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RESUMO

Na construcéo civil o cimento é o material mais consumido, e, embora apresente
excelente resisténcia a compressao, quando tracionado tende a fissurar e romper
com facilidade. Para auxiliar na resisténcia a tracdo utiliza-se armadura de aco
dentro das estruturas. As fissuras sdo as maiores responsaveis pela deterioracéo da
estrutura, pois permitem a entrada de gases e de umidade, que reagem com 0S
componentes do concreto influenciando no pH e tornando um ambiente agressivo,
principalmente, as armaduras. Para resolver o problema das fissuras foi proposto o
uso de aditivos que reagem com agua produzindo cristais para selar a abertura, e
adicoes que impedem a fissura de aumentar e facilitam a cicatrizacao autdogena dos
materiais cimenticios utilizando as rea¢fes dos componentes do mesmo. Porém, foi
observado que estas opcbGes acabam por diminuir a resisténcia mecanica ou
influenciar no pH. A utilizacdo de microrganismos precipitantes de carbonato de
calcio, ou calcita (CaCOs3), esta sendo proposta para solucionar os problemas de
fissuracdo sem interferir de maneira negativa em propriedades de materiais
cimenticios. Para adicionar 0S microrganismos a mistura e garantir sua
sobrevivéncia no meio alcalino é recomendado envolvé-los em uma cépsula,
juntamente com o0s nutrientes que necessitam para realizar a precipitacdo de
CaCOs3. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade de
autocicatrizacéo de corpos de prova de argamassa de cimento Portland por meio da
adicao do Bacillus subtilis ATCC6633. O microrganismo foi encapsulado por meio de
extrusdo tendo como material de parede o alginato de sédio, e 0 mesmo combinado
com amido. O microrganismo foi adicionado, de forma livre e encapsulado, aos
corpos de prova de concreto que tiveram as fissuras induzidas por ensaio de flexao.
Apds, os corpos de prova foram mergulhados em agua ou agua com ureia para
ativacdo do microrganismo e posteriormente observou-se a recuperacdo das
fissuras. As amostras contendo o microrganismo, encapsulado ou livre, foram
comparadas aos corpos de prova de referéncia, onde o mesmo nao foi adicionado e
observou-se que nas amostras que continham o microrganismo encapsulado as
fissuras cicatrizaram. Ao mesmo tempo, as amostras onde o microrganismo foi
adicionado livre, e nas amostras de referéncia, ndo observou-se a cicatrizacao.
Também foi verificado se as cdapsulas poderiam interferir na resisténcia da
argamassa. Os ensaios a tragdo e a compressao foram realizados aos sete e aos
cem dias e uma reducao de resisténcia foi verificada, principalmente na resisténcia a
compressao.

Palavras chave: Carbonato de calcio. Calcita. Bacillus subtilis.
Encapsulamento. Bioconcreto.
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1. INTRODUCAO

Os materiais cimenticios sdo 0s mais empregados na constru¢ao civil
em todo o mundo. Isso ocorre em fungéo de sua boa resisténcia a compressao
e por conta do seu baixo custo quando comparado a outros materiais
utilizados. Em contrapartida, a resisténcia a tracdo € limitada, o que gera
fissuras nas estruturas. Para compensar essa limitacdo, reforcos com acgo sao
comumente utilizados e, embora aumentem a vida util e limitem a abertura de
fissuras que surgem devido esforcos de tracdo o aparecimento das fissuras,
elas acabam aparecendo com o passar dos anos na maioria dos casos
(TITTELBOOM; DE BIELE, 2013).

As fissuras surgem por diversos fatores que podem advir tanto das
propriedades do material cimenticio e das interacdes entre seus constituintes
(MEHTA; MONTEIRO, 2014), quanto da ma execucdo do projeto ou da
precaria utilizacdo dos usuarios ap0s o elemento estrutural estar concluido
(MAZER, 2008). Outro fator apontado como responsavel pela deterioracdo das
estruturas é a constante exposicado aos microrganismos, as intempeéries e aos
gases da atmosfera. Isso pode causar danos a parte estrutural, aumentando o
custo de manutencdo, além da degradacdo dos componentes do concreto.
Ademais, podem haver danos ambientais caso a edificagdo prejudicada seja,

por exemplo, uma estacao de tratamento de efluentes (BERTRON, 2014).

Para resolver o problema das fissuras em estruturas de concreto ou
argamassa que surgem ao longo da vida atil de uma edificacdo, é necessario

produzir mais cimento. O processo de fabricacdo do cimento é apontado como
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um dos principais responsaveis pela emissdo de gases na atmosfera devido ao
alto consumo de energia durante sua producdo (VIEIRA, 2017). Segundo
Maury e Blumenschein (2012) este processo pode causar danos ambientais,
bem como prejuizos para a saude das pessoas envolvidas na producdo. Os
autores apontam ainda que 3% dos gases de efeito estufa sédo de
responsabilidade da industria do cimento, bem como 5% da emissédo de CO..
Para diminuir a producdo de cimento e, consequentemente, a emissao de
gases nocivos ao meio ambiente, alguns autores vém propondo a
autocicatrizagcdo do concreto (TITTELBOOM; DE BIELE, 2013; THIVYA;
CHANDRASEKAREN, 2016; JONKERS; SCHLANGEN, 2007; WIKTOR,;
JONKERS, 2011).

Para regenerar as fissuras que surgem nas estruturas feitas com
materiais a base de cimento, Tittelooom e De Biele (2013) citam a
caracteristica de autocicatrizagdo autdgena destes materiais, a qual se
manifesta quando ocorrem, dentro da mistura ja endurecida, reacdes que
podem preencher os espacos vazios, por hidratacdo continua dos préprios
constituintes do concreto, ou por carbonatacdo do hidréxido de célcio
(Ca(OH),). Eles mencionam ainda alguns estudos em que foram utilizados
aditivos ou adicOes para tentar induzir esse processo, como a adicao de fibras

ou agentes cristalizantes a mistura de material cimenticio fresco.

Sao conhecidas diversas técnicas utilizadas para reparar as fissuras no
concreto, mas elas apresentam desvantagens como degradagdo ambiental e
diferenca de coeficiente de expansdo entre 0s materiais cimenticios e 0s
materiais utilizados. Em funcdo disso, surgiu a proposta de utilizacdo de
bactérias precipitantes de carbonato de calcio como uma alternativa de reparo
nao agressiva ao meio ambiente (THIVYA; CHANDRASEKAREN, 2016).

Jonkers e Schlangen (2007) apontam que, embora tenham resultados
satisfatorios na autoreparacdo de fissuras, os aditivos e adicdes podem alterar
a resisténcia caracteristica destes materiais. Os autores propdem a utilizagdo
de microrganismos precipitadores de calcita' (CaCOs) adicionados & mistura

! Calcita é uma variagdo do carbonato de calcio, por isso ambos os termos serdo
mencionados em relacéo a formula CaCOs.
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fresca de concreto ou argamassa para reparar as fissuras sem comprometer o
desempenho da estrutura. Wiktor e Jonkers (2011) observaram que ao
adicionar os microrganismos diretamente a mistura, estes tinham sua atividade
reduzida para apenas alguns dias, pois 0os componentes da mistura 0s
esmagavam ou entdo a alta alcalinidade da pasta de cimento deixava-os

inativos.

Vieira (2017) menciona o microencapsulamento do microrganismo, no
qgual o mesmo é envolto por uma capsula, como uma forma de preservar o
agente de cicatrizacdo na fase da mistura dos materiais cimenticios, além de
protegé-lo da alcalinidade existente no meio. A autora cita também a
possibilidade de encapsular, junto com o0 microrganismo, nutrientes que
auxiliardo no processo metabolico de producédo de cristais. Bashir et al. (2016)
reforcam a importancia do encapsulamento do microrganismo quando
mencionam que o pH da mistura, que pode chegar a 13, torna 0 ambiente
altamente alcalino e a maioria das bactérias ndo sobrevive a ambientes com

pH superior a 10.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade de autocicatrizagcdo de corpos de prova de
argamassa de cimento Portland por meio da adicdo do microrganismo Bacillus
subtilis ATCC6633.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Determinar a composicdo adequada do meio de cultura para o
desenvolvimento do B. subtilis ATCC6633;

b) Determinar a composi¢cdo necesséaria do material de parede para
0 encapsulamento do microrganismo B. subtilis ATCC6633;
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c) Comparar o efeito do B. subtilis ATCC6633 encapsulado e nao
encapsulado no processo de reparacéo das fissuras induzidas em
corpos de prova de argamassa quando mergulhados em agua e
agua com ureia;

d) Verificar se ha diferenca de resisténcia mecénica entre corpos de
prova com e sem capsulas, bem como com o microrganismo livre,

em ensaios de tracdo e compressao.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Concreto

O cimento mais comumente utilizado no mundo inteiro é o Cimento
Portland. E, basicamente, uma mistura composta por cimento, agua e
agregados, podendo ainda receber o acréscimo de aditivos quimicos ou
adicoes como pigmentos, fibras, agregados especiais e adicdes minerais.
Busca-se encontrar a propor¢cdo adequada entre o0s constituintes com a
finalidade de alcancar as propriedades mecanicas, fisicas e de durabilidade
exigidas para o concreto, bem como as caracteristicas de trabalhabilidade
requeridas para facilitar transporte, lancamento e adensamento (HELENE;
ANDRADE, 2010).

Metha e Monteiro (2014, p. 13) definem o concreto como “um material
composito que consiste, essencialmente, de um meio aglomerante no qual
estdo aglutinados particulas ou fragmentos de agregado”. Se o0 meio
aglomerante utilizado na composicao do concreto ndo for resistente a agua,
este é denominado concreto de cimento nao-hidraulico. Se apresentar
resisténcia a 4gua, é chamado de concreto de cimento hidraulico, o qual € o

mais utilizado.

Os autores mencionam ainda 0s materiais cimenticios como o mais
consumido no planeta depois da agua. Estimam uma média mundial de

consumo de concreto em torno de 19 bilhdes de toneladas métricas ao ano e
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apontam pelo menos trés motivos para justificar esse consumo expressivo:
maior resisténcia a acdo da agua se comparado com outros materiais como
madeira e aco; facilidade de moldagem em estado fresco, obtendo-se assim
variadas formas e tamanhos dos elementos, uma vez que sua consisténcia
plastica facilita o0 escoamento do material no interior das férmas; e a facilidade
de obtencdo dos materiais que compdem a mistura basica (agua, agregado e
cimento), os quais podem ser encontrados em praticamente todas as partes do
planeta, tornando o concreto um material pratico e de custo relativamente baixo
(MEHTA; MONTEIRO, 2014).

2.1.1 Composicéao

2.1.1.1 Agregados

De acordo com a NBR 7211 (ABNT, 2005), agregados sdo os materiais
granulares que compdem a mistura do concreto e sdo classificados como
agregado miudo ou graudo de acordo com seu tamanho. Particulas de material
de até 75 ym sdo consideradas agregado miudo, como a areia, e particulas

maiores que 4,75 mm sdo denominadas agregado graudo, como a brita.

Helene e Andrade (2010) ressaltam que, por ocuparem boa parte do
volume do concreto — de 65 a 70% aproximadamente - os agregados tém
significativa importancia no controle do volume do concreto depois de
endurecido e na tendéncia a fissuragcdo. Os autores complementam dizendo
que as formas das particulas, seu tamanho e textura podem aumentar ou
diminuir o atrito interno da mistura, reduzir o volume do concreto e manter o

abatimento sem que suas propriedades sejam alteradas quando endurecido.

2.1.1.2 Cimento Portland

O cimento é um composto seco, pulverulento que, ao receber adi¢cdo de
agua, desenvolve propriedades aglomerantes como resultado das reacdes
quimicas que ocorrem nessa mistura, também chamadas de reacdes de

hidratagdo. E basicamente um pé cinza constituido de particulas cujas
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dimensdes podem ser de 1 a 50 ym. Os cimentos cujos materiais constituintes
reagem com agua formando um elemento rigido que, por sua vez, também &
resistente a agua, sdo chamados de cimentos hidraulicos. Como mencionado
anteriormente, o mais comum utilizado é o cimento Portland, cuja producéo
ocorre através da pulverizagdo de clinqueres, que sdo compostos por silicatos
de calcio hidraulico cristalinos e por uma por¢cao minima de sulfato de calcio,
além de calcério, adicionados durante a moagem (METHA; MONTEIRO, 2014).
Segundo Pedroso (2009), o clinquer é o produto obtido apds a exposi¢cdo a

altas temperaturas de uma mistura composta por rocha calcaria e argila.

Helene e Andrade (2010) explicam que, ao se misturar agua no cimento,
é formada uma pasta relativamente fluida, e o que determinara a fluidez da
pasta sera o percentual de agua adicionada. A pasta, ao se misturar com 0s
agregados, envolve-os, independente de suas dimensdes, produzindo um
material que, em estado fresco, pode ser facilmente moldado. Se a pasta
receber adicdo de agregados miudos (geralmente areia) € denominada pasta
de argamassa. Se, a essa mistura for adicionado agregados graudo (como
brita, por exemplo) ou algum aditivo, € chamada de concreto. Apdés algum
tempo, que ir4 variar de acordo com o tipo de cimento utilizado, a mistura
endurecera e alcancara a resisténcia mecanica que lhe proporcionara o

desempenho estrutural desejado.

2.1.1.3 Aditivos e adicoes

Além dos compdsitos comuns do concreto — cimento, agregados e agua
— também existem os aditivos e as adi¢cfes, que sdo incorporados na mistura
com a finalidade de melhorar alguma propriedade especifica do concreto
desejada para a estrutura que sera executada. O Quadro 01 mostra alguns

exemplos de aditivos e de adi¢des e seus efeitos no concreto.
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Quadro 01 - Efeitos dos aditivos e das adi¢cdes no concreto

Tipo de aditivo/adigéo Efeitos no concreto
Aditivo quimico -modificar a pega
-alterar a taxa de hidratacdo
Redutores de 4gua -aumentar a plasticidade da pasta
Incorporadores de ar -facilitar a expansao/retracao
aumentando a durabilidade
AdicGes minerais -retardar ou selar as fissuras

Adaptado de Mehta e Monteiro, 2014.

2.1.2 Patologias do concreto

Patologia € um termo usado na construcédo civil para designar as falhas
gue podem vir a surgir nos elementos estruturais. Segundo Mazer (2008) a
natureza das fissuras pode ser: levantamentos e consideragdes equivocados
feitos pelo projetista nos estudos preliminares; falta de mao-de-obra qualificada
para execucdo da obra; falta de controle dos materiais utilizados e ma
utilizagéo da estrutura, como abertura de vaos em paredes estruturais e a falta

de manutencéo da estrutura.

O autor afirma ainda que as patologias apresentam sintomas que
permitem a identificacdo de sua ocorréncia. Acrescenta que a patologia mais
comum e que mais chama a atencdo, mesmo das pessoas ditas leigas, é a
fissuracdo. Ademais, conforme NBR 6118 (ABNT, 2003, p. 75) “a fissuracao

em elementos estruturais de concreto armado € inevitavel, devido a grande

variabilidade e a baixa resisténcia do concreto a tracao”.

Segundo Mehta e Monteiro (2014), a fissuragdo € uma causa fisica da
deterioragdo do concreto que surge, principalmente, pelas deformagbes que
ocorrem de forma comum no concreto. Essas deformacdes podem ocorrer
devido a variacdo volumétrica por conta do calor de hidratacdo ou da presséo
causada pela cristalizagéo dos sais que compdem a mistura, ambos processos
gue ocorrem durante o processo de endurecimento do concreto. O

carregamento estrutural a que a estrutura fica sujeita durante a vida util, bem
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como a exposicdo aos extremos de temperatura?, também sdo apontados

como fatores causadores de fissura.

Se as fissuras nao forem tratadas de forma eficaz e rapidamente, elas
tendem a aumentar de tamanho, e o0 reparo acaba se tornando bastante
oneroso. Além disso, as rachaduras também diminuem a vida util da estrutura,
pois acabam por facilitar a entrada de agentes prejudiciais que podem provocar
corrosdo na armadura. Pode-se afirmar, entdo, que as rachaduras séo,
geralmente, as responsaveis pelas falhas estruturais (THIVYA;
CHANDRASEKAREN, 2016).

Autocicatrizacao da fissura

A autocicatrizagdo de fissuras em materiais cimenticios pode ocorrer de
trés formas: atraves de reagfes entre 0s materiais componentes da mistura de
concreto, com o acréscimo de aditivos cristalizantes, ou pela adicdo de

microrganismos capazes de precipitar carbonato de célcio.

Propriedade de autocicatrizacdo do concreto

Segundo Tittelboom e De Belie (2013) o concreto possui propriedades
autdgenas de autocicatrizacdo que podem se manifestar através de dois
mecanismos que se desenvolvem em diferentes idades da estrutura: no
concreto jovem, ocorre o fenbmeno em que os minerais que formam o clinquer
sofrem continua hidratagcdo; em idade mais avancada, ocorre pela
carbonatacao do hidroxido de calcio (Ca(OH),) dentro do elemento estrutural.
Tasca (2012) explica que a carbonatacdo ocorre no interior da estrutura
guando gases externos, principalmente o CO,, conseguem penetrar na mesma
e reagem com hidroxido de calcio (Ca(OH),), produto das reacbes de
hidratacdo do cimento, resultando em CaCOs. Porém, de acordo com Ferreira
(2013) a carbonatacdo acaba por consumir o Ca(OH),, bem como outros
componentes do concreto que sao responsaveis por manter a alcalinidade da
mistura. Como resultado, o pH do concreto diminui significativamente, tornando
0 ambiente corrosivo tanto para os componentes do concreto como para as

armaduras.

2 Extremos de temperatura: (ciclos de congelamento-degelo ou exposi¢do ao fogo)
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7

Além disso, também é possivel que reacgdes do proprio concreto
endurecido, como o inchaco da estrutura, residuos na entrada de agua ou
mesmo particulas soltas durante o fissuramento do concreto resultem na
cicatrizacdo autdégena. Todavia, essa capacidade € bastante limitada, pois,
além de recuperar apenas pequenas fissuras, depende da disponibilidade de
agua e mostra-se dificil de controlar (TITTELBOOM; DE BIELE, 2013).

Aditivos Cristalizantes

Tittelboom e De Biele (2013) citam as tentativas realizadas para induzir a
cicatrizacdo autdogena do concreto adicionando na mistura agentes que
apresentem a capacidade de depositar cristais na fissura. Foram realizadas
pesquisas substituindo uma porcentagem do cimento por materiais hidraulicos
pozolanicos, como a cinza volante®, ou materiais hidraulicos latentes, como
escoria de alto forno?, em funcéo de se conservarem desidratados mesmo em
idades mais avancadas do concreto, possibilitando a hidratacdo continua. O

Quadro 02 mostra alguns dos resultados citados por eles.

Quadro 02 - Resultados encontrados com as adicdes

Adicoes Resultados encontrados

Fibras de polietileno Restringiram a largura da fissura e, assim,
promoveram a cicatrizacao autdégena.

Fibras de alcool polivinilico (PVA) | Induziram a maior eficiéncia de cicatrizacao.
Isso foi atribuido ao fato de as fibras de PVA
promoverem a deposicdo de produtos de
cristalizacéo.

Fibras de aco Apresentaram menor eficiéncia de fechamento

BN

de fissuras, a medida que o aco comecou a
corroer no interior da fissura.

Fibras de polipropileno N&o houve relatos dos resultados.

Tenddes de polimero retrateis Amostras fissuradas foram aquecidas em um
forno, resultando no encolhimento dos tenddes
de polietileno tereftalato (PET), seguido de
fechamento de fissura.

Aditivos expansivos misturados | Formacdo de cristais de entringita que
com aluminato de sulfato de célcio | preencheram a fenda. Observaram microtrincas
e aditivos cristalinos devido a reacdo expansiva. Propuseram o
encapsulamento dos agentes.

3 Cinza volante: rersiduo da producdo de carvao
* Escéria de alto forno: subproduta da industria de aco e ferro
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Materiais hidraulicos pozolanicos e | Um percentual de cimento é substituido por

latentes cinzas volantes ou escoria de alto forno. A
cicatrizagdo autdgena ocorre por hidratacdo
continua.

Fonte: Adaptado de Tittelboom e De Biele (2013)

Tagaki (2013) cita 0 mecanismo de cicatrizacdo quimica em que uma
mistura de catalisador cristalino com agentes expansivos € adicionada a
mistura ainda fresca do concreto. Quando em contato com agua, 0s agentes
reagem, expandindo e formando cristais que fecham os poros abertos pela
fissura (Figura 01). Para melhor controlar essa reacgdo, foi proposto que 0s
agentes fossem encapsulados para evitar que a expansao se iniciasse durante
0 processo de hidratacdo do concreto. Contudo, a desvantagem citada pelo
autor € a limitacdo do processo devido ao uso total do agente durante o

processo de cristalizacéo.

Figura 01 - Ciclo da reacgéo do cristalizante: a) Cristais de hidréxido de
céalcio aderidos as particulas cubicas. b) Inicio da formacdo de cristais apos
aplicacdo do tratamento quimico. c) Cristais densos preenchendo os poros e
capilaridades apés 26 dias.

Fonte: Takagi, Junior e Oliveira (2004)

De acordo com Ourives, Bilesky e Yokoyama (2009), os agentes
cristalizantes podem ser adicionados tanto na superficie quanto na mistura do
concreto. Eles reagem com agua e com 0S componentes presentes no
concreto, como o hidroxido de célcio e aluminio, entre outros, formando e
expandindo cristais nos poros e nas fissuras. Os autores sugerem que, apos
reagirem fechando a fissura e apds a agua presente ser totalmente consumida,
0s agentes voltam a ficar inativos até o préximo contato com agua, quando o

processo se reiniciara, fechando as novas fissuras que surgirem.
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Microrganismos como agente de autocicatrizacao

Jonkers e Schlangem (2007) mencionam que 0 concreto recuperado por
aditivos pode apresentar uma diminuicdo de resisténcia ap0s a recuperacao.
Eles sugerem um mecanismo de autocicatrizagdo baseado em agentes
bacterianos incorporados ao concreto que ndo modificam suas caracteristicas.
Wiktor e Jonkers (2011) relatam que, embora a maioria dos agentes
cicatrizantes citados sejam quimicos, ja existem estudos considerando a
utilizacdo de microrganismos precipitantes de calcita (CaCOg3) para a inducao
de autocicatrizacdo autdogena em estruturas de concreto. Citam ainda um
sistema de autocicatrizacdo desenvolvido onde dois componentes sé&o
utilizados: Esporos® bacterianos e compostos organicos, ambos incorporados &

mistura do concreto.

Bashir et al. (2016) referem-se ao concreto que recebe adicdo de
microrganismo como “bioconcreto” e explicam que 0 microrganismo, na
presenca de oxigénio (O,), metaboliza os componentes organicos dissolvidos
na H,O, produzindo CO, que penetra no concreto através das fissuras, e ao
reagir com o Ca(OH), produz cristais de calcario (CaCOs) que preenchem os
poros e fecham as rachaduras. A multiplicagdo do microrganismo ocorre nos
nutrientes que sao adicionados a mistura e que fazem parte dos componentes
organicos citados. O consumo de O, pelo microrganismo, além de auxiliar na
producdo de Ca(COj3), também reduz o teor de O, no concreto, criando um

ambiente menos corrosivo.
2.2 Microrganismos

Tortora, Funke e Case (2012, p. 02) definem microrganismos como
“formas de vida diminutas individualmente muito pequenas para serem vistas a
olho nu” que podem ser classificadas como bactérias, fungos, protozoarios e
virus e que tém um papel importante no equilibrio da vida no planeta. Segundo
Bertron (2014), os microrganismos estao presentes em todos os lugares onde
ha vida se desenvolvendo. O funcionamento do seu metabolismo é o que da as

caracteristicas de cada tipo de microrganismo, ou seja, a forma como se

> Esporos sao estruturas de resisténcia produzidas por alguns géneros de bactérias.
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desenvolvem, crescem, reproduzem-se e reagem tanto com 0 meio como com
0s nutrientes. S80 necessarias fontes de energia e de carbono para que a
biomassa microbiana seja criada através de uma sequéncia de reacdes redox®.
As caracteristicas do meio onde se desenvolve também sao responsaveis por

determinar as caracteristicas do microrganismo.

De acordo com Pelczar, Chan e Krieg (1997) é possivel encontrar
microrganismos por todo o planeta Terra e ndo ha outro organismo com a
capacidade de alterar a quimica da matéria. Tortora, Funke e Case (2012)
ressaltam ainda que a importdncia dos microrganismos vai desde a
composicdo da base da cadeia alimentar em ambientes aquaticos, passando
pela degradacdo de detritos e incorporacdo de nitrogénio em compostos
organicos no solo, além de participarem da fotossintese, “processo gerador de
oxigénio que é crucial para a vida na Terra”. Mencionam que essas minusculas
formas de vida fazem a reciclagem quimica entre o solo, a terra, 0s seres vivos
e 0 ar. Também s&o responsaveis pela digestdo dos alimentos, auxiliam no
metabolismo e na coagulacdo do sangue. As industrias farmacéutica, quimica e
alimenticia utilizam microrganismos na fabricacdo de diversos produtos.
Segundo Neville (2016), a construcao civil também pode se beneficiar do uso
de bactérias adicionadas ao concreto para que estas selem as fissuras ao

reagirem com uma fonte de carbono organico.

2.2.1 Crescimento e cultivo de microrganismos

O crescimento microbiano € composto de quatro fases (Figura 02): fase
Lag, onde o microrganismo se adapta ao meio onde esta inserido; fase
exponencial, onde as células se multiplicam e, assim, a populacdo de
microrganismos cresce; a fase estacionaria, onde a multiplicacdo celular
acontece na mesma propor¢do em que algumas células comegam a morrer; e
a fase de declinio onde o niumero de células mortas ultrapassa o de células

vivas.

6 . . i .
Redox é uma reacdo quimica onde um elemento perde elétrons e o outro os recebe,
modificando o estado de oxidagao.
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Figura 02 — Fases da curva de crescimento

Fase Estacionaria
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Fase Lag

Tempo

Segundo Tortora, Funke e Case (2012), as col6nias formadas pelos
microrganismos tendem a crescer rapidamente. O crescimento mencionado
nao se refere a tamanho fisico, mas sim a numeros de células, pois o0s
microrganismos se multiplicam. As condicbes dependem de fatores fisicos
(temperatura, pH e pressdo osmotica) e quimicos (nutrientes), e o
entendimento das condigfes necessdrias para que esse crescimento ocorra é
importante tanto para inibi-lo quanto para estimula-lo, conforme necessério. Os

autores explicam ainda os fatores fisico-quimicos:

e Temperatura: para cada espécie de microrganismo ha uma temperatura de
crescimento minima, uma étima e uma maxima, e existe uma classificacdo em
relacdo a essas temperaturas: os psicréfilos (de 0 °C até 30 °C), os mesdfilos
(entre 25 °C e 40 °C) e os termofilos (entre 45 °C e 60 °C).

e pH: o pH’ faz referéncia & acidez ou & alcalinidade de uma solucéo. De
forma geral, o crescimento dos microrganismos ocorre de forma melhor na
neutralidade (entre pH 6,5 e 7,5).

e Agua: os microrganismos retiram a maior parte de seus nutrientes da agua
e, por isso, necessitam de agua para crescer.

e Pressdo osmotica: a pressao osmotica ajuda a controlar o fluxo de agua que
atravessa a membrana da célula microbiana.

e Carbono: além da agua, o carbono é um dos fatores essenciais para o
crescimento microbiano. Sua presenca é essencial em toda célula viva.

e Associacgdes entre nitrogénio, enxofre e fésforo: elementos necessarios para

0 crescimento de microrganismos: 0 nitrogénio forma os aminoacidos das

! pH: potencial de Hidrogénio
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proteinas; o enxofre sintetiza® os amino&cidos que contém enxofre; e o fosforo
essencial para a producdo de proteinas dos acidos nucléicos (DNA e RNA) e
dos fosfolipideos da membrana celular.

e Elementos de traco: sdo elementos minerais que participam do crescimento
do microrganismo em quantidades muito pequenas e S80 necessarios para
algumas funcdes de certas enzimas.

e Atmosfera: 0s microrganismos que utilizam de oxigénio para produzir
energia sdao chamados de aerdébios e 0s que ndo conseguem sobreviver na
presenca de oxigénio sao classificados como anaerdbios.

Madigan, Martinko e Parker (2004) definem os fatores quimicos como os
responsaveis pela nutricdo quimica do microrganismo e os dividem em
macronutrientes e micronutrientes, que devem estar disponiveis em um meio
de cultura.

e Macronutrientes: consumidos em maior quantidade. Trabulsi (1998)
menciona a importancia do carbono e do nitrogénio, principais macronutrientes,
afirmando serem elementos indispensaveis ao crescimento celular. Tortora,
Funke e Case (2012) acrescentam ainda o oxigénio como um macronutriente
importante, utilizado pelos microrganismos aerdbios para produzir energia.

« Micronutrientes: Madigan, Martinko e Parker (2004) mencionam 0S metais
como o0s principais micronutrientes e ressaltam que s&o utlizados em
pequenas quantidades, sendo que, muitas vezes, ndo ha necessidade de

adiciona-los aos meios de culturas laboratoriais.

Para crescimento dos microrganismos em laboratorio, € necessario criar
um meio onde os fatores acima mencionados estejam disponiveis para
favorecer esse crescimento. Os meios que fornecem esses nutrientes aos
microrganismos se chamam meios de cultura e devem ser compostos de
acordo com as necessidades do microrganismo a crescer. A autora ressalta
gue, depois de muitas experiéncias realizadas ao longo dos anos, o0s
microbiologistas conseguiram identificar quais nutrientes a maioria dos
microrganismos precisa (BLACK, 2002). Segundo Tortora, Funke e Case
(2012) o meio de cultura é importante para que o organismo consiga sintetizar

os fatores organicos de crescimento, mencionados anteriormente.

8 . . . .
Sintetiza: se refere a produ2|r as protelnas
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Os meios de cultura podem ser classificados pela sua composicao,

consisténcia e preparo, como mostrado no Quadro 03.

Quadro 03 - Classificagdo dos meios de cultura

Classificagéo

Tipo de meio

Definicao

Composicao

Meio quimicamente
definido

Formulado com composicdo dos
ingredientes conhecida.

Meio complexo

N&o é possivel detalhar sua composicao

Consisténcia

Meio liquido

Os nutrientes estdo dissolvidos em meio
agquoso

Meio semi-solido

Além dos nutrientes tem 0,3% de
concentracdo agar’

Meio solido

Nutrientes e 1,5% &gar como agente
gelificante

Preparo

Meio pronto para uso

Meio comercializado j& pronto para uso

Meio desidratado

Formulagdo completa ou semi completa,
sendo necessario um preparo em
laboratério para utilizacéo.

Meio formulado

Totalmente formulado em laboratério a
partir dos ingredientes individuais

Fonte: RIBEIRO e STELATO, 2011

2.2.2 Determinacao do crescimento microbiano

Pelczar Jr, Chan e Krieg (1997) citam como métodos mais comuns para

contagem de microrganismos

a quantificagdo de células crescidas e a

determinacao do peso celular. O Quadro 04 mostra os métodos de contagem

mais comuns.

94 A .
Agar: substancia que, ao contato com agua, se transforma em um gel.
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Quadro 04 — Resumo de alguns métodos de contagens mais comuns

Método Aplicacbes Expressdo do crescimento
Contagem Numero de células em vacinas, leite | Nimero de células por mL
microscopica e culturas
Contagem celular | Numero de células em vacinas, leite | Namero de células por mL
eletrbnica e culturas

Contagem em placa

NUimero de células em vacinas,
culturas, solo, alimentos

Colbnia - unidades
formadoras por mL ou g

Membrana filtrante

NUumero de células em vacinas,
culturas, solo, alimentos

Colbnia - unidades
formadoras por mL ou g

Turbidez Ensaio microbiol6gico N&o informado pelos autores
Conteldo de | Medida indireta da massa celular mg de nitrogénio por mL
Nitrogénio

Peso seco Medida indireta da massa celular mg de células por mL

Produtos metabolicos

Ensaios microbiolégicos, medidas

indiretas de crescimento

Quantidade de produto por
mL

Fonte: Pelczar Jr, Chan e Krieg (1997)

Tortora, Funke e Case (2012) mencionam a contagem em placas como

o0 método de contagem mais utilizado. Esse método leva em consideracéo

apenas as células viaveis, e € indicado que se faca a contagem de um numero

limitado de col6nias para evitar que algumas células sejam reprimidas e nao se

desenvolvam. Os autores apontam que a recomendacdo é que se faca a

contagem de placas com 25 a 200 colbnias. Para garantir um numero reduzido

de colénias nas placas, o inéculo inicial passa pelo processo chamado de

diluicdo seriada (Figura 03).

Figura 03 - Diluicao seriada para a contagem microbiana em placas
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Cg‘\lculo: numero de colénias na placa x indice de diluigdo da amostra = numero de bactérias/mL (p. ex:, se 32 colénias
estéo na placa de diluigao 1:10.000, a contagem pode ser estimada em 32 x 10.000 = 320.000 bactérias/mL na amostra).

Fonte: Tortora, Funke e Case (2012)
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Por fim, a contagem dos microrganismos é feita pelo método de
profundidade em placas ou pelo método de espalhamento em placas, conforme

mostra a Figura 04.

Figura 04 - Métodos de contagem: a) profundidade em placas; b) método
de espalhamento em placas
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Fonte: Fonte: Tortora, Funke e Case (2012).

2.2.3 Selecao de microrganismo para a biomineraliza c¢éo

A grande maioria dos organismos vivos tem a capacidade de depositar
minerais. A deposicéo varia de acordo com o metabolismo de cada organismo
e 0 meio em que ele esta inserido. Por conta disso, existem numerosas e
diversificadas estruturas biomineralizadas na natureza. A biomineralizac&o
acontece quando, em uma matriz organica, ocorre a precipitacdo de materiais
organicos. Esse processo biolégico acontece tanto em meio aquatico quanto
terrestre ha milhares de anos e vem contribuindo para a formacéo geoldgica da

terra. Durante milhdes de anos, enquanto evoluiam, 0s organismos usaram seu
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metabolismo e minerais existentes no meio para sobreviver (VIEIRA, 2017).
Bashir et al. (2016, p. 02, traducéo livre) definem ainda a biomineralizacdo
como “uma precipitacdo biolégica na qual os organismos criam um
microambiente local, fornecendo precipitacdo quimica de fases minerais

extracelularmente”.

E possivel encontrar microrganismos precipitantes de carbonato de
calcio no meio aquatico e no solo, ja que esse é um fenbmeno bastante comum
na natureza. Nas reagfes bioquimicas de biomineralizagdo, o cation
preferencial é o célcio em fungcdo de sua importancia para o metabolismo
celular dos seres vivos. O carbonato de célcio é biologicamente induzido na
natureza, onde pode ser encontrado na forma de cristais de calcita ou de
aragonita (VIEIRA, 2017).

Existe uma enorme quantidade de espécies de bactérias que habitam o
solo e que tém como funcédo reciclar uma grande quantidade de minerais.
Quando em condi¢des adequadas, a grande maioria das bactérias é capaz de
provocar a precipitacdo de carbonato de calcio. Essas condi¢des, segundo
Vieira (2017, p. 26) sdo: “(i) a concentracdo de ions de célcio; (i) a
concentracéo de carbono dissolvido; (iii) o pH do meio, que devera ser alcalino;
(iv) e a disponibilidades de vazios para nucleacdo que permitam o alojamento
de microrganismos”. A autora explica ainda que:

A habilidade das bactérias em influenciar o pH do meio, o tornando
mais alcalino, é a principal caracteristica deste processo. O aumento
da alcalinidade do meio causa alteracdes no potencial eletronegativo
da membrana da superficie celular, favorecendo mudancas no
metabolismo bacteriano. A modificacdo do potencial-¢ (potencial
Zeta), que é a carga da superficie da bactéria, poderia explicar a
deposicéo de cristais de carbonato de célcio (carga positiva) sobre a
membrana que recobre o corpo das bactérias (carga negativa). A
observacdo deste fendmeno sugere que a bactéria, como forma de

defesa a adsorcédo de célcio, induz a precipitagdo de carbonato de
calcio sobre a superficie da parede celular (VIEIRA, 2017, p.26).

Para a selecdo de bactérias para a biomineralizacdo, é importante que a
escolha baseie-se na capacidade do microrganismo produzir carbonato.
Também é necessario levar em consideracdo que, para que precipitem, as
bactérias necessitam de nutrientes, os quais podem ser adicionados a mistura

da argamassa ou concreto. Outra possibilidade é mergulhar a amostra
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endurecida do concreto com a adicdo de microrganismo, apés fissurada, em
uma solucéo nutritiva (DE BELIE, 2016).

As bactérias do género Bacillus possuem uma estrutura celular simples:
parede celular, sem nucleo, composta de estruturas externas, envelope celular
e estruturas internas que determinam a capacidade da bactéria de se
desenvolver. Sdo classificadas como bactérias Gram-positivas, medindo entre
1 e 10 mm, e possuem uma carga negativa que possibilita a atracdo dos
cations como o calcio, favorecendo o mecanismo de cimentacdo microbiana de
bactérias ureoliticas (WONG, 2015).

7z

Alguns autores mencionam estudos onde o Bacillus subtilis é citado
como um microrganismo que, quando em meios adequados, € capaz de
precipitar CaCOs3. A precipitacdo ocorre pela capacidade de hidrolisar a ureia
em carbonato (COs?) e pela presenca de célcio (Ca™), utilizado como
elemento de ligagdo. Comentam ainda que o microrganismo pode aumentar a
resisténcia do concreto quando incorporado a mistura (PRADEEPKUMAR et
al., 2015; NUGROHO; SATYARNO; SUBYAKTO, 2015; WEI et al., 2015).

Sob condigbes de falta de nutrientes ou outras condi¢des de estresse, 0
B. subtilis cria estratégias para sobreviver nesse meio como, por exemplo, o
desenvolvimento de endésporos™® que resistem ao estresse (JOSHI;
KUMTHEKAR; GHODAKE, 2016). Black (2002) explica que as bactérias
capazes de criar enddésporos dentro das células mae geralmente o fazem
quando algum nutriente torna-se limitado e a funcéo dos enddsporos é proteger
0 microrganismo e prolongar sua sobrevivéncia, uma vez que os enddsporos

sobrevivem a longos periodos em condi¢des consideradas inadequadas.
2.3 Encapsulamento
Menezes et al. (2013) definem a microencapsulagdo como o

recobrimento de um material, formando cdpsulas em miniatura que propiciam o

controle na liberacdo do seu conteudo. Os autores mencionam que, de modo

10 Enddsporos: sdo células dormentes formadas intracelularmente com a funcdo de
estocar 0 genoma bacteriano em periodos de stress, garantindo a sobrevivéncia do
microrganismo nestes periodos.
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geral, os propositos buscados com a microencapsulagcédo séo: possibilidade de
fazer um liquido comportar-se como solido, separacdo de materiais reativos,
reducdo de toxicidade do material ativo, controle da liberacdo do material,
reducdo da volatilidade de liquidos, encobrimento do gosto de componentes

amargos, aumento do shelf life** e protecéo contra luz, 4gua e calor.

O tamanho apresentado pelas microcapsulas pode variar de fracdes de
micron até varios milimetros. Seu formato varia de acordo com os materiais e
métodos utilizados para o encapsulamento. O material externo € denominado
agente encapsulante e geralmente € constituido por polimeros como alginato,
quitosana ou gelatina, sendo que existem diversas técnicas de
microencapsulacdo. O ingrediente interno € o material ativo que se busca

preservar das condicdes adversas (MENEZES et al., 2013).

A encapsulacao por extrusdo, método a ser utilizado neste estudo, utiliza
hidrocol6ides®® como material encapsulante, o qual é homogeneizado com o
material a ser encapsulado. Depois de misturados, a solucdo é gotejada
através de um bico em uma solucao solidificante, como cloreto de célcio. As

capsulas se formam, geralmente, com tamanhos entre 2 e 5 mm. E

considerado um método simples e de baixo custo (CAVALHEIRO et al., 2015).

Materiais de parede ou agentes encapsulantes

Como mencionado anteriormente, a producdo de microcapsulas vem
sendo realizada de variadas formas. O material geralmente apresenta estrutura
esférica recoberta por uma membrana solida ou sdlida/liquida que apresente
resisténcia, permeabilidade parcial e variacdo de diametro entre alguns microns
e 1 mm. O material escolhido para o revestimento pode ser projetado para
liberar gradualmente o componente da capsula (MENEZES et al., 2013).

Alginato
Dentre as opc¢Oes de materiais utilizados como material de parede,

Blandino, Macias e Cantero (1999) mencionam que a técnica de

1 Shelf life: tempo de armazenamento de um produto/alimento
12 Hidrocolbide; também chamados de goma, séo polimeros de carboidrato
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encapsulamento dos biocatalisadores'® em cépsulas de gel de alginato de
calcio, tem ampla aplicacéo por apresentarem biocompatibilidade, simplicidade
e baixo custo. Citam ainda, como principal vantagem desta técnica, o fato de o
biocatalisador, por estar dentro da capsula central, manter contato com o
substrato da maneira adequada.

Em funcdo de ter propriedades para a formacdo de nanocapsulas, o
alginato tem sido amplamente estudado para produzir particulas entre 100 e 2
mm. CombinagGes com outros materiais como alginato de polietilenoglicol
acrilato (alginato-PEGAc) e compositos de colageno também vem sendo
investigadas especialmente nas areas biotecnologicas e da biomedicina
(FOOD INGREDIENTES, 2013). Pereira et al. (2008, p. 98) mencionam ainda
caracteristicas como “solubilidade a temperatura ambiente, habilidade de gel
permeavel com o cloreto de calcio, boa propriedade gelificante, baixo custo,
facilidade de uso e auséncia de toxicidade” para justificar a ampla utilizagédo do

alginato como agente encapsulante.

Por fim, Menezes et al. (2013) mencionam que “o sistema calcio-alginato
encapsulando culturas celulares protege de maneira mais efetiva” visto que as
bactérias encapsuladas tendem a sobreviver por mais tempo que as nao

encapsuladas.

Amido

Segundo Azeredo (2005), o amido é encontrado em grande quantidade
na natureza e, por isso, seu custo se torna baixo. Quando in natura, na forma
granular, o amido mostra-se insolivel ao entrar em contato com agua. Porém
quando exposto ao calor, em uma temperatura suficiente, € possivel
transforma-lo em uma pasta com capacidade de produzir “filmes de boas
propriedades mecéanicas”. Em contrapartida, as solu¢cdes a base de amido
tendem a apresentar uma elevada viscosidade para 0s processos de
encapsulacdo e “ndo possui grupos hidrofébicos, ndo exercendo, portanto,
praticamente nenhum efeito estabilizante de emulsdes, a ndo ser pelo aumento

da viscosidade” (Azeredo, 2005, p. 92). Considerando a permeabilidade do

13 o . . ~ Lo .
Biocatalisadores: catalisador das reac¢des bioquimicas dos seres vivos.
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alginato, citada anteriormente, associa-lo ao amido, para formacdo do material
de parede, pode trazer beneficios, visto que sua viscosidade reduzira a

permeabilidade da microcapsula.

2.4 Estudos sobre concreto autocicatrizavel com adi cado de

microrganismo

A autocicatrizacdo do concreto traria enormes beneficios, uma vez que
nem sempre as fissuras séo visiveis ou de facil acesso. Sem mencionarmos
ainda os custos indiretos em funcdo da produtividade e os transtornos que
podem vir a surgir no entorno da obra devido a necessidade de utilizacdo de
magquinas ou caminhdes para os reparos (TITTELBOOM; DE BIELE, 2013).
Para que o concreto seja considerado auto-regenerador € necessario que as
bactérias envolvidas no processo sejam capazes de transformar os nutrientes
organicos adicionados a mistura em cristais de calcita inorganicos e insoluveis

e gque estes fechem as fissuras (BASHIR et al., 2016).

Em estudos anteriores foram comparados corpos de prova de
argamassa com adicdo de bactérias e sem adicdo de bactérias. Nos
exemplares onde havia microrganismos foi possivel retirar amostras de calcita
precipitada nas superficies das fissuras. Nos demais nao foi possivel retirar

essas amostras, pois a precipitagédo foi minima (WIKTOR; JONKERS, 2011).

Nos estudos publicados sobre o uso de microrganismos para a
autocicatrizacdo do concreto € possivel observar que todos mencionam a
precipitacdo de CaCO3; como a principal vantagem do processo. Também ha
uma variedade de propostas, sendo que em cada uma delas um tipo de
bactéria é utilizado com o propdsito citado (THIVYA; CHANDRASEKAREN,
2016). O Quadro 05 relaciona os microrganismos, 0s meios de cultura e as
condicbes de crescimento utilizados pelos autores. Em todos os estudos os
resultados foram comparados a amostra controle (corpos de prova sem adi¢céo

de microrganismos).
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Microrganismo | Composig¢ao do | Condigdes de | Autores
meio de cultura crescimento
Sporosarcina 0,2 g/L de NH.CI, | O pH do meio foi de | JONKERS e

pasteurii 0,02 g/L de KH,POQy,, | 9,2. Culturas foram | SCHLANGEN (2007).
DSM33; 0,225 g/L de CacCl,, | incubadas em frascos
Bacillus cohnii | 0,2 g/L de KCI, 0,2 | Erlenmeyer de 2 L em
DSM6307; g/L de MgCl,, ¢H,0O, | uma mesa agitadora a
Bacillus 1 mL/L de solugéo | 150 rpm. O
halodurans de oligoelementos | crescimento foi
DSM497 e | SL12B, 0,1 g/L de | monitorado por
Bacillus extrato de levedura, | microscopia
pseudofirmus 6,45 g/L sal
DSM8715 trissédico acido e
8,4 g/L de
bicarbonato de sodio
Bacillus subtilis | 5 g/L de peptona, As bactérias foram | NUGROHO,
IFO13719 5 g/L de NaCl e 3 | cultivadas em meio SATYARNO e

g/L de extrato de
levedura.

liquido, com ureia e
acetato de calcio, em
tubo de reacdo estéril
selado.

SUBYAKTO (2015).

Bacillus subtilis
JC3

Peptona, NacCl,
extrato de

levedura.

A cultura foi

mantida em slants de
agar nutriente e as
inclinacdes foram
incubadas a 37 °C.

PRADEEDKUMAR et

al. (2015).

Bacillus
sphaericus
LMG22557

20 g/L de extrato de
levedura e 20 g/L de
ureia.

Cultura foi incubada a

28 °C. Os esporos
colhidos por
centrifugacao e
ressuspensos em

solucdo salina estéril
(NaCl 8,5 g/L) que foi
pasteurizada.

WANG et al. (2015).

Bacillus subtilis
ATCC6633

Plate Agar Count —
PCA™ 20 g/L de
extrato de levedura;
20 g/L de ureia P.A;
50 g/L cloreto de
célcio dihidratado

Placas de petry foram
mantidas em estufa de
cultura a temperatura
de 28°C £ 2 °C.

VIEIRA (2017).

Fonte: Autores citados

14 Composigédo: 5,0 g/L de peptona de caseina; 2,5 g/L de extrato de levedura; 1,0 g/L
de D(+) glucose; -14,0 g/L de Agar-agar.
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Jonkers e Schlangen (2007) adicionaram 0s microrganismos no concreto
de duas formas distintas: adicionando os mesmos na agua da mistura do
concreto e imobilizando os microrganismos em cimento-pedra. Realizaram
testes de verificagdo de esporos nas células incorporadas ao cimento-pedra,
testes de resisténcia a tracdo e compressdo, além da verificagdo da
capacidade de precipitacdo de CaCO3. Os resultados mostraram que apenas o
S. pasteuri ndo produziu esporos, enquanto os outros trés microrganismos, B.
cohnii, B. halodurans e B. pseudofirmus, produziram esporos abundantemente.
Os resultados de resisténcia ndao mostraram diferengas significativas em
comparacdo aos corpos de prova de controle. Por fim, verificaram a
precipitacdo de cristais semelhantes a calcita na superficie das amostras
quando estas foram colocadas em meio contendo extrato de peptona e

levedura.

Nugroho, Satyarno e Subyakto (2015) utilizaram cinza volante
pulverizada impregnada com 0s microrganismos preparados em meio liquido
nutriente. Foram adicionadas diferentes concentracdes de B. subtilis nos
corpos de prova para observar as implicagcbes no teste de compresséao.
Também foram realizados testes de flexdo e permeabilidade, além da
verificacdo da capacidade de fechar as fissuras induzidas de 0,2 mm. O corpo
de prova foi submerso em uma solucao liquida com ureia e acetato de calcio
por 60 dias. Nos resultados os autores concluem que a concentracao de
bactérias de 10° células/mL melhorou a resisténcia a compresséo e diminuiu a
permeabilidade do corpo de prova. Nos testes de flexdo verificaram
recuperacao de rigidez apos o fechamento das fissuras pelos microrganismos.
Também verificaram que o fechamento de fissuras podia ser observado apés 7
dias.

Pradeedkumar et al. (2015) imobilizaram o microrganismo livre em terra
de diatomacea que foi adicionada a mistura do concreto. Em testes de
resisténcia a compressdo, os resultados foram de aumento de resisténcia.
Mencionam ainda que, embora o microrganismo ndo tenha sido encapsulado,

as fissuras fecharam. Porém, nao fica claro no estudo se o fechamento ocorreu
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pela acdo do microrganismo ou pela capacidade que o concreto tem de

autocicatrizar-se.

Wang et al. (2015) utilizaram alginato de sédio modificado como material
de parede das capsulas. Foram realizados testes para verificar germinacao e a
ativacdo da enzima urease pelos esporos, a precipitacdo de CaCOs;, a
capacidade do alginato de segurar os esporos dentro da capsula, capacidade
de absorcdo do hidrogel, influéncia do amido modificado nas propriedades
mecanicas da argamassa e atividade bacteriana na argamassa. Os resultados
comprovaram a viabilidade dos esporos e o consumo de ureia por estes apos o
encapsulamento, além de analises termogravimétricas que atestaram a
precipitacdo de CaCOs;. Também foi constatado que alguns esporos sairam da
capsula, mas ndo em quantidade significativa, e que o hidrogel a base de
alginato consegue absorver a umidade do ambiente, o que € benéfico para a
atividade bacteriana. Por fim, os resultados em relacdo as propriedades do
concreto mostram uma ligeira reducéo de trabalhabilidade e da concentracéo

de oxigénio.

Vieira (2017) mergulhou os corpos de prova de concreto em um
recipiente com capacidade para 5 L onde havia solucdo nutriente. Logo apos
adicionou os microrganismos e, 48 h depois, as amostras foram retiradas e
mantidas em temperatura ambiente para secagem. Os testes realizados foram
para verificacao de precipitacdo de CaCO3; Como resultados a autora descreve
a presenca de cristais de calcita na superficie dos corpos de prova.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Os materiais constituintes do estudo foram: microrganismo, nutrientes
para o meio de cultura, materiais de parede para a preparacdo das capsulas e

0S componentes do concreto para 0s corpos de prova.

O microrganismo utilizado para o estudo foi o Bacillus subtilis ATCC6633
(Figura 05), cedido pelo Laboratério de Microbiologia da Universidade do Vale
do Taquari — Univates.

Figura 05 — B. subtilis ATCC6633: a) Coldnias em placa de Petri; b)
Imagem em microscopio (ampliacdo de 1000x)

Fonte: Autora, 2019.

Os nutrientes utilizados para preparacdo do meio de cultura liquido para
crescimento microbiano estao apresentados na Tabela 01 e compdem o meio
de cultura Luria-Bertani (LB). Foram utilizadas duas composi¢cfes deste meio
para comparar e determinar em qual delas o microrganismo cresceria melhor.
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Para o meio de cultura sélido foi acrescentado agar bacteriolégico (15 g/L) aos

componentes do meio liquido.

Tabela 01 — Composicdo dos meios de cultura testados para
crescimento microbiano

Meio de Cultura 1 (MC1) Meio de Cultura 2 (MC2)
Extrato de Levedura 5g/L | Extrato de Levedura 59g/L
Cloreto de Sédio (NaCl) 10 g/L | Cloreto de Sodio (NacCl) 10 g/L
Peptona 10 g/L | Triptona 10 g/L

Fonte: adaptado de Nugroho, Satyarno e Subyakto (2015).

As composicoes dos materiais de parede para preparacdo e formacao
das cépsulas utilizadas para o encapsulamento do microrganismo estdo na
Tabela 02.

Tabela 02 - Materiais de parede para encapsulamento do
microrganismo

Composicéo 1 Composicéo 2

Alginato 1,5 % (m/v) | Alginato 1,5 % (m/v)
- - Amido 1,0 % (m/v)

Fonte: Martin et al. (2013).

O cimento escolhido para este estudo foi o Cimento Portland de Alta
Resisténcia Inicial (CP V — ARI) que tem como caracteristica principal o
alcance de elevada resisténcia logo nos primeiros dias de aplicacdo. Isso
ocorre por ser adicionada uma dosagem especifica de calcario e argila na
producdo do clinquer e também pelo refinamento do cimento. O agregado
utilizado foi areia natural e a agua disponibilizada pela Corsan. O tra¢o unitario
utilizado foi 1: 2,4: 0,48 sendo, cimento, areia e agua respectivamente. O traco

em massa esta indicado na Tabela 03.
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Tabela 03 — Composi¢éo dos corpos de prova de argamassa

Componente kg/ms3
Cimento 384
Areia 929
Agua 188

Fonte: Adaptado de Wiktor e Jonkers (2011).

Para a inducéo das fissuras nos corpos de prova foi utilizada uma tela
metélica de malha 0,5 x 0,5 cm (Figura 06) para evitar 0 rompimento dos

mesmos no momento da aplicacao de carga.

Figura 06 — Tela metalica utilizada no interior dos corpos de prova de
argamassa

3.2 Métodos

Os métodos utilizados para crescimento microbiano envolveram a
determinacdo do meio de cultura mais adequado através de medida de
densidade otica (DO) em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 600
nm e técnica de diluicdo seriada seguida de plagueamento pelo método de
superficie.

Para o encapsulamento do microrganismo foi utilizado o método de
extrusdo e foram utilizadas duas composicbes de materiais de parede,
conforme descrito no item 3.1.
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Os corpos de prova (CPs) de argamassa foram preparados seguindo a
NBR 7215 (ABNT, 1996). As capsulas foram adicionadas durante a moldagem
para evitar que fossem danificadas durante a mistura da argamassa. As
mesmas foram colocadas no centro dos corpos de prova prismaticos, pois € a

regido onde a fissura surge nos ensaios de resisténcia a tracao.

A inducéo das fissuras ocorreu aos sete dias e logo apds os CPs foram
submersos em dois tratamentos: adgua e agua com ureia, para posterior
comparacao. As fissuras foram acompanhadas visualmente e por imagens em
microscopio Metalografico Invertido, cedido pelo laboratério de Engenharia

Mecanica da Univates, para observar a cicatrizacdo das mesmas.

O fluxograma (Figura 07) ilustra de forma resumida o trabalho

desenvolvido.
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Figura 07 — Fluxograma resumido do desenvolvimento do trabalho
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3.2.1Determinacéo da composicdo do meio de cultura para crescimento

do microrganismo

Para determinacdo do meio de cultura para crescimento do B. subtilis
ATCC6633 foram avaliadas duas composi¢cdes, conforme mostrado
anteriormente na Tabela 01. Os métodos descritos a seguir foram realizados
para as duas composicdes e em triplicata de experimentos.

Os meios foram preparados misturando-se 0s componentes com agua
deionizada. O meio liquido foi colocado em frascos de erlenmeyer e verificado
0 seu pH, em func&o do microrganismo escolhido apresentar crescimento em
ambiente com pH=7,0. Foram entdo esterilizados em autoclave a 121 °C por
15 min. O mesmo procedimento foi realizado para o meio sélido onde foi
acrescentado agar bacterioldgico.

Para preparacao do pré-inoculo, num frasco erlenmeyer contendo 50 mL
de meio de cultura, foram adicionadas, com o auxilio de uma alca de
inoculacdo previamente esterilizada, algumas colonias do microrganismo
retiradas da placa de Petri. Apds, este foi colocado em uma incubadora de
agitacdo orbital (shaker) para ativacdo do microrganismo, onde permaneceu
por aproximadamente 16 h agitando a 250 rpm, a temperatura de 37 °C, como
mostra o esquema na Figura 08. Ao final do periodo foi possivel confirmar a
ocorréncia da multiplicacdo celular devido a turbidez do meio de cultura.

Um frasco contendo meio de cultura sem adicdo do microrganismo foi

reservado para fins de medicéo da densidade Gtica conforme descrito a seguir.

Figura 08 — Preparacéo do pré-inéculo

Shaker por
aproxim.
16h.

% il ¥

Placa de Petri Meio de cultura com colbnias .. .
Pré in6culo

de microrganismo.

Fonte: A autora (2019).
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Decorrido o tempo de ativacdo, uma aliquota de 1 mL foi retirada do pré
in6culo, bem como do meio de cultura puro, para determinacdo de suas
densidades éticas (DO). A medida foi realizada em um espectrofotdmetro™, no
comprimento de onda de 600 nm, conforme esquema mostrado pela Figura 09.
Para ajuste do valor da DOggp foram adicionados 2 mL de caldo puro a aliquota

de pré inéculo para padronizar o mesmo com DOggo de 1,00 +0,1.

Figura 09 — Determinac¢do da densidade otica do pré indculo

M
. Cubeta
Pré inoculo (ImL) Espectrofotbmetro
Meio de
cultura para
ajuste.

Fonte: A autora (2019).

Apés a padronizagdo da densidade otica do pré-inéculo, adicionou-se,
com o auxilio de uma pipeta, uma aliquota de 5 mL do pré in6culo, padronizado
em DOegoo 1,00 + 0,1, ao erlenmeyer que continha 50 mL de caldo puro. Este foi
colocado no shaker de agitagcédo orbital mantendo as rotagdes e a temperatura
mencionadas anteriormente. O esquema mostrado na Figura 10 mostra este

procedimento que foi realizado para MC1 e MC2.

> Espectrofotdometro: aparelho que mede, através de ondas luminosas, a quantidade
de células presentes em um meio através da absorbancia e turbidez do mesmo.
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Figura 10 — Preparo do inéculo

-

Shaker
(250 rpm — 37° C)

Preparo do in6culo
(inicio do acompanhamento
da curva de crescimento)

Pré indculo padronizado

Fonte: A autora (2019).

A partir de entdo iniciou-se 0o acompanhamento do
crescimento/multiplicacdo dos microrganismos através da medigéo periddica da
DO do cultivo microbiano, no comprimento de onda de 600 nm. A cada 2 h foi
retirada uma aliquota de 1 mL do mesmo e comparando com a mesma aliquota
do meio de cultura sem adi¢cado de microrganismo. As medi¢des foram feitas por
um periodo de 32 h e, para os valores encontrados que ficaram acima de 1,00
nm (+ 0,1), foi realizado ajuste da DOgypo cOm agua deionizada e utilizada a
equacao de diluicdo de solucbes (Equacdo 01). Esse ajuste é indicado porque
para resultados acima de 1,00 ndo ha uma relacao linear entre absorbancia e

concentragéao celular.

Ci*xVy=Cy*xV, (Equacéo 01)
Onde:

C1= concentracdao inicial (meio de cultura puro).

V1= volume da solucao inicial a ser retirada (indculo).

C,= concentracgao final (valor medido no espectrofotometro).
V,= volume total da solugéo a ser preparada (meio de cultura).

O acompanhamento do crescimento microbiano também foi feito através
da técnica de diluicdo seriada. Essa técnica consiste na contagem de unidades
formadoras de col6nia (UFC) em placas de petri com meio sélido. Esse
procedimento foi feito para MC1 e MC2, paralelamente ao método de medi¢éo

da densidade 6tica descrito anteriormente.
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Para cada contagem de UFC uma aliquota de 1 mL foi retirada do cultivo
do microrganismo e diluida em tubos de ensaio contendo 9 mL de &gua
peptonada (1 g/L) previamente esterilizada em autoclave a 121 °C por 15 min.
A diluicdo foi realizada em 9 ou 10 tubos, sendo que dos 4 ultimos tubos foi
retirada uma aliquota de 10 uL com o auxilio de uma pipeta que foi colocada
em uma placa de petri contendo MC1 ou MC2. O procedimento foi realizado
em triplicata, conforme mencionado anteriormente, e a Figura 11 e 0 esquema

da Figura 12 mostram imagens desses procedimentos.

Figura 11 — Materiais utilizados na diluicdo seriada

Fonte: A autora (2019).

Figura 12 — Esquema de diluicdo seriada

1 Y Y
vilivile vilivie

O U U

106 mL 10°7 mL 108 mL 10"9 mL

Fonte: A autora (2019).

Apbs o procedimento de diluicdo a placa de petri contendo a aliquota
diluida (Figura 13) foi transferida para a estufa a 37 °C por aproximadamente
20 h.
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Figura 13 — Placas de petri com aliquota de diluicdo seriada

PIRe? o o i o 0

Fonte: A autora (2019).

Apobs o periodo em estufa realizou-se a contagem do n° de coldnias
presentes em cada placa, em cada um dos meios de cultura (Figura 14). O
namero de col6nias foi multiplicado pela diluicAo e multiplicado por cem para

obter o nimero de UFC/mL.

Figura 14 — Placa de Petri feita por diluicdo seriada apés 20 h em estufa.
7 /7

Fonte: A autora (2019).

A partir dos resultados do crescimento por DO e UFC as curvas de
crescimento foram tracadas e o tempo 6timo de crescimento foi determinado
para cada meio de cultura (MC1 e MC2). Entado repetiu-se o procedimento
anterior empregando-se o MC1 e retirou-se 3 aliquotas de 10 mL do cultivo no
periodo 6timo. Essas aliquotas foram armazenadas em geladeira a 8 °C por 72
h para que o microrganismo esporulasse. Destas aliquotas, uma foi utilizada

para o0 encapsulamento com alginato, uma para o0 encapsulamento com
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alginato e amido e uma para adicionar o microrganismo de forma livre na

mistura de argamassa.

Os procedimentos descritos foram realizados em trés datas diferentes e
identificados como moldagem 1, moldagem 2 e moldagem 3.

3.2.2 Determinacdo do material de parede das cépsul as e

encapsulamento do microrganismo

Para determinacdo do material de parede das capsulas foram escolhidas
duas composig¢des: alginato 1,5 % (m/v) e alginato 1,5% (m/v) combinado com
amido 1,0 % (m/v).

A preparacdao das capsulas foi feita misturando-se o0s materiais
mencionados acima em agua deionizada. As misturas foram aquecidas e
agitadas em um agitador magnético (Figura 15) até dissolverem totalmente.
ApG@s, foram autoclavadas a 121 °C por 15 min.

Figura 15 — Preparagédo do material de parede das capsulas

Fonte: A autora (2019).

Apb6s o resfriamento, aliquotas de 10 mL do material de parede foram
misturadas as aliquotas de 10 mL contendo os microrganismos esporulados.
Com o auxilio de uma pipeta pasteur essa mistura foi gotejada em uma solucao
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de cloreto de calcio (CaCl,) (0,5 M) formando as capsulas com o

microrganismo e o meio de cultura.
O esquema da Figura 16 mostra como o procedimento foi realizado.

Figura 16 — Encapsulamento do microrganismo

Aliguotas de material de parede Mistura do material de parede e
e de microrganismo esporulado. microrganismo esporulado

Gotejamento em CacCl, e
formacao das capsulas.

Apds o gotejamento as capsulas foram mantidas sob agitacdo magnética
por 20 min. Entdo foram colocadas sobre papel absorvente para secarem antes
da aplicacdo na mistura da argamassa. O procedimento descrito foi realizado
em trés datas diferentes e identificado como moldagem 1, moldagem 2 e

moldagem 3.

3.2.3 Adicao do microrganismo em corpos de provad e argamassa

A etapa descrita a seguir foi realizada em triplicata, sendo as moldagens

realizadas em trés datas diferentes.

A preparacdo da mistura da argamassa foi realizada, conforme a NBR
7215 (ABNT, 1996), adicionando os componentes em aparelho misturador
(Figura 17).
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Figura 17 — Materiais para preparacdo dos corpos de prova: a)
misturador de argamassa; b) materiais componentes da argamassa.

Fonte: A autora (2019).

Apbés a mistura, os corpos de prova foram moldados em férmas
especificas (Figura 18). Para o ensaio de resisténcia a compressao foram seis
corpos de prova (CPs) cilindricos. Para o ensaio a tragdo, e inducdo das
fissuras, foram doze CPs prismaticos em cada data de moldagem. Os
procedimentos descritos foram realizados em trés datas diferentes e

identificados como moldagem 1, moldagem 2 e moldagem 3.

Figura 18 — Férmas de moldagem para argamassa. a) Forma prismatica
medindo 4 x 4 x 16 cm. B) Férma cilindrica medindo 5 x 10 cm.

Fonte: A autora (2019).

A moldagem dos CPs prismaticos foi realizada em duas camadas,
conforme a NBR 12142 (ABNT, 2010). Entre estas camadas foi colocada uma
tela de trama 5 cm x 5 cm para induzir as fissuras quando aplicada a carga no

ensaio mencionado. Durante a moldagem foram adicionadas em torno de 40
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capsulas por CP em cima das telas, também entre as duas camadas de
argamassa. O microrganismo livre foi adicionado em 10 mL de meio liquido que
substituiu 10 mL de agua na mistura. A Figura 19 mostra a posi¢éo da tela com
as capsulas e alguns moldes.

Figura 19 — Corpos de prova moldados: a) primeira camada de
argamassa ja adensada, com a tela e as capsulas; b) corpos de prova de
referéncia recém moldados (dois cilindricos e trés prismaticos).

Fonte: A autora (2019).

Apds a moldagem os CPs foram para camara Umida a uma temperatura
de 23 °C + 2 e umidade acima de 95%. Foram desmoldados aos dois dias,
identificados com giz de cera e voltaram para a cAmara Umida por mais 5 dias
para que ocorresse a cura'® imida da argamassa sem danificar as capsulas,

conforme mostra a Figura 20.

Figura 20 — CPs desmoldados na camara umida

Fonte: A autora (2019).

% cura da argamassa: periodo de hidratacdo dos componentes da argamassa
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3.2.4Inducéo de fissuras em corpos de prova de arg amassa

Para indugcdo das fissuras os CPs prismaticos foram colocados em
prensa hidraulica (Figura 21) para aplicacdo de carga em ensaio de resisténcia
a tracdo. A prensa utilizada foi a Emic SSH300, que aplica a carga em Newton
de maneira continua e com velocidade constantes (50 N/s), conforme
determinado pela NBR 12142 (ABNT, 2010). O sistema da prensa faz a relacéo

entre forca aplicada e area de contato, fornecendo a resisténcia em MPa.

Optou-se por aplicar carga aos sete dias visando ampliar a possibilidade
de obtencéo de resultados, uma vez que em trabalhos de referéncia os autores

mencionaram até cem dias para visualizar a cicatrizacao das fissuras.

Figura 21 — Prensa hidraulica com corpo de prova prismatico.

Fonte: A autora (2019).

Apés aplicacdo de carga as fissuras foram medidas no Microscopio
Metalografico cedido pelo Laboratério de Mecéanica. A Figura 22 mostra

imagem ampliada 20X.

Figura 22 — Imagem de fissura induzida

Fonte: A autora (2019).
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Para cada tratamento (capsulas de alginato, capsulas de alginato e

amido, microrganismo livre e referéncia) foram moldados 3 CPs prismaticos e 2

CPs cilindricos em cada data de moldagem, conforme mostra o Quadro 06.

Quadro 06 — Quantidade de CPs moldados para cada tratamento

Tratamento Moldagem 1 Moldagem 2 Moldagem 3
CPs com capsula | 3 prismaticos 3 prismaticos 3 prismaticos
de alginato 2 cilindricos 2 cilindricos 2 cilindricos
CPs com cépsula | 3 prismaticos 3 prisméticos 3 prisméticos
de alginato e amido | 2 cilindricos 2 cilindricos 2 cilindricos
CPs com | 3 prismaticos 3 prismaticos 3 prisméticos
microrganismo livre | 2 cilindricos 2 cilindricos 2 cilindricos
CPs de referécnial’ 3 p_ri_smz?'lticos 3 p_ri_smr_élticos 3 p_ri_smr_élticos
2 cilindricos 2 cilindricos 2 cilindricos

Fonte: A autora (2019).

Os CPs cilindricos foram moldados para verificar a influéncia das
capsulas e do microrganismo livre na resisténcia a compressao, comparados
com os CPs de referéncia. Os mesmos foram moldados em duas camadas
adensadas manualmente, de acordo com a NBR 7215 (ABNT, 1996). Nos CPs
onde o microrganismo foi adicionado encapsulado, as capsulas foram
colocadas na moldagem, entre as duas camadas de argamassa. Um dos CPs
de cada tratamento, bem como um CP de referéncia, foi rompido aos 7 dias e 0
outro aos 100 dias. O rompimento foi realizado na mesma prensa hidraulica

mencionada anteriormente, mantendo as mesmas condicgoes.

Os CPs prismaticos foram moldados para a inducdo das fissuras,
acompanhamento da cicatrizacdo das mesmas e comparacao de resisténcia no
ensaio a tracdo. Para isso foram rompidos dois CPs de cada tratamento aos 7
dias, sendo que um deles foi mergulhado em agua e o outro em agua com
ureia (20 g/L) logo apds o rompimento (Figura 24). Os recipientes onde os CPs
foram mergulhados ficaram a temperatura ambiente no Latec. Um CP de cada
tratamento foi armazenado em camara umida para rompimento aos 100 dias. O

esquema da Figura 23 mostra como foi realizado essa etapa.

" Os CPs de referéncia nao tem microrganismos nem capsulas.
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Figura 23 — Quantidade de CPs moldados e os tratamentos realizados

em cada CP. a) CPs cilindricos; b) CPs prismaticos com microrganismo; c) CPs
prismaticos de referéncia.

a) [ CPs cilindricos ]

Rompido aos 7 dias (todos os Rompido aos 100 dias (todos os
tratamentos e referéncia) tratamentos e referéncia)

b) [ CPs prismaticos com microrganismo
(encapsulado ou livre)

| g g g
J

Rompido aos

Rompido aos Rompido aos
7 dias — 7 dias — 100 dias
Mergulhado Mergulhado (armazenado
em agua em agua em camara
com ureia Uumida)

c) [ CPs prismaticos de referéncia ]

1 oe— 7
\! v

v

Rompido aos 7 dias — Rompido aos 100 dias
Mergulhado em agua (armazenado em

camara Uumida)

Figura 24 — CPs mergulhados em &gua e 4gua com ureia
W 4 g ‘ & = AN .

Fonte: A autora (2019).
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Apos cem dias da data de moldagem foram realizados os ensaios a
tracéo, nos CPs prismaticos armazenados em camara Umida neste periodo, e a
compressdo, nos CPs cilindricos armazenados nas mesmas condi¢des. A
Figura 25 mostra os CPs cilindricos e prismaticos na prensa hidraulica para os

ensaios de resisténcia a compressao e a tracdo, mencionados anteriormente.

Figura 25 — CP em prensa hidraulica. a) CP cilindrico em ensaio de
resisténcia a compresséao; b) CP prismatico em ensaio de resisténcia a tracao.

—

Fonte: A autora (2019).

Estes ensaios foram realizados para verificar a influéncia das capsulas e
do microrganismo livre na resisténcia caracteristica do concreto. Por ser um
material muito utilizado justamente por apresentar alta resisténcia,
principalmente & compresséo, é importante identificar a influéncia que a

proposta do trabalho pode causar nesta caracteristica do material.

3.2.5 Acompanhamento da cicatrizacao das fissuras

ApoOs inducdo das fissuras, como descrito anteriormente, as mesmas
foram medidas em Microscépio Metalografico no mesmo dia em que foram
induzidas e marcadas com giz de cera vermelho. Apés a medicdo os CPs
foram armazenados em recipiente com agua, ou agua com ureia, como

mencionado anteriormente, pelo periodo de cem dias.

O acompanhamento foi realizado de forma visual a cada quinze dias.

Para isso, os CPs eram retirados da agua, ou agua com ureia, deixados ao ar
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livre para secagem por aproximadamente 3 h, e entdo a observacdo era
realizada e a medicdo feita com o auxilio de um cartdo fissurometro como

mostra a Figura 26.

Figura 26 — Registro do acompanhamento visual realizado no decorrer
dos 100 dias.

005 01 0I5 02 025 ¢

Fonte: A autora (2019).

Aos cem dias foram realizadas imagens em MicroscOpio Metalografico
das mesmas fissuras registradas aos sete dias para verificar se houve
formacéo de cristais e reducéo das fissuras.
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Para determinacdo do meio de cultura utilizado para o crescimento

bacteriano as curvas de crescimento dos dois meios testados foram
comparadas como mostram os Graficos 01 e 02.

Grafico 01 - Curvas de crescimento do microrganismo. a) Curva de
crescimento em Meio de cultura 1; b) Curva de crescimento em Meio de cultura
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Fonte: A autora (2019).

Grafico 02 — Curvas de crescimento por log UFC/ mL. a) Curva de
crescimento em Meio de cultura 1; b) Curva de crescimento em Meio de cultura
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Fonte: A autora (2019).
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Apbés comparacdo dos resultados e das curvas de crescimento
microbiano, ndo foi encontrada diferenca significativa (p<0,05) entre os dois
meios de cultura. O MC1 foi escolhido em funcdo de a peptona ser um material
com custo mais baixo que a triptona. Entre os estudos de referéncia em que
essa composicao de meio também foi utilizada, embora a curva de crescimento
nao tenha sido apresentada e outros microrganismos tenham sido utilizados, os
autores relatam a ocorréncia do crescimento microbiano de forma positiva
(PRADEEPKUMAR, 2015; NUGROHO, SATYARNO e SUBYAKTO,2015).
Vieria (2017) utilizou o B. subtilis ATCC6633 e, embora a autora tenha utilizado
um meio de cultura com outros componentes além dos utilizados neste
trabalho, os resultados encontrados para o tempo 6timo de crescimento foram

0S mesmos (24 h).

4.2 Material de parede das capsulas

Para determinacdo do material de parede das capsulas foram realizados
testes prévios onde as capsulas de alginato (1,5% m/v) e de alginato
combinado com amido (1,0% m/v) foram colocadas, sem microrganismos, em
corpos de prova de argamassa para avaliar a durabilidade e resisténcia das
mesmas dentro neste ambiente. O teste foi realizado apenas em CPs
prismaticos onde dois CPs foram armazenados em camara umida e dois CPs

ficaram ao ar livre.

ApOs sete dias foi aplicada carga e os CPs foram partidos ao meio para
verificacdo visual. Como mostra a Figura 27, as capsulas se mantiveram
intactas apenas nos CPs que foram armazenados em camara Umida, indicando
qgque a umidade das cépsulas foi consumida pela argamassa nos CPs que
ficaram ao ar livre. Na Figura 27a) é possivel observar capsulas inteiras, bem
como os vazios que ela formaram no CP. Na Figura 27b) é possivel visualizar

apenas 0s vazios, sem as cpsulas.
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Figura 27 — Teste de durabilidade das capsulas dentro dos CPs de
argamassa. a) CP armazenado em camara umida com capsula sobrevivente
aos sete dias; b) CP armazenado ao ar livre sem capsulas sobreviventes aos
sete dias

Fonte: A autora( 2019).

Com os resultados obtidos optou-se por armazenar os CPs moldados
para o trabalho em céamara Umida até seu rompimento. Para fins de
comparacao apenas um estudo (WANG et al., 2015) utilizou alginato como
material de parede e utilizou o mesmo modificado e sob outra técnica de
encapsulamento. Os autores fizeram a sintese do alginato, adicionando a
mistura anidrido metacrilico e hidroxido de sédio, obtendo assim uma folha de
alginato modificado. A esse procedimento adicionaram esporos de
microrganismo. Ainda assim, a viabilidade do alginato como agente
encapsulante ja havia sido mencionada pelos autores e foi comprovada neste

estudo.

4.3 Cicatrizagao das fissuras

A inducdo das fissuras foi realizada aos sete dias, quando foram

realizadas imagens por microscopio, como mencionado anteriormente.

Por analise visual, apés 42 dias foi possivel observar os primeiros sinais
de cicatrizacdo nos CPs mergulhados na ureia e com 0O microrganismo
encapsulado (Figura 28). Ao final do periodo observou-se a cicatrizagao tanto
das fissuras mergulhadas em agua com ureia como daquelas mergulhadas
apenas em agua. Os CPs de referéncia, bem como os CPs com microrganismo

livre, ndo apresentaram cicatrizacao visivel a olho nu neste periodo, apenas foi
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possivel detectar a reducdo das fissuras nestes por meio de observacao em

microscopio metalogréfico.

Figura 28 — Cicatrizacao de fissura aos 42 dias

Fonte: A autora (2019).

Apds cem dias as imagens foram realizadas novamente em microscopio
para verificar se houve formacdo de cristais. As Figuras 29 a 32 mostram a
medicao da fissura dos CPs aos sete e aos 100 dias com ampliacdo de 20 x, e
compara os resultados dos CPs mergulhados na ureia e na agua durante o

periodo.

Figura 29 — Medicao de fissuras aos sete e aos cem dias no CP com
capsula de alginato. a) CP mergulhado na ureia; b) CP mergulhado na agua.

Fonte: A autora (2019).
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Figura 30 — Medicao de fissuras aos sete e aos cem dias no CP com
capsula de alginato combinado com amido. a) CP mergulhado na ureia; b) CP
mergulhado na agua.

Fonte: A autora (2019).

Figura 31 — Medicao de fissuras aos sete e aos cem dias no CP com
microrganismo livre. a) CP mergulhado na ureia; b) CP mergulhado na agua.

Fonte: A autora (2019).
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Figura 32 — Medicdo de fissuras aos sete e aos cem dias no CP de
referéncia mergulhado na agua.

Fonte: A autora (2019).

Através das imagens é possivel verificar que as fissuras dos CPs que
continham o microrganismo encapsulado tiverem uma maior precipitacdo de
cristais em comparacdo com aqueles que continham o microrganismo livre ou
os CPs de referéncia. O resultado obtido vai de encontro ao que Wiktor e
Jonkers (2011) mencionaram em seu trabalho, onde observaram que ao
adicionar esporos de microrganismo diretamente na mistura este teve sua
atividade reduzida. Vieira (2017) utilizou 0 mesmo microrganismo e um meio de
cultura similar, porém utilizou aplicacdo externa, onde borrifou o cultivo
microbiano na superficie dos CPs. Nos resultados a autora menciona a
ocorréncia da formagdo de cristais de calcita, comprovados por imagens em

microscopio eletrénico de varredura.

Nao foi observada diferenca relevante entre os CPs mergulhados em
agua ou mergulhados em agua com ureia no final do periodo. Porém, as
fissuras mergulhadas em 4gua com ureia apresentaram uma cicatrizagdo mais
rapida, como constatado por avaliacdo visual no decorrer do periodo. Vieira
(2017) menciona a ureia como um facilitador e os resultados mencionados
comprovam.
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4.4 Ensaios de resisténcia mecéanica a tracdo e com  pressao

A resisténcia a compressao foi medida nos CPs cilindricos (5 x 10 cm)
aos sete e aos cem dias, como mencionado anteriormente, sendo que estes
nao foram mergulhados em agua, ou &agua com ureia, apenas foram
armazenados em camara durante o periodo. Os resultados sado apresentados
na Tabela 04.

Tabela 04 — Resultados das resisténcias a compressdao em CPs
cilindricos aos sete e aos cem dias.

Periodo  Moldagem  Moldagem  Moldagem Média Desvio

Tratamento (dias) 01 02 03 ~
(MPa) (MPa) (Mpa) ~ (MPa) Padrdo
Capsula 7 19,20 20.28 37 54 2567  8.40
alginato 100 38,54 3401 39.96 3750 254
Capsula 7 2356 23.13 26.84 2451 1.66
lginat
alginato e 100 27.02 35.95 4147 3481 595
amido
Microrganismo 7 2356 30.21 30.34 2804 317
livre 100 3496 48.25 4048 4123 545
Amostras de 7 26.02 22.70 35.00 2791 520
referéncia 100 37,85 44,36 52,00 44 74 5,78

Fonte: A autora (2019).

A analise dos resultados da Tabela 04 mostrou que ha uma variacao
entre os mesmos que dificulta uma conclusdo mais precisa sobre a influéncia
das capsulas na resisténcia a compressao. Isso ocorreu em fungdo do niumero
de amostras para compressao ser pequeno. Mas é possivel observar que nas
amostras que receberam o microrganismo livre a resisténcia foi maior, inclusive
ultrapassando a resisténcia apresentada pela amostra de referéncia. Em
estudos de referéncia ja havia sido observado um aumento de resisténcia a
compressdo quando o microrganismo foi adicionado livre na mistura de
argamassa (PRADEEPKUMAR, 2015). Também foi observado que aos cem

dias ainda haviam capsulas no interior dos CPs, como mostra a Figura 33.
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Figura 33 — Capsulas inteiras aos cem dias dentro de CP cilindrico. a)
capsulas de alginato; b) cap

e

sulas de alginato combinado com amido.

L

Fonte: A autora (2019).

A resisténcia a tracdo (Tabela 05) também foi medida aos sete e aos
cem dias. A resisténcia registrada aos sete dias foi referente a carga aplicada
para a inducdo das fissuras nos CPs prisméticos (4 x 4 x 16 cm). Em funcgéo
disso, os resultados aos sete dias sdo a média de resisténcia de dois CPs, pois
um foi fissurado para ser mergulhado em agua e outro para ser mergulhado em
agua com ureia. Aos cem dias foram ensaiados apenas 0s corpos de prova
prismaticos que ficaram armazenados em camara Umida, pois os CPs que
ficaram mergulhados em &agua, ou agua com ureia, foram apenas para
acompanhamento da cicatrizacdo das fissuras. Os resultados aos cem dias

correspondem a apenas um CP por moldagem.

Tabela 05 — Resultados das resisténcias a tragdo em CPs prismaticos
aos sete e aos cem dias.

Moldagem  Moldagem  Moldagem

Tratamento P(Zrignsc;o 01 02 03 ?IA\/(IEF?S E:j:glz
(MPa) (MPa) (MPa)
Capsula 7 5,66 6,85 6,65 6,39 0,52
alginato 100 6,95 4,77 5,76 5,83 0,89
Cépsula 7 5,76 7,05 5,96 6,26 0,57
Iginat
alginato e 100 6,55 5.06 506 616 0,28
amido

Microrganismo 7 6,06 7,94 6,45 6,82 0,81
livre 100 7,35 5,36 5,56 6,09 0,89
Amostras de 7 5,76 8,15 6,85 6,92 0,98
referéncia 100 13.11 12.91 8,74 11,59 2,01

Fonte: A autora (2019).
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A analise dos resultados da Tabela 05 mostra que houve reducédo na
resisténcia aos cem dias da maioria das amostras. I1sso se deve ao fato das
capsulas aumentarem 0 numero de vazios na argamassa depois de
endurecida, devido ao tamanho das mesmas (0,4 £ 0,1 cm). Alguns autores
mencionam o uso de argila expandida impregnada com esporos microbianos
na mistura de argamassa. Embora nao apresentem os resultados de
resisténcia das amostras, com este método seria possivel manter a porosidade

do concreto e, assim, resisténcias mais altas poderiam ser encontradas.

A Figura 34 mostra CPs rompidos aos cem dias e quebrados ao meio
para verificar seu interior. E possivel visualizar os vazios deixados pelas

capsulas, bem como algumas capsulas ainda inteiras.

Figura 34 — CP rompido aos cem dias para avaliacado visual. a) capsulas

de alginato; b) capsulas de alginato combinado com amido.
i T AR~ 1

Fonte: A autora (2019).
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5. CONCLUSAO

Com base nos objetivos elencados € possivel concluir que:

* A composicao do meio de cultura contendo extrato de levedura, cloreto de
sédio e peptona mostrou-se adequada para o crescimento do B. subtilis
ATCC6633.

» As composicdes escolhidas como material de parede para as capsulas que
envolveram o microrganismo demonstraram boa resisténcia e durabilidade
quando adicionadas aos CPs de argamassa e mantidas em condi¢des
adequadas de umidade.

* A0 comparar a cicatrizagdo das fissuras nos CPs que continham o
microrganismo encapsulado com os CPs onde o mesmo foi adicionado de
forma livre, € possivel perceber que no primeiro a cicatrizacdo ocorreu de
forma mais expressiva, enquanto no outro houve pouca formacdo de cristais
nas fissuras. Entre os CPs onde o microrganismo foi adicionado encapsulado
foi possivel concluir que a ureia acelera o processo de precipitacdo da calcita
pelo microrganismo.

» As cépsulas interferem expressivamente na reducdo da resisténcia a
compressdo e a tracdo. Porém, quando adicionado de forma livre o
microrganismo demonstrou interferir positivamente, aumentando a resisténcia

a compressao.

Ao término do trabalho € possivel concluir que o objetivo principal foi
alcancado, uma vez que os corpos de prova contendo microrganismo

encapsulado tiveram uma maior cicatrizagcédo das fissuras se comparados com
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aqueles onde o microrganismo foi adicionado livre e com 0s corpos de prova de

referéncia.

Embora as capsulas tenham se mantido viaveis durante o periodo de
cem dias, isso ocorreu em funcdo de estarem em céamara Umida ou
mergulhadas na 4gua durante este periodo. Em condi¢cdes de auséncia de
umidade isso néo teria ocorrido, como mostrou o teste prévio de sete dias. Em
funcdo disso é indicado a realizacdo de testes com outros materiais
encapsulantes ou outros métodos de encapsulamento que mantenham o

microrganismo protegido e vivo durante o periodo.

O acompanhamento visual da cicatrizacdo das fissuras mostrou
resultados relevantes, que foram comprovados por andlise em microscopio.
Para trabalhos futuros recomeda-se a utilizagdo de outro mecanismo para
obtencdo das imagens, onde seja possivel registrar a fissura por completo e
nao apenas uma parte dela. Pois em algumas amostras a cicatrizagao total

ocorreu em partes da fissura que ndo haviam sido registradas aos sete dias.
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