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RESUMO

A presenca de micro fissuragdo em estruturas de betdo é algo dificil de evitar.
Uma deficiente cura, composi¢ao inadequada, condi¢des climatéricas adversas
e outras acOes exteriores podem favorecer a sua aparicdo. Quando surjam, estas
microfissuras poderdao permitir a entrada de agentes agressivos e
consequentemente reduzir a vida util das estruturas. Nesta dissertacdo foi
realizado um estudo que consistiu na introducdo de bactérias Bacillus cohnii no

betdo com o intuido das mesmas fecharem as microfissuras que possam surgir.

Foram preparadas as bactérias, respetivos meios precursores e o0s betbes onde
foram introduzidas as bactérias, sendo consideradas varias situacdes para a
incorporacao das bactérias nos betées. Apés o endurecimento dos betfes foram
induzidas fissuras por via mecanica. Para acompanhamento da evolucado do
fecho das fissuras foram efetuados um conjunto de ensaios, 0s quais permitiram

verificar que foi possivel fechar microfissuras até 0,34 mm.

Palavras-chave: Self-healing Concrete, Bactéria, Bacillus cohnii, Carbonato de

Calcio, Sustentabilidade, Betao.
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ABSTRACT

Use of bacterium to repair cracks in concrete

The presence of micro-cracking in concrete structures is difficult to avoid. A
deficient healing, inadequate composition, adverse weather conditions and other
external actions may favor its emergence. When these micro-cracks arise may
permit the entry of aggressive agents and consequently reduce the life of the
structures. In this thesis we made a study that consisted in the introduction of
bacteria Bacillus cohnii spores in the concrete with the aim of closing the micro-
cracks. For this purpose, the bacteria, the calcium precursor and the concrete
were prepared. Various situations for the incorporation of bacteria in concrete
were considered. The concrete cracks were created after hardening with
mechanical means. To follow the evolution of the closing of cracks were
conducted a set of tests, which helped confirm that it is possible to close the

micro-cracks up to 0,34 mm.

Keywords: Self-healing Concrete, Bacteria, Bacillus cohnii, Calcium Carbonate,

Sustainability, Concrete.
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BASE Betdo com composicao base

BASEH Betdo com composicédo base com cura padrdo em agua

BL Betdo com composicao base e meio percursor mineral incorporado na
matriz

BB Betdo com composicao base e esporos bacterianos incorporados na
matriz

BBL1 Betdo com composicao base com metade da argila incorporando meio

percursor mineral e outra metade incorporando esporos bacterianos
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1. INTRODUCAO

O betdo é um dos materiais compdsitos mais utilizados na construgdo civil.
Mesmo ainda em estado fresco comegcam a surgir as primeiras fissuras as quais,
a longo prazo representam um grande investimento em reabilitacédo e reparacéo

das estruturas.

O surgimento de fissuras estabilizadas no betdo deve-se a secagem do material,
as amplitudes térmicas a que se encontra sujeito, a rea¢des quimicas (Radlinska,
2008) e aincorreta execucao e cura em obra. Com o surgimento destas fissuras
desde a idade jovem, facilmente a sua matriz pode entrar em contacto com agua,
compostos quimicos como sulfatos, cloretos, acidos, didxido de carbono, entre
outros, que podem favorecer a degradacédo do betéo.

A induastria produtora de cimento é das mais poluentes a nivel mundial,
responsavel pela emisséao de cerca de 10% de CO:2 antropogénico (Jonkers, et
al., 2009). Por cada tonelada de cimento produzida € libertada cerca de 1
tonelada de CO2 para a atmosfera (Crow, et al.,, 2008). Visto ser um dos
principais componentes do betdo, se prolongarmos a vida Gtil dos elementos
fabricados com este material, estaremos a reduzir parte deste impacto ambiental

associado a sua utilizacdo em larga escala.

Ja existem alguns estudos sobre betdes que se autorreparam de forma natural,
quimica ou biolégica (Fig. 1). Estes tipos de betbes podem vir a revolucionar o
mercado da construgdo, tanto ao nivel da durabilidade como ao nivel economico.
Nesta dissertacdo apenas serdo abordados os que utilizam bactérias. Tém como
base a utilizacéo de bactérias produtoras de esporos e de um elemento percursor
cuja juncéao resultard numa reacdo quimica, que ativada pela agua e pelo diéxido
de carbono ir4 produzir carbonato de calcio, Este carbonato de calcio surge em
forma de calcite ou aragonite e acabara por selar as fissuras. Pode também
surgir através da deposicdo na membrana celular das bactérias (no caso de
bactérias ureoliticas) cuja reacéo processada € a hidrélise da ureia, produzindo

como subprodutos o carbonato de calcio e a amonia.

A nomenclatura quimica utilizada nesta dissertacao € a utilizada em Engenharia

Civil. Os meios de cultura foram tabelados para otimizar a sua leitura, mas de
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gualquer forma, como em microbiologia seguem regras diferentes, encontram-
se no Anexo A corretamente descritos. Por outro lado foram dadas algumas
nocdes de microbiologia para familiarizar o Engenheiro Civil com esta area
cientifica. O presente estudo apenas contempla o betdo e ndo foram feitos

estudos contemplando armaduras (betdo armado).

' Betao auto-reparador ‘

L \ 1 1 .
Processo Processo Processo
Natural Biolégico ‘ Quimico ‘
Diferentes processos Diferentes precipitacées 3 Quimicos adicionados
[Wu, M., et al, (2012)]: biologicas precipiac ao betdo de forma:
a) Precipitacéo de carbonato
a) iorm?céo (:]C?d i de célcio [Siddique, R. et al, a) Ativa
carponato ou nidroxiao (2011), Jonkers, H.M., (2007), Al- &
de calcio Thawadi, S.M., (2011), Muynck, Através de uma rede
D.W., et al, (2008)]; vascular com ligac&o
externa [Toohey, K.S., et
b) Fechar fissuras o _ al., (2007}
araves do qimcos b)Preciptacéo poimdrica de
introduzidos na agua. [Gollapudi, UK., etal., (1995)] b) Passiva

Capsulas [Van Breugel,

c) Hidratac&o I K., etal., (2007)];
secundaria das Pipetas [wu, M., et al,

particulas de cimento N (2012)];
Precipitacéo a Rede vascular sem
d) Expanssio do cimento cargo de: ligac@o externa [Toohey,
hidratado nas fendas a) Bactérias [Van \_K'S" ot &l (2007)) Y,
Y. der Zwaag, S., et al.,
(2007)];

b)Fungos [Chahal.
N., et al., (2011)].

N
Diferentes familias de
microrganismos:

a) Mesofilicos [ Al-
Thawadi, S.M., (2011)];

b) Termofilicos
[Ghosh, P. et al., (20086)].

1
Microrganismos | Microrganismos

Ahi anaerobios [Chahal. N.
aeroblos([gﬂa:-.ﬁl. N. et al., otal. (2011). Ghosh P et

al., (2006)]

o’

Figura 1 - Betbes auto reparadores [adaptado de (A Review of Self-healing Concrete Research
Development, 2014)]
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2. OBJETIVOS

O principal objetivo desta dissertacdo foi o de testar a capacidade de selagem
de fissuras no betdo através da introducdo de esporos bacterianos Bacillus
cohnii. Para a introducdo destes esporos foi necessario arranjar um meio
percursor mineral, o qual ficou definido que se iria utilizar o lactato de célcio.
Como outros objetivos ficou definido que se analisaria a influéncia, em separado,
dos esporos bacterianos Bacillus cohnii e lactato de célcio em termos de

resisténcia mecanica do betao.

3. ANTECEDENTES

Para o desenvolvimento desta dissertagdo foram analisados um conjunto de
artigos cientificos, que falam sobre a bactéria utilizada no desenvolvimento desta
dissertacdo (Bacillus cohnii), assim como, do uso de bactérias para reparacéo
de microfissuras no betdo. Na analise efetuada foram considerados todos os

materiais, ensaios e métodos seguidos pelos autores.

Nos paragrafos seguintes € feita uma sintese dos principais artigos estudados
nesta dissertacdo, que falam sobre a incorporacdo de bactérias em elementos
na pasta de cimento, argamassa ou betdo para a producdo de carbonato de
calcio e consequente selagem de microfissuras ai existentes. Os trabalhos séo

apresentados por ordem cronoldgica.

Spanka et al. (1993) fizeram pela primeira vez a caracterizacao da estirpe B.
cohnii, identificando-a como estirpe DSMZ 6307. Esta bactéria é n&o ureolitica e

aerobia.

Jonkers et al. (2008) utilizam pela primeira vez a bactéria Bacillus cohnii (DSMZ
6307) no fabrico de pasta de cimento para reparagao de microfissuras. No artigo
em questdo o meio percursor mineral utilizado foi o lactato de célcio. Evidencia
que é possivel a selagem de microfissuras em betdes nas primeiras idades,
devido a existéncia de uma hidratacdo secundaria das particulas de cimento que
nao foram hidratadas durante o processo de amassadura e que aliadas a

introducéo das bactérias produtoras de calcite e um elemento percursor mineral,

3
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conseguem aumentar a eficacia do processo de selagem das fissuras. Conclui
gue a porosidade da pasta de cimento através deste mecanismo é reduzida ao

longo do tempo e que a resisténcia a compressao aumenta.

De Belie et al. (2009) utilizam a Bacillus sphaericus, que é uma bactéria
ureolitica e aerdbia. Neste estudo a bactéria é incorporada em Sol-gel e as
amostras de betdo ja endurecido sdo imersas nesta solugdo, por um periodo de
20 minutos com secagem durante 24 horas a temperatura ambiente, sendo o
processo repetido 3 vezes. Apds 0 ensaio, 0s autores verificaram que é possivel

a selagem de microfissuras.

Jonkers et al. (2010) neste trabalho de investigacao voltam a testar a bactéria
Bacillus cohnii (DSMZ 6307) e testam uma outra, a Bacillus pseudofirmus (DSMZ
8715). Esta ultima é aerébia também. Como meio percursor mineral utilizaram o
extrato de levedura, a peptona, o lactato de calcio e o acetato de calcio. Este
estudo poderia ter sido muito interessante, no entanto, os autores nunca chegam
a comparar o comportamento das duas bactérias, assim como, ndo chegam a
combinar cada uma das bactérias com cada um dos meios percursores.
Concluem, no entanto, que o0 meio percursor pode provocar uma diminui¢cado da
resisténcia da pasta de cimento nomeadamente, o extrato de levedura, acetato

de célcio e peptona.

Biswas et al. (2010), neste trabalho os autores utilizam uma nova bactéria
anaerobia facultativa, termofilica e gram-negativa, a BKH1 (Thermoanaerobactor
thermohydrosulfuricus). No estudo néo referem nada acerca do meio percursor
mineral, ndo se sabendo se foi utilizado algum, ou ndo. Comprovou que com a
introducédo de BKH1 nas amostras de argamassa aumentaram em cerca de 25%
a resisténcia a compressao das mesmas. Atualmente, esta bactéria ndo se
encontra disponivel no mercado, mas considera-se que se deve realizar um
estudo mais aprofundado, visto que sendo uma bactéria gram-negativa contém
uma endotoxina responsavel pela sua patogenicidade denominada por

lipopolissacarideo (LPS).

Tittelboom et al. (2010) estudam uma bactéria ureolitica chamada Bacillus
sphaericus. Conclui que esta bactéria utilizada diretamente na matriz do betéo,

nao consegue produzir carbonato de calcio para selar fissuras. Por outro lado,

4
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referem que se esta bactéria for imobilizada em silica gel e posteriormente
introduzida no betdo tem a capacidade de selar fissuras até 0,4 mm. Afirma ser
um processo completamente limpo e natural que deve ser estudado e avaliada

a durabilidade desta técnica.

Siddique et al. (2011) analisam neste artigo o efeito de varias bactérias
ureoliticas na producéo de carbonato de calcio utilizadas por diversos autores.
Pela primeira vez, € explicado o mecanismo de precipitacdo de carbonato de
calcio em forma de calcite a partir do resultado da atividade metabdlica das
bactérias envolvidas e, o autor presume que quase todo o tipo de bactérias é
capaz de produzir CaCO3s como resultado da fotossintese, redugéo de sulfato e
hidrolise da ureia. Das varias bactérias consideradas no estudo, a estirpe
Bacillus pasteurii € a que mais ativamente decomp®e a ureia em amonia, ou seja,
com elevada atividade ureolitica tornando-a mais eficiente na possivel producéo
de carbonato de célcio. O autor refere também, que o tipo de cultura bacteriana
e 0 seu meio de cultura tém um elevado impacto na morfologia dos cristais
produzidos por este mecanismo, muitas das vezes melhorando as

caracteristicas fisicas e mecéanicas do betao.

Wiktor et al., (2011) substituem parcialmente os agregados convencionais por
agregados de argila expandida. Estes ultimos vao servir de reservatorios para 0os
esporos bacterianos e para o meio percursor mineral. O meio percursor mineral
utilizado neste estudo foi o carbonato de calcio e a estirpe bacteriana Bacillus

alkalinitrilicus (aerébia).

Neste estudo, os autores induzem as fissuras no betédo a partir de barras de ferro
zincado que séo colocadas no interior dos provetes e tracionadas aos 56 dias de
idade criando pequenas fissuras. Apos a inducao das fissuras, as amostras (com
altura de 4 cm) sdo curadas imersas em 3,5 cm de altura de 4gua em baldes
plasticos, onde permanecem durante todo o estudo, exceto em periodos de
realizacdo dos ensaios. Os autores referem que a capacidade de cura deste
método deve-se presumivelmente a producdo de carbonato de calcio direta
(conversdo metabdlica do lactato de calcio) e indiretamente combinada (reagéo
de moléculas de CO: provenientes da reacdo entre o lactato de célcio e o

oxigeénio, vai reagir com o Ca(OH)z (portlandita ou hidroxido de calcio) para
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produzir mais carbonato de calcio). Dos resultados obtidos, verificaram que ao
fim de 100 dias de cura foi possivel selar fissuras com cerca de 0,18 mm de

largura.

Poucas sédo as estruturas em betdo que se encontram imersas em agua 24h por
dia, assim sendo considera-se que a manutencdo parcial constante das
amostras imersas em agua nao representa 0 que ocorre normalmente numa
estrutura. Possivelmente os autores optaram por esta metodologia para acelerar
0 processo de reparacao das fissuras, mantendo disponiveis todos os elementos
quimicos necessarios para que seja constante a formacédo de carbonato de

calcio.

Wang et al. (2012) testam a introducdo dos esporos bacterianos de Bacillus
sphaericus (LMG 22,557) em silica gel e poliuretano em argamassa. Verificou
gue existe mais atividade bacteriana nas amostras com silica gel e que as
amostras com poliuretano tém maior resisténcia a compressao e coeficiente de
permeabilidade a agua inferior, comparativamente com as amostras com silica
gel. Concluem que as bactérias conseguem manter a sua atividade ureolitica e
a sua capacidade de producdo de carbonato de célcio imobilizadas tanto em
silica gel como em poliuretano verificando que o poliuretano € mais eficiente para

utilizacao no betéo.

Para uma melhor compreensao do comportamento de agregados leves no que

toca a sua capacidade de absorc¢éo, foi também analisado o seguinte artigo:

Bogas et al. (2012) falam sobre a capacidade de absorcédo de agua de varios
agregados leves de argila expandida de diferentes marcas Ibéricas. Sao
enumerados 0s varios parametros que podem afetar a sua capacidade de
absorcdo tais como a sua microestrutura, as caracteristicas da sua superficie
externa, a percentagem de particulas partidas, teor de humidade inicial e as
caracteristicas exteriores a prépria amostra. Foram avaliados 5 estados de
humidade possiveis dos agregados antes da sua introdu¢édo no betdo. Refere
que saturacdo é um estado de hidratacdo maxima das particulas numa area

exterior e a parte interna desidratada como ilustra a Fig. 2.
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Figura 2 - Particula de argila expandida com maxima absorcao (porosidade aberta)
(@) Zona saturada maxima

Concluem que a argila expandida com maior porosidade aberta é a Argex®,
assim como, uma pré-secagem destes agregados antes da sua introducdo no

betdo apenas influéncia a trabalhabilidade do bet&o.

3.1.Producéo do carbonato de calcio

O carbonato de calcio pode aparecer em betdes sob varias formas e a partir de
varias situacdes, que ndo so a partir da incorporacao de bactérias como relatado

anteriormente.

O cimento Portland é basicamente o produto da calcinacdo de calcario
(predominantemente constituido por CaCOs) e materiais argilosos (onde temos
compostos como SiO2, Al203 e Fe203), com outros compostos secundarios como
oxido de magnésio, fosfatos etc., em torno dos 1500°C dando origem ao clinquer
que, apos arrefecer bruscamente, € moido juntamente com compostos sulfaticos
formando este ligante (Fig. 3). Durante a hidratacdo do cimento (Fig. 4), 0s seus
componentes ricos em CaO reagem com a agua formando o gel C-S-H e CH,
dai a presenca de Hidroxido de Célcio na matriz do betdo (Reacao 1).

CaO + H,0 —— Ca(OH), (1)
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Figura 4 - Quantidade relativa de compostos formados durante a hidratacéo [consultada em
(Simdes, et al., 2012)]

Uma das reacdes mais correntes que da origem a formacao de carbonato de
calcio é a carbonatacdo (Fig.5). Surge através da difusdo de CO2 na matriz que
reage com os hidroxidos alcalinos presentes, tal como o CH reduzindo o pH.
Este processo pode provocar, em casos extremos, a corrosdo das armaduras,
criando manchas, fissuras, destacamento do betdo e, até mesmo perda de

seccdao resistente e aderéncia das armaduras.

A portlandita [ou Hidroxido de Célcio - Ca(OH)2] € um dos primeiros compostos
formados no processo de hidratagdo do cimento (Reagao.1), aumentando o seu
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teor até ao final do processo de hidratacéo (Fig. 4), isto é, a sua disponibilidade

na matriz € mais que provada..

A matriz do betdo, altamente alcalina, contém entdo hidroxido de calcio
(portlandita) em abundancia que, em contacto com o diéxido de carbono (CO2),
reage e produz carbonato de célcio (CaCOs). Esta reacdo (Reacdo 2) ja foi

referida anteriormente e € conhecida como carbonatacao.
Ca(OH), + CO, —— CaC03 + H,0 (2)

Esta reacdo ocorre sempre que um betdo esta em contacto com o ar, ou seja,

na sua camada superficial., Fig.5.

Processo de Carbonatagao num Betéo Leve
co,
co, co, co,

= Areia Fina
& Areia Grossa
Argila expandida (2-4)
CH Hidréxido de Calcio [Ca(0H),]
B  Pasta de cimento

cc Carbonato de Calcio (CaC05)

Redugéo do pH

mamz CC :d > poros
CH cC

~->reagoes

Figura 5 — Processo de carbonatacéo referido na Reacéo 1

Parte do hidroxido de célcio necessario para formacdo de carbonato de célcio
gue necessitamos provém também de varias reacdes das quais se destacam as
duas mais importantes (Reagéo 3 e 4):

C3S+H — (C-S-H) + CH 3)

C2S + H20 — (C-S-H) + CH o)
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Este composto formado pode em estado inicial de hidratag&o selar as primeiras
microfissuras, mas nao é completamente eficiente visto que, além da portlandita
ser extremamente solUvel e migrar para fora da zona de fissuragéo, também esta
dependente da disponibilidade de CO2. As amostras ja carbonatadas serdo
menos propensas a que ocorra este processo de autorreparacdo, jA que a

disponibilidade de portlandita é menor (consumida no processo de

carbonatacao).

Em argamassas com as mesmas razdes A/C (agua/cimento), quanto maior for o
conteddo de cimento, menor sera a velocidade de carbonatacéo. Kloes refere
que as argamassas antigas tém maior teor de ligante que as atuais [ (Kloes,
1924), consultado em (Lubelli, et al., 2011) ] mas (Lubelli, et al., 2006) referem
que esta pode ser uma explicagcdo que contribui para a sua capacidade de
autorreparacao. Mas isto s6 sera verdade se as argamassas antigas forem mais
porosas do que as atuais e se a carbonatacdo for apenas superficial, visto que
se a carbonatacgao atingir as armaduras pode provocar a sua perda de secgao e
a sua capacidade de resisténcia a tracao.

A morfologia dos minerais formados pode variar consoante varios fatores, tais
como o tipo de impurezas presente nas amostras, pois podem afetar a
solubilidade dos cristais e/ou a retardar a sua velocidade de dissolucédo [
(Boynton, 1980) consultado em (Lubelli, et al., 2011)].

Portanto, tanto em argamassas como em betdes costumam estar presentes dois
compostos calcicos: portlandita (Ca(OH)z2) e carbonato de célcio (CaCO3s), sendo
o ultimo encontrado normalmente em forma de calcite (estavel), aragonite ou
vaterite (estas duas ultimas em menores quantidades e mais raras), Fig.6. A
calcite é facilmente encontrada em idades jovens e a aragonite em argamassas
com elevado estado de carbonatacdo (Lubelli, van Hees, Huinink, & Groot,
2006).

10



Uso de bactérias na reparacgéo de fissuras no betao

-~ Vaterite
-

x 1000

Calcite

Figura 6 - Micrografia de morfologias tipicas de calcite, aragonite, vaterite e carbonato de calcio
amorfo (ACC) (BOCHUM)

7

Outra forma de provocar a formacdo de carbonato de calcio € através da
introducéo de bactérias, que é o nosso caso de estudo. A introdug&o da bactéria
e de um meio percursor surge ndo s6 com o intuito de manter essa reacéo

apenas na zona de fissuracdo, como também torna-la mais eficiente.

A producao de carbonato de calcio por parte da bactéria acontece devido a
conversao metabdlica do lactato de célcio (meio percursor mineral) por parte dos
esporos bacterianos ja germinados, segundo Reacéo 5:

Ca(C3H502)2 + 702 E— CaC03 + 5C02 + 5H20 (5)

Além de ser produzido carbonato de célcio nesta reacéao, necessario para selar
as fissuras, é produzido também dioxido de carbono que estara disponivel para
a formacdo de mais carbonato de calcio em contacto com a portlandita,
mantendo ambas as reacdes a ocorrerem na zona de fissuracdo e evitando a

difusdo de portlandita fora da zona de fissuracéo, Fig.7.
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. CaC0; + 5H,045€0,

Sedimentado na fissura |

'€aC0; + H,0

Reage novamente com o hidréxido de célcio |

Figura 7 - Mecanismo de formacéo de carbonato de célcio a partir da conversdo metabdlica do
lactato de calcio por parte da Bacillus cohnii e da carbonatacdo do betdo

Estas reagdes quimicas irdo complementar-se maximizando a eficiéncia do
processo. O processo de formacao de carbonato de calcio por parte de bactérias
e meio percursor mineral neste projeto é sintetizado na Fig. 8.

0,

Hy0 matriz

CO0:  ca(oH),
............................. > reagaes

Ca(OH),

Sedimentado na fissura
ittt |

Cac0,+ H,0

Figura 8 — Formagao de bio mineral Carbonato de Calcio.
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4. MATERIAIS

De acordo com a pesquisa bibliografica foi selecionado um conjunto de materiais

para a realizacdo da parte experimental desta dissertacao.
e Cimento

O cimento utilizado nesta dissertacéo foi um CEM | 42,5R por ser um cimento
sem adic¢oes, constituido por clinquer (= 95%) e outros constituintes minoritarios
(£ 5%). A Andlise quimica, Resisténcia mecanica e os Ensaios fisicos do CEM |

42,5R foram fornecidas pelo fabricante e estdo indicadas nas Tabelas 1-3.

Tabela 1 - Analise quimica do CEM | 42,5R

Propriedades Método de Ensaio Valor especificado
Perda ao fogo NP EN 196-2 <5%
Residuo insoluvel NP EN 196-2 <5%
Teor de sulfatos (em NP EN 196-2 <4%
SO03)
Teor de cloretos NP EN 196-21 <0,10%

Tabela 2 - Resisténcia mecanica do CEM | 42,5R

Resisténcia a compressao (MPa)

Resisténcia aos primeiros Resisténcia de NP EN 196-1
dias referéncia
2 Dias 7 Dias 28 Dias
<20 <£42,5e<62,5

Tabela 3 - Ensaios fisicos do CEM | 42,5R

Propriedades Método de ensaio Valor especificado
Principio de presa NP EN 196-3 2 60min
Expansibilidade NP EN 196-3 <10mm
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e Agregados

Os agregados utilizados nesta dissertacao foram agregados de densidade
normal (areia fina e areia grossa) e de baixa densidade (argila expandida).

A areia fina é do tipo rolado, basicamente composta por silica com origem em
C.V./Maca e massa volimica de 2620 kg/m?. As percentagens de absorcdo de
agua e teor de humidade sdo de 0,8% (cedido pelo fornecedor) e 1,32%

(calculado em laboratério), respetivamente.

A areia grossa também é do tipo rolado, basicamente composta por silica com
origem em Foros do Benfica e massa vollimica de 2620 kg/m?3. As percentagens
de absorcdo de agua e de humidade sdo de 0,8% (cedido pelo fornecedor) e

1,90% (calculado em laboratério), respetivamente.

A argila expandida utilizada apresenta um formato esférico com baixa forma
angular, como indicado na Fig. 9. A massa volumica aparente é de 358 kg/m3.
As percentagens de absorcdo de agua e de humidade séo de 26,50% (cedido
pelo fornecedor) e 8,00% (calculado em laboratério), respetivamente, antes da

realizacdo das amassaduras.

Figura 9 — Argila expandida
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As curvas granulométricas dos trés agregados estao indicadas na Fig. 10.
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Figura 10 — Curvas granulométricas dos agregados

As percentagens de absorcdo, massa volumica e granulometrias das areias
foram fornecidas pela Britobetdo, sendo os restantes dados determinados no
Laboratério de Engenharia Civil da Universidade de Evora e Laboratorio de
Geociéncias da Universidade de Evora.

As caracteristicas quimicas, mecanicas e fisicas da argila foram fornecidas pelo

fabricante e estdo indicadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Caracteristicas quimicas, mecanicas e fisicas da argila expandida

Valor
o declarado . Procedimento de
Requisito Unidades )
Argex® ensaio
2-4
Forma das particulas Aproximadamente redondas
Tamanho das particulas 4,0/8,0 d/D mm EN 933-1
Densidade aparente kg/m3
358 EN 1097-3
seca (x15%)
% de particulas N/A % massa EN 933-5
esmagadas (x15%)
Resisténcia ao MPa
4,7 EN 13055-1
esmagamento (£10%)
Sais de cloreto soluveis
) <0,004 %ClI EN 1744-1
em agua
Sulfatos soluveis em
o <0,05 %S03 EN 1744-1
acido
Enxofre total <0,04 %S EN 1744-1
) Mais claro que a
Limpeza EN 1744-1
solucdo padréo
%massa
Absorcao de agua 26,5 EN 1097-6:2000
(£10%)
Resisténcia a
) . N/A %massa EN 13055-1
desintegracao
Resisténcia ao gelo e
N/A %massa EN 13055-1
degelo
Condutividade térmica 0,13 W/meC EN 12667
Resisténcia ao fogo Al 96/60/EC
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e Agua

A é&gua utilizada para o fabrico dos betdes foi proveniente da rede de
abastecimento publico do Pélo da Mitra da Universidade de Evora, estando em
conformidade com a NP EN 1008:2003.

A agua utilizada na preparacao dos meios de cultura foi agua destilada a excecao
da utilizada na lavagem dos esporos antes da sua introdug¢do no betdo, com o

objetivo de os tornar mais resistentes.

e Bactéria

A bactéria utilizada foi a Bacillus cohnii, da colecdo alema DSMZ 6307, cujas
principais caracteristicas sdo: alcalifilica obrigatéria, aerébia, formadora de
esporos ovais, ornitina e acido aspartico em vez de acido diaminopimélico na
parede celular (Spanka, et al., 1993).

A bactéria foi adquirida na forma liofilizada, Fig. 11.

Figura 11 — Bactéria liofilizada
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O ser alcalifilica ajuda-a a sobreviver na matriz do betdo (altamente alcalina
pH=13). O ser aerdbia ajuda-a a viver na presenc¢a do oxigénio que se encontra
na matriz do betéo e foi escolhida principalmente por ter estas caracteristicas de

adaptabilidade.

Por ser uma bactéria com caracteristicas bastante especificas ndo cresce
facilmente no meio de cultura normalmente usado em outros tipos de Bacillus, o

Agar nutritivo (Spanka, et al., 1993).

Bacillus cohnii (DSMZ 6307) € uma bactéria Gram-positiva. A sua cultura &
“overnight”. A largura das células vegetativas varia entre 0s 0,6 e 0,7 um. A sua
temperatura minima de crescimento é de 10°C e maxima de 47°C. A temperatura
ideal de crescimento € de 30°C. Apoés a inoculacédo a 45°C durante 2 dias, as
suas colonias apresentam uma dimensdo entre 1 a 2 mm. S&ao catalase e
oxidase positivas (Spanka, et al., 1993). A catalase é uma enzima intracelular
que decompde o peréxido de hidrogénio segundo a seguinte reacéo: 2H,0, —
2H,0 + 0,, pertencendo a subclasse das enzimas oxedorredutases que usam o
perdxido como aceitador de eletrdes e também como dador eletrénico (€ portanto
uma peroxidase) (Spanka, et al., 1993). A oxidase € uma enzima que catalisa
uma reacao de oxidacao/reducéo envolvendo oxigénio molecular como aceitador
de eletrbes, sendo este reduzido a agua (H,0) ou a peréxido de hidrogénio

(H,0,). O seu pH ideal de crescimento € 9,7.

As colbnias bacterianas apresentam uma coloragdo creme/branco no meio

alcalino (Fig. 12).
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Figura 12 - Cultura de Bacillus cohnii em placa de Petri

e Lactato de Calcio e Extrato de levedura

O lactato de célcio (CsH10CaOs) € um sal de acido lactico que se neutraliza com
carbonato de célcio. E apresentado normalmente em p6 branco soltivel em agua
e etanol. A sua solubilidade na 4gua € de 66g/L a 20°C. O lactato de calcio
utilizado nesta dissertacdo foi o penta hidratado com 308,30 g/mol da
BioChemica®. O Extrato de levedura utilizado juntamente com o lactato de calcio

para criar o meio precursor mineral tem como objetivo ser alimento bacteriano.
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5. METODOS

Uma vez selecionados o0s materiais foram definidos e acertados o0s

procedimentos e técnicas a adotar para a realizacao do trabalho experimental.

A introducdo da bactéria neste betdo teve como objetivo a producdo de
carbonato de calcio bio mineral por forma a otimizar a selagem das microfissuras

gue surgem em idades iniciais no betéo.

A metodologia adotada nesta dissertagao consistiu na preparacdo dos meios de
cultura e meio precursor mineral para a bactéria, preparacdo das composicoes
para os betdes onde foi incorporada a bactéria e meio precursor, inducao de
fissuras no betdo ja endurecido, forma de cura dos provetes e realizacao de
ensaios experimentais, Fig. 13. A seguir € apresentada a descri¢cdo detalhada de
todos os trabalhos realizados.

PREPARAGCAO E REALIZAGAO DAS AMOSTRAS ENSAIOS REALIZADOS

Esporos Meio percursor

bacterianos  mineral
Cimento, agua,
agregados finos
e argila M T T T
amassadura

Inspecgdo Visual

e

SEM/EDX

e

Difrac¢do de raios X

m — —
o o o
o

BBL2
BASE

! T T T

Indugcdo mecanica de
fissuras

Resisténcia a compressao

Cura _,]Determina(;éo da consisténcia

Figura 13 — Metodologia de trabalho

5.1.Elaboracéao dos meios de cultura

Os meios de culturas sao formulagées complexas adequadas e adaptados ao
tipo de bactéria, para permitir o crescimento bacteriano em laboratério. Quanto
ao estado fisico podem ser liquidos, sdélidos ou semissdlidos. Neste caso mais

especifico utilizamos o meio sélido com agar para fazer culturas puras da
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bactéria liofilizada e apés o crescimento bacteriano foi feita cultura em meio
liquido. O objetivo da elaborag¢@o dos meios de cultura é fazer crescer a bactéria
em perfeitas condicbes vegetativas sendo neste caso especifico um meio de

cultura seletivo, pois a bactéria é alcalifilica.

Todos estes meios de cultura foram consultados no site da DSMZ
(http://www.dsmz.de/) e confirmados em artigo cientificos da especialidade e

realizados no laboratério de Microbiologia do Solo do ICAAM.

e Meio de cultura Alcalino

Preparacdo do meio de cultura bacteriano (Agar nutritivo — Meio 1):

O agar nutritivo é utilizado para fazer crescer as bactérias de forma aerébia.

Tabela 5 — Agar Nutritivo — Meio 1

Reagente Quantidade
Peptona bacterioldgica (Cultimed® Panreac) 59
Extrato de carne (Himedia®) 39
Agar (VWR® Prolabo®) 7549
Agua destilada 1000 mL

Foi pesada a peptona e o extrato de carne e foram misturados em agua destilada
até a sua diluicdo completa, num gobelet de 2000 mL. Foi acertado o pH em 7.
A 500 mL desta solucdo juntamos agar para usar como meio de cultura sélido
que se dissolveu por fervura. Os outros 500 mL foram utilizados para meio de
cultura liquido. Foi ao autoclave (Fig. 14) durante 21 minutos a 120°C para
eliminar qualquer contaminagdo bacteriana. O agar nutritivo apos o autoclave

ficou como indicado na Fig. 15.
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Figura 14 — Autoclave (Modelo: Uniclave 88)

Figura 15 - Agar nutritivo apés autoclave.

Preparacdo do meio sesquicarbonato de sédio

O meio sesquicarbonato de soédio (Tabela 6) é utilizado para juntar ao Agar
nutritivo para o tornar alcalino ja que as bactérias utilizadas sdo extremamente
seletivas quanto ao meio de crescimento (Spanka, et al., 1993) e crescerem
colonias muito frageis e de forma lenta apenas no Agar nutritivo (testado em

laboratério).
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Tabela 6 — Sesquicarbonato de sodio

Reagente Quantidade
NaHCOs (Bicarbonato de sodio — Prolabo®) 4,2 g
Na2COs anidro (Carbonato de sodio anidro — Merck®) 5349
Agua destilada 100 mL

Inicialmente foram misturados os 2 reagentes por forma a nao precipitar a
solucéo final. Foi ao autoclave durante 21 minutos a 120°C. Posteriormente
foram misturadas as duas solu¢des como meio de cultura, na propor¢ao 1 mL do
meio sesquicarbonato de sédio para 10 mL do agar nutritivo, formando o meio

de cultura alcalino.

e Meio de esporulacéao

A esporulacdo é um processo que acontece as ceélulas vegetativas de alguns
tipos de bactérias quando estas sdo expostas a condicdes que ameacam a sua
sobrevivéncia, isto é, quando ndo existem condi¢cdes para que estas cres¢cam e
se reproduzam. Quando esporuladas, existem bactérias do género Bacillus que
sobrevivem durante cerca de 200 anos (Schlegel, 1993). Assim que séo reunidas
novamente as condi¢des para elas se manterem ativas, 0s esporos germinam e
dao origem a células vegetativas. A preparacdo deste meio (Tabela 7) prende-
se entdo com a necessidade de estimular as células vegetativas de Bacillus
cohnii para esporularem para mais facilmente se adaptarem as condi¢cbes

alcalinas da matriz do betao.
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Tabela 7 — Meio de esporulagéo

Reagente Quantidade
NH4Cl (cloreto de amonio — Merck®) 0,29
KH2PO4 (Dihidrogenofosfato de potassio — J.T.Baker®) 0,02 g
CacClz (Cloreto de célcio — Merck®) 0,225 g
KCI (Cloreto de potassio — Merck®) 0,29
MgClz . 6H20 (Cloreto de magnésio hexa-hidratado — Prolabo®) 0,29
MnSOs . 2H20 (Sulfato de manganés di-hidratado — Merck®) 0,01¢g
SL12-B ImL
Extrato de levedura (Cultimed®) 0,1g
Citrato trissodico (Riedel-de Haén®) 5,16 g
NaHCOs (Bicarbonato de sodio — Prolabo®) 429
Na2COz (Carbonato de s6dio — Merck®) 5309
Agua destilada 1000 mL

Foram pesados todos os reagentes. Inicialmente foram dissolvidos apenas o
NaHCOs, Na2COs e Citrato trissédico em 200 mL de agua destilada para evitar
precipitar a solugcéo. Foi ao autoclave 20 minutos a 121°C. Posteriormente foram
dissolvidos os restantes reagentes, com excecdo do SL12-B em 800 mL de agua

destilada. A solugéo foi ao autoclave 20 minutos a 121°C.

Foram pesados todos os reagentes. Inicialmente foi diluido o EDTA — Naz. 2H20
e posteriormente adicionados todos os outros em um gobelet contendo 500 mL
de 4gua destilada. Acertou-se o pH em 6. Foi ao autoclave durante 21 minutos
a 120°C.

Por final, foi adicionado 1 mL deste meio a 1000 mL do meio de esporulacao.
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Preparacdo da solucdo SL12 B

A solucdo SL12 B (Tabela 8) é utilizada no meio de esporulacéo.

Tabela 8 — Solugdo SL12 B

Reagente Quantidade

EDTA — Naz. 2H20 (Merck®) 1509
FeSOs . 7H20 (Merck®) 0,55¢
HsBOs3 (Merck®) 0,159
CoClz2. 6H20 (Merck®) 0,095 g
MnClz . 4H20 (Merck®) 0,025 ¢
ZnCl2 (VWR® Prolabo®) 0,021 g
NiClz2 . 6H20 (AMRESCO®) 0,012 g
NaMoOa . 2H20 (Merck®) 0,009 g
CuClz2.2H20 (Merck®) 0,001 g
Agua destilada 500 mL

e Precursor Mineral

A bactéria selecionada é nao ureolitica (Spanka, et al., 1993) portanto, a
producédo de carbonato de célcio surge da metabolizacdo do lactato de célcio por
parte das células vegetativas. A introducdo do meio precursor mineral
juntamente com 0s esporos bacterianos é entdo necessario para aumentar a
eficiéncia da producéo de carbonato visto que da metabolizacdo do lactato em
carbonato é libertado dioxido de carbono, ficando este disponivel para reagir com

a portlandita produzindo mais carbonato de calcio.

O meio precursor mineral (Fig. 16) selecionado foi o lactato de calcio, visto que
em estudos anteriores, a peptona (outro meio precursor mineral utilizado pelos
mesmos autores) prejudica drasticamente a resisténcia a compressao do betéo

(Jonkers, et al., 2008) e era um dos meios utilizados com esta estirpe bacteriana.
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Existiam ainda outros meios utilizados neste tipo de experiéncias mas a facil
aquisicdo do lactato de calcio também foi um fator importante na sua escolha.

As concentragdes introduzidas foram de 80 g de lactato de calcio e 1 g de extrato
de levedura, que servird de alimento bacteriano, para 1 L de agua da torneira
(Wiktor, et al., 2011). A sua diluicdo foi feita num agitador magnético, e nao

existiram problemas de precipitagéo nesta fase.

Figura 16 — Identificacdo do meio precursor mineral

Foi utilizada a agua da torneira para fazer esta solu¢éo porque é a mesma que
vai ser utilizada para fazer betédo, por isso tentando manter sempre as mesmas
caracteristicas do betdo ordinério, reduzindo os custos de purificacdo da agua e

reduzindo a complexidade da execucao.

Dependendo do tipo de amostras sera introduzido diretamente na matriz do

betdo ou introduzido por imersdo em argila expandida.

O objetivo da introducdo da argila expandida no betdo foi o de facilitar a
introducdo do meio de cultura com esporos bacterianos e 0 meio precursor
mineral, visto apresentar uma porosidade elevada (comparada com outros
agregados), podendo facilmente absorver os elementos referidos. Em estudos
anteriores (Jonkers, et al., 2008) foi referido que possivelmente as fissuras
deixavam de selar a partir dos 100 dias devido a reducao da porosidade do

betdo, fazendo coincidir o didmetro dos poros da matriz cimenticia com o
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diametro dos esporos bacterianos (cerca de 1um), acabando por rebenta-los. A
porosidade que Argex® (2-4) apresenta € superior a que foi utilizada no caso de
estudo (Jonkers, et al., 2008) e como tal podera vir a obter melhores resultados,
ja que conseguira absorver uma maior quantidade ndo s6 de esporos
bacterianos como de meio precursor mineral também (para a mesma quantidade

de agregado)

Inicialmente ainda foi pensado introduzir agregado leve de cortica em
substituicdo da argila, mas rapidamente se desistiu da ideia ja que, apesar de
ser um material biologico e sustentavel (resultante de residuos da industria da
transformacdo da cortica) contém ceroides (Simdes, et al.,, 2012) na parede
celular que poderia vir a impossibilitar a absor¢cédo dos meios utilizados no estudo
e que permitem que este material organico tenha um tempo de vida téo

prolongado.

5.2. Execucao do betéo

As culturas foram feitas a partir da inoculacdo da bactéria Bacillus cohnii em
glicerol a -80 °C (Fig. 17). As amassaduras foram realizadas no laboratério de

Engenharia Civil da Universidade de Evora.

Figura 17 — Bacillus cohnii em glicerol a -80°C

27



Uso de bactérias na reparacgéo de fissuras no betao

E feita a cultura bacteriana com o meio alcalino solido (sempre em camara de
fluxo vertical e bico de busen para evitar contaminacao das placas) e apds uma
cultura “overnight” é transferida para meio alcalino liquido para se dar um maior
crescimento de células vegetativas. A diluicdo utilizada foi de 10 mL de Agar

nutritivo para 1 mL de Sesquicarbonato de sodio.

Para verificar a quantidade de células vegetativas em suspenséo foi feita uma
analise espetrofotométrica da densidade o6tica (D.O.) da cultura bacteriana (Fig.
18). O comprimento de onda utilizado foi de 600 nm. VerificAmos que a cultura
entrava em senescéncia ap6s 24 h, isto é, deixava de haver crescimento
bacteriano. O tempo 6timo para utilizagdo das células vegetativas seria entao 24
h apds a inoculagéo da bactéria. A partir dai as células vegetativas comecariam
a morrer e as que iam sobrevivendo encontravam-se mais frageis, dai a

necessidade de as esporular logo apos 24 h em meio liquido.

Figura 18 — Absorvancia (D.O.) da cultura bacteriana medida apds 16h de cultura liquida, em

espetrofotémetro.

Verificou-se que a solucao 6tima era iniciar este processo 3 dias antes da

execucao das amassaduras de betéo.
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Foi induzida a esporulacdo das células vegetativas através do meio de
esporulacao liquido rico em manganés (Jonkers, et al., 2010) e feita a primeira
contagem através de microscépio eletrénico com auxilio de uma placa de

contagem (Fig. 19) homologada.

Figura 19 — Contagem dos esporos no microscopio 6tico usando lente de imersao e respetiva

placa de contagem.

Foram contabilizados todos os esporos bacterianos dentro dos 16 quadrados
pequenos (Fig. 20), em cerca de 4 quadrados maiores. E feita a média destes
guadrados maiores. Apds essa contagem é aplicada a seguinte férmula (Eq. 1)

de célculo.

numero de células médio = n®médio de células nos quadrados X 2,5 X

10%[esporos/cm?] (1)

Figura 20 — Esporos visualizados no Microscopio Otico
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A concentracdo conseguida foi de 3,5x102 esporos/mL de solucéo.

Verificou-se se a concentracdo obtida em laboratério era 6tima para introduzir na
amassadura apos uma diluicdo, entdo procedeu-se a lavagem da cultura, por
centrifugacéo repetida a 7000 rpm para eliminar as células vegetativas e facilitar

a sedimentacao dos esporos bacterianos (Fig. 21).

Figura 21 - Lavagem do meio de esporulagéo

Foi feita a diluicdo destes esporos em 0,5 L de agua da torneira para ser
facilmente transportavel para o Laboratério de Engenharia Civil da Universidade
de Evora, e no mesmo continuou-se a sua diluicdo adicionando mais 9,5 L de
agua da torneira sendo agora a concentracdo dos esporos na ordem dos

1,75x107 esporos/mL de solucéo.

A introducdo dos esporos no betéo foi feita através da impregnacéo da argila
com a solucdo. As particulas de argila ficam completamente saturadas apos 24
h de impregnacdo em agua (Fenyvesi, 2010). Como este artigo abordava outras
marcas de argila expandida, testamos em laboratério esta hipotese,
desidratando argila por completo em estufa ventilada e seguidamente
hidratando-a 24 h em &gua. Foi feita a sua pesagem, e posteriormente foi
hidratada novamente por periodos de 2h e foi pesada a amostra até néo existir
variacdo de peso. Verificou-se que a hipétese de impregnacéo durante 24h era

valida e por isso foi a utilizada nesta dissertacao.
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Tabela 9- Concentracdes de esporos introduzidas nas amassaduras de betdo

Concentracéo BBL1 BBL2

de esporos

Solucéo 1,75x107 esporos/mL solucéo

Provetes de 9,10x10° 4,55x10° 9,10x10°

betdo esporos/cm?® esporos/cm?3 esporos/cm?3
betao betao betao

Na tabela 9 referenciamos a concentracdo de esporos presentes na solucao
produzida em laboratorio e a concentracdo que cada amostra contém por cada
cm? de betdo. Existem variagGes destas concentracdes visto que na amostra BB
foi introduzida na amassadura o equivalente ao que o peso que a argila
introduzida conseguiria absorver, tal como em BBL2, ja que a totalidade da argila
desta segunda amostra foi impregnada com esta solu¢cao também. No caso de
BBL1 a concentracdo de esporos bacterianos dispersos na amostra vé-se
reduzida para metade, ja que apenas metade da argila introduzida na
amassadura os continha. Foi a forma mais coerente achada para manter a
solugcdo de esporos bacterianos sempre a mesma, por forma a nao existirem
variacbes nas condicdes de crescimento das bactérias alterando a sua

capacidade de sobrevivéncia nas amostras.

5.2.1. Composicgéao do betao

Para a composicao do betéo ficou estabelecido inicialmente que devia ter uma
razdo A/C de 0,5. De maneira a afinar a composicdo com 0s materiais
previamente selecionados, foram efetuadas numa primeira fase um conjunto de
amassaduras experimentais, que garantiram homogeneidade da amassadura
(6tima distribuicdo da argila) e uma classe de abaixamento entre S2 e S3
caracteristicas essas que nos permitiram selecionar a composicéo indicada na
Tabela 10.
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Tabela 10 — Composicéo do betdo

Dosagem (kg)

Cimento CEM | 258
Agua 129
Areia fina (0-1) 523
Areia grossa (1-4) 101
Argila expandida (2-4) 196

Para a composicao foram consideradas as seguintes 5 situacdes a estudar:

Betdo de base (Base) — esta € a composicao de referéncia, a qual ndo
contém qualquer adicdo de componentes biologicos ou quimicos. Vai
servir de comparacao com as outras amostras;

Betdo de base H (Base H) — esta € a composi¢cdo Base como processo
de cura humida padronizada.

Betdo bactéria (BB) — é igual a composi¢do Base mas com a introducao
de esporos bacterianos na agua da amassadura. Esta amassadura
servird para avaliar se a bactéria vai ser capaz de fechar as fendas e
sobreviver ndo s6 a matriz alcalina do betdo, mas também a reducéo de
porosidade da matriz durante o processo de cura. Também se avaliara se
consegue produzir carbonato de calcio sem o meio precursor, assim
como, se ocorre alguma variacdo da resisténcia a compressdao com a
presenca de esporos bacterianos na agua de amassadura;

Betdo lactato (BL) - € igual a composicdo Base mas com a introducéo de
lactato de calcio na agua da amassadura. Esta amassadura servira para
verificar se as caracteristicas mecanicas do betdo sdo alteradas. Também
vao servir para verificar se 0 meio precursor reage isoladamente na

producéo de carbonato de célcio;
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e Betdo bactéria lactato 1 (BBL1) - € igual a composi¢cdo Base mas com
a introducéo de esporos bacterianos em metade das argilas (previamente
feito por absorcdo) e lactato de cdalcio na outra metade das argilas
(previamente feito por absorcdo). Esta composicéo servira para verificar
se apesar destes elementos de encontrarem separados conseguem
reagir com a agua e produzir carbonato de calcio. Também seré analisada
a eficiéncia e rapidez de selagem das fissuras;

e Betdo bactéria lactato 2 (BBL2) - € igual a composi¢cdo Base mas com
toda a argila impregnada de lactato de célcio e posteriormente
impregnada também, apds secagem em estufa, com esporos bacterianos,
para nos permitir testar se estes elementos apenas reagem quando estao
juntos no mesmo agregado. Neste caso, ndo puderam ser embebidas ao
mesmo tempo porque iria ocorrer a reacao que daria origem a formacéao

do carbonato de célcio.

Serdo também analisadas 3 amostras de betdo BASE, previamente fissuradas
diferindo apenas na agua de cura: uma sera imersa em agua com meio
precursor, outra imersa numa solugao contendo esporos bacterianos e por fim
uma imersa numa solucdo de esporos bacterianos com meio precursor. O
objetivo destes 3 provetes sera o de tentar perceber se existe eficiéncia na
selagem das fissuras por este processo bioldégico em estruturas ja existentes e
a possibilidade deste se dar de forma externa a matriz cimenticia. Este ensaio
sera identificado por alteracdo dos padrdes de cura e as 3 amostras por BaseL
(Betdo base com agua de cura substituida por meio precursor mineral), BaseB
(Betdo BASE com agua de cura substituida por meio contendo esporos
bacterianos) e BaselLB (Betdo BASE com agua de cura substituida por meio
precursor mineral e meios contendo esporos bacterianos, na mesma proporcao
introduzida em BBL2).

A selecédo destas 5situacdes de estudo teve em conta ser possivel comparar
parametros de resisténcia e a influéncia da bactéria e do meio precursor mineral
no betdo. Decidimos criar o BBL1 e o0 BBL2 com o intuito de compreendermos
se a acao conjunto dos esporos bacterianos com 0 meio precursor mineral é

mais eficiente que separados.
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Toda a informacao relacionada com o fabrico das amassaduras esta indicada ao
detalhe, no Anexo E.

Para todas as composicOes foram determinadas as consisténcias pelo cone de
Abrams de acordo com a norma NP EN 12350-2:2009, (Fig. 22).

Figura 22 — Processo de amassadura

As amassaduras foram executadas pela seguinte ordem: BB, BBL2, BBL1, BL e
BASE. Esta sequéncia foi escolhida para manter a coeréncia dos resultados, isto
€, todas as amostras que continham esporos bacterianos foram feitas com a
mesma cultura, obrigando a manter ndo s6 a mesma concentracdo de esporos
em todas as amostras, mas também para manter as mesmas caracteristicas da

propria cultura bacteriana.

No caso das amostras de BBL1 a secagem da argila foi feita numa unica vez,
tendo sido separada em 2 recipientes onde continha meio precursor e meio de
cultura, separados. As amostras foram remexidas durante as 24 h (Bogas, et al.,

2012) de absorcao para garantir a impregnacao da totalidade da agua.

No caso da amostra BBL2, como o0 meio precursor € introduzido nos mesmos
agregados de argila que os esporos bacterianos, as amostras foram novamente

secas e pesadas, tendo sido verificado um aumento de peso na ordem das 200
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g, confirmando a absorgdo do meio precursor. Apos a segunda secagem, a argila
foi colocada em baldes para absorcdo do meio de cultura de esporos bacterianos
e remexida durante 24 h (Bogas, et al., 2012), para garantir a absor¢ado do meio.

S0 apos este processo foi feita a amassadura.

Para todas as amostras BBL1 e BBL2 a argila foi completamente desidratada em
estufa ventilada durante 5 dias a 37 °C (Bogas, et al., 2012), com objetivo de
absorver completamente os respetivos meios, pois estes foram introduzidos por
impregnacao. Nas restantes amostras BL, BB e Base, foi considerado o teor de
humidade deste agregado e corrigida a agua de amassadura.

Figura 23 — Introducéo de esporos bacterianos na agua de amassadura (BB)

Para garantir as mesmas concentracdes em todas as amostras, foi introduzido o

equivalente ao que a argila conseguiria absorver estando completamente seco.

Apds a execucdo de cada uma das amassaduras, cada um dos betdes foi
moldado em cubos prismaticos de 15 cm de aresta, Fig. 24.

Figura 24 — Moldes cubicos (15x15x15 cm)

35



Uso de bactérias na reparacgéo de fissuras no betao

A moldagem ocorreu em duas fases, primeiro encheu-se metade da altura do
provete e vibrou-se, depois a outra metade e voltou-se a vibrar. A vibragao foi
efetuada por meio de 25 pequenas pancadas. Em amassaduras experimentais
anteriores verificou-se que por esta via permitia obter melhores resultados na
distribuicdo dos componentes, evitando assim a segregacdo dos seus
componentes, Fig. 25. Apdés a vibracdo os provetes os mesmos foram
imediatamente selados com pelicula aderente para evitar a evaporacao da agua
nas seguintes 24 h, antes da descofragem, Fig. 26.

Figura 25 — Homogeneidade da distribuicdo dos agregados nas amostras

Apb6s a descofragem de cada uma das composicdes (24 h depois da data de
fabrico), todos os moldes foram devidamente desinfetados para evitar
contaminacao de bactérias nos varios tipos de amassaduras. O mesmo também

foi feito para a betoneira, baldes e restantes utensilios.
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Figura 26 — Provetes selados com pelicula durante 24 h

A selecado do modelo de cura dos provetes foi extremamente importante nesta
dissertacdo visto que se quiseram estudar varios aspetos e comparar 0S

mesmos, como se vera mais a frente.

(Wiktor, et al., 2011) utilizam um modelo onde as amostras sédo imersas até meia
altura em agua. Nao se achou que este modelo iria representar o que ocorre na
realidade, ja que s6 em situacfes pontuais existe a presenca de agua constante
nas estruturas. Este modelo tem sempre disponivel agua, oxigénio e dioxido de
carbono o que ird acelerar a producdo de carbonato de calcio devido a
carbonatacdo e também devido a bactéria. Nesta dissertacdo foi considerado
que o processo de cura deveria ser diferente, simulando o que poderia acontecer
guando uma estrutura esta sujeita as acbes atmosféricas, ou seja, a mesma
estaria sujeita a periodo humidos e periodos secos. Apds a descofragem alguns
dos provetes estariam 6 dias em cura seca (Fig. 27) e 1 dia em cura humida (Fig.

28). Este processo foi repetido continuamente e sera chamado: processo de cura
adaptado.
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Figura 27 — Cura seca (6 dias)

Figura 28 — Cura humida (1 dia)

Cada situacdo analisada por amostras tinham uma tina de cura especifica ndo
havendo contacto entre elas para evitar contaminacdo bacteriana e
contaminacao de lactato de calcio. No final do ciclo de cura (a cada 7 dias) a
agua das tinas foi mudada. Para algumas das amostras a cura apos a
descofragem foi sempre humida (no caso do betdo BASE H). Tentdmos verificar
a concentracao de lactato de célcio dissolvido na agua de cura das amostras,
mas ndo obtivemos quaisquer resultados. A dificuldade de avaliagcdo desta
concentracgao e a falta de meios para a realizar levou-nos a ndo conseguir avaliar
este fator, apesar do fabricante referir que a solubilidade do lactato de calcio na
agua ser bastante baixa. Para cada uma das composicdes foram realizados uma
série de ensaios e consideradas uma série de amostras, assim como cura, 0S

quais se encontram descritos na Tabela 11.
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Tabela 11 — Ensaios por composi¢do e dimensédo das amostras

Idade das Dimensbes Namero de
Tipo de ensaio amostras | das amostras | amostras por
(dias) (mm) situagdo

Identificacéo da
amostra

29
44
INSPEGAO VISUAL 56 50x50x50 1
97
174
156 P6
202 P

3
RESISTENCIA A 28
COMPRESSAO 56
84
33
SEM/EDS 94 25x25x25

DRX
BASE

150x150x150

S NI S

RESISTENCIA A 28
COMPRESSAO 56

150x150x150

N N[N N

INSPEGAO VISUAL 56 50x50x50 1

174
DRX 156 P
BL 3
RESISTENCIA A 28
COMPRESSAO 56
84
33
SEM/EDS 94 25x25x25
176
35
57
INSPEGAO VISUAL 69 50x50x50 1
110
193
DRX 169 P6
BB 3
RESISTENCIAA 28
COMPRESSAO 56
84
50
SEM/EDS 106 25x25x25
190
31
53
INSPEGAO VISUAL 65 50x50%50 1
106
188
DRX 165 P6

150x150x150

P IRFRININININ |-

150x150x150

RIRFRIN(NININ -

BBL1 - N
RESISTENCIAA 28

COMPRESSAO 56
84
31
46
SEM/EDS 02 25x25x25
186
36
58
INSPECAO VISUAL 70 50%50x50 1
111
194
DRX 170 P6

150x150x150

S NN

BBL2 RESISTENCIA A 28
COMPRESSAO 56
84
34
45
SEM/EDS 49 25x25x25
105
189

150x150x150

RN N NN
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5.3. Ensaios

e Ensaio granulométrico

Visto ndo termos a granulometria da argila expandida que iriamos utilizar no
betdo, foi necessario proceder ao ensaio para determinacdo da distribuicdo
granulométrica da amostra segundo a NP EN 933-1:2000. Foi realizado no

laboratério de Geotecnia da Universidade de Evora.

Uma saca de 50L foi distribuida num repartidor (Fig. 29) para se fazer uma
amostra de 883,2 g que foi utilizada no ensaio. A sequéncia de peneiros estava
em conformidade com a NP EN 933-2:1999 (Fig. 30) e em conformidade com as
exigéncias ISO 3310-1 e ISO 3310-2.

Figura 29 - Repartidor.
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interval

- [Hersch Y &

Figura 30 - Sequéncia de peneiros utilizados no ensaio de peneiracido (Modelo: Retsch
VS1000)

A ficha técnica deste ensaio encontra-se no Anexo D.

e Teor de humidade

O teor de humidade foi feito em conformidade com a norma NP EN 1097-5:2002.
Foi realizado no laboratério de Engenharia Civil da Universidade de Evora. Este
ensaio foi feito a todos os agregados utilizados: areia fina, areia grossa e argila
expandida. O recipiente utilizado foi um tabuleiro metalico (Fig. 32). A estufa

ventilada utilizada encontra-se na Fig. 31.
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Figura 31 - Estufa ventilada (Modelo: P.Selecta Cod:2001245)

¥
L

Figura 32 - Estufa ventilada contendo tabuleiros metalicos com amostras de argila expandida.
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e Ensaio de abaixamento

O ensaio de abaixamento (Fig. 33) foi feito com o intuito de verificar a classe de
consisténcia do betdo. A norma utilizada foi a NP EN 12350-2:20009.

Todo o material para a realizacao do ensaio foi humedecido previamente e apds

0 ensaio foram registados os respetivos valores que se encontram no Anexo F.

Figura 33 - Ensaio de abaixamento (Betdo Base)

e Inducéo de fissuras

Assim que todas as amostras foram retiradas dos moldes, as que seriam
utilizadas em ensaios de resisténcia & compressao foram colocadas no respetivo
tipo de cura, enquanto que as outras, havia a necessidade de induzir fissuras,
de maneira a garantir que as bactérias teriam fendas para reparar. A inducao de
fissuras foi feita de forma mecéanica através de uma prensa para ensaio de
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resisténcia a compressao (Fig. 34) pois foi 0 método que se achou mais rapido
para poder prosseguir com o0s restantes ensaios. A forga aplicada pela prensa
variou entre os 200kN e os 400kN. N&ao foi possivel manter constante a forca
aplicada, ja que as amostras apresentavam diferentes resisténcias, pelo que se
optou por parar a prensa assim que comecgaram a surgir as primeiras fissuras
nas faces laterais do cubo (evitando assim o surgimento de fissuras demasiado

grandes obrigando a rejeitar as amostras).

Apo6s a fissuracao dos provetes, os mesmos foram cortados numa mesa de corte
(Fig. 35) em amostras cubicas de dimenséao aproximadamente de 50x50x50 mms3
e de 25x25x50 mm3. Todas as amostras ja cortadas que ndo apresentavam
fissuras foram rejeitadas (ndo seria possivel testar a atuacdo do meio precursor
mineral e dos esporos bacterianos).

Figura 34 - Prensa para ensaios de resisténcia a compresséo (Modelo: COMTEST Impact)
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Figura 35 — Corte dos provetes na mesa de corte com disco diamantado (Modelo: Gélz TS350)

O processo de corte utilizado pode criar carbonato de calcio nas amostras. Em
posteriores andlises dos resultados dos ensaios, sera diferenciado este
Carbonato de Calcio do que é produzido pela atuacéo bacteriana através do seu

hébito: Calcite (romboédrico) e Aragonite (prismatico acicular) respetivamente.

Este ensaio foi realizado no laboratério de Engenharia Civil na Universidade de

Evora.

e Resisténcia a compressao

Os ensaios de resisténcia a compressao foram feitos ndo s6 para definir a
resisténcia do betdo BASE (resisténcia de referéncia para todas as outras
amostras) como também verificar se a introducédo das bactérias, ou dos novos
elementos quimicos, alteraria as caracteristicas de resisténcia da composicao.
Todos os ensaios de resisténcia a compressdo foram feitos em prensa
homologada (Fig. 34), segundo a norma NP EN 12390-3:2009. Este ensaio foi
realizado no laboratério de Engenharia Civil na Universidade de Evora

Visto que optamos por um processo de cura adaptado, foi necessario mantermos
provetes do betdo BASE numa cura padronizada (BASE H) segundo a norma
NP EN 12390-2:2009, para verificar se a alteragdo do processo de cura alterava,

ou néo, significativamente os resultados do ensaio de resisténcia a compressao.
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e Inspecdao visual (Estereomicroscopio)
Este ensaio foi feito no Laboratorio de Virologia Vegetal do ICAAM.

A necessidade da execucdo de uma correta inspecao visual das amostras ao
longo do tempo reporta a necessidade de avaliacdo da selagem das fissuras em
médias ampliagdes (variaram entre Amin=67x a Amax=450x). Assim, conseguimos
ter uma maior percecdo do comportamento das varias amostras e fazer uma
avaliacado inicial de resultados (apurando tanto o surgimento de minerais nas
fissuras como a sua auséncia). As varias ampliacdes utilizadas serviram para
identificar a evolugcdo da mineralizacdo nas amostras. Para esta avaliacao foi
utilizado um estereomicroscoépio (Fig. 36), e amostras de 50x50x50 mm?3. Foram
sempre utilizadas as mesmas amostras e zonas de cada uma das amostras, para
cada tipo de composicéo avaliada ao longo do tempo, para que fosse possivel a
medicdo da zona selada em cada uma das zonas. Foi feita sempre em idades
proximas do microscopio eletronico de varrimento e espetrometria de Raios-X
(SEM/EDS) para comparagéo e compreensao dos resultados obtidos em ambos

0S ensaios.

Figura 36 - Estereomicroscopio para inspecao visual.

46



Uso de bactérias na reparacgéo de fissuras no betao

e Microscoépio eletronico de varrimento e espetrometria de Raios-X
(SEM/EDS)

Este ensaio foi realizado no Laboratério Hércules da Universidade de Evora.

As amostras para 0 SEM/EDS com 25x25x50 mm? de dimensdo foram
metalizadas (Fig. 37) com ouro, ou carbono, antes da sua utilizacdo no SEM/EDS
(Fig. 38). O tipo de metalizagdo dependeu da disponibilidade do material no
laboratorio e em nada afeta os resultados obtidos. Foi efetuada 1 a 3 dias antes
da sua utilizacdo no SEM/EDS. O SEM foi feito com o intuito de verificar o tipo
de cristalizacao mineral presente nas fendas tornando possivel a identificacdo
da morfologia dos minerais formados e com auxilio do EDS a sua constituicdo
guimica. Apesar de ndo ser tdo linear quanto parece, juntamente com 0s outros
ensaios realizados, irAd permitir a avaliacdo mais correta da evolucao da

mineralizacao existente nas fissuras e sugerir uma causa para 0 seu surgimento.

& ¥

Figura 37 —Metalizador (Au/C) para microscopia eletrénica EMITECH
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A analise feita com SEM foi toda condicionada pela disponibilidade do
equipamento por parte do Laboratério Hércules da Universidade de Evora e do
seu técnico. Visto ndo ser possivel a utilizacdo do SEM quando as amostras
apresentavam a mesma idade, foram todas analisadas no mesmo dia. Como o

tempo de analise também foi limitado, ndo foi possivel encontrar todos os

componentes esperados nas diferentes amostras.

Figura 38 - Microscoépio eletrénico de varrimento de vacuo variavel HITACHI 3700N com
espetrometro de raios X por disperséo de energias (MEV-EDS) acoplado BRUKER Xflash
5010SDD (SEM/EDS)

e NuUmero mais provavel (MPN)

Este ensaio foi realizado no laboratério do Centro de Quimica da Universidade
de Evora.

O MPN (Most Probable Number) foi feito com o intuito de verificar se 0s esporos
bacterianos introduzidos no betdo tinham capacidade de germinar apés serem
retirados por maceragao das amostras de betdo e colocados no seu meio ideal
de crescimento (meio de cultura alcalino). Essa capacidade sera medida através

48



Uso de bactérias na reparacgéo de fissuras no betao

da contagem do numero de culturas crescidas apos inoculacdo. Este ensaio foi
realizado nas amostras Base para provar que ndo germinaréo esporos nestes
casos, e nas amostras BB, BBL1 e BBL2 para verificar ndo s6 o crescimento de
colonias como também quantifica-lo.

Foram trituradas e maceradas amostras com cerca de 3 g de betdo, em almofariz
de porcelana (previamente desinfetado com etanol a 70%) em camara de fluxo
vertical (Fig. 39).

Figura 39 - Camara de fluxo vertical (Modelo: FLUFRANCE EUROPEENNE)

A amostra ja triturada foi colocada num tubo centrifugo de 50 mL e foi adicionado
MRD (Anexo A) para recuperar 0os esporos das amostras, até perfazer um
volume de solucéo de 30 mL (Fig. 40).
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Figura 40 — Tubo centrifugo contendo MRD e a amostra de bet&o triturada.

Ficaram num agitador a 150 rpm durante 1 dia a 30°C. Foram feitas diluicdes
seriadas de 1/10, 1/50, 1/100 e 1/1000 e espalhadas as solu¢bes em placas de
petri com 0 meio de cultura alcalino.

As amostras foram avaliadas apdés 1 dia de inoculacdo e apos 1 semana.

Tabela 12 - Esquema ilustrativo do processo MPN seguido.

Solucéo 04 mL de |08 mL de|2 mL de | 3,6 mL de
5ml solucao solucao solucao solugéo
+ > + > + = + =
3,6 mL MRD 3,2 mL MRD 2 mL MRD 0,4 mL MRD
1/10 1/50 1/100 1/1000
0,2
mL
em
placa
0,5
mL
em
placa
1mL
em
placa
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e Difracdo de Raios-X (DRX)
Este ensaio foi realizado no Laboratério Hércules da Universidade de Evora.

A difracdo de Raios-X foi utilizada para andlise de cristais (Fig. 41). Um feixe de
Raios-X (produzidos por um tubo de raios x e selecionados por difragdo) com
comprimento de onda bem definidos é difratado sobre um cristal desconhecido.
A partir dai, a medida do angulo de difragdo consegue dar-nos a distancia entre

0s atomos no cristal chegando entdo a uma estrutura cristalina definida.

No ambito deste trabalho a difragdo de Raios-X foi feita com o intuito de
determinar a composi¢cdo mineraldgica das amostras de betdo permitindo-nos
comparar, juntamente com 0s outros ensaios o0s cristais formados. O método de
ensaio foi o método do pd, normalmente utilizado para identificacdo de

substancias cristalinas a partir de um volume reduzido da amostra.

Este ensaio foi realizado apenas uma Unica vez para as amostras BB, BL, BBL1
e BBL2 e duas vezes para a amostra BASE pois apenas nos interessava saber
o tipo de cristais presentes nas amostras ap0s a sua inspecao visual e apds a
analise em SEM para permitir ndo s6 avaliar de forma racional os resultados
destes ensaios como também comprovar a presenca de cristais normalmente
existentes no betdo. As amostras da DRX foram maceradas em almofariz e
posteriormente moidas em moinho de bolas para utilizacado neste ensaio. Como
a quantidade de po6 para realizar este ensaio é reduzida, foi inicialmente moida
com almofariz ceramico uma amostra com 5x1x1 cm® e posteriormente
selecionadas cerca de 80g de cada amostra para a sua realizagéo. As condi¢des
em que foram feitos os difratogramas foram as seguintes: Difratometro D8
Discover da Bruker, com radiacédo Cu Ka, num angulo 26 de 3° a 75°, com um

step de 0,05°, 1s por step.
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Figura 41 - Difratdmetro de Raios-X (Modelo D8 Discover da Bruker®)

e Alteragcdo dos padrdes de cura

Este ensaio foi realizado no laboratério de Engenharia Civil da Universidade de
Evora.

Trés amostras previamente fissuradas da amostra BASE, 50x150x150 mm3,
foram colocadas em trés tabuleiros metalicos diferindo em cada um a 4gua de
cura, Basel, BaseB e BaseLB. Num colocAmos uma solu¢cdo com esporos
bacterianos (BaseB), noutro uma solucdo com meio precursor mineral (BaseL) e
no outro ambas as solucdes (BaselLB). O processo de cura foi 0 mesmo adotado
para todas as outras amostras, 6 dias de cura seca e 1 dia imersa nestas

solucdes, respetivamente.
As concentracdes utilizadas foram as mesmas que introduzimos no betao.

Para cada uma das composic¢des foram realizados 0s ensaios atras descritos na
Tabela 11.
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Tabela 13 - Modelos das amostras para cada ensaio

Identificagdo do
ensaio

Tipo de amostra

Dimensodes das
amostras (mm)

Massa das amostras

@)

Granulometria da
argila expandida

Saca 50L passada no
repartidor antes de ser
feita a amostragem.

883,2

Teor de humidade

M(argila expandida)=1633,3
M(areia fina)=505,2
M(areia grossa)=971,6

Abaixamento

Betdo fresco

Inducéo de fissuras 150x150x150
ReSiSténCi? a 150x150x151
compresséo
Estereomicroscopio 50x50x50
SEM/EDS 25x25x25
MPN 3,0
DRX 80,0
Alteracdo dos padrées 50x150x150

de cura
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As amostras para MPN e difracédo de Raios-X foram trituradas com auxilio de um
almofariz. Nao houve o cuidado de criar ambiente estéril para as amostras da
DRX visto que o que iria ser analisado era a presenca de cristais formados nas
amostras. No caso das amostras de DRX ainda foram passadas por um moinho
mecanico para reduzir ainda mais a amostra e aumentar a finura. A Tabela 13

indica quais as amostras utilizadas para os principais ensaios.
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6. RESULTADOS E SUA ANALISE

6.1.Ensaio de resisténcia a compressao

Os resultados dos ensaios de resisténcia a compressao sao os indicados na
Fig.42.

——BB —&-BL

Resisténcia a compressao (MPa)

#— BBL1 —»—BEL2

—»— BASE &— BASE H

1] 3 28 56 84
Idade (dias)

Figura 42 — Resisténcias a compressao das composi¢coes

As amostras de BASE e BASE H nao variam muito quanto as suas resisténcias
a compressao, sendo aos 28 dias de uns 24 MPa. N&o era de esperar que isto
ocorresse, ja que a cura humida tende a ganhar resisténcia mais rapidamente,
visto que as particulas ndo hidratadas de cimento continuam a sua hidratacéo
neste processo, conferindo uma maior coesao dos agregados e propriedades
resistentes superiores, relativamente a uma cura a seco. A incorporacdo de
bactéria (BB) nas composi¢cdes provoca uma diminuicdo de resisténcia a
compressdo, 0 mesmo ocorre com a composi¢cao com lactato de calcio (BL). A
amostra de betdo BB, ganha mais resisténcia entre os dias 28 e 56, ao contrario
da amostra BL que perde resisténcia entre os 3 e 0s 28 dias. Por outro lado, nas
idades mais avancadas as amostras tendem a estabilizar a sua resisténcia
conforme a Fig. 42 indica. As tabelas com as respetivas resisténcias de cada

amostra por idade encontram-se no Anexo F.
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6.2. Inspecdao visual (estereomicroscopio)

Atraves do estereomicroscopio foi possivel acompanhar a evolugéo do fecho das
fissuras ao longo de quase 200 dias. Nas Fig. 43-47 esta um resumo dessas
imagens, onde foram assinaladas algumas zonas onde é mais visivel o fecho
das fissuras.

Ampliagdo = 10x Ampliagcdo = 45x

Betdo BASE

Figura 43 - Inspecéo visual na amostra de betdo BASE aos 29 e 174 dias ampliadas 10 e 45
vezes.

Nas amostras de betdo BASE nao é evidenciada nenhuma mineralizacdo ao
longo do tempo de andlise, Fig.43. Este resultado ja era esperado, ja que a Unica
formacao de carbonato de calcio que ocorra nesta amostra s6 pode ser derivada

da carbonatacdo, uma vez que ndo contém bactéria nem lactato de calcio.
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Figura 44 - Inspecéo visual na amostra de betdo BL aos 29 e 174 dias ampliadas 10 e 45
vezes.

A inspecéo visual nas amostras BL ndo demonstra nenhum tipo de selagem das
fissuras ao longo do tempo, Fig. 44. Aparentemente ndo existe nenhuma
mineralizacdo, logo, também o meio precursor mineral por si s6 ndo tem
capacidade para selar as fissuras.

Ampliacdo = 45x

Betdo BB

Figura 45 - Inspegéo visual na amostra de betéo BB aos 35 e 193 dias ampliadas 10 e 45
vezes.
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Nas amostras de betdo BB é evidente aos 36 dias uma coloracdo branca na
matriz devido a facil dissolu¢éo da portlandita, Fig. 45 (b). O mesmo acontece na
Fig. 45 (e) onde é evidenciada essa colora¢cdo branca ao longo da matriz aos
193 dias. As fissuras ndo estdo preenchidas por minerais e encontram-se
aparentemente iguais ao longo do tempo, pelo que a bactéria ndo tem
capacidade de selar por si sé as fissuras.

~Ampliacdo = 10x
L - f’ 'S

Betdo BBL1

Figura 46 - Inspegéo visual na amostra de betéo BBL1 aos 31 e 188 dias ampliadas 10 e 45
vezes.

Aos 31 dias de idade a amostra de BBL1 mostra algum nivel de mineralizacéo,
Fig. 46 (b). Ao longo do tempo had um muito ligeiro aumento destes cristais
(comparar Fig. 46 (b) e (e)), ndo sendo suficiente para aos 188 dias de idade
selar por completo a fissura apresentada. Isto demostra que apesar do betédo
conter bactéria e meio precursor mineral, 0S mesmos, por se encontrarem em
agregados de argila distintos, tém alguma dificuldade em reagir entre si e com a
agua. Pode ser que as amostras precisem estar mais tempo imersas em agua

para que ocorram essas reacées.

Aos 36 dias de idade a cristalizacdo de cor branca ja é bastante evidente nesta
amostra de BBL2 (ampliacdo a 45x), sendo possivel notar a sua presenca em
ampliagcdes mais baixas. Comparando as imagens (b) com (e) da Fig. 47 nota-
se que a mineralizagdo vai aumentando gradualmente e vai-se espalhando ao
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longo da fissura, permitindo verificar diferencas nas imagens em ampliacdes
menores (comparar (a) e (d) da Fig. 47). Na Fig. 47 (e) e (f) é visivel a selagem
da fissura na zona marcada na imagem. Aos 194 dias de idade o processo de
mineralizacao continua a evoluir nas amostras, evidenciado pela imagem (f) da
Fig. 47.

Betdo BBL2

Figura 47 - Inspegéo visual na amostra de betéo BBL2 aos 36 e 194 dias ampliadas 10 e 45
vezes.

Claramente nestas composi¢cdes a selagem de fissuras ocorre. Conseguiu-se
gue fossem seladas fendas de 0,34 mm mas ndo de forma homogénea (Fig. 53).
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BASE

Ampliagao

44 dias

56 dias

97 dias

174 dias

Figura 48 — Inspecéao visual na amostra BASE aos 29, 44, 56, 97 e 174 dias com ampliacdes de 6,7x, 15x, 35x e 45x.
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Ampliagao

57 dias

69 dias

Figura 49 - Inspecdo visual na amostra BB aos 35, 57, 69, 110 e 193 dias com ampliacdes de 6,7x, 15x, 35x e 45x.
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BL

Ampliagao

Figura 50 - Inspecéao visual na amostra BL aos 29, 44, 56, 97 e 174 dias com ampliacGes de 6,7x, 15x, 35x e 45x.
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BBL1

Ampliacao

Figura 51 - Inspecdo visual na amostra BBL1 aos 31, 53, 65, 106 e 188 dias com ampliacdes de 6,7x, 15x, 35x e 45x.
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BBL2

Ampliagao

Figura 52 - Inspecdo visual na amostra BBL2 aos 36, 58, 70, 111 e 194 dias com ampliacdes de 6,7x, 15%, 35x e 45x.
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Figura 53 — Evolucdo da mineralizacdo da amostra BBL2 ao longo do tempo.

Provavelmente em microfissuras este processo teria sido mais eficiente, mas as
fissuras selecionadas inicialmente tinham dimensdes na ordem do 1mm (ver Fig.
48-52) e nunca superiores a isso. Com a continuidade do processo de cura
selecionado talvez se conseguisse selar por completo as fissuras em BBL2,
dados esses que ja ndo constardo nesta dissertacdo. Também se poderiam ter
tido em conta, para analise correta do processo de cura selecionado, umas
amostras com uma cura imersa em agua, simplificando assim um padrédo de
comparacado para verificar se teria sido por falta de disponibilidade de agua que
a eficiéncia dos ensaios ficou mais reduzida. Infelizmente e dado o tempo
disponivel para a realizacdo desta dissertacao, nao foi possivel estudar todas

estas situacgoes.
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6.3.Microscopio eletronico de varrimento e espetrometria de Raios-X
(SEM/EDS)

ApOs a inspecdo visual, as amostras foram também inspecionadas ao
Microscépio eletrénico de varrimento e espetrometria de Raios-X (SEM/EDS), de
maneira a analisar a microestrutura do betéo e identificar quais os constituintes
gue se formaram na matriz e nas fissuras e, se estes se deviam a presenca das

bactérias e meio precursor, ou néo.

Na analise das amostras BASE obtiveram-se os seguintes resultados de SEM:

||||||||||||||||||

10.0um ILadlkV 13,70

".‘?

) W

F
J

10.0kV. 7-7fm X120k SE 5

Figura 54 - Analise SEM as amostras BASE aos 33, 94 e 176 dias de idade.

Como se pode verificar na Fig. 54 a presenca de calcite nas amostras € uma
evidéncia ao longo do tempo (Imagem (b) (c) e (d)). Aos 94 dias de andlise
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verificou-se a presenca de cristais de calcite na matriz e na fissura em analise.
A sua distribuicdo € homogénea na amostra, variando apenas o tamanho dos
cristais formados (imagem (c) da Fig. 54). Aos 176 dias de idade a amostra além
de continuar a apresentar cristais de calcite distribuidos ao longo da matriz e

fissura, também apresenta silicatos de calcio hidratados (C-S-H).

A presenca de calcite nestas amostras s6 pode ser devida a carbonatagcédo das
mesmas, ja que ndo foram introduzidas nas bactérias as mesmas. O hidroxido
de calcio vai reagir com o diéxido de carbono e dara origem a carbonato de

calcio.

Para uma correta identificacdo das imagens recolhidas com o auxilio do SEM,
foi efetuado também o EDS para comprovar a identificacdo visual dos cristais

gue surgiram, como mostram as Fig. 55 e 56.
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Figura 55 - SEM/EDS na amostra de betdo BASE aos 33 dias de idade identificando a
presenca de minerais.

Os picos de Ca e O da Fig. 55 identificam a presenca de hidréxido de célcio na
amostra. O Au indica a presenca de ouro devido a metalizacdo das amostras.

Os Si juntamente com Ca indicam a presenca de C-S-H.
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SE MAG:4003 x HV: 20.0 kV WD: 13.5 mm

_cps/eV
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104

6 H 10 12 14 1% 18 20

Figura 56 - SEM/EDS na amostra de betdo BASE aos 176 dias de idade identificando a
presenca de minerais.

Os picos de Ca e Si da Fig. 56 identificam a presenca de silicatos de calcio na
amostra. O Au indica a presenca de ouro devido a metalizagdo das amostras. O

Al juntamente com Fe e Ca indicam a presenca de aluminato-ferrato tetracalcico.
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SE MAG:4003 x HV: 20.0 kV WD: 13.5 mm

_cps/eV
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Figura 57 - SEM/EDS na amostra de betdo BASE aos 176 dias de idade identificando a
presenca de minerais.

Os picos de Ca e O da Fig. 57 identificam a presenca de calcite na amostra. O
Au indica a presenca de ouro devido a metalizagcdo das amostras. Os Si
juntamente com Ca indicam a presenca de C-S-H.
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A presenca de formas cristalinas caracteristicas de calcite identificadas com
SEM, foi comprovada com EDS correspondente. Normalmente em betdes ja com
alguma idade os C-S-H envolvem os cristais de hidréxido de calcio e carbonato
de célcio como se verificou nos SEM das Fig. 56 e Fig. 57, e se encontra em

esquema na Fig. 58.

Produtos de hidratacao
(Sobretudo C-S-H)

— Capilares com agua

QDT K

1.‘_.\_.“ ¥

Cristais de hidréxido de calcio

O Cimento ndo hidratado
CC Carbonato de Calcio

Figura 58 — Pasta endurecida — C-S-H de maior densidade a envolver cristais de Ca(OH)a,
residuos de cimento ndo hidratados e poros capilares (adaptado de Domone, 1994)

Nas andlises de BL foram obtidos os seguintes resultados SEM:

10.0um f 15.0kV 12 3mm x4.00k SE

|||||||||||

10,0k 10, 9mm x4.00KIEE

10.0kV 1338mm x4.50k SE 10.0um [ 1070kY. 12.6mm x4 50k SE

Figura 59 - Analise SEM as amostras BL aos 33, 94 e 176 dias de idade.
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Como se pode ver na Fig. 59, ndo existem muitas diferencas entre o BASE e o
BL. Ambos ndo contém a bactéria e a presenca do lactato de calcio no BL ndo

deu origem a nenhum outro elemento visivel.
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Figura 60 - SEM/EDS na amostra de betdo BL aos 33 dias de idade identificando a presenca
de minerais.
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Na Fig. 60 podemos identificar cristais de hidroxido de célcio e carbonato de
célcio. Os picos EDS mais evidentes sdo o Ca, H e O identificando carbonato de
calcio e hidroxido de calcio e Si e Ca identificando os silicatos de calcio. A

presenca de Au no EDS deve-se a metalizacao da amostra

cpsfev

fe] Au Pd da Au

Figura 61 - SEM/EDS na amostra de betdo BL aos 176 dias de idade identificando a presenca
de minerais.
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Na Fig. 61 identificou-se o carbonato de calcio. No EDS os picos mais evidentes
sdo o Ca, H e C identificando carbonato de calcio e Si e Ca identificando os
silicatos de calcio. A presenca de Au no EDS deve-se a metalizacdo da amostra.
A geometria dos cristais formados na Fig. 61 € claramente a de carbonato de

calcio com morfologia tipica de calcite (habito romboédrico).

Nas analises de BB obtiveram-se os seguintes resultados:

20.0kV 12.4mm x3.00k BSE3D 40Pa 10.0um J| 10.0kv 43.1mm x800 SE AR

Figura 62 - Analise SEM as amostras BB aos 50, 106 e 190 dias de idade.

Como se pode ver na Fig. 62, foi detetado ao fim de 50 dias a presenca de uma
morfologia tipica de aragonite com habito prismatico acicular, um bio mineral
quimicamente idéntico a calcite. A partir dos 50 dias ja ndo se conseguiram
encontrar mais cristais de aragonite, apenas foram detetados cristais de calcite
com distribuicAo homogénea nas amostras e com alguma sedimentacao
mineralégica. O aparecimento de aragonite s6 podera ser devido a presenca de

bactéria, o que pode significar gue mesmo sem o meio precursor, a bactéria é
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capaz de produzir carbonato de célcio. Por outro lado, a presenca de calcite
também pode estar associada a carbonatacéo do betéo.

SE MAG: 5500 x HV: 20.0kV WD: 114 mm

Sps/eV

18

124

JCF  al] Au
0 Na Hi s ] Au

Figura 63 - SEM/EDS na amostra de betdo BB aos 50 dias de idade identificando a presenca
de aragonite e de esporos bacterianos.
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Os picos de Ca e O da Fig. 63 identificam a presenca de carbonato de célcio na
amostra que, tendo em conta o0 seu habito prisméatico e acicular verificado com o
SEM indicam a presenca de aragonite. O Au indica a presenca de ouro devido a
metalizacdo das amostras. Os Si juntamente com Ca indicam a presenca de C-
S-H.

Nas andlises de BBL1 obtiveram-se 0s seguintes resultados:

20.0kM 11.4mm x1.50k BSE3D'40Ra

/

i k -
i ,

|||||||||||||||||||||

20.0um § 10.0kV 6.8mm x3.00k SE

’ 4 i
20,0k 1.0mm x2.30k SE

Figura 64 - Analise SEM as amostras BBL1 aos 31, 46, 102 e 186 dias de idade.

Como se pode ver na Fig. 64, é possivel ver que houve a formacao calcite desde
a primeira analise, Imagem (a), (c), (d). A Imagem (c) prova que a mineralizacao
ocorre ao nivel interno nas fissuras induzidas. O comportamento do BBL1 nao

mostrou ser muito diferente do BB.

76



Uso de bactérias na reparacgéo de fissuras no betao
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Figura 65 - SEM/EDS na amostra de betdo BBL1 aos 46 dias de idade identificando a presenca
de cristais de hidréxido de calcio na amostra.
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Figura 66 - SEM/EDS na amostra de betdo BBI1 aos 102 dias de idade identificando a
presenca de cristais de calcite.

Os picos de Ca e O do EDS da Fig. 66 identificam a presenca de carbonato de
célcio na amostra que, tendo em conta o seu habito romboédrico indica a

presenca de calcite. O Au indica a presenca de ouro devido a metalizagdo das
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amostras. Os Si juntamente com Ca indicam a presenca de C-S-H. Apesar de
nao ser evidente nas imagens SEM a presenca de bactéria nas amostras, o EDS
da Fig. 67 mostra a sua presenca através da presenca de Azoto, elemento

gquimico presente nos seres Vivos.

SE MAG: 2100 x HV: 20,0 kV WD: 10.8 mm

Spectrum: Acquisiticn

El AN Series unn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma) K fact. Z corr. A corr. F corr.
[wt.%] [wt.%] [at.%] [wt.%]

0 8 K-series 84.57 61.48 66.74 10.24 1.257 0.489 1.000 1.000
Ca 20 K-series 25.59 18.60 8.06 0.78 0.107 1.711 1.000 1.015
C 6 K-series 18.34 14.06 0.33 2.86 0.516 0.272 1.000 1.000
Si 14 K-series 3.56 2.59 1.60 0.18 0.017 1.548 1.000 1.007
N 7 ZK-series 2.81 2.04 2.54 0.84 0.046 0.44¢ 1.000 1.000
Rl 13 K-series 0.86 0.62 0.40 0.07 0.005 1.151 1.000 1.006
Mg 12 K-series 0.50 0.36 0.26 0.06 0.003 1.051 1.000 1.003
Fe 26 K-series 0.33 0.24 0.07 0.05 0.001 1.74¢ 1.000 1.063
Total: 137.57 100.00 100.00
cps/el
10
a4
6—pu
|
J4C JFe al o Au
Mg i 3 Fe Au
| { PRSI |
T T T
] g i 1z 14 16

kew

Figura 67 — Espetro de aquisicdo EDS na amostra BBL1 aos 46 dias de idade.
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MAG: 3700 x HV: 20.0 kV WD: 10.8 mm

Figura 68 — (a):SEM/EDS aos 31 dias de idade. (b): micrografia da imagem (a) mostrando a
distribuicao de calcio e silica na amostra; (c): EDS da imagem (a); (d): micrografia da imagem
(a) mostrando a distribuicao de carbono na amostra; (e): micrografia da imagem (a) mostrando

a distribuicao de oxigénio na amostra.

Como se pode verificar na Fig. 68 a distribuicdo do elemento calcio na amostra
€ bastante elevada, confirmando que os cristais formados sédo de carbonato de
calcio (CaCO:s3) e hidroxido de célcio (Ca(OH)z2).

Nas analises de BBL2 foram obtidos os seguintes resultados:
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20.0kV 11.1mm x2.50k BSE3D 40Pa

15.0kV 10.2mm x3.20k BSE3D

.

20.0kV. 10.3mmx2.10k BSE3D Y 10.0KV7.3mm x8.00k SE

v A e e T

20,0um | 10.0kv 10 6min %470 SE

Figura 69 - Analise SEM as amostras BBL2 aos 34, 45, 105 e 189 dias de idade.
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Como se pode ver na Fig. 69, o BBL2 é o que mostra a maior presenca de
aragonite. A presenca de aragonite € sem qualquer davida devida a bactéria.
Pode-se dizer que a introducdo de bactéria e lactato de calcio no mesmo
agregado facilita as reacdes que levam a formacao de carbonato de calcio. A
imagem (a) da Fig. 69 comprova a presenca de calcite e hidréxido de calcio (ver
EDS da Fig. 70) na amostra aos 34 dias, 0 que nos indica que temos hidréxido
de célcio disponivel para acontecer a reacédo dada na Reacéo 2. Na imagem (b)
e (c) da Fig. 69 temos a prova da presenca de aragonite nas amostras aos 45 e
105 dias, respetivamente, o que nos indica que existiu atividade bacteriana nas
amostras e metabolizacdo de carbonato de célcio bio mineral. Na imagem (d),
(g9) e (h) estéo ilustrados detalhes da mineralizacdo ocorrida na fissura analisada
com cristais, a qual apresenta morfologia tipica de hidroxido de calcio e
carbonato de calcio em forma de calcite. Na imagem (e) temos cristais de calcite
com hébito bastante bem definido (romboédrico). Em (f) identificamos uma forma

rendilhada que corresponde a C-S-H.

No EDS da Fig. 70 os picos de Ca e O indicam a presenca de carbonato de
calcio, enquanto que os picos de Si juntamente com os de Ca indicam a presenca

de silicatos de calcio.

No EDS da Fig.71 os picos de Ca e O indicam a presenca de carbonato de calcio,
engquanto que os picos de Si juntamente com os de Ca indicam a presenca de
silicatos de calcio.

No EDS da Fig.72 os picos de Si juntamente com os de Ca indicam a presenca

de silicatos de calcio.

No EDS da Fig. 73 os picos de Ca juntamente com os de O identificam a
presenca de carbonato de calcio na amostra que, tendo em conta o seu habito
prismatico e acicular verificado com o SEM indicam a presenca de aragonite. O
Au indica a presenca de ouro devido a metalizagcdo das amostras. Os Si
juntamente com Ca indicam a presenca de C-S-H.

Os picos de Ca e O do EDS da Fig. 74 identificam a presenca de carbonato de

calcio na amostra que, tendo em conta o seu habito romboédrico indica a
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presenca de calcite. O Au indica a presenca de ouro devido a metalizagdo das

amostras. Os Si juntamente com Ca indicam a presenca de C-S-H.

SE MAG: 1200 x HV: 20.0 kV WD#11.1'mm

_cps/el

164
14
124

104

:J_.-ddh—

0 T sttt . .
2 4 & a 10 12 14

Figura 70 — SEM/EDS na amostra de betdo BBL2 aos 34 dias de idade identificando a imagem
(a) da Fig. 69.
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Figura 71 - SEM/EDS na amostra de betdo BBL2 aos 45 dias de idade.
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Figura 72 - SEM/EDS na amostra de betéo BBL2 aos 45 dias de idade.
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Figura 73 - SEM/EDS na amostra de betéo BBL2 aos 105 dias de idade identificando a imagem
(c) da Fig. 69.
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Figura 74 - SEM/EDS na amostra de betéo BBL2 aos 105 dias de idade.

Na Fig. 75 temos a prova da sedimentacdo mineralégica na fissura (SEM). Os

picos de Ca e de O indicam a presenca de carbonato de célcio em forma de

87



Uso de bactérias na reparacgéo de fissuras no betao

calcite, devido ao habito romboédrico apresentado no SEM, e picos de Si e Ca
provando a existéncia de silicatos de calcio.

_cps/eV

1z

104

T T
14 16

Figura 75 - SEM/EDS na amostra de betéo BBL2 aos 105 dias de idade identificando a imagem
(d) da Fig. 69.
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SE MAG:4003 x HV: 20.0 kV WD: 13.5 mm
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Figura 76 - SEM/EDS na amostra de betéo BBL2 aos 105 dias de idade.
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i Ca

Si
4596
MA

G: 2100 x HV: 20.0 kV WD: 11.1 mm

Figura 77 - SEM/EDS aos 35 dias de idade. (b): micrografia da imagem (a) mostrando a
distribuicao de calcio e silica na amostra; (c): EDS da imagem (a); (d): micrografia da imagem
(a) mostrando a distribuicdo de carbono na amostra; (e): micrografia da imagem (a) mostrando

a distribuicdo de oxigénio na amostra.

Na Fig. 76 a presenca de um habito rendilhado verificado no SEM, com picos de
Si e Ca indicam a presenca de C-S-H. Os picos de Ca, Fe e Al identificam a
presenca de aluminatos-ferratos tetracalcios na amostra. A presenca de Au no

EDS deve-se ao tipo de metalizacdo da amostra.

Como podemos verificar na Fig. 77 a distribuicdo do elemento calcio na amostra
€ bastante elevada, confirmando que os cristais formados sédo de carbonato de
calcio (CaCO:s3) e hidroxido de célcio (Ca(OH)z2).

Seguem abaixo imagens SEM das véarias amostras ao longo do tempo (Fig. 78-
82):
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BASE
Zona de inspec¢ao
Matriz Fissura Argila

94 dias |

16 0V 17 Imm x2 70k SE

5

Ve ety
EOOum

176 dias

Figura 78 — Micrografia SEM na amostra Base aos 33, 94 e 176 dias. (a):matriz; (b):fissura; (c):argila; (d): identificacdo de carbonato de calcio
com habito tipico de calcite (romboédrico) e silicatos de calcio hidratados (rede) na matriz; (e): identificacdo de carbonato de calcio com
hébito tipico de calcite (romboédrico) e silicatos de célcio hidratados (rede) na fissura; (f): identificagdo de carbonato de calcio com habito
tipico de calcite (romboédrico) e silicatos de calcio hidratados (rede) na argila; (g):matriz; (h):fissura; (i):argila; (j): identificacédo de carbonato
de célcio com hébito tipico de calcite (romboédrico) e silicatos de célcio hidratados (rede) na matriz; (k): identificacdo de carbonato de calcio
com habito tipico de calcite (romboédrico) e silicatos de calcio hidratados (rede) na fissura; (I): identificacdo de carbonato de calcio com habito
tipico de calcite (romboédrico) e silicatos de calcio hidratados (rede) na argila; (m): identificacdo de carbonato de calcio com habito tipico de
calcite (romboédrico) e hidroxido de calcio na fissura.
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BB
Zona de inspec¢ao

Matriz Fissura Argila

500KV 11 3mm !

50 dias

| 106 g_iias |

190 dias

ABog v 12 Omm x4 50 SE

Figura 79 - Micrografia SEM na amostra BB aos 50, 106 e 190 dias. (a): identificacdo de carbonato de calcio com habito tipico de aragonite
(prismatico, acicular) na fissura; (b): micrografia da argila com cristais de hidréxido de calcio; (c): identificacdo de carbonato de calcio com
hébito tipico de aragonite (prismatico, acicular) na fissura (ampliacdo de (a)); (d): presenca de carbonato de calcio com habito caracteristico
de calcite na matriz do betdo; (e): presenca de carbonato de calcio com habito caracteristico de calcite na fissura; (f): Identificacao de cristais
de hidroxido de célcio (portlandita) e carbonato de célcio (calcite) na argila; (g): sedimentacdo de calcite na matriz do betéo; (h):
sedimentacao de calcite na fissura; (i): sedimentacéo de calcite e portlandita na argila; (j): ampliacao de (h); (k): ampliacao de (i).
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Figura 80 - Micrografia SEM na amostra BL aos 33, 94 e 176 dias. (a):matriz; (b):fissura; (c):argila; (d): matriz; (e): fissura; (f): micrografia da
argila com cristais de carbonato de célcio (calcite) e hidroxido de célcio (portlandita); (g): ampliacdo de (d) identificando a presenca de
carbonato de calcio com habito tipico de calcite e silicatos de célcio hidratados; (h): ampliagdo de (f) identificando a presenca de calcite e C-
S-H; (i): microesferas de vaterite (j): sedimentacéo de calcite e portlandita na fissura; (k): sedimentacao de calcite e portlandita na argila; (l):
ampliacao de (j).
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Figura 81 - Micrografia SEM na amostra BBL1 aos 31, 46, 102 e 186 dias. (a):identificacao de calcite na fissura; (b):identificacéo de
portlandita na argila; (c): ampliacao de (a) identificando habito tipico de calcite (romboédrico); (d): sedimentacéo de hidroxido de calcio na
zona da fissura; (e): provaveis células vegetativas Bacillus cohnii; (f) identificacdo de calcite) e portlandita na matriz; (g): sedimentacédo de

calcite na fissura; (h): hidroxido de calcio; (i): ampliacao de (g) permitindo também a identificacdo de C-S-H; (j): sedimentacao de hidroxido de
célcio na argila; (k): identificac@o de calcite, portlandita e etringita; (I): mineralizagédo intensa na fissura; (m): mineralizagdo heterogénea na
argila.
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BBL2
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Figura 82 - Micrografia SEM na amostra BBL2 aos 34, 45, 105 e 189 dias. (a):calcite presente na matriz; (b):sedimentacao de calcite na
fissura; (c): sedimentacao de hidréxido de célcio (portlandita) na argila; (d): identificacdo de aragonite na amostra; (e): identificacdo de C-S-H
na matriz do betdo juntamente com calcite e portlandita; (f): Elevada mineralizacdo da fissura com cristais de calcite e portlandita; (g):
Morfologia tipica de aragonite e calcite na argila; (h): matriz com mineralizagdo homogénea; (i): elevada mineralizagéo da fissura com cristais
de calcite e portlandita; (j): cristais de calcite e portlandita na argila.
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6.4.DRX

Na andlise de DRX obtiveram-se 0s seguintes resultados:

Counts

BASE

90000 —

40000 —

10000 — “
o I
0 i - J ‘ ‘

T
10 20 30 40
Position [*ZTheta]

Figura 83 - DRX na amostra de betdo BASE aos 156 dias.

Sao identificados na amostra BASE (Fig. 83) picos de quartzo, C-S-H, calcite,

etringita, microcline e quilalaite.

Counts

90000 —
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I ﬁmﬂwﬁﬂﬁ

Figura 84 - DRX na amostra de betdo BB aos 156 dias.

Séo identificados na amostra BL (Fig. 84) picos de quartzo, C-S-H, etringita,

microcline, portlandita, gesso e anquerite.
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Counts
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Figura 85 - DRX na amostra de betdo BL aos 169 dias.

Séo identificados na amostra BB (Fig. 85) picos de quartzo, C-S-H, microcline,

gesso e dolomite ferroniana.

Counts
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40000 —

10000 —
T
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Figura 86 - DRX na amostra de betdo BBL1 aos 165 dias.

Séo identificados na amostra BBL1 (Fig. 86) picos de quartzo, calcite, etringita,
microcline, portlandita e gesso.
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Figura 87 - DRX na amostra de betdo BBL2 aos 170 dias.

Séao identificados na amostra BBL2 (Fig. 87) picos de quartzo, C-S-H, calcite,
etringita, microcline, portlandita e gesso. A partir das figuras e de maneira a
resumir os resultados obtidos e consoante os minerais que contribuem para esta

dissertacéo foi preparada a Tabela 14 e a Fig. 88.

Tabela 14 — Resultados comparativos das varias amostras da difracdo de Raios-X

AMOSTRA
BASE BB BL BBL1 | BBL2
" § Silicato de Célcio Hidratado X X X X
i 5 Calcite X X X
o
= % Etringita X X X X
e Portlandita X X X

Em nenhuma das amostras foi detetada aragonite e vaterite. Verificou-se a
presenca de C-S-H nas amostras Base, BB, BL e BBL2. A presenca de calcite
foi detetada na amostra Base, BBL1 e BBL2. Nas amostras de Base, BL, BBL1
e BBL2 foi detetada etringita. A portlandita estava presente nas amostras de BL,
BBL1 e BBL2. Tendo em conta os resultados obtidos neste ensaio foi verificada
a necessidade da sua execucao em varias idades, visto que em varios SEM/EDS
a presenca de calcite era evidente em todas as amostras. O mesmo aconteceu
com os C-S-H e a portlandita (hidréxido de calcio). Face aos resultados obtidos,
e visto fornecer dados pouco coerentes quanto a identificacdo de minerais nas
amostras (tais como a auséncia de C-S-H na amostra BBL1 e a auséncia de
portlandita em BASE e BB), decidimos rejeitar os dados deste ensaio.
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Figura 88 - Gréaficos comparativos de DRX das varias amostras.
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Fig. 88 (continuagéo) - Gréaficos comparativos de DRX das varias amostras.
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6.5.MPN

Houve uma extrema dificuldade na execucao deste ensaio. A disponibilidade de
meios para a sua realizagdo atrasou extremamente a andlise das amostras e
visto que em investigacGes anteriores esta analise ter sido processada em

idades jovens ndo conseguimos ter um padrao de comparacao.

De qualquer forma decidiu-se executa-lo nas amostras de Base, BB, BBL1 e
BBL2. A contaminacdo das amostras foi extrema, com diversas colonias de

bactérias e fungos (Fig. 89) a surgirem nas caixas de petri.

Figura 89 — Resultados de MPN: Colonias apds 2 dias de crescimento.

N&o foi possivel diferenciar com exatiddo as col6nias que cresceram, muito

menos se alguma delas seria de Bacillus cohnii.

Decidiu-se descartar este ensaio ja que os resultados ndo foram conclusivos

guanto a presenca da bactéria.

Em investigacdes futuras € necessario verificar se o MRD é realmente 0 meio
ideal para recuperacao dos esporos bacterianos e células vegetativas retirados
por maceragcdo do betdo. Pode, eventualmente, ter fragilizado a cultura
introduzida pois 0 seu meio de cultura (extremamente alcalino) é seletivo e ndo
deveriam ter crescido tantas culturas como o verificado. Considera-se que é
dispensavel também a maceracdo em camara de fluxo, visto que as amostras se
encontram expostas diariamente a bactérias. Considera-se que este cuidado n&o
evita a contaminacdo das amostras por parte de outros microrganismos e que

por sua vez, nao contribui para resultados finais favoraveis.
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6.6.Alteracéo dos padrdes de cura

As amostras deste ensaio, apos 2 meses de andlise além de ndo apresentarem
evidéncias de selagem das fissuras, ndo dispunham de agua nos tabuleiros
metalicos devido a evaporacdo. Assim que foi detetada a evaporacédo da agua
dos tabuleiros metalicos foi decidido que ndo se deveria nem selar, nem
acrescentar, 0s respetivos meios ja que isso alteraria os resultados. Assim como,
ndo daria nenhuma certeza acerca da sua leitura. Apos a evaporacao total dos
meios, as amostras encontravam-se cheias de vermes nas suas proximidades.
N&o foram obtidos resultados conclusivos e decidiu-se descartar este ensaio e

as respetivas amostras Basel, BaseB e BaseLB.

Em futuras investigacfes sera importante a realizacao deste ensaio, que devera
ser executado de forma a evitar a evaporacao, eventualmente com a utilizagéo
de uma pelicula aderente para evitar a evaporagdo do meio e a contaminacao

dos meios e das amostras.
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7. DISCUSSAO DE RESULTADOS
7.1.Ensaios de resisténcia a compressao

Os valores do ensaio de resisténcia a compressao reportam-nos para as

seguintes classes de resisténcia & compressao (Tabela 15):

Tabela 15 — Classe de resisténcia a compressao das varias amostras aos 28 dias.

Resisténcia caracteristica| Classe de

Amostra .. A .
minima em cubos resisténcia

BASE 24 LC 20/22
BASEH 24 LC 20/22
BB 17 LC 12/13
BL 20 LC 16/18
BBL1 23 LC 20/22
BBL2 28 LC 25/28

A amostra BL foi a que apresentou um comportamento mais invulgar e
heterogéneo, perdendo resisténcia entre os 3 e 0os 28 dias e voltando a ganhar
gradualmente mais resisténcia até aos 84 dias. A adicdo de meio precursor
mineral prejudica drasticamente o comportamento do betdo relativamente a

resisténcia a compressao.

As amostras de betdo BASE e BASE H tiveram um comportamento bastante
idéntico, mostrando que a alteracdo do modo de cura das amostras nao
influenciou a sua resisténcia. As amostras que apresentaram resisténcias
superiores foram as do betdo BBL2, superando em pouco mais de 3 MPa as
amostras de betdo BASE aos 84 dias.

7.2.Inspecdo Visual (Estereomicroscopio)

Ao longo de todo o processo de inspecao visual foi verificada uma mineralizacao
das fissuras, aumentando ao longo do tempo até cerca dos 100 dias de idade,

principalmente nas amostras de BBL1 e BBL2 (Fig. 90).
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EVOLUCAO DA MINERALIZACAO NAS AMOSTRAS
BBL1 BBL2
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Ampliacao A

65 dias de idade | 31 dias de idade
70 dias de idade |36 dias de idade

Figura 90 - Mineralizacéo das fissuras das amostras de BBL1 e BBL2 com diferentes idades.
Evidéncias de que as amostras de BBL1 se encontram mais carbonatadas que as de BBL2.

No caso da amostra BASE néo foi evidente nenhum tipo de cristalizagdo nas
fissuras, apenas alguma dissolucdo de portlandita em idade inicial na zona
envolvente da fissura, mas em idade avancada essa dissolucdo desapareceu. A
amostra BL (Fig. 91) teve um comportamento bastante semelhante a amostra
BASE.

A amostra de BB (Fig. 91) apresentou alguma cristalizagéo de cor branca na

zona interna da fissura. Apesar dessa cristalizacdo a fissura nao foi selada.

A amostra BBL1 teve uma cristalizacao inicial (31 dias de analise) tao rapida
quanto a da amostra BBL2 (36 dias de analise) mas a longo prazo parece ter
cessado ao contrario da segunda, que parece aumentar ao longo do tempo,

apesar desse aumento se tornar gradualmente mais lento (Fig. 91).
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EVOLUCAO DA MINERALIZACAO NAS AMOSTRAS

Ampliagcdo A=45x

69 dias de idade | 35 dias de idade
56 dias de idade | 29 dias de idade

Figura 91 - Mineralizagéo das fissuras das amostras de BB e BL com diferentes idades.
Evidéncias de que as amostras ndo possuem mineralizacdo capaz de selar fissuras.

Figura 92 - Tabela comparativa da amostra BBL2, aos (a) 36 e (b) 111 dias com 35x de
ampliacao; (c): ampliacdo da zona mineralizada em (a); (d): ampliacdo da zona mineralizada
em (b).

Na Fig. 92 foi possivel verificar que a mineralizacdo na fissura ndo cessou e que
em zonas proximas do agregado argila expandida até atuou com alguma

eficiéncia. A distribui¢cdo dos cristais formados nédo foi homogénea, talvez devido
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a profundidade da fissura, pois na Fig. 92 (c) conseguiu-se ver a evolucao de

uma cristalizagdo interna.

Como as amostras se encontravam com uma distribuicdo homogénea de argila
expandida pode-se afirmar que em grandes fissuras este processo nao é
eficiente a curto prazo (Ver Fig. 93)

Figura 93 - SEM na amostra BBL2 aos 34 e aos 189 dias

J& em microfissuras, como mostra a Fig. 94 funciona muito bem, apesar de néo
se terem recolhido dados para avaliar a capacidade de selagem neste tipo de
fissuracdo, pois ja foi provado em artigos de especialidade que funcionava.

i, A=15x ' : '- | A=d5x |
{111 dias : [111 dias |

Figura 94 — Andlise comparativa de uma microfissura aos 111 dias de idade na amostra de
BBL2.
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7.3.SEM

Com este equipamento conseguiu-se verificar a presenga constante de
carbonato de calcio em forma de calcite em todas as amostras analisadas. Nas
amostras de BB, BBL1 e BBL2 foi comprovada a presenca de aragonite (forma
de carbonato de calcio que surge através de producédo bio mineral - ver Fig. 95
e 96). Conseguiu-se também provar que hda uma sedimentagdo mineraldgica

nestas amostras (Fig. 97).

L] b ¢
\ 221
a‘_{:‘{

5.00kV 11.3mm x9.00k SE

Figura 96- Aragonite nas amostras de BB (50 dias)

107



Uso de bactérias na reparacgéo de fissuras no betao

20.0kV 10.8mm x2.10k SE

Figura 97 - Sedimentacdo de C-H nas amostras de BBL1

Devido a disponibilidade do SEM e ao tempo disponivel para a sua utilizacdo, as
amostras foram analisadas j& com alguma idade (minimo cerca de 30 dias), o
gue dificultou a detecdo de esporos bacterianos e células vegetativas. De
qualquer forma existe uma imagem na amostra BB de esporos bacterianos com

formato oval, presumindo ser Bacillus Cohnii (Fig. 98).

N

&

H
5,00kV 11,3mm x9.00k SE N ' 5.00um ff 5:00kV 8.3mm x13.0k SE gk 4.00um

Figura 98 - Comparacao de esporos bacterianos na amostra BB com esporos bacterianos
cultivados em Meio de esporulagdo sélido. (a): SEM na amostra BB aos 50 dias; (b): SEM de
esporos bacterianos cultivados em Meio de esporulagéo sélido.

Foi verificada a presenca de C-S-H naturalmente presentes na matriz do bet&o
desde o0 1° dia (Fig. 99).
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Figura 99 - Presenca de C-S-H na matriz da amostra BASE.

7.4.DRX

A difracdo de Raios-X feita ndo trouxe conclusdes portando decidiu-se rejeitar o
ensaio.

7.5.MPN

Este ensaio nao foi conclusivo. Todas as amostras ficaram contaminadas apesar
de se ter feito o ensaio em meio estéril, ndo permitiu concluir nada acerca dele.
Sendo a bactéria Bacillus cohnii bastante seletiva quanto ao meio de
crescimento, esta deveria ter crescido no meio alcalino e o0s outros

microrganismos nao. Decidiu-se rejeitar este ensaio.
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8. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos nesta dissertacao € possivel concluir que:

O BBL2 conseguiu selar 0,28 mm ao fim de 34 dias, e a partir dessa data
a mineralizacao foi crescente mas apenas a suficiente para selar fissuras
de 0,16 mm aos 189 dias (Fig. 93);

O BBL2 foi a composicao que apresentou maior resisténcia a compressao
ao fim de 28 dias, justificada pela formacao de carbonato de célcio;

A adicdo de esporos e meio precursor mineral em conjunto no mesmo
agregado de argila aumenta consideravelmente a resisténcia a
compressao do betdo (comparativamente com os resultados obtidos na
amostra BASE e BASE H);

A utilizacdo de meio precursor mineral diretamente na agua de
amassadura prejudica drasticamente a resisténcia a compressédo do
betdo (comparativamente com os resultados obtidos na amostra BASE e
BASE H);

A forma de introducédo dos esporos bacterianos e meio precursor no betéo
mostrou ter muita influéncia nos resultados, como se pode ver nas
amostras BBL2 e BBL1;

Foram detetados esporos bacterianos na amostra BB (Fig. 62) aos 50 dias
de idade;

Foi detetado azoto na analise SEM/EDS do BBL1 (Fig. 67), provando a
presenca da bactéria pelo menos até aos 46 dias de idade;

O betdo Base néao selou qualquer tipo de fissuras, como era de esperatr,
A bio mineralizacdo observada nas amostras ocorreu essencialmente nas
primeiras idades (até aos 50 dias), sendo a partir dai bastante lenta,
provavelmente devido a cesséo da atividade bacteriana;

A estirpe da bactéria utilizada mostrou ser viavel, quando aplicada em
conjunto com o meio precursor mineral, lactato de calcio com extrato de
levedura;

A selagem que ocorreu nas fissuras foi heterogénea, dependendo da
localizagdo e proximidade dos agregados de argila que continham a
bactéria;
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e Foi detetada aragonite nas amostras de BBL2 aos 42 dias (Fig. 94) e na
amostra BB aos 50 dias (Fig. 95), mineral esse que provém da
metabolizacdo do carbonato de calcio por parte da bactéria Bacillus
cohnii, comprovando a atividade bacteriana;

e Mesmo ndo sendo uma bactéria ureolitica a sua funcdo na sintetizagédo
de carbonato de célcio a partir da metabolizacdo do lactato de calcio,
diéxido de carbono e da portlandita foi bastante viavel;

e Nao foi possivel avaliar se houve, ou ndo, dissolu¢cdo do meio precursor
mineral na 4gua de cura das amostras;

e A presenca de agua mostrou ser fundamental para que ocorram as
reacOes que dao origem a formacao de carbonato de célcio;

e Uma vez que a bactéria é alcalifilica e cresce em meio alcalino, para
otimizar o MPN e se conseguirem resultados viaveis, recomenda-se que
0 MRD seja alcalino;

e Nao foi observada aragonite nos ultimos ensaios de SEM feitos nas
amostras, provavelmente porque cessou a atividade bacteriana e a
aragonite antes existente acabou por evoluir para um mineral mais
estavel, como a calcite;

e Em termos de melhores resultados de selagem das fissuras, da melhor
amostra para a pior, foram: BBL2, BBL1; As amostras BB, BASE e BL néao

apresentaram nenhum tipo de selagem.

Ha realmente a certeza de que as fissuras seladas tém influéncia bacteriana
e do meio precursor mineral, visto que as amostras de betdo Base, BB e BL
nao apresentaram qualquer tipo de preenchimento mineral. Apesar das
amostras BBL1 e BBL2 apresentarem mineralizagdo, a segunda mostra uma
maior capacidade de selagem das fissuras devido a introducdo conjunta de
esporos bacterianos € meio precursor mineral nos mesmos agregados de
argila. Portanto, a disponibilidade conjunta destes elementos aumenta a

eficiéncia do processo.
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A estagnacéo da selagem bio mineral pode dever-se a falta de disponibilidade
de meio precursor mineral por este se ter dissolvido durante o processo de

cura ou devido a extincdo de esporos bacterianos nas amostras.

Provavelmente seria mais eficaz no processo de detecdo de esporos
bacterianos nas amostras, se fosse introduzido ainda no meio de esporulacao
um componente que os tornasse fluorescentes durante uma analise em
microscoépio de fluorescéncia, provando assim a sua presenca ou auséncia

com maior certeza e eficacia.

Em futuros estudos é necessario procurar o elemento Azoto nas amostras

visto ser um indicador da presenca de bactérias nas amostras.

A presenca de agua constante nas amostras foi um fator que influenciou a
rapidez de selagem das fissuras. Talvez com a presenca constante de agua
nas amostras, o processo efetuado teria sido mais eficaz e provavelmente
teriamos conseguido selar as fissuras por completo em idade jovem.
Contudo, nao representaria a realidade a que as estruturas se encontram
sujeitas e portanto os resultados que obteriamos nao seriam validos no meu

ponto de vista, devido a possivel extingdo de esporos bacterianos na
estrutura antes do seu contacto prolongado com agua.
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ANEXQOS

Anexo A — Meios de cultura e identificacao da

bactéria;
Anexo B — Fichas técnicas dos materiais;
Anexo C — Teor de humidade dos agregados;

Anexo D — Granulometria e massa volumica

dos agregados;
Anexo E — Composicao do betao;

Anexo F — Ensaio de resisténcia a

compressao;

Anexo G — DRX.
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