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RESUMO

Dados histéricos e projecdes futuras indicam uma crescente no uso do concreto
no mundo, enquanto sua producao e a de demais compdsitos cimenticios esta ligada
a um grande consumo de insumos e de energia. A fissuracdo € uma manifestacao
patolégica constante nestes materiais, contribuindo para a deterioracdo das
edificacdes e causando diversos danos. Neste cenario, estudos buscam prover aos
materiais cimenticios a capacidade de autocicatrizacdo de suas fissuras, havendo
uma vertente voltada ao uso de bactérias para este fim. E comum o encapsulamento
das bactérias para sua protecdo frente a agressividade da matriz cimenticia, e
publicacdes recentes sugerem incorporar poros de ar a matriz para que sirvam como
protecdo as bactérias. Dessa forma, este estudo busca avaliar distintas linhagens
bacterianas, coletadas na regido metropolitana de Porto Alegre — RS, isoladas e
identificadas molecularmente, quanto ao seu potencial de formacdo de produtos de
cicatrizacdo em uma argamassa com ar incorporado. Foi realizada microscopia Optica
para verificar a ocorréncia de autocicatrizacdo, além de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) associada a espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS)
para caracterizacdo morfoldgica e elementar dos cristais, e difracdo de raios X (DRX)
para sua caracterizacdo mineraldgica. Foi verificada a influéncia das diferentes
linhagens na resisténcia a compressdo da argamassa. As etapas de isolamento
realizadas resultaram na obtencdo de 6 isolados distintos, caracterizados como
pertencentes aos géneros Bacillus, Pseudomonas, Cronobacter e Citrobacter. Todos
os isolados proporcionaram um aumento na resisténcia a compressao comparado a
argamassa com ar incorporado e sem bactérias acrescentadas, com aumentos entre
10 e 108% aos 28 dias. Com relacao a andlise por microscopia optica, 1 dos isolados
nao apresentou formacdo de produtos de cicatrizagdo, enquanto 0s demais
apresentaram cicatrizacdo entre os 7 e 14 dias de andlise, mas apenas nas regides
inferiores dos corpos de prova, além de ter sido observada perda de parte dos cristais
formados. As analises de DRX e EDS indicam que os cristais se tratam de calcita,
sendo visualizado pela MEV calcita, mas também aragonita. Os resultados indicam
que todos os isolados foram capazes de promover a autocicatrizagdo e que seu

encapsulamento em bolhas de ar incorporado foi efetivo.

Palavras-chave: fissura; autocicatrizacao; MICP; bactéria; ar incorporado.



ABSTRACT

Historical data and future projections indicate a growing use of concrete
worldwide, while its production and that of other cementitious composites is linked to
a large consumption of inputs and energy. Cracking is a constant pathological
manifestation in these materials, contributing to the deterioration of buildings and
causing various damages. In this scenario, studies seek to provide cementitious
materials the ability to self-heal their cracks, with some of them focused on the use of
bacteria for this purpose. It is common to encapsulate bacteria for protection against
the aggressiveness of the cementitious matrix, and recent publications suggest
incorporating air pores into the matrix to serve as protection for bacteria. Thus, this
study seeks to evaluate different bacterial strains, collected in the metropolitan region
of Porto Alegre - RS, isolated and molecularly identified, regarding their potential for
the formation of healing products in a mortar with incorporated air. Optical microscopy
was performed to verify the occurrence of self-healing, in addition to scanning electron
microscopy (SEM) associated with energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS) for
morphological and elemental characterization of the crystals, and X-ray diffraction
(XRD) for its mineralogical characterization. The influence of different strains on the
compressive strength of the mortar was verified. The isolation steps performed
resulted in the obtaining of 6 distinct isolates, characterized as belonging to the genera
Bacillus, Pseudomonas, Cronobacter and Citrobacter. All isolates provided an
increase in compressive strength compared to air-entrained and bacteria-free mortar,
with increases between 10 and 108% at 28 days. Regarding the analysis by optical
microscopy, 1 of the isolates showed no formation of healing products, while the others
showed healing between 7 and 14 days of analysis, but only in the lower regions of the
specimens, in addition to an observed loss of part of the crystals formed. XRD and
EDS analyzes indicate that the crystals are calcite, being visualized by SEM calcite,
but also aragonite. The results indicate that all isolates were able to promote self-

healing and that their encapsulation in incorporated air bubbles was effective.

Key-words: crack; self-healing; MICP; bacterium; air entrainment.
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1 INTRODUGAO

Desde a década de 1980 o concreto € amplamente conhecido como um
material de construcdo de suma importancia, mantendo-se até hoje como o mais
utilizado em todo o mundo, 0 que ja era previsto por regras basicas de mercado como
oferta e demanda (MEHTA; MONTEIRO, 2014). Como um parametro para a producao
de concreto e de demais materiais cimenticios, com base em dados anuais historicos
fornecidos pela U.S. GEOLOGICAL SURVEY (1996, 1997, 1998, 1999, 2000, 2001,
2002, 2003, 2004, 2005, 2006, 2007, 2008, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015,
2016, 2017, 2018, 2019, 2020), pode-se calcular que a producéo a nivel mundial de
cimento Portland cresceu 34% nos ultimos 10 anos e 156% nos ultimos 20 anos.

Na década passada, Carmona Filho e Carmona (2013) projetaram que o
concreto seguramente permanecera sendo um material amplamente utilizado pela
construcédo civil durante muitos anos. Contribui para isto, por exemplo, 0 movimento
de imigracdo aos grandes centros urbanos que tem ocorrido no ultimo século e que
segue previsto para as proximas décadas, fazendo crescer a demanda por uma
infraestrutura que atenda a estas populagcbes (DE WENDEN, 2021; MEHTA;
MONTEIRO, 2014).

Em um cenario atual, o mercado global de produtos de cimento e concreto
sofreu um expressivo crescimento entre 2020 e 2021 dada a recuperacdo econémica
mundial apos o auge da pandemia de COVID-19. Especificamente, este mercado é
estimado em US$365,58 bilhées no ano de 2021, sendo prevista uma taxa de
crescimento anual composta (CAGR) de 7,1% até 2050, resultando, neste ano, em
um valor de mercado de US$481,2 bilhdes (THE BUSINESS RESEARCH COMPANY,
2021). Com base nos dados apresentados, pode-se notar que a utilizagdo dos
materiais cimenticios no setor da construcao civil mostra-se resiliente ao longo dos
anos.

Heeren e Hellweg (2019) corroboram com isto ao estimarem, através de uma
analise espacial e temporal de edificacdes suicas, que em 2055 o uso de materiais de
construcdo seguird os padrdes atuais, tanto para fins de novas constru¢des, quanto
para atividades de reforma. Os autores também notam que os impactos ambientais
gerados pela producéo e disposicdo dos materiais de constru¢cdo devem se manter

estaveis ao longo dos anos. Dessa forma, devido ao grande consumo do concreto e
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sua tendéncia de uso futuro, ha de se preocupar com 0s impactos gerados em sua
fabricacéo e em seu uso (CARMONA FILHO; CARMONA, 2013).

No que se refere ao uso de matérias primas, Mehta e Monteiro (2014) tomam
0 ano de 2010 como exemplo ao demonstrar que, além do consumo do cimento
Portland — de acordo com os autores, 3,7 bilhbes de toneladas —, a fabricacdo do
concreto também demandou 27 bilhées de toneladas de agregados, 2,7 bilhdes de
toneladas de agua e uma menor quantidade de aditivos quimicos. Deve-se atentar,
também, que a extracdo, o processamento e o transporte de todos esses materiais
demandam uma grande quantidade de energia, e afetam a ecologia dos
ecossistemas. Ainda segundo os autores, na data de sua publicacéo, a producéo de
cimento Portland era responsavel por 7% das emissdes anuais de gas carbbnico, um
dos principais responsaveis pelo efeito estufa. Dessa forma, sdo necessarios avangos
tecnolégicos que permitam uma desaceleracdo da producdo mundial do cimento
Portland, visto que, conforme apresentado no inicio do texto, o0 mercado caminha
atualmente na direcdo contraria.

Soma-se ao cenario do seu grande consumo e impactos ambientais negativos
o fato de o concreto, conforme Carmona Filho e Carmona (2013), ser suscetivel a
apresentacdo de um desempenho inadequado, sendo a fissuracdo o dano mais
comum apresentado pelo material, a qual pode ter diversas origens. Os autores ainda
acrescentam que, embora a ciéncia e a tecnologia dos materiais tenham evoluido
historicamente, também houve avancos nos métodos de célculo estrutural e nas
exigéncias por obras mais arrojadas — vdos maiores e elementos mais esbeltos —, de
forma que a fissuracéo excessiva vem sendo, ao longo dos anos, uma constante nas
estruturas de concreto.

De acordo com Granger (2006), as fissuras afetam as propriedades resistentes,
vedantes e de transferéncia de esforcos do concreto, sendo a raiz de numerosos
problemas que ameacam a integridade das estruturas. Sangadji (2015) comenta que
a fissuragéo expde as armaduras no interior do concreto as substancias agressivas
presentes no ambiente. De fato, Mehta e Monteiro (2014) indicam que evitar a
fissuracdo do concreto possibilita, também, evitar sua deterioracéo a partir dos efeitos
ambientais. Conforme os autores, a fissuragéo retroalimenta sua propria ocorréncia,
de forma que, mitigando-a, pode-se garantir uma maior durabilidade do material.

A ocorréncia de fissuracéo nas edificacOes leva a sua deterioracdo muito antes

do final da vida util prescrita em projeto, principalmente em paises de terceiro mundo,
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exigindo reparos ou mesmo suas substituicdes prematuras (CHEMROUK, 2015). Ja
na realidade de paises desenvolvidos como a Alemanha, a Coréia do Sul e os Estados
Unidos da América (EUA), é apontado que os gastos dispendidos na recuperacao e
na reabilitacdo da infraestrutura dos paises superam os gastos que se tém com novas
construcdes (LI; HERBERT, 2012). Na Holanda, Sangadiji (2015) afirma que os gastos
para reparo e aprimoramento das obras civis é responsavel por um terco do montante
total referente ao gasto total com obras. O autor também apresenta que no Reino
Unido 45% das atividades do setor de construcdo sdo relativas a reparos e as
manutencoes.

Além dos custos financeiros claramente relacionados aos processos de reparo
das estruturas, Keoleian, Kendall e Dettling (2005) apontam que custos sociais
também surgem desse processo. Os autores, ao elaborarem um modelo para
avaliacdo dos indicadores de sustentabilidade ao longo do ciclo de vida de uma
estrutura, integraram também os danos causados pela polui¢cdo gerada nas atividades
de reparo, os congestionamentos oriundos do transporte de materiais, bem como os
atrasos dos usudrios, as colisbes e 0s custos operacionais dos veiculos.

Indo ainda mais além, pode-se perceber que as estruturas de concreto
simbolizam, para o futuro, os conhecimentos técnicos e cientificos da época em que
foram construidas, atuando como testemunhas do seu tempo e possuindo, portanto,
um valor cultural intrinseco a si mesmas (LICORDARI, 2015). Dessa forma, pode-se
notar que urge, atualmente, a necessidade de uma maior conservagéo das estruturas,
de forma a minimizar os custos e os danos gerados pela sua deterioracéo, seja ela
precoce ou ndo, e pelo seu reparo. De fato, é apontado pela bibliografia que um
aumento na durabilidade das estruturas € imprescindivel para um desenvolvimento
sustentavel da industria do concreto (MEHTA; MONTEIRO, 2014).

Buscando evoluir na solucéo desse problema, pesquisadores de todo o mundo
tém desenvolvido um grande volume de estudos sobre processos de autocicatrizagdo
do concreto, conforme serd apresentado adiante na fundamentacdo tedrica deste
trabalho. Em resumo, a autocicatrizagdo consiste na recuperacéao de fissuras, tal qual
a pele humana se recupera ao sofrer um corte (DE ROOIJ; SCHLANGEN; JOSEPH,
2013). Um dos mecanismos para promocéo da capacidade de autocicatrizagcdo aos
materiais cimenticios € o emprego de bactérias, que atuam metabolizando nutrientes

organicos, geralmente a base de calcio, adicionados a matriz, em um processo que
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oportuniza a precipitacado de carbonato de calcio (CaCOs3) nas fissuras (REINHARDT
et al., 2013).

1.1 JUSTIFICATIVA

Com base nos apontamentos ja apresentados (CELADYN, 2014; CHEMROUK,
2015; KEOLEIAN; KENDALL; DETTLING, 2005; LI; HERBERT, 2012; LICORDARI,
2015), percebe-se que a deterioracdo das estruturas de concreto, bem como seu
constante reparo e/ou sua recuperagdo, trazem consigo custos financeiros,
ambientais, sociais e culturais. Dessa forma, pode-se perceber a necessidade de
estudos que busguem o prolongamento da vida util das estruturas, na busca pela
minimizacdo dos problemas apresentados pelo cenario atual.

Buscando solucdes para este problema, ha uma vertente de estudo da
autocicatrizacdo das matrizes cimenticias através do uso de microrganismos,
especificamente bactérias, como agentes promotores de cicatrizacdo. Diversos dos
estudos que tém sido publicados fazem o uso de microrganismos ja catalogados em
bases de dados (BASARAN BUNDUR; KIRISITS; FERRON, 2015; FAHIMIZADEH et
al., 2020; JUSTO-REINOSO et al., 2022; KHUSHNOOD et al., 2019, 2020, 2022;
QIAN et al., 2021a; QU et al., 2021; RAUF et al., 2020; WANG et al., 2018, 2014b,
2015; WU et al., 2020; XU et al., 2020; XU; WANG; WANG, 2018; ZAMANI et al.,
2020) e até mesmo de microrganismos adquiridos de uma empresa que comercializa
insumos para producdo de concretos autocicatrizantes (ROSSI et al., 2022). Uma
quantidade menor de publicacdbes possui como premissa 0 isolamento de
microrganismos indigenast como agente de cicatrizacdo (ACHAL; MUKERJEE;
SUDHAKARA REDDY, 2013; ALGAIFI et al, 2021; CHAERUN; SYARIF;
WATTIMENA, 2020; JOSHI; GOYAL; SUDHAKARA REDDY, 2021). Tais publicacdes
aumentam o leque de bactérias viaveis para o estudo da autocicatrizacédo, além de
abrir possibilidades para a prospeccdo de bactérias locais, podendo facilitar
economicamente seu uso.

Paralelamente, conforme sera apresentado em detalhes na revisao
bibliografica, a autocicatrizacdo promovida pela adicdo de bactérias as matrizes

cimenticias frequentemente conta com o encapsulamento desses microrganismos em

1 Microrganismos nativos dos locais em que os estudos sdo realizados, coletados do ambiente e
geralmente isolados e/ou identificados em laboratério
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algum material, sendo comum o uso de agregados leves, por exemplo. Esse processo
demonstrou ser eficiente, porém utiliza diversas técnicas e equipamentos avancados
como mostram estudos ja realizados (CHEN; QIAN; HUANG, 2016; XU et al., 2020;
ZHANG et al., 2017a, 2019), o que pode inviabiliza-lo para aplicacdo da técnica em
grande escala (XU et al., 2019).

Dessa forma, esse estudo motiva-se, também, visando desenvolver uma
técnica mais acessivel para a promoc¢do da autocicatrizacdo dos compdsitos
cimenticios, bem como pela pretenséo na validagdo de um método para prospec¢ao
de bactérias indigenas da regido onde o trabalho € desenvolvido. Além destes fatores,
pode-se notar que ha a necessidade de um maior desenvolvimento desses estudos
em cenario nacional devido a baixa quantidade de documentos cientificos (artigos,
papers, revisdes, etc.) produzido no Brasil, em relacdo ao cenario mundial, conforme
aponta a Figura 1. Os dados apresentados se referem aos documentos indexados na
base de dados Scopus. A coleta foi realizada no dia 20 de julho de 2022, utilizando a

expressao booleana “concrete AND self-healing”.

Figura 1 — Quantidade de material cientifico produzido mundialmente referente a

autocicatrizacao do concreto
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Dado este cenario, visando contribuir neste tema de pesquisa e abordar o uso
de bactérias indigenas da regido do estudo, justifica-se o desenvolvimento do

presente trabalho.
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de formacédo de produtos de cicatrizacdo por diferentes
bactérias indigenas adicionadas a uma matriz cimenticia conjuntamente a aditivo

quimico incorporador de ar como forma de encapsulamento dos microrganismos.
1.2.2 Objetivos Especificos

Os obijetivos especificos deste trabalho séo os seguintes:

a) Validar um método para bioprospeccdo de bactérias indigenas locais
adequadas ao uso em matrizes cimenticias autocicatrizantes;

b) Verificar a influéncia das bactérias na resisténcia mecéanica a compressao
da matriz cimenticia;

c) Analisar a eficacia do uso de ar incorporado como via de sobrevivéncia das
bactérias na matriz cimenticia; e

d) Investigar a morfologia e as composi¢cdes elementar e mineralégica dos

produtos de cicatriza¢do formados;
1.3 DELIMITACOES DO ESTUDO

Esta pesquisa é feita dentro do grupo de pesquisa em Gestdo e
Sustentabilidade na Construgdo GSC do Programa de P6s-Graduagao em Engenharia
Civil (PPGEC) da Universidade do Vale do Rio dos Sinos (UNISINOS). O trabalho
encaixa-se no grupo devido ao seu carater de otimizacdo de um processo na
perspectiva da reducao da geracéo de residuos.

As delimitacdes as quais o trabalho esta sujeito séo:

a) Analise da autocicatrizacdo promovida em corpos de prova de argamassa

mantidos em um ambiente controlado;
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b) Acompanhamento da autocicatrizacdo até a idade de 28 dias apos
fissuracao;

c) Analise qualitativa dos produtos da autocicatrizacdo por analise de
superficie, e ndo da efetividade do processo de autocicatrizacao (aderéncia

ou resisténcia).
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

A fim de melhor organizar a estrutura da fundamentacéao tedrica, os assuntos

foram divididos nos seguintes subtitulos:

a) Deterioragao do concreto: panorama geral da deterioracao do concreto pela
fissuracdo e danos subsequentes;

b) Autocicatrizacdo dos materiais cimenticios: breve historico do tema, termos
especificos, mecanismos de autocicatizagao;

c) Conceitos fundamentais relacionados a autocicatrizacdo bacteriana:
conhecimentos necessarios para a compreensao da autocicatrizacao pela
precipitacdo de CaCOsinduzida por bactérias;

d) Avancos recentes no estudo de bactérias como agentes de autocicatrizacao:
principais estudos desenvolvidos na area durante os ultimos 10 anos e

identificacdo das lacunas de pesquisa.
2.1 DETERIORACAO DO CONCRETO

A introducédo deste trabalho demonstra que o concreto € amplamente utilizado,
assim como possui limitada durabilidade, e € inevitavelmente afetado pelo surgimento
de fissuras. Mehta e Monteiro (2014) demonstram uma série de mecanismos que
levam a deterioracdo do concreto, os quais foram resumidos na Figura 2. Pode-se
observar que uma gama de processos fisicos e quimicos causam a degradacao do

material, sendo a fissuracdo um evento presente em ambos os caminhos.
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Figura 2 — Mecanismos fisicos e quimicos de deterioracédo do concreto
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Fonte: Mehta e Monteiro (2014), adaptado por Muller (2019).

E relevante notar que a fissuracéo se relaciona intimamente com outras formas
de deterioracdo, sendo uma delas a perda de rigidez e de resisténcia do material,
reduzindo, portanto, sua capacidade portante. Recena (2014) afirma que um concreto
sem vazios internos é inviavel de ser fabricado, havendo uma porosidade e uma
microfissuracéo intrinsecas ao material. Esses poros, naturais ao concreto, tornam-se
um problema quando se interconectam por fissuras que se desenvolvem na matriz,
tornando-se caminhos que possibilitam a entrada de agentes agressivos no material
(MEHTA; MONTEIRO, 2014). A literatura apresenta que a abertura de uma fissura,
isto é, sua espessura, é diretamente proporcional ao seu coeficiente de
permeabilidade (REINHARDT; JOOSS, 2003), o qual, por sua vez, correlaciona-se

com a durabilidade do concreto (RECENA, 2014).
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Mehta e Monteiro (2014) desenvolvem ainda um “modelo holistico da
deterioragdo do concreto a partir dos efeitos ambientais mais frequentes”. A Figura 3

apresenta este modelo.

Figura 3 — Modelo holistico de deteriora¢do do concreto
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Fonte: Mehta e Monteiro (2014, p. 195), adaptado por Muller (2019).

Os autores propdem que a deterioracdo do concreto se da em dois estagios
distintos. No Estagio | ocorre uma perda gradual da estanqueidade do material,
resultado das intempéries e do préprio carregamento imposto as estruturas. Neste
estagio, poucos ou nenhum dano séo observados. No Estagio Il, danos mais severos
surgem e se propagam, resultado da penetracdo de 4gua e de agentes agressivos.
Nesta etapa o material sofre fissuracéo, perda de massa e perda de resisténcia e de
rigidez (em correlacéo ao apresentado na Figura 2).

Analisando este modelo, Mehta e Monteiro (2014) percebem que a manutencéo
da impermeabilidade do material e a prevencdo a fissuracdo podem condicionar o

concreto ao Estagio | de deterioracédo. Fica claro de se entender que tal cenario
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aumentaria a durabilidade do concreto, dado que, uma vez no Estéagio Il, a fissuracéo
ocorrida retroalimenta a sua deterioracao.

A Norma Brasileira (NBR) 6118 (ABNT, 2014), que dispbe dos requisitos
exigiveis para o projeto de estruturas de concreto simples, armado ou protendido,
discrimina aberturas maximas de fissuras de acordo com o tipo de concreto (simples,
armado ou protendido) e de acordo com a classe de agressividade ambiental ao qual
0 material estara exposto. Os niveis de protensao, quando aplicaveis, também influem
nas exigéncias quanto a fissuracdo. Para as estruturas em concreto armado, a
abertura maxima de fissuras permitida pela norma é de 0,4 mm.

Ainda, a NBR 12655 (ABNT, 2015a) especifica requisitos para realizacao da
dosagem dos concretos de acordo com as mesmas classes de agressividade
ambiental apresentadas na NBR 6118 (ABNT, 2014). Dado isso, entende-se que 0s
concretos dosados conforme os requisitos aplicados tendem a atender as exigéncias
quanto a fissuracdo dispostas pela NBR 6118 (ABNT, 2014). Apesar disso, a
fissuracdo € complexa e depende de diversos fatores, sendo que Mehta e Monteiro
(2014), por exemplo, elencam um total de 17 causas que levam ao surgimento de
fissuras, sendo este surgimento passivel de ocorréncia desde os 10 minutos apos o
lancamento do concreto, até anos ap0s a concretagem.

Ainda em relacdo aos documentos citados, percebe-se que o impacto do meio
ambiente sobre as estruturas depende de sua localizacdo e dos mecanismos de
deterioragéo, sendo ainda os danos causados majorados pela presenca da fissuracéo.
Caso ocorram fissuras em locais com maior classe de agressividade ambiental, ha
maior possibilidade de progressdo dos danos agravados pela corrosdo das

armaduras.
2.2 AUTOCICATRIZAC}AO DOS MATERIAIS CIMENTICIOS

As pesquisas sobre a autocicatrizacdo dos materiais cimenticios tiveram inicio
em 1994, havendo um boom na quantidade de artigos publicados a partir de 2001.
Nesta conjuntura, em 2005 a International Union of Laboratories and Experts in
Construction Materials, Systems and Structures (RILEM) criou o comité técnico SHC
221 para estudo da autocicatrizacdo do concreto, o qual foi encerrado em 2013,
culminando na publicacdo do volume Self-Healing Phenomena in Cement-Based

Materials (DE ROOIJ et al., 2013), que redne os conhecimentos adquiridos até entéo.
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Apos isso, foi criado um novo comité, o SHE, objetivando reunir os conhecimentos
mais recentemente adquiridos (CAPPELLESSO, 2018), o qual foi finalizado em 2020,
mas sem nenhuma publicacdo realizada até o momento.

Ha de se notar que ocorre uma variagdo linguistica dentro da terminologia
adotada pelos pesquisadores na area da autocicatrizacao. Internacionalmente, termos
como self-healing, self-repairing e self-closing séo vistos, porém nem sempre com
coeréncia entre seu significado, o que é evidenciado ao ler as definicbes dadas em
diferentes publicagbest. Embora ainda néo exista alguma publicagcdo nacional que
defina os termos caracteristicos da area, o grupo de pesquisa no qual o autor deste
trabalho atua espelha-se nas definicbes internacionais mais comuns e tem se
habituado na utilizacdo de termos para distincdo entre diferentes mecanismos e

acles, 0s quais sdo apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 — Termos da area de estudo adotados no trabalho

—_AGao Autocicatrizacao Autorregeneragao
Mecanismo
N&o ha a recuperacgéo Ha a recuperacao e/ou
da resisténcia inicial do | superacgdo da resisténcia
material inicial do material
Autégeno L ~ 2
A autocicatrizacao é A autorregeneracao e
promovida por promovida por
materiais/agentes materiais/agentes
intrinsecos ao concreto intrinsecos ao concreto
N&o ha a recuperacao Ha a recuperacao e/ou
da resisténcia inicial do | superacédo da resisténcia
material inicial do material
Autbnomo e x Xz
A autocicatrizacao é A autorregeneracao €
promovida por promovida por
materiais/agentes materiais/agentes
incomuns ao concreto incomuns ao concreto

Fonte: Elaborado pelo autor com base em estudos cientificos da nota 1.

Conforme o Quadro 1, uma das acbes que ocorre nos materiais € a
autocicatrizagdo. Nela, ocorre apenas o fechamento das fissuras, devolvendo ao
material sua estanqueidade. Por outro lado, a autorregeneracdo € entendida como a
acao na qual o concreto recupera ndos somente sua estanqueidade, mas também

suas propriedades mecanicas. Quanto aos dois mecanismos que levam a

1 Tal fato torna-se mais facilmente perceptivel através dos termos utilizados nos trabalhos de De Rooij,
Schlangen e Joseph (2013), Igarashi, Kunieda e Nishiwaki (2009) e Mihasji e Nishiwaki (2012)
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autocicatrizacdo ou a autorregeneracao, dois subitens apresentados adiante (2.2.1 e
2.2.2) os esclarecerao em maiores detalhes. Ao longo deste trabalho, estas definicbes
sao respeitadas, uniformizando os dados.

Preocupando-se com a efetiva aplicabilidade dos concretos autocicatrizantes,
Alyousif (2016) elenca propriedades desejaveis ao material. De acordo com o
pesquisador, a autocicatrizacao deve ser:

a) Robusta: previsivel e confidvel em ambientes de exposi¢cdo comuns;

b) Pervasiva: disponivel onde e quando for necesséria;

c) Estavel: permanecer ativa ao longo da vida util da estrutura;

d) Repetivel: atuar em multiplos eventos de fissuracéo; e

e) Econbmica: vidvel para a industria da construcao civil.

De acordo com as delimitac6es a que este trabalho se propfe, dentre estas
propriedades, algumas serdo avaliados ao longo do programa experimental deste

estudo, conforme sera discutido no item 3.
2.2.1 Mecanismos autégenos

De acordo com as definicdes dadas anteriormente, a autocicatrizacao autdégena
€ promovida por materiais que sdo corriqueiramente utilizados nos concretos.
Conforme Reinhardt et al. (2013), sdo distinguidas causas fisicas, quimicas e
mecanicas que causam a autocicatrizacdo autdgena, sendo todas elas indicadas na

Figura 4.

Figura 4 — Causas da autocicatrizacdo autdégena
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Fonte: Reinhardt et al. (2013, p. 65), traduzido pelo autor.
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Como causa fisica, o inchamento da pasta de cimento hidratada nas faces de
uma fissura causa uma reducdo na sua espessura. Como causas quimicas, Sao
apontadas a hidratacdo continua das particulas anidras de cimento presentes na
matriz e a formacdo de CaCOs na superficie das fissuras. A hidratacdo do cimento
anidro atua gerando novos produtos de hidratacdo, os quais sdo aproximadamente
duas vezes maiores que as particula anidras, preenchendo parte das fissuras. Por
outra via, ions de célcio presentes na solu¢do dos poros reagem com carbonatos
dissolvidos em agua e presentes na fissura, precipitando cristais de CaCOs na sua
superficie (processo comumente conhecido por carbonatacédo). Por fim, particulas
soltas por eventuais fraturas da matriz ou presentes na propria agua que percola pelas
fissuras podem atuar colmatando-as (REINHARDT et al., 2013).

Cappellesso (2018) aponta que ha relevancia para os estudos envolvendo a
autocicatrizacdo autégena, visto que com mudancgas na matriz € possivel intensificar
este fendbmeno que ja ocorre nos concretos. Além disso, ha a vantagem da dispensa
na adicdo de materiais “estranhos” ao concreto, contribuindo, inclusive, para a
possibilidade de reciclagem futura do material (VAN BREUGEL, 2007).

Ainda assim, € possivel observar que diversos estudos que se referem a
autocicatrizacdo autdégena, focam na hidratacdo continua do cimento (ALDEA et al.,
2000; EDVARDSEN, 1999; PACHECO, 2020; REINHARDT; JOOSS, 2003;
SCHLANGEN; HEIDE; BREUGEL, 2007; YANG; YANG,; LI, 2011). Sabe-se, também,
que a autocicatrizacdo autdgena pela hidratacdo continua do cimento tende a limitar-
se a fissuras que surgem em idades iniciais do concreto (JOSEPH et al., 2010).

No entanto, cabe apontar que, para que exista uma maior oferta de cimento
anidro na matriz, uma das possibilidades estd em se recorrer a um aumento do
consumo de cimento dos concretos. Conforme ja evidenciado no item 1 deste
trabalho, a producéo de cimento Portland é responsavel por grande quantidade dos
impactos ambientais negativos da fabricacdo do concreto. Desta forma, alternativas a
autocicatrizacdo autdbgena mostram-se necessarias, sendo, entdo, 0s mecanismos

autdbnomos apresentados no item seguinte.
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2.2.2 Mecanismos autonomos

O primeiro mecanismo autdbnomo a se considerar € a adicdo de materiais
pozolanicos ao concreto2. Estudos foram desenvolvidos avaliando o uso de cinza
volante, escoria de alto forno e silica ativa como agentes de autocicatrizagédo
(ALYOUSIF, 2016; SAHMARAN; LI, 2009). As pozolanas atuam na autocicatrizacao
pela sua hidratac&o secundaria, isto €, sua reacdo com o hidroxido de calcio (Ca(OH)2)
presente no concreto, levando a formacdo de silicato de calcio hidratado (C-S-H)
(MEHTA; MONTEIRO, 2014), o que leva ao preenchimento das fissuras.

Copuroglu et al. (2013) e Li et al. (2013) compilaram uma série de estudos que
estudaram produtos de carater mais avancado como potenciais agentes promotores
da autocicatrizacdo dos materiais cimenticios, tais como: nitrito de célcio,
cianoacrilato, resina epoxi, metil metacrilato, poliuretano, 6leo de tungue, hidréxido de
sédio e silicato de sddio. Os autores ainda demonstram que 0 uso destes agentes
estd, geralmente, associado ao seu encapsulamento, evitando sua atuacao prematura
no concreto ainda integro. Como forma de encapsulamento € visto o uso de: polimeros
superabsorventes, fibras porosas de polipropileno, tubos de vidro e de acrilico,
microcapsulas esféricas a base de gelatina, poliuretano e capsulas de gel de silica.

Estudos ndo contemplados nas revisdes feitas por Copuroglu et al. (2013) e Li
et al. (2013) (ALGHAMRI; KANELLOPOULOS; AL-TABBAA, 2016a; SISOMPHON;
COPUROGLU; FRAAIJ, 2011) utilizaram monofluorofosfato de sédio e silicato de
sédio em argila expandida e outro agregado leve sem identificacdo. Além destes,
pesquisas realizadas pelo grupo de estudos em concretos autocicatrizantes da
UNISINOS, dentro do qual esta dissertacdo esta inclusa, utilizaram, também, silicato
de sbédio e aditivo cristalizante encapsulado em argila expandida e em perlita
expandida (EHRENBRING, 2020; PACHECO, 2020).

Finalmente, a autocicatrizacdo autbnoma do concreto pode ocorrer pela adi¢cao
de bactérias ao material. Por haver um carater de grande interdisciplinaridade entre

engenharia e biologia neste tema, o item 2.3 a seguir discorre de conceitos basicos a

2 E discutivel o carater autbnomo ou autégeno da adicdo de pozolanas no concreto, dado que o uso de
pozolanas se tornou comum no Brasil, culminando em uma normativa com especificacdo de diversos
cimentos com adi¢cdes pozolanicas (ABNT, 2018). Decidiu-se pela consideracdo como mecanismo
autdbnomo, dado que esta foi a classificacao feita por De Rooij, Schlangen e Joseph (2013) e atentando-
se, também, que a oferta de materiais pozolanicos é limitada e cara em determinados paises
(AFIFUDIN et al., 2011).
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fim de melhor compreender os mecanismos de atuacdo das bactérias que levam a
precipitacdo de calcita induzida microbiologicamente (MICP, de microbiologically
induced calcite precipitation, traduzido pelo autor). Apds, no item 2.4 sao
apresentados avangos recentes no estudo da autocicatrizagdo pela MICP.

2.3 CONCEITOS FUNDAMENTAIS RELACIONADOS A AUTOCICATRIZACAO
BACTERIANA

Antes de prosseguir com o estudo dos concretos autocicatrizantes pela MICP
e a fim de melhor compreender a atuacdo das bactérias neste processo, este item
apresenta conceitos e conhecimentos em microbiologia necessario a isso. De inicio,
€ necessario compreender que uma bactéria € um ser vivo, e como tal & formada por
células, mais especificamente por uma Unica célula. Tal qual todas as células
existentes, as bactérias possuem metabolismo, isto €, absorvem nutrientes do
ambiente em que estdo e os transformam em um subproduto, o qual € excretado de
volta ao ambiente. E desta transformac&o, que se déa através de reacées bioquimicas,
que as células liberam energia, permitindo a manutenc¢éo da vida e sua multiplicacdo
(MADIGAN et al., 2016).

De Belie e Wang (2015) demonstram uma grande variedade de metabolismos
gue levam a MICP, sendo eles apresentados na Tabela 1. Com relacdo a esta
variedade apresentada, os autores afirmam ndo haver estudos que explorem
bactérias autotréficas, além de que as heterotréficas possuem maior capacidade de
realizar a MICP. Também, Wang et al. (2017) corroboram dizendo que os estudos
existentes se concentram na utilizacdo de bactérias decompositoras de ureia e

oxidadoras de componentes organicos.
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Tabela 1 — Metabolismos viaveis para precipitacdo de calcita induzida

microbiologicamente

Bactérias heterotroficas
Metabolismo
assimilativo

Bactérias

autotroéficas Metabolismo dissimilativo

Metanogénese nao-

metilotréficas Decomposicao de

ureia . o .
Fotossintese Omdagao de' c'arbono organico
anoxigénica B N por via aerébia ou anaerobia
Fotossintese Amomﬂcg Gao de
aminoacidos

oxigénica
Fonte: De Belie e Wang (2015, p. 2), adaptado e traduzido pelo autor.

O metabolismo assimilativo por hidrélise (decomposicdo) de ureia ocorre
devido a necessidade bacteriana de nitrogénio, dado que suas células sdo compostas
por aproximadamente 13% deste elemento (MADIGAN et al., 2016). Os
microrganismos capazes de precipitar CaCOs a partir da presengca de ureia
(CO(NH2)2), o fazem com auxilio da enzima urease, sendo ela responsavel por reduzir
a energia necessaria a reagao, catalisando a hidrélise de ureia em acido carbamico
(NH2COOH) e em amoénia (NHs), como apresenta a equacao 1. Seguindo o processo,
as equacdes 2 e 3 mostram a hidrélise espontanea do acido carbamico em acido
carbdnico (H2COs) e em amonia, a qual, por sua vez, equilibra-se com agua para
formar amonios (NH4*) e hidroxidos (OH"). Finalmente, os ions hidroxido reagem na
presenca do acido carbdnico, gerando carbonatos (COs?) (Equacéo 4), que, entéo,
na presenca de um ion de célcio (Ca?*), forma o CaCOs (Equacdo 5) (DE MUYNCK;
DE BELIE; VERSTRAETE, 2010).

CO(NH;), + H20 ——5 NH,COOH + NH; (1)
NH,COOH + H,0 — NH; + H,CO; )
2NH; + 2H,0 « 2NHj + 20H" (3)
20H +H,CO; <> CO3 + 2H,0 (4)
CO3 +Ca®" — CaCO; (5)

8 O autor nao apresenta referéncia clara quanto a esta informacdo, enquanto outros estudos indicam a
metanogénese como um metabolismo associado a arquéias, e ndo a bactérias (ABREU, 2007; ALVES,
2018).
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Estudos na autocicatrizacao pela MICP por hidrolise de ureia fazem uso das
espécies Bacillus sp., Bacillus sphaericus, Bacillus megaterium, Sporosarcina
pasteurii4, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus licheniformis e Bacillus flexus
(MULLER; PACHECO; TUTIKIAN, 2019). Dentre os géneros utilizados, percebe-se
uma predominancia das bactérias do género Bacillus dada sua resisténcia frente ao
ambiente alcalino do concreto (JONKERS et al., 2010).

De Muynck, De Belie e Verstraete (2010) denominam a MICP por hidrélise de
ureia como a mais simples e rapida dentre os metabolismos estudados. Apesar disso,
guando analisadas as equacdes (1) a (5), observa-se que a producao de 1 mol de
CaCOs esté atrelada a producéo de 2 mols de amonio. De acordo com De Muynck,
De Belie e Verstraete (2010), Jonkers et al. (2010) e Seifan, Samani e Berenjian
(2016), esta produgéo de amobnio representa um grande potencial de liberagdo de
oxido de nitrogénio na atmosfera.

Em contraponto ao metabolismo assimilativo de hidrélise de ureia, o
metabolismo dissimilativo de oxidac&o de carbono orgéanico é a forma de obtencao de
energia de um grupo de bactérias denominadas quimiorganotréficas (MADIGAN et al.,
2016). Tomando duas fontes de carbono organico como exemplo, a oxidacdo de
lactato de calcio e de acetato de calcio é apresentada nas equacbes 6, 7 e 8, 9,
respectivamente. As equacdes 6 e 8 mostram que o lactato de calcio (CaCsH100s) €
0 acetato de célcio (Ca(C4Hs04) sdo oxidados em CaCOs, gerando dioxido de carbono
(CO2) e 4gua como subprodutos. Além disto, o diéxido de carbono reage com o
hidréxido de célcio (Ca(OH)2) presente na matriz cimenticia produzindo ainda mais
CaCOs (Equacdes 7 e 9) (ALAZHARI et al., 2018b; JONKERS et al., 2010). Jonkers
et al. (2010) fazem notar que esta reacdo secundaria do didxido de carbono com o
hidréxido de calcio € a mesma reagdo de carbonatacao natural do concreto, porém

acelerada pelo metabolismo bacteriano.

CaC6H1006 + 602 - CaCO3 + 5C02 + 5H20 (6)
5CO, + 5Ca(OH), — 5CaCO; + 5H,0 7)
Ca(C4H604) + 402 — CaCO3 + 3C02 + 3H20 (8)

4 Denominado em certos estudos como Bacillus pasteurii, porém houve reclassificacdo taxonémica
apos estas publicacdes (WANG et al., 2017).
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3CO, + 3Ca(OH), — 3CaCOs + 3H,0 (9)

Com relacdo as espécies utilizadas para MICP por oxidacdo de componentes
organicos, é visto o uso de Bacillus sp., Bacillus pseudofirmus, Bacillus cohnii e
Bacillus alkalinitrilicus (MULLER; PACHECO; TUTIKIAN, 2019). Novamente, observa-
se 0 uso majoritario de bactérias do género Bacillus.

A luz do conhecimento das reacdes que levam a MICP, percebe-se necessario
o fornecimento de nutrientess célcicos as bactérias. (MULLER; PACHECO; TUTIKIAN,
2019), ao analisarem uma série de estudos sobre a autocicatrizacdo pela MICP,
verificaram a utilizacéo de nitrato de calcio, cloreto de célcio, acetato de calcio e lactato
de calcio. Com relacdo a estes compostos, é apontado que o cloreto de calcio pode
levar a corrosédo das armaduras do concreto, havendo uma maior utilizacdo do nitrato
de calcio e, principalmente, do lactato de célcio (SEIFAN; SAMANI; BERENJIAN,
2016). Ainda, Muller, Pacheco e Tutikian (2019) apontam a utilizacdo de nutrientes
complexos como extrato de levedura, extrato de carne e peptona.

Considerando potenciais influéncias dos nutrientes nas propriedades
resistentes do concreto, Jonkers et al. (2010) adicionaram diferentes nutrientes
diretamente na mistura fresca de concreto. A quantidade adicionada foi de 1% em
relacdo a massa de cimento, e foi analisada a resisténcia a compressao do concreto
para cada nutriente adicionado. Os resultados, expostos na Figura 5, demonstram que
o0 extrato de levedura e o acetato de calcio levam a um decréscimo da resisténcia a
compressao a cerca da metade do valor da amostra controle. J4 a adicdo de peptona
mostra-se bastante prejudicial neste aspecto, levando a uma drastica perda de
resisténcia. Por fim, a adi¢do de lactato de céalcio mostrou pouca influéncia até 7 dias
de andlise, e uma leve melhora na resisténcia aos 28 dias. Luo e Qian (2016) e Sierra-
Beltran, Jonkers e Schlangen (2014) também verificaram acréscimo na resisténcia a

compressédo do concreto com adicdo de lactato de célcio.

5 Nos estudos originais, quase sempre chamados “organic precursors” ou “chemical precursors”
(Respectivamente, “precursores organicos” e “precursores quimicos”. Traduzido pelo autor)
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Figura 5 — Desenvolvimento da resisténcia a compressao nos concretos com

incorporacao de extrato de levedura, peptona, lactato de célcio ou acetato de célcio
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Fonte: Jonkers et al. (2010, p. 233), traduzido pelo autor.

Além destas questbes, Khalig e Ehsan (2016) explicam que materiais sao
adicionados ao concreto junto as bactérias, para que atuem imobilizando-as e
protegendo-as do ambiente agressivo do concreto, além de evitar 0 esmagamento
das células durante a formacdo dos compostos hidratados do cimento (JONKERS;
THIJSSEN, 2010). Diversos os estudos publicados utilizam agregados leves para esta
finalidade (ALAZHARI et al., 2018a; JIANG et al., 2020; LUCAS et al., 2018; MULLER
et al.,, 2022; SIERRA-BELTRAN; JONKERS; SCHLANGEN, 2014; WIKTOR;
JONKERS, 2011; ZHANG et al., 2017b).

Buscando alternativas mais avancadas e/ou mais sustentaveis e/ou que tragam
melhoria em outras propriedades dos concretos e das argamassas, outros materiais
tém sido estudados para encapsulamento das bactérias. Ao realizarem uma revisao
bibliografica, Khaliq e Ehsan (2016) verificaram a utilizagdo desde materiais formados
por sol-gel, até técnicas de microencapsulamento e uso de poliuretano. Os proprios
autores utilizaram em seu programa experimental agregados leves e nanoplaquetas
de carbono para imobilizacao de Bacillus subtilis. Finalmente, demais estudos fazem
uso de hidrogéis (WANG et al., 2015, 2018, 2014b), lodo granular (SONG et al., 2021),
areia de fundicdo (CHEN; QIAN; HUANG, 2016; XU et al., 2020; XU; WANG; WANG,
2018), zedlito (YUAN et al., 2022), particulas pirolisadas de carvdo vegetal (KUA et
al., 2019), nano/microplaguetas de grafite (KHUSHNOOD et al., 2022),
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nano/micro/miliparticulas de oOxido de ferro, de calcario e de areia silicosa
(KHUSHNOOD et al., 2019), agregado reciclado de concreto (KHUSHNOOD et al.,
2020) e fibras naturais (RAUF et al., 2020), por exemplo.

2.4 AVANCOS RECENTES NO ESTUDO DE BACTERIAS COMO AGENTES DE
AUTOCICATRIZACAO

Com o objetivo de trazer informacdes atualizadas a respeito do estado da arte
no estudo da autocicatrizagdo, os estudos relacionados neste capitulo foram
publicados entre os anos de 2013 e 2022. O ano de 2013 foi definido como limite para
analise dado ser 0 ano de publicacdo do Self-Healing Phenomena in Cement-Based
Materials (DE ROOIJ et al., 2013) pelo SHC 221. Além da delimitacdo de data,
buscando trazer os estudos de maior relevancia e impacto cientifico, foram
considerados apenas aqueles publicados em periédicos de estrato A1 ou A2 nas
areas de avaliagcdao “Engenharias 1", “Materiais” e “Biotecnologia” pelo Qualis

Periodicos, da Plataforma Sucupira, no quadriénio 2013-2016.
2.4.1 Adigao direta de bactérias na agua de amassamento

Conforme indicado anteriormente, diversos estudos realizam o
encapsulamento das bactérias antes de as inserir na matriz cimenticia. Ainda assim,
ha uma grande quantidade de publicac6es que analisam o uso direto das bactérias no
momento de mistura dos compadsitos cimenticiost. Andalib et al. (2016), Qian et al.
(2016) e Siddique et al. (2016a, 2016b) realizam a insercédo de bactérias do género
Bacillus, linhagem AKKRS5, e verificaram que houve a ocorréncia de MICP na forma
de preenchimento de fissuras e de poros e vazios internos do compdsito, aumentando
a resisténcia a compressao e reduzindo a absor¢do de agua, a permeabilidade e a
porosidade do material.

Luo e Qian (2016) realizaram a secagem das bactérias, adicionando-as na
forma de p6 na agua de amassamento, avaliando a sua influéncia, bem como de

diferentes fontes de célcio, na reologia do material. A adicdo de lactato de célcio

6 Ao longo do item 2.4 sédo referenciados estudos em concreto, em engineered cementitious composite
(ECC, em traducdo do autor, compésito cimenticio avancado), em argamassa, Ou mesmo em pasta.
Assim, por conveniéncia, adotou-se geralmente o uso do termo “compdsito cimenticio” para se referir
aos materiais estudados, evitando demasiada desorienta¢éo na leitura do texto.
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atrasou a hidratacdo do cimento, estendendo o tempo de pega, o que também levou
a uma menor resisténcia a compressao em idades iniciais, mas ndo aos 28 dias, onde
a resisténcia foi superior aos demais tragos analisados. Ja a adicdo de formato de
calcio e de nitrato de calcio levaram a uma reducao do tempo de pega, e, no caso do
nitrato de calcio, a uma perda indesejada na resisténcia a compressao. Conforme 0s
autores apontam, as diferencas nas resisténcias obtidas podem ser resultado de
diferentes tamanhos de poros desenvolvidos, 0 que também foi observado nas
andlises realizadas. Observa-se que a maior resisténcia a compressao obtida neste
estudo pela adicdo de lactato de calcio ja havia sido observada por Jonkers et al.
(2010).

Corroborando com os resultados obtidos em estudos anteriores, Siddique et al.
(2017) verificaram um acréscimo de 10-12% na resisténcia & compresséo aos 28 dias
pela adicdo da linhagem AKKR5 diretamente na agua de amassamento. Além disso,
foi vista reducdo da absorcdo de agua, da porosidade, da absorcédo capilar e da
permeabilidade aos cloretos de 42-48%, 52-56%, 54-78% e 10%, respectivamente,
além de nado haver influéncia das bactérias no abatimento do concreto em estado
fresco. ReducBes nestas mesmas propriedades dos materiais foram também
observadas por Hosseini Balam, Mostofinejad e Eftekhar (2017a), Kalhori, Bagherpour
(2017) Rizwan et al. (2017), e por Ling e Qian (2017), estes ultimos utilizando bactérias
secas em po, assim como Luo e Qian (2016).

Diversos estudos deram prosseguimento ao estudo de diferentes espécies (B.
megaterium MTCC 10086, S. pasteurii MTCC 1761, B. cohnii MTCC 10221, Bacillus
halodurans DSM 497, B. subtilis, S. pasteurii ATCC 11859) adicionadas diretamente
ao composito cimenticio, sendo sempre observado a melhora das propriedades
mecanicas e a reducdo da penetracdo a agua e a agentes agressivos (CHAURASIA
et al., 2019; NAIN et al., 2019; SU et al., 2019; TAYEBANI; MOSTOFINEJAD, 2019;
ZHANG,; DING; QIAN, 2019).

Karimi e Mostofinejad (2020) adicionaram B. subtilis PTCC 1254 liofilizadas
tanto na adgua de amassamento, quanto como tratamento superficial em concreto
reforcado com fibras. Em consenso com diversos estudos anteriores, os autores
observaram reducbes na entrada de agentes agressivos, sendo as redugdes mais
expressivas nas amostras ja moldadas com bactérias. Um estudo (JANG et al., 2020)
destaca-se por ter observado uma queda na resisténcia a compressao e um aumento

na porosidade do material pela adicdo de Lysinibacillus sphaericus YS11 e Bacillus
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alkaliphilus AK13, secas por atomizacao, em conjunto a extrato de levedura e a lactato
de calcio, todos adicionados diretamente na agua de amassamento. Os autores
observaram que a reducgdo se deu em funcdo dos nutrientes adicionados a matriz,
havendo uma perda de 28% na resisténcia a compressado aos 28 dias em relacdo a
referéncia.

Avancando na avaliacdo da autocicatrizacdo em matrizes avancadas, Jadhav
et al. (2018) buscaram respostas sobre o comportamento de S. pasteurii em matrizes
compostas unicamente por cimentos geopoliméricos. Os autores concluiram que nao
h& necessidade para encapsulamento das bactérias neste tipo de matriz, além de
comprovarem a precipitacdo de CaCOs nas fissuras do material. Outras alteragbes em
propriedades das compositos observadas pela adicdo de bactérias na agua de
amassamento sdo: aumento na hidrofobia da superficie do compdsito (QU et al.,
2021), aumento na velocidade de propagacdo de ondas ultrassénicas, sendo
diretamente relacionado a uma densificacdo da matriz (QIAN et al., 2021a), reducéo
de até 40% na carga passante pela matriz em teste rapido de permeabilidade a
cloretos (KARIMI; MOSTOFINEJAD, 2020), atraso na pega do cimento quando feita
adicdo de nutrientes diretamente na matriz, devido a presenca de carboidratos
(BASARAN BUNDUR; KIRISITS; FERRON, 2015). Foi também documentado que,
pelo uso de Bacillus mucilaginous L3 ha a captura de CO:2 do ar para realizar a MICP,
através da enzima anidrase carbdnica, produzindo uma matriz ndo somente

autocicatrizante, mas que também captura o CO2 atmosférico (QIAN et al., 2016).

2.4.2 Adicao de bactérias encapsuladas

A adicdo de bactérias diretamente na matriz tem apresentado resultados
satisfatorios, conforme apresentado anteriormente. Porém, de acordo com Jonkers et
al. (2010) e Lee e Park (2018), devido a fatores como elevada compacidade, pH
alcalino e baixo teor de oxigénio, por exemplo, o0 ambiente da matriz cimenticia ndo é
o mais favoravel a sobrevivéncia dos microrganismos. Dessa forma, buscando uma
melhoria nos resultados obtidos, uma linha paralela de pesquisa realiza o
encapsulamento das bactérias antes de sua insergcdo na matriz cimenticia.

Qian et al. (2021a) compararam a adicdo de B. mucilaginous L3 na forma de
po, diretamente na matriz cimenticia, ou encapsulados (material das cdpsulas nao

informado pelos autores). Com relagéo a resisténcia a compressao, € observada uma
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reducdo em todas as idades quando realizada a adicdo das capsulas. Aos 28 dias, a
resisténcia atingida pelo compadsito com adicao direta é de aproximadamente 51 MPa,
enquanto com a adicdo das capsulas houve uma reducgdo para cerca de 43 MPa. Em
termos de cicatrizagdo, as amostras com adicao direta cicatrizaram até cerca de 89%
da area da fissura, frente cerca de 99% de cicatrizacdo para as bactérias
encapsuladas. Uma melhora também foi observada na permeabilidade das amostras:
as bactérias adicionadas diretamente levaram a uma reducdo deste pardmetro em
aproximadamente 89%, ao passo que a adicdo das capsulas resultou em uma
reducado de cerca de 99%. Além das propriedades do compasito cimenticio em si, 0S
autores propuseram um método para fabricacdo de ambos o0s concretos
autocicatrizantes (bactérias encapsuladas ou nao) em uma planta industrial,
apontando que a fabricagdo do compdsito com capsulas € mais trabalhosa e onerosa.

Um estudo comparando a adicdo de B. subtilis diretamente na agua de
amassamento ou encapsulando-as em agregados leves e em nanoplaquetas de
grafeno foi desenvolvido por Khaliqg e Ehsan (2016). Foi verificado que, aos 3 e 7 dias,
a cicatrizacao foi melhor nas amostras com nanoplaquetas de grafeno, ao passo que,
aos 14 e 28 dias, as amostras com agregados leve apresentaram melhores
resultados. Os autores apontam que as nanoplaquetas ndo resistem as pressoes
multiaxiais geradas na matriz durante a hidratacdo do cimento em idades avancadas.
Além disso, os autores puderam mostrar que ndo ocorreu a desintegracdo do lactato
de célcio na matriz (para adicdo de ~5% da massa de cimento) em magnitude
suficiente para que ndo houvesse nutrientes suficientes para MICP.

Chen, Qian e Huang (2016) e Tziviloglou et al. (2016) encapsularam Bacillus
sp. em areia de fundicdo e em argila expandida, respectivamente. Ambos os estudos
levaram a resultados positivos, sendo interessante ressaltar que Tziviloglou et al.
(2016) observaram o consumo de oxigénio no interior das fissuras devido a atuacao
bacteriana, o que, por consequéncia, leva a reducdo na corrosdo das armaduras.
Ainda, os autores avaliaram a cura das amostras em ciclos de molhagem e secagem
ou submersas em agua. Foi vista uma maior reducao na permeabilidade das amostras
curadas em ciclos de molhagem e secagem, o que os autores atribuem a maior MICP
devido a maior oferta de oxigénio.

Xu e Wang (2018) e Xu, Wang e Wang (2018) encapsularam S. pasteurii em
capsulas desenvolvidas com cimento de sulfoaluminato de célcio e em capsulas de

areia de fundigéo, respectivamente. Os resultados dos tragcos com areia de fundicéo
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indicam a cicatrizacéo de fissuras de até 0,273 mm aos 28 dias, com acréscimos de
24% na resisténcia a compressao e reducdo de 27% na absorcdo de agua. Nas
amostras com capsulas de cimento de sulfoaluminato, a cicatrizacéo foi de até 0,417
mm aos 28 dias, com 130% de recuperacdo na resisténcia a compressao e 50% de
recuperacdo na impermeabilidade das amostras previamente fissuradas.

Foi testado o uso de perlita expandida e argila expandida (ZHANG et al.,
2017b), com cicatrizacdo aos 28 dias de fissuras de até 0,79 mm e 0,45 mm,
respectivamente. A viabilidade no uso de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro
também foi validada por Seifan et al. (2018a, 2018b, 2018c, 2018d), com o
encapsulamento se dando pela atracdo eletrostatica da parede celular com as
nanoparticulas. Os resultados indicam a ocorréncia de autocicatrizagcao por andlise
visual, uma reducdo na penetracdo de &gua e um aumento na resisténcia a
compressdo causado pelas nanoparticulas. O uso de perlita expandida também foi
avaliado por Zhang et al. (2019b) ao encapsularem B. cohnii e 2 consércios de lodo
ativado revestindo a cdpsula com geopolimero para aumento de sua resisténcia.
Novamente, foram observados resultados positivos para o uso da perlita, com
cicatrizacdo de fissuras de até 1,22mm aos 28 dias, sendo observada também uma
reducdo na permeabilidade a agua.

Chen et al. (2019) e Shaheen et al. (2019) utilizaram, respectivamente, xisto
expandido e micro/nanoparticulas de 6xido de ferro e de bentonita como capsulas. Foi
verificada a cicatrizacdo com o uso de ambas as capsulas. Quanto ao uso das
micro/nanoparticulas de 6xido de ferro, houve também uma recuperacéo de 85% da
resisténcia a compressao do concreto. Buscando alternativas para reuso de residuos,
Xu et al. (2019) mostraram viabilidade no uso de borracha de sucata de pneu como
capsulas para S. pasteurii ATCC 11859. Os autores apontam que uma menor
granulometria de céapsulas leva a uma maior autocicatrizacdo, o que esta de acordo
com Khalig e Ehsan (2016), que afirmam que capsulas menores dispersam-se por
mais pontos da matriz. Xu et al. (2019) ainda mostram que a resisténcia a compressao
e afetada negativamente em idades iniciais, porém supera a resisténcia do concreto
referéncia aos 28 dias. Em termos de espessura cicatrizada, os autores chegam a um
valor de 0,86 mm.

Um estudo precursor foi desenvolvido por Alazhari et al. (2018) utilizando perlita
expandida como capsulas para B. pseudofirmus DSM 8715 e para acetato de calcio e

extrato de levedura, separando, porém, 0s nutrientes e as bactérias em capsulas
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distintas. Os autores alteraram as proporcfes das capsulas no material, verificando
quais proporcdes retornariam melhores propriedades ao concreto. Através de analise
visual da superficie da fissura e da absor¢do de agua apenas na regiao fissurada, foi
observado que 60 a 70% das capsulas contendo nutrientes e 40 a 30% contendo
bactérias levaram aos melhores resultados, com 100% de cicatrizacdo superficial e
taxa de absorcao de cerca de 0,24 ml/m?/s aos 10 minutos e 0,10 ml/m?%/s aos 120
minutos. Outras publicagdes analisam variados materiais para encapsulamento,
sendo eles alginato de célcio (FAHIMIZADEH et al., 2020), poliureia (ZAMANI et al.,
2020), graos de concreto aerado (TAN et al., 2020), além daqueles ja apresentados
ao final do item 2.3 deste trabalho. No geral, todos os estudos apresentaram
resultados positivos, cada qual com suas particularidades. Destacam-se: o
desenvolvimento de cdpsulas em que se pode definir a sua fragilidade, de forma a
refinar o nivel de tensdo em que se deseja que as capsulas rompam e liberem o
agende cicatrizante (ZAMANI et al., 2020) e a verificacdo que o Ca(OH)2 da matriz
atua como fonte de célcio para MICP, assim como 0s demais nutrientes geralmente
empregados (TAN et al., 2020).

Outra alternativa desenvolvida para encapsulamento € o uso de bolhas de ar
incorporado na matriz cimenticia. Parastegari, Mostofinejad e Poursina (2019)
incorporaram 5% e 8% de ar no concreto como protecdo para S. pasteurii ATCC
11859. Os autores, entretanto, ndo fissuraram nenhuma amostra, restringindo sua
analise as propriedades do compdsito cimenticio integro. Foi observado que a adicédo
das bactérias levou a um aumento médio de 34% da resistividade elétrica do
compésito cimenticio, o que os autores atribuiram a precipitacdo de CaCO3z como uma
fina camada na superficie da amostra, aumentando a resisténcia a entrada de agentes
agressivos como cloretos. Também foi constatado uma penetracao de ions cloreto até
28% menor para as amostras com bactérias. Por fim, imagens de MEV indicam uma
maior quantidade de poros nas amostras sem S. pasteurii, sendo justificado que na
presenca de bactérias os poros séo preenchidos pelo CaCOs precipitado por elas.

Justo-Reinoso et al. (2022) também avaliaram bactérias, neste caso B. cohnii
DSM 6307, adicionadas juntamente com aditivo incorporador de ar para seu
encapsulamento em ar incorporado durante a mistura do compasito cimenticio. Foram
analisados diferentes aditivos incorporadores de ar, sendo que houve sucesso no
encapsulamento in vitro das bactérias dentro das bolhas de ar em gel agarose, como

indicado na Figura 6. E possivel observar que os autores utilizaram diferentes aditivos
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incorporadores de ar (C201, B119 e B130; identificacfes derivadas de seus nomes
comerciais) e em todos os casos as bactérias foram devidamente encapsuladas
dentro das bolhas, enquanto a quantidade de bactérias no gel é muito baixa. Apenas
sdo encontradas bactérias no gel na auséncia de ar incorporado (Figura 6a).

Figura 6 — Encapsulamento de Bacillus cohnii com diferentes aditivos incorporadores
de ar: (a) controle (sem aditivo), (b) C201, (c) B119 e (d) B130
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Fonte: Justo-Reinoso et al. (2022, p. 6), traduzido pelo autor.

Ainda na publicacdo de Justo-Reinoso et al. (2022), é observada uma reducao
das resisténcias a compresséo e a flexado pela adicdo de nutrientes, o que esta de
acordo com o estudo de Luo e Qian (2016), mas também pela adicdo de ar
incorporado na matriz cimenticia. Como resultados positivos, é documentada uma
reducdo de até 18% na permeabilidade a 4gua pela adigdo de bactérias com aditivo
incorporador de ar, além de eficacia na autocicatrizagcéo de fissuras induzidas apos 9

meses de cura e de um baixo custo para producdo de uma matriz autocicatrizante
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com encapsulamento de bactérias em ar incorporado. Finalmente, os autores
apontam que as estruturas cristalinas formadas possuem clivagem romboédrica ou

deformada’, sendo ambas estruturas formadas por CaCOs.

2.4.3 Bioprospeccgao de bactérias

Diferentes estudos realizam um processo de bioprospeccéo de novas bactérias
para uso como agente de autocicatrizacdo. Tal método é aplicado, por exemplo, por
Achal, Mukerjee e Reddy (2013), Algaifi et al. (2021), Amer Algaifi et al. (2020),
Chaerun, Syarif e Wattimena (2020) e Joshi, Goyal e Sudhakara Reddy (2021). Os
ambientes do qual as bactérias foram isoladas séo: oleodutos de petrdleo (CHAERUN;
SYARIF; WATTIMENA, 2020), cimento (ACHAL; MUKERJEE; REDDY, 2013; JOSHI;
GOYAL; SUDHAKARA REDDY, 2021) e solo (ALGAIFI et al., 2021; AMER ALGAIFI
et al., 2020). Dentre os autores, Algaifi et al. (2021) e Amer Algaifi et al. (2020) se
destacam por fornecerem uma descricdo detalhada do processo completo de
isolamento e caracterizacdo dos microrganismos.

Para obtencao das bactérias, Amer Algaifi et al. (2020) realizaram a coleta de
1g de solo e suspenderam em um meio de cultura (solucdo com nutrientes para o
metabolismo bacteriano) por 24 horas para o crescimento dos microrganismos ali
presentes. Em seguida foi feito um plagueamento por estrias® para obtencédo dos
microrganismos isolados?, sendo esta técnica repetida até a obtencdo de placas de
Petri contendo um Unico isolado em cada uma delas. Apdés isto, as colénias dos
isolados foram examinadas morfologicamente a olho nuzo.

Apos obtencédo dos isolados, Algaifi et al. (2021) e Amer Algaifi et al. (2020)

fizeram sua identificacdo molecular através de uma série de procedimentos.

7 Conforme texto original “deformed actinomorphic”, termo ndo encontrado em nenhuma outra
publicacao que compd@e a bibliografia deste trabalho, ou mesmo em pesquisa bibliogréafica relacionada
a cristalografia. Pesquisa por “actinomorphic” em bases de dados cientificas indicam publicagdes no
ramo da botanica, que parece ser o ramo de origem do termo, dado que também sdo encontrados
estudos na area de semicondutores utilizando o termo em alusdo ao formato floral de estruturas
cristalinas formadas por alguns éxidos, ao exemplo do estudo de Zhang et al. (2018). Ainda assim,
cabe observar que tais estruturas “florais” apresentadas ndo possuem semelhanca com as
“deformadas” observadas por Justo-Reinoso et al. (2022).

8 Para evitar um texto demasiadamente longo, nem todas as técnicas de microbiologia sdo detalhadas
profundamente. Para compreensdo completa, caso desejado, sugere-se a consulta de Madigan et al.
(2016).

9 Daqui para frente, tratados apenas como “isolados”.

10 As colbnias formadas por cada espécie de bactéria divergem em caracteristicas visiveis a olho nu,
tais como formato, tamanho e cor (ALGAIFI et al., 2021).
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Inicialmente, foi feita a extracdo do DNA dos isolados e a amplificacdo da regido
especifica do gene 16S rRNA via reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com
diferentes primers. O produto da reacgéo foi sujeito a uma série de ciclos em diferentes
temperaturas, sendo em seguida purificado e separado por eletroforese para a anélise
da pureza e da concentracdo do gene 16S rRNA amplificado. Finalmente, o gene foi
sequenciado e foi checada sua similaridade com outras sequéncias genéticas
depositadas na base National Centre for Biotechnology Information (NCBI) utilizando
a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Com isso, por comparacao

e percentual de similaridade, é dada a taxonomia dos isolados.

2.4.3 Técnicas de analise dos produtos de cicatrizagao

Diversas sdo as analises realizadas em bibliografia relacionadas a
autocicatrizacdo dos materiais cimenticios, como microscopias opticas e eletrdnicas
no espectro de luz visivel ou no infravermelho, ensaios de permeabilidade ao ar e a
agua, velocidade de propagacao de ondas ultrassdnicas e ensaios mecanicos, por
exemplo (GUPTA; PANG; KUA, 2017). As técnicas abordadas neste item serdo
aquelas realizadas neste estudo: microscopia 6ptica, microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) e difracéo
de raios X (DRX). Diversos dos autores citados ao longo deste referencial utilizam
estas técnicas, tendo analises de resultados muito semelhante. Dessa forma, apenas
alguns exemplos de cada técnica sao apresentados a seguir dadas as similaridades
observadas.

A analise por microscopia Optica possibilita 0 acompanhamento visual de uma
fissura por um periodo determinado, tendo alguns exemplos detalhados a seguir.
Chaerun, Syarif e Wattimena (2020) demonstraram através da microscopia optica a
cicatrizacdo, caracterizada pela deposicdo de cristais esbranquicados na fissura,
promovida por L. sphaericus SKC/VA-1 ao longo de 28 dias. A Figura 7 apresenta o
processo de autocicatrizacdo visualizado, sendo possivel observar a escala das
fissuras cicatrizadas. Outras técnicas podem ser aliadas a microscopia optica, como
por exemplo uma binarizacdo das imagens em preto e branco, possibilitando a
quantificacdo de pixels pretos (fissura) e sua diminui¢cdo (cicatrizagdo) ao longo do
tempo. Este procedimento foi realizado, por exemplo, por Wu et al. (2020) e é

apresentado na Figura 8.
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Figura 7 — Microscopia 6tica para acompanhamento da autocicatrizacao
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Fonte: Chaerun, Syarif e Wattimena (2020, p. 4).

Figura 8 — Microscopia 6tica com binarizacéo para mensuracdo da area da fissura
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Fonte: Wu et al. (2020, p. 9).

Ainda, Cappellesso (2018) registrou imagens de microscopia ao longo da
extensdo de fissuras. Com isso, a autora realizou posteriormente o tratamento das

imagens de forma a obter uma imagem em boa qualidade que apresente toda a
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extensdo da fissura reconstituida, possibilitando uma anélise em maior escala. A

Figura 9 apresenta o resultado obtido através desta técnica.

Figura 9 — Microscopia Optica com reconstituicdo de uma fissura ao longo de toda a

sua extensao
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Fonte: Cappellesso (2018, p. 115).

Avancando para analises em menor escala, distintos autores utilizam MEV para
andlise da morfologia dos produtos de cicatrizacao formados nas amostras. Wang et
al. (2018) utilizaram esta técnica, associada a EDS, sendo possivel observar a
presenca de cristais de aparéncia cubica, 0os quais tiveram sua composicao quimica
elementar avaliada por EDS, resultando na presenca de Ca, O e C, tendo os autores
indicado que os cristais observados tratam-se de calcita. As imagens que basearam

tais analises podem ser observadas na Figura 10.
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Figura 10 — (a, b) MEV apresentando cristais ao longo do interior da fissura e (c)

EDS indicando sua composi¢cédo quimica elementar
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Fonte: Wang et al. (2018, p. 320).

Outros autores também realizaram as mesmas analises via MEV e EDS,
encontrando novamente cristais formados por Ca, O e C, além de observar Si em
menor quantidade (Figura 11a, b e c) e Mg, Al, K e Fe (Figura 11d) (JUSTO-REINOSO
et al., 2022).
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Figura 11 — Micrografias de MEV e analises de EDS em diferentes amostras, com

enfoque (a, b e ¢) nos produtos de cicatrizacdo e (d) na matriz cimenticia
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Fonte: Justo-Reinoso et al. (2022, p. 13), traduzido pelo autor.

Andlises de DRX foram realizadas por Xu, Wang e Wang (2018) e Yuan et al.
(2022) nos produtos de cicatrizacdo formados nas amostras. Em ambos os estudos,
os resultados indicam que os precipitados sdo formados por calcita, sendo visto
também por Xu, Wang e Wang (2018) (Figura 12) a presenca de quartzo, atribuido a
areia utilizada como agregado miudo, e portalandita e etringita, dois hidratos do

cimento.

Figura 12 — Analise de DRX em produtos de cicatrizagéo
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Fonte: Xu, Wang e Wang (2018, p. 3126), traduzido pelo autor.
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Conforme todo o cenario apresentado ao longo do item 2.4, observa-se um
avanco nas técnicas utilizadas para elaboracdo dos materiais cimenticios
autocicatrizantes. Varios estudos vém sendo publicados ndo somente em periddicos
com enfoque em materiais de construcédo civil, mas também na area de microbiologia
aplicada e biotecnologia, reflexo da interdisciplinaridade envolvida no
desenvolvimento do assunto. Diversas frentes de estudo avancam simultaneamente,
avaliando diferentes matrizes, diferentes agentes de cicatrizacao e diferentes métodos
para insercao destes agentes nas matrizes.

Uma quantidade reduzida de estudos, porém, analisa a autocicatrizacdo que
ocorre pela adicdo de bactérias junto a ar incorporado no concreto. Ainda, os estudos
realizados ndo possuem como enfoque a investigagcdo das estruturas cristalinas
formadas, exceto a publicagéo recente de Justo-Reinoso et al. (2022), que analisou
os precipitados morfologicamente e elementarmente. Além disso, poucos estudos
realizam o isolamento de bactérias para uso como agente de autocicatrizacdo das
matrizes cimenticias. Desta forma, esta lacuna de pesquisa € ocupada pelo
desenvolvimento desta dissertagéo.
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3 MATERIAIS E METODOS

As variaveis envolvidas na avaliacdo do potencial de formacédo de produtos de
cicatrizacdo sao as apresentadas na Tabela 2, definidas com base nos objetivos da

pesquisa, assim como na sua delimitagéo.

Tabela 2 — Variaveis deste estudo

Variavel de controle Variaveis fixas Variaveis de resposta
- Linhagens de - Tempo de - Presenca de produtos de
bactérias crescimento bacteriano  cicatrizagcdo em fissuras

- Fonte de calcio para até os 28 dias pos-
autocicatrizacao fissuracao

- Traco da argamassa - Morfologia dos produtos
- Teor de aditivo de cicatrizacao
incorporador de ar - Composicéao elementar
- Condicao de cura dos produtos de

cicatrizacao

- Mineralogia dos produtos
de cicatrizacao

- Resisténcia a
compressao aos 7 e aos
28 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com base nestas variaveis, foi desenhado o programa experimental que é
apresentado de forma resumida na Figura 13. Cada tépico apresentado nessa figura
corresponde a um item dentro deste capitulo, no qual se explicara em detalhes os
procedimentos realizados. Todos os laboratérios e instalacdes utilizados se
encontram na UNISINOS.
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Figura 13 — Etapas principais do programa experimental
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Fonte: Elaborado pelo autor.
3.1 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

O trago utilizado neste estudo consiste em uma argamassa que ja foi avaliada
em termos de autocicatrizacéo pelo uso de B. subtilis AP 91 por Muller et al. (2022) e
Schwantes-Cezario, Nogueira e Toralles (2017). Os autores realizaram a adicédo das
bactérias diretamente na matriz cimenticia (SCHWANTES-CEZARIO; NOGUEIRA;
TORALLES, 2017) e em capsulas de perlita expandida (MULLER et al., 2022). Nesta
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dissertacéo, propde-se o0 uso de bolhas de ar incorporado na matriz cimenticia como
meio de sobrevivéncia das bactérias dentro da matriz cimenticia. Dessa forma,
adicionou-se ao traco aditivo incorporador de ar. A composicdo é apresentada na
Tabela 3.

Tabela 3 — Composicéo e caracteristicas do traco empregado

Traco unitario Teor de aditivo
~ incorporador de ar Teor de ar
Relagéao laco & : q
Cimento Areia é&gua/cimento (em relagéo a Incorporado
massa de (ABNT, 2020)
cimento)
1,00 1,00 0,4 0,35% 18%

Fonte: Elaborado pelo autor.

O cimento utilizado é do tipo CP V, ndo apresentando adi¢cdes pozolanicas
(ABNT, 2018), o que evita a ocorréncia de autocicatrizagdo autbnoma por reacoes
pozolanicas. Desta forma, a autocicatrizacdo que ocorrer no material sera autbgena
(a qual ocorreria indiferente do tipo de cimento) ou autdbnoma pela atuacdo das
bactérias. O aditivo incorporador de ar utilizado é o Centrament Air 200, produzido
pela MC-Bauchemie. A quantidade de aditivo adicionada foi definida como o valor
intermediario entre os teores minimo (0,20% em relacdo a massa de cimento) e
maximo (0,50% em relacdo a massa de cimento) recomendados pelo fabricante.

A caracterizacao da areia foi feita conforme as NBRs vigentes, determinando-
se sua distribuicdo granulométrica (ABNT, 2022) e sua densidade nas condi¢des seca
e saturada superficie seca (ABNT, 2021). O grafico da distribuicdo granulométrica da
areia € apresentado na Figura 14 e sua dimensao maxima caracteristica, seu modulo
de finura e suas densidades sao apresentadas na Tabela 4.

O cimento foi caracterizado quanto a distribuicdo granulométrica por ensaio de
granulometria a laser via Umida com alcool isopropilico P.A. como solvente, e
utilizando equipamento Microtrac, modelo S3500. A distribuicdo granulométrica do
cimento é apresentada na Figura 15. Foi determinada também a area superficial por
isotermas Brunauer, Emmett e Taller (BET), utilizando equipamento TriStar Plus, da
marca Micromeritics, e o software MicroActive for TriStar Il Plus 2.02 para tratamento
dos dados. Para a execucédo do ensaio a amostra foi tratada a 200°C a vacuo por 24h.
Por fim, foi determinada a massa especifica pelo método do picnémetro, utilizando

gas hélio (resultados apresentados na Tabela 4).
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Figura 14 — Distribuicdo granulométrica da areia
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 15 — Distribuicdo granulométrica do cimento
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 4 — Propriedades fisicas da areia e do cimento

Material Propriedade Valor
Densidade na condicdo seca 2,56 g/cm3
Densidade na condicao saturada superficie

_ 2,59 g/cm3

Arela seca
Dimensao méaxima caracteristica 4,75 mm
Modulo de finura 3,49
Area superficial 1,3642 + 0,0038 m2/g

Cimento _ 2,6981 + 0,0018
Massa especifica

g/cm3

Fonte: Elaborado pelo autor.

ApOs a moldagem das argamassas (descrito no item 3.3 a seguir) foram
determinadas suas resisténcias a compressao através dos procedimentos descritos
na NBR 7215 (ABNT, 2019), utilizando uma amostragem de 3 corpos de prova e
considerando o maior valor obtido como resisténcia potencial & compressdo. Em
especial para esta andlise, foram moldadas amostras referéncia, sem a presenca de
nutrientes e bactérias, mas com o mesmo teor de aditivo incorporador de ar das

demais amostras. As idades de ensaio foram de 7 e de 28 dias.
3.2 BIOPROSPECCAO DE BACTERIAS

Para encontrar uma ou mais bactérias capazes de realizar a MICP, foi realizado
um procedimento de isolamento de microrganismos do solo. Foram coletadas 5
amostras em cada um dos dois solos analisados, provenientes de ambientes
industriais com exposi¢ao ao cimento Portland, sendo a coleta feita na tarde do dia 23
de maio de 2022. Os solos coletados foram identificados como A e B. O solo A possui
aspecto arenoso, nao coesivo, levemente umido e foi coletado no patio de uma fabrica
de estruturas pré-fabricadas em concreto, proximo ao silo de cimento da fabrica, que
fica localizada na cidade de Porto Alegre — RS. A coleta se deu em temperatura e
umidade relativa do ar (UR) aproximadas de 15 °C e 100 %. O solo B foi coletado
préximo as baias de estoque de agregados de uma concreteira localizada na cidade
de Novo Hamburgo — RS, em temperatura e UR aproximadas de 22 °C e 60,5 %. O

aspecto deste solo é argiloso, bastante imido e coesivo, além de estar contaminado
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com residuos cimenticios. A Figura 16 apresenta os pontos de coleta dos solos. Ao
coletar solos de ambientes expostos ao cimento, as microbiotas ali presentes
possivelmente estdo adaptadas para algumas das condi¢cfes quimicas as quais serao
expostas dentro da matriz cimenticia, como, por exemplo, o pH alcalino, o calor de
hidratacdo e o baixo teor de oxigénio, fatores de preocupag¢do comuns nos estudos
que envolvem a MICP (JONKERS et al., 2010; LEE; PARK, 2018).

Figura 16 — Pontos de coleta dos solos (a) Ae (b) B
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O procedimento de coleta e isolamento das bactérias foi feito em adaptacéo ao
método descrito por Amer Algaifi et al. (2020) e detalhado a seguir. Para cada uma
das duas localidades de coleta, 5 amostras de solo foram coletadas a
aproximadamente 5 cm de profundidade, sendo levadas ao laboratério, onde
aproximadamente 2 g de cada amostra foram individualmente suspensas em 25mL
de caldo de lactato de calcio por 24 horas a 37 °C para promover o crescimento
bacteriano. A solu¢éo do caldo de lactato de calcio é composta por dgua deionizada
com 8 g/L de lactato de calcio e 1 g/L de extrato de levedura, sendo ja utilizada como
fonte de nutrientes por Muller et al. (2022) e Zhang et al. (2017a) para adicdo das
bactérias ao concreto. Foi escolhido o uso desta mesma solucdo como meio para
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isolamento dos microrganismos por ser seletivo para as bactérias que irdo metabolizar
o lactato de célcio, isto é, s6 irdo crescer neste meio as bactérias capazes de utilizar
lactato de célcio como fonte de carbono.

Apbs o crescimento das bactérias, foi feito um plagueamento por estrias
conforme Algaifi et al. (2021) para o inicio do processo de isolamento dos
microrganismos. Para o plagueamento, foi utilizado agar de lactato de calcio, de
mesma composi¢cao que o caldo utilizado na etapa anterior, mas com adi¢édo de 16
g/L de agar. Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C de um dia para outro.
Depois deste periodo, foi feita uma analise visual da morfologia das colénias, como
descrito por Algaifi et al. (2021). Foram feitos novos plagueamentos em agar lactato
de célcio para isolamento de cada uma das distintas col6nias identificadas, sendo este
procedimento repetido tantas vezes quanto necessario até a obtengéo dos isolados.
Em todas as etapas a incubacéo foi feita a 37 °C. A Figura 17 apresenta um exemplo
pratico do processo adotado neste estudo para o plaqueamento, selecdo e

nomenclatura dos isolados de um determinado solo.
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Figura 17 — Exemplo do processo adotado para selecdo e nomenclatura dos

isolados
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na sequéncia, foram feitas provas bioquimicas como uma segunda etapa de
identificacdo dos isolados (ANDALIB et al., 2016). Destaca-se que esta € uma analise
priméria, ndo sendo suficiente para caracterizacdo dos isolados (YAMAOKA-YANO;
VALARINI, 1998), tendo sido utilizada em auxilio a analise morfolégica para
diferenciacéo dos isolados entre si. As provas bioquimicas realizadas foram: prova de
catalase, de motilidade, de urease, de oxidac&o, de fermentacao, bile esculina, TSI e
teste de citrato. Em seguida, foi realizada coloragdo de Gram para identificacdo dos

microrganismos Gram-positivos (parede celular espessa) e Gram-negativos (parede
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celular delgada) (MADIGAN et al., 2016). Para os isolados de iguais resultados nos
testes bioquimicos e na coloracdo de Gram, foram descartadas as duplicatas.

Por fim, os isolados foram identificados molecularmente, assim como visto na
literatura (ALGAIFI et al., 2021; AMER ALGAIFI et al., 2020). Para tanto, foi realizada
a extracdo de DNA através da técnica de salting out, seguindo o protocolo Wizard
Genomic DNA Purification Kit® Promega. As concentracfes e a qualidade do DNA
genOmico foram estimadas em espectrofotometria UV Nanodrop™ (Thermo
Scientific™, Wilmington, DE, EUA). O produto da extracdo do DNA foi utilizado para
amplificar a regido do gene 16S rRNA, com um segmento de aproximadamente 1200
pb, pela técnica de PCR com o primers forward 27F (%
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3) e o primer reverse MHR1 (5
CCTTGTTACGACTTCACCC 3') com o acréscimo de uma citocina (C) na posicéo 5’
(RECHE et al., 2016). A amostra de PCR foi composta por 1 pL do DNA extraido, 4
uL da solugcdo de reagentes Master Mix Fire Pool (Ludwig Biotech Ltda.), 1 yuL do
primer forward, 1 uL do primer reverse e 13 pL de agua ultrapura. A amplificacdo foi
realizada com auxilio de um termociclador nas seguintes condi¢des: desnaturacao
inicial (94 °C, 4 minutos), 38 ciclos de desnaturacéo (94 °C, 1 minuto), anelamento (55
°C, 40 segundos) e extensao (72 °C, 90 segundos) e extenséo final (72 °C, 5 minutos).

Apos a amplificacdo, a quantificacdo dos amplicons foi realizada em
espectrofotometria UV Nanodrop™ (Thermo Scientific™, Wilmington, DE, EUA) e a
verificacdo do produto esperado da PCR foi feito em eletroforese (90 V por 45 minutos)
em gel de agarose 1 %, corado com corante fluorescente de acidos nucleicos GelRed
(Biotium, Hayward, CA, EUA) e utilizando-se um marcador de tamanho em pares de
bases (100 bp DNA Ladder Invitrogen™). A visualizacdo do resultado foi realizada
sob luz ultravioleta, por meio de um transluminador. Apés, os produtos da PCR foram
purificados utilizando Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) e exonuclease | (New
England Biolabs, Ipswich, MA, EUA), da seguinte maneira: 0,3 yL da enzima Exo | e
0,8 uL da enzima SAP a cada 10 pL de produto de PCR. O procedimento foi realizado
a 37 °C durante 20 segundos, 85 °C por 15 minutos e 12 °C « (até a retirada do produto
do termociclador). Os sequenciamentos foram realizados pela empresa Advancing
through Genomics MACROGEN, localizada na Coréia do Sul, sendo cada amostra
sequenciada em ambas as dire¢des (senso e anti-senso).

Para cada isolado sequenciado, a sequéncia consenso gerada a partir das

sequéncias senso e anti-senso foi montada usando Staden Package 2.0
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(http://staden.sourceforge.net/). A confiabilidade das sequéncias foi avaliada por um
exame visual completo nos cromatogramas utilizando o software ChromasPro

(http://www.technelysium.com.au). Cinco sequéncias consenso foram geradas e

alinhadas automaticamente no ClustalW implementado no MEGA 7 (KUMAR,
STECHER; TAMURA, 2016), com edicdo posterior no BioEdit 5.0.9 (HALL, 1999).
Apoés o alinhamento, cada uma das sequéncias do gene 16S rRNA foram utilizadas
como “query” para comparacao com as sequéncias disponiveis no GenBank do NCBI
usando a ferramenta BLAST. Em todos os casos, o BLAST resultou em um “matched”
com sequéncias de 16S rRNA de bactérias com boa cobertura de sequéncias (=280%)
e identidade (>98%), sugerindo que as sequéncias nucleotidicas geradas a partir das
amostras séo correspondentes a regiao 16S do genoma bacteriano.

Para producdo da quantidade de bactérias necessaria a moldagem das
argamassas, os isolados foram inoculados separadamente em caldo de lactato de
calcio e o inéculo foi cultivado em shaker a 165 rpm e 37 °C (MULLER et al., 2022)
por um periodo de 24 horas. As bactérias foram inoculadas em 2 Erlenmeyers de 2L
cada, sendo este o volume de caldo aproximado necessario a moldagem de todos os
corpos de prova. Apos as 24 horas de crescimento, o caldo com a suspensao
bacteriana foi utilizado em substituicdo a agua de amassamento para preparacao das
argamassas. Nao foram realizadas diluicbes nos caldos ou contagens de
microrganismos, sendo fixado apenas o periodo de crescimento em 24 horas. As
suspensdes bacterianas foram utilizadas tais quais se apresentavam apés o periodo

de crescimento.
3.3 PREPARACAO DAS ARGAMASSAS

As argamassas foram misturadas conforme os procedimentos da NBR 7215
(ABNT, 2019). Seguindo a mesma norma, foram moldados corpos de prova cilindricos
de dimensdes 5 x 10cm (didmetro x altura) para caracterizagdo da argamassa quanto
a sua resisténcia a compressao. Para cada idade de avaliagdo, assim como para cada
linhagem bacteriana utilizada, foram moldados 3 corpos de prova.

Para cada isolado, um cilindro 5 x 10cm adicional foi moldado para posterior
extracdo de outro cilindro, de aproximadamente 2 x 3cm. A extracéo foi feita aos 7
dias de cura do concreto e o cilindro extraido foi envolto em fita adesiva, sendo entdo

aplicado um esfor¢go de compresséao diametral a fim fissura-lo (Figura 18). A fita foi


http://www.technelysium.com.au/
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utilizada para evitar que a argamassa se separasse completamente em dois pedacos.
Este procedimento de fissuracdo é o mesmo adotado por Wang et al. (2014b) e

produziu amostras para analise via MEV.

Figura 18 — Fissuragdo manual das amostras em morsa

Fonte: Wang et al. (2014, p. 292).

Finalmente, para a analise visual das fissuras, foram moldadas, para cada
linhagem bacteriana, 3 prismas de argamassas com dimensdes de 4 x 4 x 16cm. A
nomenclatura dos prismas foi realizada através de um cédigo alfanumérico no formato
XXX (0), onde XXX representa o codigo do isolado (Figura 17) e (0) representa o
namero do prisma (1, 2 ou 3). A inducao de fissuras nas argamassas se deu por ensaio
de tracdo na flexdo, de forma que foi também necessario armar as amostras
prismaticas, permitindo a sua deformacao e a sua fissuracao ao invés de sua ruptura
fragil. Assim, foi disposta uma barra de aco CA 60 com 5 mm de didmetro, posicionada
como armadura positiva no prisma. A disposicdo de uma barra de ago como armadura
para fissuracdo de prismas por tracdo na flexado ja foi realizada anteriormente pelo
grupo de pesquisa deste trabalho (MULLER et al., 2022; PACHECO, 2020). A Figura
19 ilustra cada um dos corpos de prova moldados para cada isolado distinto.
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Figura 19 — Esquema explicativo dos corpos de prova moldados para execucéo das

analises
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Todas as argamassas foram curadas em ambiente controlado com temperatura
de 23 £ 2°C e UR superior a 95%, conforme recomendacao da NBR 5738 (ABNT,
2015b). Os prismas destinados a avaliacdo visual foram removidos aproximadamente
2 horas antes do momento da analise para que possam perder sua umidade superficial
e possibilitar melhor visualizagdo em microscépio (JUSTO-REINOSO et al., 2022).
ApOs a retirada do ambiente controlado, as amostras ficaram por, no méaximo, 4 horas
em temperatura e umidade relativa do ar ambientes para analise, retornando em
seguida ao ambiente controlado, mantendo-se sempre na mesma posicdo, com a

fissura analisada voltada para cima.
3.4 INDUCAO DE FISSURAS

A fissuracao dos prismas foi executada através do desenvolvimento de tensdes
de tracdo na argamassa por ensaio de tracdo na flexdo por 3 pontos, conforme os
procedimentos da NBR 13279 (ABNT, 2005). Esse mesmo ensaio foi realizado por
Algahmri, Kanellopoulos e Al-Tabbaa (2016b) e anteriormente pelo grupo de pesquisa
no qual esta pesquisa participa (MULLER et al., 2022; PACHECO, 2020).

Apesar do método de fissuragéo ja ter sido realizado anteriormente, devido a
insercéo de ar incorporado, a matriz da argamassa mostrou-se demasiadamente fragil
nos pontos de carregamento e apoio e era “amassada” durante a aplicacao da carga.
Desta forma, para acelerar o tensionamento da argamassa, a taxa de aplicacdo de
carga foi aumentada frente ao proposto pela NBR 13279 (ABNT, 2005), sendo

utilizada uma taxa de 100 N/s. Além disso, mesmo com a adicdo de armadura ao
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prisma, algumas das argamassas romperam imediatamente ap0s o surgimento da(s)
fissura(s). Portanto, nem todos os prismas moldados puderam ser aproveitados como

desejado.
3.5 REPOUSO PARA AUTOCICATRIZA(;AO

Durante o periodo para autocicatrizacdo das argamassas, o ambiente ao qual
estiveram expostas foi o mesmo ambiente utilizado para sua cura. Isto €, a
temperatura foi de 23 + 2°C e a UR foi superior a 95%. Estas condi¢cdes para
autocicatrizagdo sdo as mesmas adotadas por Pacheco (2020), sendo assumido que
as bactérias dentro da matriz estdo em contato tanto com oxigénio, quanto com agua.
Essa configuracao é favoravel ao seu metabolismo, intensificando sua capacidade de
cicatrizagéo, conforme foi demonstrado por Tziviloglou et al. (2016).

Além disso, no que se refere ao posicionamento dos prismas de argamassa ho
ambiente de cura, e conforme ja descrito no item 3.3, destaca-se que os prismas foram
mantidos sempre com sua fissura objeto de analise voltada para cima no ambiente de
cura. Dessa forma, admite-se que ndo ocorram variagcdes no processo de deposicao
do CaCOs nas fissuras por influéncia da posi¢céo dos prismas.

3.6 ANALISE DO PRODUTO DE CICATRIZACAO

Para andlise do produto de cicatrizacdo foram realizadas técnicas distintas,
cada qual visando atender diferentes objetivos especificos! deste trabalho. Para
alcancar os objetivos a e c, foi realizado acompanhamento visual por microscopia
Optica na superficie do concreto fissurado a fim de detectar o surgimento de produtos
de cicatrizacdo. O objetivo d foi atingido pela andlise via MEV/EDS e DRX dos
produtos de cicatrizacdo gerados. Finalmente, o objetivo b foi alcangado pela anélise

da resisténcia a compressao, conforme descrito anteriormente no item 3.1.
3.6.1 Acompanhamento visual

A verificacéo visual da autocicatrizacdo das amostras foi feita com utilizagéo de

um microscopio éptico SMZ-168, Motic. Para cada prisma de argamassa foi escolhida

1 Objetivos listados na pagina 16.
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sua fissura mais evidente para acompanhamento visual nas idades de 0, 7, 14 e 28
dias apos o surgimento da fissura. O acompanhamento se deu continuamente ao
longo da extenséo da fissura, em uma Unica face do prisma de argamassa e limitando-
se a um comprimento maximo de, aproximadamente, 4cm.

Para a visualizacdo da fissura, foram realizadas fotografias ao longo da
extensdo a ser analisada. Apos, para facilitar a analise, as sequéncias fotograficas de
cada fissura foram tratadas digitalmente de modo a recompor toda a fissura em uma
Unica imagem. Um exemplo deste tratamento € apresentado na Figura 20. Este

método € uma adaptacédo do utilizado por Cappellesso (2018).
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Figura 20 — Reconstrucao digital das fissuras para acompanhamento visual

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.6.2 Microscopia eletronica de varredura, espectroscopia de energia dispersiva

e difracao de raios X

A técnica de microscopia eletrénica de varredura foi realizada nos cilindros 2 x
3 cm apobs 28 dias da abertura das fissuras. Para tanto, a fita ao redor dos cilindros foi
removida e eles foram separados em duas partes, expondo as faces da fissura. Uma
das metades do cilindro foi preparada para execugdo da MEV. A preparacao se deu
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através da secagem em estufa a 40 °C durante 7 dias (JUSTO-REINOSO et al., 2022)
e posterior metalizagcdo com ouro. Foi utilizado microscopio eletrénico de varredura da
marca Zeiss, modelo EVO MA15, acoplado com equipamento de EDS para analise da
composicao elementar do material. Foi utilizada uma tensdo de aceleracdo de 15 kV
para 0s imageamentos e para a analise por EDS.

A analise da composicdo mineralogica dos produtos de cicatrizacdo foi
realizada através da técnica de DRX. Para isto, com o uso de uma agulha esterilizada,
na ultima idade de analise visual, isto €, aos 28 dias de cicatrizacdo, foi realizada a
coleta dos produtos de cicatrizacdo das argamassas acompanhadas por analise
visual. O equipamento utilizado € da marca PANanalytical, modelo Empyrean, com

configuracéo de intervalo de angulo de 5 a 75 °, tempo de 1 segundo e passo de 0,05.
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4 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados coletados ao longo do programa experimental sdo apresentados

nos subitens a seguir.
4.1 BIOPROSPECCAO DE BACTERIAS

Ambos os solos escolhidos para isolamento continham bactérias capazes de
crescer no meio de lactato de calcio, o que foi observado pelo desenvolvimento de
colonias bacterianas em todas as placas de Petri. As sucessivas etapas de isolamento
resultaram em 10 distintos isolados para analise. Os isolados do solo A foram
identificados como A-Il 3, A-lll 3, A-V 1.1 e A-V 3, enquanto os isolados do solo B
foram identificados como B-I 1, B-Il 2, B-Il 3, B-lll 1, B-1ll 3 e B-IV 4!, Figuras das
placas contendo os isolados, bem como os resultados das provas bioquimicas para
cada um deles sdo apresentados no Apéndice A. ApGs as provas bioquimicas, os
isolados com resultados iguais tiveram suas duplicatas descartadas, de forma que a
selecdo final contempla os isolados: A-Il 3, A-V 1.1, A-V 3, B-I 1, B-ll 3 e B-IV 4.

A identificacdo molecular dos isolados € apresentada na Tabela 5. O isolado A-
V 3 ndo apresentou resultados conclusivos, ndo sendo possivel realizar sua

identificacao.

1 A relembrar, o sistema de nomenclatura dos isolados adotado pelo autor esta descrito no item 3.2 e
detalhado pela Figura 17, sendo composto por uma letra, referente ao solo (A ou B), um ndmero
romano, referente & amostra do solo (I a V) e um namero arabico, referente @ numeracao da bactéria
em cada amostra.
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Em relacédo aos géneros identificados, é destacado inicialmente o isolado B-1 1
como Bacillus. Jenson (2014) aponta que este género é composto por diversas
espécies de bactérias formadoras de esporos, vastamente encontradas na natureza
e que podem ser isoladas a partir de alimentos, solos, 4guas, animais e plantas, o que
justifica sua presenca dentre os isolados deste trabalho. Ainda segundo o autor, 0os
esporos formados pelos individuos deste género séo estruturas dormentes altamente
resistentes formada pelas células em ambientes com agressivas temperaturas, pH ou
déficit nutricional. Em condi¢cdes adequadas, 0s esporos sdo capazes de germinar,
transformando-se novamente em células ativas. A literatura jA apresenta que tal
caracteristica € bastante adequada para uso destas espécies em compdsitos
cimenticios autocicatrizantes, dadas as condicbes agressivas das matrizes
cimenticias, como por exemplo seu elevado pH (JONKERS, 2011). Concordando com
esse apontamento, diversos estudos sdo encontrados utilizando espécies do género
Bacillus como agentes de cicatrizacdo em concretos e argamassas (EHRENBRING,
2020; KHUSHNOOD et al., 2022; MULLER et al., 2022; NIELSEN et al., 2020;
PACHECO, 2020; QIAN et al., 2021b; SHAHEEN et al., 2019; ZHANG et al., 2016).

Em seguida, o isolado B-1V 4 é identificado como Pseudomonas, um género
encontrado na maioria dos ambientes que possuem umidade (IGLEWSKI, 1996),
sendo apontado por Madigan et al. (2016) que ha uma grande diversidade metabdlica
no género, o que o faz presente em diversos ambientes. Dodd (2014) afirma que as
espécies deste género sao aerbbicas e possuem motilidade!. Seu metabolismo é
descrito como quimiorganotrofico, utilizando uma grande variedade de fontes de
carbono para sua nutricdo, justificando seu crescimento na presenca de lactato de
calcio. Assim como o género Baciilus, Pseudomonas também ja foi empregado no
estudo de materiais cimenticios autocicatrizantes (ERSAN et al.,, 2016;
RAMACHANDRAN; RAMAKRISHNAN; BANG, 2001).

Com relacdo aos isolados do género Cronobacter (A-ll 3 e A-V 1.1), uma
revisao de literatura feita por Koutsoumanis, Lianou e Sofos (2014) apresenta que 0s
ambientes naturais destes individuos ainda nédo estédo estabelecidos, havendo sua
presenca em inameros locais, como plantas, fontes animais (fluido cérebro-espinhal,

sangue, urina, trato intestinal, fezes, etc.) e ambientes hospitalares, de processamento

1 Cabe destacar que a prova bioquimica de motilidade realizada no isolado B-1V 4 apresentou resiltado
negativo (ver Apéndice A). Tal observacao pode ser decorrente do viés da andlise visual pela qual séo
avaliadas as provas bioquimicas.
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de alimentos e domésticos. De fato, Patel et al. (2014) afirmam que os membros da
familia Enterobacteriaceae (enterobactérias), como € o caso de Cronobacter spp. e
de Citrobacter spp. (isolado B-1V 4), sdo comumentes habitantes do intestino humano
ou de outros animais, sendo complementado por Olstein et al. (2013) que Citrobacter
Spp. costumam ocupar 0s mesmos nichos que Salmonella spp. (também pertencente
a familia Enterobacteriaceae), surgindo como uma contaminacgao do trato intestinal de
animais de sangue quente. E possivel que tais isolados tenham sido obtidos das
amostras de solo por contaminagéo por alguma fonte animal, como urina ou fezes.
Além disso, o género Cronobacter esta epidemiologicamente ligado a casos de
contaminacdao de férmulas infantis e infeccdo em recém-nascidos (KOUTSOUMANIS;
LIANOU; SOFOS, 2014). Tais apontamentos indicam uma patogenicidade das
enterobactérias, tornando-as menos atrativas para seu estudo como agente de
cicatrizacdo em compositos cimenticios, o que é percebido uma vez que néo foram
encontradas publicacbes nesta area fazendo uso de enterobactérias. Para
complementar, o metabolismo das enterobactérias é apresentado como uma
conversdo de glicose em acido ou de acido em gas, sendo nitrato transformado em
nitrito (PATEL et al., 2014). Boquet, Boronat e Ramos-Cormenzana (1973) isolaram
do solo diversas bactérias capazes de precipitar CaCOs a partir de uma fonte organica
de célcio (acetato de calcio), incluindo Salmonella, o que pode indicar a possibilidade
das enterobactérias de crescimento em um ambiente com lactato de calcio como fonte
de carbono, justificando a presenca de Citrobacter e Cronobacter dentre os isolados
deste estudo. Destaca-se que, na area da autocicatrizacao, foi encontrado um Unico
estudo (ZHANG et al., 2019) que utilizou um consorcio bacteriano de lodo ativado
como agente de cicatrizacdo, sendo identificado Citrobacter sp. dentre as espécies
deste consorcio. Os autores atribuiram a esta espécie a metabolizacdo de acido
lactico em COz, o qual reage com o hidroxido de calcio precipitando CaCOs (conforme

equacdes (7 e (9, paginas 27 e 28).
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4.2 ANALISE DA RESISTENCIA A COMPRESSAO

Os resultados de resisténcia potencial a compressao obtidos pelas argamassas

produzidas com os distintos isolados sao apresentados na Figura 21.

Figura 21 — Resisténcia potencial & compressao desenvolvida pela argamassas para

cada um dos isolados
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Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel observar um acréscimo na resisténcia potencial & compressao frente
a amostra referéncia para todas as amostras nas duas idades de analise. Cabe
ressaltar que a amostra referéncia também possui ar incorporado em sua matriz.
Diversos outros estudos realizaram a adicédo das bactérias diretamente na matriz, sem
encapsulamento (ANDALIB et al., 2016; QIAN et al., 2016; SIDDIQUE et al., 20164,
2016b, 2017b) e também observaram aumentos na resisténcia a compressao.
Conforme apresentado na literatura, este comportamento se da pela MICP nos poros
da matriz, reduzindo os vazios e, portanto aumentando sua resisténcia a compressao.
Dessa forma, os acréscimos de resisténcia a compressdo observados neste estudo
amostras indicam que as bactérias atuaram nos poros de ar incorporado na matriz.

Dentre os resultados observados, destaca-se o aumento de resisténcia de

aproximadamente 108% dado pela adi¢cdo do isolado A-V 1.1 em relagdo a amostra
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referéncia aos 28 dias. Um aumento desta magnitude néo foi encontrado nos estudos
gue compdem o referencial bibliografico deste trabalho. Realizando a adicéo direta de
bactérias na agua de amassamento, método de similar praticidade ao
encapsulamento em bolhas de ar incorporado, Andalib et al. (2016) obtiveram o maior
aumento de resisténcia observado no referencial deste trabalho para esta técnica,
com um acréscimo de 24% para um concreto originalmente de 50MPa. No estudo
destes autores, a bactérias utilizada foi B. megaterium. Outros acréscimos de
resisténcia observados neste estudo, aos 28 dias, ficaram entre 10% (A-Il 3) e 32%
(A-V 3), concordando com resultados ja apresentados por outros autores.

Com relacdo aos resultados na idade de 7 dias, novamente as amostras
moldadas com o isolado A-V 1.1 apresentaram melhor desempenho, com aumento de
aproximadamente 147% na resisténcia potencial a compressdo em comparagao a
amostra referéncia. Os demais isolados apresentaram aumentos entre 57% (B-1V 4)
e 87% (A-Il 3), percentuais bastante expressivos positivamente.

Em termos de avanco de resisténcia dos 7 aos 28 dias, é observado que ndo
houve avanco entre as idades apenas para a amostra A-ll 3. E importante notar que
ha um avanco na resisténcia para a amostra referéncia, visto que aos 7 dias a
resisténcia da argamassa ainda ndo atingiu seu maximo, pois 0 cimento ainda esta
em processo de hidratacdo (LOTHENBACH et al., 2008). Dessa forma, seria de se
esperar um aumento na resisténcia em decorréncia desta hidratacdo. Jang et al.
(2020) observaram reducao na resisténcia a compressao, sendo esta reducédo devida
a adicao de lactato de calcio e extrato de levedura em amostras de argamassa. Os
resultados apresentados por Luo e Qian (2016), no entanto, podem contrapor parte
desta hipotese, uma vez que a adicao de apenas lactato de calcio levou a um pequeno
aumento na resisténcia aos 28 dias.

Ainda, cabe notar que a amostra A-Il 3 apresentou resisténcia 87% maior que
a argamassa referéncia aos 7 dias, indicando que houve a ocorréncia de MICP a
densificacdo da matriz, de forma que este comportamento seria esperado também aos
28 dias. A estagnacao da resisténcia poderia ser possivel pela atuacéo das bactérias
somente em idades iniciais, periodo ap6s o qual o ambiente poderia ndo estar propicio
a sobrevivéncia da bactéria, e havendo sobra de nutrientes na matriz apds sua breve
atuacao, havendo possibilidade de que estes nutrientes tenham prejudicado a

resisténcia a compressao. Outros estudos devem de ser realizados a fim de responder
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esta questdo com maior clareza. Nao se descarta, também, a possibilidade de falha

na moldagem destas amostras.
4.3 ANALISE DO PRODUTO DE CICATRIZACAO

A andlise do produto de cicatrizacdo estd separada a seguir no

acompanhamento visual e na analise por MEV, por EDS e por DRX.
4.3.1 Acompanhamento visual

Conforme descrito no item 3.3, para cada um dos 6 isolados, foram moldados
3 primas de argamassa. Entretanto, como apontado no item 3.4, durante a inducéo
das fissuras, nem todos os prismas sofreram uma fissuragéo lenta, possibilitando um
término da aplicacdo de carga na argamassa antes de sua ruptura em distintos
pedacos. A Figura 22 demonstra um prisma fissurado com éxito e um prisma rompido,
enquanto a Figura 23 ilustra quais os prismas que foram fissurados e quais que foram

rompidos.

Figura 22 — (a) Prisma fissurado com sucesso e (b) prisma rompido durante o

processo de fissuragdo em ensaio de tragdo na flexao

() (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 23 — Aproveitamento dos prismas de argamassa para acompanhamento
visual de fissuras
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A seguir, as Figura 24, Figura 25, Figura 26, Figura 27, Figura 28 e Figura 29

apresentam as fissuras acompanhadas nos prismas contendo os isolados do solo A,
sendo eles, respectivamente, A-11 3 (1), A-V 1.1 (1), A-V 1.1 (2), A-V 1.1 (3), A~V 3 (1)

e AV 3 (2).

Figura 24 — Fissura no prisma A-1l 3 (1)
14 dias 28 dias

0 dias 7 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 25 — Fissura no prisma A-V 1.1 (1)
7 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 26 — Fissura no prisma A-V 1.1 (2)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 27 — Fissura no prisma A-V 1.1 (3)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 28 — Fissura no prisma A-V 3 (1)

14 dias
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 29 — Fissura no prisma A-V 3 (2)

0 dias 7 dias 14 dias 28 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel observar que, em todas as fissuras, ndo houve surgimento visivel
de produtos de cicatrizacdo, indicando que nas areas delimitadas para analise nédo
ocorreu o preenchimento das fissuras por CaCOs precipitado pelas bactérias
utilizadas. Apesar de n&do possuir produtos de cicatrizacdo na fissura acompanhada,
foi observado o surgimento destes produtos nas faces dos prismas que ndo eram
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objeto principal de analise. O prisma A-V 3 (2) apresentou produtos de cicatrizacdo
em sua face lateral, ao longo de parte da extensao de uma fissura, como apresenta a
Figura 30. O prisma A-V 3 (3) sofreu ruptura brusca durante seu carregamento e
apresentou uma pequena formacao de cristais esbranquicados em uma sua face
fraturada exposta (Figura 31). Por fim, houve formac&o de produtos de cicatrizacéo
na face lateral do prisma A-V 1.1 (1), como mostram as Figura 32 Figura 33. Por
indicarem pontos do prisma ndo previstos para analise, as figuras ndo apresentam o
estado dos prismas em idade inicial, mas apenas ap0s o surgimento dos produtos de

cicatrizacao.

Figura 30 — Produtos de cicatrizagdo ao longo de uma fissura na face lateral do

prisma A-V 3 (2) — Registros aos 14 e 28 dias

14 dias 28 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 31 — Formacao de cristais na superficie exposta fraturada do prisma A-V 3 (3)
— Registros aos 7, 14 e 28 dias

14 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 32 — Produtos de cicatrizagcdo ao longo de uma fissura na face lateral do
prisma A-V 1.1 (1) — Registros aos 7, 14 e 28 dias

7 dias 14 dias

imm

Fonte: Elaborado pelo autor.



79

Figura 33 — Produtos de cicatrizacdo ao longo de uma fissura na face lateral do

prisma A-V 1.1 (1) — Registro aos 28 dias

—_—

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas Figura 30 e Figura 31 observa-se o surgimento de produtos de cicatrizagao
nas idades de 14 e 7 dias, respectivamente, os quais ndo sofreram alteracdes nas
idades subsequentes. A Figura 32 mostra que aos 7 dias de cicatrizacao ja houve a
formacdao de cristais na fissura, com aumento na quantidade de material presente aos
14 dias. Porém, aos 28 dias houve uma reduc¢do na quantidade de material, indicando
a perda de parte do volume de cristais formados, sendo este apontamento mostrado
também na Figura 33. Todas as figuras apresentam produtos de cicatrizacdo de
coloragdo branca, o que é indicado na literatura como CaCOs (ZAMANI et al., 2020).

Destaca-se que os prismas de argamassa foram armazenados sempre na
mesma posicdo, com a fissura principal voltada para cima. Portanto, € visto um padrao
de surgimento de produtos de cicatrizagdo em direcdo as regides mais inferiores dos
prismas. E possivel que tenha sido formado CaCOs na regido de andlise (face
superior) em idade inferior aos 7 dias, porém estes cristais podem ter tido baixa
adesado a matriz cimenticia. Os resultados das analises de MEV, EDS e DRX, os quais
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serdo apresentados no proximo item deste trabalho, demonstram que de fato houve a
formacdo de CaCOs em todas as argamassas analisadas, indicando que de fato
ocorre a MICP pela matriz. Portanto, levanta-se a hipotese de que 4gua condensada
na superficie da fissura pode ter percolado por ela por a¢do da gravidade e carregado
0s cristais para a regiao inferior dos prismas. Segundo Bentz et al. (2015), CaCOs na
forma de calcita possui melhor adesao aos hidratos do cimento que aragonita. Dessa
forma, é possivel que a estrutura cristalina desenvolvida possua influéncia na
estabilidade do produto de cicatrizagdo dentro da fissura. Outra suspeita levantada
seria a de uma solubilizacdo do CaCOs na dgua que percola pela fissura, carregando
o material para a regido inferior e, eventualmente, para fora dos prismas. Entretanto,
esta hip6tese pode ser contraposta, dado que a literatura apresenta o CaCO3z como
um composto de baixa solubilidade em &agua (ZAMANI et al., 2020).
Independentemente destas questdes, a Figura 32 prova que ha uma perda de material
entre os 14 e os 28 dias de autocicatrizacdo, a qual parece ocorrer devido a ruptura
dos cristais formados, deixando apenas os cristais da regido mais proxima ao prisma
aderida a ele.

As Figura 34, Figura 35, Figura 36, Figura 37, Figura 38, Figura 39 e Figura 40
apresentam, respectivamente, as fissuras dos prismas B-1 1 (1), B-1 1 (2), B-11 3 (1), B-
I3 (2), B-11 3 (3) e B-IV 4 (1), sendo este ultimo separado nas duas ultimas figuras.

Destaca-se que todas as figuras se referem a isolados do solo B.



Figura 34 — Fissura no prisma B-1 1 (1)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

28 dias
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Figura 35 — Fissura no prisma B-1 1 (2)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

28 dias
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Figura 36 — Fissura no prisma B-Il 3 (1)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 37 — Fissura no prisma B-Il 3 (2)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

28 dias
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Figura 38 — Fissura no prisma B-Il 3 (3)
7dias 14 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.

28 dias
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Figura 39 — Fissura no prisma B-1V 4 (1) aos 0 e 7 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 40 — Fissura no prisma B-IV 4 (1) aos 14 e 28 dias

14 dias 28 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se que, novamente, ndo foram formados produtos de cicatrizagdo em
nenhuma das fissuras observadas, e assim como as argamassas moldadas com 0s
isolados do solo A, foi observada a ocorréncia de produtos de cicatrizacdo de
coloragéo branca, provavelmente CaCOs, nas faces laterais e inferior dos prismas.
Houve a formacao de produtos de cicatrizacdo no interior de uma fissura na lateral do
prisma B-l 1 (1) aos 14 dias como apresenta a Figura 41. Ja o prisma B-1 1 (2)
apresentou produtos de cicatrizacdo em sua face lateral, sendo possivel também
visualizar esta cicatrizacéo pela face fraturada exposta durante o carregamento do
prisma (Figura 42). Neste prisma o surgimento do CaCOs se deu aos 14 dias, com
aumento do volume de cristais aos 28 dias, ocupando 100% da espessura da fissura.

Os prismas B-Il 3 (1), B-1l 3 (2) e B-1l 3 (3) apresentaram produtos de cicatrizacdo na
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sua face inferior, como mostram as Figura 43, Figura 44 e Figura 45, enquanto no

prisma B-1V 4 (1) houve o surgimento pontual de cristais em sua superficie fraturada
(Figura 46).

Figura 41 — Produtos de cicatrizagdo em uma fissura na face lateral e na face inferior

do prisma B-1 1 (1) — Registros aos 14 e 28 dias
14 dias 28 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 42 — Produtos de cicatrizacdo ao longo de uma fissura na face lateral e na

superficie exposta fraturada do prisma B-I 1 (2) — Registros aos 14 e 28 dias

rodutos de cicatrizagdo em
uma lateral ndo acessivel para
analise por microscopia

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 43 — Produtos de cicatrizacdo ao longo de uma fissura na face inferior do
prisma B-Il 3 (1) — Registros aos 14 e 28 dias

14 dias 28 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 44 — Produtos de cicatrizacdo ao longo de uma fissura na face lateral do
prisma B-Il 3 (2) — Registros aos 14 e 28 dias

14 dias 28 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 45 — Produtos de cicatrizacdo ao longo de uma fissura na face inferior do

prisma B-Il 3 (3) — Registros aos 14 e 28 dias
14 dias 28 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 46 — Formacao de cristais na superficie exposta fraturada do prisma B-1V 4

(1) — Registros aos 14 e 28 dias
14 dias 28 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As ocorréncias observadas em todos as argamassas moldadas com os
isolados do solo B sdo equivalentes as ocorréncias observadas naquelas moldadas
com os isolados do solo A. Portanto, as hipoteses apresentadas anteriormente
aplicam-se a totalidade das amostras analisadas.

4.3.2 Morfologia, composi¢cao elementar e mineralégica dos produtos de

cicatrizacao

Os resultados neste item estao subdivididos conforme as andlises realizadas
para a obtencéo de cada uma das propriedades, conforme: MEV para morfologia dos
cristais, EDS para sua composicdo elementar e DRX para sua composi¢ao

mineralégica.
4.3.2.1 Microscopia eletronica de varredura

A Figura 47 apresenta a superficie exposta da fissura de cada argamassa,
obtida apos separacdo das duas metades do prisma fissurado para analise por MEV.
Apds o periodo de repouso para autocicatrizacdo, mesmo removendo a fita que
envolvia os prismas, eles se mantiveram integros, sendo necessario repetir o
processo de compressao diametral no mesmo sentido executado para a fissuragao
inicial. E possivel observar regides com a superficie mais esbranquicada em cada
amostra (indicadas por setas na Figura 47), sendo essas as regifes foco de analise
por MEV.



94

Figura 47 — Superficies expostas das fissuras para analise por MEV das argamassas
(@) A-ll 3, (b) A-V 1.1, (c) A-V 3, (d) B-1 1, (e) B-ll 3 e (f) B-IV 4

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A Figura 48 mostra as micrografias obtidas das argamassas A-Il 3, A-V 1.1 e
A-V 3, enquanto a Figura 49 apresenta as micrografias das argamassas B-I 1, B-Il 3

e B-IV 4. Demais micrografias das amostras sdo apresentadas no Apéndice B.

Figura 48 — Micrografias das argamassas (a, b) A-11 3, (c,d) A-V 1.1l e (e, f) A-V 3
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 49 — Micrografias das argamassas (a, b) B-1 1, (c, d) B-ll 3 e (e) B-IV 4
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Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel observar em todas as micrografias que as superficies das fissuras
estdo cobertas por estruturas cristalinas de distintas morfologias. Na Figura 48a séo
visiveis cristais em formato de agulhas preenchendo um poro na matriz cimenticia, o
que foi igualmente observado por Chinchén-Payé et al. (2011) e € atribuido a formacéao
de etringita, um dos produtos de hidratacdo do cimento. E interessante apontar que



97

esta ocorréncia gera uma reducdo na porosidade da matriz cimenticia, o que implica
em sua maior compacidade, podendo ser prejudicial a sobrevivéncia das bactérias
encapsuladas nos poros. Esta manifestacdo de etringita no interior do poro de ar
incorporado foi observada também nas amostras A-V 1.1 e A-V 3 (imagens
apresentadas no Apéndice B), porém, por ser um produto de hidratacdo do cimento,
€ possivel extrapolar o resultado para as demais amostras, dado que este € um
material presente em todas.

Na Figura 48b e 47d e na Figura 49a, 48c, 48d e 48e, € visivel a formacao de
cristais de formatos retangular e cubico, o que foi também observado por Wang et al.
(2018). Uma analise por EDS realizada por estes autores evidenciou que trata-se de
CaCOs, sendo também constatado por Justo-Reinoso et al. (2022) e por Khushnood
et al. (2022) que este formato de cristal trata-se de uma clivagem romboédrica,
associada a calcita. Com relacdo ao tamanho dos cristais de calcita, é possivel
observar variacdes de 1 um ou menos (Figura 48d) até cristais na ordem de 30 a 40
pum (Figura 48b e Figura 49e) sendo que diferentes tamanhos de cristais sao
comumente vistos em uma mesma amostra. Outros estudos também apresentam a
formacdo de calcita por bactérias em cristais de 1 um (KHUSHNOOD et al., 2019) até
cristais na ordem de 20 um (WANG et al., 2018).

Outra formacdo apresentada, ainda referente a calcita, se trata de uma
sobreposicao destes cristais por C-S-H cristalizado sob a forma de favo de mel (Figura
48c e 47e; Figura 49b), como apontado pela literatura (BORSTNAR; DANEU;
DOLENEC, 2020; KUNAL et al., 2016). Cabe notar que o C-S-H é um dos produtos
de hidratacdo do cimento, portanto, é esperada sua formacao antes da precipitacéo
dos cristais de CaCOs. Uma sobreposi¢ao do C-S-H sobre o CaCOs pode indicar que
ainda estd ocorrendo a hidratacdo de particulas anidras de cimento. Outra
possibilidade é que esteja ocorrendo a transformacao dos cristais de calcita em C-S-
H. Na Figura 48e, na regido inferior esquerda, € possivel observar o que se assemelha
a esta transformacdo, a qual justifica 0 acréscimo na resisténcia a compressao
observado nas amostras contendo os isolados, visto que o C-S-H € o principal hidrato
do cimento responsavel pela sua resisténcia mecanica (MEHTA; MONTEIRO, 2014).

Ainda, outra explicacdo para esta ocorréncia seria na ja existéncia dos cristais
de calcita antes do inicio da hidratacdo do cimento. Isto € possivel visto que as
argamassas foram moldadas utilizando no lugar da agua, a solucédo de lactato de

calcio e extrato de levedura na qual as bactérias foram cultivadas. Ao realizarem a



98

moldagem de um compdsito cimenticio com uma solucdo de nutrientes na qual as
bactérias foram cultivadas, tal qual realizado neste presente estudo, foi indicado por
Basaran Bundur, Kirisits e Ferron (2015) que o crescimento das bactérias é associado
ao consumo dos nutrientes (no caso desta pesquisa: lactato de célcio e extrato de
levedura). Conforme apresentado no item 2.3, o consumo de nutrientes faz parte do
metabolismo bacteriano (MADIGAN et al., 2016) e, no caso do consumo de lactato de
calcio, é realizada a MICP (JONKERS et al., 2010). Dessa forma, fica evidente que a
solugédo utilizada para moldagem das argamassas teve parte de seus nutrientes
metabolizados, resultando na existéncia de CaCOs em suspensdo, sendo entdo
justificado este aparente surgimento de C-S-H por sobre os cristais de calcita.

Em contrapartida, Xu, Wang e Wang (2018) também apresentaram
micrografias de calcitas aparentemente cobertas por C-S-H. Entretanto, os autores
encapsularam as bactérias em areia de fundicdo, o que € incomparavel com a
hipétese apresentada anteriormente, visto que em seu estudo ndo havia bactérias ou
nutrientes metabolizados em suspensdo na agua de amassamento das amostras.
Neste caso, a micrografia apresentada pelos autores reforca a hipotese de hidratacéo
tardia de cimento anidro apos a MICP. Cabe salientar que tal ocorréncia de C-S-H
sobre calcita ndo foi comentada pelos autores em sua publicacéo.

Finalmente, uma Unica micrografia (Figura 48f) indica a formacao de cristais em
formato de agulhas, agrupados em conjuntos que irradiam de um centro comum. Esta
configuracéo é bastante semelhante & observada por Sevéik, Sasek e Viani (2018)
para cristais de CaCOs identificados como aragonita. A amostra A-V 3 foi a Unica a
apresentar esta estrutura cristalina para as analises por MEV. E possivel que a
bactéria utilizada nesta amostra seja a Unica capaz de precipitar aragonita, porém nao
€ possivel afirmar isto visto que a analise por MEV é realizada em escala micrométrica

e pode ndo representar o comportamento da amostra completa.
4.3.2.2 Espectroscopia de energia dispersiva

As Figura 50, 51, 52, 53, 54 e 55 apresentam, respectivamente, os resultados
de EDS para as estruturas cristalinas observadas nas amostras A-Il 3, A-V 1.1, A-V 3,
B-11, B-ll 3e B-IV 4.
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Figura 50 — Composicéo elementar de estrutura cristalina na amostra A-11 3

*YAY IR\ PARE. PR ) % massa
D -~ Fom ) Elemento
. Spectrum 1 Spectrum 2  Spectrum 3
C 42,55 41,89 35,75
(0] 42,26 35,64 43,90
Mg 0,38 - -
Al 0,22 - -
Ca 14,58 22,47 20,34

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 51 — Composicéo elementar de estrutura cristalina na amostra A-V 1.1

% massa
Elemento
Spectrum 1 Spectrum 2 Spectrum 3
C 38,06 36,39 34,06
(0] 50,44 52,23 44,36
Ca 11,50 44,36 21,58

-
Electron Image 1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 52 - Composicéo elementar de estrutura cristalina na amostra A-V 3

Elemento % massa
Spectrum 1 Spectrum 2 Spectrum 3 Spectrum 4

C 20,43 23,71 27,88 17,79

N 9,16 -

(0] 40,86 42,75 35,23 41,26

Na 0,76 -

Mg 0,41 0,35 1,25 0,26

Al - 0,09
3oum Electron Image 1 Si 0,45 - 19,31 0,70

Ca 37,85 33,19 6,42 39,90

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 53 — Composicéo elementar de estrutura cristalina na amostra B-1 1

T »

RE 2 > Y : - % massa

Elemento
Spectrum 1  Spectrum 2  Spectrum 3  Spectrum 4
C 30,51 40,32 31,43 39,40
(0] 41,00 46,43 45,26 48,90
Si - - 0,13 -
Ca 28,48 12,79 23,18 11,70
Fe - 0,46 - -

‘"

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 54 — Composicéo elementar de estrutura cristalina na amostra B-11 3

% massa
Elemento
Spectrum 1 Spectrum 2 Spectrum 3
C 38,89 42,81 23,30
(0] 37,16 43,94 33,97
Ca 23,95 13,24 42,74

100pm Electron Image 1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 55 - Composicao elementar de estrutura cristalina na amostra B-IV 4

2PN R AR 'r' X % massa
: e Elemento
Spectrum 1 Spectrum 2  Spectrum 3
C 17,33 40,75 36,07
N 15,34 - -
(0] 28,84 52,43 44,58
K 0,06 -
Ca 38,49 6,76 19,36

Fonte: Elaborado pelo autor.

Além da identificacdo de morfologia das estruturas cristalinas dadas
anteriormente, classificando os precipitados como calcita e aragonita, é possivel
verificar sua composicédo elementar dada por EDS. As Figura 50, 51, 53, 54 e 55
apresentam os resultados para amostras com morfologia de calcita, enquanto apenas
a Figura 52 apresenta uma amostra com morfologia de aragonita. Todas as estruturas
analisadas sao formadas majoritariamente por C, O e Ca, reforcando que realmente
se trata de CaCOs e corroborando com resultados de EDS encontrados na literatura
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(CHAERUN; SYARIF; WATTIMENA, 2020; JUSTO-REINOSO et al., 2022; WANG et
al., 2018; XU; WANG; WANG, 2018; YUAN et al., 2022). A estrutura caracterizada
como aragonita também apresentou grandes percentuais destes elementos,
indicando novamente uma provavel estrutura cristalina de CaCOs que nao calcita.
Neste caso, é observado também a presenca de Mg, tipicamente associado a
formacdes de aragonita (MEHTA; MONTEIRO, 2014). Conforme apontam Xu, Wang
e Wang (2018), a presenca de nitrogénio vista em A-V 3 (Figura 52) e em B-IV 4
(Figura 55) indicam a presenca de nutrientes (neste caso, extrato de levedura)
adicionados as amostras, enquanto Si, Al e Fe sédo observados em menor quantidade,
0 que também foi encontrado em algumas amostras deste estudo (Figura 50, Figura
52 e Figura 53). Outros elementos minoritarios como K (Figura 55) e, novamente, Mg
(Figura 50 e Figura 52) séo atribuidos pela literatura a hidratos constituintes da pasta
de cimento (JUSTO-REINOSO et al., 2022).

4.3.2.3 Difracao de raios X

Os resultados obtidos na analise por DRX para as amostras A-V 1.1, A-V 3, B-
I 1, B-1l 3 e B-1V 4 sao apresentadas nas Figura 56, Figura 57, Figura 58, Figura 59 e
Figura 60. Conforme visto em no item 4.2.1, a amostra A-1l1 3 ndo apresentou produtos
de cicatrizacdo visiveis em sua superficie, logo, ndo foi coletado material para a

execucao da analise via DRX.

Figura 56 — Difratograma da amostra A-V 1.1

AVii 5 C- Calcita
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 57 — Difratograma da amostra A-V 3

AV 3 c C- Calcita
1000

500+

Intensidade (ctg)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 58 — Difratograma da amostra B-I 1
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 59 — Difratograma da amostra B-Il 3
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 60 — Difratograma da amostra B-IV 4
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Todas as amostras analisadas apresentaram picos caracteristicos de calcita,

em concordancia com os resultados da MEV e da EDS. A literatura também apresenta

analises em que os produtos de cicatrizagdo sdo identificados via DRX como calcita
(XU; WANG; WANG, 2018; YUAN et al., 2022). Apenas a amostra B-I 1 apresentou
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picos caracteristicos de quartzo, mineral constituinte da areia utilizada como agregado

miudo, tendo também sido observado nos difratogramas de Xu, Wang e Wang (2018).

4.4 SINTESE DOS RESULTADOS

Os resultados apresentam, em pelo menos uma das andlises realizadas, a
ocorréncia de MICP e de autocicatrizacdo nas amostras de todos os isolados. Estes
resultados indicam que a utilizacéo e ar incorporado como meio de encapsulamento
das bactérias na matriz foi efetiva. A Tabela 6 apresenta uma sintese dos resultados

individuais ja apresentados e discutidos anteriormente.



Tabela 6 — Sintese dos resultados

105

Resisténcia a

compresséao
7 dias 28 dias
@ O @ O ] %
E5 §§ £
s g5 °n~
E % £ 98 £ g
w g w w
Calcita, etringita
nos poros de ar
Nenhuma cicatrizagéo foi incorporado
A-l1 3 Cronobacter +87%  +10% 0%
observada
Tracgos de Mg e Al
(matriz cimenticia)
Surgimento de cristais ao
longo de fissura aos 7 ) )
) ) Calcita e calcita
A-V 1.1 Cronobacter +147% +108% +42% dias, com crescimento aos
_ . com C-S-H
14 dias e reducéo aos 28
dias
Calcita com C-S-H
e aragonita
Surgimento pontual de
A-V 3 - +63%  +32% +37% o ) Tracos de N
cristais aos 7 e aos 14 dias ]
(nutrientes), Na,
Mg, Al e Si (matriz
cimenticia)
] o Calcita e calcita
Surgimento de cristais ao
] com C-S-H
] longo de fissura aos 14
B-l1 Bacillus +59% +20% +27% ] .
dias, com crescimento aos )
i Tracos de Si e Fe
28 dias o .
(matriz cimenticia)
Surgimento de cristais ao
B-1l 3 Citrobacter +72%  +28% +26% longo de fissura aos 14 Calcita
dias
) o Calcita
Surgimento de cristais ao
longo de fissura aos 14
B-IV4 Pseudomonas +57% +21% +31% Tracos de N

dias, com crescimento aos
28 dias

(nutrientes) e K

(matriz cimenticia)

* Exceto para a fissura principal, a qual ndo apresentou cicatriza¢cdo em nenhuma das amostras.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A execucao deste trabalho teve como objetivo geral a avaliacdo do potencial
de formacao de CaCOs por bactérias indigenas adicionadas em uma matriz cimenticia
encapsuladas em bolhas de ar incorporado. Dessa forma, no que se refere ao
isolamento e a classificacdo das bactérias, € possivel observar que o método utilizado
de cultivo em meio de lactato de calcio foi favoravel ao isolamento de bactérias
capazes de atuar na cicatrizacdo de um compdsito cimenticio. Dentre os isolados
classificados, destacam-se B-1 1 e B-IV 4 por serem, respectivamente, dos géneros
Bacillus e Pseudomonas, os quais ja foram estudados por diversos autores para a
elaboracdo de compdésitos cimenticios autocicatrizantes, além de os Bacillus
possuirem capacidade de gerar esporos para uma melhor sobrevivéncia na matriz
cimenticia. Os outros isolados (A-Il 3, A-V 1.1 e B-ll 3) foram classificados como
enterobactérias, sendo potenciais patdgenos para humanos, o que lhes destaca
negativamente por expor os trabalhadores que teriam contato com estes
microrganismos durante a producdo do material, além dos futuros usuérios destas
edificagdes.

Em termos da resisténcia potencial a compressdo das argamassas
desenvolvidas, as amostras moldadas com bactérias obtiveram ganhos entre 57 e
87% aos 7 dias e entre 10 e 32% aos 28 dias, quando comparadas a amostra
referéncia. Em excecdao, o isolado A-V 1.1 apresentou um ganho expressivo de 147 e
108% na resisténcia aos 7 dias e 28 dias, respectivamente. Entretanto, cabe notar que
este isolado foi classificado como enterobactéria. Para o isolado A-1l 3 foi observado
uma estagnacao na resisténcia entre os 7 e os 28 dias, sendo uma das hipéteses
levantadas com base na literatura, um impacto negativo na resisténcia devido a
insercéo de nutrientes organicos na matriz cimenticia.

As analises visuais através de microscopia 6ptica indicaram que ndo houve
MICP nas fissuras na parte superior das amostras, mas sim na sua regiao inferior. Foi
observado, para algumas das bactérias, a ocorréncia de cicatrizagcdo na forma de
cristais de coloracao branca ja aos 7 dias, podendo ou n&o se intensificar nas semanas
seguintes. Os resultados parecem indicar também uma perda dos produtos de
cicatrizagdo apos sua formacdo, sendo essa uma potencial explicacdo para a

auséncia desses produtos na zona superior das amostras, uma vez que podem ter se



107

desprendido e carregados para regiées mais profundas, inacessiveis ao microscopio
ou para fora da amostra.

Ao realizar andlises da morfologia e das composicdes elementar e
mineralogicas dos produtos de cicatrizacdo, ficou evidente que se trata de CaCOs,
como era esperado através da metabolizacdo do lactato de calcio utilizado como
nutriente para as bactérias. Em sua maioria, as amostras apresentaram a cristalizacao
do CaCOs como calcita, com gréos de tamanhos entre 1 e 40 um, embora aragonita
também tenha sido observada em uma das argamassas.

O conjunto dos resultados observados indica que as bactérias utilizadas neste
estudo foram capazes de atuar promovendo a MICP. Dessa forma, € observado
sucesso no seu encapsulamento em bolhas de ar incorporado, utilizando o meio de
cultura com as células em suspensdo em substituicdo a dgua de amassamento pura
na preparacao do material. Grande parte dos resultados aqui apresentados estdo em
sinergia com resultados observados em publicacbes realizadas nesta area de
pesquisa, indicando que os isolados obtidos possuem um potencial de uso para
desenvolvimento de estudos futuros. Ressalta-se, mais uma vez, que parte dos
isolados, caracterizados como enterobactérias, ndo foram estudados anteriormente
como agentes de cicatrizagdo em materiais cimenticios e foram indicados pela

literatura como patégenos.
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APENDICE A — PROVAS BIOQUIMICAS DOS 10 ISOLADOS ANALISADOS E
COLONIAS DOS 6 ISOLADOS SELECIONADOS PARA USO

Tabela A.1 — Resultados das provas bioquimicas (visual)

Isol _ . Oxida- Fermen- .
Bile Citrato SIM TSI Ureia
a-do céao tacao

A-ll 3

A-lll' 3

A-V11

A-V 3
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Isol _ . Oxida- Fermen- .
Bile Citrato SIM TSI Ureia
a-do céao tacao

13 4

IRE 14
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Iso-
_ _ Oxida- Fermen- _
lad Bile Citrato . . SIM TSI Ureia
cao tacéo
0

B-IV 4

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura A.1 — Colbnias dos isolados (a) A-ll 3, (b) A-V 1.1, (c) A-V 3, (d) B-1 1, (e) B-lI
3e(f)B-IV4

Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE B — MICROGRAFIAS ADICIONAIS DE MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura B.2 — Micrografias da amostra A-V 1.1

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura B.3 — Micrografias da amostra A-V 3

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura B.4 — Micrografias da amostra B-I 1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura B.5 — Micrografias da amostra B-Il 3

Fonte: Elaborado pelo autor.



