bactérias tem se
estabelecido como uma area de pesquisa multidisciplinar, visando a otimizagdo da vida util de
materiais cimenticios (ANBU et al., 2016; ALAZHARI et al., 2018). Segundo Jonkers et al.
(2010), essas bactérias sdao adicionadas aos materiais cimenticios a fim de reduzir sua
porosidade e fechar fissuras, sendo apresentadas como uma técnica de reparagdo sustentavel.

Virias bactérias que sdo capazes de precipitar CaCO3 podem ser utilizadas
para autocicatrizar fissuras em materiais cimenticios, sendo que a maior parte das pesquisas
utiliza bactérias do género Bacillus. Entretanto bactérias isoladas de caverna comegaram a ser
estudadas para este mesmo fim (ZHU e DITTRICH, 2016; LI et al., 2019), pois estes
microrganismos possuem um grande potencial de formacdo de minerais de CaCOs em
ambientes naturais (GROTH el al., 2001; CANAVERAS e/ al., 2001; SANCHEZ-MORAL e/

al.,2003; CACCHIO el al., 2003; CACCHIO el al., 2004; ENGEL el al., 2004).
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Estudos realizados em materiais cimenticios com uma bactéria isolada da
caverna carsica Yixing Shanjuan, na China, apontaram que a bioconsolidacdo promovida pela
precipitacao de CaCOs3 resultou em um aumento da resisténcia a compressao € uma diminui¢ao
da absor¢ao de agua mediante a adi¢ao da bactéria isolada (LI ef al., 2019). Cavernas carsicas
sdo consideradas ambientes extremos de escassez nutricional, falta de iluminagdo e privagao de
oxigénio. Desta forma, microrganismos presentes nestes ambientes conseguem sobreviver em
condi¢gdes adversas ao seu crescimento e geralmente estdo envolvidos na formagdo e
manutengdo do sistema de cavernas através de varias atividades metabolicas (DONG et al.,
2020).

As bactérias s3o adicionadas aos materiais cimenticios em concentragdes que
podem influenciar no desempenho mecanico e na autocicatrizagdo de fissuras. Enquanto alguns
pesquisadores indicam a concentracdo de 10° células/mL como a ideal para melhoria do
desempenho mecanico (GHOSH et al., 2005; REDDY et al., 2010; CHAHAL et al., 2012;
CHAHAL e SIDDIQUE, 2013; MONDAL e GHOSH, 2018), outros afirmam que ¢ necessaria
uma concentracio minima de 107 células/mL para que a precipitacdo de CaCOs seja efetiva e
apresente resultados significativos (ZHANG et al., 2016).

Além disso o ambiente de exposi¢do que o material cimenticio estiver
submetido pode influenciar na precipitacdo de CaCO3 e consequentemente no fechamento de
poros e na autocicatrizagdo de fissuras. Por esse motivo, o ambiente de exposi¢do das amostras
deve ser levado em considerag¢do nas pesquisas. Entretanto ainda existem lacunas sobre qual
ambiente de exposi¢do pode potencializar o crescimento bacteriano e consequentemente
aumentar o potencial de autocicatrizagdo de materiais cimenticios a partir da incorporacao de
bactérias (WANG et al., 2014; LUO, QIAN e LI, 2015; TZIVILOGLOU et al., 2016;
ALAZHARI et al., 2018).

Diante do exposto, observa-se a importancia de desenvolver pesquisas que
selecionem uma bactéria com maior potencial de fechamento de poros e autocicatrizagao de
fissuras, além de se verificar qual concentracdo ¢ ideal para que esta seja adicionada a um
material cimenticio e que condi¢do de exposi¢do pode potencializar a atuacdo bacteriana na

autocicatrizacao de fissuras em materiais cimenticios.
1.1 JUSTIFICATIVA

A fissuragdo € um problema inerente a maioria dos materiais de construgdo a

base de cimento (KALHORI ¢ BAGHERPOUR, 2017; JUSTO-REINOSO et al., 2021).
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Mesmo que o dimensionamento de estruturas de concreto permita fissuras de pequenas
aberturas, entre 0,2 e¢ 0,4 mm, (NBR 6118/2014) e as microfissuras nao afetem
significativamente a resisténcia do concreto (MORS e JONKERS, 2019), estas permitem a
penetracao de agua, cloretos, sulfatos e acidos que podem resultar na degradacao do material
(NGUYEN et al., 2019; DE BELIE et al., 2019; RYPAROVA et al., 2021).

Por esse motivo hd a necessidade de estudos de materiais que possam
diminuir a incidéncia de fissuras em materiais cimenticios ¢ também diminuir sua espessura,
contribuindo para o aumento da vida 1til das edificacdes (KALHORI e BAGHERPOUR, 2017;
SKEVI et al., 2021). Durante as ultimas décadas, estudos sobre bactérias precipitadoras de
CaCOs que proporcionam o fechamento de poros e a autocicatriza¢ao de fissuras em materiais
cimenticios se intensificaram em todo o mundo (MUKERJEE ¢ REDDY, 2013; DHAMI,
REDDY e MUKIJERIJEE, 2013; ALAZHARI et al., 2018; RONG et al., 2020).

A partir da autocicatrizacdo de fissuras promovida por bactérias, a vida util
de materiais cimenticios pode ser estendida sem a necessidade de intervencao (GRANGER el
al., 2007; HILLOULIN el al., 2014; ALAZHARI et al., 2018; NGUYEN et al., 2019; TAN et
al., 2020; MOHAMMED et al., 2020; RYPAROVA et al., 2021; SKEVI et al., 2021).

Em contrapartida, ainda existem lacunas do conhecimento quanto as
condi¢gdes oOtimas para o fechamento de poros e autocicatrizacdo de fissuras em materiais
cimenticios, pois existem muitas bactérias que podem ser aplicadas para este fim e cada uma
pode se comportar de forma diferente frente as condi¢des de aplicagdo e as suas proprias
caracteristicas (VAN TITTELBOOM et al., 2012; ABO-EL-ENEIN et al., 2013).

Bactérias isoladas de ambientes naturais, tais como solos, cavernas e
ambientes maritimos, demonstram um grande potencial de aplicacdo em materiais cimenticios
pelo seu potencial de precipitacdo de CaCO3z (CANAVERAS et al., 2001; GROTH et al., 2001;
CACCHIO et al., 2003; SANCHEZ-MORAL et al., 2003; CACCHIO et al., 2004; ENGEL et
al.,2004; ZHU e DITTRICH, 2016).

Entretanto poucos estudos sdo apresentados nas pesquisas utilizando este tipo
de bactéria para autocicatrizagdo de materiais cimenticios (LI et al., 2019). Além disso ainda
existem divergéncias na literatura, principalmente em relacdo a concentragdo de bactérias que
deve ser adicionada aos materiais cimenticios (ALGAIFI et al., 2020) e aos ambientes de
exposicao que podem potencializar ou prejudicar a atuacao bacteriana nestes materiais.

Com relacdo as condicdes de exposi¢ao alguns pesquisadores afirmam que

para a precipitagdo de CaCO3 acontecer as bactérias precisam estar em contato com uma fonte
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de calcio (que pode ser o hidroxido de calcio), com o CO» atmosférico e em contato com agua.
Sendo assim, condigdes intermitentes (dry-wet) podem potencializar a precipitacdo de CaCO3
e consequentemente a autocicatrizacdo (TAN et al., 2020). Tal fato foi corroborado por
Tziviloglou et al. (2016) e Wang et al. (2014) que observaram um aumento no crescimento
bacteriano e da precipitagio de CaCO3 quando as amostras foram submetidas a regimes
intermitentes.

De acordo com Tziviloglou et al. (2016) e Wang et al. (2014) o método de
respiracdo aerdbica para conversao de uma fonte de calcio em carbonato de célcio requer a
presenga de oxigénio e por esse motivo a autocicatrizagdo tende a ser mais lenta quando as
amostras estiverem imersas em agua. Porém Luo, Qian e Li (2015) verificaram que a cura
imersa em agua apresentou melhores resultados de autocicatrizacao.

Desta forma, a pesquisa em questdo contribuira para o estudo de adi¢des de
bactérias isoladas de caverna em materiais cimenticios, € também sobre a influéncia da
condi¢do de exposi¢ao na autocicatrizagdo. A literatura aponta que esse tipo de adi¢do, além da
autocicatrizacdo de fissuras, ¢ uma alternativa para melhoria da resisténcia a compressao e
redugdo da porosidade, além de resultar no aumento da vida util dos elementos a base de

cimento (LI et al., 2019; SKEVI et al., 2021).
1.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o fechamento de poros e fissuras em materiais cimenticios mediante
a precipitacdo de CaCO3 promovida pela adi¢ao de bactérias isoladas de caverna, assim como

a influéncia da condi¢ao de exposi¢ao no potencial de atuacdo destes microrganismos.
1.2.1 Objetivos Especificos

e Selecionar uma bactéria isolada da caverna Pedra da Cachoeira com maior
capacidade de precipitagao de CaCOs;

e Determinar a concentragdo de bactéria que proporcione o maior fechamento de
poros e fissuras, sem prejudicar o desempenho mecanico;

e Acompanhar e quantificar o fechamento de fissuras em argamassas pela
autocicatrizacao, frente a diferentes condicdes de exposicao;

e Determinar o fechamento de fissuras, em argamassas, frente ao tratamento de

superficie com solucdo bacteriana.
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1.3 QUESTAO DE PESQUISA

O ambiente de exposi¢do ¢ capaz de potencializar a precipitacdo de carbonato
de calcio (CaCOs3) e consequentemente o fechamento de poros e a autocicatrizagao de fissuras

em materiais cimenticios mediante a adi¢ao de bactérias isoladas de caverna?
1.4 HIPOTESES

Hipotese 1: A adigdo de bactérias isoladas de caverna em materiais
cimenticios promove o fechamento de poros e a autocicatrizagdo de fissuras independentemente
da condicdo de exposi¢do em que os materiais estiverem submetidos.

Hipétese 2: A adicdo de bactérias isoladas de caverna em materiais
cimenticios prova-se superior no fechamento de poros e na autocicatrizagdo fissuras quando

comparada a referéncia, sem adi¢ao de bactérias.

1.5 TRABALHOS DESENVOLVIDOS PELO GRUPO DE PESQUISA RELACIONADOS
AO TEMA

O grupo de pesquisa da UEL comecou a trabalhar sobre o tema de
autocicatrizacdo em materiais cimenticios por meio da adi¢do de bactérias no ano de 2015,
tendo produzido os seguintes trabalhos:
e Académicos:
o SCHWANTES, N. DESEMPENHO DE Bacillus sp. NA BIOCIMENTACAO
DE MATERIAIS CIMENTICIOS. 2017. 136 f. Dissertagio (Mestrado em
Engenharia de Edificacdes e Saneamento) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2017.
o SIRILO, M. O. VERIFICACAO DA AUTOCICATRIZACAO POR ADICAO
DE BACTERIAS EM COMPOSTOS CIMENTICIOS POR MEIO DO
ULTRASSOM. 2018. 63 f. Trabalho de Conclusdo de Curso. Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2018.
o DUARTE, C. N. INFLUENCIA DO AMBIENTE DE EXPOSICAO NA
AUTOCICATRIZACAO DE MATERIAIS CIMENTICIOS COM ADICAO
DE BACTERIAS. 80 f. Trabalho de Conclusido de Curso. Universidade Estadual
de Londrina, 2021.

e Artigos completos publicados em periddicos:
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o SCHWANTES-CEZARIO, N.; PERES, M. V. N. N.; FRUET, T. K.; NOGUEIRA,
G. S. F.; TORALLES, B. M.; CEZARIO, D. S. Crack filling in concrete by
addition of Bacillus subtilis spores - Preliminary study. DYNA (MEDELLIN).
Fator de Impacto (2013 JCR): 0,2170, v.85, p.132 - 139, 2018.

o SCHWANTES-CEZARIO, N.; PORTO, M. F.; SANDOVAL, G. F. B;
NOGUEIRA, G. S. F.; COUTO, A. F.; TORALLES, B. M. Effects of Bacillus
subtilis biocementation on the mechanical properties of mortars. Revista
IBRACON de estruturas e materiais. v.12, p.31 - 38, 2018.

o SCHWANTES-CEZARIO, NICOLE; NOGUEIRA, G. S. F.; TORALLES, B. M.
Biocimentacio de compdsitos cimenticios mediante adicdo de esporos de B.
subtilis AP91. Revista de Engenharia Civil IMED, v.4, p.142 - 158, 2017.

o SCHWANTES-CEZARIO, N.; MEDEIROS, L.; OLIVEIRA JUNIOR, A. G
NAKAZATO, G.; KOBAYASHI, R.; TORALLES, B. M. Bioprecipitation of
calcium carbonate induced by Bacillus subtilis isolated in Brazil. International
Biodeterioration e Biodegradation. Fator de Impacto (2016 JCR): 2,9620, v.123,
p.200 - 205, 2017.

o SCHWANTES-CEZARIO, N.; NOGUEIRA, G. S. F.; COUTO, A. F.; PORTO, M.
F.; ANDRELLO, A. C.; TORALLES, B. M. Mortars with the addition of
bacterial spores evaluation of porosity by different test methods. Journal of
Building Engineering, v. 30, p.1-10, 2020.

o SCHWANTES-CEZARIO, N.; CREMASCO, L. V.; MEDEIROS, L. P;
TEIXEIRA, G.; ALBINO, U. B.; LESCANO, L. E.; MATSUMOTO, L. S.;
OLIVEIRA JUNIOR, A. G.; DA SILVA, P. R. C.; TORALLES, B. M. Potential
of cave isolated bacteria in self-healing of cement-based materials. Journal of
Building Engineering, v. 45, n. 103551, 2022.

e Artigos completos publicados em anais de congressos:

o SCHWANTES-CEZARIO, N.; PORTO, M. F.; NOGUEIRA, G. S. F;
MEDEIROS, L. P.; ANDRELLO, A. C.; TORALLES, B. M. Adicao de bactérias
em materiais cimenticios: efeito sobre a porosidade e resisténcia a compressao.
61° Congresso Brasileiro do concreto IBRACON 2019.

Vale destacar, que além dos trabalhos desenvolvidos citados o grupo de
pesquisa foi contemplado com o Edital Sinapse da Inovagao Parana (2019-2021) para incubagao

de Startup, a partir do qual a startup CimeBio foi criada. A equipe da CimeBio também foi
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contemplada com o Edital Startup Match, possibilitando a contratacdo de dois pesquisadores
durante um periodo de 6 meses para auxiliar no desenvolvimento de pesquisas na area de
autocicatrizacao por adi¢cdo de bactérias e recebeu o prémio de Startup destaque no Construtech
Week promovido pela Governanga de Inovagao na Construcao Civil do Norte do Parana (ICON)

em 2021.
1.6 DELIMITACAO DE PESQUISA

Para a elaboracdo deste trabalho cada campanha experimental teve
delimitagdes especificas. Na primeira delimitou-se a estudar a precipitagcdo in vitro de CaCOs
de 10 bactérias isoladas de caverna, comparando-as com bactérias ja estudadas na precipitagao
de CaCOs (B. subtilis 168 e B. subtilis AP91), com o intuito de selecionar a cepa que tivesse
maior potencial de precipitagdo de CaCOj3 para a continuidade da pesquisa.

A segunda campanha experimental delimitou-se em estudar a concentracao
de esporos da bactéria selecionada na primeira campanha, adicionados a uma argamassa basica
de trago 1:3 (em massa), com relagdo agua-cimento (a/c) de 0,54 ¢ submetida a cura submersa
em tanque de dgua saturada com cal. O cimento utilizado foi o CP V — ARI e a areia foi a
quartzosa natural, proveniente do Rio Parana. As concentragdes estudadas foram de 0, 10°, 10°
e 107 esporos/mL. Vale destacar que as concentra¢cdes foram adicionadas na 4agua de
amassamento.

Por fim, a ultima campanha experimental se delimitou a avaliar a influéncia
da condi¢do de exposicao no fechamento de poros e autocicatrizagio de fissuras. As argamassas
tiveram a adi¢do da mesma bactéria no mesmo trago, relagdo a/c e materiais utilizados da 2°
Campanha Experimental, com a incorporagao de lactato de célcio pentahidratado em 3% com
relagdo a massa de cimento. A concentracao bacteriana utilizada foi apenas a que apresentou os
melhores resultados na campanha experimental anterior e as condi¢des de exposicao analisadas
foram: ao ar, submersa em agua potavel, submersa em agua saturada com cal e em regime
intermitente.

Além disso na ultima campanha experimental o tratamento de superficie foi
avaliado no fechamento de fissuras. Para tal andlise, o experimento delimitou-se a analise do
fechamento de fissuras em argamassa de trago 1:3 e relagdo a/c de 0,54, elaboradas sem a adi¢ao
de bactérias e de lactato de calcio na agua de amassamento. As fissuras foram tratadas
superficialmente a partir da aspersao das bactérias e da solugdo de lactato de célcio, as quais

foram aplicadas duas vezes ao dia durante o tempo de analise.
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1.7 CONTRIBUICAO ESPERADA

Espera-se que com o desenvolvimento desta pesquisa seja possivel apresentar
dados que demonstrem:

e 0 potencial da aplicagdo de bactérias isoladas de caverna para o fechamento de poros e
autocicatrizacao de fissuras em materiais cimenticios;

¢ ainfluéncia da concentracao bacteriana na autocicatriza¢ao de materiais cimenticios;

e a influéncia do ambiente de exposi¢ao na autocicatrizagao promovida pela adicao de
bactérias;

e o0 potencial da aplicacdo do tratamento de superficie com solugdo bacteriana no

fechamento de fissuras em materiais cimenticios.
1.8 ESTRUTURA DO TRABALHO

O presente trabalho estd estruturado em cinco capitulos, sendo o primeiro
dedicado a introdugdo, justificativa, objetivo, questdo de pesquisa, hipdteses, trabalhos
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa relacionados ao tema, delimitagdo da pesquisa e a
contribuigao esperada.

No segundo capitulo apresenta-se a revisdo bibliografica, discorrendo
primeiramente sobre o historico da autocicatrizagdo em materiais cimenticios, dando maior
foco a autocicatrizagdo por adi¢do de bactérias, nas propriedades dos materiais cimenticios
afetadas por este tratamento e na influéncia das condi¢des de exposi¢ao na atuagdo bacteriana.

Os materiais empregados e os métodos utilizados no desenvolvimento das
campanhas experimentais se encontram no terceiro capitulo. Dando sequéncia, os resultados e
suas discussdes, de todas as campanhas experimentais efetuadas, estdo descritos no quarto
capitulo. Por fim, o quinto e Ultimo capitulo traz as principais conclusdes do trabalho,

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

No presente capitulo estd apresentada a compilacdo do estudo da
autocicatrizacdo em materiais cimenticios, dando énfase na autocicatrizagdo por adi¢ao de
bactérias e abordando sobre os mecanismos ¢ formas de precipitagdo de (CaCOs3), além da
influéncia da adigdo de bactérias nas propriedades dos materiais cimenticios e as condi¢des de

cura e exposi¢ao.
2.1 AUTOCICATRIZACAO EM MATERIAIS CIMENTICIOS
2.1.1 Historico

Materiais cimenticios autocicatrizantes sdo aqueles capazes de reparar suas
proprias fissuras, sem nenhuma adi¢ao posterior a elaboracdo do mesmo. De acordo com Van
Tittelboom e De Belie (2013), no ano de 1969 as propriedades autocicatrizantes foram
estudadas pela primeira vez em materiais poliméricos. Na sequéncia, entre os anos de 1979 e
1981 foram publicados artigos sobre a autocicatrizagdo em sistemas termoplasticos e
reticulados e somente apos 1990 foram iniciadas pesquisas sobre a autocicatriza¢ao envolvendo
materiais cimenticios.

A primeira pesquisadora a estudar sobre a autocicatrizagdo de materiais
cimenticios foi a Dra. Carolyn M. Dry, da Universidade de Illinois, no ano de 1994. Esta
pesquisadora analisou a incorpora¢do de fibras ocas de polipropileno preenchidas com um
adesivo de metil metacrilato que atuam como agente autocicatrizante. Quando uma fissura se
propagava, a fibra se rompia e liberava o metil metacrilato, que por sua vez preenchia as fissuras
(VAN TITTELBOOM e DE BELIE, 2013).

Ap6s a Dra. Dry, varios pesquisadores de todo o mundo comegaram a estudar
o fendmeno da autocicatrizagdo e propor diferentes métodos para o fechamento de fissuras em
materiais cimenticios (RAMACHANDRAN et al., 2001; MONDAL e GHOSH, 2019). Porém
a consolidacdo das pesquisas neste tema se deu a partir da publicacdo do volume do RILEM
(Réunion Internationale des Laboratoires et Experts des Matériaux, systemes de construction
et ouvrages), que foi iniciado no ano de 2005 e finalizado em 2013, com o titulo “Fendmenos
de autocicatrizagdo em materiais de base cimenticea”.

A autocicatrizagdo ¢ um fendmeno antigo e bem conhecido em materiais
cimenticios, pois decorre da hidratacdo continua dos minerais presentes na mistura ou da

carbonatacdo do hidréxido de calcio (Ca(OH)2). No entanto esta autocicatrizagdo ¢ de dificil
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controle, sendo limitada a pequenas fissuras e apenas efetiva mediante contato com umidade
(EDVARDSEN, 1999; VAN TITTELBOOM e DE BELIE, 2013, DE BELIE et al., 2019;
JUSTO-REINOSO et al., 2021).

Estudos recentes buscam potencializar essa autocicatrizagao a partir de
diferentes métodos, entre eles pode-se citar a hidratagdo de particulas ainda nio hidratadas,
adi¢ao de polimeros encapsulados e utilizacdo de bactérias (WANG et al., 2012; TAKAGI,
2013; ALAZHARI et al., 2018).

Os materiais cimenticios autocicatrizantes podem ser divididos em dois
grupos de acordo com o mecanismo de cicatrizagdo: autdgena ou exodgena (TANG, KARDANI
e CUIL 2015). A autocicatrizagdo autdgena € resultado das reagdes quimicas internas da propria
matriz cimentica, enquanto a autocicatriza¢do exdgena acontece pela incorporagdo de agentes
quimicos ou biologicos na matriz cimenticia (SCHLANGEN e WANG, 2015; TANG,
KARDANI e CUI, 2015).

De acordo com De Brito e Kurda (2020) e Ryparova et al. (2021) a
autocicatrizacdo autdgena pode acontecer em decorréncia da expansdo da matriz cimenticia
hidratada, carbonatagcdo de hidroxido de calcio, hidratagdo continua de cimento nao hidratado
ou ainda pela presen¢a de impurezas na agua da mistura. Vale destacar que esse mecanismo
acontece na presenca de materiais que nao sdo especificamente projetados para a
autocicatrizacao.

Ao contrdrio da autocicatrizacdo autdgena, a autocicatrizacdo auténoma,
também chamada de exdgena, pode incluir qualquer técnica que tenha como objetivo a
autocicatrizacao de fissuras em materiais cimenticios (DE BRITO e KURDA, 2020).

No Brasil, por exemplo, concretos autocicatrizantes ja foram aplicados em
algumas construcdes, como a laje de cobertura do Museu de Arte do Rio de Janeiro representada
na Figura 1, no qual foram aplicadas fibras ocas com metil metacrilato (ITAMBE, 2016).

Figura 1 — Museu de Arte do Rio de J
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aneiro
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Fonte: BERGAMO (2015).
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A autocicatrizagdo promovida por bactérias, por sua vez, recebeu bastante
aten¢do nos ultimos anos (GAO et al., 2020; JUSTO-REINOSO et al., 2021). Mas antes de se
estudar a autocicatrizagao promovida pela adi¢do de bactérias, estudos sobre o tratamento de
fissuras com microrganismos para a reparacao de monumentos antigos e pedras calcareas foram
desenvolvidos (TIANO et al., 1999; CASTANIER et al., 2000).

Em 2001 o primeiro estudo que incorporou microrganismos no momento da
mistura de matrizes cimenticias foi publicado (RAMACHANDRAN et al., 2001), sendo que
este tipo de adi¢do ganhou maior foco nos ultimos 10 anos (ALAZHARI et al., 2018; RONG
et al., 2020; JUSTO-REINOSO et al., 2021).

Com o passar dos anos, as pesquisas foram avang¢ando nesta area (JUSTO-
REINOSO et al., 2021). Entretanto de acordo com Qian ef al. (2021) a maioria dos estudos de
autocicatrizacdo por adicdo de bactérias realizam anélises laboratoriais e estudos praticos e em
escala real raramente sdo realizados.

Comercialmente a autocicatrizagdo por adicdo de bactérias comegou ser
desenvolvida na Holanda. Em 2015 os pesquisadores Wiktor e Jonkers publicaram o primeiro
estudo de caso da aplicagdo de bactérias ureoliticas em fissuras de uma laje de garagem, na qual
houve uma diminui¢do da permeabilidade com o tempo de analise, mas nao o fechamento total
da fissura, como pode-se vizualisar na Figura 2. Para a analise foi delimitada uma area de 1 m?
da laje, a qual foi saturada com uma solug@o com bactérias do género Bacillus e nutrientes e
apos dois meses o ensaio de permeabilidade foi conduzido. Vale ressaltar que esta aplicagado foi
utilizada como um tratamento de superficie e ndo como autocicatrizagdo (WIKTOR e

JONKERS, 2015).

Figura 2 — Fissura em uma laje de garagem sem a adicio de bactérias (a) e com a adi¢ao

e

de bactérias (b)

Fonte: Adaptado de Wiktor e Jonkers (2015).
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No ano de 2017, aditivos a base de bactérias foram aplicados em um tanque
de 4gua no porto da cidade de Roterda, conforme ilustra a Figura 3. A tecnologia do aditivo foi

desenvolvida em parceria da Universidade de Delft e da empresa Basilisk.

Figura 3 — Tanque de agua em Roterda

Fonte: Basilisk — Self-healing concrete ®. Disponivel em: < https://www.basiliskconcrete.com/portfolio-
items/bluswaterbassin-havenbedrijf-rotterdam-2/?lang=en>.

A estrutura possui quatro paredes de concreto, sendo que em duas delas foi
utilizado o agente de autocicatriza¢ao patenteado pela empresa. Apds a construgdo das paredes,
foi notavel o melhor desempenho nas paredes com o agente de autocicatrizagdo em relacdo ao
aparecimento e fechamento de fissuras (MORS e JONKERS, 2019).

Na Bélgica a primeira aplicagdo de concreto autocicatrizante a base de
bactéria foi publicada por Van Mullem e colaboradores (2020). Estes pesquisadores executaram
uma laje de cobertura de uma camara de inspe¢do de um dos tubos de drenagem na cidade de
Antuérpia, que ¢ a maior cidade da Bélgica. A laje pode ser visualizada na Figura 4, nela foi
aplicado um aditivo chamado de MUC (Mixed Ureolytic Culture), que nada mais € do que um
material granular contendo bactérias anaerdbicas com capacidade de esporulagdo, solucao
ureoliticas e nitrato de calcio.

Figura 4 — Laje elaborada com aditivo a base de bactérias

B

Fonte: Van Mullem et al., (2020).
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Nas inspecdes realizadas na laje, durante o tempo de andlise, ndo foram
observadas fissuras. Entretanto corpos de prova foram moldados com o mesmo traco e
fissurados para andlise. Desta forma os pesquisadores observaram a autocicatrizagdo das
fissuras a partir da atuagao bacteriana (VAN MULLEM et al., 2020).

Como pode-se observar, o estudo da autocicatrizacdo por adi¢do de bactérias
vem sendo um tema abordado na literatura com frequéncia, todavia apenas nos ultimos anos
produtos comerciais comecgaram a ser aplicados em obras e ainda existem vérias lacunas do
conhecimento sobre este tema (MORS e JONKERS, 2019). Para que se tenha um
aprofundamento sobre o assunto, deve-se conhecer as causas da autocicatrizagdo e as

particularidades da adigdo de bactérias para esse fim.
2.1.2 Causas da autocicatrizagao

De acordo com boletim técnico do RILEM (2013), a autocicatrizacdo de
materiais cimenticios pode ter diversas causas, entre elas, pode-se citar as fisicas, quimicas e
mecanicas, conforme ilustra a Figura 5.

Figura 5 — Causas da autocicatrizacio em materiais cimenticios
Causas fisicas Causas quimicas Causas mecinicas
Particulas . Particulas
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|
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i :x.":"\'
Fonte: Adaptado da RILEM (2013).

Normalmente a causa fisica estd relacionada ao aumento de volume da pasta
de cimento hidratada perto das faces da fissura, pela absorcdo de agua. Quanto as causas
quimicas, exitem duas possibilidades: a hidratacdo continuada e a formagdao de CaCOsz. A
hidratacdo continuada esté relacionada a hidratagdo do cimento ou outros materiais pozolanicos
suplementares que ndo reagiram anteriormente. Quando estes materiais se hidratam, reagem e
tém a capacidade de autocicatrizagdao de pequenas fissuras (RILEM, 2013).

A precipitagdo de carbonato de calcio, por sua vez, vem sendo abordada como
o mecanismo de autocicatrizagdo mais eficaz. No processo de precipitacio os ions célcio (Ca*?)

e carbonato (COs) se ligam, na presenca de dgua e em condi¢des que dependem do pH,
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temperatura e concentragdo dos reagentes. Cabe destacar que essa precipitacdo pode ocorrer a
partir do processo natural de carbonatagdo como também pela a¢do de microrganismos, sendo
a autocicatrizagdo pela precipitacao de CaCOs a partir da adicdo de bactérias a mais estudada
atualmente (RILEM, 2013).

Por fim, tem-se as causas mecanicas relacionadas ao preenchimento de partes
da fissura por particulas soltas e por particulas suspensas em agua, mas este efeito ¢ de pequena

importancia no estudo da autocicatrizacao (RILEM, 2013).
2.1.3  Autocicatrizacao por adi¢ao de bactérias

Normalmente, quando se pensa em microrganismos aplicados aos materiais
cimenticios surge a preocupagdo dos danos que estes podem causar aos materiais, pois no
passado pesquisas focavam no entendimento de efeitos negativos da proliferacdo bacteriana
sobre diferentes substratos (BOQUET ef al., 1973). Entretanto na atualidade caracteristicas
benéficas de metabolismos bacterianos estdo sendo investigadas para a autocicatrizagdo dos
materiais cimenticios a partir da bioprecipitacio de CaCO3; (DE MUYNCK et al., 2008®);
JONKERS et al., 2010; VAN TITTELBOOM et al., 2010; WIKTOR e JONKERS, 2011;
SCHREIBEROVA et al., 2019).

De acordo com Castanier et al. (1999), existem indicios de que a formagao de
calcita na crosta terrestre pode ser atribuida em grande parte as atividades de precipitagado
microbiana. Sendo que as bactérias ao longo dos anos t€ém se apresentado com um potencial de
crescimento e aplicacdo nas condigdes mais adversas (SECKBACH e CHELA-FLORES,
2012).

Nos ultimos anos, a bioprecipitagdo de carbonato de calcio promovida por
bactérias tem se estabelecido como uma érea de pesquisa multidisciplinar, visando o aumento
da vida util de materiais cimenticios (ANBU et al., 2016; ALAZHARI et al., 2018; SKEVI et
al. 2021; JUSTO-REINOSO et al., 2021). Segundo Jonkers et al. (2010) essas bactérias sao
adicionadas aos materiais cimenticios a fim de reduzir a porosidade e fechar fissuras, sendo
apresentadas como uma técnica de reparagdo sustentavel, a qual estd sendo investigada e
desenvolvida em vdrios centros de pesquisa do mundo, como por exemplo: Universidade de
Delft na Holanda, Universidade de Ghent na Bélgica, Universidade de Bath no Reino Unido,
Universidade de Thapar na India, entre outros.

O Quadro 1 apresenta um resumo dos estudos que serdao abordados na

sequéncia em relagdo a autocicatrizagdo de materiais cimenticios com adi¢ao de bactérias.
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Quadro 1 — Estudos realizados sobre a autocicatrizacio de fissuras em materiais
cimenticios pela adicdo de bactérias (continua)

Autor e Bactéria Forma de adicio Concentraciao Variavel Condicao de Ensaios
ano estudada § adicionada estudada cura realizados
Selado com MEV,
. Impregnada com - L acompanhamento
Wiktor e preg . 1,7x 103 Adicao de plastico filme e p
B. meio de cultivo . de fissuras por
Jonkers S . esporos/grama de esporos mantido a . .
alkalinitrilicus em argila . . . imagem e célculo
(201D . argila expandida bacterianos temperatura
expandida . do percentual de
ambiente L
autocicatrizagao
Bactéria .
, . 25°C; i
alcali- 30 mL na SégCu,allrrzlzros((j) Zm Permeabilidade,
. resistente e , concentragdo de . acompanhamento
Luo, Quian formadora de Na agua de 10°a dicimfa dos & Espessura de 90% de umidade de ﬁps Suras por
e Li (2015) ~ amassamento , fissura relativa; 25°Cem . P
esporos (ndo agua de . L imagem, MEV e
. ciclos umido-
menciona amassamento seco DRX
qual) '
Resisténcia a
compressao,
Mondal . ~ . bsor¢ao d
((})}I:O:he B, subtilis Na 4gua de 103,105 ¢ 107 Concentragdo 27°C imerso em a s;)riio ©
' amassamento células/mL bacteriana agua agua,
(2018) autocicatrizagao
de fissuras, MEV
e DRX
Primeiros 28 dias
antidade de imerso em agua. C
Impregnada com 9 Qu . ) &l Autocicatrizagdo
. . . 4,1x10 perlita Depois 165 dias
Alazhari e/ B. meio de cultivo . ~ . de fissuras e
. . esporos/g de expandida com  em cdmara umida ~
al., (2018)  pseudofirmus em perlita . . . . absorcao
. perlita expandida  nutrientes e com  com umidade de .
expandida . superficial
esporos aproximadamente
100%.
20°C a 95% de
umidade relativa;
1merso em agua, Absor¢ao de
Presenca de imerso em meio Aoua
Wang et . . 10° células/g das nutrientes, de cultivo; ciclos agua,
B. sphaericus  Microencapsulada . ) . . autocicatrizagio
al,. (2014) microcépsulas €sporos e intermitentes em
. , . de fissuras, PIM
condicao de cura agua; ciclos .
. . e permeabilidade
Intermitentes no
em meio de
cultivo
Imc?rso em agua, Resisténcia a
imerso em .
~ . compressao e a
Condigao de solugdo de urcia tragdo
Kalhori e Imersdo e agua de 6 e cloreto de o
- 2,2x10 cura e forma de e permeabilidade,
Bagherpour B. subtilis amassamento - calcio; imerso em ~
. esporos/mL adigdo dos % . absorcéo de
(2017) com nutrientes solugdo de ureia ,
€sporos adgua, DRX e
e cloreto de NI
o autocicatrizagio
calcio com
L. de fissuras
bactérias
Autocicatrizacdo .
5,25 gramas dos 4 zag Imerso em agua
A em amostras : . .
granulos de durante 28 diase  Calorimetria de
Encapsulados em carbonatadas e . ~
. ~ concreto aerado ~ em regime condugdo
Tan et al., Bacillus granulos de nao . . L
.. leve intermitente (16h isotérmica,
(2020) cohnii concreto aerado . carbonatadas L. ~
(aproximadamente o umido e 8 horas carbonatagao,
leve 10 com adi¢do dos . A
3,64x10 esparos seco) apos esse autocicatrizagdo
€sporos) bacterianos periodo
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Autor e Bactéria s~ Concentraciao Variavel Condicao . ]
Forma de adi¢ao . . Ensaios realizados
ano estudada adicionada estudada de cura
Quantificagdo do
107, 108 e 10° CaCOs precipitado, taxa
Na agua de células/mL (essas ~ Concentragdo e de autocicatrizagao por
Rong et al., .. o Imerso em .

(2020) S. pasteurii amassamento concentragdes nao espessura de 4oua permeabilidade a carga
com nutrientes foram em todo o abertura g constante ¢ por analise

volume de agua) de imagem, DRX e

MEV

Fonte: Autora.

Vale destacar que as analises de autocicatrizacdo foram realizadas por
imagem e/ou pelo ensaio de permeabilidade. O calculo da autocicatrizagdo por imagem ¢
realizado a partir da quantificacdo da espessura da fissura ou de sua area imediatamente apds a
fissuracdo e essa medigdo ¢ repetida ao longo do tempo, para analise da evolucao da taxa de

autocicatrizacao, de acordo com a Equacao 1.

Ey—Eq4

Onde:
e Rw ¢ ataxa de autocicatrizacdo, no dia d (%);
e [E, ¢ aespessura ou area da fissura medida imediatamente apos a fissuragao;

e [E4 ¢ aespessura ou area medida no dia d, ao longo do periodo de andlise.

A determinacdo da autocicatrizacdo a partir da medicao da espessura ou da
area utilizando imagens foi realizada por Wiktor e Jonkers (2011), Luo, Qian e Li (2015),
Mondal e Ghosh (2018), Alazhari et al. (2018) e Tan et al. (2020).

Entretanto nos ultimos anos, com o objetivo de avaliar a fissura em toda a sua
profundidade, ensaios de permeabilidade comecaram a ser utilizados para quantificar a
autocicatrizacdo. De acordo com Rong ef al. (2020) permeabilidade de agua em materiais
cimenticios esta diretamente ligada a porcentagem de autocicatrizagdo das fissuras formadas
nesses elementos. De Muynck e colaboradores (2008) ainda acrescentam que concretos e
argamassas com uma baixa permeabilidade apresentam uma maior durabilidade.

O ensaio de permeabilidade ¢ realizado imeditamente ap6s a fissuragdo e
repetido ao longo do tempo para analise da evolucdo da autocicatrizacdo. Este ensaio pode ser
a carga constante ou a carga variavel. O ensaio de carga variavel ¢ recomendado pelo Método
de Teste da Rilem 11.4 (TAN et al., 2020), o qual mede a permeabilidade a carga varidvel sob

baixa pressao e calcula o coeficiente de permeabilidade K de acordo com a Equacao 2:
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K=— 1],

ac " n,
Onde:
e a corresponde a area da pipeta (mm?);
e L aprofundidade da amostra (mm);
e A aéreadasecao do tubo de PVC utilizado (mm?);
e totempo em segundos;
e h; aleitura inical da 4gua na pipeta e;
e h, aleitura final (mm).
O coeficiente de permeabilidade inicial (K;) € calculado apds a fissuracdo e
o coeficiente K4 ap0s a autocicatrizacao, de acordo com as idades de ensaio (TAN et al., 2020).

Desta forma a taxa de autocicatriza¢ao (Rg) ao longo do tempo ¢ obtida a partir da Equagao 3:

_Ko—Kq 0
Rie = == x 100% Eq. 3

Onde:
e Ry ¢ ataxa de autocicatrizacdo, em porcentagem,;
e K, ¢ a permeabilidade inicial, medida imediatamente ap6s a fissuragdo (mm/s);

e K, ¢ a permeabilidade medida no dia d, ao longo do periodo de anélise (mm/s);

A andlise de autocicatrizacdo pela permeabilidade a carga variavel foi
realizada por Luo, Qian e Li (2015), Wang et al. (2014) e Tan et al. (2020); enquanto por carga
constante foi realizado por Kalhori e Bagherpour (2017). Os resultados obtidos serdo
apresentados mais a diante.

Na sequéncia os resultados obtidos pelas pesquisas descritas no Quadro 1
estdo apresentados, iniciando com a pesquisa de Wiktor e Jonkers (2011). Estes pesquisadores
estudaram concretos com adi¢do da bactéria B. alkalinitrilicus. Essa bactéria foi impregnada
com meio de cultivo em argila expandida, a qual foi utilizada como agregado graudo na
elaboragdo do concreto. A Figura 6 ilustra os resultados obtidos pelos pesquisadores, onde a
autocicatrizacdo autdégena (sem agente de autocicatrizacdo), analisada por imagem, fechou
parcialmente uma fissura de até 0,3 mm, Figura 6 (a), e a autocicatrizagdo por a¢cdo bacteriana
fechou completamente uma fissura de até 0,4 mm apds um periodo de 100 dias, conforme pode-

se visualizar na Figura 6 (b) (WIKTOR e JONKERS, 2011).
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Figura 6 — Comparacio do antes e depois de fissuras sem e com um agente de
autocicatrizacio

(a) Sem agente de autocicatrizagio

e 3

(b) Com agente de autocicatrizagio

Depois de 100 dias
Fonte: Wiktor e Jonkers (2011).

Depois de 100 dias

Como a incorporacgdo bacteriana tem foco na autocicatrizagdo de fissuras e
melhoria da durabilidade de concretos e argamassas, Luo, Quian ¢ Li (2015) estudaram a
incorpora¢do de esporos de bactérias alcali-resistentes, em pastas de cimento, ¢ simularam
fissuras para verificar a autocicatrizagdo a partir da analise de imagens. Os resultados obtidos
estdo ilustrados na Figura 7.

Figura 7 — Acompanhamento de fissuras de 0,3 mm (a) e 0,8 mm (b) durante 20 dias de
cura

(a) (b)
Fonte: Luo, Quian, Li (2015).

Luo, Quian e Li (2015) observaram que agentes bacterianos podem
proporcionar a autocicatrizagdo em materiais cimenticios. No entanto a capacidade de
autocicatrizacdo depende de muitos fatores, dentre eles a espessura da abertura e o tempo de
analise. A bactéria utilizada pelos pesquisadores, em 20 dias foi capaz de fechar fissuras de 0,3
mm quase que completamente, porém em fissuras de 0,8 mm foram observadas poucas
diferengas com o avango do tempo.

Mondal e Ghosh (2018) estudaram diferentes concentra¢des de esporos de B.
subtilis na autocicatrizagdo de fissuras, conforme Figura 8, e observaram que com maiores
concentragdes a autocicatrizagdo ocorria mais rapidamente. Estes pesquisadores estudaram

42



fissuras de 0,1 a 1,2 mm e armazenaram as amostras imersas em agua durante o tempo de

analise.

Figura 8 — Acompanhamento da autocicatrizacido de fissuras por imagem pela adicio de
diferentes concentrac¢oes de bactéria

0 dias 3 dias

28 dias

7 dias

0 dias 3 dias 7 dias 28 dias
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Fonte: Mondal ¢ Ghosh (2018).

Além destes pesquisadores, Alazhari el al. (2018) analisaram a
autocicatrizacdo em argamassas com a incorporacdo de B. pseudofirmus encapsulados em
perlita expandida com nutrientes (extrato de levedura e acetato de célcio). A perlita expandida
substituiu 20% da areia. No Quadro 2 sdo apresentados a nomenclatura, os constituintes das
argamassas estudadas e as propor¢des de nutrientes e esporos.

Quadro 2 — Nomenclatura e propor¢oes de nutrientes e esporos estudadas por Alzhari e

colaboradores
Constituintes (g)
Nomenclatura | . i
Agua | Cimento | T2 | cpnt | cps*
padrio
MC 1350 - -
M100 108 0
M90 97 10
M80 225 450 87 21
M70 1080 76 31
M60 65 41
M50 54 51

“CPN: Perlita revestida com nutrientes; ““CPS: perlita revestida com esporos.
Fonte: Alazhari ef al., (2018).

Os resultados da autocicatrizagao de fissuras apos 165 dias de anélise podem
ser visualizados na Figura 9, sendo que até a idade de analise as amostras foram curadas imersas
em agua. Ressalta-se que as referéncias (sem adicao de bactéria) foram denominadas de MC e
M100, sendo que a MC foi a referéncia com areia e sem a incorporagdo de bactéria e a M100
possuia a substituicdo de 20% de areia por perlita expandida com nutrientes, mas sem bactéria.
As amostras M90, M80, M70, M60 e M50 continham diferentes proporgdes nutrientes e esporos

bacterianos, conforme apresentado no Quadro 2.
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Fonte: Alazhari e/ al. (2018).

A partir da analise da Figura 9, pode-se verificar que ap6s 165 dias nas
amostras sem adi¢do de bactérias (MC e M100), nenhuma autocicatrizagdo visual foi observada,
assim como nas amostras M90, M80 ou M50. No entanto as imagens de M70 e M60 mostraram
um preenchimento completo na superficie das fissuras. Desta forma, os autores concluiram que
existe uma proporc¢ao 6tima entre a quantidade de esporos e o volume de nutrientes presentes
para que os esporos possam germinar e precipitar o carbonato de célcio (ALAZHARI et al.
2018).

Wang et al. (2014) estudaram argamassas com adi¢do da bactéria B.
sphaericus encapsulada em microcapsulas, na concentracio de 10° células por grama de
microcapsula. Estes pesquisadores adicionaram extrato de levedura, ureia e nitrato de calcio no
momento da mistura dos materiais e verificaram o fechamento de fissuras de 0,22 mm em trés
semanas, conforme ilustra a Figura 10.

Figura 10 — Autocicatrizacao de fissura por adicao de bactérias e nutrientes em

» I

Fonte: Wang el al. (2014).
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Além da andlise por imagem, Wang e colaboradores (2014) avaliaram a
permeabilidade a carga varidvel em corpos de prova fissurados durante 30 dias apds a
fissuragdo. A partir dos resultados os pesquisadores observaram que com o passar do tempo a
permeabilidade tende a se estabilizar, sendo que as diminuigdes mais efetivas na
permeabilidade aconteceram mediante a adi¢do das bactérias em microcapsulas e armazenadas
em ciclo intermitente (16 horas em dgua e 8 horas expostas ao ar).

Kalhori e Bagherpour (2017) estudaram a incorporacao da bactéria B. subtilis
em concreto projetado, avaliando diferentes condi¢des de cura. Estes pesquisadores simularam
fissuras a partir do ensaio de tragdo por compressdo diametral e as acompanharam em quatro
diferentes grupos de amostras.

O grupo G1 foi o concreto de referéncia, sem adi¢do de bactérias e curado em
agua; o grupo G2 ndo possuia a adi¢do de bactérias, mas foi curado em uma solugao de ureia e
cloreto de calcio; o grupo G3 continha a adigdo de 2,2x10° células/mL, adicionadas a 4gua de
amassamento ¢ curadas em solugdo de ureia e cloreto de calcio e, por fim, o grupo G4 ndo
continha bactérias na agua de amassamento, mas a cura foi realizada em solugdo de ureia e
cloreto de célcio com a adi¢do de bactérias. Vale destacar que ndo foi adicionado aditivo no

traco do concreto. Os resultados da autocicatrizagao de fissuras estdo ilustrados na Figura 11.

Figura 11 — Fechamento de fissuras em amostras de concreto projetado antes e depois de
_28 dias de cura, sendo grupo G1 (a), G2 (b); G3(c) e G4 (d

@ | i R ©

r)

-

£ | oo N

Fonte: Kalhori e Bagherpour (2017).

Como pode ser visto na Figura 11 (a e b) poucas mudancgas foram observadas
na fissura da amostra curada em 4gua e com a solucdo de ureia e cloreto de célcio, houve uma
diminui¢do pequena na espessura da fissura, proveniente da cura autdogena que € uma
propriedade inerente aos materiais cimenticios. Em contraste, a Figura 11 (¢ e d) mostra a

fissura fechada com depositos brancos, em maior quantidade que visto anteriormente. De
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acordo com os pesquisadores, o material ¢ carbonato de célcio que foi precipitado por agdo das
bactérias.

Kalhori e Bagherpour (2017), além de avaliarem a autocicatrizagdo por
imagem, também realizaram o ensaio de permeabilidade a carga constante em corpos de prova
fissurados. A partir da andlise dos resultados, os pesquisadores verificaram que as maiores
diferengas entre a permeabilidade inicial (imediatamente apos a fissurag¢do) e final (ap6s 28
dias) foram encontradas no grupo 3 e 4, corroborando com as analises de imagem.

Além destes pesquisadores Tan et al. (2020) estudaram a incorporagdo de
esporos da bactéria B. cohnii encapsuladas em granulos de concreto aerado, juntamente com
extrato de levedura e nitrato de calcio. Os grupos de amostra estudados foram chamados de:

e REF: Referéncia, sem nenhuma adicao;

e CTRL: Controle, com adi¢do de 1g de extrato de levedura e 4,55 g de nitrato de calcio
no momento da mistura;

e CaN-direct: Adicdo de granulos de concreto aerado com bactéria encapsulada e de 1g
de extrato de levedura e 4,55 g de nitrato de calcio no momento da mistura;

e CaN-encap: Adi¢do de granulos de concreto aerado com bactéria encapsulada e de 1g
de extrato de levedura e 4,55 g de nitrato, também encapsulado em granulos;

e (CaNY-encap: Adicdo de granulos de concreto aerado com bactéria encapsulada e de 4g
de extrato de levedura e 4,55 g de nitrato, também encapsulado em granulos;

Estes pesquisadores curaram as amostras com e sem a adigdo dos esporos
bacterianos imersas em agua, sendo que parte das amostras foram encaminhadas para cdmara
de carbonatacao (concentracao de CO>de 20% e umidade relativa de 50%) aos 14 dias e ficaram
armazenadas na camera por mais 28 dias. As fissuras foram induzidas nas amostras aos 28 dias
por ensaio de flexdo em trés pontos. Para evitar a ruptura dos corpos de prova, eles foram
envolvidos com tiras de polimero refor¢adas com fibra de carbono (TAN et al. 2020).

Tan e colaboradores (2020) avaliaram a taxa de autocicatrizagcdo a partir da
analise de imagem e medi¢do da espessura das fissuras (Rw) e a partir do ensaio de
permeabilidade por carga variavel (Rk - Figura 12). Os resultados obtidos para as amostras

carbonatadas e ndo carbonatadas estdo ilustrados na Figura 13.
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Figura 12 — Ensaio de permeabilidade de carga variavel

Fonte: Tan et al., (2020)

Figura 13 — Resultados de Tan e colaboradores para a taxa de autocicatrizac¢io
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Fonte: Adaptado de Tan et al., (2020).

A partir da andlise dos resultados os pesquisadores verificaram que nas

amostras nao carbonatadas sem bactérias e sem a fonte de célcio e o extrato de levedura (REF),

nao houve autocicatrizacdo quando analisada a taxa Rw. Quando o extrato de levedura e nitrato

de célcio foram adicionados (CTRL) a autocicatrizagdo das fissuras foi de aproximadamente

70% durante o tempo de andlise, mostrando que o nitrato de célcio foi suficiente para que

houvesse autocicatrizagdo (TAN et al. 2020).
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Quando as bactérias foram adicionadas, por sua vez, juntamente com 0 meio
de cultivo, a taxa de autocicatrizagdo Rw aumentou para 95%. A tinica amostra que ficou com
um desempenho proximo as de referéncia e controle foi a CaN-encap, possivelmente pela
abertura da fissura nao ter rompido as capsulas adicionadas no momento da mistura (TAN et
al. 2020).

Em se tratando da taxa de autocicatrizagdo obtida pela permeabilidade (Rk)
observou-se que a referéncia (REF) teve uma autocicatrizagdo de aproximadamente 38%,
provavelmente pela autocicatrizagdo autégena na maior profundidade da fissura, que ndo ¢
quantificada por Rw. As argamassas CRTL, CaN-direct e CaNY-encap atingiram 100% de
autocicatrizacdo aos 28 dias e a CaN-encap atingiu aproximadamente 80% (TAN et al. 2020).

No entanto quando as amostras foram carbonatadas antes da fissuragao a
autocicatrizacdo (Rw) ndo ocorreu nas amostras sem adicdo de microrganismos e caiu para em
torno de 70% quando os estes foram adicionados juntamente com o meio de cultivo, de forma
encapsulada (CaNY-encap). Nesta andlise a adi¢do da quantidade de extrato de levedura
também influenciou na autocicatrizacdo, pois a argamassa CaN-encap apresentou um
desempenho inferior a CaNY-encap (TAN et al. 2020).

No caso da taxa de autocicatrizagdo quantificada pela permeabilidade (Rk),
nas amostras carbonatadas antes da fissuracdo, observou-se que a maior taxa de
autocicatrizacdo também foi atingida pela argamassa CaNY-encap € uma menor
autocicatrizacao foi obtida pelas demais (TAN et al. 2020).

E interessante observar que, nesta analise, as argamassas REF, CTRL e CaN-
encap sofreram um aumento seguido de uma diminuic¢ao da taxa de autocicatrizagao (Rk). Tal
fato pode ter ocorrido por diferentes fatores, tais como: o manuseio do corpo de prova durante
os intervalos de andlise que pode ter resultado em um aumento da espessura da fissura; o
desprendimento dos cristais frente a realizagdo do ensaio ou até mesmo um problema
relacionado a falta de impermeabilidade do permeametro no momento da realizagdo do ensaio
(TAN et al. 2020).

E importante destacar que as taxas de autocicatrizacio ndo devem ser
comparadas, pois quantificam a fissura de maneira diferente (TAN et al. 2020). Enquanto a
analise por imagem e calculo da taxa de autocicatrizagdo pela medicdo da espessura ou area da
fissura analisa apenas a superficie da abertura, o ensaio de permeabilidade avalia toda sua

geometria (espessura e profundidade).
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Além destes pesquisadores Rong e colaboradores (2020) calcularam a taxa de

autocicatrizacdo em amostras de argamassa com a adi¢do da bactéria S. pasteurii, nas

concentragdes de 107, 10® e 10° células/mL, de modo a analisar o impacto da bioprecipitagio

em aberturas com diferentes espessuras.

As aberturas foram realizadas a partir do rompimento do corpo de prova

prismatico, aos 7 dias de idade, e colocacao de espagadores de espessura conhecida, conforme

ilustra a Figura 14. Para que o corpo de prova ficasse estavel, elasticos foram utilizados (RONG

et al. 2020).

Figura 14 — Ilustracgao das aberturas formadas no estudo realizado por Rong ez al., (2020)
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Fonte: Rong et al., (2020).

Ap6s arealizagdo da abertura foi realizado o ensaio de permeabilidade a carga

constante (Figura 15), na sequéncia as amostras foram armazenadas em agua por 50 dias e apos

esse periodo foram ensaiadas novamente quanto a permeabilidade. Com base no resultado da

permeabilidade a taxa de autocicatrizagcdo (Rk) foi determinada a partir da Equacgao 4.

Figura 15 — Esquema ensaio de permeabilidade de carga constante
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Fonte: Rong et al., (2020).

Ve —
R = =% 100%
0

Eq. 4
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e Ry ¢ ataxa de autocicatrizagdo, em porcentagem;
e V), ¢ ataxa de infiltracdo inicial, medida apos a fissuragao;
o Vs, ¢ ataxa de infiltragdo medida no dia 50.
Através dos ensaios realizados, os pesquisadores observaram que ao aumentar
a concentragdo bacteriana houve um aumento da taxa de autocicatrizacdo, como pode-se
visualizar na Figura 16. Além disso verificou-se que as aberturas de menor espessura tiveram

uma taxa de autocicatriza¢ao maior (RONG et al. 2020).

Figura 16 — Taxa de autocicatrizacdo (Rk) das argamassas pelo teste de permeabilidade
Idade de 50 dias
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80

Taxa de autocicatrizaco (%)

107 108 10°

Fonte: Rong et al., (2020).
Os autores também calcularam a taxa de autocicatrizagdo por meio da
medi¢do da area das aberturas ao longo do tempo. Na Figura 17 estes resultados podem ser

visualizados.

Figura 17 — Taxa de autocicatrizacao (Rw) das argamassas pela medicio da area da
abertura
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Fonte: Rong et al., (2020)
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A partir da Figura 17 nota-se que as maiores taxas de autocicatrizagao
(préoximas a 90%) foram obtidas nas menores fissuras frente a adi¢do das duas maiores
concentracdes (10® e 10° células/mL). As aberturas de 0,6 a 0,7 mm foram 70% autocicatrizadas
por meio da adi¢do da concentragdio de 10° células/mL. Além disso a partir da analise do grafico
¢ possivel observar que ap6s os 28 dias a taxa de autocicatrizagdo sofreu variagdes menores do
que nas idades anteriores, apontando para uma estabiliza¢do (TAN et al., 2020).

Em se tratando da autocicatrizacdo por adigdo de bactérias, muitos
pesquisadores questionam a eficacia deste tratamento em idades avangadas, por se tratar da
adi¢dao de microrganismos adicionados a matriz cimenticia. Entretanto a literatura afirma que
os esporos podem permanecer inativos, porém vivos, dentro da matriz cimenticia por mais de
100 anos (JONKERS et al., 2007; JUSTO-REINOSO et al., 2021).

Além disso Skevi e colaboradores (2021) afirmam que mesmo em amostras
fissuradas apds 9 meses, os esporos adicionados foram capazes de autocicatrizar 80% das
fissuras analisadas. Desta maneira, a autocicatriza¢ao por adi¢do de bactérias pode aumentar a
vida util das edificagoes.

Entretanto conforme as pesquisas avangam, observa-se a necessidade de uma
compreensdo mais profunda dos mecanismos e principios bdasicos da autocicatrizacio
promovida por microrganismos e os fatores que podem influenciar neste processo. Tal
necessidade se deve ao fato de que varias bactérias sao capazes de produzir minerais e
biocimentar poros e fissuras por diferentes metabolismos, ainda ndo claros ou definidos na
literatura (VAN TITTELBOOM et al., 2012, ABO-EL-ENEIN et al., 2013; JUSTO-REINOSO
etal., 2021).

2.1.4 Bactérias utilizadas na bioprecipitacao de carbonato de céalcio (CaCO3)

Existe uma varieadade de microrganismos capazes de induzir a precipitacdo
de CaCOs a partir de diferentes atividades fisiologicas (CASTANIER et al., 1999; RIDING,
2000; MAIGNIEN et al., 2011; DE MUYNCK et al., 2013). Segundo Gonzalez et al. (2014)
as bactérias do género Bacillus sdo empregadas na bioprecipitacdo de CaCO3 em materiais
cimenticios, pois se reproduzem rapidamente e em grande escala, apresentam uma diversidade
de metabolismos, se adaptam as mais diversas condigdes ambientais, produzem esporos e em
sua maioria sao alcali-resistentes.

Um levantamento realizado por Nguyen et al. (2019) relata que na ultima

década 83,7% dos estudos envolvendo a autocicatrizacdo por adi¢do de bactérias utilizaram
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cepas do género Bacillus, conforme ilustra a Figura 18. De acordo com estes pesquisadores, o
uso de bactérias do género Bacillus se justifica pela facilidade de encontra-las em ambientes
naturais, pela sua capacidade de transformagdo em esporos em condigdes desfavoraveis ao
crescimento e por poderem permanecer de maneira dormente nos materiais cimenticios por
mais de 100 anos.

Figura 18 — Levantamento realizado por Nguyen et al., (2019) sobre as bactérias
utilizadas para autocicatrizacio em materiais cimenticios
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Fonte: Nguyen et al., (2019)

Segundo Ramachandran et al. (2001) e Jonkers et al. (2010) a transformagao
em esporos ¢ vital para a sobrevivéncia das bactérias nas matrizes cimenticias. Destaca-se que
os materiais cimenticios sdo altamente alcalinos e ndo possuem os nutrientes necessarios para
a bactéria sobreviver. De acordo com Gomes (2013) a partir da transformacdo das células em
esporos, as bactérias diminuem o seu metabolismo e ficam inativas, mas nao estao mortas. Além
disso os esporos sdo extremamente resistentes a agressdes externas e elevadas temperaturas,
podendo permanecer inativos por milhdes de anos.

Dentre as bactérias do género Bacillus, a B. subtilis se destaca, pois ¢ um
microrganismo utilizado em diversas aplicagdes biotecnoldgicas e possui enzimas que
desempenham papéis importantes em diversos processos industriais (MONTOYA et al., 2005).
Segundo Barabesi ef al. (2007) a B. subtilis ¢ uma bactéria que pode ser utilizada na producao
de calcita em meios com uma fonte de célcio.
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B. subtilis sdo bactérias Gram positivas', aerobias? ou anaerobias facultativas®
e formadoras de esporos, apresentando estrutura de parede celular comum. O formato da sua
c¢lula ¢ de bastonete, conforme representado na Figura 19. Esta espécie de bactéria € encontrada
facilmente em varios ambientes naturais, como solos, vegetacdes e cavernas (MADIGAN et
al.,2010; PACHAIVANNAN et al., 2020).

Figura 19 — Micrografia da divisao celular de B. subtilis.
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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 precipitagio de CaCOs
(FRIIS et al., 2003). Outro fator importante de ser citado ¢ que essa bactéria ao se encontrar em
situagdes precarias de falta de 4gua e nutrientes se transforma em esporos, uma estratégia de
sobrevivéncia que as torna mais resistentes (OLIVEIRA, 2008).

Vale destacar que as condi¢cdes ambientais em que as bactérias sdo
submetidas influenciam diretamente nas atividades metabdlicas que estas desenvolvem
(DUPRAZ et al., 2004). Portanto se uma bactéria estiver habituada a produzir CaCO3; em um
determinado ambiente, esta pode ter um potencial maior de precipitagdo deste cristal quando
adicionada aos materiais cimenticios, sendo que o carbonato de célcio pode ser produzido por
microrganismos em diversos ambientes, como cavernas, solos, rios e mares (KRUMBEIN et

al., 2003; REEKSTING et al., 2020; JUSTO-REINOSO et al., 2021).
2.1.5 Bactérias isoladas de caverna

Pesquisadores tém procurado diligentemente por novas espécies bacterianas

buscando potencializar a precipitacio de CaCOs; para autocicatrizagdo em materiais

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

2 Bactérias que precisam do oxigénio para respiragdo celular.

3 Bactérias anaerdbicas facultativas utilizam oxigénio em seu metabolismo energético, mas também podem
crescer na auséncia de oxigénio.
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cimenticios, e, por esse motivo diversas bactérias foram isoladas de véarios ambientes e testados
quanto ao seu potencial precipitagdo (CHUO et al., 2020).

Dentre os materiais com esse potencial destacam-se as bactérias isoladas de
caverna (ZHU e DITTRICH, 2016), pois diversos autores que estudaram bactérias isoladas de
caverna observaram um potencial de formacao de minerais de carbonato de calcio em estudo in
vitro (CANAVERAS et al., 2001; GROTH ef al., 2001; CACCHIO et al., 2003; SANCHEZ-
MORAL et al., 2003; CACCHIO et al., 2004; ENGEL et al., 2004).

Outro fator interessante a ser mencionado ¢ que, embora alguns autores
acreditem que a formacao de estalactites e estalagmites em cavernas seja um processo abiotico,
estudos recentes sugerem que microrganismos atuam na sua formagao (BANKS et al., 2010).
De acordo com Rusznydk ef al. (2012) células bacterianas foram encontradas na superficie e
no interior de estalactites e estalagmites em cavernas na Alemanha.

O primeiro estudo encontrado com a aplicacdo de bactérias isoladas de
caverna para autocicatrizacdo de materiais cimenticios foi publicado por Li et al. (2019). Estes
pesquisadores isolaram bactérias do género Acinetobacter da caverna de Yixing Shanjuan, na
provincia de Jiangsu (China) e verificaram que a partir desta adicdo em argamassas houve a
bioconsolidagdo de uma abertura artificial, criada a partir da inser¢ao de uma haste metalica no
momento da mistura. Além disso vale destacar que a adi¢do bacteriana resultou na melhoria da
resisténcia a compressao e na diminui¢ao da absor¢ao de agua.

Porém neste estudo ndo foi apresentado com clareza a concentragdo de
bactéria adicionada a matriz cimenticia, o traco e a relagdo dgua/cimento estudados. Os autores
apontam que o biocimento, que nada mais ¢ do que os esporos da bactéria Acinetobacter
liofilizados, foi adicionado as argamassas em uma relagdo e 1:3, misturado com a areia (Li et
al., 2019).

Além do estudo realizado por Li et al. (2019), Nugroho et al. (2019)
estudaram a adi¢do da bacteria Lysinibacillus macroides, isolada da caverna Jomblang na
Indonésia, impregnada em cinzas vulcanicas. Estes pesquisadores observaram que a bactéria
isolada de caverna foi capaz de fechar fissuras de at¢ 0,3 mm apds 60 dias em concreto,

conforme ilustra a Figura 20.
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Figura 20 — Autocicatrizacdo promovida pela bactéria isolada da caverna Jomblang na

Indonésia_
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Fonte: Nugroho et al. (2019).

Entretanto os pesquisadores observaram uma diminui¢ao na resisténcia a
compressdo do concreto. Esta diminuicdo foi justificada pela concentracdo adotada, que
segundo os autores pode nao ter sido a ideal para melhoria do desempenho mecanico e apontam
que mais estudos sdo necessarios para avaliar a autocicatrizacao de fissuras maiores e também
para reverter a influéncia deste tratamento na resisténcia a compressao (NUGROHO et al,,
2019).

Pesquisadores gregos também isolaram bactérias de caverna pelo seu
potencial de precipitacdo de CaCOs. A bactéria B. pumilus foi isolada da caverna Paiania, na
Grécia, no entanto esta bactéria ndo foi aplicada para autocicatrizagdo de fissuras em materiais
cimenticios e sim para o tratamento de superficie em pegas de marmore. Daskalakis ez al. (2015)
observaram a bioprecipitacdo de varita promovida pela acdo bacteriana em pegas de marmore
por mais de um ano.

Frente ao apresentado, pdde-se verificar o potencial das bactérias isoladas de
caverna na precipitagdo de CaCOs. Entretanto ainda existem poucos estudos da aplicagdo destes
microrganismos na autocicatriza¢do de fissuras em materiais cimenticios, sendo que até o
momento apenas dois artigos foram encontrados com este foco (LI ef al., 2019; NUGROHO et
al., 2019).

Além disso o entendimento sobre os mecanismos de precipitacdo de CaCOs3
¢ necessario para que se possa potencializar a atuacdo bacteriana e, consequentemente, a

autocicatrizacdo em materiais cimenticios frente a essa aplicagao.
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2.1.6  Mecanismos de precipitagdo de CaCOs3

Dependendo da bactéria utilizada pode-se ter diferentes mecanismos de
precipitacao de carbonato de calcio. De acordo com Barabesi et al. (2007) a precipitagdao de
CaCO3 promovida por bactérias € classificada como um mecanismo de Mineralizacao
Biologicamente Induzida (MBI). Este mecanismo utiliza uma atividade metabodlica bacteriana
e precursores biominerais incorporados aos materiais cimenticios, com o intuito de formar um
composto inorganico como potencial de autocicatrizagdo (DE MUYNCH et al., 2010 e
SHARMA et al., 2017).

Na MBI os cristais sdo formados a partir de uma atividade metabodlica
bacteriana involuntaria, na presencga de uma fonte de célcio. Essa precipitagdo pode ocorrer nos
materiais cimenticios de trés maneiras: pela hidrolise de ureia, promovida por bactérias
ureoliticas; pela oxidagdo de compostos organicos, que pode ser realizada por bactérias
ureoliticas ou nao ureoliticas; e a partir de bactérias nitrificantes (PARK et al., 2012; ZHANG
et al., 2019; JUSTO-REINOSO et al., 2021).

Em todos os mecanismos de precipitagdo, os cristais sao depositados ao redor
da propria célula bacteriana, esporos, EPS*’s e biofilmes, os quais atuam como locais de
nucleagio do CaCOs. A Figura 21 apresenta um esquema da precipitagio de CaCOs. E
importante ressaltar que, de acordo com De Belie (2010), as bactérias produzem biofilme e
esporos para se proteger do ambiente hostil dos materiais cimenticios.

Figura 21 — Célula bacteriana como local de nucleacio dos cristais de CaCO3 em meio a
uma fonte de calcio (a) e pela degradaciao do EPS (b e ¢)
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Fonte: Adaptado de ZHU e DITTRICH (2016).

Conforme ilustra a Figura 21, além do célcio presente na solucdo, que tende

a se aproximar da parede celular bacteriana por atracdo idnica, o EPS formado por algumas

4 EPS sdo substincias poliméricas extracelulares (Extracellular Polymeric Substances) produzidas por algumas
bactérias, que formam o biofilme.
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bactérias também tem calcio em sua composicao, o qual a partir da degradacao do EPS pode
ser utilizado na precipitagdo de CaCO3 (ZHU e DITTRICH, 2016).

Na sequéncia, a Figura 22 ilustra a Microscopia Eletronica de Varredura de
CaCOs precipitado pela bactéria S. pasteurii como local de nucleagao, na qual pode-se observar
que as bactérias estdo no centro dos cristais precipitados.

Figura 22 — Representacio de uma amostra de B. pasteurii atuando como local de
nuclea¢ao do CaCOs3

Fonte: DUPRAZ et al. (2009)®.

Segundo Barabesi et al. (2007) as bactérias € 0 meio em que as mesmas estao
inseridas influenciam de forma direta na morfologia do cristal precipitado, pois as bactérias
determinam o local de nucleagdo do cristal e o meio em que estdo inseridas estabelece o
metabolismo utilizado na precipitagcdo, caso as bactérias tenham essa capacidade.

Vale destacar que a maioria dos estudos sobre a precipitagdo de CaCO3
promovida por microrganimos sdo a partir da hidrélise da ureia (DE MUYNCK et al., 2013;
KUMARI et al., 2014). Para que a precipitacdo ocorra por este metabolismo a bactéria precisa
ter contato com a ureia (CO(NH2)2) e uma fonte de célcio (DHAMI et al., 2013; PHILLIPS et
al.,2013; ACHAL e MUKHERIJEE, 2015).

Durante este processo metabolico, as bactérias hidrolisam a ureia, a partir da
enzima urease, em carbonatos e amonia (XU e YAO, 2014). Sendo que para cada mol de CaCO3
precipitado, sdo liberados dois mols de ion amoénio (NH4"), conforme apresentado nas Equagdes

5e 6 (DHAMI et al., 2013; PHILLIPS et al., 2013; ACHAL e MUKHERIJEE, 2015).

CO(NH,), + H,O — 2NH," + CO5* Eq. 5
Cell-Ca*" + COs*” — Cell-CaCOs| Eq. 6

De acordo com Justo-Reinoso e colaboradores (2021) as bactérias ureoliticas
sdo capazes de precipitar cristais de CaCO3; em maior velocidade do que as ndo ureoliticas.
Reeksting e colaboradores (2020) reforcam que mesmo a velocidade de precipitagdo sendo
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maior nas bactérias ureoliticas, as ndo ureoliticas sdo capazes de autocicatrizar fissuras de
maneira mais homogénea. Entretanto deve-se conduzir estudos para avaliar se a elevada carga
de nitrogénio liberado na produgao de amoénio durante a hidrélise da ureia pode causar algum
dano aos materiais cimenticios (DHAMI et al., 2012; XU e YAO, 2014).

E importante observar que a produgdo de aménio levanta preocupagdes por
seus efeitos negativos em materiais cimenticios, uma vez que contribui para a lixiviagdo do
hidréxido de calcio, semelhante a um ataque acido (NEVILLE, 1995; DHAMI et al., 2012;
PORTLAND CEMENT ASSOCIATION, 2012; JUSTO-REINOSO et al., 2021) e também
pode resultar na corrosdo da armadura em estruturas de concreto armado (NEVILLE, 2010;
JUSTO-REINOSO et al., 2021). Além disso tem-se que o acumulo de amoénia na matriz
cimenticia, com o tempo, pode inibir a precipitagdo de CaCO3 (JUSTO-REINOSO et al., 2021).

Existem, porém, bactérias que conseguem precipitar CaCO3 sem hidrolisar a
ureia (STOCKS-FISCHER, GALINAT e BANG, 1999; JUSTO-REINOSO et al., 2021). Esse
tipo de bactéria pode metabolizar organicos em carbonato, sendo considerado um processo mais
ecoldgico (ZHANG et al., 2019). Entretanto a literatura ainda ndo ¢ clara sobre os fatores
otimos para essa precipitagdo (REEKSTING et al., 2020). Sabe-se que ela ocorre em meios
com fonte de célcio (BAUERLEIN, 2003) de forma involuntéria, pois as bactérias precipitam
CaCO3 com o intuito de diminuir o pH do meio em que estdo inseridas como uma forma de
protecao.

A precipitagdo de CaCOs3 pela oxidagdo de compostos organicos ocorre a
partir de 3 reagdes bioquimicas, as quais estdo descritas na sequéncia (Eq. 7 a 9) (STOCKS-

FISHER, GALINAT e BANG, 1999).

Cay' + CO;5? & CaCO; Eq.7
HCO;s; < CO3* + H' Eq. 8
HCO; +OH < CO32' + H,O Eq. 9

De acordo com Stocks-Fisher, Galinat e Bang (1999) a precipitacao de CaCOs
ocorre quando a bactéria entra em contato com uma fonte de calcio (Ca?"), a qual por atracio
i0nica, tende a se aproximar da parede celular bacteriana, que ¢ carregada negativamente. O
carbonato, por sua vez, ¢ liberado na solugdo pela propria respiragado celular, precipitando assim
o CaCO:s. Vale destacar que a fonte de calcio utilizada pelas bactérias para a precipitacao de
CaCOs pode ser o proprio hidroxido de célcio formado na matriz cimenticia (SOYSAL et al.,

2020).
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De acordo com Tan et al. (2020) e Algaifi e al. (2020), embora a fonte de
fons Ca?" ideal a ser utilizada pelas bactérias durante a bioprecipitagdo ndo esteja clara na
literatura, foi proposto que o hidroxido de célcio € uma das fontes mais importantes para que o
CaCOs seja precipitado.

Os pesquisadores ainda ressaltaram que em estudos anteriores, a
autocicatrizacdo foi testada em idades relativamente jovens (a maioria em apenas 28 dias de
cura), onde o hidroxido de calcio estd presente como produto de hidratagdo e fornece um
suprimento abundante de fons Ca** soluveis, ndo sendo necessaria a adi¢io de uma fonte de
calcio adicional. Entretanto fissuras formadas em idades mais avangadas podem necessitar de
uma fonte de calcio suplementar para que a autocicatrizacdo aconteca (TAN et al., 2020;
ALAGAIFI et al., 2020).

Essa precipitacdo envolve uma conversdo metabdlica onde sais orgénicos,
através da respiragdo bacteriana, produzem didéxido de carbono. Na presenca de dgua e um
ambiente alcalino, o didxido de carbono se dissolve e forma ions carbonato, que reagem com
os fons cdlcio e formam o carbonato de célcio (SOYSAL et al., 2020). De acordo com Ryparova
e colaboradores (2021) a precipitacdo de CaCOs3 oriunda da obten¢do de carbono por vias
inorganicas, sejam gasosas ou do didéxido de carbono dissolvido, de acordo com as seguintes
reagoes (Equacao 10 e 11):

CaO + H,0 — Ca(OH)2 Eq. 10

CO; + Ca(OH); — CaCOs + H20O Eq. 11

Além do hidréxido de calcio, o lactato de célcio pode ser utilizado para a
bioprecipitagdo de CaCOs. A Equagdo 12 apresenta a precipitagdo pela oxidagdo do lactato de
calcio. De acordo com Jonkers et al. (2010) e Mohammed et al. (2020) a grande vantagem do
uso do lactato de célcio € que além do CaCOs precipitado, apenas sdo liberados dgua e didxido
de carbono, podendo o CO; ser utilizado na precipitagdo em contato com o hidréxido de célcio

(Equacao 13).

CaCeH1006 + 602 — CaCO3 + 5CO2 + 5H20 Eq. 12
Ca(OH), + CO; — CaCOs + H,O Eq. 13

A precipitagdo de CaCOs realizada por bactérias nitrificantes acontece a partir
da redugdo bioldgica de nitratos. Sendo que estas bactérias utilizam o nitrato no lugar no
oxigénio durante a sua respiragdo. As bactérias mais conhecidas por essa capacidade de

precipitacdo pela desnitrificacdo sdo Pseudomonas aureginosa e Diaphorobacter nitroredens.
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Durante a desnitrificagcdo, a bactéria produz dioxido de carbono, que em um meio aquoso
produz carbonato que reage com os ions de célcio para produzir CaCO3 (Equagdo 14). As
bactérias que atuam nesta reacao também podem produzir NO-, que ¢ conhecido como inibidor

de corrosao (Equagao 15) (ERSAN, DE BELIE e BOON, 2015).

Ca(HCOO); + 0.4Ca(NO3)2 — 1.4CaCOs3 + 0.4N2 + 0.6CO2 + HoO  Eq. 14
2HCOO™ + 2NO3 +2H — 2CO2+ 2H20 + 2NO2 Eq. 15

Pode-se observar que para que a precipitagdio de CaCOs ocorra,

independentemente do mecanismo, o contato com uma fonte de célcio ¢ fundamental.

2.1.7 Fontes de célcio adicionadas aos materiais cimenticios para a autocicatrizagao por

adi¢ao de bactérias

Diferentes fontes de célcio podem ser adicionadas aos materiais cimenticios
para promover a autocicatrizacdo mediante a bioprecipitagdo de CaCOs. O estudo e selegdo da
fonte de calcio ¢ importante pois ela pode afetar a autocicatrizacao, a fluidez e as propriedades
mecanicas dos materiais cimenticios. Dentre as principais fontes de calcio adicionadas aos
materiais cimenticios para autocicatrizagao tem-se o lactato de calcio, acetato de calcio, nitrato
de célcio e o cloreto de calcio (CHEN et al., 2018; SCHREIBEROVA et al., 2019).

Na Tabela 1 tem-se o custo por quilograma das possiveis fontes de célcio
levantadas. E importante mencionar que o levantamento dos dados foi realizado com produtos
da mesma marca, no ano de 2021.

Tabela 1: Custo das possiveis fontes de calcio comercializadas pela Synth

Material Preco (R$/kg)
Lactato de calcio 98,99
Acetato de calcio 137,44
Nitrato de calcio 64,00
Cloreto de calcio 68,38

Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com Schreiberova e colaboradores (2019) cuidados maiores devem
ser tomados na adi¢do de cloreto de calcio, pois esta adicdo pode resultar em corrosdo da
armadura em elementos de concreto armado. Frente a isso, Mors e Jonkers (2018) publicaram
um artigo no boletim do RILEM sobre as interagdes entre 0s microorganismos € 0s materiais
cimenticios. Neste artigo os pesquisadores apontaram que o acetato de célcio pode ser
prejudicial para a resisténcia a compressdo de materiais cimenticios, enquanto o lactato de

calcio se mostrou mais vantajoso.
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Além disso estes pesquisadores relataram que a adicao de fontes de carbono
em materiais cimenticios nao deve exceder 5% em relagdo a massa de cimento, para que nao se
tenha efeitos adversos nas propriedades dos materiais (MORS e JONKERS, 2018).

Schreiberova e colaboradores (2019) apresentaram um levantamento
bibliografico de diferentes fontes de calcio e quantidades de adigdes apresentadas na literatura.
O levantamento bibliografico apresentado pelos pesquisadores pode ser visualizado no Quadro
3 e foi complementado com artigos levantados pelo grupo de pesquisa. E importante destacar
que a variagao da resisténcia a compressao foi calculada considerando o valor de resisténcia da
referéncia de cada estudo como 100%, logo os resultados com variagdo menor que 100%
sofreram diminuicao da resisténcia e os valores superiores a 100% tiveram um aumento dessa

propriedade.
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Quadro 3 — Levantamento bibliografico das fontes de calcio adicionadas em materiais
cimenticios e sua influéncia na resisténcia a compressao

Dosagem (% Va.“af 40 na
o o resisténcia a
Fonte de em relacio a - A . s
A compressao em Referéncia Comentarios
Calcio massa de o 3
cimento) relacdo a
referéncia (28 dias)
9,6 58%
4.8 118% Chen et al. (2018)
3,0 122% Luo e Qian (2016)
2,93 0 Liu et al. (2020) Melhoria da resisténcia a
2,5 130% Chen et al. (2018) compressdo na maioria dos
2,0 116% Luo ¢ Qian (2016) estudos. E normalmente
¢ i
Lactato de 2,0 ) Luo et al. (2015) aplicado como agente de
calcio 1’0 103% Luo e Qian (2016) autocicatrizagao para
1.0 108% Xue Yao (2014) concretos e argamassas € sua
1,0 118% Jonkers ef al. (2010) | cficiéncia foi comprovada no
83% (apenas fonte processo de bioprecipitagdo
1 de CaCO;
de célcio e
1,0 nutrientes) e 45% Jang et al. (2020)
(fonte de calcio,
nutrientes e bactéria)
3,0 103% Melhoria da resisténcia a
. : ~
Forn’natto 2,0 105% Luo ¢ Qian (2016) _ compressao. Pode ser
de calcio utilizado como um acelerador
1,0 119% . ~
de hidratagio
9,6 118% Melhoria da resisténcia a
4,8 119% Chen et al. (2018) compressdo na maioria dos
Nitrato de 3.0 79% Luo e Qian (2016) casos. Pode ser utilizado
calcio 2,5 109% Chen et al. (2018) como um acelerador de
2,0 87% hidratagdo e também pode ser
1.0 108% Luo e Qian (2016) utilizado no mecanismo de
’ 0 redugdo bioldgica de nitratos
Gluta’ma'lto 1.0 103% Xu e Yao (2014) Material caro, 1n‘v1ab‘1hzar1a o
de célcio produto autocicatrizante.
Ace’tatf) 1.0 73% Jonkers et al. (2010) Diminuic¢do da reﬁlstenma a
de célcio compressao
9,6 131% Aumento da resisténcia com o
Cloreto de 4.8 118% aumento da concentragao.
Calcio R Chen et al. (2018) Cuidados adicionais
2,5 109% relacionados a corrosdo

(D' Nio estudou a resisténcia a compressdo, mas verificou a autocicatrizagio frente a adigdo da bactéria e da
fonte de calcio na quantidade indicada na tabela.

Fonte: Adaptado de Schreiberova et al., (2019) e complementado pela autora.

Chen et al. (2018) estudaram dosagens baixas, médias e altas
(aproximadamente 2,5, 4,8 ¢ 9,6% em relagdo a massa de cimento, respectivamente) de
diferentes fontes de calcio e sua influéncia na resisténcia a compressao de materiais cimenticios.

Os resultados de resisténcia a compressao aos 28 dias estdo sintetizados na Figura 23.
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Figura 23 — Resultados de resisténcia a compressao frente a variacio da fonte de calcio

adicionada
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Fonte: Elaborado pela autora com base nos dados de Chen ef al., (2018).

A partir da Figura 23 ¢ possivel observar que a adi¢ao de dosagens elevadas
de lactato de célcio resultou na reducdo da resisténcia a compressao, enquanto dosagens baixas
e médias apresentavam um resultado satisfatorio. O nitrato e o cloreto de calcio, por sua vez,
se apresentaram satisfatorios em todas as dosagens estudadas, entretanto pode-se observar que
0o aumento na concentracdo de nitrato, de 4,8% para 9,6%, ndo resultou em aumento da
resisténcia a compressao. Além disso a adi¢do de 4,8%, em relacdo a massa de cimento,
apresentou resultados semelhantes em todas as fontes de célcio, com aumento de em média
20% da resisténcia a compressao com relagdo a referéncia (CHEN et al., 2018).

E importante relembrar que a adi¢io de cloreto de calcio em materiais
cimenticios deve ser realizada com cuidado, pois este pode resultar na corrosdo do aco em
elementos armados (MORS e JONKERS, 2018).

Além disso vale destacar que Chen e colaboradores (2018) estudaram o efeito
isolado da adicdo bacteriana e das fontes de célcio, e ndo o efeito combinado. Ou seja,
estudaram argamassas com lactato, nitrato ou cloreto de calcio e moldaram outra argamassa
com a adi¢cdo de bactéria, mas sem uma fonte complementar de cdlcio. O estudo do efeito
combinado destas adi¢des ¢ importante, pois a bactéria utilizara a fonte de célcio na precipitagao
de CaCOs e tal fato pode potencializar a resisténcia a compressao, pois 0 CaCO3 possui uma
elevada resisténcia.

Levando em consideracdo a importancia de se estudar o efeito combinado da

adicdo bacteriana e da fonte de célcio Xu e Yao (2014) analisaram a incorporacdo de bactérias
63



ndo ureoliticas em conjunto com a adicdo de uma fonte de cdlcio e nutrientes para a
autocicatrizacdo de concretos. As fontes de calcio estudadas foram o glutamato e o lactato de
calcio, os quais foram adicionados em 1% com relagdo a massa de cimento. Além da adi¢ao da
fonte de célcio, os pesquisadores incorporaram 0,055% de extrato de levedura, também em
relacdo a massa de cimento.

Os pesquisadores observaram uma autocicatrizacdo mais efetiva frente a
adicao combinada de glutamato de célcio e a bactéria, tanto quando adicionadas na agua de
amassamento quanto como tratamento de superficie. Entretanto o glutamato de calcio possui
um elevado custo, o que pode inviabilizar o material autocicatrizante. Com relagao a resisténcia
a compressao, os pesquisadores observaram um aumento de 3% em relagdo a referéncia frente
a adi¢do bacteriana e o glutamato de célcio (XU e YAO, 2014).

A agdo combinada de microrganismos e fontes de calcio também foi estudada
por Luo e Qian (2016). Estes pesquisadores avaliaram a adi¢do de lactato de célcio, formiato
de calcio e nitrato de célcio juntamente com a incorporacdo de uma bactéria alcali resistente em
argamassas. Os resultados de resisténcia a compressao aos 28 dias, em comparacdo com a
referéncia, estdo plotados na Figura 24.

Figura 24 — Influéncia do percentual da fonte de calcio na resisténcia & compressio de
materiais cimenticios
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Fonte: Elaborado pela autora com base nos dados de Luo e Qian (2016).

A partir da analise da Figura 24 verificou-se que para a adicao de lactato de
calcio, a concentragdo que resultou na maior resisténcia a compressao foi de 3%, de formiato e
nitrato de célcio foi de 1% e de nitrato.

Além da resisténcia a compressdo Luo e Qian (2016) estudaram aspectos
reologicos das argamassas e verificaram que esta caracteristica foi melhorada frente a adi¢ao

das fontes de calcio. A incorporacdo de agentes de autocicatrizacdo aumentou a fluidez e
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influenciou na cinética de hidratacdo, sendo que o lactato de calcio retardou as reacdes de
hidratacdo e o nitrato e formiato de calcio aceleraram a hidratagao.

Jonkers et al. (2010) estudaram pastas cimenticias com uma relagdo agua
cimento de 0,4 e a adi¢do de 6x10® esporos/mL juntamente com diferentes fontes de calcio. Os
resultados obtidos estdo ilustrados na Figura 25. E importante destacar que a concentragio
bacteriana foi adicionada em toda a 4gua de amassamento.

Figura 25 — Resultados de resisténcia a compressao obtidos por Jonkers e colaboradores
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Fonte: Adaptado de Jonkers ef al. (2010).

De acordo com a pesquisa realizada por Jonkers ef al. (2010), a Unica fonte
de célcio que proporcionou um aumento na resisténcia a compressao com relacio a referéncia
foi o lactato de calcio, sendo que o extrato de levedura e a peptona foram as adi¢des que
impactaram de maneira mais negativa nas pastas.

Vale destacar que quando se pensa na adi¢cdo de uma fonte de célcio, a maior
preocupagao das pesquisas estd no efeito desta na resisténcia a compressdo do material, pois o
tratamento ¢ considerado negativo caso prejudique esta propriedade. Por esse motivo, o foco
dos artigos relacionados a adicao de uma fonte de calcio € a resisténcia a compressao. Entretanto
a andlise da autocicatrizagdo frente a adi¢do da fonte de célcio também ¢ fundamental e por isso
sera abordada na sequéncia.

O Quadro 4 apresenta os estudos que adicionaram uma fonte de calcio e
avaliaram a autocicatrizagao de materiais cimenticios. Entretanto observa-se que nenhuma das
pesquisas citadas analisa diferentes dosagens da fonte de céalcio com relagdo a variagdo da
autocicatrizacdo, sendo o melhor resultado obtido por Liu et al. (2020), com a adi¢do de 2,93%

de lactato de célcio com relacao a massa de cimento.
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Quadro 4 — Levantamento bibliografico das fontes de calcio adicionadas em materiais
cimenticios para autocicatrizacao por adicao de bactérias

P e
Fonte de Dosag~en} (% em Fez alglfma analise Taxa de .
s relacdo a massa relacionada a . N Referéncia
Calcio . . . autocicatrizacao (%)
de cimento) autocicatrizacao
32% de
2,93 Sim autocicatrizacao aos 28 Liu et al. (2020)
dias
Lactato de 2,0 Sim, por imagem Naio calculou Luo et al. (2015)
calcio 1,0 Sim, por imagem Naio calculou Jang et al. (2020)
Sim, por velocidade 10% de
1,0 de propagagdo autocicatrizacao aos 30 Xue Yao (2014)
ultrassdnica dias
Glutamato Sim, por velocidade 14% de
I 1,0 de propagagdo autocicatrizagdo aos 30 Xu e Yao (2014)
de calcio o .
ultrassonica dias

Fonte: Elaborado pela autora com base nas referéncias citadas.

Dentre as pesquisas levantadas, Liu e colaboradores (2020) analisaram a
capacidade de autocicatrizagdo da bactéria B. pasteurii adicionada em 2,8x10° células/mL, com
lactato de célcio. Estes pesquisadores observaram uma taxa de autocicatrizagdo de 32% aos 28
dias. Entretanto a bactéria pode continuar atuando na precipitacdo de CaCO3 durante periodos
maiores, os quais devem ser analisados. Vale destacar que a taxa de autocicatrizagdo foi
calculada com base na espessura inicial das fissuras e a variagdo desta espessura durante o
tempo de analise.

Luo et al. (2015) analisaram a adi¢@o de bactérias alcali resistentes em pastas
cimenticias com a adi¢do de 2% de lactato de calcio no momento da mistura e observaram, por
imagem, a autocicatrizacdo das fissuras completas em at¢ 80 dias. Entretanto estes
pesquisadores ndo utilizaram nenhuma técnica para realizar o célculo da taxa de
autocicatrizagao.

Jang et al. (2020), por sua vez, estudaram o efeito da adicdo de esporos
liofilizados em argamassas com 1% de lactato de célcio com relacdo a massa de cimento. Estes
pesquisadores observaram a autocicatrizagdo das fissuras ao longo do tempo de analise, por
imagem, entretanto também nao calcularam a taxa de autocicatrizagao.

Xu e Yao (2014) estudaram a incorporagdo da bactéria B. cohnii na agua de
amassamento e como tratamento de superficie de argamassas, na concentragio de 10’
células/mL com a suplementacdo de glutamato de cdlcio ou lactato de célcio em 1%, com
relacio a massa de cimento, submetida a diferentes condigdes de exposi¢do. Estes

pesquisadores observaram taxas de autocicatrizagdo de 10 e 14%, ocasionadas pela adi¢ao de
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lactato e glutamato de célcio, respectivamente. A taxa de autocicatrizagdo analisada pelos
pesquisadores foi calculada a partir da velocidade de propagacao de onda ultrassonica.

Como pode-se observar, varias fontes de calcio podem ser utilizadas para que
a bactéria possa precipitar os cristais de CaCOs3 e desta forma autocicatrizar as fissuras. Dentre
as fontes de célcio estudadas, o lactato de calcio se destaca por ser a fonte de calcio com o
melhor custo-beneficio. Na sua atuagdo em conjunto com as bactérias, a adicdo de 3% em
relagdo a massa de cimento se apresentou mais eficaz nos estudos realizados por Luo e Qian
(2016). Além disso a adi¢do de 2,93% de lactato também resultou em uma autocicatrizacao de
32% em estudos relatados por Liu et al. (2020).

De acordo com Xu e Yao (2014), fontes de calcio distintas podem resultar em
diferentes eficiéncias na autocicatrizagdo, pois esta ¢ relacionada com a cinética das reagdes
bioquimicas. Estes pesquisadores ainda complementam que a fonte de calcio pode influenciar
na morfologia do CaCO3, pois a partir da adi¢ao de lactato de calcio foi verificada uma maior
incidéncia de cristais de calcita e com a adi¢do de glutamato de célcio de varita.

Os pesquisadores De Muynck et al., (2008 e 2010) também observaram
diferentes morfologias de CaCOs frente a variagdo da fonte de cdlcio utilizada e a bactéria

adicionada.
2.1.8 Morfologia do CaCOs precipitado por bactérias

A morfologia do cristal precipitado sofre interferéncias das condigdes
ambientais em que as bactérias estdo inseridas (BRAISSANT et al., 2003). Normalmente a
analise da morfologia dos cristais de carbonato de célcio ¢ avaliada por Microscépio Eletronico
de Varredura (MEV), que tem capacidade de produzir imagens de alta resolucao da superficie
de uma amostra. Para a confirmacao de que a amostra € de CaCOjs utiliza-se, junto ao MEV um
Sistema de Energia Dispersiva (EDS), que determina os elementos quimicos presentes na
amostra.

Nesta técnica a imagem ¢ formada pela incidéncia de um feixe de elétrons na
superficie da amostra, que promove a emissdao 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).

E importante destacar que na natureza, o carbonato de calcio pode ser

encontrado em trés diferentes estruturas cristalinas: calcita, aragonita e varita, sendo a calcita

67



sua forma mais estavel em condi¢des ambientais (CHONG ¢ SHEIKHOLESLAMI, 2001,
XIANG et al., 2002; WEN et al., 2003).

Como a calcita ¢ a forma mais estavel do CaCOs3 o processo de precipitacao
de carbonato de célcio por vias metabdlicas bacterianas também pode ser chamado de
Mineralizagdo de Calcita Biologicamente Induzida (ACHAL et al., 2015), sendo que os artigos
que abordam sobre a autocicatriza¢gdo comumente encontram o carbonato de célcio 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 ¢ LI, 2010; WIKTOR e JONKERS, 2011; ACHAL et al.,2010; CHAHAL et al.,
2012; PARK et al., 2012; ABO-EL-ENEIN et al., 2013; PEI et al., 2013; SCHLANGEN e
SANGADIJI, 2013; ACHAL et al., 2013; CHAHAL e SIDDIQUE, 2013; XU e YAO, 2014;
LUO et al., 2015; KRISHNAPRIYA et al., 2015; CHOI et al,, 2017) e em poucos casos
encontram varita (DE MUYNCK et al., 2008; CHUNXIANG et al., 2009; OKWADHA e LI,
2010; DHAMI et al., 2013; XU e YAO, 2014; DASKALAKIS et al., 2019) e aragonita
(WIKTOR e JONKERS, 2011; DHAMI et al., 2013; ZHANG et al., 2019).

De acordo com Justo-Reinoso e colaboradores (2021) varios fatores
influenciam na forma de precipitacdo do CaCOs3, tais como: o pH, a concentracdo de célcio
adicionada e a fonte de célcio utilizada, a bactéria adicionada e a disponibilidade de locais de
nucleagao.

As Figuras 26 e 27 foram elaboradas para ilustrar os polimorfos encontrados
em varias pesquisas da area de autocicatrizagdo com adi¢ao de bactérias. Nela pode-se observar

cristais de forma cubica, em vara ou agulha, esférica e em formato de flor.
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Figura 26 — Morfologia dos polimorfos de CaCOs encontrados na literatura (continua)

Polimorfismo do Carbonato de calcio (CaCO5)
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Fonte: Autora.

Conforme pode-se visualizar na Figura 26, a calcita ¢ mais encontrada na
forma esférica ou cubica, a aragonita ¢ caracterizada por cristais esbeltos e alongados (vara), e
a varita ¢ encontrada na forma de flor. Vale destacar que os cristais de aragonita também pode-
se apresentar na forma de flor, a partir da juncdo de varios cristais em forma de vara.

Como a calcita ¢ a mais encontrada por ser a forma mais estavel, a Figura 27

ilustra mais algumas imagens de cristais de calcita precipitados na forma cubica e esférica.
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Figura 27 — Morfologia dos polimorfos de CaCOs3 encontrados na literatura
(continuacio)

Polimorfismo do Carbonato de cdlcio (CaCO;)

Forma Cubica Esfera

Calcita Calcita (Schwantes-Cezario
(Schlangen e Sangadji, 2013) etal., 2017)

Calcita Calcita
(De Muynck et al., 2008) (Ryparova et al., 2021)

Imagens, polimorfos e referéncias

Calcita Calcita
(Peietal.,2013) (Stuckrath et al., 2014)

Fonte: Autora.

Além disso a temperatura em que as bactérias estiverem submetidas pode
influenciar na estrutura cristalina do CaCO3, mas a tendéncia € que este cristal seja encontrado
com maior frequéncia na sua forma mais estavel (calcita). Konno et al. (2002) verificaram
diferentes morfologias de CaCOs3 precipitados em diferentes temperaturas e observou que a
temperaturas de 25°C a formagao de calcita era predominante, enquanto na temperatura de 50°C
a aragonita foi mais frequente.

Vale destacar que a andlise por MEV nos estudos de autocicatrizacdo de
materiais cimenticios € frequente, pois a partir das imagens pode-se analisar a morfologia do
CaCOs e também verificar o fechamento de poros e fissuras nestes materiais. Schwantes-
Cezario et al. (2017) estudaram a precipitacdo in vitro pela mudanca de pH da bactéria B.
subtilis AP91 no meio de precipitagao B4. Os pesquisadores observaram a formacao de cristais
de CaCOs3 com caracteristicas esféricas aglomeradas maiores que Sum, com elevados picos de

calcio no EDS.
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Ap6s o estudo in vitro Schwantes-Cezario et al. (2019) adicionaram a mesma
bactéria, na concentragio de 10° esporos/mL, na dgua de amassamento de uma argamassa
basica e observaram cristais de CaCO3 com a mesma morfologia do estudo in vitro (Figura 27),
conforme apresentado na Figura 28. Vale destacar que a seta indicada com CH se refere ao
hidroxido de célcio e Etr a etringita.

Figura 28 — CaCOs precipitado pela mudanc¢a de pH em uma argamassa basica por meio
da adi¢do de esporos da bactéria B. subtilis AP91
- - B S --'_. i

o T =

Fonte: SCHWANTES-CEZARIO et al. (2019).

Porém observou-se que a precipitagdo da bactéria B. subtillis AP91 no
material cimenticio ocorreu em maior quantidade e menor tamanho, mas com a mesma
morfologia do apresentado in vitro. Mostrando que a alteragdo do meio em que a bactéria estava
inserida tiveram capacidade de influenciar no tamanho do cristal precipitado, mas ndo na sua
morfologia (SCHWANTES-CEZARIO et al. 2019).

Além destes autores, Park ef al. (2012) também realizaram estudos in vitro
com a bactéria B. cereus e B. subtilis 168 no meio de cultivo B4. Os pesquisadores utilizaram
dois controles, primeiramente apenas o meio de cultivo, sem bactéria (Figura 29a) e o meio de
cultivo com o in6culo da bactéria E. coli, que ndo precipita cristais (Figura 29b). Na sequéncia
tem-se as bactérias testadas quanto a precipitagdo de CaCOs: B. cereus (Figura 29¢) e B. subtilis

(Figura 29d) e o difratograma do material precipitado pela bactéria B. subtilis 168 (Figura 29e).
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Figura 29 — Analise da precipitacio de CaCO3 no meio de cultivo B4: apenas o meio de
cultivo (a); inéculo das bactérias E. coli (b), B. cereus (c) e B. sutbilis 168 (d) e o DRX da
calcita precipitada pela bactéria B. subtilis 168 (e)
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Fonte: Adaptado de Park et al. (2012).

A partir da analise das imagens, os pesquisadores verificaram que a bactéria
B. subtilis tem maior capacidade de precipitagdo de CaCO3 no meio B4, quando comparada a
B. cereus. Além disso os autores comprovaram a precipitacdo de calcita (C) por Difragdo de
Raio X (Figura 29e). A partir da andlise da morfologia da calcita, observou-se também
estruturas arredondadas, mas de menor tamanho do que o apresentado por Schwantes-Cezario
etal. (2017).

Além do MEV, autores utilizam imagens de estereoscopio para analisar os
cristais de carbonato de calcio precipitado por bactérias nos materiais cimenticios. De Muynck
et al. (2008), por exemplo, utilizaram a bactéria ureolitica B. sphaericus na concentragio 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 calcio e outra com

acetato de calcio. Os resultados da andlise por estereoscopio e MEV podem ser visualizados na

Figura 30.
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Figura 30 — MEV e estereoscopio do tratamento de superficie de amostras sem bactérias
(referéncia) e com bactéria tratadas com cloreto de calcio e acetato de calcio.
Referencia Cloreto de Calcio Acetato de Calcio

Lupa

MEV

Fonte: Muynck et al. (2008).

Pode-se observar que nas imagens da amostra de referéncia (sem adi¢ao de bactéria)
ndo houve a precipitagdo de cristais. As amostras com adi¢do de B. sphaericus na concentragao
de 107 esporos/mL a precipitagio ocorreu, tanto para a adigdo com cloreto de célcio quanto para
adi¢do com acetato de célcio. Porém verificou-se que as amostras com acetato de célcio
precipitaram CaCO3 de uma forma mais densa e homogénea ao longo de toda superficie, quando
comparada a amostra contendo cloreto de célcio (MUYNCK et al. 2008).

Zhang et al. (2019) verificaram a formacgdo de calcita e aragonita a partir da
incorporagao da bactéria nao ureolitica B. cohnii em concretos com a adi¢ao de duas fontes de
calcio: lactato de calcio e nitrato de calcio. Vale destacar que os pesquisadores observaram uma
incidéncia maior de cristais de aragonita do que de calcita.

De acordo com Zhang et al. (2019) a morfologia cristalina da precipitagao
mineral caracterizou-se em cristais romboédricos lamelares, magicos na forma de agulha e
particulas cubicas irregulares, morfologias tipicas de aragonita nas duas primeiras situagdes e
calcita na ltima.

Além destes pesquisadores, De Muynck et al. (2008) utilizaram a bactéria B.
sphaericus na concentragio de 107 esporos/mL para analisar a precipitagio de CaCO3 em
diferentes meios de imersdo. A Figura 31 ilustra os resultados obtidos na pesquisa, onde em (a)
a bactéria B. sphaericus esta em meio contendo cloreto de célcio, em (b) em cloreto de célcio

com nutrientes, em (c) com acetato de calcio e em (d) com acetato de célcio e nutrientes.

73



Fonte: Muynck et al. (2008).

Pode-se observar que houve a precipitagdo de cristais de CaCO3 em todas as
amostras, independente das adi¢des que elas continham, apresentando apenas variagdes de
morfologia ocasionadas pela mudanga no meio em que elas estavam inseridas. De acordo com
Zhang et al. (2019) ainda ndo esta clara a real influéncia dos diferentes meios na produgdo de
polimorfos de CaCOs distintos e se esses diferentes polimorfos podem apresentar diferentes
potenciais de autocicatrizagao.

E importante destacar que a concentragio em que as células bacterianas sdo
incorporadas nos materiais cimenticios também podem ter influéncia na quantidade de CaCOs3
precipitado e nas propriedades dos materiais cimenticios, como a resisténcia a compressao,

absorcao de agua, porosidade e taxa de autocicatrizacao.
2.2 A INFLUENCIA DA ADICAO DE BACTERIAS EM MATERIAIS CIMENTICIOS

As bactérias podem influenciar em diversas propriedades dos materiais
cimenticios (ABO-EL-ENEIN et al.,2013). A principal caracteristica que se busca a partir desta
adicao ¢ a diminuigdo da porosidade e fechamento de fissuras em concretos e argamassas,

entretanto a resisténcia a compressao também pode sofrer influéncia.
2.2.1 Concentracdo de bactérias adicionadas aos materiais cimenticios

As bactérias podem ser adicionadas aos materiais cimenticios em diferentes
concentragoes, as quais podem interferir em algumas propriedades, principalmente no estado
endurecido (JUSTO-REINOSO et al., 2021). As concentracdes adicionadas variam

consideravelmente na literatura (10> — 10° células/mL), sendo que as mais estudadas estdo 10°
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e 107 células/mL. Além da concentracio a forma de adi¢io destes microrganismos nos materiais

cimenticios também pode variar, sendo que esta pode ser feita ne amassamento, por aspersao

ou imersao em solucdo contendo as bactérias.

O Quadro 5 apresenta um resumo dos dados dos artigos que serdo

apresentados na sequéncia, vale ressaltar que em todos os artigos apresentados neste quadro a

adi¢do das concentragdes foi realizada na d4gua de amassamento.

Quadro 5 — Estudos realizados sobre a concentracio bacteriana adicionada aos
materiais cimenticios

Referéncia Bactéria Con.c t?ntrag:ao Condicao de cura Ensaios realizados
estudada adicionada
2,6x107,5,2x107  Imerso em Ureia-CaCl, e ~
Ramachandran S pasteurii 2 6x10° em temperatura Resisténcia a compressao,
et al. (2001) P > P MEV e DRX
esporos/mL ambiente

10, 102, 10%,10*

Cura ao ar em

Gh(ozs(l)loi.t)al. Shewanella 10°, 10% ¢ 107 temperatura ambiente Resmtenmal\f[l];:%mp ressao e
células/mL (+/-30°C)
2 103 10% 10°
Ghosh et al. 107, 12 10 710 ’ Cura ao ar em Resisténcia a compressao,
2009 Shewanella 10°e 10 temperatura ambiente MEV. DRX
( ) células/mL (+/-30°C) ’
Resisténcia a compressdo e
4105 106
Reéd g 1f)t) al. B. subtilis 11(?7 ’cel':loul’als?mi Imerso em agua a tragdo, durabilidade a
ataque acido e MEV
Resisténcia a compresséo,
Chahal et al. S pasteurii 10°,10° e 107 Imerso em deua absor¢io de 4gua,
(2012) P células/mL £ permeabilidade rapida e
MEV
gil(liii};ahz S pasteurii 103, 10° e 107 Imerso em Aeua Resisténcia a compressio,
0 01q3) P células/mL & DRX e MEV
Referéncia imerso em . .
7 A \ ~
Abo-El-Enein .. 3’34X107 i agua e bactéria imerso R651ste~n ca arcompressao,
et al. (2013) S. pasteurii 5,59x10" e em solugdo de Ureia- absorcao de agua, MEV e
' 1,49x108 DRX

CaClz

Resisténcia a compressao,

Mondal e B, subtilis 103, 10° e 107 279C imerso em deua absor¢do de dgua,
Ghosh (2018) ' células/mL £ autocicatrizaggo de
fissuras, MEV ¢ DRX
Chen et al. S. pasteurii 10, 10 10° Imerso em dgua Resisténcia a compressdo
(2018) P células/mL saturada com cal P
10, 10% 103, 104, Resisténcia a compressao,
Jena et al. - 5 6 . coA ~
(2020) B. subtilis 10°e 10 Imerso em agua resisténcia 4 tracao,
células/mL resisténcia a flexdo e MEV
. 5x10°, 107, Resisténcia & compressao,
Algaifi et al. . 7 8 . acompanhamento da
S. pasteurii 2x10"e 10 Imerso em agua .
(2020) . fissura em estereoscopio,
células/mL

MEV e EDS

Fonte: Autora.

Ramachandran et al. (2001) estudaram argamassas com adi¢do da bactéria
Pseudomonas aeruginosa em trés concentragdes: 3,0x107; 6,0 x107 e 1,8x10% esporos/mL. Os

microrganismos foram adicionados na dgua de amassamento das argamassas, que foram
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curadas por imersdo em solugdo com ureia e cloreto de célcio. Como resultado, os
pesquisadores observaram que a resisténcia a compressdo diminuiu com a primeira
concentracdo estudada e teve um pico na concentragao intermediaria.

Abo-El-Enein et al. (2013) adicionaram a bactéria S. pasteurii nas
concentragdes de 3,34x107, 5,59x107 ¢ 1,49x108 esporos/mL em argamassas e observaram um
pico na resisténcia a compressdo na concentragdo intermedidria.

Ghosh et al. (2005 e 2009) utilizaram as concentra¢des de 10, 10%,10°, 10*,
10°,10%, 107 células/mL da bactéria Shewanella e obtiveram um aumento de resisténcia a
compressdo de até 25% e a maior reducdo da porosidade aos 28 dias, com a adi¢do da
concentracdo de 10° células/mL.

A concentragdo de 10° também se apresentou ideal no estudo realizado por
Reddy ef al. (2010) e Jena ef al. (2020), com a bactéria B. subtilis na 4gua de amassamento de
um concreto. O mesmo resultado foi encontrado por Chahal ef al. (2012) e Chahal e Siddique
(2013), os quais avaliaram as concentra¢des de 10°, 10° e 107 células/mL mostraram melhores
resultados de resisténcia a compressao, absor¢do de dgua e permeabilidade rapida de cloretos,
com a concentracio de 10° células/mL.

Além destes autores, Mondal e Ghosh (2018) ensaiaram argamassas a
compressao e absor¢do de dgua, variando a concentracao de B. subtilis adicionada na agua de
amassamento em: 103, 10° e 107 células/mL. Estes pesquisadores obtiveram que a concentragio
de 10° esporos/mL apresentou o melhor resultado para a resisténcia a compressdo, enquanto
para absor¢do de 4gua o melhor resultado foi obtido com a adi¢do de 107 esporos/mL.

No mesmo ano Chen et al. (2018) estudaram a adi¢ao da bactéria Sporosacina
pasteurii nas concentracdes de 107, 10® e 10° células/mL e verificaram que a concentragio que
apresentou o melhor resultado na resisténcia a compressio foi a de 108 células/mL.

A mesma bactéria foi estudada por Algaifi et al. (2020), em concretos, nas
concentragdes de 5x10%, 107, 2x107 e 10® células/mL. Estes pesquisadores observaram que o
melhor resultado de resisténcia foi obtido na concentracdo de 2x107 células/mL.

Os resultados da resisténcia a compressdao aos 28 dias de cura obtidos nas
pesquisas descritas anterioremente foram sintetizados nos graficos apresentado na Figura 32,
separados por bactéria. Para gerar o grafico foram calculados os percentuais de aumento ou
diminui¢do da resisténcia a compressao de cada pesquisa, frente as diferentes concentragdes

bacterianas, com relag@o as suas respectivas referéncias.
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Figura 32 — Percentual de aumento ou diminuiciio da resisténcia & compressao das
amostras com relacao a referéncia em diferentes concentracoes com a adi¢cao da bactéria
S. pasteurii (a), Shewanella (b) e B. subilis (c)
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Fonte: Elaborado pela autora.

A partir da andlise da Figura 32, verificou-se que diferentes intervalos de
concentracdo foram estudados por diversos pesquisadores. Os estudos que variaram a
concentragdo bacteriana entre 10 e 107 esporos/mL verificaram um pico na resisténcia a

compressio na concentragio de 10° esporos/mL.
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Em contrapartida, Okwadha e Li (2010) realizaram testes in vitro com a
bactéria Sporosarcina pasteurii e obtiveram que a concentragdo ideal para potencializar a
precipitacdo de CaCOs foi de 10® células/mL. Além destes pesquisadores, Zhang et al. (2016)
investigaram a influéncia da concentragdo de esporos e Bacillus sp. na precipitagao de
carbonato de calcio in vitro e o resultado da pesquisa mostrou que ¢ necessaria uma
concentracio de 107 esporos/mL para que a precipitagio de CaCOs seja efetiva e apresente
resultados significativos.

Ramachandran et al. (2001), Abo-El-Enein et al. (2013), Chen et al. (2018) e
Algaifi et al. (2020) estudaram concentragdes maiores (entre 5x10° e 10° células/mL) e
verificaram um aumento maximo na resisténcia a compressao frente a adi¢ao das concentragdes
intermediarias. Esses resultados apontam que diferentes bactérias podem resultar em diferentes
comportamentos frente a aplicacdo em materiais cimenticios, os quais podem ser atribuidos a
diversos fatores, como por exemplo adi¢ao de meio de cultivo, fonte de calcio, relagdo a/c, entre
outros.

Além disso vale relembrar que o objetivo principal da adi¢do bacteriana nos
materiais cimenticios € a autocicatrizagcdo de fissuras e fechamento de poros, a melhoria do
desempenho mecanico ¢ uma consequéncia (MORS e JONKERS, 2019). Entretanto pela
importancia desta propriedade a mesma deve ser estudada.

Além do estudo da resisténcia a compressdao uma analise que € realizada com
frequéncia e que reflete na porosidade de materiais cimenticios € a absor¢do de agua. A Figura
33 ilustra os resultados apresentados na literatura que estudaram a absorc¢do de dgua frente a
diferentes concentragdes bacterianas.

Figura 33 — Percentual de diminuicdo da absor¢ao de agua das amostras com relacio as
suas respectivas referéncias nas diferentes concentracdes estudadas
Concentracio bacteriana adicionada (esporos/mL)
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Mondal e Ghosh (2018) e Abo-El-Enein et al. (2013) observaram a mesma
tendéncia de diminui¢do da absor¢do de adgua frente a0 aumento da concentragdo bacteriana,
fato que também corrobora com estudos realizados in vitro (Zhang et al.,, 2016). Apenas o
estudo realizado por Chahal et al. (2012) verificou uma diminui¢do mais significativa na
absor¢do de 4gua frente a adicdo de 10° células/mL.

Além do ensaio de absorc¢do de dgua e indice de vazios, a Porosimetria por
Intrusao de Mercurio (PIM) pode ser realizada. Essa técnica experimental destrutiva tem sido
utilizada para caracterizar aspectos morfoldgicos de materiais e permite a apresentacdo da
distribui¢do do tamanho de poros (GREGG & SING, 1982).

O mercurio, por ser um fluido ndo molhante, ndo penetra espontaneamente
em poros abertos ou fissuras dos materiais analisados, a0 menos que se aplique uma pressao
sobre ele (SCHMITT, 2009). Desta forma, por meio da aplicagao de pressdo o mercurio adentra
em poros cada vez menores ¢ a partir da pressao o tamanho de poro ¢ quantificado de acordo

com a Equagdo 16 (Equagdo de Washburn):

—4xy cos6
P

D= Eq. 16

Onde:
e D ¢ o diametro do poro;
e P ¢ apressdo necessaria para que o mercurio adentre naquele tamanho de poro;
e v ¢ atensdo superficial e;
e 0 ¢ o angulo de contato entre o mercurio e a parede do poro.

Desta maneira, frente ao aumento da pressdao e quantificagcdo do mercurio
intrudido a curva da porosimetria ¢ desenhada. De acordo com Porcheron & Monson (2004)
este método de calculo da porosidade traduz as pressdes aplicadas em valores de distribui¢ao
de tamanho de poros do material.

E importante destacar que os resultados de PIM precisam ser avaliados com
cautela, pois como o equipamento quantifica a intrusdo cumulativa de mercirio sob pressao,
com o aumento da pressdo, o mercurio pode acessar poros menores. Entretanto nos materiais
cimenticios pode-se ter poros maiores que sdo acessados apenas por capilares, o que pode
influenciar na quantificacao da porosidade, levando a uma interpretagdo erronea. Além disso €
possivel haver uma interligacao dos poros fechados devido a destruicao das paredes dos poros

capilares durante a intrusdo, ocasionada pelo aumento da pressio (DIAMOND, 2000;

MATTANA JR, 2010).
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Ghosh et al. (2005) avaliaram a distribuicdo dos poros em argamassas com
adi¢ao de diferentes concentragdes da bactéria Shewanella e observou que frente a adi¢do dos
microrganismos houve uma diminuic¢ao dos poros, sendo que a menor intrusdo acumulativa foi
observada a partir da adi¢do de 10° células/mL.

Xu e Wang (2018) avaliaram argamassas com adi¢ao de bactérias juntamente
com nitrato de cdlcio e ureia e observaram uma diminui¢ao da quantidade de poros frente ao
tratamento bacteriano, principalmente na faixa de 0,01 a 0,6 pum. Uma diminui¢ao no tamanho
de poros também foi observada em uma pesquisa anterior frente a adi¢ao da bactéria B. subtilis
AP91 (SCHWANTES-CEZARIO et al., 2020).

Além destes pesquisadores De Muynck et al. (2010) realizaram estudos de
PIM em amostras de calcario com adicao de bactérias a partir da imersao das amostras em
culturas crescidas de Bacillus sphaericus durante um dia de idade e observou que apos esse
periodo de exposi¢ao ndo houve diferengas significativas entre a PIM das amostras com e sem
o tratamento com bacteriano. Entretanto a precipitacao de cristais através da adigdo bacteriana
pode levar mais tempo para ocorrer e, por esse motivo, a analise em periodos maiores ¢
fundamental.

Frente as divergéncias apresentadas na literatura e também ao fato de que
cada bactéria pode se comportar de uma maneira diferente quando adicionada aos materiais
cimenticios, € de substancial importancia o estudo da concentragdo bacteriana a ser aplicada a
estes materiais para que se obtenha a maior precipitacio de CaCO3 e como consequéncia o
maior fechamento de poros e fissuras.

Outro fator que pode influenciar na precipitagdo de CaCO3z por acdo
bacteriana sao as condi¢des ambientais em que o material cimenticio estara submetido, por esse

motivo a condicao de exposi¢do também precisa ser estudada.
2.3 CONDICOES DE CURA E DE EXPOSICAO

De acordo com Neville e Brooks (2013) a cura dos materiais cimenticios € o
nome dado aos procedimentos realizados para promover a hidratagdo do cimento e
consequentemente o desenvolvimento de sua resisténcia. Desta forma, as condi¢des de cura
podem influenciar de forma direta nas propriedades de materiais cimenticios, principalmente
relacionadas a porosidade e a resisténcia mecanica.

Quando as bactérias sdao adicionadas aos materiais cimenticios para que atuem

na autocicatrizagdo, existem diversos pardmetros que podem influenciar na precipitagdo de
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CaCOs e na autocicatrizagdo (OKWADHA e LI, 2010). A condi¢do de exposi¢do que as
amostras estiverem em contato ¢ um destes parametros, pois dependendo do ambiente em que
a bactéria estard submetida, a autocicatrizacao pode ser maior ou menor. Sendo assim, entender
a influéncia das condic¢des de exposicao na autocicatrizagao de fissuras por adi¢ao de bactérias
¢ fundamental.

De acordo com Justo-Reinoso et al., (2021) diferentes condi¢cdes ambientais
podem ser encontradas em todo o mundo, as quais inevitavelmente afetardo a germinagao, o
crescimento e a capacidade de precipitagdo de CaCOs por agdo bacteriana.

Existem autores que separam os estudos em condi¢do de cura e condigdo de
exposi¢do apos a fissuracdo, mas nem todos os trabalhos fazem esta distin¢do. Vale destacar
que a condi¢ao de cura ¢ aquela em que as amostras sao submetidas nas primeiras idades para
garantir as propriedades mecanicas e a condi¢cdo de exposicao esta relacionada com a exposi¢ao
do material até as idades de ensaio, a qual normalmente ocorre ap6s a fissuragdo em analises
laboratoriais.

Para a redagado deste topico varias buscas exploratérias foram realizadas com
o foco na adi¢do de bactérias para melhoria do desempenho de materiais cimenticios. Estas
buscas resultaram em um portfolio de 83 artigos, dos quais 14 eram de revisdo e 69 realizaram
procedimentos experimentais.

Dos artigos de revisao levantados apenas Zhang et al. (2020) apresentou um
levantamento bibliografico sobre diferentes condi¢des de cura e de exposi¢cdo que foram
avaliadas por diferentes autores. Zhang e colaboradores dividiram estas condi¢des de cura em
estagio inicial e estagio de cicatrizacdo (condi¢do de exposicao) (Figura 34).

Figura 34 — Condigdes de cura levantadas no estudo de Zhang e colaboradores

Umidade alta/moderada

/ Condigdes ambientais
'/ Ciclos imersos em dgua ¢ ao ar
Condigio Ciclos 90%UR ¢ ao ar

v de Ciclos de agua e ar quente
exposi¢ao |\ Ciclo seco e imerso em agua
\ Ciclos imersos em meio de cultivo e ao ar

Céamara de cura intermitente: CO,-agus

Condigao
de cura
inicial

1 I
Selado com plastico

‘amara de cura intermitente: CO,-ar

Imerso em meio de cultivo

Imerso em solucdo de Ca(OH),

Imerso em meio de cultivo

Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2020).
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De acordo com os pesquisadores, as diferentes condicdes de cura e de
exposicdo sdo fundamentais para avaliar os efeitos destes ambientes na autocicatriza¢do de
materiais cimenticios. A partir do levantamento bibliografico, os autores chegaram a conclusao
de que a presenca de dgua ¢ fundamental para que a autocicatrizacdo aconteca, tanto pelo
mecanismo autdbnomo como pelo mecanismo autéogeno. Além disso verificaram que o simples
contato entre o material cimenticio e a umidade pode ndo ser suficiente para que a
autocicatrizacao aconteca. Vale destacar ainda que estes pesquisadores levantaram dados de
diferentes materiais autocicatrizantes, nao apenas a base de bactérias (ZHANG et al., 2020).

Outro fator interessante relatado pelos pesquisadores ¢ que a maioria dos
trabalhos que avaliaram ciclos intermitentes (seco/imido ou dry-wet) observaram uma maior
autocicatriza¢do. Os autores atribuem este resultado a dois fatores principais, primeiramente
relacionado a evaporagdo da dgua durante a fase de secagem que resultava em um aumento na
concentragdo de ions nas fissuras, proporcionando a precipitagdo de cristais. O outro fator esta
relacionado com a penetracdo de CO2 nas fissuras durante o periodo de secagem, o que facilita
a formacao de carbonatos (ZHANG et al., 2020).

Entretanto os pesquisadores também verificaram que a cura imersa em agua
pode auxiliar a autocicatrizagdo por adicdo de bactérias, apresentando em alguns casos
resultados de fechamento de fissuras superiores aos atingidos em regimes intermitentes
(ZHANG et al., 2020).

Dentre os 69 artigos que realizaram procedimentos experimentais, apenas 7
estudaram diferentes condig¢des de cura ou de exposi¢ao, as quais estdo apresentadas na Figura
35, juntamente com a sistematizagdo do portfolio.

Figura 35 — Sistematizacio do portifolio

B Experimentais B Revisdo

Imerso em meio de cultivo com lactato de calcio
= [merso em meio de cultivo com glutamato de calcio
® Imerso em meio de cultivo com lactato de calcio e bactéria
= Estudou diferentes condi¢des de exposicio  m Imerso em meio de cultivo com glutamato de calcio e bactéria
m Nio estudou diferentes condi¢des de exposiciom Camara iimida
Ciclos dry-wet com agua
Ciclos dry-wet com meio de cultivo
Imerso em meio de cultivo com ureia e cloreto de célcio
= Imerso em meio de cultivo com ureia, cloreto de célcio e bactéria
= Borrifando a solugdo bacteriana duas vezes por dia

Fonte: Autora.
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Dentre os procedimentos de cura e exposi¢ao mais adotados nos artigos do
portifélio, tem-se a cura imersa em agua e intermitente com agua, os quais apareceram em 7
4 artigos, respectivamente. As amostras foram submetidas a cAmara timida em 3 dos artigos e
foram imersas em solugdes com ureia e cloreto de calcio em dois deles. As demais condi¢des
ocorreram apenas em um dos artigos estudados.

Vale ressaltar que os 62 artigos que ndo estudaram diferentes condigdes de
cura ou de exposi¢do submeteram as amostras a um unico um ambiente, nao avaliando a
influéncia deste na atuagdo bacteriana para autocicatrizagdo. Para sistematizar os dados dos

artigos que analisaram diferentes condi¢des de exposicao elaborou-se o Quadro 6.

Quadro 6 - Estudos realizados sobre diferentes condi¢des de cura e exposicio quando
bactérias foram adicionadas a materiais cimenticios

A Bactéria Forma de Condicao de cura .~ .
Referéncia . < e Condicées de exposicao
estudada adiciao inicial
Imerso em agua, imerso em meio de
Na agua de A e o cultivo com lactato de calcio, imerso
Céamara umida (20°C . .
amassamento ¢ o . em meio de cultivo com glutamato de
Xue Yao . +/- 2°C e umidade e . .
B. cohnii como . o célcio, imerso em meio de cultivo
(2014) relativa de 90% +/- 1 .
tratamento de o . com lactato de célcio e bactéria,
. 10%) durante 28 dias X . .
superficie imerso em meio de cultivo com
glutamato de calcio e bactéria
Camara umida (20°C N L. . .
Por o . Camara imida, imerso em agua, ciclo
Wang et al. B. microencapsula */-2°C ¢ umidade intermitente com agua e com meio de
(2014)  sphaericus o relativa de 90% +/- e
¢ 10%) durante 28 dias
Esporos de
Luo, Qian e bactérias Na agua de Céamara umida padrao Imerso em agua, cimara imida e
Li (2015) alcali- amassamento durante 21 dias ciclo intermitente
resistentes
. Camara umida (20°C
.. Bacillus o . . .
Tziviloglou alcali- Impregnada em +/- 2°C e umidade Imerso em agua e em regime
et al. (2016) resistentes agregado leve relativa maior que intermitente
95%) durante 28 dias
As amostras sdo
fissuradas ~ , 5 .
. < . . . Imersdo em dgua, Imersao em meio
Kalhori e Imersdo e agua  imediatamente apds a . .
. . de cultivo com ureia e CaCl, e
Bagherpour  B. subtilis  de amassamento desmoldagem e ja . ~ . .
. . imersdo com o meio de cultivo com
(2017) com nutrientes encaminhadas para as . (o
. ureia e CaCl, e bactéria
condi¢des de
exposicao
. Ap6s a desmoldagem Imersdo em 4gua, imersao em meio
Joshi, Goyal . , . )
¢ Reddy Bacillus sp. Na agua de as amostras foram de cultivo com ureia e CaCl, e
(2018) CT-5 amassamento encaminhadas para a borrifou solu¢do com bactéria duas
condicdo de exposi¢do vezes ao dia
Bactéria Na 4cua de
anaerdbica & Camara umida (20°C e
amassamento . . . . . .
Van Mullen com em um aditivo umidade relativa maior ~ Em ciclo intermitente, submersa em
etal. (2020)  capacidade . que 90%) durante 35 agua e ambiente umido
de denominado de dias
~ MUC
esporulacdo

Fonte: Autora.
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De acordo com Alazhari et al. (2018), muito ainda precisa ser estudado para
que se entenda completamente o mecanismo de precipitacdo de CaCOs. A principio, para que
a precipitagao de CaCOs3 ocorra a bactéria precisa estar em contato com uma fonte de célcio
(que pode ser o hidroxido de célcio) e ter contato com o CO; atmosférico, para que possa
respirar e precipitar o CaCOs. Desta forma, a autocicatrizagdo serd mais lenta quando o material
estiver em cura submersa. Segundo Tziviloglou ef al. (2016) e Wang et al. (2014) condigdes de
cura intermitentes (dry-wet) demonstraram um aumento no crescimento bacteriano e da
precipitacao de CaCOs, quando comparado as condigdes imidas.

Xu e Yao (2014) estudaram a adicdo da bactéria B. cohnii, que € uma cepa
ndo ureolitica, adicionada na dgua de amassamento e como tratamento de superficie na
concentracdo de 107 células/mL, juntamente com uma fonte de célcio e extrato de levedura.

As amostras estudadas por estes pesquisadores foram mantidas em camara
umida (20°C +/- 2°C e umidade relativa de 90% +/- 10%) durante 28 dias e em seguida foram
fissuradas. Apos a fissuragao as amostras foram separadas em grupos e submetidas a diferentes
condi¢cdes de exposicao, tais como: imersdo em agua, imersdo em meio de cultivo com lactato
de calcio, imersdao em meio de cultivo com glutamato de calcio, imersdo em meio de cultivo
com lactato de célcio e bactéria, imersao em meio de cultivo com glutamato de calcio e bactéria
(XU e YAO, 2014).

A partir da andlise dos resultados, os pesquisadores concluiram que a
autocicatrizagdo foi mais eficaz quando se adicionou glutamato de calcio, tanto na
autocicatrizacao (adicionado a 4gua de amassamento e curado em 4gua) quanto no tratamento
de superficie (imerso em solucdo com glutamato de célcio e bactéria). Desta forma, Xu e Yao
(2014) evidenciaram que o glutamato de calcio foi uma fonte de célcio mais eficiente do que o
lactato de célcio para a autocicatrizagao frente a adicdo da bactéria B. cohnii.

Wang et al. (2014) estudaram a bactéria B. sphaericus encapsulada e
adicionada no momento da mistura, em argamassas, as quais foram mantidas em cdmara imida
por 28 dias antes de serem fissuradas. Ap0s a fissuragdo as amostras foram encaminhadas para
diferentes condi¢des de exposi¢do para avaliar a autocicatrizagdo. As condi¢des de exposi¢ao
estudadas foram: seca (temperatura de 20 °C), em camara imida, imersa em agua, imersa em
meio de cultivo, ciclos intermitentes (dry-wet) em meio de cultivo e em dgua. Vale destacar que
no ciclo intermitente as amostras foram imersas em meio de cultivo ou 4gua durante 16 horas

e expostas ao ar durante 8 horas e este procedimento foi repetido até as idades de ensaio.
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Os pesquisadores verificaram que a cura intermitente (dry-wet) foi a melhor
condi¢do de exposicdo para as amostras com bactérias, averiguando que a agua livre ¢ um
componente chave para se obter a autocicatrizagdo. Como a agua participa das reagdes de
hidratacao de particulas e de precipitacdo de carbonato de célcio, sem a sua presenca essas
reacdes ndao aconteceriam, logo a autocicatrizagdo também ndo ocorreria. Além disso a
bioprecipitagdo ndo aconteceria sem a agua, pois 0s esporos necessitam desta para sua
germinagdo (WANG et al., 2014).

Em contrapartida Luo, Qian e Li (2015) armazenaram as amostras em camara
de cura padrao durante 21 dias, na sequéncia fissuraram as amostras e as encaminharam para
trés diferentes condi¢des de exposi¢do: imerso em dgua, em cdmara imida e ciclos intermitentes
(dry-wet). A partir dos resultados obtidos os pesquisadores verificaram que a cura imersa em
agua apresentou melhores resultados de autocicatrizacdo. O ciclo intermitente avaliado pelos
pesquisadores foi de 12 horas submerso em agua e 12 horas exposto ao ar.

Tziviloglou et al. (2016) estudaram a adi¢do de uma bactéria alcali-resistente
do género Bacillus incorporada em particulas de argila expandida, juntamente com lactato de
célcio e extrato de leveadura. Estes pesquisadores estudaram argamassas com e sem a adi¢do
de agregado leve com a impregnagdo da solugdo bacteriana.

As amostras estudadas foram desmoldadas apds 24 horas e mantidas em
camara umida (20°C +/- 2°C e umidade relativa maior que 95%) durante 28 dias. Apos esse
periodo as amostras foram fissuradas a partir do ensaio de flexdo em trés pontos e encaminhadas
para duas diferentes condigdes de exposi¢do: imersa em agua e em ciclos intermitentes (dry-
wet) de 12 horas seco e 12 horas submerso (TZIVILOGLOU et al., 2016).

Apo6s a fissuragdo, as amostras foram encaminhadas para as condi¢des de
exposicdo e foram analisadas apds 28 e 56 dias. Os ensaios realizados demonstraram que a
autocicatriza¢do foi mais rapida quando as amostras foram submetidas ao ciclo intermitente,
mas na idade de 56 dias as fissuras foram seladas independentemente da condi¢ao de exposi¢ao
(Figura 36). Vale apontar que amostra de referéncia (REF) ndo continha o agregado leve, a
amostra de controle (CTRL) possuia o agregado leve, mas sem a incorporacdo das bactérias e
a amostra B continha o agregado leve com as bactérias incorporadas (TZIVILOGLOU et al.,

2016).
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Além destes pesquisadores Kalhori e Bagherpour (2017) estudaram a
incorporacdo da bactéria B. subtilis em concreto projetado, avaliando diferentes condigdes de
exposi¢do. Estes pesquisadores realizaram ensaios de resisténcia a compressao e absorgdo de
agua em quatro grupos de amostra e observaram que a absor¢do de 4agua aumentou € a
resisténcia a compressao diminuiu quando a cura foi realizada em solucdo de ureia e cloreto de
calcio, sem a adigdo de bactérias. Porém quando as bactérias foram adicionadas, houve uma
diminuic¢do da absor¢do de 4gua e um aumento da resisténcia a compressao (tanto na dgua de
amassamento como na soluc¢do de imersdo). Por esse motivo, os autores consideraram a adi¢ao
do microrganismo benéfica para as propriedades analisadas, durante o tempo de analise.

El-Turki et al. (2010) e Alazhari et al. (2018) complementam que a
autocicatrizagdo promovida por bactérias ndo deixa de ser uma carbonatagdo, portanto ¢
provavel que a cura intermitente seja benéfica para a bioprecipitacio de CaCOs, pois a
carbonatagdo tem se mostrado mais rapida em tais ambientes. Vale destacar que a carbonatagao
de acordo com Neville e Brooks (2013), nada mais ¢ do que a rea¢do de dioxido de carbono
(CO») presente na atmosfera com o hidréxido de calcio (Ca(OH)2), que na presenga de umidade
forma carbonato de calcio (CaCO:s3).

Pelo fato da bioprecipitacdo de CaCOs ser uma forma de carbonatagao, Joshi,
Goyal e Reddy (2018) analisaram o pH das amostras frente as diferentes condicdes de
exposicdo, em diversas profundidades, aos 28 dias de cura. O resultado obtido esta apresentado
na Figura 37. Vale destacar que na amostra MT o meio de cultivo foi adicionado no lugar da

agua de amassamento (sem bactérias), na amostra BAT a adi¢ao de bactérias de Bacillus sp. foi
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na dgua de amassamento com meio de cultivo e essa amostra foi curada imersa também no meio
de cultivo contendo bactérias e, por fim, na amostra BST a bactéria diluida no meio de cultivo
e borrifada nos corpos de prova 2 vezes por dia. Vale destacar que as bactérias utilizadas na
pesquisa sao ureoliticas, necessitando de ureia para que a precipitagdo de CaCO3 aconteca.

Figura 37 — Resultados de mudanc¢a de pH em diferentes profundidades
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Fonte: JOSHI, GOYAL e REDDY (2018).

A partir da Figura 37, constatou-se que os valores de pH em todas as amostras
foram na faixa de 12,0 a 12,4, indicando que as bactérias, a precipitagao de CaCO3, o meio de
cultivo, a ureia ou o CaCl, tiveram efeito significativo sobre o pH do concreto, durante o tempo
de analise. Porém andlises com maiores idades precisam ser conduzidas, pois a autocicatrizagao
pode ocorrer em periodos maiores e ter capacidade de alterar o pH.

Joshi, Goyal e Reddy (2018) estudaram ainda a resisténcia a compressao das
amostras. A partir da anélise dos resultados observaram que a resisténcia a compressao das
amostras tratadas com meio de cultivo (MT), sem bactérias, registrou uma redugdo de
aproximadamente 15% em comparacdo com a mistura de controle, corroborando com os
resultados apresentados por Ersan, de Belie e Boon (2015), Bundur, Kirisits e Ferron (2015) e
Williams, Kirisits e Ferron (2016).

Estes pesquisadores verificaram que a adicao de matéria organica no concreto
influencia no grau de hidratagdo, pois o meio de cultivo atua como um agente retardador e
resulta na diminui¢do da resisténcia a compressdo (ERSAN, DE BELIE e BOON, 2015;
BUNDUR, KIRISITS e FERRON, 2015 ¢ WILLIAMS, KIRISITS e FERRON, 2016).

Entretanto quando a bactéria foi adicionada juntamente com o meio de ureia
e CaCly (BAT), houve um aumento de 29% na resisténcia a compressao quando comparado
com a amostra de referéncia. Além disso as amostras de bactérias borrifadas (BST) também
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registraram um leve aumento na resisténcia a compressao em torno de 8% em comparagdo com
a referéncia (JOSHI, GOYAL ¢ REDDY, 2018).

Frente a isso, os autores verificaram que a adi¢ao de bactérias juntamente com
a matéria organica nao prejudicou a resisténcia a compressao e permeabilidade do concreto,
assim como nao alterou significativamente o pH das amostras. Desta forma, os pesquisadores
concluiram que o efeito adverso da introdugdo de nutrientes na hidrata¢ao do concreto pode ser
superado pela precipitacao de carbonato de célcio realizada pelas bactérias (JOSHI, GOYAL e
REDDY, 2018).

Apesar dos resultados apresentados, deve-se ter em mente que a adi¢do de
matéria organica em concretos ¢ argamassas pode resultar em manifestagdes patoldgicas no
futuro, que podem comprometer a durabilidade destes materiais, por isso analises considerando
idades mais longas devem ser efetuadas.

Para finalizar o tépico das condi¢des de cura e exposi¢dao, em 2020, Van
Mullem e colaboradores estudaram a aplicacdo de um aditivo bacteriano chamado de MUC”*
em uma estrutura real na Bélgica. O concreto foi utilizado para elaboragdo de uma laje de
cobertura de uma camara de inspecdo dos tubos de drenagem na cidade de Antuérpia, que ¢ a
maior cidade da Bélgica. O aditivo utilizado é constituido de uma cultura ureoliticas mista, com
bactérias granulares anaerdbicas e formadoras de esporos. No concreto também foi adicionado
ureia e nitrato de calcio (VAN MULLEN et al., 2020).

Além de analisar a formagao de fissuras nessa estrutura real, corpos de prova
de 100x100x400 mm foram moldados com uma barra de aco de 16 mm de diametro
centralizada, conforme ilustra a Figura 38. Os corpos de prova foram desmoldados apos 5 dias
e armazenados em camara umida (20°C e umidade relativa maior que 90%) durante 30 dias.
Ap0s esse periodo, os corpos de prova foram fissurados a partir da aplicacdo de um esforgo de
tracdo na barra metalica (VAN MULLEM et al., 2020).

Figura 38 — Corpo de prova utilizado para fissuracio das amostras de concreto. Visao
lateral (a) e corte (b)
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Fonte: Van Mullem et al. (2020).
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Frente a aplicagdo de tragdo na barra, fissuras foram geradas em todas as faces
da amostra, as quais foram quantificadas utilizando um estereoscopio e as amostras foram
encaminhadas para trés diferentes condi¢des de exposicdo (VAN MULLEM et al., 2020):

e camara umida a temperatura de 20°C e umidade relativa do ar a 95%.

e ciclo intermitente: 4 horas imerso e¢ 2 horas seco, sendo em ambos os ciclos a
temperatura foi mantida a 20°C e no periodo seco a umidade relativa do ar foi mantida
a 60%;

e submersa em agua a temperatura de 20°C;

Os resultados de autocicatrizagao foram quantificados ao longo do tempo em
todas as faces dos corpos de prova, os resultados obtidos estdo ilustrados na Figura 39, sendo
que em (a) tem-se os resultados das amostras submetidas & camara imida, em (b) das amostras
imersas em (c) do ciclo intermitente (VAN MULLEM et al., 2020).

Figura 39 — Evolucao da espessura da fissura em diferentes condicées de exposicio:
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Fonte: Van Mullem et al. (2020).
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E interessante observar que durante o periodo de exposi¢do, os pesquisadores
sempre armazenaram as amostras na mesma posicdo e observaram que uma fissura em
diferentes faces da amostra pode resultar em diferentes velocidades de autocicatrizagdao. No
ciclo intermitente, por exemplo, verificou-se que ao final do ciclo imido, o carbonato de calcio
¢ movido para o fundo da fissura, por a¢do do fluxo de dgua, fazendo com que as fissuras da
parte inferior do corpo de prova apresentassem maior autocicatrizagdo (VAN MULLEM et al.,
2020).

Frente a analise dos resultados, obsevou-se que a condi¢cdo de exposicao que
proporcionou a maior autocicatrizagdo foi a condi¢do intermitente, seguida pela condicao
imersa e com piores resultados para as amostras submetidas a camara imida. Além disso os
pesquisadores concluiram que existe a necessidade de agua liquida para que a precipitacdo de
CaCO:s por acdo bacteriana se inicie (VAN MULLEM et al., 2020).

Os resultados obtidos por Wang et al. (2014) e Luo, Quian e Li (2015)
corroboram com a pesquisa de Van Mullem et al. (2020), pois estes pesquisadores também
verificaram que a autocicatrizacdo foi insignificante em condi¢des Umidas, enfatizando a
necessidade de fornecer 4gua liquida para garantir uma boa atividade bacteriana.

Van Mullem et al. (2020) justificam a maior autocicatrizacdo em ciclos
intermitentes a presenca de CO; atmosférico durante os ciclos secos, que ndo precisa se
dissolver na 4gua e estéd disponivel na fissura que esta secando lentamente. Esse CO» ¢ utilizado
pelas bactérias na respiragdo, fazendo com que a precipitagdo de CaCOs3 acontega na presenca
de uma fonte de célcio.

Frente ao levantamento bibliografico apresentado, pode-se verificar que ainda
existem divergéncias na literatura sobre a condi¢do de exposi¢ao que possa potencializar ou
inibir a atuag¢do bacteriana na autocicatrizacdo. Além disso € importante citar que o tipo de
bactéria e o meio em que ela estd em contato também pode influenciar no processo de

autocicatrizacao e por esse motivo, estudos laboratoriais sao relevantes.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para atingir os objetivos do trabalho o experimento foi dividido em trés
campanhas experimentais. Na Figura 40 as campanhas estao ilustradas de forma sintetizada,

apontando o objetivo de cada uma delas, as variaveis estudadas e os resultados esperados.

Experimental

Figura 40 — Fluxograma Experimental
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Fonte: Autora.

A primeira campanha experimental tem por objetivo selecionar a bactéria
com maior capacidade de precipitacdo de CaCOs3, em meio especifico. A escolha da bactéria
foi realizada a partir de andlises de quantificacio de CaCOj precipitado por meio da
quantificagdo de massa retida em filtro. A partir do resultado a morfologia e composi¢ao
quimica dos cristais precipitados pela bactéria selecionada foram analisadas em Microscopio
Eletronico de Varredura (MEV) e Sistema de Energia Dispersiva (EDS). Para um maior
entendimento dos mecanismos de precipitacdo da bactéria selecionada foram conduzidos testes
de producdo da enzima urease, crescimento e precipitacdo em meio alcalino e identificacao do
genoma completo.

Do resultado da primeira campanha experimental, iniciou-se a segunda que
teve como objetivo a determinagdo da concentracdo de bactérias que proporcionasse maior
fechamento de poros e fissuras, sem prejuizo as propriedades mecanicas de argamassas. Esta
campanha foi dividida em duas etapas, na primeira realizou-se o crescimento da bactéria e sua
preparacdo para aplicagdo nas argamassas. Na segunda etapa, diferentes concentracdes de
bactérias foram testadas nas argamassas de traco 1:3 quanto a resisténcia a compressao,
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absorc¢do de 4gua e indice de vazios, Porosimetria por Intrusdo de Mercurio (PIM), andlise de
poros por estereoscopio e fechamento de fissura acompanhado por imagem.

Na ultima Campanha Experimental a bactéria selecionada, na concentragao
ideal, foi aplicada ao mesmo trago 1:3 para a analise da influéncia da condigdo de exposi¢ao no
fechamento de poros e na autocicatrizagdo de fissuras. O objetivo desta ultima etapa ¢ analisar
o fechamento de poros e fissuras e os efeitos da adigdo bacteriana nas propriedades da
argamassa, quando submetida a diferentes condi¢des de exposi¢ao. Esta campanha
experimental foi dividida em trés etapas. Na Etapa 1 a influéncia das diferentes condig¢des de
exposicao na autocicatrizacao de fissuras foi estudada. Na Etapa 2 o foco foi no fechamento de
poros e, por fim, na Etapa 3 foi verificado se o tratamento bacteriano submetido a diferentes
condigdes de exposicdo ¢ capaz de influenciar na resisténcia a compressao ¢ o avango da
carbonatacdo das argamassas.

Na sequéncia estdo apresentados os procedimentos metodologicos de cada

uma das campanhas experimentais.
3.1 PRIMEIRA CAMPANHA EXPERIMENTAL

Na primeira campanha experimental avaliou-se a eficiéncia da precipitagdao
de carbonato de calcio promovida por diferentes bactérias, com o intuito de selecionar a que
apresenta maior potencial de precipitacdo para posterioremente realizar sua aplicacdo no
material cimenticio. A Figura 41 ilustra o objetivo da campanha, as etapas experimentais e seus

objetivos, as amostras analisadas em cada etapa, os ensaios realizados e resultados obtidos.
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Figura 41 — Fluxograma da 1° Campanha Experimental
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Fonte: Autora.

3.1.1 Etapa 1: Sele¢do da bactéria

O objetivo da primeira etapa foi selecionar a bactéria que apresentasse maior
capacidade de precipitacio de CaCOs. Para atingir esse objetivo, varias bactérias foram
testadas, sendo estas: 10 isoladas da caverna Pedra da Cachoeira (denominadas de L10, CV16,
Li14, L19, 122, L26, L29, L33, L36 e L39), a B. subtilis AP91 (utilizada pela autora em estudos
anteriores) e a B. subtilis 168 (cepa utilizada mundialmente na precipitagao de CaCO3). Como
controle negativo da precipitacdo de CaCOs a bactéria E. coli DH5a foi utilizada, pois nao
precipita CaCOs.

Vale destacar que as bactérias isoladas de caverna foram disponibilizadas
pelo professor Dr. Admilton Gongalves de Oliveira Jinior, do departamento de Microbiologia
da Universidade Estadual de Londrina. As bactérias foram isoladas da Caverna Pedra da
Cachoeira, na cidade de Altamira no estado do Par4, por professores da Universidade Federal

do Sul e Sudeste do Pard (Unifesspa).
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Para o teste de precipitacdo de CaCO3 o meio de cultivo B4 foi utilizado. Este
meio ¢ bastante aplicado na literatura para testes in vitro de precipitagdo de CaCO3; (MARVASI
etal., 2013).

3.1.1.1 Preparagao do meio B4 e inoculo das bactérias

O meio de precipitacio B4 foi elaborado na propor¢ao de 2.000 mL, os
constituintes estdo apresentados na Tabela 2 e os procedimentos de mistura seguiram os
parametros apresentados por Marvasi et al. (2013). O meio foi vertido em frascos de vidro de
150 mL, sendo que em cada frasco foram inseridos 50 mL do meio B4. As bactérias isoladas
de caverna, a B. subtilis AP91, B. subtilis 168 ¢ E. coli DH5a foram inoculadas em triplicata e
armazenadas durante 7 dias em agitador a 37°C, com agita¢do constante de 170 rpm, para
posterior quantificacdo do material precipitado.

Tabela 2 — Constituintes do meio B4

Constituintes Quantidade/L
Agua destilada 962,5 mL
Extrato de leveadura 4¢
Glicose 12,5 mL a 40%
Acetato de calcio 25 mL a 10%

Fonte: Marvasi et al., (2013).

Para garantir a mesma quantidade de bactéria inoculada em cada um dos
frascos, foi realizada uma padronizagdo com a escala de Escala McFarland (SWERTS, COSTA
e FIORINI, 2005).

3.1.1.2  Quantificagdo do material precipitado

Apos o periodo de crescimento, os meios com as bactérias foram vertidos em
tubos de poliestireno de 50 mL, os quais foram centrifugados a uma rotacdo de 2.500 rpm
durante 5 minutos. Este procedimento resultou na separacdo dos cristais e da matéria orgénica,
pois os cristais precipitados vao para o pellet e a matéria organica fica dispersa no sobrenadante.

Em seguida, descartou-se o sobrenadante e nos tubos de poliestireno foram
inseridos 25 mL de hipoclorito de célcio saturado e 25 mL de agua ultrapura. Esta nova solugao
sofreu homogeneizagdo em vortex durante 1 minuto, para entdo ser filtrada em filtro de papel

com abertura de 2 pm, com o auxilio de uma bomba a vacuo, conforme ilustra a Figura 42.
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Figura 42 — Sistema de filtracio com bomba a vacuo com seta apontando para o local
onde o filtro de papel é inserido

Fonte: Autora.

A massa de cada filtro foi quantificada em balanga de precisao, antes e depois
do procedimento de filtragdo, para quantificagdo do material precipitado. Com o resultado desta
etapa selecionou-se a bactéria que apresentou maior precipitagdo de CaCOs para utiliza-la na
Etapa 2, buscando um aprofundamento no entendimento dos mecanismos de precipitagdo de

CaCOs; da bactéria selecionada.
3.1.2 Etapa 2: Morfologia e entendimento dos mecanismos de precipitacao

O objetivo principal da segunda etapa foi verificar a morfologia dos cristais
precipitados e entender sobre os mecanismos de precipitacdo. Para verificar a morfologia,
analises em Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) e Sistema de Energia Dispersiva
(EDS) foram conduzidas. O entendimento do mecanismo de precipitacio da bactéria
selecionada foi realizado por testes de produ¢do da enzima urease e crescimento bacteriano e
precipitagdo de CaCO; em ambiente alcalino. Além disso nesta etapa o sequenciamento do
genoma completo da bactéria selecionada foi realizado, com o intuito de aprofundar o
conhecimento nos genes envolvidos no processo de precipitacao de CaCOs.

O fluxograma detalhado desta etapa esta ilustrado na Figura 43 e os ensaios

realizados estdo descritos na sequéncia.
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Figura 43 — Fluxograma da Etapa 2 — 1° Campanha Experimental

Etapa 2

Verificar a morfologia dos cristais
precipitados e entender 0 mecanismo
de precipita¢do da bactéria selecionada

Objetivo __ _ _ _ ______

da etapa

Teste de Crescimento e Sequenciamento
produgio precipitagdo em do genoma
de enzima meio alcalino completo

Ensaios_ _ _ _ _ _ 7/_ ____________________________

*Positivo: *Positivo: oTeste
il i *Nio se aplica
B. subtilis AP91 e Klebsiella branco p
168; penoumoniae;
*Negativo: E. coli *Negativo: E. coli
Controles

Fonte: Autora.

3.1.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Sistema de Energia Dispersiva
(EDS)

Para avaliar a composi¢ao quimica do material precipitado e sua morfologia,
o meio B4 foi formulado novamente, na quantidade de 50 mL, agora com o in6culo da bactéria
selecionada. As bactérias B. subtilis AP91 e B. subtilis 168 também foram inoculadas como
controles positivos da precipitagao de CaCOs e a bactéria E. coli como controle negativo. Além
disso o meio de cultivo sem indculo de bactéria (teste branco) foi formulado, para verificagao
da auséncia de contaminac¢do. O meio B4 com os indculos e o teste branco foram submetidos a
temperatura de 37°C e agitagdo de 170 rpm durante 7 dias (MARVASI et al., 2013).

Apo6s o periodo de crescimento e precipitagdo iniciou-se a preparacao das
amostras para MEV e EDS. Para tanto, retirou-se 20 pL de cada cultura e 20 pL da solucao
fixadora (glutaraldeido 2,5% e 2% paraformoldeido em tampao cacodilato 0,1M). Esse material
foi inserido em laminulas previamente tratadas com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, USA) dentro
de uma placa de 24 pogos. Apds 30 minutos, o volume total foi completado para 500 pL
utilizando a solucdo fixadora e entdo as amostras sofreram fixagcdo quimica por 18 horas.

Posteriormente as amostras foram pds fixadas em tetréxido de 6smio por 1 hora.
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Na sequéncia, as amostras foram desidratadas em um gradiente crescente de
etanol (70, 80, 90 e 100%), secas ao ponto critico com CO, (BALTEC CPSD 030), metalizadas
com ouro (BALTEC SDC 050) e observadas em MEV.

Esta analise foi realizada no Laboratorio de Microscopia Eletronica e
Microanalise — LMEN, da Universidade Estadual de Londrina — UEL, no Microscopio
Eletronico de Varredura modelo FEI Quanta 200 (Figura 44).

Figura 44 — Microscopio Eletronico de Varredura (MEV)

Fonte: Autora.

Apds as analises em MEV, a bactéria selecionada foi testada quanto a
producdo da enzima urease, com o intuito de verificar se a precipitacdo de CaCOj; poderia

ocorrer também pela hidrélise da ureia.
3.1.2.2 Teste de produgdo da enzima urease

O teste de produgdo de urease foi realizado a partir do meio agar ureia de
Christensen. O resultado desta andlise se da por diferenca de coloragdo, onde o meio muda para
cor rosa caso haja a degradagdo, por agdo bacteriana, da ureia por meio da enzima urease e fica
amarelo caso a bactéria ndo produza a enzima. A bactéria testada foi a selecionada na Etapa 1.

Para a garantia de um resultado satisfatorio a analise foi realizada com um
controle positivo e um negativo. No controle positivo incubou-se a bactéria Klebsiella
penoumoniae, que ¢ produtora de urease, € no controle negativo a bactéria E. coli DH5a, que
nao produz a enzima.

Na Tabela 3 estdo apresentados os constituintes do meio agar ureia de
Christensen, o qual foi diluido de acordo com a orientacdo do fabricante (2,4 gramas em 95 mL

de dgua destilada). O meio foi fervido para a completa dissolucao, na sequéncia foi esterilizado
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a temperatura de 115°C por 20 minutos e resfriado até 50°C. Nessa condicdo adicionou-se 5 mL
de solugdo de ureia a 40%. Por fim, distribuiu-se o meio em tubos estéreis, inoculando as
bactérias e armazenando em estufa a temperatura de 37°C durante 24 horas.

Tabela 3 — Constituintes meio agar ureia de Christensen
Constituintes Quantidade (g/L)

Peptona 1,000
Glicose 1,000
Cloreto de sodio 5,000
Fosfato dissddico 1,200
Fosfato

monopotassico 0,800
Vermelho de fenol 0,012
Agar 15,000

Ureia *

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

Ap6s o periodo de 24 horas, foram tiradas fotos das amostras, pois o resultado

do ensaio se da por diferenca de coloragao.
3.1.2.3 Crescimento bacteriano e precipitacdo de CaCO3 em ambiente alcalino

Para este teste 0 meio B4 foi formulado com uma diferenca do descrito por
por Marvasi et al. (2013), pois substituiu-se a solucao de acetato de calcio por uma solugdo de
hidroxido de calcio. O intuito foi verificar se, em contato com um meio alcalino, haveria a
inibicao do crescimento da bactéria selecionada.

Neste sentido, preparou-se 100 mL do meio B4 dividindo-o em dois frascos
de 50 mL, um para o in6culo da bactéria e outro para a referéncia (teste branco). Os frascos
foram armazenados durante 7 dias em agitador a 37°C, com agita¢do constante de 170 rpm para
posterior analise do crescimento bacteriano e da precipitacdo do CaCOs.

Para a anélise do crescimento bacteriano, uma aliquota do meio crescido foi
passada para uma placa de petri com meio de cultivo e armazenada em estufa a temperatura de
37°C durante 24 horas, para posterior verificagdo do crescimento.

Para a andlise da precipitagio do CaCOs, ndo foi possivel realizar a
quantificagdo por filtracao, pois rapidamente havia a colmatacao dos poros € o rompimento do
papel filtro. Entretanto a morfologia dos cristais foi analisada em Microscopio Eletronico de
Varredura com Sistema de Energia Disperssiva repetindo o procedimento de preparagdao das

amostras e desidratacao citado em 3.1.2.1.
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3.1.2.4 Sequenciamento do genoma completo

Para um maior entendimento dos genes envolvidos no processo de
precipitacdo, o sequenciamento do genoma completo foi realizado. Este ensaio ¢ o primeiro
passo para obter uma descri¢do completa da composi¢ao molecular de cada microrganismo,
pois todas as informacgdes destes estdo inseridas no DNA gendmico. A partir deste dado, pode-
se comparar diferentes microrganismos quanto a presenca de genes, anomalias, caracteristicas,
entre outros, permitindo um melhor entendimento do comportamento dos microrganismos.

Este ensaio foi realizado pelo Laboratorio de Biotecnologia Microbiana, da
Universidade Estadual de Londrina, apenas para a bactéria que apresentou o maior potencial de
precipitagdo de CaCOs3, por ser um ensaio oneroso.

Para sequenciamento completo do genoma uma amostra do microrganismo
foi enviada para a empresa BPIL, na cidade de Botucatu-SP, que realizou o sequenciamento em
plataforma Illumina Mi-Seq de leituras pareadas. Os dados brutos foram avaliados no programa
FastQC (ANDREWS, 2010), sendo que foi realizada uma montagem dos contigs que foram
alinhados com a cepa referéncia Bacillus subtilis 168 no programa CONTIGuator
(GALARDINI ef al., 2011) para formar os scaffolds. Os gaps presentes na sequéncia foram
inicialmente tratados pelo programa GapCloser ¢ em seguida tratados manualmente por
mapeamento recursivo das leituras nas bordas e alinhamento com genomas de referéncia. A
anotacdo do genoma foi realizada na plataforma RAST (AZIZ et al., 2008).

Para determinacdo da espécie do isolado foram utilizadas as ferramentas
orthoANI da plataforma EzBioCloud (LEE et al., 2016) para célculo da identidade média de
nucleotideos (ANI) (RICHTER & ROSSELLO-MORA, 2009; CIUFO et al., 2018). A
comparagao foi realizada com as espécies Bacillus subtilis, B. velezensis e B. amyloliquefaciens
disponiveis no banco de dados GenBank (BENSON et al., 2007) e atualizadas apos 2015
(BELBAHRI et al., 2017; KIM et al., 2015; DUNLAP et a., 2016). Para reforcar os dados de
ANI também foi utilizada a ferramenta Genome to Genome Distance Calculator (GGDC)
(MEIER-KOLTHOFF, 2013) que calcula um valor de Hibridizacdo Digital DNA-DNA
(dDDH) entre dois isolados. Para defini¢do de espécie se aceita valores acima de 95% para ANI
e acima de 70% para dDDH.

Por fim, para minerar o genoma em busca de genes ligados com a formagao
e regulacao de biofilme e também para precipitagdo de carbonato de célcio foi utilizada a
ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) com genes encontrados na literatura

relacionados a estas funcoes.
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Finalizada a anélise do genoma completo da bactéria selecionada, iniciou-se

a segunda campanha experimental.

3.2 SEGUNDA CAMPANHA EXPERIMENTAL

O objetivo principal da segunda campanha experimental ¢ a selecao da

concentragdo bacteriana a ser empregada na dgua de amassamento de uma argamassa, de trago

1:3 (em massa) e relagdo agua/cimento (a/c) de 0,54, buscando potencializar o fechamento de

poros e a autocicatrizagao de fissuras, sem prejuizos nas propriedades mecanicas dos materiais

cimenticios. 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).

A Segunda Campanha Experimantal foi dividida em duas etapas, os quais

estdo ilustradas no fluxograma da Figura 45 e descritas na sequéncia.

Figura 45 — Fluxograma da 2° Campanha Experimental

Campanha

Experimental

Objetivo da

campanha

da etapa

Ensaios

2° Campanha Experimental

Definir a concentracio de esporos bacterianos
que proporcione maior autocicatriza¢do, sem
prejuizo nas propriedades mecanicas

Concentragdo de esporos bacterianos: 0,
103, 105 e 107 esporos liofilizados/mL

Preparar a bactéria
selecionada para a
aplicagdo nos
materiais
cimenticios

Definir a
concentragao
que proporcione
maior
autocicatrizagao

Crescimento no
meio B4,
centrifugagio,
liofilizagdo e teste
de viabilidade dos
€sporos
liofilizados

Producdo das argamassas para realizagio
dos ensaios de resisténcia & compressao,
absorgao de agua, indice de vazios, PIM,
andlise de poros em lupa,
acompanhamento do fechamento de
fissuras por imagem e analise do material
precipitadoem MEV e EDS

Preparacdo da bactéria

para aplicagdo nos
materiais cimenticios

Definigdo da concentragdo
que proporcione maior

Resultados

autocicatrizagao de poros e
fissuras, sem prejuizos nas
propriedades mecanicas

Fonte: Autora.
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3.2.1 Etapa l: Preparo da bactéria para aplicacdo nos materiais cimenticios

Buscando o desenvolvimento de um produto e pensando na aplicabilidade das
bactérias em materiais cimenticios, a primeira etapa desta campanha experimental teve como
foco a preparacao dos esporos para a aplicacao a partir do processo de liofilizagdo, que facilita
o transporte e aplicacao do material (TAN et al., 2020; QIAN et al., 2021). Vale destacar que
o processo de liofilizacdo consiste no congelamento dos esporos e remo¢ao da agua por
sublimacao (JUSTO-REINOSO et al., 2021).

Para o processo de liofilizagdo, as bactérias foram crescidas no meio B4
(MARVASI et al., 2013), sem a fonte de calcio, para que ndo ocorresse a precipitagdo de
CaCO:s. A escolha do procedimento de liofilizagdo foi baseada na pesquisa de Pungrasmi e/ al.
(2019), que comprovou que esporos liofilizados possuem a capacidade de germinar e fechar
fissuras em concretos € argamassas, enquanto esporos secos por spray drier apresentaram um
desempenho inferior.

Além disso Jang et al. (2020) e Feng et al. (2021) verificaram que esporos
liofilizados s@o capazes de germinar e atuar na autocicatrizacdo de fissuras em materiais
cimenticios sem nenhuma protecdo por imobilizagdo, o que facilita também o processo
produtivo da solugdo bacteriana para aplicagdo em materiais cimenticios.

Para o desenvolvimento da Etapa 1, seguiu-se o procedimento ilustrado na

Figura 46.
Figura 46 — Fluxograma da Etapa 1
Etapa 1 ’
Etapads __ __ __———C e N
campanha
Preparar e caracterizar a bactéria
selecionada para a aplicacdo nos
Objetivo materiais cimenticios
doestudo ~ - - - ~=== d----------
Crescimento no meio B4
(tamponado e ndo tamponado),
Preparacdio dos centrifugacio e liofilizagdo
époros T T - -~~~ - 1----------
Crescimento em meio B4 com
indicador de pH e analise do
material em microscopio optico
Testes de
viabilidade ~

Fonte: Autora.

O meio B4 foi elaborado de duas maneiras: tamponado e nao tamponado, com

o intuito de verificar qual apresentaria o maior crescimento bacteriano, visto que algumas

101



bactérias se reproduzem mais rapidamente em meios tamponados. Os componentes dos meios

estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4 — Constituintes do meio B4 utilizado nesta etapa

Meio Constituintes Quantidade
. Extrato de leveadura 4 g/L
Nao Glicose 4 30% 22 mL
tamponado -
Agua destilada 978 mL
Extrato de leveadura 4 g/LL
T mTeeds Glicose a 30% 22 mL
Fosfato dissodico 6g
Fosfato monopotassico 3g
Agua destilada 978 mL

Fonte: Autora.

As bactérias foram inoculadas e armazenadas na incubadora Shaker SL 222
durante 48 horas, sob agitacao constante de 120 rpm a temperatura de 37 &= 2°C, conforme ilustra
a Figura 47.

Figura 47 — Meio tamponado e ndo tamponado na incubadora

" il

Agitacdo
de 120 rpm

Temperatura
de 37°C

Fonte: Autora.

Posteriormente, armazenou-se as bactérias em camara fria, a temperatura de
10°C por 48 horas para produgdo de esporos. Na sequéncia, transferiu-se o meio para recipientes
de 250 mL para realizagdo do processo de centrifugacdo, que resulta na separa¢do da matéria
organica (sobrenadante) e esporos (pellet) (GAO et al., 2020). Para tal, utilizou-se a centrifuga
Himac CR21 a 7.650 rpm (9.000 g) durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e no
seu lugar foi inserido 100 mL de agua destilada, os esporos foram homogeneizados e
centrifugados novamente, com o intuito de retirar qualquer matéria organica aderida aos

esporos (ALGAIFTI et al., 2020). Para finalizar, descartou-se o sobrenadante e foi inserido 50
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mL de agua destilada em um dos recipientes. Os esporos foram diluidos nessa dgua e repassados
para os outros recipientes, resultando em uma solu¢ao concentrada para cada um dos meios.

As duas solugdes concentradas foram quantificadas utilizando o
espectrofotometro com leitura a 600 nm e a Equacdao 17 (RAMACHANDRAN ef al., 2001;
JENA et al., 2020):

X=8,59*107*Y 13627 Eq. 17

Onde:

e X ¢ aconcentragdo de esporos/mL e;
e Y ¢ aabsorbancia lida em espectrofotdmetro, a 600 nm.

Na sequéncia, transferiu-se as solugdes para baldes de 250 mL para serem
congeladas. Este procedimento foi realizado rotacionando os baldes dentro de uma caixa
térmica com dalcool absoluto, a temperatura de -80°C, conforme ilustra a Figura 48(a). Desta
forma, os esporos foram congelados na superficie do baldo, aumentando a area de superficie, o
que agiliza o processo de liofiliza¢ao. Na Figura 48(b) pode-se visualizar o material congelado
na superficie do baldo.

Figura 48 — Solucao concentrada das bactérias sendo congelada em alcool a -80°C (a) e
material congelado ao final do processo (b)

b - A5

Fonte: Autora.

Por fim, armazenou-se as amostras congeladas no Liofilizador L101 durante

48 horas, para total desidrata¢do. Na Figura 49 pode-se visualizar as amostras sendo liofilizadas.
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Figura 49 — Amostras (apontadas pelas setas) sendo liofilizadas

oy

Fonte: Autora.

As amostras liofilizadas foram encaminhadas para MEV para caracterizagio,
o equipamento utilizado foi o mesmo da primeira campanha experimental. Além disso para
avaliar a quantidade real dos esporos, 3 mg do po liofilizado foram diluidos em 1 mL de solug¢do
salina, que na sequéncia foi encaminhada para analise em espectrofotometro. A partir da leitura
da absorbancia a 600 nm e da aplicacdo da Equagdo 17 apresentada no item anterior, obteve-se
a quantidade real dos esporos liofilizados.

Com o intuito de avaliar a capacidade de reprodugao e precipitacdo de cristais
de CaCOs dos esporos liofilizados pela mudanga oxidagdo de compostos organicos, foram
preparadas placas de petri com o meio B4 com o indicador de pH vermelho de fenol (Sigma-
Aldrich, EUA). Os meios foram preparados em trés condi¢des diferentes (MARVASI et al.,
2010 € 2013):

e meio 1: B4 padrdo, sem tamponar, com pH de 6,7;
e meio 2: B4 neutro, tamponado com pH de 7,2;
e meio 3: B4 alcalino, tamponado com pH de 8,2.

A Figura 50 ilustra os meios prontos, antes do in6culo dos esporos liofilizados

e ndo liofilizados da bactéria selecionada. O pH das placas do meio 2 e 3 foi mantido

tamponando o meio com Tris 1,2% e incubado a 37 + 2°C durante 7 dias.
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Figura 50 — Meio B4 com indicador vermelho de fenol padrao, sem tamponar (a), pH
tamponado em 7,2 (b) e pH tamponado em 8,2 (c), seguidos pela fita de indicacao do pH

(b (

4

Fonte: Autora.

Vale destacar que nesta campanha experimental apenas o teste com o meio
B4 com indicadores de pH foi realizado pois ndo havia a necessidade de testar a bactéria
liofilizada pelos mesmos ensaios da 1° Campanha Experimental, pois o intuito era apenas de
verificar se o processo de liofilizagdo inibiria o crescimento bacteriano e a precipitacdo de
cristais.

Na sequéncia, as placas foram analisadas quanto ao crescimento bacteriano e
precipitacdo de CaCOs, a partir de anélise visual. Das placas crescidas também foram tiradas
aliquotas, as quais foram dissolvidas em solu¢do salina para analise no microscopio dptico da
marca Motic BA410E com 40 vezes de ampliagao.

Realizadas as analises da Etapa 1 com a preparacdo dos esporos, iniciou-se a

Etapa 2.
3.2.2 Etapa 2: Definicdo da concentracao

Na segunda etapa, foi estudada a concentragdo de bactérias adicionadas as
argamassas. O trago utilizado foi de 1:3 (em massa), com relagdo a/c de 0,54, variando a
concentracdo dos esporos bacterianos em 0 (referéncia), 10°, 10° e 107 esporos/mL na dgua de
amassamento. A Figura 51 ilustra o objetivo da etapa, a nomenclatura das argamassas

estudadas, suas respectivas descrigdes e os ensaios realizados.
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Figura 51 — Fluxograma da Etapa 2
Etapa 2 }

Ktapada o mm e mmm e

campanha

Definir a concentracgio
que proporcione maior
autocicatrizacio

Objetive ___ _ _ =20\
do estudo

Referéncia, Adigdo de 10° Adigéo de 10° Adigédo de 107
sem nenhuma esporos €sporos esporos
adi¢ao liofilizados/mL | | liofilizados/mL | | liofilizados/mL

Descrigiodas MM —————-

argamassas — o - . T :
Resisténcia a compressio, absor¢do de dgua, indice de vazios, PIM,

analise de poros em lupa, fechamento de fissura acompanhado por

Ensaios imagem e analise do material precipitado na fissura em MEV e EDS

Fonte: Autora.

3.2.2.1 Materiais

Os materiais utilizados nesta etapa foram:
e cimento CP V — ARI;
e areia quartzosa;
e 4agua potavel;
e esporos liofilizados da bactéria selecionada na primeira campanha experimental e
preparados na Etapa 1.

O cimento CP V — ARI foi selecionado por ser o mais puro € por apresentar
maior teor de CaO e MgO, os quais podem ser utilizados pela bactéria na precipitacdo de
carbonato de célcio (CaCO3) e dolomita (CaMg(COs)2). Na Tabela 5 tem-se os teores descritos
na ficha técnica.

Tabela 5 — Teores de CaO, MgO e CaO livre

Teores (%)
Cimento
CaO MgO CaQO livre
CPV-ARI 61,81 2,80 1,11

Fonte: Fabricante (Setembro/2019).

As caracteristicas do agregado miudo empregado foram determinadas de
acordo com as normas descritas na Tabela 6. A areia utilizada ¢ quartzosa, aproveniente do Rio

Parana.
106



Tabela 6 — Caracterizac¢io do agregado miudo

Ensaios Normas Resultados obtidos
Massa especifica NBR NM 52/2009 2,64 g/cm?
Massa unitéria NBR NM 45/2006 1,66 g/cm?
Teor de material pulverulento NBR NM 46/2003 2,00%
Absorc¢do de dgua NBR NM 30/2001 0,56%
Modulo de finura: 2,46;
Analise granulométrica NBR NM 248/2003 Dimensao maxima

caracteristica: 4,8 mm

Fonte: Autora.

3.2.2.2 Meétodos

Nesta etapa experimental foram estudadas quatro argamassas de trago 1:3 (em
massa) e relacdo a/c de 0,54. Cabe ressaltar que ndo foi objetivo do trabalho estudar o trago a
ser adotado, e sim analisar a autocicatrizagdo 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).

Vale destacar que argamassas foram estudadas por razdes de escala, pois de
acordo com Tan et al., (2020) as fissuras em concreto geralmente se formam e se propagam na
fase da argamassa, desta forma os resultados podem ser aplicaveis na autocicatrizagdo de
concretos e outros compositos cimenticios.

No Quadro 7 estdo apresentadas as nomenclaturas das argamassas e suas
respectivas descrigdes e na sequéncia tem-se a descricdo da elaboracdo das argamassas e dos
ensaios realizados.

Quadro 7 — Nomenclatura das argamassas
Nomenclatura Descricdo das argamassas

REF Argamassa de referéncia sem nenhuma adigao.
Argamassa com adi¢do de esporos na agua de amassamento

A3 na concentragdo de 103 esporos liofilizados/mL.

A S Argamassa com adi¢do de esporos na agua de amassamento
na concentragdo de 10° esporos liofilizados/mL.

A7 Argamassa com adi¢do de esporos na agua de amassamento

na concentragdo de 107 esporos liofilizados/mL.

Fonte: Autora.

3.2.2.3 Elaborag¢do das argamassas e ensaios realizados

Para a moldagem dos corpos de prova foi necessario um volume de 4L de

argamassa por tratamento, as quais foram elaboradas em misturador planetario. Na Tabela 7
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estdo apresentadas as quantidades dos materiais utilizados, seguida pelo procedimento de

mistura realizado.

Tabela 7 — Quantidades dos materiais da Etapa 2

Cimento Areia Agua Esporos liofilizados

Argamassas
s @ (@  (mL) )
REF 2.252 6.756 1.216 0
A3 0,0000168*
A S 2.252 6.756 1.216 0,00168*
A7 0,168

"Pelas pequenas quantidades do material liofilizado, as solugdes de 10° e 10° foram
obtidas por meio de dilui¢do da concentragdo de 107.
Fonte: Autora.

Em um recipiente metalico foram homogeneizados o cimento e a areia;

No misturador planetario foram homogeneizadas metade da mistura de cimento e
areia com a metade da dgua de amassamento durante 30 segundos em velocidade
baixa,

Na sequéncia adicionou-se o restante do material e da adgua, ligando o misturador
durante 30 segundos em velocidade baixa;

A superficie do recipiente foi razada e a argamassa foi misturada por mais 1 minuto,
sendo 30 segundos em velocidade alta e 30 segundos em velocidade baixa.
Novamente razou-se o recipiente procedeu-se a mistura durante 1 minuto em
velocidade baixa, 1 minuto em velocidade alta e 30 segundos em velocidade baixa
para finalizar.

Apods a mistura, foram realizados os seguintes ensaios no estado fresco: indice

de consisténcia (NBR 13276/2016) e a massa especifica (NBR 9833/2009). Em seguida, os

corpos de prova foram moldados (Figura 52), sendo que:

os corpos de prova cilindricos (Figura 52a) foram adensados em 4 camadas com 30
golpes em cada, conforme prevé a NBR 7215/2019;

os corpos de prova prismaticos de 40x40x160 mm (Figura 52b) foram adensados em
mesa vibratdria durante 30 segundos em uma unica camada;

os corpos cubicos de 40x40x40 mm (Figura 52d) foram adensados em duas camadas,
com aplica¢do de 5 golpes em cada;

as fissuras foram simuladas nas amostras de 40x40x160 mm a partir do ensaio de flexao
em trés pontos (LIU et al., 2020), na idade de 7 dias, utilizando uma prensa manual

(Figura 52c).
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Figura 52 —Moldes e prensa manual utilizada para a fissuracio na Etapa 2

Fonte: Autora.

E importante destacar que a fissuragio realizada nesta campanha
experimental resultou na perda por ruptura de quatro corpos de prova e, por esse motivo, na
proxima campanha experimental as amostras a serem fissuradas serdo refor¢adas com silver
tape de maneira adaptada ao trabalho realizado por Tan ef al. (2020) e Skevi ef al. (2021). Além
disso o processo de adensamento em mesa vibratoria gerou poros na superficie do corpo de
prova e, por esse motivo, na proxima etapa este foi realizado de maneira diferente.

No Quadro 8 tem-se o planejamento experimental desta etapa, com os ensaios
realizados, a dimensao dos corpos de prova utilizados, as idades analisadas, o nimero de corpos
de prova por idade e as normas que regem 0s ensaios.

Quadro 8 — Planejamento experimental da Etapa 2

Dimensao do N° de corpos
. Idades de
Ensaios corpo de prova o 75F de prova por Normas
ensaio (dias) .
(mm) idade
Resisténcia a compressao 50x100 7, 218 ég 3e 5 NBR 7215/2019
Absor¢do de dgua e indice de 50x100 28, 63? e 168 3 NBR 9778/2009
vazios dias
Porosimetria por Intrusdo de )
Merciirio (PIM) 10x10x10 7 e 168 1 -
Andlise de poros em 40x40x40 28 ¢ 168 1 .
estereoscoOpio
Fechamento de fissura 40x40x1602 7 218 686 3e 1 -
MEYV e EDS do material Amostra retirada
. da fissura por 168 1 -
precipitado na fissura 3
raspagem

! As amostras foram retiradas de corpos de prova cilindricos de 50x100mm, os quais foram rompidos por tracdo
na compressdo diametral para a retirada das amostras da parte central do corpo de prova, com o uso de um
martelo e pontalete.

20 mesmo corpo de prova foi analisado em todas as idades.

3 As amostras foram obtidas por meio de raspagem, utilizando um bisturi (STUCKRATH et al., 2014).
Fonte: Autora.
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Para verificar se houve diferencas significativas entre os resultados dos
ensaios de resisténcia a compressao, absor¢ao de agua e indice de vazios o software Statistica
foi utilizado para realizagdo do teste Tukey.

A PIM, por sua vez, foi realizada no Porosimetro Micromeritics Autopore IV
(Figura 53), com pressao de aproximadamente 0,52 a 33.000 psi. Para esta analise, as amostras
foram retiradas dos corpos de prova de 50x100 mm ap6s um dia de cura. Para tal, o corpo de
prova foi rompido por tracdo na compressao diametral e as amostras foram retiradas da parte
central do corpo de prova, com o uso de um pontalete e martelo. Na sequéncia as amostras

foram armazenadas nos tanques de cura até as idades de ensaio, que foram de 7 e 168 dias.

Figura 53 — Porosimetro Micromeritics Autopore IV

— o

Fonte: Autora.

Para as andlises, secaram-se as amostras em estufa a temperatura de 70°C até
atingirem constancia de massa. Apos isso, foram seladas com filme pléstico até atingir a
temperatura ambiente, para em seguida serem ensaiadas no porosimetro. Vale destacar que para
este ensaio apenas uma amostra foi analisada em cada idade pelo ensaio ser demorado e
ONeroso.

Além da PIM foram capturadas imagens dos poros em estereoscopio. O
equipamento utilizado foi da marca Leica (Figura 54) e a analise foi efetuada em amostras de

40x40x40mm nas idades de 28 e 168 dias.
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Figura 54 — Lupa Leica

Fonte: Autora.

Concomitantemente aos ensaios relatados, ao longo do periodo de cura as
fissuras foram analisadas por imagem fotografica. Toda a extensdo da fissura foi analisada
(Figura 55), sendo que a primeira imagem foi obtida aos 7 dias, imediatamente ap6s a fissuracdo
e acompanhada até a idade de 168 dias. Apods esse periodo, as fissuras foram raspadas para
retirada do material precipitado, seguindo o procedimento apresentado por Stuckrath et al.,
(2014), utilizando um bisturi. Na sequéncia as amostras retiradas da fissura foram
encaminhadas para andlise em MEV e EDS, utilizando o mesmo equipamento da primeira
campanha experimental.

Figura 55 — Foto da fissura analisada em toda sua extensiao

LIDENL = oo bize-0%

Fonte: Autora.

Vale relatar que, em um primeiro momento, ao invés da fissuragao por flexao

em 3 pontos uma abertura foi induzida a partir da colocacdo de uma chapa metélica de 0,42 mm

no momento da moldagem dos corpos de prova. Entretanto a abertura formada nesta situacao

apresentava uma superficie lisa e ndo porosa, em decorréncia da exudagdo da argamassa ao
redor da chapa metalica, se diferenciando de fissuras reais que ocorrem em edificagoes.

Por esse motivo, os resultados obtidos a partir da abertura induzida pela chapa

metalica foram inseridos no Anexo 1, o experimento foi repetido e a fissura foi induzida a partir

do ensaio de flexdo em 3 pontos. Entretanto os ensaios realizados nestas fissuras foram apenas
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de andlise visual por imagem, pois as amostras foram moldadas durante o inicio pandemia de
COVID-19, quando o acesso ao laboratério que contém a estereoscopio estava bastante
limitado.

Frente ao relatado, ao final desta etapa, a concentracdo que apresentou o
melhor resultado em termos de diminuicdo da porosidade e fechamento da fissura, sem
prejuizos a resisténcia & compressao, foi selecionada para a aplicagdo na Terceira Campanha

Experimental.
3.3 TERCEIRA CAMPANHA EXPERIMENTAL

A terceira campanha experimental tem como objetivo avaliar a influéncia da
condicdo de exposi¢do no fechamento de poros e autocicatrizagdo de fissuras. As condi¢des de
exposicao analisadas foram: ao ar, imersa em agua potavel, imersa em dgua saturada com cal e
em regime intermitente. Nesta etapa, a bactéria utilizada foi a selecionada na primeira
campanha experimental e a concentragdo adicionada foi a selecionada na segunda campanha,
mantendo o trago 1:3 (em massa), relacdo a/c de 0,54 e materiais utilizados na Segunda
Campanha Experimental.

Além disso foi adicionada a esta argamassa uma fonte de calcio
complementar, pois os resultados verificados na segunda campanha experimental apontaram
uma diminuicdo da atuacdo bacteriana apos os 63 dias, possivelmente pela auséncia de uma
fonte de calcio. A fonte de calcio selecionada foi o lactato de calcio, sendo adicionado em 3%
com relacdo a massa de cimento, com base no levantamento bibliografico apresentado no item
2.1.7.

Esta ultima campanha estd dividida em trés etapas que foram realizadas
concomitantemente, conforme ilustra a Figura 56. A Etapa 1 focou na anélise do fechamento
das fissuras e analisou o material precipitado nelas, enquanto a Etapa 2 estudou o fechamento
de poros. A Etapa 3, por fim, esta voltada a verifica¢do da resisténcia a compressao e avango

da carbonatagdo das argamassas.

112



Figura 56 — Fluxograma da 3° Campanha Experimental

3° Campanha Experimental
Campanha l‘

Experimental

Verificar se as condigoes de exposi¢ao influenciam na
autocicatrizagdo mediante a adi¢do da concentragdo

_QEJstizo__________________f‘ﬂef‘ﬁ“f“_a ___________________

Condigdes de exposic¢do: ao ar, submersa em agua potavel,
submersa em agua saturada com cal e em regime intermitente

Analisar o fechamento de Analisar o Verificar a influéncia das
fissuras mediante fechamento de poros diferentes condigdes de
diferentes condigoes de mediante diferentes exposi¢ao na resisténcia a
exposicao e caracterizar condigoes de compressao e no avango
o material precipitado exposicao da carbonatagio nas
. nas fissuras argamassas
Objetivo g
do estudo t -t
Na dgua de ) ,
£ Na agua de Na dgua de
amassamento e
x amassamento amassamento
por aspersio

dos esporos
Fechamento de fissura em lupa, - —
permeabilidade em corpo de Absorgdo de Resisténcia a
prova fissurado; MEV e EDS, agua, indice de compressao e avango
DRX, TG e fluorescéncia de vazios e PIM da carbonatagao
raios-X do material precipitado
Ensaios
_________________________ Frmmm e

Selegdo da condigao de exposi¢do que resulte na
maior eficiéncia de autocicatrizagio

Fonte: Autora.

A adicdo dos esporos como tratamento de superficie (aspersdo) foi estudada
apenas no do fechamento de fissuras e na analise dos materiais precipitados (Etapa 1), pois em
estudos anteriores foi verificado que a adigao dos esporos como tratamento de superficie pouco
interfere nas demais propriedades das argamassas (SCHWANTES, 2017).

O tratamento de superficie foi realizado a partir da aspersdo de uma solucao
de esporos bacterianos com dispositivo borrifador duas vezes ao dia. A solu¢do possui a mesma
concentracdo de esporos e de lactato de calcio das amostras que receberam esse tratamento na
agua de amassamento. O que difere € que as amostras ensaiadas nao receberam os esporos € o

lactato de calcio no momento da mistura, mas como tratamento da superficie. Este tratamento
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foi estudado apenas na condi¢ao de exposicao ao ar, por ser a que mais se aproxima da condi¢ao
real. Vale destacar que também foram moldados corpos de prova de referéncia para essa analise,
0s quais nao continham lactato e nem esporos na d4gua de amassamento e ndo foram submetidos
ao tratamento de superficie.

A seguir tem-se o detalhamento da Terceira Campanha Experimental,
iniciando pela elaboragdo das argamassas e moldagem dos corpos de prova e na sequéncia estao
apresentados os ensaios no estado fresco e endurecido e o detalhamento das condigdes de

exposicao analisadas.
3.3.1 Elaboragao das argamassas ¢ moldagem dos corpos de prova

O procedimento de mistura seguiu os mesmos parametros e tempos da
segunda campanha experimental, sendo realizado em misturador mecanico. No topico 3.3.2.1
o consumo de materiais sera apresentado. Apos a elaboragdo das argamassas os corpos de prova
foram moldados e os ensaios no estado fresco foram realizados. Trés diferentes moldes foram
utilizados, conforme ilustra a Figura 57.

Figura 57 - Moldes de 50x50 mm (a), 50x100 mm (b) e 40x40x160 mm (c)

Fonte: Autora.

Os corpos de prova cilindricos foram moldados segundo a ABNT NBR
7215/1997, sendo as amostras de avanco de carbonatagdo, de maneira adaptada, em 2 camadas
com 30 golpes em cada camada e os de 50x100 mm adensados em 4 camadas com a aplicacao
de 30 golpes em cada camada, conforme prevé a norma.

Os corpos de prova prismaticos, por sua vez, foram adensados conforme a
ABNT NBR 13279 (2005), utilizando moldes triplos adensados na mesa de consisténcia. A
fixacdo do molde a mesa foi realizada de maneira adaptada, com o uso de sargentos, conforme
ilustra a Figura 58. O adensamento foi realizado em 2 camadas, com a aplicagcdo de 30 golpes

em 30 segundos em cada camada, conforme indica a norma.
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Figura 58 — Adaptacao de fixacio para o adensamento dos corpos de prova prismaticos

Fonte: Autora.

Apo6s a moldagem dos corpos de prova o material permaneceu nos moldes
por 24 horas (Figura 59a) e depois foram desmoldados (Figura 59b), sendo encaminhados para
a condicdo de cura inicial (Figura 59c¢), submersa em agua saturada com cal, por 7 dias. Esta
condig¢do de cura inicial foi selecionada por ser a indicada nas normas ABNT NBR 5739 e 7215.
Tal procedimento foi adotado para garantir as reagcdes de hidratagdo do cimento em todas as
amostras, evitando variagao nos resultados.

Figura 59 — Corpos de prova confinados nos moldes apos a moldagem (a), corpos de
prova desmoldados (b) e encaminhados para a cura inicial (¢)

=B ‘!’i"*'

Fonte: Autora.

Vale destacar que para a condi¢do de cura inicial foram utilizados dois
tanques, um para as amostras de referéncia e outro para as amostras com adi¢do de esporos na
agua de amassamento, de maneira a evitar a contaminagdo das mesmas.

Apos estes ensaios, 0os corpos de prova foram moldados, desmoldados apds
24 horas e encaminhadas para a cura inicial, submersas em agua saturada com cal até a idade
de 7 dias e na sequéncia foram conduzidos para as diferentes condigdes de exposicao a serem
estudadas.

Vale destacar que a separacgdo entre cura inicial e condig¢@o de exposicdo foi

baseada no levantamento bibliografico realizado por Zhang et al. (2020), que estudaram
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diversos artigos sobre autocicatriza¢do e observaram que as amostras eram submetidas a uma
condicdo de cura inicial (normalmente submersa) e depois de fissuradas eram encaminhadas

para as condic¢des de exposicao, conforme apresentado no item 2.3 da revisdo bibliografica.
3.3.2 Ensaios no estado fresco e no estado endurecido

No estado fresco as argamassas foram ensaiadas quanto ao indice de
consisténcia (ABNT NBR 13276/2005) e a massa especifica (ABNT NBR 9833/2009). Com
relagdo aos ensaios no estado endurecido, no Quadro 9 tem-se o planejamento experimental,
mostrando os ensaios realizados em cada etapa, as dimensdes dos corpos de prova, as idades de
ensaio, o nimero de corpo de provas avaliados por idade e as normas que regem o0s ensaios.

Quadro 9 — Planejamento experimental dos ensaios no estado endurecido da 3*
Campanha Experimental

Idades N°de corpos
Estudo Ensaios Amostras de ensaio  de prova Normas
(dias) por idade
Analise do
fechamento de 40x40x160 7, 14, 28, I i
fissura em mm 63 ¢ 168
estereoscopio
Pe;“;ibégiari"“v:m 40x40x160 7, 14,28, 5 ]
: - fissurado mm 63 ¢ 168
g SELELIEIUD 10x10x10  7,28¢
< ’ -
s de fissuras MEV e EDS mm? 168 1
MEV ¢ EDS? 50 mg 168 1 -
Fluorescéncia de
Raio X° 50 mg 168 1 -
DRX? 50 mg 168 1 -
Termogravimetria
(TG)? 50 mg 168 1 -
Absorcao de agua e NBR
N r
5 | Fechamento | _indice devazios  ~oxo0mm  28¢ 168 3 9778/2009
3 d ~
= € poros PIM 101010 7 ¢ 168 1 :
o Resisténcia a 7,28, 63 NBR
¢ | Resisténcia a compressio S0x100mm 7y 6 > 5739/2018
S | compressaoe Recomendagio
[
= avanco de~ Avango d? 50x50 mm® 7,28, 63 > CPC — 18
carbonatacio carbonatagdo e 168 RILEM

! A mesma amostra foi analisada no fechamento de fissura ao longo do tempo.

2 As amostras foram retiradas de corpos de prova de 50x100 mm, logo apds a desmoldagem, com o uso de um
martelo e um pontalete. As amostras foram extraidas do centro do corpo de prova, que foi rompido por tragdo na

compressdo diametral.

3 As amostras foram retiradas da fissura por raspagem, ap0s 168 dias.

4 As amostras cilindricas foram moldadas em um cano de PVC de 50 mm de didmetro nominal (44,3 mm de

diametro interno) sobre uma placa de vidro.

Fonte: Autora.




Vale destacar que as idades de ensaio foram selecionadas com base em
experimentos anteriores realizadas pelo grupo de pesquisa e proximas as idades analisadas por
Alazhari et al. (2018), Nugroho et al. (2019) e Tan et al. (2020).

E importante mencionar que apenas trés corpos de prova prismaticos foram
elaborados por condigdo de exposicao decorrente da limitagdo de moldes disponiveis no
laboratério, sendo entdo um destes para analise do fechamento de fissura em estereoscopio e 0s
outros dois para analise da permeabilidade. Apos os 7 dias de cura os corpos de prova
prismaticos foram fissurados e todos foram encaminhados para as respectivas condi¢oes de

exposicao, as quais serdo detalhadas na sequéncia.
3.3.2.1 Condigoes de exposi¢dao

As condigcdes de exposicao estudadas foram:
e Ao ar (GHOSH et al., 2005 e 2009);
e Submersa em agua potavel (REDDY et al., 2010; CHAHAL et al., 2012; CHAHAL E
SIDDIQUE, 2013; MONDAL e GHOSH, 2018; JENA et al., 2020; ALGAIFI et al.,
2020);
e Submersa em 4gua saturada com cal (CHEN et al., 2018);
e Regime intermitente de 12 horas imerso em agua potavel e 12 horas ao ar (LUO, QIAN
e LI, 2015; TZIVILOGLOU et al., 2016; VAN MULLEN et al., 2020; TAN et al.,
2020).
Para facilitar a apresentacdo dos resultados, nomenclaturas foram elaboradas
para cada condicao de exposicao, conforme pode-se visualizar no Quadro 10. As argamassas
foram separadas em trés grandes grupos, as de referéncia (sem esporos), as com 0s €sporos

bacterianos na dgua de amassamento (E) e as com esporos no tratamento de superficie (TS).
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Quadro 10 — Nomenclatura das argamassas estudadas

Grupo Nomenclatura Amostra
R _Ar Argamassa de referéncia exposta ao ar
R Im Agua Argamassa de referéncia imersa em agua potavel
Referéncia (R) R Im Cal Argamassa de referéncia imersa em agua com cal
R Int Argamassa de referéncia submetida ao regime intermitente (12h seco/12h
— imerso em agua)
E Ar Argamassa com adi¢do de esporos na agua de amassamento exposta ao ar
Esporos { . - . -
P E Im Agua | Argamassa com esporos na agua de amassamento imersa em agua destilada
bacterianos na == -
agua de E Im_Cal Argamassa com esporos na agua de amassamento imersa em agua com cal
amassamento (E) E Int Argamassa com esporos na agua de amassamento submetida ao regime

intermitente (12h seco/12h imerso em dgua)

R TS Argamassa de referéncia, exposta ao ar, sem tratamento de superficie
Tratamento de =

Argamassa exposta ao ar com tratamento de superficie por aspersdo de

Superficie (TS
P (I5) E_TS solu¢do bacteriana com lactato de calcio

Fonte: Autora.

Vale destacar que todas as amostras receberam a adicdo do lactato de calcio,
no momento da mistura, em 3% com relagdo a massa de cimento, com exce¢do das argamassas
R TS e E TS. Estas duas argamassas ficaram expostas ao ar, por essa condi¢do ser a mais
proxima das edificagdes reais que apresentam fissuras. As argamassas R TS e E TS foram
elaboradas apenas para analise de fechamento de fissura (Etapa 1), pensando na aplicabilidade
da solugdo bacteriana para o tratamento de fissuras em edifica¢des existentes.

Todas as amostras submetidas as diferentes condi¢des de exposicao foram
armazenadas em ambiente fechado, no laboratério do NUDE/UEL (Figura 60) a temperatura
ambiente (2142°C).

Figura 60 — Argamassas submetidas as condicoes de exposicao

[ rar | [ ea | [}

WA TN

[

"Q

F Im_Agua

Fonte: Autora.

O sistema intermitente foi elaborado de maneira mecanizada, com bombas
submersas de maneira semelhante ao realizado por Tan et al. (2020). Para facilitar o
entendimento, um croqui do sistema acompanhado da sua foto pode ser visualizado na Figura

61.
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Figura 61 — Croqui (a) e foto do sistema intermitente mecanizado (b)

(a)

Suporte para a elevagéo

Corpos de prova
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o

Interruptor de
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| _B". i Bomba submersa

Tubulagdo para o
recalque da agua|

g~ Bomba submersa
T T Fonte: Autora.

O sistema foi elaborado com o uso de dois temporizadores, que se alternavam
a cada 12 horas. Desta forma as amostras permaneceram 12 horas submersas quando a agua
estava no tanque superior ¢ 12 horas ao ar, quando a dgua estava no tanque inferior.

As bombas ficavam ligadas por 15 minutos, tempo suficiente para o recalque
e liberacdo da 4gua, mantendo um nivel minimo de agua para que a bomba permanecesse
submersa. Vale destacar que no tanque superior foi colocado um suporte para a elevagdo dos
corpos de prova para que a bomba sempre estivesse submersa em agua e que os corpos de prova
ndo estivessem em contato com agua no periodo de 12 horas ao ar. A cada semana o nivel de
agua era verificado, devido a evaporagdo, a fim de garantir a 1amina d’agua.

Desta maneira, frente ao planejamento experimental e os grupos de amostras
apontados, foram moldados, no total, 130 corpos de prova cilindricos de 50x100 mm, 52 corpos
de prova cilindricos de 44,3x50 mm e 30 corpos de prova prismaticos de 40x40x160 mm.
Destes, 65 corpos de prova cilindricos de 50x100 mm, 26 cilindricos de 44,3x50mm e 12
prismaticos de 40x40x160 mm foram moldados tanto para a referéncia (R) como para a adigdo
de bactérias na concentra¢io de 107 esporos/mL na 4gua de amassamento (E). Vale relembrar
que o tratamento de superficie foi estudado apenas para o fechamento de fissuras, sendo assim
6 corpos de prova prismaticos foram moldados. No Quadro 11 pode-se visualizar o consumo
de materiais para os grupos de amostra analisados.

Quadro 11 — Consumo de materiais

Referéncia Com os esporos
Grupo R) bacterianos na dgua de Tratamento de superficie (TS)
amassamento (E)

Volume (L) 17,85 17,85 1,54

Cimento (Kg) 10,048 10,048 0,865

Areia (Kg) 30,144 30,144 2,594

Lactato de Calcio (Kg) 0,301 0,301 0,026

Agua (a/c) (L) 5,426 5,426 0,467
Esporos liofilizados da

CV16 (Esporos/mL) - 107 107"

* Adigao sera realizada no tratamento de superficie, por aspersao, apenas na amostra tratada
superficialmente. Fonte: Autora.
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Apo6s a producdo das argamassas e o periodo de cura inicial, os corpos de

prova prismaticos foram fissurados para analise das fissuras.
3.3.2.2 Fissuragdo dos corpos de prova

Os corpos de prova de 40x40x160 mm foram fissurados em ensaio de flexao
em trés pontos, aos 7 dias de idade, utilizando uma prensa manual. Este procedimento de
fissuracdo foi realizado por diferentes pesquisadores (STUCKRATH et al., 2014;
TZIVILOGLOU et al., 2016; SHARMA et al., 2017; GUPTA et al., 2018; TAN et al., 2020).
O grande problema relacionado ao ensaio ¢ a ruptura do corpo de prova e a dificuldade de
controle da espessura da fissura formada.

Buscando evitar a ruptura, utilizou-se uma fita de alto desempenho (Si/ver
tape) (Figura 62a) de maneira adaptada ao realizado por Tan et al. (2020) e Skevi et al. (2021).
Além disso foi utilizada uma prensa manual (Figura 62b) para que a aplicacdo de carga fosse
lenta. Desta forma, no momento da abertura da fissura a aplicacdo de carga era encerrada, este
processo resultou em em fissuras de aproximadamente 0,15 a 0,35 mm (Figura 62c¢).

Figura 62 — Reforc¢o das amostras com Silver tape (a); Fissuracao dos corpos de prova
prismaticos em prensa manual (b); Fissuras formadas pelo ensaio ao lado de um
fissurometro (c)

0

Fonte: Autora.

Ap6s a fissuracdo dos corpos de prova prismaticos foram realizados os
ensaios de analise da fissura em estereoscopio e permeabilidade. Na sequéncia todas as

amostras foram encaminhadas para as diferentes condi¢des de exposi¢ao até as idades de ensaio.
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3.3.2.3 Analise do fechamento de fissura em estereoscopio

As fissuras formadas foram acompanhadas pela estereoscopio da marca
Leica® e processadas pelo software LAS — EZ (Figura 63), com ampliagcdo de 20 e 40 vezes
em amostras de 40x40x160mm. As idades de ensaio foram de 7, 14, 28, 63 e 168 dias.

Figura 63 — Estereoscopio Leica e software utilizado

Fonte: Autora.

Com o uso da estereoscopio e do software LAS -EZ foi medida a espessura
inicial da fissura, logo apo6s a fissura¢ao no sétimo dia de cura (E;) e o acompanhamento dessa
espessura foi realizado ao longo do tempo de analise (E4). Para cada amostra, a espessura foi
determinada em quatro pontos, conforme exemplo da Figura 64, e o valor utilidado para o Eq

foi a média.

Figura 64 — Exemplo dos pontos tomados para obtencio da espessura média (Ed)

#

Fonte: Autora.

Vale destacar que sempre se buscou avaliar pontos bem distribuidos, ao
centro da fissura, e proximos a algum ponto de facil identificacdo, de maneira a facilitar a
localizagdo para a medi¢do nas idades posteriores.

A partir dos dados obtidos, foi calculada a taxa de autocicatriza¢ao (Ry,) de
acordo com a Equagdo 1 e foi realizado o acompanhamento desta taxa ao longo do tempo de

analise.
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3.3.2.4 Analise do fechamento de fissura a partir do ensaio de permeabilidade

Além do calculo da taxa de autocicatrizacdo realizado pela medicdo da
espessura da fissura por estereoscopio, foi calculada também a taxa de autocicatrizagdo
mediante o ensaio de permeabilidade, conforme o método de Teste da Rilem 11.4 (TAN et al.,
2020; SKEVI et al., 2021). Este ensaio mede a absor¢ao de agua sob baixa pressdo e determina
o coeficiente de permeabilidade K, através da Equagdo 2 apresentada anteriormente.

Para medir a permeabilidade com maior precisdo, foram padronizadas 4
alturas (h»), as quais foram uniformemente distribuidas na altura da proveta. Com o uso de um
crondmetro, os tempos para atingir as alturas (h2) foram marcados e a permeabilidade foi
calculada. A permeabilidade final da amostra, em cada idade, foi determinada a partir da média
entre as 4 leituras, para cada corpo de prova. A Figura 65 ilustra um croqui do ensaio de
permeabilidade e uma foto do mesmo, com as marcacdes e valores das 4 alturas analisadas.
Vale ressaltar que a primeira demarcagao, préxima ao topo da proveta corresponde a altura h1l.

Figura 65 — Croqui representativo do teste de permeabilidade (a) e foto do ensaio sendo
realizado com as medidas utilizadas em mm (b)
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Fonte: Adaptado de Tan ef al. (2020)? e autora®.

O coeficiente de permeabilidade inicial (K,) foi calculado apds a fissuracao,
aos 7 dias, e o coeficiente Kq apds a autocicatrizacdo, de acordo com as idades de ensaio.
Obtendo-se assim, a taxa de autocicatrizacdo (Rg) ao longo do tempo (Equacao 3).

A fim de facilitar a interpretagdo e comparag¢do dos resultados entre as

amostras, o coeficiente de permeabilidade foi convertido para porcentagem, conforme proposto
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por Sandoval et al. (2020). Sendo a permeabilidade inicial, aos 7 dias, correspondente a 100%,
e as demais foram obtidas a partir de regra de trés.

Vale destacar que para cada condicdo de exposi¢dao dois corpos de prova
foram ensaiados quanto a permeabilidade. Como se trata de um ensaio ndo destrutivo, os

mesmos corpos de prova foram utilizados nas diferentes idades.
3325 MEVeEDS

As analises de MEV e EDS desta campanha experimental foram realizadas
no Instituto Senai de Inovagdo, em Maringd. O equipamento utilizado foi o microscopio
eletronico de varredura (MEV) da marca Tescan® modelo Vega3 a alto vacuo.

As amostras de argamassa possuiam aproximadamente 10x10x10 mm e
foram retiradas de corpos de prova de 50x100 mm. Estas foram secas em estufa, a temperatura
de 70°C até atingirem constincia de massa, e ensaiadas nas idades de 7, 28 ¢ 168 dias.

Quanto ao preparo das amostras estas foram aderidas aos stubs por meio de
fita adesiva de carbono. Feito isso, a amostra seguiu para o equipamento de metalizacdo de
superficie a alto vadcuo com ouro paladio e posteriormente foi analisada em MEV e EDS.

Vale destacar que além das amostras de argamassas as fissuras também foram
raspadas aos 168 dias e encaminhadas para analise em MEV e EDS. A raspagem das fissuras
foi realizada com o uso um bisturi (STUCKRATH ef al., 2014). As amostras restiradas das
fissuras foram aderidas aos stubs por meio de uma fita de carbono e metalizadas a vacuo com
ouro paladium. Vale destacar que objetivo desta andlise foi verificar a morfologia do material
precipitado e os elementos quimicos presentes.

Além disso as amostras retiradas das fissuras também foram encaminhadas

para analise de Fluorescéncia de Raio X, Difracdo de Raio X e Termogravimetria.
3.3.2.1 Fluorescéncia de Raio X

Esse ensaio foi realizado no Laboratorio de Andlises por Raio X (LARX) da
Universidade Estadual de Londrina, utilizando-se um equipamento Shimadzu, modelo EDX-
720 com tubo de Raio X de anodo Rh e detector de Si (L1). Foram utilizados suportes de amostra
de filme fino de poliéster com 2,5” e diametro de 63,5 mm e o feixe incidente teve colimacao
de 10 mm. As medigdes foram realizadas em dois canais:
e Ti—UaS50kV, com 13 pA e tempo de excitagdo de 100 segundos;
e Na—Scal5kV, com 202 pA por 100 segundos.
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Vale ressaltar que esta analise foi realizada em amostras retiradas das fissuras
na idade de 168 dias, as quais foram secam em estufa a 70°C até atingirem constancia de massa.
O objetivo principal do ensaio foi de auxiliar na andlise dos resultados de DRX, pois
conhecendo os elementos quimicos presentes na amostra se torna mais facil e assertiva a

identifica¢do das fases.
3.3.2.2 Difragdo de Raio X (DRX)

Esse ensaio foi realizado no Laboratério de Analises por Raio X (LARX), da
Universidade Estadual de Londrina, utilizando um difratdmetro da marca PANanalytical,
modelo X’Pert PRO MPD.

A detecgdo das fases foi realizada com radiacdo CuKa, na técnica conhecida
como 0-20. A tensdo e a corrente a serem utilizadas foram, respectivamente, 40kV e 30 mA. O
intervalo de varredura 20 foi de 10 a 75°, com passo angular de 0,04°. O tempo de contagem
por ponto foi de 6 segundos. Para poder desprezar possiveis orientagdes preferenciais no
processo de preparacdo das amostras em pd, estas foram giradas ciclicamente durante o
processo de medida, com um periodo de 1 segundo.

Além disso a identificagdo das fases cristalinas, seus pesos relativos e os
parametros de rede de cada fase foram obtidos por refinamentos de Rietveld nos padrdes de
difracao.

Vale destacar que as amostras para andlise de difracdo de Raio X foram
retiradas das fissuras dos corpos de prova por meio de raspagem aos 168 dias e secas em estufa
a temperatura de 70°C até atingirem constancia de massa. O intuito deste ensaio ¢ verificar
quais sao os polimorfos de CaCOs, evidenciando se as bactérias precipitam calcita, varita ou

aragonita.
3.3.2.3 Termogravimetria (TG)

Por fim, o ensaio de termogravimetria foi realizado no Laboratorio de
Espectroscopia (LABESPEC) da Universidade Estadual de Londrina, utilizando-se um modulo
de termogravimetria marca Shimadzu modelo TGA-50 com faixa de temperatura variando de
30° a 900°C em atmosfera de nitrogénio. Para o ensaio, aproximadamente 10mg de amostra
foram utilizados, os quais foram submetidos a taxa de aquecimento de 20°C/min.

Vale destacar que a taxa de aquecimento que normalmente ¢ utilizada na

analise de materiais cimenticios ¢ de 10°C/min, entretanto por conta do nimero de amostras e
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da limitacdo de dias para a realizacdo do ensaio em decorréncia da pandemia de COVID-19,
um teste foi realizado em uma mesma amostra com as duas taxas de aquecimento (10 e
20°C/min). Como nao foram verificadas diferencas significativas, a taxa de 20°C/min foi
adotada.

Em paralelo aos ensaios realizados na Etapa 1, os ensaios da Etapa 2 ¢ 3

também foram conduzidos. Seus detalhes estdo apresentados na sequéncia.
3.3.2.4 Absor¢do de agua e indice de vazios

O ensaio de absorcdo de agua e indice de vazios foi realizado de acordo com
os requisitos da ABNT NBR 9778/2009, nas idades de 28 ¢ 168 dias. Para garantir que ndo
houvesse influéncia nos resultados, na moldagem dos corpos de prova para este ensaio nao foi

utilizado desmoldante.
3.3.2.5 Porosimetria por Intrusdo de Mercurio (PIM)

As analises de PIM foram realizadas na Universidade Estadual de Londrina
em amostras de aproximadamente 10x10x10 mm retiradas de corpos de prova de 50x100 mm.
Os parametros e o equipamento utilizado foram os mesmos da segunda campanha experimental
(Porosimetro Micromeritics Autopore IV, com pressdo de aproximadamente 0,52 a 33.000 psi).
Para este ensaio, as amostras também foram secas em estufa a temperatura de 70°C até

atingirem constancia de massa.
3.3.2.6 Resisténcia a compressdo e avango da carbonatagdo

Na etapa 3, o ensaio de resisténcia & compressao e a analise do avango de
carbonatacdo foram realizados. O ensaio de resisténcia a compressdo seguiu os parametros da
ABNT NBR 5739 e foi realizado nas diferentes condigdes de exposicao. Foram rompidos em
5 corpos de prova de 50x100 mm (n=5) por condi¢do de exposicao em cada idade de ensaio. O
desvio maximo relativo foi determinado, conforme descreve a ABNT NBR 7215. No caso de
desvios superiores a 6%, a amostra discrepante foi eliminada, conforme prevé a norma e uma
nova média foi determinada.

A analise do avanco da carbonatagdo, por sua vez, seguiu as Recomendacdes
do CPC — 18 (RILEM, 1988), sendo realizada a partir da aspersdo de uma solugdo de 1% de

fenolftalina em 70% de alcool etilico (1 g de fenolftaleina dissolvida em 70 mL de alcool etilico
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e 30 mL de 4gua) em amostras de 44,3 mm de didmetro por 50 mm de altura. Foram ensaiados
dois corpos de prova para cada condi¢ao de exposi¢do (n=2).

A solugao foi aplicada nas amostras com o uso de um borrifador, nas idades
de 7, 28, 63 e 168 dias, e analisada 24 horas ap0s a aplicagdo, conforme indicado no CPC — 18
(RILEM, 1988). A profundidade carbonatada foi medida usando um paquimetro digital e
levando em consideracao trés possiveis situagdes, conforme ilustra a Figura 66.

Figura 66 — Situac¢des para a medicao do avanco de carbonatacio
(@ & ©
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Na situacao (a) tem-se uma frente de carbonatacao paralela a superficie da

Fonte: RILEM (1988).

amostra, sendo a espessura carbonatada di; em (b) tem-se uma variacao entre as profundidades
carbonatadas de maneira ndo discrepante, neste caso deve-se calcular a média como espessura
carbonatada di, mas deve-se anotar também a profundidade maxima (dx max); € por fim, tem-se
a situacdo (c), com a frente de carbonatagdo paralela a superficie, entretanto com 4areas
carbonatadas mais profundas e isoladas. Neste caso deve-se tomar nota da profundidade dk e da
profundidade maxima (dk max), mas nenhuma média deve ser calculada (RILEM, 1988).
Cuidados devem ser tomados no momento da aspersdo da solug¢do sobre a
superficie do corpo de prova para que esta cubra toda a drea a ser analisada, de maneira
uniforme e sem excesso, pois caso a solugdo escorra o resultado serd distorcido. Vale relembrar
que quando a solugdo ¢ aplicada sobre o material cimenticio, a drea ndo carbonatada fica rosada

e na area carbonatada nao ha mudanca de coloragao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo estdo apresentados os resultados e discussdes provenientes das

campanhas experimentais realizadas.
4.1 PRIMEIRA CAMPANHA EXPERIMENTAL

Selecionar a bactéria com maior capacidade de precipitacdo de CaCOs,
entender como ¢ a morfologia dos cristais precipitados e os possiveis mecanismos envolvidos
na precipitagdo foram os objetivos da primeira campanha experimental. Portanto na sequéncia,

estdo apresentados os resultados obtidos nas Etapas 1 e 2.
4.1.1 Etapa 1: Sele¢do da bactéria com maior capacidade de precipitagdo de CaCOs in vitro

O primeiro teste realizado foi de precipitacdo, in vitro, do CaCOs3 a partir do
meio de precipitagdo B4 (MARVASI et al., 2013), que ocorre pela mudanga de pH. O resultado
estd apresentado na Figura 67, lembrando que o teste branco ¢ apenas o meio de cultivo, o
controle negativo foi efetuado com o inoculo da bactéria E. coli, o controle positivo foi com o
inéculo das bactérias B. subtilis 168, B. subtilis AP91 e que 10 bactérias isoladas de caverna
(L10, CV1e6, L14, L19, L22, L26, L29, L33, L36 e L49) foram testadas.

Figura 67 — Resultados da precipitacdo in vitro no meio B4
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A partir da analise da Figura 67, pode-se observar que apenas uma bactéria
isolada de caverna, a L22, precipitou menos material do que as duas cepas de B. subtilis, as
demais apresentaram um potencial de precipitacdo maior, sendo que as bactérias com maior
capacidade de precipitacdo foram as isoladas de caverna denominadas como CV16, L26 ¢ L36.

Ao comparar-se a bactéria CV16, que apresentou o maior potencial de
precipitagdo, com as cepas de B. subtilis AP91 e 168, observou-se um aumento de
aproximadamente 50% na precipitagdo. Desta forma, a utilizagao da bactéria CV16, que in vitro
apresentou um resultado de precipitagao de CaCO3 maior do que as ja utilizadas em pesquisas
nacionais e internacionais, pode proporcionar melhores resultados de autocicatrizagdo de
fissuras quando aplicada aos materiais cimenticios. Por esse motivo, a bactéria CV16 foi
selecionada para as proximas campanhas experimentais.

Banks et al. (2010) afirmam que bactérias isoladas de caverna tém potencial
de precipitacdo de CaCOs, pois a formagdo de estalactites e estalagmites em cavernas nio ¢
mais considerado apenas um processo abiotico, ja que estudos recentes comprovaram que
microrganismos participam ativamente nessa formacao.

Além disso se as bactérias isoladas de caverna tiverem a enzima urease no
seu genoma, a partir de urina de mamiferos, € possivel que as bactérias ureoliticas crescam em
cavernas, sequestrem o CO» presente no ambiente e precipitem carbonatos (JOHNSTON et al.,
2012, ORTIZ et al., 2013 e OKYAY e RODRIGUES, 2015). Este mecanismo de precipitagcao
de CaCOs ¢é conhecido como hidrolise da ureia e ¢ um mecanismo amplamente estudado quando
as bactérias sdo aplicadas aos materiais cimenticios.

Desta forma, a bactéria isolada de caverna denominada de CVI16, que
precipitou aproximadamente 2,3 g/L. (em média 50% a mais do que as cepas de B. subtilis), foi

selecionada para dar continuidade a pesquisa.

4.1.2 Etapa 2: Morfologia dos cristais precipitados e mecanismo de precipitacdo da bactéria

selecionada
4.1.2.1 Estudo da morfologia em MEV e EDS

Apos o ensaio de quantificagdo do precipitado in vitro, a bactéria isolada de
caverna que apresentou melhor desempenho na precipitacdo de CaCOs (CV16) foi selecionada
para andlises em MEV e EDS, juntamente com o teste branco (sem inoculo de nenhuma
bactéria), a bactéria E. coli (controle negativo) e as bactérias B. subtilis AP91 e B. subtilis 168

(controles positivos).
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A Figura 68 ilustra em (a) apenas o meio de cultivo, sem bactérias,
denominado de teste branco, em (b) o controle negativo com a bactéria E. coli, em (c) a bactéria
B. subtilis 168, em (d) a bactéria B. subtilis AP91 e em (e) CV16, juntamente com 0s espectros
de EDS mostrando os elementos quimicos presentes em cada amostra.

Vale relembrar que os picos de ouro (Au) apresentados nos difratometros sao
provenientes do tratamento de superficie realizado para aquisi¢do das imagens. Normalmente
os estudos apresentados na bibliografia analisaram o EDS com um recobrimento de carbono e,
apos a obtengdo dos difratdmetros, cobrem a amostra com ouro para aquisi¢ao de imagens de
maior qualidade. Porém apenas com o recobrimento de carbono ndo ¢ possivel obter uma
imagem de qualidade, impossibilitando o cruzamento de uma imagem de uma area especifica
com sua composi¢do quimica obtida pelo EDS.

A partir da analise da Figura 68 pode-se observar que no teste branco, sem
bactérias, (Figura 68a) ndo houve contaminagao, pois ndo foram encontradas cepas bacterianas
nas amostras, apenas residuos do meio de cultivo. No controle negativo, ndo houve a
precipitacdo de CaCOs, pois seus elementos nao foram evidenciados no difratograma e também
as imagens nos mostraram apenas c¢lulas bacterianas (Figura 68 (b)).

Nas amostras com as bactérias B. subtilis 168 ¢ AP91 (Figura 68 (c) e (d)) e
na bactéria CV16 (Figura 68 (e)), houve a precipitacio de CaCOs3, verificada por imagem e
também na presenca dos elementos quimicos calcio (Ca), carbono (C) e oxigénio (O) no EDS.
De acordo com Wiktor e Jonkers (2011), Nguyen et al. (2019) e Algaifi et al. (2020) a presenga
destes trés elementos quimicos estd associada a precipitagdo de CaCOs; promovida pela
atividade bacteriana. Vale destacar que a morfologia dos cristais encontrados nas bactérias
testadas ¢ semelhante a resultados ja apresentados na literatura (HAMMES et al., 2003;
BRAISSANT et al., 2003; DUPRAZ et al., 2009; PARK et al., 2012; DASKALAKIS et al.,
2015).
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Figura 68 — MEV e EDS das amostras do teste branco (a) e dos inoculos das bactérias E.

coli (b), B. subtilis 1 68 (c¢), B. subtilis AP91 (d) e CV16 (e) com ampliacio de 15.000 vezes.
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Além das imagens apresentadas, tem-se na Figura 69 outras imagens de MEV
com ampliacdao de 6.000 vezes. As flechas apontam para o CaCOs3 precipitado e os asteriscos
“*” destacam a presenca das bactérias. Vale ressaltar que a Figura 69 (a) ilustra apenas residuos
do meio de cultivo, pois ndo havia inéculo de nenhuma bactéria. A amostra de controle ¢
importante para verificar que ndo houve contaminagdo do meio e que apenas as bactérias
inoculadas estavam presentes.

Figura 69 — MEV das amostras do teste branco (a), E. coli (b), B. subtilis 168 (c), B.
subtilis AP91 (d) e CV16 (e), com ampliacio de 6.000 vezes
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Fonte: Autora.
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E importante destacar que a analise de imagens de MEV ¢ qualitativa e nio
quantitativa. A partir da comparagdo das bactérias estudadas, pode-se observar nas Figuras 68
e 69 que houve a precipitacdo de cristais com morfologia tipica de CaCOs.

Além disso como a bactéria CV16, selecionada na Etapa 1, ¢ uma bactéria
isolada de caverna, a mesma precisa ser identificada. Outro aspecto importante ¢ que mais
estudos precisam ser conduzidos para um melhor entendimento dos mecanismos de
precipitagcdo, além da mudanga de pH. Por esse motivo, foi realizado teste de producao da

enzima urease € a precipitacao em meio alcalino.
4.1.3 Produgdo da enzima urease

A producdo da enzima urease foi efetuada a partir do meio agar ureia de
Christensen, no qual o resultado se d4 por mudanca de coloragdo. Se houver a producio da
enzima, a coloracdo do meio muda para rosa e, caso ndo houver, permanece amarelo.

O resultado deste ensaio esta representado na Figura 70, onde a referéncia nao
recebeu indculo de nenhuma bactéria, o controle negativo foi a bactéria E. coli DH5a, nao
produtora da enzima, a bactéria testada foi a CV16 e o controle positivo foi realizada com a
bactéria Klebsiella penoumoniae, produtora de urease.

Figura 70 — Teste da producio da enzima urease

Klebsiella
penoumoniae

CVié

E. coli

Referéncia

Fonte: Autora.

O meio com a incubagdo da bactéria E. coli apresentou uma coloracao
amarela, semelhante a referéncia sem bactéria, evidenciando que ndo houve a producdo da

enzima, o que ja era esperado. A bactéria CV16, por sua vez, teve uma mudanca de coloragdo
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igual ao controle positivo, com a bactéria Klebsiella penoumoniae, acusando que esta produz a
enzima urease.

A maioria das bactérias utilizadas na precipitacdo de CaCOs3 sdo bactérias
ureoliticas (produtoras da enzima urease), pois um dos mecanismos de precipitacdo de CaCOs
mais conhecido ¢ justamente pela hidrélise da ureia. Entretanto varias bactérias sdo capazes de
produzir cristais de CaCO3 sem hidrolisar a ureia (JUSTO-REINOSO et al., 2021). De acordo
com Zhang e colaboradores (2019) a precipitagdo de CaCO3 sem a hidrélise da ureia, a partir
da metabolizacdo de ccompostos organicos em carbonato ¢ considerado um processo mais
ecologico.

Além do estudo da produgdo da enzima urease, outro ponto que precisa ser
estudado ¢ a viabilidade de crescimento e capacidade de precipitagdo de CaCOs3 de bactérias
em contato com ambientes alcalinos, pois o pH dos materiais cimenticios ¢ em torno de 12 ¢
pode restringir o crescimento bacteriano. Por esse motivo, foram conduzidos estudos da
precipitagdo in vitro da bactéria CV16 em meio alcalino, para verificar se este inibe seu

crescimento e a precipitacao de CaCOs.
4.1.4 Teste de precipitagao em meio alcalino

O teste de precipitagdo em meio alcalino foi realizado com o intuito de
verificar se a alcalinidade seria capaz de inibir o crescimento bacteriano € consequentemente
limitar a autocicatrizagao quando a bactéria fosse adicionada ao material cimenticio.

Apbs 7 dias em que os meios alcalinos (referéncia sem bactéria e inoculo da
bactéria CV'16) ficaram armazenados em agitador, uma aliquota de cada meio foi passada para
a metade de uma placa de petri com o meio de cultivo Mueller Hinton. O resultado estd ilustrado

na Figura 71.
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Figura 71 — Placa de petri com meio Mueller Hinton

Fonte: Autora.

A partir da analise da Figura 71, observou-se que o meio de cultura nao foi
contaminado, pois no teste branco (referéncia sem bactéria) ndo houve crescimento na placa.
Verificou-se ainda que o pH alcalino do meio de cultivo ndo foi capaz de inibir o crescimento
da bactéria CV16, que cresceu normalmente na placa.

Para a andlise da precipitagdo do CaCOs, ndo foi possivel realizar a
quantificagdo por filtracdo, pois rapidamente havia a colmatac¢io dos poros € o rompimento do
papel filtro. Portanto foram analisadas aliquotas em Microscépio Eletronico de Varredura e

Sistema de Energia Dispersiva, os resultados estdo ilustrados na Figura 72.
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Figura 72 — MEV e EDS das amostras: meio B4 (a), meio B4 com Ca(OH): e sem
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Fonte: Autora.

A partir da andlise das imagens de MEV e dos difratogramas do EDS,
confirmou-se o que foi verificado pelo crescimento da bactéria na placa, a bactéria CV16 foi

capaz sobreviver no meio mesmo com o pH alcalino, produzindo biofilme e CaCOs. As
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estruturas formadas estdo indicadas na Figura 73, destacando que Cc indica a morfologia tipica
de calcita, Ar a de aragonita e que os asteriscos ilustram as cepas bacterianas encontradas.

Figura 73 — MEV com ampliacio de 12.000x do meio B4 sem o indculo da bactéria (a e
b), do meio B4 alcalino (com Ca(OH)2) e sem bactéria (c e d) e do meio B4 alcalino com o
indculo da bactéria CV16 (e-f)
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Fonte: Autora.

A morfologia dos cristais de calcita ¢ semelhante a encontrada na analise da
morfologia em MEV realizada anteriormente (Figuras 68 e 67), quando as bactérias foram
inoculadas ao meio B4 sem hidréxido de calcio. Porém quando o hidroxido de calcio foi

adicionado encontrou-se também cristais de morfologia tipica de aragonita (prismas alongados)
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e estruturas em forma de paralelepipedo, com a superficie bem definida e pouco porosa. Ao
analisar o EDS destes cristais em forma de paralelepipedo, observou-se picos de calcio (Ca),
carbono (C) e oxigénio (O).

A morfologia dos cristais de aragonita encontrados na Figura 73 corroboram
com o apresentado na literatura por Konno et al. (2002) e os de calcita por Braissant et al.,
(2003), Muynck et al. (2008), Park et al. (2012) e Schwantes-Cezario et al. (2017).

Para finalizar a Primeira Campanha Experimental, o teste complementar de
sequenciamento do genoma completo foi realizado para a identificagdo da bactéria CV16,

isolada de caverna.
4.1.5 Teste complementar: Sequenciamento do genoma completo

Utilizando as leituras cruas do sequenciamento foram obtidos 52 contigs com
o programa IDBA (PENG et al., 2010). O programa CONTIGuator gerou a sequéncia scaffold,
que teve seus gaps tratados até que houvesse o fechamento do cromossomo completo do
isolado. A sequéncia final da bactéria CV16 possui 4.200.973 pares de bases, 4.380 sequéncias
codificantes (CDS), 117 sequéncias ligadas a RNA e um teor G +C (Guanina + Citosina) de
43,7%.

Segundo as analises comparativas o isolado pertence a espécie Bacillus
subtilis devido a alta similaridade com isolados desta espécie utilizando as ferramentas
orthoANI e GGDC. Os valores de identidade se encontram no Anexo 2.

Outro aspecto importante avaliado a partir de analises do genoma completo
esta relacionado a atividade apresentada pelo isolado de precipitagdo de carbonato de calcio. A
literatura aponta que o gene efi4 esteja intimamente ligado a esta resposta fisioldgica, de acordo
com estudos realizados em mutantes (MARVASI ef al., 2010). Com a ferramenta BLAST este
gene foi encontrado no genoma da cepa CV16 com 99% de similaridade, comprovando que a
cepa possui importantes fatores genéticos ligados a atividade de precipitacdo de CaCOs3. Vale
destacar que genes envolvidos na formacao de biofilme e produgdo de esporos também estdao
presentes no genoma de CV16 (Anexo 3).

Além disso o genoma foi minerado em busca de genes relacionados a
formacao e regulacdo de biofilme e também a precipitagdo de carbonato de célcio utilizando a
ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al, 1990) com genes encontrados na literatura
relacionados a essas fungdes (MARVASI et al., 2010; ZHU e STULKE, 2018).
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Para a circularizagdo do genoma (Figura 74) foi utilizado o software BRIG,
genomas de outras espécies de bactérias com capacidade de biomineralizagdo e precipitagdo de
carbonato de calcio, bem como formagao de biofilme (JONKERS ez al., 2010; MA et al., 2020).

Figura 74 - Representac¢io circular do genoma CV16 usando o programa BRIG. De
dentro para fora, as legendas sao as seguintes: (1) Conteudo GC, (2) Inclina¢do GC, (3-
6) respectivamente Bacillus subtilis 168, G7, Bacillus cohnii DSM6307 (Jonkers et al.,
2010) e Sporosarcina pasteurii BNCC (Ma et al., 2020).
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Fonte: Autora.

Desta forma, a partir do sequenciamento do genoma completo foi possivel
determinar que a cepa CV16, isolada de caverna, € uma cepa de B. subtilis que tem importantes
genes envolvidos na precipitagdo de CaCOs, formagado de biofilme e produgao de esporos.

De acordo com Chuo et al. (2020) muitos estudos aplicam a bactéria B.
subtilis em materiais cimenticios, entretanto o mecanismo exato utilizado por esse
microrganismo para que a precipitagdo de CaCOs3 aconteca ainda ndo ¢ claro. Sabe-se que essa
bactéria ¢ capaz de induzir a precipitacdo de CaCOs3 na presenca de uma fonte de calcio.

Vale destacar que Jung et al. (2020) realizaram o estudo do genoma completo
da bactéria Bacillus sp. AK13 e também evidenciaram aspectos relacionados ao genoma da
bactéria na precipitacdo de CaCOs.
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4.2 SEGUNDA CAMPANHA EXPERIMENTAL

A partir do resultado da primeira campanha experimental, a segunda tem
como objetivo determinar a concentragdo de bactérias a ser adicionada a uma argamassa de
trago 1:3. Esta campanha foi dividida em duas etapas, seus resultados estdo apresentados na

sequéncia.
4.2.1 Etapa 1: Preparo das bactérias

Na primeira etapa realizou-se o crescimento e preparagao da bactéria CV16,
identificada como B. subitilis, para aplicacao nos materiais cimenticios. Para tanto o meio B4
sem a fonte de calcio foi elaborado de forma tamponada e ndo tamponada.

A Figura 75(a) ilustra o material liofilizado resultante do procedimento, ainda
dentro dos baldes de 250 mL, a Figura 75(b) mostra o material sendo triturado com o uso de
um almofariz e mao de gral e a Figura 75(c) ilustra o material final, pronto para aplica¢do. O
meio ndo tamponado obteve 0,77 gramas e o meio tamponado 0,38, totalizando 1,15 g de
esporos liofilizados.

Figura 75 — Material liofilizado do meio ndo tamponado e tamponado (a) e material
sendo macerado em almofariz (b) e material final, pronto para aplicacio (c)

Fonte: Autora.

Uma amostra do material liofilizado foi encaminhada para o Microscopio
Eletronico de Varredura para a caracterizagdo, as setas na Figura 76 apontam para os esporos

liofilizados.
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Figura 76 — MEYV dos esporos liofilizados com ampliac¢io de 15.000 vezes

Fonte: Autora.

Além da caracterizagdo, ¢ de suma importancia a verificagdo do crescimento
bacteriano, o qual pode ser visualizado na Tabela 8.

Tabela 8 — Crescimento bacteriano e liofilizaciao
Concentragdo  Quantidade final de Quantidade em massa do

MED (esporos/mL) esporos liofilizados material liofilizado (g)
Nao tamponado 1,33x10° 8,54x10'° 0,77
Tamponado 9,75x108 4,68x10'0 0,38

Total 1,32x10" 1,15

Fonte: Autora.

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que o crescimento foi
maior na condi¢do ndo tamponada, por esse motivo, quando houver a necessidade de repeti¢ao
para aquisi¢dao de mais material liofilizado, apenas a condi¢do ndo tamponada sera realizada.

Decorrente do tamanho dos esporos, do processo de maceragdo e da
transferéncia de frascos, perdeu-se um pouco de material, mesmo tomando todos os cuidados
possiveis. Por esse motivo, 3 mg do material liofilizado foram diluidos em 1 mL de solucao
salina para a quantificagdo, os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Quantidade de esporos do material liofilizado presente em 0,003 g

Quantidade de e Leiturada  Quantidade
. Diluicao A
material (g) absorbancia  de esporos

0,003 10x 0,344 2,01x108
Fonte: Autora.

Como 0,003 g do material tem 2,01x103 esporos, conclui-se que em 1,15 g de
material tem-se aproximadamente 7,7x10'° esporos, ou ainda pode-se dizer que a cada 0,1

gramas do material liofilizado, tem-se aproximadamente 6,7x10° esporos.
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Apos a quantificagdo, a solugdo diluida foi repassada para as placas de petri
para avaliar a viabilidade de crescimento e a precipitagdo de CaCOs3 dos esporos liofilizados
(CV16L) comparando-os com a amostra nao liofilizada (CV16). As placas ficaram armazenadas
em estufa durante 7 dias a temperatura de 37°C. Na Figura 77 tem-se o resultado do crescimento
e da precipitacdo de cristais indicada pelas setas, seguido pela fita com a coloracdo indicadora
de pH. Vale relembrar que no meio 1 o pH nao foi tamponado, diferentemente dos meios 2 e 3
que foram tamponados com Tris, resultando em pH’s de 7,2 e 8,2, respectivamente.

Figura 77 — Crescimento e precipitacio no meio B4 antes (a) e depois (b) do in6culo com
indicador de pH da bactéria CV16 liofilizada (CV16L) e nao liofilizada (CV'16)

a) Antes do inéculo

b) Depois d

Fonte: Autora.

A partir da andlise da Figura 77, observou-se um aumento do pH em todos os
meios com o inodculo da bactéria CV16 liofilizada ou nao liofilizada, principalmente no meio 1,
que nao foi tamponado. Essa mudanga era esperada e ocorre a partir da producao de biofilme
pelas bactérias. Além disso observou-se que tamponar o pH para o alcalino ndo inibiu o
crescimento bacteriano, nem a precipitagdo de CaCOs, sendo que apds os 7 dias de crescimento

os trés meios ficaram em um pH de 8,4 aproximadamente, corroborando com o apresentado por
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Marvasi et al. (2010; 2013), que estudaram a bactéria B. subtilis 168 ¢ Schwantes-Cezario et
al. (2017) que estudaram a bactéria B. subtilis AP91.

Apos a retirada das fotografias das placas de petri, aliquotas de cada meio da
bactéria CV16 nao liofilizada e liofilizada foram diluidas em solugdo salina para analise em
microscdpio Optico, as imagens obtidas estdo ilustradas na Figura 78.

Figura 78 — Cristais precipitados no meio B4 com diferentes pH’s com indculo da
bactéria CV16 sem passar pelo processo de liofilizacao comparada a liofilizada (CV16L).
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Fonte: Autora.

Observou-se em todos os meios, tanto para a bactéria liofilizada como nao
liofilizada, houve a precipitacdo de cristais, conforme ilustrado na Figura 78. A morfologia
destes cristais ¢ semelhante a apresentada na literatura por Marvasi ef al. (2010; 2013).

Em uma analise visual, a presenga de cristais teve maior incidéncia nos meios
1 e 3, mas como apenas uma aliquota da amostra foi retirada de cada placa a comparagdo em
relacdo a quantidade ¢ complexa de ser realizada, pois de uma determinada amostra pode-se ter
retirado de um local com maior incidéncia de cristais do que de outra.

Destaca-se que o objetivo principal deste teste, era verificar se a bactéria
CV16 liofilizada tinha a mesma capacidade de precipitacdo dos cristais que a mesma sem
liofilizar. A partir do resultado obtido e ilustrado nas Figuras 77 e 78, verificou-se que o

processo de liofilizacdo ndo prejudicou a precipitacio de CaCO3 nos meios de precipitacao,
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corroborando com Pungrasmi et al. (2019) que verificou que esporos liofilizados apresentaram
maior taxa de sobrevivéncia, quando comparado a outros métodos.
Comprovado que os esporos liofilizados sdo capazes de precipitar cristais,

iniciou-se a etapa 2.
4.2.2 Etapa 2: Defini¢do da concentragao

Nesta etapa a concentragdo dos esporos liofilizados a serem adicionados a
uma argamassa basica foi estudada. Vale relembrar que a argamassa estudada foi de traco 1:3
(em massa) e relagdo dgua/cimento de 0,54, sendo que as concentracdes bacterianas foram

adicionadas na 4gua de amassamento.
4.2.2.1 Ensaios no estado fresco

Na Tabela 10 estdao apresentados os resultados de massa especifica e de indice
de consisténcia das argamassas, relembrando que a nomenclatura adotada foi de REF para a
argamassa de referéncia e A 3, A 5 e A 7 para as argamassas com adi¢do de 103, 10° ¢ 10’
esporos/mL, respectivamente.

Tabela 10 — Resultados dos ensaios das argamassas em fresco

Argamassas REF A3 A S A 7
indice de consisténcia (mm) 250 250 255 270
Massa especifica (g/cm?) 2,21 2,20 2,22 2,20

Fonte: Autora.

A partir da anélise da Tabela 10 observou-se que a massa especifica, em
média, foi de 2,2 g/cm?®. A Figura 79 ilustra o resultado do ensaio de consisténcia das
argamassas, a partir da qual pode-se visualizar que com o aumento da concentragdo de esporos
bacterianos houve um aumento no indice de consisténcia. Este resultado corrobora com estudos
apresentados por Luo e Quian (2016), que verificaram uma melhoria do indice de consisténcia

de argamassas a partir da adi¢do de agentes de autocicatrizag@o a base de bactérias.

143



Fonte: Autora.

Apos a realizacdo dos ensaios em fresco, corpos de prova foram moldados

para analise no estado endurecido, seus resultados estdo apresentados na sequéncia.
4.2.2.2 Ensaios no estado endurecido

Para esta campanha experimental foram realizados os seguintes ensaios no
estado endurecido: resisténcia a compressdo, absorcao de 4gua, indice de vazios, Porosimetria
por Intrusdo de Merctrio (PIM), analise de poros em estereoscopio, acompanhamento de fissura

por imagem e posterior analise do material precipitado nas fissuras através de MEV e EDS.
4.2.2.2.1 Resisténcia a compressdo

A analise de resisténcia a compressdo ¢ muito importante em materiais
cimenticios, entretanto ¢ importante relembrar que o principal objetivo da adi¢do de bactérias
em concretos e argamassas € a autocicatrizagao de fissuras e fechamento de poros. Porém deve-
se ter em mente que esta adicdo nao deve afetar negativamente a resisténcia a compressao dos
materiais cimenticios.

Os resultados de resisténcia a compressao foram plotados de duas maneiras:
primeiro comparando a evolugdo da resisténcia a compressao das cada argamassa ao longo do
periodo de cura (Figura 80a) e na sequéncia tracou-se o Boxplot dos resultados (Figura 80b),
para verificagdo das diferengas significativas o software Statistica foi utilizado para realiza¢ao

do teste Tukey (Tabela 11).
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Figura 80 — Evolucio da resisténcia a compressao das argamassas ao longo do periodo
de cura (a) e Boxplots dos dados de resisténcia a compressao (b)
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Tabela 11 — Teste Tukey para resisténcia a compressio
Grupo estatistico para cada idade

Amostra . 28 dias 63 dias 168 dias
REF a a a a
A3 b b a b
A5 a a a ab
A7 a a a b

Fonte: Autora.

A partir da analise da Figura 80(a) verificou-se uma evoluc¢do da resisténcia
a compressdo dos 7 para os 28 dias em todas as amostras, devido aos processos de hidratagdo
do cimento. Vale destacar que o cimento de alta resisténcia inicial (CP V-ARI) utilizado ¢
caracterizado por atingir elevadas resisténcias nas primeiras idades, resultado da aceleragao das
reacoes de hidratagdo ocasionadas pela diferente dosagem de argila e calcario na producao do
clinquer, associado a um maior tempo de moagem (NEVILLE e BROOKS, 2013).

Pelas caracteristicas do cimento CP V-ARI, esperava-se pouco ou nenhum

aumento da resisténcia dos 28 para os 63 dias. Porém a partir da analise da Figura 80(a), quando
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as bactérias foram adicionadas houve uma evolugao da resisténcia & compressao nessas idades,
o que nao foi visualizado na argamassa de referéncia (REF). Tal fato pode ter ocorrido pela
precipitacao de CaCOs.

Entretanto a partir da analise da idade de 63 os 168 dias verificou-se que a
resisténcia a compressdo se manteve constante, analisando as barras de erros que representam
os desvios padrao. Tal fato indica uma atuagdo bacteriana mais significativa nas idades de 28 a
63 dias. Este resultado pode ser justificado pelo fato de que nao foi adicionada uma fonte
externa de calcio ao material. Desta forma, apenas o hidréxido de calcio poderia ter sido
utilizado pela bactéria na precipitagdo do CaCOs.

De acordo com Tan et al. (2020), o hidroxido de célcio € uma fonte de calcio
utilizada pelas bactérias na precipitacdo de CaCOs3. Porém o hidréxido de célcio ¢ uma fonte
finita no material e estes pesquisadores verificaram que em amostras que foram previamente
carbonatadas, sem a adicdo de uma fonte suplementar de calcio, a autocicatriza¢do nao foi
efetiva. Apontando uma atuagdo bacteriana limitada na auséncia de uma fonte de calcio
adicional, para que a bactéria tenha capacidade de bioprecipitar CaCOs.

Vale destacar ainda que a maioria dos trabalhos publicados realiza ensaios
apenas até a idade de 28 dias. Frente aos resultados apresentados, andlises por periodos maiores
se tornam relevantes, levando em consideragdo que a bactéria ao ndo ter mais contato com uma
fonte de calcio ndo atuara na autocicatrizagao de fissuras tardias.

Ao analisar a resisténcia a compressdo entre as argamassas nas diferentes
idades observa-se uma diminuic¢ao desta propriedade quando a concentragao de 10? esporos/mL
foi adicionada, aos 7 e 28 dias. Entretanto com o avango da idade (63 ¢ 168 dias), esta argamassa
apresentou um comportamento semelhante as demais argamassas com adi¢@o bacteriana.

De acordo com a literatura, diferentes bactérias adicionadas na concentragao
de 10° esporos por mL ndo influenciaram significativamente na resisténcia a compressao de
materiais cimenticios na idade de 28 dias (GHOSH et al., 2009; CHAHAL e SIDDIQUE, 2013;
CHAHAL et al., 2012). Entretanto cada bactéria possui um metabolismo diferente, o qual pode
influenciar na sua atuagdo em materiais cimenticios.

Por fim, a partir da andlise dos boxplots e do teste Tukey pode-se verificar se
houve diferengas significativas entre as amostras nas diferentes idades. A partir da andlise da
Figura 80(b) e Tabela 11 pode-se observar que aos 7 e 28 dias, apenas a amostra com adi¢do de
10* esporos/mL (A 3) se diferenciou estatisticamente das demais. No entanto este

comportamento ndo se repetiu aos 63 e 168 dias.
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De acordo com o ilustrado na Figura 80(b) a adicdo da concentragdo de 10?
esporos/mL (A _3) prejudicou o desempenho mecanico até os 28 dias de idade. Entretanto
observou-se que com o avanco do tempo esta argamassa nao apresentou diferegas estatisticas,
quando comparada as demais, com adi¢ao de bactérias.

E importante observar também que a argamassa com adi¢io de 10°
esporos/mL (A_5), aos 168 dias, ndo se diferenciou estatisticamente da argamassa de referéncia
(REF), tal fato pode estar associado a variabilidade dos corpos de prova. Entretanto ¢ necessario
destacar que o principal objetivo da adicdo de bactérias em concretos e argamassas ¢ a
autocicatrizacdo de fissuras e fechamento de poros, tendo em mente que esta adi¢do ndo deve
afetar negativamente a resisténcia a compressao (MONDAL e GHOSH, 2018; REEKSTING et
al., 2020).

Os estudos da adicdo de microrganismos para melhoria do desempenho
mecanico focam na incorporagdo de concentracdes entre 10° e 107 células/mL, enquanto
estudos que investigam sobre a autocicatrizacdo de fissuras normalmente utilizam
concentracdes mais elevadas, entre 107 e 10° células/mL. Embora uma maior concentragio de
bactérias possa levar ao aumento da precipitagdo de carbonato de calcio e consequentemente
potencializar a autocicatrizagdo, alguns pesquisadores observaram que a concentracao ideal
para o aumento da resisténcia & compressdo pode ndo ser a maior concentracao bacteriana
(ERSAN, DE BELIE e BOON, 2015).

Mondal e Ghosh (2018) testaram a adi¢do da bactéria B. subtilis em trés
concentragdes (10%, 10°, e 107 células/mL) e verificaram que todas as adigdes proprocionaram
melhorias no desempenho mecanico do material cimenticio até os 28 dias de idade, porém a
concentragio de 10° apresentou a maior resisténcia a compressio. Um resultado semelhante foi
publicado por Jena et al. (2020), apotando que a concentra¢do ideal para melhoria das
propriedades mecanicas foi de 10° células/mL da bactéria B. subtilis. De acordo com os
pesquisadores, o aumento da resisténcia & compressao esta associado ao fechamento de poros
ocasionado pela precipitagcdo bacteriana de CaCOs.

Frente a isso, o ensaio de absor¢do de agua e indice de vazios foi conduzido,

sendo os seus resultados apresentados na sequéncia.
4.2.2.2.2 Absorcio de dgua e Indice de vazios

O ensaio de absor¢do de agua e indice de vazios foi conduzido aos 28, 63 e

168 dias. Os resultados obtidos de absor¢ao de agua estdo apresentados na Figura 81, seguidos

147



pelo resultado do teste Tukey (Tabela 12). E importante relembrar que nos corpos de prova
ensaiados a absorc¢ao de agua e indice de vazios ndo foi utilizado desmoldante no momento da
moldagem, conforme requer a NBR 9779 (ABNT, 2009).

Figura 81 — Absorcao de agua
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Tabela 12 — Teste Tukey para a absorcio de agua (n=3)

Grupo estatistico para cada

Amostra idade
28 dias 63 dias 168 dias
REF a a a
A3 ab ab ab
AS b b b
A7 b b b

Fonte: Autora.

A partir da analise dos resultados, pode-se observar que nas idades analisadas
o comportamento da argamassa com adicio de 10 esporos/mL (A 3) se apresentou
estatisticamente igual a argamassa de referéncia (REF). Tal fato pode ser justificado pela
pequena quantidade de esporos bacterianos adicionados nesta argamassa, que no periodo
analisado ndo atuaram significativamente no fechamento de poros.

As argamassas com adi¢do de 10° e 107 esporos/mL, por sua vez, se
apresentaram diferentes estatisticamente da referéncia em todas as idades, possivelmente pela
acdo bacteriana que atuou no fechamento de poros. Observa-se que mesmo em pequena
quantidade foram capazes de diminuir a absor¢do de dgua. Tal resultado corrobora com os
dados obtidos no ensaio de resisténcia a compressao, pois na idade de 63 e 168 dias houve um
aumento dessa propriedade apenas nas amostras com adi¢ao de bactérias.

Além disso pode-se observar que entre as idades de 63 e 168 dias ndo houve
mudangas significativas entre a absor¢ao de agua, provavelmente associado a auséncia de fonte

de calcio, pois o hidroxido de célcio pode ter sido consumido pelas bactérias na precipitagdo de
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CaCO:s. Por esse motivo, na proxima campanha experimental uma fonte suplementar de célcio
sera adicionada.

Em uma analise global dos resultados de absor¢do de dgua, pode-se verificar
que a amostra que apresentou a menor absor¢do de dgua foi a A 7, com adi¢io de 10’
esporos/mL, aos 63 diasea A 5, com adi¢do de 10° esporos/mL, aos 168 dias. Porém em ambas
as idades estas duas argamassas nao se diferenciaram estatisticamente uma da outra.

Os resultados obtidos de absor¢do de agua corroboram com pesquisas
realizadas por Mondal e Ghosh (2018), que estudaram as concentragdes de 0, 10°, 10° e 10’
esporos de B. subtilis na agua de amassamento de argamassas ¢ verificaram que com o aumento
da concentragdo bacteriana adicionada havia uma diminui¢ao na absogao de agua.

Os resultados do ensaio de indice de vazios estdo apresentados na Figura 82
e Tabela 13. Vale destacar que o indice de vazios € a relagdo entre os volumes de poros
permeaveis ¢ o volume total de uma amostra.

Figura 82 — Indice de vazios aos 28 e 63 dias
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Tabela 13 — Teste Tukey para o Indice de vazios (n=3)

Grupo estatistico para cada

Amostra idade
28 dias 63 dias 168 dias
REF a a a
A 3 ab ab ab
A5 ab b b
A7 b b b

Fonte: Autora.
A partir da andlise da Figura 82 e da Tabela 13, verificou-se a mesma
tendéncia dos resultados obtidos na absor¢ao de 4gua, com excegdo que aos 28 dias a amostra

A 5 ndo apresentou diferencas significativas da argamassa de referéncia, mas esse
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comportamento ndo se repetiu aos 63 e 168 dias, possivelmente pela precipitagdo de CaCO3
que foi mais efetiva até a idade de 63 dias.

As argamassas com adi¢do de 10° e 107 esporos/mL (A _5 e A_7) obtiveram
o menor indice de vazios nas idades de 63 e 168 dias, o qual nestas duas idades foi
estatisticamente igual, comportamento semelhante ao da absor¢do de agua. Além disso
verificou-se que dos 63 aos 168 dias ndo houve diminui¢des significativas do indice de vazios,
resultado que corrobora com a absor¢ao de dgua e resisténcia a compressao.

Em paralelo a estes ensaios, a Porosimetria por Intrusao de Mercurio foi

realizada e seus resultados estdo apresentados na sequéncia.
4.2.2.2.3 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 168 dias. E importante citar que o ensaio de PIM avaliou
poros entre 0,006 e 300 um e salienta-se que as bactérias atuam no fechamento de poros de
pequena dimensdo. Desta maneira, este ensaio ¢ importante na analise do fechamento de poros
por este tipo de tratamento. O primeiro resultado analisado foi quanto a porosidade aberta das
argamassas, a qual esta ilustrada na Figura 83.

Figura 83 — Porosidade aberta por PIM das argamassas ao longo do periodo de cura

M7 dias 168 dias

10

Porosidade aberta (%)

REF A3 AS A7

Argamassas

Fonte: Autora.

Ao observar os resultados da Figura 83, verificou-se que em todas as
argamassas houve uma diminuicao da porosidade, dos 7 para os 168 dias, o que era esperado.

Na amostra de referéncia (REF) a redugao foi de 7%, provavelmente ocasionada pelas reagdes
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de hidratacdo do cimento, e nas amostras com adi¢do de 10%, 10° e 107 esporos/mL foram de
16, 18 e 12%, respectivamente, ocasionadas possivelmente pela bioprecipitacdo de CaCOs.

Existem controvérsias na literatura sobre as concentragdes ideais de bactéria
a serem aplicadas em materiais cimenticios, alguns autores afirmam que maiores concentragdes
tendem a apresentar maior autocicatrizacdo e como consequéncia diminui¢des mais
significativas na porosidade (OKWADHA e LI, 2010; MONDAL e GHOSH, 2018).

Para verificar a distribui¢ao dos poros nas amostras, tanto aos 7 como aos 168
dias de cura, os graficos das Figuras 84 ¢ 85 foram plotados. Nestes estdo apresentados os
resultados do diametro dos poros versus o log diferencial de intrusdo de mercurio, sendo
possivel observar se a intrusdo foi maior ou menor em um determinado tamanho de poro.

Figura 84 — Didmetro dos poros versus log diferencial de intrusio aos 7 dias de todas as
amostras (a) e separadas por concentracio (b-e)
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Fonte: Autora.

Aos 7 dias, em geral, observou-se uma tendéncia semelhante nas amostras,

com excecdo de poros de 0,006 um na argamassa A 5, que apresentou um pico de

aproximadamente o dobro das demais.
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Tal fato pode ser justificado, pois no ensaio de PIM conforme a pressdo
aumenta o mercurio adentra em poros cada vez menores. Com o aumento da pressdo, caso
existam poros capilares que estejam conectados em poros maiores, 0 mercuirio s6 acessara o
poro maior passando pelo capilar, desta forma, de acordo com Alderete ef al. (2017) o poro de
maior dimensdo acaba sendo contabilizado como poro capilar, resultando em um maior pico no
grafico.

E importante destacar que a interpretagdo dos resultados de PIM leva em
consideragdo que o método analisa apenas poros permeaveis e considera estes poros como
cilindros perfeitos (ALDERETE et al., 2017). Entretanto segundo Diamond (2000), a maioria
dos poros s6 pode ser alcancada pelo mercurio através de uma longa cadeia de poros
intermediarios, com varios tamanhos e formatos, sendo a razao pela qual a quantificacao pode
nado ser perfeita.

No contexto da adigdo de microrganismos, o ensaio de PIM ¢ interessante
pois a partir de seus resultados é possivel verificar a distribui¢do de poros de pequenas
dimensdes, nos quais as bactérias atuam, e que dificilmente sdo quantificados a partir de outras
técnicas.

Na sequéncia, pode-se visualizar os resultados do log diferencial de intrusao
de mercurio versus o didmetro dos poros na idade de 168 dias. Ao analisar a Figura 85 (a),
observa-se a mesma tendéncia na distribui¢do dos poros maiores que 0,3 pm. Em poros menores
que 0,3 pm, observa-se um deslocamento das curvas, principalmente das amostras A S5e A 7
para a esquerda, conforme setas apontadas no detalhe (Figura 85a), ilustrando que houve uma
diminui¢do no tamanho dos poros, quando comparado a argamassa de referéncia (REF),

possivelmente causada pela precipitacao de CaCOs.
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Figura 85 — Didmetro dos poros versus log diferencial de intrusio aos 168 dias de todas
as amostras (a) e separadas por concentracio (b-e)
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Outro fato que pode ser observado a partir da analise da Figura 85 (d e e) ¢

que nas amostras de A 5 e A_7 os menores poros analisados no ensaio, em torno de 0,006 um,

nao foram visualizados aos 168 dias, mas foram quantificados 7 dias (Figura 84 d-e). Mostrando

que o tratamento bacteriano atuou no fechamento destes poros.

Para a comparagdo entre cada argamassas ao longo do periodo de cura, a

Figura 86 foi elaborada. Vale relembrar que o ensaio de PIM ¢ destrutivo, por esse motivo as

amostras analisadas aos 7 e 168 dias ndo sdo as mesmas, mas foram retiradas do mesmo corpo

de prova de 50x100 mm. Com o objetivo de evitar uma variabilidade significativa, todas as

amotras de PIM foram retiradas aos 7 dias dos corpos de prova e armazenadas em um recipiente

no tanque de cura até a idade de ensaio.
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Figura 86 — Comparativo do log da intrusdo acumulada ao longo do tempo de analise
por argamassa: REF (a), A 3(b), A S(¢c)e A 7 (d)
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Ao analisar a Figura 86 (a e b), verificou-se que a argamassa de referéncia
(REF) e a com adicdo de 10° esporos/mL (A _3) apresentaram a mesma tendéncia na
distribuicdo dos poros ao longo do periodo de cura, sendo que observou-se uma diminui¢ao dos
poros entre 0,04 € 0,09 pm e 0,006 um nestas argamassas.

Na Figura 86 (c), que ilustra a argamassa com adi¢io de 10° esporos/mL
(A_5), pode-se verificar um deslocamento da curva para a esquerda na faixa de 0,1 a 0,03 um,
aproximadamente, indicando uma diminui¢ao dos poros com tamanho de 0,1 pm, ao longo do
periodo de cura das argamassas. Além disso nesta amostra a menor dimensdo de poros
analisadas no ensaio (aproximadamente 0,006 um) foram fechados ao longo do periodo de cura.

Por fim, a Figura 86 (d) ilustra a argamassa com adi¢do de 107 esporos/mL
(A_7), na qual verificou-se uma maior intrusdo em poros de maiores dimensdes (entre 100 e
300 pm) aos 168 dias, quando comparado aos 7 dias. Além disso a curva apresentou uma
diminuic¢do seguida por um deslocamento na faixa 0,3 a 0,02 pm, indicando uma diminui¢ao
da porosidade nestes tamanhos. Assim como na amostra A_5, poros com aproximadamente

0,006 pm foram fechados pelo tratamento bacteriano durante o tempo de analise.
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De Muynck et al. (2010) realizaram estudos de PIM em amostras de calcario
com adicdo de bactérias a partir da imersdo das amostras em culturas crescidas de Bacillus
sphaericus durante um dia de idade. Os pesquisadores observaram que apos esse periodo de
exposicao nao houve diferencas significativas entre a PIM das amostras o tratamento com
bactéria e com esse tratamento. Porém o tempo de analise destes pesquisadores foi muito curto,
pois as bactérias ndo conseguem atuar tdo rapidamente no fechamento de poros e fissuras.

Luo e Qian (2016) realizaram testes de PIM, aos 28 dias de cura, em
argamassas com adi¢ao de esporos de bactérias alcali-resistentes com diferentes fontes de
calcio. Os pesquisadores observaram que as distribuicdes do tamanho dos poros foram
diferentes entre as amostras com e sem bactérias, sendo que na argamassa de referéncia (sem
bactérias) a maioria dos poros concentrou-se em didmetros entre 0,01 e 0,1 pm, enquanto a
adi¢do de bactérias aumentou a porosidade entre 0,1 e 1 pm, possivelmente pela diminui¢do de
poros maiores. Porém este ensaio foi conduzido apenas aos 28 dias de cura, andlises com idades
mais avancadas devem ser realizadas para ver a atuacao bacteriana ao longo do tempo.

Vale destacar que estes resultados corroboram com os apresentados por Jang
et al. (2020), apontando que os esporos liofilizados de bactérias sdo capazes de atuar no
fechamento de poros e fissuras sem a necessidade de protegdo.

Além da andlise de PIM, imagens dos poros foram obtidas em estereoscopio.

Os resultados obtidos estao apresentados no proximo topico.
4.2.2.2.4 Andalise dos poros por estereoscopio

Imagens de poros na superficie dos corpos de prova foram obtidas em
estereoscopio aos 28 e 168 dias. As Figuras 87, 88, 89 e 90 (a-b) ilustram os poros das

argamassas aos 28 dias e (c-d) aos 168 dias de cura.
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Figura 87 — Poros da argamassa de referéncia aos 28 (a-b) e aos 168 dias de cura (c-d)
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Figura 88 — Poros da argamassa A_3 aos 28 (a-b) e aos 168 dias de cura (c-d)

(a) '

m
lm

Fonte: Autora.

Figura 89 — Poros da argamassa A_5 aos 28 (a-b) e aos 168 dias de cura (c-d)
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Figura 90 — Poros da argamassa A_7 aos 28 (a-b) e aos 168 dias de cura (c-d)
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A partir da analise da Figura 87, pode-se visualizar que os poros
permaneceram com caracteristicas semelhantes, com o passar do tempo, sendo que foi
verificado apenas uma pequena deposicdo de cristais, provavelmente ocasionada pela
hidratagao de particulas que nao foram hidratadas anteriormente. Entretanto quando as bactérias
foram adicionadas, os depdsitos cristalinos foram maiores, como pode-se visualizar nas Figuras
88, 89 ¢ 90.

A partir da analide das Figuras 88, 89 e 90, pode-se observar uma precipitagcao
de cristais nos poros e na superficie das argamassas. Além disso pode-se verificar que os poros
sdo preenchidos por cristais de fora para dentro em poros de diferentes dimensdes. Os resultados
apresentados nestas figuras corroboram o resultado de absor¢ao de agua, indice de vazios e
PIM, os quais apresentaram:

e diminuicdo da absor¢do de agua e indice de vazios, quando as bactérias foram
adicionadas, principalmente nas concentracdes de 10° e 107 esporos/mL;

e deslocamento da curva do grafico de PIM para a esquerda, indicando uma diminui¢ao
nos tamanhos dos poros, nas concentracdes de 10° e 107 esporos/mL.

A argamassa que apresentou um maior preenchimento dos poros foi a
argamassa com adi¢do de 107 esporos/mL. Observando mais detalhadamente a Figura 90(a)
pode-se verificar que poros menores (indicados pelas setas) ja foram preenchidos por cristais
na idade de 28 dias, enquanto poros maiores estavam em processo de preenchimento.

Na sequéncia estdo apresentados os resultados de acompanhamento das

fissuras ao longo do periodo de analise.
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4.2.2.2.5 Acompanhamento de fissuras

Buscando a andlise de fissuras com caracteristicas proximas as encontradas
em edificagdes, amostras de 40x40x160 mm foram fissuradas a partir do ensaio de flexdo em
trés pontos, apos 7 dias de cura, utilizando uma prensa manual. O ensaio de flexdo em trés
pontos resultou na formagdo de fissuras de 0,2 a 0,3 mm.

Para a analise das fissuras, fotografias foram tomadas nas idades de 7, 28, 63
e 168 dias, os resultados estdo apresentados nas Figuras 91 e 92. Vale destacar que as amostras
nao foram analisadas por estereoscopio pois este acompanhamento foi realizado durante o inicio
da pandemia de Covid-19 e o acesso ao laboratério que contém esse equipamento estava
restrito.

Figura 91 — Fotografias das fissuras ao longo do tempo analisado das amostras REF e
A3

28

63

168

Fonte: Autora.

A partir da andlise da Figura 91, pode-se observar que as fissuras da
argamassa de referéncia (REF) sofreram uma pequena reducao. De acordo com Zhang et al.
(2019) a capacidade de autocicatrizagdo autégena dos materiais cimenticios ¢ limitada.
Edvardsen (1999) e Zhang et al., (2020) complementam que essa autocicatrizagdo pode ocorrer

pela reidratacdo de particulas de cimento ndo hidratadas ou insuficientemente hidratadas.
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Porém de acordo com este pesquisador a espessura maxima de fissura que pode ser fechada
nesse caso € limitada a 0,15 mm.

As fissuras com adi¢ao de esporos bacterianos, por sua vez, apresentaram
uma diminui¢do mais efetiva da sua espessura nas argamassas com adicio de 10° e 10’
esporos/mL (Figura 92). Entretanto apenas a argamassa A_7 apresentou um total fechamento
da fissura durante o tempo de anélise. De acordo com Zhang et al. (2019) a autocicatrizagdo de
fissuras por adicdo de bactérias vai gradativamente reduzindo a espessura da fissura, como
resultado da biomineralizagao.

Figura 92 — Fotografias das fissuras ao longo do tempo analisado das amostras A Se
A7

Fonte: Autora.

Além disso pode-se verificar que o fechamento das fissuras acontece das
paredes da fissura para o seu interior, o0 que corrobora com os resultados apresentados por Qian
et al. (2009). Entretanto ao observar a evolugdo da autocicatrizagdo, verificou-se uma maior
autocicatrizacao até os 63 dias de analise e uma pequena influéncia apds essa idade. Tal fato
pode ter ocorrido pela bactéria ter consumido o hidroxido de célcio presente no material e apds
os 63 dias ndo possuir uma fonte de céalcio para promover a autocicatrizagdo. Por esse motivo,
conforme relatado anteriormente, na proxima etapa experimental uma fonte de calcio serad

adicionada a matriz cimenticia.
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Além disso de acordo com Mondal e Ghosh (2018), conforme as fissuras e
poros sdo fechados, o material fica mais impermeavel, o que dificulta o acesso da agua a
bactéria e prejutica a continuidade das reagdes de autocicatrizagao.

De acordo com Wang et al. (2014)?¢® a abertura méaxima de fissuras fechada
por bactérias € de 0,46 mm. Wiktor e Jonkers (2011) conseguiram fechar fissuras de até 0,4 mm
apos 100 dias de cura, adicionando a bactéria Bacillus alkalinitrilicus juntamente com uma
solugdo de lactato de calcio na concentragio 10° esporos/mL incorporados em argila expandida.

Além destes pesquisadores, Xu e Wang (2018) conseguiram fechar fissuras
de 0,42 mm utilizando bactérias encapsuladas com meio de cultivo e fonte de célcio. Porém a
adi¢do de meio de cultivo em materiais cimenticios pode ser prejudicial as propriedades
mecanicas e a durabilidade.

E importante relembrar que, apés o periodo de anélise as fissuras foram
raspadas para andlise em MEV e EDS. Os resultados obtidos podem ser visualizados na

sequéncia.
4.2.2.2.6 Andlise em MEV do material precipitado

Apo6s os 168 dias o material precipitado nas fissuras foi raspado com o uso de
um bisturi e encaminhado para analise em Microscopio Eletronico de Varredura. As imagens
obtidas estdo apresentadas na Figura 93, sendo que as setas apontam para morfologias tipicas

de cristais de calcita (Cc) e aragonita (Ar), ambos polimorficos de carbonato de calcio.

160



Figura 93 — MEV do material retirado das fissuras das amostras REF (a), A 3 (b), A §
(c) e A_7 (d), com ampliacdo de 6.000 vezes

RENE ®)

Notas: Calcita (Cc); Aragonita (Ar).

Fonte: Autora.

A partir da analise da Figura 93, pode-se observar que na amostra de
referéncia ndo foram encontrados cristais, enquanto nas amostras com adi¢do de esporos
bacterianos cristais com morfologia de calcita e aragonita foram encontrados. De acordo com
De Muynck el al. (2010) e Sharma e/ al. (2017) a autocicatrizagdo de fissuras por adi¢do de
bactérias ¢ resultado da precipitagdo de carbonato de célcio, tipicamente na forma de calcita,
varita e aragonita. A morfologia dos cristais corrobora com o apresentado na literatura por
Konno el al. (2002), Braissant e/ al. (2003), Muynck el al. (2008), Park e/ al. (2012) e
Schwantes-Cezario e/ al. (2017).

Além das morfologias tipicas de calcita (Cc) e aragonita (Ar), também foram
encontrados cristais de varita (Vat) nas amostras A 3, A 5 e A_7, conforme ilustra a Figura

94. Vale destacar que a morfologia apresentada corrobora com a apresentada por Dhami, Reddy

e Mukherjee (2013).
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Figura 94 — Cristais encontrados nas amostras de A 3 (a), A S(b)e A _7 (¢)

Notas: Calcita (Cc); Aragonita (Ar); Varita (Vat).
Fonte: Autora.

O Sistema de Energia Dispersiva (EDS), associado as morfologias
encontradas nas amostras retiradas das fissuras, estdo apresentados nas Figuras 95, 96 ¢ 97. A
Figura 95 (a) apresenta a imagem de MEV e EDS do material retirado da fissura da argamassa
de referéncia (REF), na qual ndo se verificou a precipitagao de cristais. Na sequéncia, na Figura
95 (b) e (c) tem-se as imagens e o EDS do material retirado da fissura da argamassa com adig¢ao
de 10® esporos/mL (A_3), com morfologias tipicas de calcita (b) e aragonita (c). Vale destacar
que o EDS da Figura 95 (b) apresentou um pico de magnésio (Mg), possivelmente pela

precipitacdo de dolomita (CaMg(COs3)y).
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Figura 95 — MEV e EDS do material retirado da fissura da argamassa de referéncia (a) e
da argamassa com adi¢ao de 10° esporos/mL (b e ¢)
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Fonte: Autora.

Na Figura 96 tem-se as imagens de MEV e os difratogramas de EDS da
argamassa com adi¢do de 10° células/mL (A_5), sendo que em (a) tem-se a morfologia tipica

de calcita, em (b) aragonita e (c) calcita e dolomita.
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Figura 96 — MEV e EDS do material retirado da fissura da argamassa com adig¢io de 103
esporos/mL (a, b e ¢)
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Fonte: Autora.

Por fim, na Figura 97 estdo apresentadas as imagens de MEV e o EDS do
material retirado da fissura da argamassa com 10’ esporos/mL (A_7), na qual em (a) pode-se

visualizar morfologias tipicas de calcita, em (b) de aragonita € em (c) de dolomita.
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Figura 97 — MEV e EDS do material retirado da fissura da argamassa com adicio de

107 esporos/mL (a, b e ¢)
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Fonte: Autora.

Analisando as amostras retiradas das argamassas com adi¢do de esporos
bacterianos, observou-se além das morfologias tipicias ja apresentadas na literatura, picos de
calcio, carbono e oxigénio, quando foram visualizadas morfologias tipicas de cristais de CaCO3,
como calcita e aragonita. Além disso observou-se a precipitacdo de dolomita, caracterizados
por cristais de maiores dimensdes. Entretanto vale destacar que de acordo com Jung e
colaboradores (2020) os cristais de CaCO3 precipitados por bactérias ndo ureoliticas variam em

tamanho dependendo do tipo de fonte de célcio utilizada pela bactéria na bioprecipitagao.
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E importante apontar que, em uma anélise global das amostras, foi verificada
uma tendéncia maior de precipitacao de calcita, na sequéncia aragonita e uma menor incidéncia
de varita e dolomita.

Desta forma, a partir dos resultados apresentados, a concentragio de 10’
esporos/mL foi selecionada para a terceira e Gltima campanha experimental. Essa escolha foi
embasada principalmente nos resultados do acompanhamento da fissura por imagem, no qual
verificou-se que a argamassa A 7 foi capaz de fechar a fissura de maneira completa, enquanto
a concentracdo de 10° esporos/mL (A _5) ndo teve essa capacidade. Vale destacar que essa
concentragdo ndo apresentou prejuizos as propriedades mecanicas e ndo se diferenciou
estatisticamente da concentragiio de 10° esporos/mL nos ensaios de absor¢do de 4gua e indice
de vazios e também teve capacidade de fechamento de poros de acordo com as imagens obtidas

por estereoscopio.
4.3 TERCEIRA CAMPANHA EXPERIMENTAL

A partir dos resultados das duas primeiras campanhas experimentais, a
terceira tem como objetivo determinar se ha influéncia da condicdo de exposicdo na
autocicatrizacdo mediante a adicdo dos esporos bacterianos. Para isso, foi utilizada a mesma
argamassa de traco 1:3, em massa, com relacao a/c de 0,54 e adi¢dao de esporos na concentragao
de 107 esporos/mL. Além disso nesta campanha foi adicionado lactato de calcio em 3%, com
relagdo a massa de cimento, buscando potencializar a atuacdo bacteriana na precipitacdo de

CaCO:s. Os resultados obtidos estdo apresentados na sequéncia.
4.3.1 Ensaios no estado fresco

Na Tabela 14 estao apresentados os resultados de massa especifica e de indice
de consisténcia das argamassas. Vale relembrar que para os ensaios no estado fresco havia
apenas trés grupos de amostras: a referéncia, com esporos e o tratamento de superficie, pois as
amostras foram submetidas as diferentes condi¢des de exposi¢ao apenas apos o 7° dia de cura.

Tabela 14 — Resultados dos ensaios das argamassas em fresco

Grupo
Grl{\po. (IO Tratamento de
Argamassas Referéncia  Esporos -
R) (E) Superficie
(E_TS)
indice de consisténcia (mm) 250 270 250
Massa especifica (g/cm?) 2,18 2,20 2,18

Fonte: Autora.
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A partir da analise da Tabela 14 observou-se que a massa especifica, em
média, foi de 2,19 g/cm? e que o indice de consisténcia foi de 260 + 10 mm. A Figura 98 ilustra
o resultado do ensaio de consisténcia das argamassas, a partir da qual pode-se visualizar que
um aumento no indice de consisténcia pela adigdo dos esporos bacterianos, o que corrobora
com estudos apresentados por Luo e Quian (2016) e com os resultados obtidos na segunda
campanha experimental.

Figura 98 — Indice de consisténcia do grupo: de referéncia (a), esporos (b) e tratamento
de superficia (c)

Fonte: Autora.

Vale destacar que o indice de consisténcia da argamassa de referéncia e com
adi¢do dos esporos bacterianos foi o mesmo da segunda campanha experimental. Tal fato indica
que a adi¢do de lactato de calcio ndo influenciou no indice de consisténcia.

Apos a realizagdo dos ensaios em fresco, os corpos de prova foram moldados
para andlise no estado endurecido quanto a autocicatrizagao de fissuras (Etapa 1), fechamento
de poros (Etapa 2) e resisténcia a compressao e avango de carbonatagao (Etapa 3). Os resultados

destes ensaios estdo apresentados na sequéncia.
4.3.2 Etapal

Na etapa 1 analisou-se a autocicatrizacdo de corpos de prova fissurados a
partir de analise de imagem em estereoscopio e a partir de ensaio de permeabilidade a carga
variavel. Apods o periodo de 168 dias, as fissuras foram raspadas e encaminhadas para ensaios

de FRX, DRX ¢ TG.
4.3.2.1 Acompanhamento das fissuras em estereoscopio

O acompanhamento das fissuras em estereoscopio foi realizado para a analise
visual e para o célculo da taxa de autocicatriza¢dao ao longo do tempo. As fissuras analisadas
variaram de 0,140 a 0,327 mm, sendo que na Tabela 15 tem-se a espessura média, aos 7 dias,

das amostras analisadas em estereoscopio.
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Tabela 15 — Espessuras médias das fissuras medidas em estereoscopio aos 7 dias

Amostra Espessura média (mm)
R Ar 0,317
E Ar 0,182
R Im Agua 0,145
E Im Agua 0,140
R Im Cal 0,187
E Im Cal 0,185
R Int 0,296
E Int 0,327
R TS 0,184
E TS 0,208

Fonte: Autora.

As Figuras 99 a 100 ilustram o acompanhamento das fissuras em
estereoscopio ao longo do periodo de analise, separadas por condi¢do de exposi¢io na seguinte
ordem: amostras expostas ao ar (R_Ar e E_Ar — Figura 99), imersas em dgua (R_Im_Agua e
E Im_Agua— Figura 100), imersas em 4gua saturada com cal (R_Im_Cale E_Im_Cal —Figura
101), em regime intermitente (R _Int e E Int - Figura 102) e submetidas ao tratamento de
superficie (E_TS - Figura 103). Vale destacar que ap6s a apresentacdo das imagens de
estereoscopio obtidas ao longo do tempo, os resultados da taxa de autocicatrizacdo serdo
apresentados e discutidos.

A partir da comparagdo das imagens das amostras expostas ao ar (Figura 99),
nota-se uma pequena alteracdo em relacao a espessura da fissura formada ao longo do tempo,
além de ndo ser possivel identificar visualmente a formagao de cristais de carbonato de célcio.
Tal fato corrobora com a literatura, que indica uma maior dificuldade da bioprecipitacdo na
auséncia de agua (ZHANG et al. 2020), apontando que apenas a umidade presente no ar nao
foi suficiente para que a autocicatrizacdo da fissura ocorresse. Vale destacar que as amostras

ndo ficaram em cdmara imida, para simular a situagdo mais proxima do real.
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Figura 99 — Imagens de estereoscopio das amostras expostas ao ar ao longo do periodo
analisado
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Fonte: Autora.

De acordo com Justo-Reinoso e colaboradores (2021) a espessura da fissura
¢ um fator determinante na velocidade de autocicatrizag¢do por agdo bacteriana. De acordo com
os pesquisadores diferentes eficiéncias de fechamento de fissuras foram observadas na
literatura. Tal fato € justificado por diferentes fatores adotados, como a espécie bacteriana, os
meios de crescimento, a condi¢do de exposicao, entre outros.

Liu, Xu e Xing (2020) estudaram a adi¢@o da bactéria S. pasteurii imobilizada
em perlita expandida. Apoés a fissuracao pelo ensaio de flexdo em 3 pontos, que gerou fissuras
de aproximadamente 0,3 mm, os corpos de prova foram expostos ao ambiente e houve a
autocicatrizacdo pela adi¢cdo das bactérias. Entretanto o artigo ndo relata a umidade relativa que

as amostras ficaram expostas durante o periodo de andlise.

169



Na sequéncia tem-se as imagens das amostras imersas em agua ao longo do
periodo de andlise (Figura 100). Em comparacdo a condi¢do exposta ao ar (Figura 99), as
amostras imersas em agua apresentaram um melhor desempenho na precipitagcdo de cristais,
sendo possivel visualizar a formacao dos cristais de CaCOs3, principalmente a partir da idade de
28 dias da amostra com esporos (E_Im Agua). Pequenas diminui¢des foram evidenciadas
também na amostra de referéncia, em decorréncia da autocicatrizagdo autégena. Entretanto o
fechamento foi maior na amostra com adi¢do dos esporos bacterianos, corroborando com os
resultados apresentados por Schlangen e Wang (2015), Tang, Kardani e Cui (2015) e De Brito
e Kurda (2020).

Figura 100 — Imagens de estereoscopio das amostras imersas em agua ao longo do
periodo analisado
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Fonte: Autora.

E interessante relatar que dentre os artigos levantados na revisdo

bibliografica, grande parte estudou a condi¢cdo de cura submersa em agua (em torno de 46%),
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mesmo que esta ndo fosse avaliada de maneira comparativa com outras condi¢des de cura ou
de exposic¢do. Tal fato ¢ justificado por varios autores relatarem que a presenca de agua liquida
¢ necessaria para que as bactérias sejam capazes de precipitar cristias de CaCOs. Entretanto este
fato nao ¢ corroborado por todos os pesquisadores, sendo que alguns estudos apontam que
condi¢des imidas sdo suficientes para certas cepas cristalizarem fissuras (ALAZHARI et al.
2018).

Neste sentido, Alazhari e colaboradores (2018) estudaram a bactéria B.
pseudofirmus encapsulada em agregados em concentragdes entre 10° e 10% células/mL,
juntamente com meio de cultivo e acetato de calcio. Os pesquisadores curaram as amostras
imersas em agua nos primeiros 28 dias e nesta idade realizaram a fissurag¢do. Apo0s a fissuragao,
as amostras ficaram armazenadas a umidade relativa proxima a 100% e temperatura de 30°C.
Apos 165 dias de analise, os autores verificaram a autocicatrizagao das fissuras frente a adi¢ao
de bactérias.

A Figura 101 ilustra o acompanhamento das fissuras das amostras imersas em
cal. A partir da Figura 101, nota-se que a amostra com esporos imersa em agua saturada com
cal (E _Im_Cal) apresentou um maior fechamento da fissura, comparada a amostra referéncia
(R_Im_Cal), sendo possivel observar a formagado dos cristais ao longo da fissura.

A cal pode ser uma fonte adicional de calcio para que a precipitacdo de CaCOs
acontecga por vias metabolicas bacterianas, por esse motivo, era esperado que a autocicatrizagao
fosse maior nas amostras em contato com cal do que nas amostras imersas em agua. Vale
ressaltar que em escala de laboratorio a cura convencional ¢ em 4agua saturada com cal
decorrente da indicagdo da NBR 5738 (ABNT, 2015), no entanto, este procedimento ndo ¢

adotado em edificacdes reais.
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Figura 101 — Imagens de estereoscopio das amostras imersas em cal ao longo do periodo
analisado
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Fonte: Autora.

Na sequéncia tem-se a Figura 102 com as imagens das amostras do regime
intermitente. Vale relembrar que as argamassas submetidas ao regime intermitente ficaram,
durante os 168 dias de analise, expostas ao ar por 12 horas e imersas em agua nas 12 horas
restantes. Para que isso fosse possivel, um sistema mecanizado foi elaborado, conforme

apresentado no item 3.3.2.1.
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Figura 102 — Imagens de estereoscopio das amostras submetidas ao regime intermitente
ao longo do periodo analisado
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Fonte: Autora.

Como pode-se observar, entre as amostras que tiveram a adi¢do de bactéria
no momento da mistura, a maior atuag¢do foi no regime intermitente, onde verificou-se uma
autocicatrizacdo quase que completa em uma fissura de maior espessura que as anteriores.

Tal fato corrobora com o relatado por Tziviloglou et al. (2016) e Wang et al.
(2014), que verificaram um maior fechamento de fissuras quando as amostras eram submetidas
a regimes intermitentes (dry-wet). Entretanto Luo, Qian e Li (2015) verificaram uma maior
autocicatrizagdo em amostras imersas em agua. E vélido destacar que diferentes bactérias
podem precipitar CaCO3 em diferentes condigdes, por isso o estudo das condicdes de exposicao
¢ importante quando se busca uma bactéria para autocicatrizagdo em materiais cimenticios.

A condigdo de exposicao intermitente também foi estudada por Wang et al.
(2014), Tziviloglou et al. (2016), Luo et al. (2015) e Van Mullem et al. (2020). Estes
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pesquisadores atribuem o sucesso da autocicatrizagdo por agdo bacteriana no regime
intermitente a presenca de agua durante o periodo imerso e de CO; durante o periodo ao ar.

De acordo com El-Turki ef al. (2010) o regime intermitente pode favorecer a
carbonatacdo, que pode potencializar a autocicatrizacdo. Como carbonato de calcio adicional
pode ser produzido devido a reacdo entre o hidréxido de calcio e o CO; atmosférico, ou gerado
pela respiragdo bacteriana, ¢ provavel que ambientes intermitentes (Umidos/secos) sejam
benéficos, pois a carbonatacao tem se mostrado mais rapida em tais ambientes.

Segundo Alazhari et al. (2018) o método de respiracdo aerdbica para
conversao de uma fonte de célcio em carbonato de calcio requer a presenga de oxigénio e,
consequentemente, a cura tende a ser lenta sob a agua e potencializada por regimes
intermitentes (secos/amidos). Entretanto existem bactérias anaerobias ou aerdbias facultativas
que podem ser aplicadas e ndo necessitam de oxigénio para a respiragdo celular.

Além das argamassas que tiveram adi¢do dos esporos bacterianos no
momento da mistura (E_Ar, E Im_Agua, E Im_Cal e E_Int), uma argamassa sem a adigdo dos
microrganismos na agua de amassamento foi elaborada para que os esporos bacterianos
pudessem ser adicionados como tratamento de superficie (E_TS), com um dispositivo
borrifador. As imagens obtidas desta argamassa estdo apresentadas na Figura 103. Vale
relembrar que a argamassa recebeu o tratamento de superficie 2x ao dia, aproximadamente as

8 e 18 horas, durante os 168 dias de analise.
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Figura 103 — Imagens de estereoscopio das amostras tratadas superficialmente com a
solucio bacteriana ao longo do periodo analisado
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Fonte: Autora.

Como pode-se observar na Figura 103, dos 28 aos 63 dias, basicamente toda
a superficie da fissura foi fechada mediante ao tratamento bacteriano, mostrando que a bactéria
testada poderia ser utilizada em edificagdes existentes para o tratamento de fissuras estéticas.

Vale destacar que a amostra do tratamento de superficie foi comparada com
uma amostra de mesma composicdo, chamada de R_TS, exposta ao ar e sem a aplicacao da
solugdo bacteriana e lactato de célcio.

Daskalakis e colaboradores (2015) utilizaram a bactéria B. pumilus isolada de
uma caverna da Grécia, para o tratamento de superficie de pegas de marmore, a solucao utilizada

tinha de 10® a 10° células/mL e era suplementada com acetato de calcio e meio de cultivo a base
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de peptona. Os pesquisadores ndo avaliaram fissuras, mas verificaram a formagao constante de
varita, mesmo em amostras que foram reavaliadas depois de 365 dias.

Choi e colaboradores (2017) realizaram o tratamento de superficie de
argamassas com a adi¢do da bactéria Sp. pasteurii com uma solugdo de ureia e cloreto de célcio.
A ureia foi utilizada pois o microrganismo testado ¢ uma bactéria ureolitica (precipita CaCO3
a partir da hidrdlise da ureia) e as fissuras analisadas variaram entre 0,15 ¢ 1,72 mm.

Para o tratamento de superficie, os pesquisadores imergiram os corpos de
prova na solugdo bacteriana por duas horas, para que eles estivessem saturados, deixavam-os
em uma superficie plana por 5 minutos, para que o excesso de solugdo escorresse e na sequéncia
imergiram as amostras na solu¢do de ureia e cloreto de calcio por 22 horas. Este procedimento
foi considerado pelos pesquisadores como um ciclo de tratamento (CHOI ef al., 2017).

Através da realizagao do experimento, os pesquisadores verificaram que o
aumento do nimero de ciclos de tratamento resultou em uma diminui¢ao da permeabilidade a
carga constante em corpos de prova fissurados, ou seja, as fissuras foram se fechando com o
aumento dos ciclos. Além disso quanto maior era o nimero de ciclos, os microrganismos eram
capazes de fechar fissuras de maiores espessuras e por esse motivo o tratamento foi considerado
eficaz no fechamento de fissuras (CHOI et al., 2017).

Por fim, a primeira aplicacdo em escala real de bactérias como tratamento de
superficie foi realizada por Wiktor e Jonkers (2015). Estes pesquisadores avaliaram fissuras
reais (1 a 3 mm) de um edificio garagem e as trataram com uma solu¢do de bactérias élcali-
resistentes por pulverizagdo. A solucdo foi aplicada apos dois meses os pesquisadores
observaram uma diminui¢do na permeabilidade da laje frente ao tratamento. Desta forma,
observa-se que o tratamento de superficie por adi¢ao de bactérias tem se demonstrado eficaz na
literatura, corroborando com os resultados encontrados neste trabalho.

Apds a analise das imagens, o calculo da taxa de autocicatrizacdo foi realizado
com a aplicacdo da Equagdo 1. Para tal, em cada fissura, quatro medidas foram tomadas para o
calculo da espessura média em cada idade. As medidas foram realizadas nas extremidades
ilustradas nas Figuras 99 a 103, e duas medidas intermediarias a estas foram tomadas.
Entretanto por questdo de poluicdo visual, elas ndo foram apresentadas nas imagens.

O resultado da taxa de autocicatrizacdo ao longo do tempo pode ser
visualizado na Figura 104 para todas as condigdes de exposicao e na sequéncia na Figura 105

separado por condi¢do de exposicao para a comparacao com as respectivas referéncias.
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Vale destacar que a cor utilizada para cada condi¢do de exposicao foi
padronizada para todos os resultados, de maneira a facilitar a andlise. A cor azul clara estd
relacionada a cura ao ar, a cor azul escura as amostras imersas em agua, as linhas laranjadas
representam as amostras imersas em cal e as vermelhas as submetidas ao regime intermitente.
Além disso as linhas continuas sdo relacionadas a adi¢do dos esporos e as linhas pontilhadas
estdo relacionadas as suas respectivas referéncias.

Figura 104 — Taxa de autocicatrizacio calculada com base no acompanhamento da
espessura das fissuras em estereoscopio das amostras com e sem adicao de bactérias na
agua de amassamento para todas as condicoes de exposicao
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R Im Cal E Im Cal ==0==-R Int —e—E Int

100 * —&
90
80
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60
50
40
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7 28 49 70 91 112 133 154 175
Tempo de analise (dias)

Fonte: Autora.

A partir de uma analise geral do grafico pode-se observar a maior taxa de
autocicatrizagao foi atingida pela argamassa E_Int, seguida da E_Im_Cal e E_Im_Agua. Além
disso verificou-se que a taxa de autocicatrizagdo das argamassas de referéncia (R_Ar,
R Im Agua, R Im Cal e R_Int) foram inferiores a 35% durante todo o periodo de anélise.

Vale destacar que taxas de autocicatrizacao entre 30 e 40% foram encontradas
em amostras fissuradas sem bactérias em estudos realizados por Liu, Xu e Xing (2020) e Skevi
et al. (2021) em decorréncia da autocicatrizagdo autdogena.

Entretanto Liu, Xu e Xing (2020) estudaram as amostras apenas até¢ a idade
de 28 dias e observaram também uma taxa de autocicatrizagdo proxima a 90% quando o
concreto foi tratado com bactéria e lactato de calcio impregnados em perlita expandida. As

fissuras estudadas pelos pesquisadores tinham espessura entre 0,25 e 0,33 mm, porém os
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pesquisadores nao detalharam a condi¢do de exposicao das amostras apds a fissuracdo, apenas
relataram que elas foram colocadas em pallets e expostas ao ar.

Ademais, constatou-se que em todas as argamassas a taxa de autocicatrizagao
aumentou de maneira mais efetiva até¢ a idade de 28 dias, depois deste tempo o crescimento
continuou apenas nas argamassas com adicdo de esporos bacterianos, mas nao na mesma
intensidade. Tal fato ocorreu pela presenca do hidroxido de célcio e lactato de célcio nas
amostras, os quais podem ser utilizados pela bactéria na precipitagcdo de CaCO3 conforme
indicado nas Equagoes 12 e 13 (JONKERS et al., 2010 e MOHAMMED et al. 2020).

A taxa de autocicatrizacdo da condi¢do exposta ao ar foi a inica que mesmo
com a adi¢do dos esporos bacterianos ficou abaixo de 35% durante o tempo de analise, tal fato
indica uma limitagao quanto ao uso do tratamento bacteriano para autocicatriza¢ao de fissuras
em ambientes secos. Este comportamento esta associado a necessidade de a bactéria estar em
contato com a dgua para que possa precipitar cristais de CaCO3; (ZHANG et al. 2020), sendo
que a umidade do ar ndo foi suficiente para desencadear as reagdes de precipitacao.

A verificagdo na exposi¢ao ao ar ¢ importante por se tratar da situagao real de
edificacdes convencionais. Pensando em uma futura aplicagdo da solu¢do bacteriana na
construcao civil, frente aos resultados obtidos até esse momento, observa-se que ela teria maior
potencial de aplicagao em ambientes umidos ou em contato direto com a agua.

A Figura 105 ilustra as taxas de autocicatrizacao separadas por condicao de
exposicao, para que se possa realizar uma melhor comparagdo da atuagdo bacteriana em cada

condi¢do de exposi¢do, quando comparada a sua respectiva referéncia.
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Figura 105 — Taxa de autocicatrizacao calculada separada por condicio de exposicao: ao
ar (a), imersa em agua (b), imersa em cal (c), em regime intermitente (d) e do tratamento

de superficie (e)

Fonte: Autora.

A partir da Figura 105, observa-se que na condigdo exposta ao ar o tratamento
bacteriano nao foi efetivo, pois, as curvas da R_Are E_Ar estdo basicamente sobrepostas e com
uma baixa taxa de autocicatrizagdo. Nas condi¢des em contato com dgua, por sua vez, a taxa de
autocicatrizacdo frente a adi¢do bacteriana foi maior, em torno de 50% na imersa em agua, 76%
na imersa em cal e 100% no regime intermitente.

Ao examinar a Figura 105 (e) verifica-se uma atuagdo significativa do
tratamento de superficie na autocicatrizagao apds os 28 dias de idade, mostrando que este foi
capaz de fechar a fissura durante o tempo de analise. Vale destacar que o tratamento de
superficie (E_TS) ndo foi adicionado a Figura 104 pois sua composicao ¢ diferente das demais

argamassas, ja que nao possui lactato de célcio em sua composicdo, mas foi tratado
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superficialmente com a solu¢do em mesma concentracdo do que foi adicionado na agua de
amassamento.

Vale destacar que o tratamento de superficie também foi capaz de fechar
fissuras durante o tempo de analise, mostrando-se como uma alternativa para o tratamento de
fissuras em edificacdes reais. Entretanto mais estudos precisam ser conduzidos para verificar
se o potencial do material ¢ o mesmo em superficies pintadas e o tempo que a solugao leva para
fechar fissuras de diferentes espessuras.

Stuckrath e colaboradores (2014) analisaram fissuras de 0,08 a 0,22 mm em
diferentes grupos de amostras com e sem a bactéria B. pseudofirmus e verificaram que apenas
a adi¢do de lactato de calcio foi capaz de autocicatrizar as fissuras durante o tempo de analise
(100 dias). De acordo com os pesquisadores tal fato ¢ justificado pela adi¢do do lactato de calcio
contribuir para a carbonatagao e resultar na autocicatrizagao de fissuras de pequenas dimensdes.
Jonkers et al. (2010) e Tan et al. (2020) observaram o mesmo comportamento para fissuras de
pequenas dimensdes.

Além da analise de fissuras por estereoscopio, o ensaio de permeabilidade por
carga varidvel foi realizado em amostras fissuradas para a determinagcdo da taxa de

autocicatrizacdo, estes resultados estdo apresentados na sequéncia.
4.3.2.2 Permeabilidade em corpos de prova fissurados

O ensaio de permeabilidade seguiu as recomendagdes do Teste da Rilem 11.4
(TAN et al., 2020; REEKSTING et al., 2020) e foi realizado sempre no mesmo corpo de prova
ao longo do periodo de cura. Para a determinacdo da permeabilidade foi utilizada a Eq. 14 e
para o célculo da autocicatrizagdo a Eq. 15.

Dos dois corpos de prova destinados a este ensaio apenas um foi selecionado,
pois mesmo tomando todos os cuidados durante o processo de fissuragdo, houve variagdes nas
espessuras obtidas que consequentemente influenciaram nos resultados.

Desta maneira, para realizacdo de uma analise comparativa, fissuras medidas
aos 7 dias, em estereoscopio, entre 0,178 mm e 0,199 mm foram selecionadas. Vale destacar
que sempre se buscou selecionar os corpos de prova com espessura mais proxima em cada
condicdo de exposicdo, para que se pudesse avaliar a influéncia da adicdo dos esporos na
permeabilidade e na autocicatrizagdo do material. As espessuras de fissura dos corpos de prova

ensaiados estdo apresentadas na Tabela 16.
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Tabela 16 — Espessuras médias das fissuras medidas em estereoscopio aos 7 dias e
utilizadas no ensaio de permeabilidade

Amostra Espessura média (mm)
R Ar 0,196
E Ar 0,199
R Im Agua 0,179
E Im Agua 0,178
R Im Cal 0,186
E Im Cal 0,184
R Int 0,181
E Int 0,179
R TS 0,196
E TS 0,200

Fonte: Autora.

E importante destacar que a determinagdo da espessura média, aos 7 dias,

seguiu 0s mesmos parametros da determinacdo das espessuras em estereoscopio. Quatro

medi¢des foram realizadas, ao longo da fissura e a média destas foi obtida para cada corpo de

prova.

As Figuras 106 e 107 (a) ilustram os resultados da permeabilidade e da taxa

de autocicatriza¢ao das amostras expostas ao ar, imersas em agua, imersas em cal e submetidas

ao regime intermitente de maneira conjunta, para uma analise global dos resultados. As Figuras

106 e 107 (b-e) exibem os resultados da permeabilidade e da taxa de autocicatrizacao separadas

por condigdo de exposi¢do. E importante citar que a taxa de autocicatrizagio do tratamento de

superficie serd apresentado mais a diante, pela composi¢ao da matriz cimenticia ser diferente.
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Figura 106 — Permeabilidade dos corpos de prova fissurados ao longo do tempo para as
diferentes condicoes de exposi¢cao (a) e separado por condicio de exposiciao (b-e)
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Fonte: Autora.
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Figura 107 — Taxa de autocicatrizacio dos corpos de prova ao longo do tempo para as
diferentes condicoes de exposi¢cao (a) e separado por condicio de exposiciao (b-e)
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Fonte: Autora.

Frente ao apresentado ¢ importante destacar que os resultados obtidos da taxa
de autocicatrizacao por medi¢cdo da espessura e por permeabilidade ndo devem ser comparados,
pois foram realizados em corpos de prova diferentes e dessa maneira os aspectos geométricos
da fissura (espessura, profundidade e forma) ndo eram iguais.

E interessante destacar que fissuras reais tem um formato proximo a um “V?,
com a espessura diminuindo ao longo da sua profundidade. Desta maneira, a anélise pela
permeabilidade consegue avaliar a autocicatrizagdo de forma mais efetiva. Sendo assim, a

tendéncia ¢ que a taxa de autocicatrizagdo pela permeabilidade seja maior, lembrando que o
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processo de autocicatrizacdo se inicia da parede da fissura para o seu interior na menor
espessura da fissura.

Assim, observa-se que a argamassa exposta ao ar apresentou um
comportamento semelhante com e sem adi¢do de bactérias, refor¢ando a necessidade da
bactéria B. subtilis CV16 estar em contato com agua para que a precipitacdo de CaCOs3 ocorra.
Nas demais condi¢des de exposicao verificou-se uma mudanga maior no comportamento das
argamassas com adi¢ao de esporos quando comparadas as suas respectivas referéncias.

De maneira geral, observa-se que a inclinagdo da reta nas amostras com
adicdo dos esporos bacterianos ¢ em contato com agua (E_Im_Agua, E Im_Cal e E_Int) foi
maior nas primeiras idades. Tal fato pode estar associado a fissura ter sido fechada em sua maior
profundidade, onde a espessura tende a ser menor. Além disso conforme abordado no topico
anterior, nas primeiras idades as bactérias tinham contato com lactato de calcio e hidroxido de
calcio, os quais podem ser utilizados na producao de CaCOs, fazendo com que o fechamento
das fissuras fosse maior durante o periodo inicial.

Além disso Mondal e Ghosh (2018) relataram que conforme a taxa de
autocicatrizacdo aumenta a amostra torna-se mais impermeavel. Devido ao aumento da
impermeabilidade na superficie da amostra, tem-se uma menor quantidade de agua disponivel
internamente, diminuindo a velocidade de cicatrizagao com o passar do tempo.

Qian et al. (2015) estudaram a adi¢ao da bactéria B. mucilaginous L3 em
pastas cimenticas, juntamente com nutrientes, € observaram que com a adi¢cdo bacteriana
juntamente com os nutrientes resultou na diminui¢do da permeabilidade durante o tempo de
analise. Entretanto a adi¢ao dos nutrientes, sem a bactéria, resultou em uma diminui¢do da
permeabilidade nos primeiros 5 dias, depois ndo houve diferenca entre o grupo de amostras
com nutrientes e sem (referéncia).

Além disso estes pesquisadores observaram que fissuras de at¢ 0,4 mm
obtiveram mais de 90% de autocicatrizacao apos 30 dias, frente a adicdo do microrganismo
com meio de cultivo. Entretanto verificaram que fissuras de maiores espessuras (entre 0,5 e 0,8
mm) tiveram autocicatrizacdo entre 60 e 80%, respectivamente. Vale ressaltar que estas
amostras, apos a fissuragdo, foram armazenadas em cdmara imida a umidade de 95% e
temperatura relativa de 20 + 2°C (QIAN et al., 2015).

Wang e colaboradores (2014) verificaram que a partir da adi¢cao de bactérias
encapsuladas houve uma diminui¢do da permeabilidade, principalmente exposta ao regime

intermitente (16 horas imerso/8 horas ao ar), mas que essa atuagdo bacteriana se estabilizou
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entre 20 e 30 dias. A partir da andlise das Figuras 106 e 107, observa-se que a estabilizagdo se
deu a partir dos 63 dias nas amostras em contato com agua (imersa em agua, em cal e exposta
ao regime intermitente), sendo que quando as bactérias foram adicionadas, nesta idade a fissura
estava basicamente 100% autocicatrizadas.

Rong et al. (2020) estudaram a incorporagdo da bactéria Sp. pasteurii em
diferentes concentragdes juntamente com meio de cultivo, ureia e acetato e calcio em
argamassas. Estes pesquisadores calcularam a taxa de autocicatrizagao a partir da medigao da
fissura e pelo ensaio de permeabilidade e observaram a mesma tendéncia verificada nos
resultados deste trabalho, com uma maior autocicatrizacao nas primeiras idades.

Quando os pesquisadores adicionaram a concentracdo de 107 células/mL e
calcularam a taxa de autocicatrizacdo pela medigao da fissura, verificaram uma taxa de
autocicatrizacao de fissuras entre 0,2 ¢ 0,3 mm de 65% aos 28 dias e 68% aos 50 dias. Vale
destacar que Rong e colaboradores (2020) estudaram apenas a condi¢do de exposi¢do imersa
em agua e esta mesma condicdo de exposi¢ao pode ser observada na Figura 105 (b), em que a
taxa de autocicatrizagao foi proxima a 60%, sem a adi¢ao de ureia e meio de cultivo.

Com relagdo a permeabilidade, o ensaio realizado por Rong et al. (2020) foi
o de carga constante, que difere da analise realizada na pesquisa (carga variavel). Os resultados
obtidos pelos pesquisadores na concentragio de 107 células/mL foram de 53% de taxa de
autocicatrizacdo para fissuras entre 0,2 e 0,3 mm, que sdo proximas as analisadas no
experimento. De maneira comparativa, no caso da permeabilidade, observou-se que a bactéria
B. subtilis CV16 foi capaz de autocicatrizar aos 28 dias mais de 90% das fissuras quando as
amostras estam em contato com dgua (E_Im_Agua, E Im Cal e E_Int).

E interessante mencionar que, de acordo com Justo-Reinoso ef al. (2021), o
entendimento das condi¢cdes de exposicdo que resultam em uma maior autocicatrizagdo de
fissuras em materiais cimenticios ¢ fundamental para que se possa ter um maior entendimento
das situagdes reais em que essa solucao pode ser adotada.

Além das amostras que receberam os esporos na dgua de amassamento, €
importante relembrar que uma amostra ndo recebeu a adigdo dos esporos na agua de
amassamento, mas no tratamento de superficie. Os resultados obtidos para a permeabilidade

podem ser visualizados na Figura 108 (a) e da taxa de autocicatrizagdo na Figura 108 (b).
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Figura 108 — Permeabilidade (a) e taxa de autocicatrizacio (b) das amostras quanto ao
tratamento de superficie ao longo do periodo de analise
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Fonte: Autora.

Diferentemente das amostras que receberam os esporos bacterianos na agua
de amassamento, no tratamento de supercifie observou-se que apos os 28 dias a permeabilidade
continuou sendo reduzida, aumentando a taxa de autocicatrizacao até os 168 dias. Tal fato pode
estar relacionado a fonte de calcio ser borrifada com a bactéria diariamente, fornecendo a
bactéria, lactato de célcio, agua e CO» constantemente para que a precipitagdo ocorresse.

E importante relembrar que na primeira etapa experimental, além da
autocicatrizacao das fissuras, amostras foram extraidas para analise em MEV e EDS e que ap6s

168 dias de andlise, as fissuras foram raspadas para andlise quimica em FRX, DRX e TG.

43.23 MEVeEDS

As analises em MEV e EDS desta campanha experimental foram realizadas
no Instituto Senai de Inovagdo, em Maringd. O ensaio foi conduzido aos 7, 28 e 168 dias. As
imagens das argamassas obtidas aos 7 dias estdo apresentadas na Figura 109, sendo que o local
demarcado com “X” marca o ponto onde a analise em EDS foi realizada. Vale ressaltar que aos
7 dias foram analisadas as amostras de referéncia (R) e a argamassa com esporos (E), lembrando

que as amostras foram submetidas a diferentes condi¢des de exposi¢do apds 7 dias de cura.
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Figura 109 — MEV e EDS das amostras de referéncia (R) aos 7 dias obtidas com
ampliacio de 6.000x (a) e 12.000x (b) seguidas pelas amostras com adicao dos esporos
(E) nas mesmas ampliacoes de 6.000x (c) e 12.000x (d)

Fonte: Autora.

E interessante destacar que as amostras foram cobertas com ouro paladio para
a aquisicdo das imagens e por esse motivo os elementos quimicos de ouro e palddio foram
excluidos do EDS. Além disso o operador do equipamento ndo fixou os €iXos X € y € por esse
motivo houve uma variacao da escala. Entretanto como o ensaio ¢ qualitativo e ndo quantitativo,
a analise nao foi prejudicada.

A partir da analise da Figura 109 (a) observa-se que na amostra de referéncia

foram encontradas regides mais limpas, com picos de Silicio (Si), possivelmente pela presenca
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de areia no local onde o EDS foi realizado. Analisando a morfologia do material presente na
amostra da Figura 109 (b) foram observados também produtos de hidratagcdo, como o hidréxido
de célcio (CH), etringita (AFt) e silicato de célcio hidratado (C-S-H), com picos de célcio (Ca),
aluminio (Al), magnésio (Mg), enxofre (S) e oxigénio (O), que sdo elementos presentes nas
estruturas citadas.

Além dos compostos citados, diferentes polimorfos de carbonato de calcio
(CaCO3) foram encontrados, principalmente nas amostras com adi¢ao dos esporos bacterianos
(Figura 109 c-d), o que era esperado pois estes produzem CaCOs. Pela morfologia dos cristais
encontrados, estes foram identificados como aragonita (Ar) e calcita (Cc) (KONNO et al., 2002;
DE MUYNCK et al., 2010; WIKTOR e JONKERS, 2011; DHAMI et al., 2013). O
detalhamento dos cristais encontrados pode ser visualizado na Figura 110.

Figura 110 - MEV das amostras de referéncia (a-b) e das amostras com adicio dos
esporos bacterianos (c-d), com ampliaciao de 12.000x, aos 7 dias de idade

Fonte: Autora.

As morfologias tipicas de AFt, CH, Cc e Ar corroboram com o levantamento
bibliografico apresentado no item 2.1.8 (KONO et al., 2002; DE MUYNCK et al., 2010;
WIKTOR e JONKERS, 2011; SCHLANGEN e SANGADIJI, 2013; PEI et al., 2013;
STUCKRATH et al., 2014; ACHAL et al., 2015).

Ap6s o 7° dia de cura, as argamassas foram submetidas a diferentes condi¢des

de exposicao e foram analisadas em MEV e EDS novamente aos 28 e 168 dias de idade. Os
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resultados obtidos das amostras expostas ao ar (R_Ar e E_Ar), imersas em 4gua (R_Im_Agua
¢ E Im Agua), imersas em agua saturada com cal (R_Im_Cal e E Im_Cal) e submetidas ao
regime intermitente (R _Int e E Int) aos 28 dias estdo apresentadas nas Figuras 111 a 114,
respectivamente.

Figura 111 - MEV e EDS das amostras R_Ar (a-b) e E_Ar (c-d) aos 28 dias com
amplia¢io de 6.000x

Fonte: Autora.
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Figura 112 - MEV e EDS das amostras R Im_Agua (a-b) e E_Im_Agua (c-d) aos 28 dias
com ampliacio de 6.000x
. -

-

Fonte: Autora.

190



Figura 113 - MEV e EDS das amostras R Im_Cal (a-b) e E_Im_Cal (c-d) aos 28 dias

{
« 10pm -

Fonte: Autora.
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Figura 114 —- MEV e EDS das amostras R_Int (a-b) e E_Int (c-d) aos 28 dias

Fonte: Autora.

De maneira geral, avaliando as Figuras 111-114 observa-se que diferentes
morfologias foram encontradas. Em se tratando das amostras de referéncia (R_Ar,R_Im_Agua,
R Im_Cal e R _Int) observou-se que o material precipitado ndo cobria toda a amostra e por esse
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motivo imagens ¢ EDS’s foram retirados de diferentes pontos de maneira a contribuir para o
entendimento das caracteristicas globais da amostra. Nos pontos mais limpos, (Figuras 111-
114a) a presenga de silicio no EDS foi a que mais de destacou, provavelmente por se tratar de
um grao de areia.

Nos locais onde havia a presenca de cristais nas amostras de referéncia
(Figuras 111-114b), picos de calcio, carbono e oxigénio foram encontrados, indicando a
presenca de cristais de CaCOs. Essa precipitagdo provavelmente ocorreu a partir da
carbonatacao natural das argamassas frente a adi¢ao do lactato de célcio no momento da mistura
ou pela reacdo do CO> com o hidréxido de calcio. De acordo com a literatura, o lactato de célcio
pode favorecer a autocicatrizagdio mesmo sem a adicdo de bactérias. Entretanto essa
autocicatrizacdo ¢ mais rapida e efetiva quando os microrganismos sdo adicionados (JONKERS
etal.,2010; STUCKRATH et al., 2014).

Dando sequéncia a analise das imagens, quando os esporos bacterianos foram
adicionados (Figuras 111-114 c-d), verificou-se uma maior homogeneidade no material
precipitado nas amostras. Sendo que dificilmente encontravam-se espagos sem a formagao de
cristais, como foram encontrados nas amostras de referéncia. Nas amostras expostas ao ar,
foram observadas morfologias tipicas de calcita e aragonita, enquanto nas demais amostras a
morfologia de calcita e dolomita se destacou. Analisando os EDS’s observou-se picos de calcio,
magnésio, carbono e oxigénio, que corroboram com a precipitacdo de carbonato de célcio
(CaCO03) e dolomita (CaMg(CO3)2).

Em se tratando das amostras imersas em cal (Figura 113) verificou-se a
formacao de cristais ciibicos com arestas perfeitas. De acordo com a literatura, estes sdo cristais
de calcita (DE MUYNCK et al., 2008-2010; SCHLANGEN e SANGADJY, 2013; PEI et al.,
2013). Vale destacar que diferentes fontes de calcio e ambientes de exposi¢ao podem resultar
em diferentes morfologias de cristais precipitados. Desta forma, observou-se que a cal
juntamente com o lactato de calcio, favoreceram esta formagao ctbica aos 28 dias.

Na Figura 115 tem-se um resumo das morfologias encontradas, sendo que Cc

indica a morfologia tipica de calcita, Ar de aragonita e C-S-H de Silicato de Calcio Hidratado.
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Figura 115 - Morfologias encontradas nas amostras E_Ar (a), E_Im_Agua (b),
E_Im_Cal (c) e E_Int (d) aos 28 dias com ampliaciao de 12.000x

Fonte: Autora.

O C-S-H, aos 28 dias, foi encontrado apenas no regime intermitente (Figura
115d), tanto na argamassa de referéncia como na com adi¢@o dos esporos. Outra imagem destas
estruturas estd ilustrada na Figura 116a. A condi¢gdo de exposi¢do intermitente (12hrs
seco/12hrs imerso) foi a inica na qual se encontrou essa formagao, mostrando que neste regime
a bactéria terd mais locais de nucleacdo para a precipitacdo de CaCOs.

Além disso estruturas diferenciadas foram encontradas na argamassa em
regime intermitente, em formatos de flor e com elevado pico de célcio, conforme ilustra a

Figura 116b. De acordo com a literatura, os cristais sdo de varita (DHAMI et al., 2013; CHOI
etal., 2017).
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Figura 116 —- MEV e EDS de regioes da amostra E_Int na ampliaciao de 6.000x aos 28
dias

I

et abals

s latb ot

1

Fonte: Autora.

Aos 168 dias apenas as argamassas expostas ao ar e submetidas ao regime
intermitente foram analisadas em MEV e EDS, pois além destas analises, o material precipitado
nas fissuras de todos os corpos de prova foi encaminhado para analise em MEV e EDS e havia
uma limitagdo quanto ao tempo de uso do equipamento. A Figura 117 ilustra os resultados das
argamassas expostas ao ar (a-b) e submetidas ao regime intermitente (c-d), jutamente com o

EDS realizado no ponto demarcado por “X”.
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Figura 117 —- MEV e EDS das argamassas R_Ar (a), E_Ar (b), R_Int (c) e E_Int (d) aos
168 dias com amplia¢io de 6.000x

tlrrvel o

Fonte: Autora.




A partir da analise da Figura 117 observou-se na amostra de referéncia
exposta ao ar (R_Ar - Figura 117a) a formacao de estruturas irregulares com maior pico de
silicio, com picos menores de cdlcio, oxigénio e magnésio, enquanto na argamassa com adi¢ao
de esporos (E_Ar - Figura 117b) foram observados cristais cubicos tipicos de calcita, com
elevados picos de calcio no EDS.

O comportamento da amostra R_Int (Figura 117¢) foi semelhante ao R _Ar,
com estruturas irregulares e pico elevado de silicio no EDS. Quando os esporos foram
adicionados e submetidos ao regime intermitente, por sua vez, observou-se a formacao de C-S-
H, comportamento ja verificado aos 28 dias e que se manteve até os 168 dias.

Para uma melhor visualizagdo das caracteristicas da amostra elaborou-se a
Figura 118, com imagens de MEV das amostras E_Are E Int nas ampliagdes de 2.000 e 12.000
vezes, com as setas apontando para as morfologias tipicas de calcita (Cc), aragonita (Ar) e
silicato de calcio hidratado (C-S-H).

Figura 118 — Imagens de MEYV aos 168 dias com ampliacio de 2.000x e 12.000 da
amostra E_Ar (a-b) e da amostra E_Int (c-d), respectivamente

Fonte: Autora.

E importante observar que as imagens com a ampliagao de 2.000x (Figura
118 a e ¢) ilustram uma area maior do corpo de prova analisado, mostrando que ao ar os cristais
ndo foram precipitados em toda a superficie da amostra e também evidenciando que no regime

intermitente o C-S-H estava cobrindo toda a amostra (com exce¢do de alguns graos de areia).
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Além disso a partir da amplia¢do de 12.000x no regime intermitente (Figura 118d), observou-
se que o C-S-H cobriu também um cristal de calcita.

De acordo com Mehta e Monteiro (2014) o C-S-H fornece a maioria da
resisténcia e durabilidade aos compdsitos cimenticios a longo prazo e que a sua morfologia
pode variar de fibras pouco cristalinas a redes reticulares.

Vale ressaltar que aos 28 dias, na condi¢do de exposi¢do ao ar, ndo havia sido
verificada a formacao de cristais cliibicos. A calcita ¢ a forma mais estavel de CaCOs3, logo, ao
longo do tempo, os cristais de aragonita e varita tendem a se transformar em calcita.

Apoés a andlise das argamassas, o material retirado da fissura também foi
avaliado em MEV e EDS. Os resultados obtidos das amostras expostas ao ar estao apresentados
na Figura 119, seguidos pelos resultados obtidos do material retirado das fissuras das
argamassas imersas em agua (Figura 120), em cal (Figura 121), submetidas ao regime
intermitente (Figura 122) e ao tratamento de superficie (Figura 123). Estas figuras foram obtidas
com 6.000x de ampliacdo e o EDS foi realizado no ponto “X”.

Figura 119 - MEV e EDS do material coleado da fissurada R Ar (a)e E_Ar (b)

Fonte: Autora.
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Figura 120 - MEV e EDS do material coletado da fissura da argamassa R_Im_Agua (a)
e E Im_Agua (b)
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Fonte: Autora.

Figura 121 — MEV e EDS do material coletado da fissura da argamassa R_Im_Cal (a) e
E_Im_Cal (b)
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Fonte: Autora.
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Figura 122 — MEV e EDS do material coletado da fissura da argamassa R_Int (a) e
E_Int (b)

10pm

Fonte: Autora.

Figura 123 — MEV e EDS do material coletado da fissura da argamassa R_TS (a) e
E TS (b)

10pm

Fonte: Autora.
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De maneira geral, os picos de calcio dos difratogramas foram mais intensos
quando os esporos estavam presentes na matriz cimenticia, em decorréncia da bioprecipitagao
de CaCOs. Ressalta-se também que as taxas de autocicatrizagdo também foram maiores nestas
amostras. Para uma melhor visualizagdo do material precipitado, as Figuras 124-126 ilustram
as morfologias tipicas de calcita (Cc), varita (Vat), aragonita (Ar) e C-S-H encontradas nas
amostras.

Figura 124 — Imagens de MEV na amplia¢io de 12.000x das amostras R_Ar (a), E_Ar
(b), R Im Agua (c) e E Im Agua (d-e)

Vat  Spm

Fonte: Autora.
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Figura 125 — Imagens de MEV na ampliacio de 12.000x das amostras R Im_Cal (a),
E_Im_Cal (b-c), R Int (d) e E Int (e-f)

Fonte: Autora.
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Figura 126 — Imagens de MEV na ampliacio de 12.000

x das amostras R TS (a) e E_TS

Fonte: Autora.

E interessante observar que os cristais de aragonita (Ar) foram encontrados
com maior frequéncia nas amostras retiradas da fissura do que nas amostras de argamassa
estudadas. Tal fato ¢ interessante, pois os cristais de aragonita podem atuar na autocicatriza¢ao
das fissuras costurando-as, o que promove uma autocicatrizagdo mais efetiva do que a
deposicao de cristais cubicos nestes locais.

E importante destacar ainda, que mesmo que evidenciado em menor
quantidade, era esperado que houvesse cristais de CaCO3 nas amostras de referéncia, pois a
carbonatagdo natural tende a acontecer na superficie da fissura, a qual pode resultar na
autocicatrizacdo de fissuras de pequena espessura.

Além da analise em MEV e EDS do material retirado da fissura, essas
amostras também foram encaminhadas para os ensaios de Fluorescéncia de Raio X (FRX),
Difracdo de Raio X (DRX) e Termogravimetria (TG), seus resultados estdo apresentados na

sequéncia.
4.3.2.4 Fluorescéncia de Raio X (FRX)

Os resultados do ensaio de FRX obtidos no ensaio realizado no Laboratorio
LARX-UEL, podem ser observados na Tabela 17. Vale relembrar que as amostras
encaminhadas para este ensaio foram retiradas das fissuras, apos 168 dias submetidas as

diferentes condi¢des de exposicao.
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Tabela 17 — Elementos quimicos encontrados nas amostras

Elemento Quantidade na amostra (%)

quimico R Ar E Ar R Im_Agua E Im_Agua R Im _Cal E Im Cal R Int E Int R TS E TS

Silicio (Si) 52,68 50,17 52,54 50,14 53,37 47,69 51,64 48,67 5030 6,50
Cilcio (Ca) 39,56 43,02 41,24 42,44 40,48 4581 41,74 4529 4221 898l
Ferro (Fe) 3382 333 3,15 3,84 2,86 333 341 325 346 127
Enxofre (S) 0,56 0,80 1,35 1,36 1,16 124 129 096 230 0,53
Potissio (K) 2,00 2,00 0,96 1,31 1,14 092 094 086 089 1,57
°‘af222< 1,06 0,75 0,76 0,90 0,99 1,00 097 096 083 0,08

Fonte: Autora.

Como o material foi raspado da fissura, seguindo o procedimento
recomendado por Stuckrath ef al. (2014), graos de areia se desprenderam e foram quantificados
no ensaio, assim o silicio (Si) foi o elemento quimico mais encontrado em todas as amostras
com exce¢do da E TS. Esse resultado ¢ interessante porque mostra que o tratamento de
superficie (E_TS), por ter o lactato de calcio de facil acesso aos esporos na fissura, foi capaz de
precipitar mais carbonato de calcio.

Para facilitar a comparagdo entre as amostras, no que tange a quantidade de
calcio (Ca), o grafico (Figura 127) foi elaborado.

Figura 127 — Percentual de calcio presente nas amostras
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Fonte: Autora.

A partir da andlise da Figura 127 observa-se que, quando os esporos
bacterianos foram adicionados, houve um aumento na quantidade de calcio presente nas
amostras. Entretanto esse aumento foi de pequena magnitude (entre 1 e 5%) nas amostras
expostas ao ar, imersas em agua, imersas em cal e em regime intermitente. A maior quantidade
de célcio encontrada foi na amostra E TS, na qual o lactato de calcio foi adicionado no

tratamento de superficie, juntamente com os esporos. Acredita-se que a maior quantidade de
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calcio estd associada a facilidade de a bactéria encontrar a fonte de calcio na superficie da

fissura. Vale destacar que o objetivo principal do ensaio de FRX foi facilitar a identificagdo dos

picos de DRX, sendo que os resultados destes estdo apresentados na sequéncia.

4.3.2.5 Difragdo de Raio X (DRX)

Assim como para a Fluorescéncia de Raio X, o ensaio de Difragdo de Raio X

também foi realizado para nas amostras extraidas das fissuras, aos 168 dias, de forma a

possibilitar a analise do CaCOs precipitado e corroborar com o encontrado em MEV, EDS e

FRX. Este ensaio foi realizado no laboratério LARX-UEL utilizando o equipamento X’Pert

PRO MPD. Os resultados obtidos com relagdo aos percentuais dos compostos encontrados estao

apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 — Quantidade dos compostos encontrados nas amostras

Composto

Quantidade na amostra (%)

R Ar E Ar RImAguaEImAgua R Im Cal EIm Cal RInt EInt RTS E TS

SiO:

74,0% 71,0%

82,0%

82,0% 84,0% 82,0%  85,0% 75,0% 71,0% 46,0%

Ca(CO3)
romboédrico
(Calcita)

20,7% 20,0%

12,8%

15,2% 14,5% 152%  13,6% 23,0% 20,9% 54,0%

Ca(OH):

1,8% 1,0%

4,3%

2,4% 1,9% 2,4% L7% 1,7% 2,1% -

Ca(CO0s)
ortorrombica
(Aragonita)

3,3% -

- 5,6% -

Ca(CO3)
hexagonal
(Vaterita)

- 8,0%

Fonte: Autora.

Na sequéncia estdo apresentados os difratogramas obtidos (Figura 128),

juntamente com a identifica¢do dos picos de dioxido de silicio (S1), hidroxido de célcio (CH) e

carbonato de calcio na forma de calcita (C), varita (V) e aragonita (A) (RYU et al., 2010;
SINGH et al., 2016; WO, CHIANG e ZHOW, 2017).
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Figura 128 — Difratogramas obtidos das amostras expostas ao ar (a), imersas em agua
(b), imersas em cal (c¢), expostas ao regime intermitente (d) e submetidas ao tratamento

de superficie (e)
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Fonte: Autora.

Os resultados obtidos a partir do ensaio de DRX corroboram com o MEV e

FRX, onde encontrou-se areia (SiO2), carbonato de calcio (CaCOs3) e hidroxido de calcio

(Ca(OH)2). Ao analisar as quantidades dos compostos de CaCO3 e Ca(OH): conclui-se que:
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¢ a quantidade total de CaCOs precipitado nas amostras com adi¢do de esporos
bacterianos expostas ao ar, imersas em agua e imersas em cal foi proxima as
suas respectivas referéncias, tal fato pode ser justificado pela carbonatagdo
natural;

e o tratamento de superficie (E TS) foi o que apresentou maior quantidade de
CaCOs (54%) e a maior diferenca (quando comparado a referéncia R TS
(27,5%);

e 0 tratamento bacteriano submetido ao regime intermitente (E_Int) apresentou o
segundo maior percentual de CaCOs (23%) e a segunda maior diferenga com
relacdo a referéncia R Int, de 11,1%;

e na amostra E_TS ndo houve hidréxido de célcio na area da fissura, apontando
também uma maior atua¢do bacteriana na conversao deste em CaCQOs. Vale
ressaltar que a referéncia R TS (sem tratamento ¢ sem lactato de célcio na
matriz cimenticia) apresentou um percentual de 2,1% deste composto.

Além disso a analise identificou carbonato de céalcio (CaCOs3) na forma de
calcita (C), aragonita (A) varita (V). A calcita ¢ a forma mais estdvel de CaCOs3; varios
pesquisadores apontam que a autocicatrizagao ocorre devido a capacidade da bactéria de
precipitar calcita (DE MUYNCK et al., 2008; CHUNXIANG et al., 2009; DHAMI et al, 2012;
KRISHNAPRIYA et al., 2015; LUO, QIAN e LI, 2015; QIAN et al., 2015;KALHORI e
BAGHERPOUR, 2017; CHOI et al., 2017; GUPTA et al., 2018; LI et al., 2019; SU et al.,
2020). Varita e a aragonita também foi identificada por varios pesquisadores no processo de
autocicatrizacdo (DE MUYNCK et al., 2008; CHUNXIANG et al.,2009; DHAMI et al., 2012).

Porém na carbonatacao natural, o CO; ambiental dissolvido na 4gua dos poros
acessa os materiais a base de cimento e, por meio de uma série de reacdes, o Ca(OH), ¢
convertido em CaCO3 (JOSHI, GOYAL e REDDY, 2018). Por isso, nas argamassas de
referéncia, o carbonato de célcio também estd presente. Alguns pesquisadores encontraram
CaCOs devido a carbonatagdo natural em argamassas de referéncia por anélise de DRX (JOSHI,
GOYAL e REDDY, 2018). Vale destacar que o hidréxido de célcio (CaOH>) também foi
encontrado em amostras argamassas em pequena quantidade (RAMACHANDRAN et al.,
2001; DHAMI et al., 2012).

E valido ressaltar que, nas analises em estereoscopio, as fissuras das
argamassas de referéncia ndo foram fechadas. Desta forma, verifica-se que os cristais

precipitados pela carbonatacdo natural ndo foram capazes de autocicatrizar as fissuras. A
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literatura aponta que a largura maxima de fissura que pode sofrer cura autégena é estimada
entre 0,1 e 0,3 mm, dependendo das condi¢des de exposicdo (WIKTOR e JONKERS, 2011;
QIAN et al., 2010).

Além dos ensaios de FRX e DRX, o material retirado da fissura também foi

encaminhado para andlise de termogravimetria.
4.3.2.6 Termogravimetria (TG)

O ensaio de termogravimetria foi realizado nas amostras retiradas das
fissuras, ap6s 168 dias de cura. Para o ensaio, aproximadamente 10mg de amostra foram
utilizados, os quais foram aquecidos da temperatura ambiente (aproximadamente 30°C) até
900°C sob taxa de aquecimento de 20°C/min.

Para a analise de materiais cimenticios com adicdo de bactéria, a
termogravimetria ¢ utilizada para verificar a presenga de carbonato de calcio. Quando os cristais
de CaCOs estdo presentes no material de reparagdo, que se decompde em CaO e CO; em
temperaturas entre 550 ¢ 800°C, de acordo com a Equagdo 18 (VAN TITTELBOOM et al.,
2010).

CaCoO:s (solido) — CaO (so6lido) + CO2 (gasoso) Eq. 18

Os resultados obtidos quanto a perda de massa e derivada da perda de massa
podem ser visualizados nas Figuras 129 e 130. As imagens foram separadas por faixas de
temperatura, da seguinte forma:

e faixa 1: Temperatura de 30 a 200°C. Esta faixa temperatura, de acordo com a
literatura ¢ referente a perda de massa oriunda da evaporagdo da 4gua e da
decomposicao de produtos de hidratagdo, como etringita e C-S-H (TAYLOR,
1990).

e faixa 2: Temperatura de 425 a 550°C. Esta faixa temperatura, de acordo com
Taylor (1990), esta relacionada a perda de massa decorrente da decomposigdo
do hidroxido de célcio presente na matriz cimenticia.

e faixa 3: Temperatura de 550 a 800°C. A faixa de temperatura citada estd
relacionada a perda de massa em decorréncia da decomposicdo do carbonato de
calcio (CaCOs3) (TAYLOR, 1990; ONIYAMA ¢ WAHLBECK, 1995; VAN
TITTELBOOM et al., 2010; STUCKRATH et al., 2014; JOSHI et al., 2018).
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Figura 129 — Perda de massa obtida pelo ensaio de termogravimetria das amostras
expostas ao ar (a), imersas em agua (b), imersas em cal (c), em regime intermitente (d) e
tratada superficialmente (e)

Fonte: Autora.
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Figura 130 — Derivada da perda de massa obtida pelo ensaio de termogravimetria das
amostras expostas ao ar (a), imersas em agua (b), imersas em cal (c), em regime
intermitente (d) e tratada superficialmente (e)

Fonte: Autora.
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Além da analise grafica, o percentual de perda de massa foi tabelado para as

faixas mais importantes para a pesquisa. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 19 e

graficados na Figura 131. Vale ressaltar que o CaCO;s precipitado foi calculado por

estequiometria, considerando que a perda de massa quantificada na faixa de temperatura entre

550°C e 800°C esta relacionada a liberacao de CO; e aplicando a Eq.18.
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Tabela 19 — Resultados de perda de massa nos intervalos de 425-550°C, 550-800°C e
percentual de CaCOs precipitado

Perda de massa Perda de massa CaCOs
AMOSTRA o\ 435.550°C) (%) (550-800°C) _precipitado (%)
R Ar 1,00 5,90 13,41
E Ar 0,84 5,53 12,57
R Im Agua 0,84 5,58 12,68
E Im Agua 0,71 5,30 12,05
R Im Cal 0,66 5,28 12,00
E Im Cal 1,11 8,50 19,32
R Int 0,81 6,90 15,68
E Int 1,24 7,41 16,84
R TS 0,98 1,97 4,48
E TS 0,94 7,56 17,18

Fonte: Autora.

Figura 131 — Percentual de CaCQOs3 presente nas amostras analisadas
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Fonte: Autora.

A partir da andlise dos resultados, verificou-se que em todas as amostras
houve uma perda de massa na faixa 1 menor que 3%, em decorréncia principalmente da
evaporac¢do de 4gua, mas que também pode ter ocorrido pela decomposicao de etringita e C-S-
H (TAYLOR, 1990).

Na faixa 2, de 425 a 550°C, a perda de massa foi menor do que 2%. Nesta
temperatura ocorre a decomposi¢cao do hidroxido de calcio. Uma pequena perda de massa era
esperada, pois as amostras possuiam idades avangadas e foram retiradas de fissuras. Nesta
situacdo, o hidroxido de célcio disponivel pode ser utilizado na carbonatag¢ao natural (BELIE
et al., 2019; JUSTO-REINOSO et al., 2021) ou ainda pela propria bactéria na precipitagao de
CaCOs3 (VAN TITTELBOOM et al., 2010).

Na faixa 3, com temperatura variando entre 550 e 800°C, ocorre a

decomposi¢cdo do CaCOs, foco da andlise em questdo. As amostras expostas ao ar (R_Ar e
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E Ar) e imersas em agua (R Im Agua ¢ E Im_ Agua) tiveram aproximadamente 12% de
CaCOs3 formado, ndo apresentando muitas diferencas frente ao tratamento bacteriano, quando
comparado a referéncia sem bactérias.

Em contrapartida, nas argamassas imersas em cal verificou-se uma diferenca
de 7,32% comparando aR Im CalcomaE Im_ Cal. Uma diferenga ainda maior foi encontrada
no tratamento de superficie, onde o tratamento bacteriano foi capaz de formar 17,18% de
CaCOs em comparacao a 4,48% na argamassa de referéncia.

Um fato que ¢ importante de ser ressaltado ¢ que a argamassa R TS nao
possuia lactato de célcio na sua composi¢ao e nesta argamassa a formagao de CaCOs foi inferior
a todas as demais (em torno de 4,48%), corroborando assim com o apresentado na literatura,
que o lactato de calcio, assim como o hidroxido de célcio, pode ser consumido na formacao de
CaCO:s a partir da carbonatagdo natural (JONKERS ez al., 2010; STUCKRATH et al., 2014).

Com relagdo ao regime intermitente, verificou-se que a formagao de CaCO3
foi maior na referéncia (R_Int - 15,68%) quando comparada as demais argamassas de referéncia
(R_Ar, R_Im_Agua, R Im_Cal e R_TS). Tal fato é corroborado pela condicio intermitente
favorecer a carbonatacdo natural, fazendo com que a formagdo de CaCOs3 ocorra a partir do
consumo de hidroxido de célcio e lactato de calcio (TZIVILOGLOU et al., 2016; WANG et
al.,2014; ZHANG et al., 2020). Entrentato uma diferen¢a de menor magnitude foi verificada
entre a R Inte a E_Int, sendo de aproximadamente 1,16%.

De maneira global, ¢ importante destacar que como as amostras foram
retiradas de fissuras e ficaram em diferentes condi¢des de exposi¢do durante um periodo de
quase 6 meses, era esperado que houvesse carbonato de célcio nas fissuras, mesmo quando as
bactérias ndo foram adicionadas. Tal fato era esperado pois, conforme ja apontado
anteriormente, a carbonatagdo natural acontece em pequenas fissuras (EDVARDSEN, 1999;
VAN TITTELBOOM e DE BELIE, 2013, DE BELIE et al., 2019; JUSTO-REINOSO et al.,
2021).

Abo-El-Enein et al. (2012) estudaram os resultados da termogravimetria de
uma argamassa de trago 1:3 com adi¢do de S. pasteurii (antigamente conhecido como B.
pasteurii) na dgua de amassamento com adi¢do de cloreto de calcio, acetato de cdlcio 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 célcio de 10,4% e com
nitrato de cdlcio 6,7%, atribuindo maiores quantidades de CaCO3 quando as bactérias foram

adicionadas com cloreto de calcio.
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Entretanto de acordo com Schreiberova e colaboradores (2019) cuidados
maiores devem ser tomados na adi¢do de cloreto de calcio, pois esta adi¢do pode resultar na
corrosao da armadura em elementos de concreto armado.

Frente as analises realizadas das fissuras e do material retirado delas, observa-
se que as condi¢des de exposi¢ao em contato com agua obtiveram uma maior autocicatrizacao
e consequentemente uma maior precipitacdo de CaCOs, principalmente na condi¢do imersa em
cal e no regime intermitente, quando os esporos bacterianos foram adicionados. Entretanto
observou-se que o tratamento de superficie foi superior a estes, apontando que este pode ser
uma solucdo a ser adotada para fissuras em edifica¢des existentes.

Além da analise das fissuras, na Etapa 2 ensaios de absor¢ao de agua, indice

de vazios e PIM foram conduzidos. Os resultados obtidos estdo apresentados na sequéncia.
43.3 Etapa?2
4.3.3.1 Absorcio de dgua e Indice de vazios

Os ensaios de absor¢do de dgua e indice de vazios foram conduzidos nas
idades de 28, 63 e 168 dias. A Figura 132 ilustra os resultados obtidos para todas as condigdes
de exposicdo (a) e separados por condi¢do de exposi¢do (b-e) para facilitar a comparaciao do
tratamento bacteriano com a sua respectiva referéncia.

A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que basicamente nao houve
variacdo da absorcdo de agua nas idades de 28 e 63 dias em todas as amostras, quando
comparadas as suas respectivas referéncias. Aos 168 dias o comportamento foi diferente nas
amostras imersas em agua, em cal e em regime intermitente, nas quais verificou-se uma

diminui¢do da absorcao de dgua frente a adicdo dos esporos.
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Figura 132 — Resultados da absorcio de agua para todas as condicdes de exposicio (a) e
separadamente para cada condiciao ao longo do tempo de cura (b, c,d e e)
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Fonte: Autora.

Para verificar se houve diferengas significativas, o teste Tukey a 5% de
significancia foi realizado para cada condicdo de exposi¢do. A partir dos resultados obtidos
verificou-se que houve apenas diferengas significativas na absor¢do de agua aos 168 dias nas
argamassas imersas em agua, saturadas com cal e em regime intermitente, quando comparadas
as suas referéncias. As demais amostras estavam dentro do mesmo grupo estatistico. As tabelas
contendo os dados do Teste Tukey estdo apresentadas no Anexo 5.

Pesquisadores afirmam que as bactérias, quando adicionadas aos materiais

cimenticios, tendem a diminuir a absor¢do de 4gua através do fechamento de poros pela
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precipitagdo de CaCOs3 (TTANO et al., 1999; ACHAL, MUKHERIJEE ¢ REDDY, 2011; ABO-
EL-ENEIN et al., 2013; CHAHAL et al., 2012; CHAHAL e SIDDIQUE; 2013; WANG et al.,
2014; XU, YAO e JIANG, 2014; KALHORI ¢ BAGHERPOUR, 2017; ALAZHARI et al.,
2018; NGUYEN et al., 2019; JANG et al., 2020; MOHAMMED et al., 2020).

A Figura 133 ilustra os resultados do indice de vazios para todas as condi¢des
de exposicdo (a) e separados por condi¢do de exposi¢do (b-¢) para facilitar a comparagiao do
tratamento bacteriano com a sua respectiva referéncia. Os resultados obtidos para o indice de
vazios seguiram a mesma tendéncia dos dados de absorcdo de 4gua, com uma diminui¢do do

indice de vazios apenas aos 168 dias nas amostras E Im_Agua, E Im Cal ¢ E_Int.

Figura 133 — indice de vazios para todas as condices de exposi¢io
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Fonte: Autora.
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A andlise estatistica (Teste Tukey — Anexo 6), revelou que as unicas
argamassas que sdo diferentes estatisticamente das suas respectivas referéncias foram a
E Im Agua, E Im Cal ¢ E Int, na idade de 168 dias. Vale destacar, que nos ensaios de
autocicatrizacao estas também foram as argamassas que apresentaram maior fechamento de
fissuras, associado a precipitacdo de CaCOs.

Com relagdo a andlise dos poros, o ultimo ensaio realizado foi o de

Porosimetria por Intrusdo de Merctrio, o qual estd apresentado na sequéncia.
4.3.3.2 Porosimetria por Intrusdao de Mercurio (PIM)

A PIM foi realizada em duas idades, aos 7 ¢ 168 dias. Vale relembrar que até
os 7 dias as argamassas foram submetidas a cura em tanque de agua saturada com cal, sendo
que nesta idade apenas dois grupos de argamassa existiam: a referéncia e a argamassa com
adicdo dos esporos. Apos os 7 dias de cura as argamassas foram submetidas as diferentes
condi¢des de exposi¢do. Os resultados obtidos estdo ilustrados na Figura 134 (a) para a idade
de 7 dias e na Figura 134 (b-¢) para os 168 dias das argamassas expostas ao ar, imersas em
agua, imersas em agua saturada com cal e submetidas ao regime intermitente, respectivamente.

Aos 7 dias, observou-se que as argamassas apresentaram um comportamento
semelhante, com exce¢do do pico no menor tamanho de poro da argamassa de referéncia.
Conforme j& abordado na segunda campanha experimental, este pode ser justificado pela
presenca de poros capilares que estejam conectados com poros maiores. Nesta situagdo, com o
aumento da pressdo e a inser¢do do mercurio no poro capilar e o acesso ao poro de maior
dimensdo, este poro de maior dimensdo acaba sendo contabilizado com o tamanho do capilar

(ALDERETE et al., 2017).
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Figura 134 - Diametro dos poros versus log diferencial de intrusio das argamassas aos 7
dias (a) e aos 168 dias separadas por condicio de exposiciao (b-e)
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Fonte: Autora.

Aos 168 dias o comportamento das duas argamassas expostas ao ar (Figura

134b) foi semelhante, o que corrobora com os resultados anteriores e ressalta a importancia da

presenca de dgua para que a precipitacdo de CaCOsz aconteca pela adi¢do bacteriana

(ALAZHARI et al. 2018). Quando as argamassas tiveram contato com agua, nas condi¢des de

exposicao imersa em agua, imersa em cal e em regime intermitente (Figura 134 b, c e d,

respectivamente), houve uma diminuigao dos picos entre os poros de 0,02 e 0,2 um, pela adi¢ao

bacteriana.
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Conforme relatado na segunda campanha experimental, as bactérias podem
atuar na precipitagdo de cristais nos poros, o que tende a diminuir o tamanho destess na amostra
ao longo do tempo. E interessante mencionar que tal fato foi observado em imagens de MEV,
aos 168 dias. A Figura 135 ilustra poros encontrados na amostra E_Ar (a) e E_Int, na qual pode-

se observar que na condi¢do de exposicdo ao ar, pouco material foi depositado nos poros,

enquanto as argamassas submetidas ao regime intermitente a deposicao de cristais foi maior.

Figura 135 - MEV das amostras E_AR (a) e E_Int (b) aos 168 dias com ampliaciao de
500x

Fonte: Autora.

Este resultado corrobora com o apresentado na distribui¢ao de poros da PIM.
Ghosh et al. (2005) também evidenciou mudancas na porosidade frente a adigdo bacteriana em
ensaios de PIM. Este pesquisador verificou que frente a adi¢do da bactéria Shewanella na agua
de amassamento, a concentragdo de 10° esporos/mL foi a que apresentou uma maior diminuigéo

na porosidade.
434 Etapa3

Na terceira etapa a resisténcia a compressdo ¢ o avan¢o de carbonatagdo

foram avaliados. Os resultados obtidos estdo apresentados na sequéncia.
4.3.4.1 Resisténcia a compressao

A resisténcia a compressao ¢ uma propriedade importante a ser estudada em
materiais cimenticios. Quando as bactérias sdo adicionadas, o foco das pesquisas ¢ na
autocicatrizagdo de fissuras e no fechamento de poros. Entretanto pela importancia da
resisténcia a compressao, para os materiais cimenticios, esta propriedade também deve ser

analisada, pois espera-se que frente a adicdo de esporos bacterianos a resisténcia nao seja
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afetada negativamente. Os resultados obtidos, separados por condi¢do de exposi¢ao, podem ser

visualizados na Figura 136.

Figura 136 — Resultados de resisténcia a compressao das amostras expostas ao ar (a),

imersas em agua (b), imersas em cal (c¢) e submetidas ao regime intermitente (d)
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Fonte: Autora.

De maneira geral, observa-se que aos 7 dias de cura, as argamassas atingiram,
em média, 40 MPa e que a resisténcia evoluiu para aproximadamente 50 MPa aos 28 dias, em
todas as argamassas e em todas as condi¢gdes de exposi¢do. Vale relembrar que até os 7 dias
todas as argamassas foram mantidas em tanque de cura, imersas em agua saturada com cal, e
apenas depois foram encaminhadas para suas respectivas condi¢des de exposicao.

Ap0s os 28 dias o comportamento das argamassas nao foi similar, sendo que
na argamassa exposta ao ar (Figura 136a) obsevou-se que a resisténcia se manteve constante
(considerando os desvios padrdo) tanto para a argamassa de referéncia (R _Ar) como para
argamassa com adi¢do dos esporos (E_Ar).

Nas demais condig¢des de exposi¢ao (Figura 136b-d) observou-se um aumento
da resisténcia a compressdo apds os 28 dias, o qual foi maior nas amostras com adi¢do de
esporos bacterianos, resultando em resisténcias meédias de 58 MPa para a argamassa
E Im Aguae 61 MPa para as argamassas E_Im_Cal ¢ E_Int aos 168 dias.

A continuidade do aumento da resisténcia & compressao nas amostras em
contato com agua pode estar associada a dois fatores principais: a hidratacdo de particulas

previamente ndo hidratadas, pelo contato com a dgua da condi¢do de exposicdo, tanto na
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referéncia como na argamassa com esporos ¢ pela bioprecipitacdo de CaCOs, no caso das
amostras com adi¢@o de esporos, que na Etapa 1 se mostrou mais eficaz nas amostras em contato
com a agua.

A partir da anélise da Figura 136, observa-se que a argamassa com adi¢ao dos
esporos bacterianos que mais se diferenciou da sua referéncia foi a com condigdo de exposi¢ao
imersa em cal (E_Im_Cal - Figura 136¢). Tal fato pode ter ocorrido pela bactéria utilizar a cal
como uma fonte alternativa de calcio, além do lactato de calcio e hidroxido de calcio presente
na mistura e na propria matriz cimenticia, para precipitar cristais de carbonato de calcio.

Conforme ja relatado anteriormente, as bactérias podem atuar tanto no
fechamento de fissuras como no fechamento de poros. Conforme o CaCOs ¢ precipitado o
diametro dos poros diminui, e, com isso a resisténcia a compressao tende a aumentar. Além
disso € importante ressaltar que o carbonato de calcio ¢ um material de elevada resisténcia e ao
ser precipitado também tende a elevar a resisténcia do material cimenticio.

Além do relatado, pode-se analisar os resultados de resisténcia a compressao
dessa etapa experimental com os da etapa anterior (Figura 80), na qual as argamassas possuem
0 mesmo trago, entretanto ndo houve a adicdo do lactato de cdlcio e as argamassas foram
analisadas apenas imersas em agua saturada com cal. Na campanha experimental anterior
observou-se que dos 63 aos 168 dias basicamente ndo houve aumento na resisténcia a
compressao.

Em contrapartida, na Gltima campanha experimental, através da adi¢do do
lactato de calcio, verificou-se um aumento na resisténcia a compressao principalmente nas
amostras imersas em cal (E_Im_Cal) e em regime intermitente (E_Int), atingindo 61,23 ¢ 61,17
MPa, respectivamente.

Por esse motivo, pode-se concluir que a adicdo do lactato de calcio nao
impactou de maneira negativa na resisténcia a compressdao e, conforme foi apresentado
anteriormente, favoreceu a autocicatrizagao.

Quanto a analise estatistica, a partir do Teste Tukey foi verificado que aos 7,
28, 63 e 168 dias ndo houve diferencas significativas entre as amostras de referéncia e com
esporos bacterianos (ANEXO 6). Desta maneira, a partir da analise dos resultados verificou-se
que todas as argamassas com adi¢do de esporos ndo se diferenciaram significativamente das
suas referéncias, em todas as idades analisadas, levando a conclusdo de que a adigao dos esporos

ndo foi prejudicial a resisténcia a compressao.
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4.3.4.2 Avanco de carbonatacio

O avanco de carbonatagdo foi realizado com o principal objetivo de avaliar
se a adicao bacteriana, por precipitar CaCO3 no fechamento de poros e fissuras, era capaz de
acelerar a carbonatagao das amostras. Para tal, amostras bipartidas em contato com uma solugao
alcoodlica de fenolftaleina (1%) foram analisadas ¢ a carbonatagdo foi medida conforme
descreve as Recomendagdes do CPC — 18 (RILEM, 1988).

Na Figura 137 tem-se os resultados obtidos da espessura média carbonatada,
seguido das imagens fotograficas das amostras ao longo do periodo analisado (Figura 138).
Vale ressaltar que a espessura média carbonatada foi obtida a partir da média aritmética de 4
pontos medidos, um em cada lado da amostra, em dois corpos de prova.

Figura 137 — Avanco de carbonatacio das amostras ao longo do tempo de analise
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Fonte: Autora.

A partir da andlise do grafico, pode-se observar que aos 7 dias ndo houve
carbonatacdo nas amostras, o que era esperado, pois elas permaneceram os primeiros 7 dias em
regime de cura imersas em tanque de agua saturada com cal. Ap6s os 7 dias, as amostras foram
encaminhadas para as suas respectivas condigdes de exposicdo e depois disso ensaiadas
novamente aos 28, 63 ¢ 168 dias.

A maior carbonatacdo foi obtida na condi¢ao de exposi¢ao ao ar, o que era
esperado decorrente da exposicao das amostras ao dioxido de carbono (CO;) atmosférico,
fazendo com que este reaja com o hidroxido de célcio (Ca(OH)») e precipite carbonato de célcio
(CaCO3). Nas demais condicdes de exposicao a carbonatagdo foi menor que 0,2 mm em todas

as idades.
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Figura 138 — Imagens obtidas do avanco de carbonatacio das amostras durante o tempo
de analise

: ; 2| B W e

R_Im_Agua

E_Im_Agua

R_Im_Cal

E Im_Cal
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Além disso observa-se que ndao houve diferencas entre as amostras de
referéncia e com adi¢do de esporos em cada condi¢do de exposicdo. A maior variagdo
encontrada foi de 0,11 mm entre as amostras R_Ar e E_Ar, nas idades de 63 e 168 dias.

De acordo com Joshi, Goyal e Reddy (2018) a bactéria Bacillus sp. ndo foi
capaz de acelerar a carbonatacdo nas amostras estudadas. Estes pesquisadores avaliaram o pH
de amostras em diferentes profundidades quando submetidos a diferentes condi¢des de
exposicao, aos 28 dias de cura, e verificaram que os valores de pH em todas as amostras estavam

na faixa de 12,0 a 12,4.
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As condicdes de exposicdo estudadas pelos autores foram imersas em agua
na argamassa de controle (sem adi¢do bacteriana), imersa em meio de cultivo com ureia e
cloreto de calcio, imersa em meio de cultivo com ureia, cloreto de calcio e bactéria e mediante
ao tratamento de superficie por aspersao duas vezes ao dia (JOSHI, GOYAL ¢ REDDY, 2018).
Vale ressaltar que a bactéria utilizada pelos pesquisadores € ureolitica e que o periodo analisado
pelos pesquisadores foi menor do que o avaliado neste trabalho, entretanto foi a Ginica pesquisa

encontrada na area que avaliou o pH do material.
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5 CONCLUSAO

A autocicatrizagdo de fissuras promovida pela precipitacdo bacteriana de
CaCOs3 nos materiais cimenticios ¢ um estudo relativamente novo, que tem énfase na busca de
melhorias nas propriedades em geral ¢ na durabilidade desses materiais. Estas melhorias
ocorrem pela colmatacao de poros e fissuras por bioprecipitacdo, o que tende a aumentar a vida
util desses materiais.

Dentro das delimitagdes da pesquisa, conclui-se que os resultados obtidos na
primeira campanha experimental evidenciaram um maior potencial de precipitagao in vitro de
CaCOs quando bactérias isoladas de caverna sdo utilizadas. A bactéria selecionada, que foi
identificada como B. subtilis isolado CV16, apresenta os genes envolvidos na precipitacao de
CaCOs, producdo de biofilme e formacao de esporos.

Em todas as campanhas experimentais os esporos bacterianos testados foram
capazes de precipitar cristais de CaCO3 sem o contato com uma fonte de ureia, fazendo com
que a precipitacao fosse efetuada de forma involuntaria, pela oxidagao de compostos organicos
em contato com um meio alcalino.

Em relagdo a segunda campanha experimental, observou-se uma diminuicao
da absor¢cdo de agua, do indice de vazios, do tamanho de poros a partir da técnica de
Porosimetria por Intrusdo de Mercurio (PIM) e da espessura das fissuras quando os esporos
bacterianos foram adicionados aos materiais cimenticios nas concentracdes de 10° e 10’
esporos/mL, sem prejuizos as propriedades mecanicas.

Além disso na analise de absor¢do de agua e indice de vazios, a argamassa
com adigdo de 10° células por mL nio se diferenciou estatisticamente da incorporagio da
concentracdo de 107 esporos/mL. Entretanto na anélise do fechamento de fissura por imagem,
a adi¢do de 107 esporos/mL se mostrou vantajosa e por isso foi selecionada.

Quando a concentragio de 107 foi adicionada aos materiais cimeticios
juntamente com uma fonte complementar de calcio, na terceira campanha experimental, e
submetida a diferentes condi¢cdes de exposicdo verificou-se que a autocicatrizagao foi
potencializada na presenga de 4dgua. As referéncias, nessa etapa experimental também
continham lactato, o que proporcionou uma autocicatriza¢do nestas argamassas. Entretanto em
todas as condi¢des de exposicao em contato com agua as argamassas com adicao de bactérias
e lactato de calcio tiveram autocicatrizagdo superior as suas respectivas referéncias. Em

contrapartida, quando as argamassas ficaram exposta ao ar, ndo houve diferencas entre as
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tratadas com os esporos e a ndo tratadas. Conclui-se entdo que a condi¢do de exposi¢ao pode
influenciar na autocicatrizacdo de materiais cimenticios frente a adi¢ao de bactérias.

Além disso observou-se que a autocicatrizagdo foi potencializada nos
primeiros 28 dias, pois nesse periodo a bactéria pdde estar em contato com duas fontes de calcio:
o hidroxido de célcio, presente na propria matriz cimenticia, e o lactato de célcio. Além disso
com o passar do tempo, a precipitagdo do CaCOs; dificulta o acesso a dgua na fissura,
diminuindo assim a autocicatrizagao.

Desta forma, verificou-se que a adi¢ao de bactérias isoladas da caverna Pedra
da Cachoeira em materiais cimenticios ¢ capaz de promover a autocicatrizacdo de fissuras,
principalmente em contato com agua. Tal fato aponta para uma limita¢do do tratamento
bacteriano em edificagdes convencionais e ressalta que este tratamento teria potencial de ser
aplicado em locais em contato com 4gua, como reservatorios, tubulacdes e barragens.

E interessante ressaltar que o tratamento de superficie, com a solu¢do de
esporos bacterianos e lactato de calcio, se mostrou efetivo quanto ao fechamento de fissuras,
podendo ser utilizado como tratamento de fissuras em edificagdes existentes.

Com relagdo ao material precipitado nas fissuras, observou-se que o
carbonato de calcio foi biodepositado em diferentes polimorfos (calcita, aragonita e varita). Nas
argamassas de referéncia, o CaCO3z também foi encontrado, em menor quantidade, em
decorréncia da carbonatagao natural.

Além disso tem-se que a adicdo bacteriana promoveu uma diminui¢do do
tamanho de poros, contudo tal fato ndo ocorreu em todas as condi¢des de exposi¢do. Quando
as argamassas foram imersas em dgua, em agua saturada com cal e submetidas ao regime
intermitente, essa atuagdo foi maior. Nas argamassas expostas ao ar, o comportamento foi
semelhante entre as argamassas com e sem adi¢ao dos esporos bacterianos.

E importante destacar ainda que a adigdo bacteriana, na concentragio de 107
esporos/mL, na 4gua de amassamento nado foi prejudicial para a resisténcia a compressao € nao
acelerou a carbonatacdo em amostras bipartidas. Tal resultado € interessante, pois o tratamento

bacteriano nao ¢é realizado para aumentar a resisténcia e sim para autocicatrizar fissuras.
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5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Frente ao conhecimento adquirido sobre assunto de autocicatrizacdo por
adicao de bactérias, as analises laboratoriais realizadas ¢ as lacunas do conhecimento na area,
tem-se as seguintes sugestoes para trabalhos futuros:

e analise de diferentes espessuras de fissuras e a posterior verificagdo do pontencial de
autocicatrizacao;

o realizacdo de uma correlagdo entre a espessura da fissura e a sua taxa de autocicatrizagao
ao longo do tempo, para que se possa realizar uma previsao do tempo necessario para a
autocicatrizacao frente ao tratamento bacteriano;

e analise da autocicatrizagdo por adi¢do de bactérias em fissuras tardias, para avaliar a
capacidade de atuacdo bacteriana ao longo do tempo;

e cstudo do tratamento de superficie em uma parede revestida com pintura;

e verificagdo do impacto do uso de aditivos na autocicatrizagdo por adi¢ao de bactérias.
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ANEXOS

ANEXO 1:

Figura 139 — Acompanhamento da fissura da argamassa de referéncia (REF) durante o
periodo de analise
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Fonte: Autora.
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Figura 140 — Acompanhamento da fissura da argamassa com adi¢do de 10° esporos/mL
(A_3) durante o periodo de analise
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Fonte: Autora.
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Figura 141 — Acompanhamento da fissura da argamassa com adic¢io de 105 esporos/mL
(A_5) durante o periodo de analise
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Figura 142 — Acompanhamento da fissura da argamassa com adic¢io de 107 esporos/mL
(A_7) durante o periodo de analise
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Figura 143 — Imagens das argamassas de referéncia (REF) e com adi¢ao de 10°
esporos/mL (A_3) em estereoscopio
[Amostra REF A3

Dia 1 168 1 168

Fonte: Autora.
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Figura 144 — Imagens das argamassas com adi¢iio de 105 (A_5) e 107 (A_7) esporos/mL

em estereoscopio
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ANEXO 2:

Tabela comparativa da bactéria CV'16 e de outras bactérias do género Bacillus

Cepa N° de adesiao no dDDH ANI GC Pb Fonte
GenBank % (%) (%) (Gb)
B. subtilis
CV1e6 ek 100 100 47,30 3,99 Solo
Amostras marinhas da
B. subtilis G7 CP029609.1 89,60 98,70 43,70 4,22 China (GU et al.,
2019)
Microrganismo
B. subtilis 168 NC_000964.3 89,20 98,72 43,50 4,21 modelo (KUNST et
al., 1997)
Solo em campo com
B. subtilis 75 CP045825.1 90,50 98,90 43,90 4,16 (gggl;;\i]if?gﬁh:t
al.,2020)
B. amyloliquefaciens
B. Nao especificado
amyloliquefaciens NC 014551.1 20,90 77,07 46,10 3,98 (RUCKERT et al.,
DSM7T 2011)

B. velezensis

. Solos vulcanicos nas
B. velezensis

NKG-1 CP024203.1 20,90 77,13 46,30 4,19 montanhas Changbai
(GE et al., 2016)
B. velezensis Solo (CHEN et al.,
FZB42 CP000560.2 20,80 77,24 46,50 3,91 2009)

dDDH: hibridagdo DNA-DNA digital; ANI: Identidade Média de Nucleotideos, GC: Contetido de guanina e
citosina no genoma, Pb: tamanho do genoma em gigabases (10°)

251



ANEXO 3:

Genes presentes na bactéria CV16 envolvidos na producio de biofilme e esporos
% de identidade
com referéncia

Genes Posicao em CV16 Descricao da funcido em SUBTWIKI

ABRB 45162 a 44872 100 % Repressor de genes que induzem esporulagdo
Estimula a produ¢do de enzimas degradantes
e poli-gama-glutamato extracelular

DEGQ 3179615 a 3179475 100%

Biossintese de capsulas (junto com SwrA),
DEGU 3607563 a 3606874 99% DegU néo fosforilado € necessaria para a
motilidade no enxame

KINA 1465047 a 1466867 99%
KINB 3152486 a 3153772 99% Iniciagdo da esporulagdo
KINC 1510007 a 1511293 99%
KIND 1427944 a 1426424 99%
MOTA 1430183 a 1429371 99% Motilidade
MOTB 1429399 a 1428614 99%
Regulador transcricional de genes da matriz
REMA 1638272 a 1638541 100% extracelular, atua junto com SinR, AbrB e
DegU
SIGD 1713096 a 1713860 100% Regulador de motilidade
SIGH 116628 a 117284 99% Responsavel pela ‘trarrls?ric;ﬁo de genes da
fase estacionaria precoce
SIGW 195114 a 195677 99% Adaptacdo a compostos ativos na membrana
SINI 2500517 22500690 100% Controle de formacao de biofilme
SINR 2500724 2 2501059 100% Regulador tran’scricional de gen.es de
respostas pos-fase exponencial
Peptidase I bifuncional de sinal que controla
SIPW 2678176 a 2677592 99% a formacdo de biofilme aderido a superficie e
processa TasA e TapA
SPO0A 2466895 a 2466092 86% Regulador do inicio da esporulagdo
SRFAA 368939 a 379702 98% Sintese de surfactina
SRFAB 379715 a 378485 98%
SRFAC 390503 a 394330 99% Sintese de antibidticos
SRFAD 394359 a 395087 99%

Ativador importante da biossintese flagelar,
SWRA 3584297 a 3584297 99% controla o nimero de corpos basais
flagelares, controla a atividade degU

Controla a atividade SigD. Ativa a secregdo

SWRB 1713889 a 1714392 99% flagelar do tipo 3 pela membrana proteica
FliP

SWRC 736614 a 739772 99%

TAPA 2503318 a 2502557 99% Formacao de biofilme
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ANEXO 4:
Teste Tukey referente aos ensaios de absor¢ao de agua:

Tabela 20 — Teste Tukey para a absorc¢ao de agua aos 28 dias
Amostra Grupo estatistico
E Ar a
R Ar
R Int
R Im Agua
R Im Cal
E Im_Cal
E Int
E Im Agua
Fonte: Autora.

o (o [ ([ ([ ([

Tabela 21 — Teste Tukey para a absorc¢ao de agua aos 63 dias
Amostra Grupo estatistico
E Ar a
R Ar
R Int
R Im Agua
R Im Cal
E Im Cal
E Int
E Im Agua
Fonte: Autora.

o | |00 |®

Tabela 22 — Teste Tukey para a absorcao de agua aos 168 dias

Amostra Grupo estatistico

E Ar a
R Ar b
R Int be

R Im Agua be

R Im Cal be

E Im Cal c
E Int C

E Im Agua C

Fonte: Autora.
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ANEXO 5:
Teste Tukey referente aos ensaios de indice de vazios:

Tabela 23 — Teste Tukey para o indice de vazios aos 28 dias

Amostra Grupo estatistico
E Ar a
R Ar
R Int
R Im Agua
R Im Cal
E Im Cal
E Int
E Im Agua
Fonte: Autora.

[SEEST R IR T R R

Tabela 24 — Teste Tukey para o indice de vazios aos 63 dias

Amostra Grupo estatistico
R Im Cal a
E Ar ab
R Int ab
R Ar ab
E Im Cal ab
R Im Agua ab
E Int b
E Im Agua b

Fonte: Autora.

Tabela 25 — Teste Tukey para o indice de vazios aos 168 dias
Amostra Grupo estatistico
E Im Cal a
E Int b
E Ar bc
R Ar cd
E Im Agua cde
R Int def
R Im Cal ef
R Im Agua f
Fonte: Autora.
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ANEXO 6:
Teste Tukey referente aos ensaios de resisténcia a compressao:

Tabela 26 — Teste Tukey para resisténcia a compressio das amostras aos 28 dias

Amostra Grupo estatistico
E Im Cal 28D a
R Im Agua 28D a
E Im Agua 28D ab
E Int 28D ab
R Im Cal 28D ab
R Int 28D ab
E Ar 28D ab
R Ar 28D b

Fonte: Autora.

Tabela 27 — Teste Tukey para resisténcia a compressao das amostras aos 63 dias

Amostra Grupo estatistico
E Ar 63D a
R Im Cal 63D ab
E Int 63D ab
R Ar 63D ab

R Im Agua 63D
E Im Agua 63D
R Int 63D
E Im Cal 63D

Fonte: Autora.

o'|o|o|o

Tabela 28 — Teste Tukey para resisténcia a compressiao das amostras aos 168 dias

Amostra Grupo estatistico
R Ar 168D a
E Ar 168D ab
R Im Agua 168D ab
R Im_Cal 168D abc
R Int 168D abc
E Im Agua 168D be
E Int 168D c
E Im Cal 168D c

Fonte: Autora.
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