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RESUMO

As fissuras em matrizes cimenticias sdo meio de acesso de agentes deletérios
causadores de degradagao do concreto, por isso devem ser reparadas imediatamente,
a fim de evitar danos estruturais e prolongar a vida util estrutural de edificagbes. O
concreto biolégico de autocura é uma tecnologia alternativa recente de cicatrizagao de
fissuras que envolve a reacao bioquimica de precipitacdo de carbonato de calcio
induzida microbiologicamente (MICP). No processo de MICP, bactérias metabolizam
uma fonte de carbonato (FCB), que ao entrar em contato com calcio soluvel -
proveniente de uma fonte de calcio (FCA) - reagem formando carbonato de calcio.
Devido as suas caracteristicas intrinsecas dos reagentes (FCA e FCB) atualmente
empregados na bioautocicatrizagdo estes ainda podem ser melhorados, portanto &
desejavel a procura por novos reagentes. Os mecanismos por tras da MICP em
fissuras ainda nao foram totalmente elucidados, porém ja se sabe que altas
concentracdes de calcio e carbonato em solugcdo sdo condicdes que propiciam uma
maior precipitacdo de carbonato de calcio. Dessa forma, foram avaliadas a metodologia
de exposicdo, a concentragdo de substrato e o comportamento de deposi¢cao de
carbonato de calcio nas fissuras, seguidas do teste de dois reagentes que se mostram
promissores: nitrato de calcio e amido. O nitrato de calcio possui alta solubilidade em
agua, fornecendo altas concentragbes de calcio em solugdo. O amido € uma molécula
de alto potencial energético, que apos ser metabolizada gera altas quantidades de
carbonato em solugdo. Para testar o potencial desses compostos, foi desenvolvida uma
metodologia para avaliagdo do processo de MICP em cultivos liquidos sob agitagéo. O
desempenho de Bacillus subtilis (SUB) e Bacillus amyloliquefaciens (AMY) para o
processo foi testado e SUB foi escolhido por apresentar melhores resultados. Por fim,
um planejamento de experimento fatorial de composto central foi realizado a fim de
analisar o processo de MICP com SUB, amido e nitrato de calcio. Os resultados
indicam que amido e nitrato de calcio desempenham uma boa MICP e podem ser
empregados na confecgao de bioconcretos.

Palavras-chave: Bioconcreto, autocicatrizagao, Bacillus subtilis, amido, nitrato de

calcio.



ABSTRACT

Cracks in cementitious matrices are the main way of access for deleterious agents that
cause concrete degradation, so they must be repaired immediately, in order to avoid
structural damage and prolong the structural integrity of buildings. Biological self-healing
concrete is a recent crack healing technology alternative that involves the biochemical
reaction of microbiologically induced calcium carbonate precipitation (MICP). In the
MICP process, bacteria metabolize a source of carbonate (FCB), which when in contact
with soluble calcium - from a source of calcium (FCA) - react to form calcium carbonate.
Due to their intrinsic characteristics of the reagents (FCA and FCB) currently used in
biological self-healing, they can still be improved, therefore, the search for new reagents
is desirable. The mechanisms behind MICP in cracks have not yet been fully elucidated,
however it is already known that high concentrations of calcium and carbonate in
solution are conditions that provide greater precipitation of calcium carbonate. Thus, the
exposure methodology, the substrate concentration and the behavior of calcium
carbonate deposition in the cracks were evaluated, followed by the test of two promising
reagents: calcium nitrate and starch. Calcium nitrate has high solubility in water,
providing high concentrations of calcium in solution. Starch is a molecule of high energy
potential, which after being metabolized generates high amounts of carbonate in
solution. To test the potential of these molecules, a methodology was developed to
evaluate the MICP process in liquid cultures under agitation. The performance of
Bacillus subtilis (SUB) and Bacillus amyloliquefaciens (AMY) for the process was tested
and SUB was chosen for it's better results. Finally, a central compound factorial design
was carried out in order to analyze the MICP process with SUB, starch and calcium
nitrate. The results indicate that starch and calcium nitrate perform a good MICP and

can be used in the manufacture of bioconcrete.

Keywords: Bioconcrete, self-healing, Bacillus subitilis, starch, calcium nitrate.
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1. INTRODUCAO

1.1 O concreto e as fissuras

O concreto € um material de constru¢do amplamente utilizado, pois possui alta
resisténcia a compressédo e boa durabilidade. No entanto, uma grande preocupacao
com o concreto é sua vulnerabilidade a formacao de fissuras, sob a influéncia de
flutuagdes de temperatura e carga externa, devido a sua baixa resisténcia a tracéo e a
baixa capacidade de deformacéao. As fissuras sdo aberturas nas matrizes cimenticias,
visiveis ou ndo a olho nu, e podem ser um meio de acesso de agentes deletérios
causadores, por exemplo, da despassivagao das armaduras e degradagao do concreto.
Por isso devem ser reparadas imediatamente, a fim de evitar danos estruturais e
prolongar a vida util estrutural de edificagcbes (SCHLANGEN; JONKERS, 2008). As
fissuras podem ter origem tanto no estado fresco como no endurecido das matrizes
cimenticias. Quando fresco, o calor de hidratacao e as condi¢des de cura do concreto
podem ser as causas das fissuras; quando endurecido, as movimentagdes produzidas
pelas solicitacbes externas (ambientais ou humanas) caracterizam as principais
causadoras do processo de fissuragao (MONTEIRO; MEHTA, 2006).

1.2 Recuperacéo de fissuras

A correcao dessas fissuras normalmente € um processo de manutencdo com
elevado valor financeiro agregado, seja pelos materiais utilizados, seja pela
disponibilidade e capacidade da mao de obra executiva. Dessa forma, nos ultimos anos
uma alternativa a mitigacao de fissuras vem sendo amplamente abordada na literatura,
o fendbmeno de autocicatrizacdo (DE BELIE et al.,, 2018; ZIEGLER et al., 2020). A
autocicatrizagdo pode ocorrer de duas formas distintas: autdogena, sendo aquela na
qual a propria matriz cimenticia tem a capacidade de fechar fissuras; e autbnoma que
consiste na insergdo de um agente a mistura, ainda no estado fresco, com a finalidade
de desencadear um processo autocicatrizante na estrutura (DE ROOIJ et al., 2013). Ha

ainda um terceiro procedimento denominado como reparacdo, o qual consiste no


https://sciwheel.com/work/citation?ids=12845934&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12845730&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12846198,12847332&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12845784&pre=&suf=&sa=0
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reparo da fissura externamente, ou seja, apos constatada a fissura na matriz

endurecida, um material é adicionado a mesma para produzir o seu fechamento.
1.3 O Bioconcreto e a bioautocicatrizagao

1.3.1 O processo de MICP

No processo de MICP, bactérias metabolizam uma fonte de carbonato (FCB), que ao
entrar em contato com calcio soluvel - proveniente de uma fonte de calcio (FCA) -
reagem formando carbonato de calcio.

O concreto biolégico de autocura é uma tecnologia alternativa recente de
cicatrizacao de fissuras que envolve a reacao bioquimica de precipitacdo de carbonato
de calcio induzida microbiologicamente (Microbially Induced Calcium Carbonate -
MICP). MICP ocorre naturalmente na natureza com bactérias em agua, e é reprodutivel
em fissuras cimenticias (CASTRO-ALONSO et al.,, 2019). No processo de MICP,
bactérias metabolizam uma fonte de carbonato (FCB) - que fornece energia para seu
crescimento - gerando diéxido de carbono como subproduto; este & convertido em
acido carbdnico pela enzima anidrase carbdnica e secretado; ao entrar em contato com
calcio soluvel - proveniente de uma fonte de calcio (FCA) - os dois substratos reagem
formando carbonato de calcio, que por apresentar baixo valor de Kps, precipita na

forma de cristal (Figura 1). ﬁ\gaixo ha a reacéo de formagao de carbonato de caélcio:

Carbséinica

2+ 1
+ FCA & H,CO . + Ca ++0, —=CaCO, +H0, [1]

FCB + 202(aq

) 20

Figura 1: Esquema ilustrativo do processo de MICP encontrado na natureza e

processo ocorrendo em fissuras.


https://sciwheel.com/work/citation?ids=12846286&pre=&suf=&sa=0
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Por ser alcalino, o pH da matriz cimenticia também contribui para a MICP, uma

vez que a solubilidade de carbonato de calcio diminui com o aumento do pH (Figura 2).

1000

) 100
(=]

E 10
) 0.1 4
[=]

> 0014
T 0.001 -
3

S 0.0001 -

0.00001 . . . ; . .
0 2 4 6 8 10 12 14
pH of Water

Figura 2: Solubilidade de carbonato de calcio pelo pH. Adaptado de HART,
COLSON; BURRIS, 2011.

1.3.2 Problematica

Os reagentes atualmente empregados se distanciam do ideal devido as suas
caracteristicas intrinsecas e seu alto custo (LEE; PARK, 2018). Inicialmente, eram
incorporados meios de cultura como FCB, porém estes sao constituidos por sais,
proteinas e agucares, que comprometem o processo de cura da matriz cimenticia pela
diminuicdo da atividade de agua (SCHLANGEN; JONKERS, 2008). Posteriormente,
com o emprego de microrganismos ureoliticos utilizou-se ureia como FCB, porém a
formagdo de amédnia (subproduto da degradacdo de ureia) € nociva para a matriz
cimenticia; devido a isso, a aplicacdo de espécies desnitrificantes que a convertem em
moléculas menos nocivas vém sendo usadas como alternativa (MA et al., 2020). O
lactato de calcio também vem sendo empregado, e apesar de possuir custo elevado
contém na mesma molécula a FCA e FCB, além da rota de metabolizagcado de lactato
estar presente em diversos organismos (CHEN et al., 2019; JONKERS et al., 2010).
Pensando em contornar todas as desvantagens presentes nos reagentes ja
empregadas até hoje, deve-se buscar compostos: (a) ndo reativos com a matriz
cimenticia; (b) de rotas de metabolizacdo presentes em diversos microrganismos; (c)

de baixo custo.


https://sciwheel.com/work/citation?ids=12856923&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12856923&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12284937&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12845934&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10286266&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12284984,10997885&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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1.3.3 Otimizagao do processo

Diferentes concentracbes de FCB e de FCA influenciam no crescimento
bacteriano e no rendimento do processo (OKWADHA,; LI, 2010), havendo um ponto
ideal para a combinagao de bactéria, FCA e FCB. Porém, apesar desse ponto ideal ser
o melhor para essa combinagdo, pode ndao ser o melhor para o processo, pois a
mudanga de uma ou mais variaveis (linhagem bacteriana, ou molécula fonte de calcio
ou de carbonato) altera completamente as caracteristicas que regem o processo. Para
encontrar bons compostos candidatos para MICP, deve-se pensar nas condigdes que
mais propiciam a precipitagdo de carbonato de calcio. Quanto maior a concentragéo de
calcio em solugdo, melhor (XU et al.,, 2015). Para atingir tais concentragdes, um sal
com alta solubilidade em agua deve ser priorizado. Para a FCB, uma molécula ideal
influencia o minimo na osmolaridade, possui vias de degradagdo conservadas para
diversos organismos e gera maiores quantidades de carbonato por massa de molécula.
Outrossim, € vantajoso utilizar FCB que também sejam FCA, fazendo com que a
producado de carbonato seja decorrente de mais de uma via metabdlica. Ja para as
bactérias, uma linhagem osmotolerante, excelente metabolizadora dos compostos

escolhidos, alcalifilica ou tolerante a pH alcalino € mais vantajosa.

1.3.3.1 Amido como potencial FCB

O amido é um polimero orgénico, produzido principalmente por plantas para fins
de armazenamento de energia dentro das células. Por ser uma molécula de
estocagem, apresenta caracteristicas otimizadas quanto a volume ocupado ou
compactagao, tem baixa reatividade com outros compostos, baixa quantidade de
moléculas de agua para a solvatagdo e alta viscosidade (TESTER; KARKALAS; Ql,
2004). Também apresenta baixa influéncia na osmolaridade, com valor 4 vezes menor
que a molécula de glicose. Diversos organismos produzem amilase, e a metabolizagao
do amido gera maiores quantidades de carbonato quando comparado a lactato e ureia
(Tabela 1). Um contraponto a esse alto rendimento € a sua composigao: cerca de um

quarto € amilose e todo o restante amilopectina. Sua principal diferenca é que a


https://sciwheel.com/work/citation?ids=9023187&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12847387&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=5537070&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=5537070&pre=&suf=&sa=0
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amilopectina apresenta ligagdes a-1,4 e a-1,6-glicosidicas, enquanto a amilose sé
possui ligagbes a-1,4 (Figura 3). A amilase € capaz de hidrolisar somente ligagdes
a-1,4-glicosidicas, nédo degradando o amido por completo. A isomaltase
(a-1,6-glicosidase) é capaz de degradar a amilopectina, pois cliva a ligagao alfa-1,6. As
linhagens de Bacillus subtilis (SUB) e Bacillus amyloliquefaciens (AMY) usadas nesse
estudo apresentam ambas as enzimas para a degradagdo do amido
(“alpha-glucosidase [Bacillus subtilis ATCC 6633]") (“alpha-glucosidase [Bacillus
amyloliquefaciens]’). A atividade de amilase é influenciada pelo pH, apresentando

atividade maxima proximo a faixa de pH 7 a 8 (Figura 4).

6CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

H % o H H o H H o H H o H
ExlremidadeL a H N a H e 4 H N a H N, Extremidade
nao redutora OH H OH H OH H OH H redutora
o h O 0] O
8 2
H OH H OH H OH H OH

(@) Amilose

Ponto de
ramificagdo
Ramificacao OH | (a1-6)

Amilopectina Amilose

H Extremidades

4 H A . néo redutoras
OH H Extremidades
0 redutoras

Cadeia H OH Ponto de
principal ramificacao
(@1—6)

(b) (Q

Figura 3: Amilose e amilopectina. (a) Segmento curto de amilose, polimero linear de
residuos de D-glicose em ligagdes (a-1,4). Uma unica cadeia pode conter alguns
milhares de residuos de glicose. A amilopectina tem trechos de residuos ligados de
maneira similar, situados entre pontos de ramificacdo. O glicogénio tem a mesma
estrutura basica, porém é mais ramificado do que a amilopectina. (b) Ponto de
ramificagdo (a-1,6) no glicogénio ou na amilopectina. (c) Agrupamento de amilose e
amilopectina como o que supostamente ocorre nos granulos de amido. Fitas de
amilopectina (em preto) formam estruturas em hélice dupla umas com as outras ou
com fitas de amilose (em azul). A amilopectina tem pontos de ramificacdo (a-1,6)
frequentes (em vermelho). Os residuos de glicose nas extremidades nao redutoras das
ramificagbes mais externas sdo removidos enzimaticamente durante a mobilizagdo do
amido para producdo de energia. O glicogénio tem estrutura similar; porém, é mais
ramificado e mais compacto. Adaptado de LEHNINGER; NELSON; COX, 2014.
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Figura 4: Efeito do pH na atividade da amilase produzida por Bacillus spp.
Adaptado de SHAMALA; VIJAYENDRA; JOSHI, 2012.

Tabela 1: Rendimento por tipo de FCB. Formulas moleculares seguidas pelo peso
molecular, rendimento de dioxido de carbono pela metabolizagcdo do composto, e

numero de mol de carbonato gerados a partir de 300g da FCB.

Lactato de calcio Ureia Amido
C¢H,,Ca0,, CH,N,O (CeH105),
308 g/mol 60 g/mol 162 g/mol*
3 CO, /mol 1 CO, /mol 6 CO, /mol*

3 COs*

5 COs*

Para 300g desta molécula, o numero maximo de mols obtidos s&o:

12 CO4*

*Valores calculados para um monémero.

1.3.3.2 Nitrato de calcio como potencial FCA

O nitrato de calcio € um composto inorganico de férmula Ca(NO;), que possui
alta solubilidade em agua - de 1290 g/L a 20°C. Sua molécula apresenta, assim como o
lactato de calcio, FCA e FCB. A capacidade de reduc&o de nitrato a nitrito ou gas
nitrogénio esta presente em diversas bactérias, principalmente bactérias de solo
pertencentes ao ciclo do nitrogénio. B. subtilis ATCC 6633 é um isolado de solo, e tanto

ele como B. amyloliquefaciens sao descritos como redutores de nitrato. O nitrato ja vem
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sendo empregado combinado com ureia para MICP e se mostra promissor (ZHU et al.,
2019).

1.3.3.3 Bactérias escolhidas

SUB foi escolhido por ja ser amplamente utilizado em bioautocicatrizagdo (FENG
et al., 2021; JENA et al., 2020; LUHAR; LUHAR; SHAIKH, 2022; NAIN et al., 2019) pois
€ osmotolerante e apresenta bom crescimento em pH alcalino (Figura 5). AMY é

filogeneticamente muito préximo a SUB, e sdo metabolizadores de amido e nitrato.

-
o

pH
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Figura 5: pH maximo de crescimento e osmotolerancia de cepas de Bacillus spp.
Adaptado de GLOVER; MADILO; TERLABIE, 2018.

Levando essas caracteristicas em conta, foram escolhidos amido como fonte de
carbonato, nitrato de calcio como fonte de carbonato e de calcio, e as bactérias Bacillus

subtilis e Bacillus amyloliquefaciens para o desenvolvimento deste projeto.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Identificar os parametros que regem o MICP, e avaliar o potencial do uso de amido e

nitrato de calcio nesse processo.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar se calcio da matriz é suficiente para MICP;

- Avaliar o processo de fechamento das fissuras a partir do relevo da amostra ;
- Comprovar que Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens sao amiloliticos;
- Comprovar que Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens reduzem nitrato;
- Testar se é possivel precipitar carbonato a partir de amido e nitrato de calcio;
- Encontrar variaveis relevantes para MICP com amido e nitrato de calcio;

- Encontrar valores de concentragado ideais para MICP com amido e nitrato de

calcio.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens bacterianas

A linhagem de Bacillus amyloliquefaciens MO13 foi isolada e caracterizada pelo
grupo (MORO et al., 2018). Bacillus subtilis (ATCC 6633) e Sporosarcina pasteurii
(ATCC 11859) foram adquiridos da ATCC.

3.2 Meios de cultivo

Foi utilizado Meio Luria Bertani (LB) contendo triptona 1%, extrato de levedura
0,5%, NaCl 0,5%. O meio Tryptic Soy Broth com ureia 0,5% (TSB+ureia) composto por
peptona de caseina 1,7%, hidrogenofosfato dipotassico 0,25%, glicose 0,25%, cloreto
de sédio 0,5%, peptona de soja 0,3%. LB amido agar composto por triptona 1%, extrato
de levedura 0,5%, Cloreto de Sodio 0,5%, amido 1%, agar 0,8%. Meio de nitrato
contendo peptona 0,5%, extrato de carne 0,5%, KNO; 0,1%.

3.3 Pré-in6culos

Para a producao dos indculos das bactérias foram preparados pré-indculos em
meio LB para SUB e AMY, e em meio TSB ureia para S. pasteurii. Os meios foram
incubados a 200 rpm, durante 24 horas a 25°C. A partir dos pré-inéculos, concentrados
de células foram obtidos por centrifugagado a 5000 rpm por 15 minutos a 20°C, lavados
e novamente centrifugados duas vezes com solugao salina 0,85%. Todos os indculos
foram preparados a partir de solugdo concentrada de células, adicionada a uma ODgy,
final de 0,2, estimada e ajustada de acordo com valores de absorbancia obtidos por

leituras em espectrofotdbmetro.
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3.4 Ensaios de autocicatrizacdo autbnoma com agentes bioldgicos

Estes experimentos foram realizados e analisados previamente por mim e pelo
grupo de bioautocicatrizacdo (dados ainda nao publicados) e seus dados foram
utilizados para delimitar algumas metodologias adotadas neste estudo. De comum
acordo com o grupo, trago aqui os dados necessarios para compreender a sequéncia
experimental adotada e os resultados obtidos nos experimentos aqui apresentados e

discutidos.

3.4.1 Teste comparativo de metodologias de exposigcdo de fissuras aos agentes

cicatrizantes

Para este experimento foram produzidos cilindros de argamassa
(CAPPELLESSO et al.,, 2019), fissurados radialmente de ponta a ponta, tendo as
fissuras uma largura média de 1 mm. Foram testadas trés condi¢des distintas: ciclos
unicos de molhagem e secagem, ciclos multiplos e submersao continua - cada
condicao com triplicatas de amostras com bactérias e controle (sem bactérias). Para as
amostras contendo bactérias, foi feito indculo de SUB em meio de cultivo LB, incubado
a 130 rpm, por 24 horas a 30°C. O concentrado de células foi obtido por centrifugagao
a 7000 rpm por 7 minutos a 20°C, lavado e centrifugado duas vezes com solugao salina
NaCl 0,85%. As células foram inoculadas em solucéo salina 0,85% contendo 0,5% de
lactato de calcio (BANG; GALINAT;, RAMAKRISHNAN, 2001; OKWADHA; LI, 2010).
Foram consideradas controle as amostras expostas somente a agua destilada, ausente
de microrganismos e nutrientes, divididas em permanentemente submersas durante
todo o ciclo de analise (CS), e sujeitas a ciclos de molhagem e secagem (CC), ambas
com renovagado de agua a cada ciclo (ciclos com duragdo de sete dias). O agente
biolégico em solugdo aquosa nutritiva caracterizou as amostras fissuradas com
bactérias (FB), sendo separadas em trés grupos: amostras permanentemente
submersas neste meio durante todo o periodo de analise (BS); BCU, sujeitas a ciclos
de molhagem e secagem em agua destilada, nas quais houve uma aspersao da

solugéo citada no tempo inicial; e, por fim, BCM caracterizando as amostras sujeitas a
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ciclos de molhagem e secagem com agua destilada, nas quais € aspergida a solugao
ap6s cada ciclo. Foram efetuados trés ciclos, totalizando 21 dias. A analise do
processo de cicatrizagao foi feita com metodologia desenvolvida pelo grupo (GARAY et
al., 2021).

3.4.2 Teste do efeito da concentragao de nutriente no fechamento da fissura

Para este experimento foram produzidos cilindros de argamassa fissurados.
Foram testadas seis condi¢cdes distintas: SUB com lactato de calcio nas concentracdes
0,5%, 1% e 1,5%, S. pasteurii com ureia nas concentracdes de 1%, 2% e 4%. SUB foi
inoculado nas solucdes de lactato de calcio; e S. pasteurii nas solu¢des de ureia. No
experimento foram utilizadas 19 amostras: uma amostra em agua destilada isenta de
microrganismos (controle agua), uma amostra contendo solugéo salina 0,85% e lactato
para cada concentragdo de lactato de calcio (controle lactato), uma amostra contendo
solugéo salina 0,85% e ureia para cada concentragdo de ureia (controle ureia), duas
amostras contendo solugao salina 0,85%, SUB e lactato para cada concentragédo de
lactato de calcio, duas amostras contendo solucao salina 0,85%, S. pasteurii e ureia
para cada concentracdo de ureia. As amostras foram expostas a ciclos de uma
semana, onde durante as primeiras 24 horas do ciclo as amostras foram submersas
nas solugdes de estudo (descritas acima). Em seguida, foram submersas em agua
destilada por quatro dias consecutivos, sendo seguido de dois dias expostas ao ar
(sem submers&o em solugdes) para secagem (nesta etapa eram feitas as imagens de
microscopia). Foi efetuado um total de quatro ciclos, totalizando 28 dias. A analise do
processo de cicatrizagao foi realizada por microscopia 6ptica, utilizando metodologia de
quantificacao desenvolvida pelo grupo (GARAY et al., 2021). O perfil da superficie ao
final do experimento foi obtido por perfilometria.
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3.5 Teste de degradagao de amido

A degradacao de amido foi analisada pela presenga de halos de degradagdo em
placas seguindo o modelo utilizado por (Urbanek et al. 2017). O experimento foi
realizado em meio LB amido agar. Pogos foram feitos no centro das placas, onde 100
ML de pré-inéculo foram aplicados, sendo usada solugdo NaCl 0,85% estéril como
controle. Apos 48 horas de incubagdo, foi adicionada solugdo de lugol (lodo 5% e
iodeto de potassio 10%) as placas, que em seguida foram escaneadas e avaliadas

qualitativamente para a presenca de halos de degradacéo.

3.6 Teste reducgao de nitrato

As linhagens de Bacillus spp foram inoculadas em meio nitrato e incubadas por
72 horas. Apdés incubacéao, os indculos foram testados para a presenca de nitrito com a
adicdo de 4 gotas de solugédo de acido sulfanilico (0,8% de acido acético glacial) e 4
gotas de solugao de dimetil-alfa-naftilamina (0,6% de &cido acético glacial). Em seguida
foram digitalizadas e avaliadas qualitativamente para a presenga de coloragao

avermelhada, indicando reducgao de nitrato a nitrito.

3.7 Testes de precipitagdo de Carbonato de Calcio (EPC)

Essa metodologia foi utilizada para avaliar MICP a partir de ureia como FCB e
amido como FCB, ambas com o emprego de nitrato de calcio como FCA. As solugdes
foram incubadas em plataforma rotatéria durante 24 horas a 200 rpm e 30°C. Para
separar as células do sal precipitado, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por
10 minutos a 20°C em tubos do tipo Falcon de 50ml, lavadas e centrifugadas duas
vezes com agua destilada. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi seco em
estufa a 37°C. Para analise da composi¢cao do material precipitado, apdés secagem em
estufa, o sedimento foi macerado com auxilio de cadinho e pistilo até formar um p6 fino
e homogéneo. O po resultante foi analisado por termogravimetria (TGA) para confirmar

a composicao dos cristais precipitados. Para quantificar o rendimento de cada amostra
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foram testadas duas metodologias: queima de matéria organica em mufla a 500°C, e
pesagem de peso seco antes e apos tratamento com solugdo acida. Nenhuma das
duas metodologias apresentou resultados satisfatérios. Alternativas sao apresentadas
em perspectivas. A quantificagao foi realizada de maneira visual arbitraria, atribuindo

valores entre 0 e 10 a quantidade de precipitado presente em cada amostra.

3.7.1 Teste precipitagcdo de carbonato de calcio em meio contendo ureia

Para o teste de precipitacdo de carbonato de calcio em meio contendo ureia
células de S. pasteurii foram adicionadas as solugdes: cloreto de sédio 0,85% e ureia
2%; e cloreto de sédio 0,85%, ureia 2% e nitrato de calcio 2,2%. Apds 48 horas foi

avaliada a presenca de precipitado.

3.7.2 Testes precipitacado de carbonato de calcio em meio contendo amido e nitrato de

calcio

Para teste de precipitacdo de carbonato de calcio em meio contendo amido,

células de SUB e AMY foram cultivadas de acordo com a Tabela 2.



Tabela 2: Condi¢goes experimentais EPC em meio contendo amido.
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Experimento 1
Amostra Composigao Ozr:gl:rrsf)d ©
1 Amido 0,5% + NaCl 0,9% 315
2 LB + Ca(NO;), 5% 914
3 Amido 0,5% + Ca(NO;), 5% + NaCl 0.1% 933
4 Amido 0,5% + Ca(NO;), 5% + NaCl 0.9% 1229
5 Lactato 0,5% + NaCl 0,9% 377
Experimento 2
Amostra Composicao pH observado
1 Amido 0,5% + NaCl 0,9% + Ca(NO;), 5% 7,3
2 Amido 0,5% + NaCl 0,9% + CaCl, 3% 7.4
3 Lactato 0,5% + NaCl 0,9% 8,4
Experimento 3
Amostra Composigao pH fixado
1 Amido 2% + NaCl 0,9% + Ca(NO;), 5% 7.4
2 Amido 2% + NaCl 0,9% + Ca(NOs;), 5%
3 Amido 1% + NaCl 0,9% + Ca(NO;), 5% Tris 100 mM 8.4
4 Amido 2% + NaCl 0,9% + CaCl, 3% ’
5 Lactato de calcio 0,5% + NaCl 0,9%

3.8 Planejamento fatorial fracionario 2** resolugdo VI com ponto central (FPC)

O Planejamento Fatorial Fracionario 2*' com ponto central (TEOFILO;

FERREIRA, 2006) foi utilizado para esse experimento. Foram consideradas as

variaveis pH, e concentragdes de amido, nitrato de calcio, e bactérias. As faixas de

teste foram realizadas de acordo com a Tabela 1. A quantificacao foi realizada apds 48

horas de incubagdo, de maneira visual arbitraria, atribuindo valores entre 0 e 10 a

quantidade de precipitado presente em cada amostra.

3.9 Experimento composto central (CCDE)

O Planejamento Fatorial de Composto Central - Modelo Quadratico Esférico com
3 Variaveis (TEOFILO; FERREIRA, 2006) e os resultados obtidos no FPC foram

utilizados para esse experimento. Foram consideradas as concentragdes de amido,
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nitrato de calcio e bactérias, com uso de 100 mM de Tris ajustado para pH 8,5. As
faixas de teste foram de acordo com a Tabela 3, todos os pontos foram feitos em
triplicatas, exceto o ponto central que foi feito em quintuplicata. A quantificacao foi
realizada apo6s 96 horas de incubacéo, de maneira visual arbitraria, atribuindo valores

entre 0 e 10 a quantidade de precipitado presente em cada amostra.

3.10 Termogravimetria

Realizada no instrumento TGA Q50 V6.7 Build 203, com moddulo TGA,
plataforma de platina, gas1: nitrogénio, gas2: ar, gas de balango: nitrogénio 40.0
ml/min, gas de amostra: nitrogénio 60.0 ml/min, rampa de aquecimento 40.00 °C/min to
1000.00 °C.
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4. RESULTADOS

4.1 Testes de metodologia de exposigao

A forma e o tempo de exposig¢ao de fissuras aos agentes cicatrizantes e a agua
influencia diretamente no processo de cicatrizacdo (DE ROOIJ et al., 2013). Em
trabalhos prévios, nosso grupo avaliou diferentes formas de exposi¢céo de fissuras, a
fim de delimitar os parametros ideais para os testes seguintes. Além disso, com maior
contato com a agua, cimento ndo hidratado presente na matriz cimenticia hidrata-se a
contribui para o fechamento de fissuras e aumento da resisténcia nas idades iniciais da
estrutura (WANG et al., 2019), o que é chamado de cicatrizagdo autégena - sem auxilio
de nenhum agente externo (ZIEGLER et al., 2020). Esse fenbmeno pode confundir-se
na avaliagdo do processo de cicatrizacdao autbnoma (emprego de agentes cicatrizantes
externos), pois os processos autbnomo e autdégeno podem ocorrer simultaneamente.
Para discriminar os dois processos foram utilizadas amostras controle para cada
condicdo de exposicdo - com adicdo de agentes cicatrizantes, exceto bactérias.
Observou-se que o fechamento das fissuras € mais acentuado naquelas amostras que
foram expostas a acdo de microrganismos (BS, BCU e BCM), no entanto, também
ocorreu o processo de cicatrizacdo das fissuras nos tratamentos CS e CC de forma
autégena (Figura 6). A condicdo em que se obteve os melhores resultados foi BS, onde
houve o fechamento da fissura por completo. As comparagdes apresentadas para cada
um dos tratamentos na Figura 6 referem-se as amostras imediatamente fissuradas

(inicial) e apds vinte e um dias (final).
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condigoes. CS: controle submerso; BS: bactérias submerso; CC: controle ciclos; BCU:

bactéria ciclo unico; BCM: bactéria ciclos multiplos. A analise aprofundada dos dados

nao foi disponibilizada pelo grupo.

4.2 Teste de concentracdo com ureia e lactato de calcio

O grupo de pesquisa também realizou testes de concentragdo com ureia e
lactato de calcio, continuando o processo de delimitagao dos parametros ideais para os
testes seguintes. Diferentes tipos de componentes sdo utilizados como agentes
cicatrizantes, dentre estes os mais utilizados sao lactato de calcio e ureia (DE BELIE;
WANG, 2016; JOSHI et al., 2017; MA et al., 2020; SON et al., 2018; ZHU et al., 2019).
A concentragdo dos agentes é um fator principal para o processo, uma vez que estes
serdo metabolizados pelas bactérias e o rendimento € totalmente dependente da
disponibilidade de substrato e boas condicbes de crescimento bacteriano, como a
osmolaridade da solugao. Além disso, os componentes podem ser separados em FCA
e FCB. Lactato de calcio apresenta a FCA e FCB na mesma molécula, ja a uréia é
somente FCB. Para avaliar se ha contribuicdo, as amostras contendo ureia e
Sporosarcina pasteurii ndo foram suplementadas com calcio, contendo apenas o calcio
proveniente da matriz.

Para avaliar as faixas ideais para o processo, trés concentragdes de lactato de
calcio e uréia foram testadas, com valores abrangendo o que ja é descrito na literatura.

Apos o ensaio todas as amostras contendo SUB apresentaram valores de cicatrizagao
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superiores ao controle (nutrientes sem bactérias) e controle agua (somente agua
destilada) (Figura 7). Os melhores resultados de SUB foram obtidos na concentragdo
de lactato de calcio igual a 0,5% (Figuras 7). As amostras de Sporosarcina pateurii nédo
apresentaram resultados satisfatérios, uma vez que os valores obtidos na presencga de
bactérias ndo apresentam fechamento da fissura (resultados obtidos demonstram que
as bactérias estariam aumentando a fissura) e ndo foi constatada a deposigao de
precipitados tanto nas fissuras como na superficie dos CPs (Figura 7). As imagens de
microscopia apresentadas referem-se somente a porgcdo denominada numero 4 (parte
central do corpo de prova) em cada uma das fissuras analisadas. A analise foi
realizada neste ponto pois € aquele no qual a espessura € média entre toda sua
extensdo (o0 ensaio para abertura da fissura confere espessura maior em uma das

extremidades e menor em outra).

Agua destilada Bacillus subtillis Sporosarcina pasteurii
Referéncia Lactato 0,5% Lactato 1,0% Lactato 1,5% Uréia 1,0% Uréia 2,0% Uréia 4,0%

Dia0 Dia 28 0 Diad
> S :

Dia0 Dia 28 Dia0

Contrale

Amostral

4

=

Figura 7: Analise qualitativa do fechamento das fissuras com diferentes

Amostra 2

concentragoes de lactato de calcio e uréia. Figura cedida pelo grupo de
bioautocicatrizagdo. A analise aprofundada dos dados n&o foi disponibilizada pelo

grupo.

4.3 Perfilometria

As fissuras e o processo de bioautocicatrizagdo sdo comumente avaliados em
escala macro (microscopia, quantificacbes de area fissurada, por exemplo) e a nivel
molecular (difracédo de raio x, termogravimetria, entre outros). Entretanto, dados sobre o

formato e relevo da fissura cicatrizada e seu processo de formacgao sao raros, e podem
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trazer novas perspectivas sobre esse fendbmeno. Realizou-se o ensaio de perfilometria,
que permite analisar a nivel micrométrico os relevos de uma superficie, com as
amostras que apresentaram os melhores valores de bioautocicatrizagao no teste de
concentracdo de lactato de calcio e de ureia. Com as imagens de perfilometria é
possivel observar a presenca de um mesmo perfil de comportamento em todas as
amostras de lactato 0,5%, que se caracteriza pela presenga de picos no local onde
antes havia a fissura. Em estagios iniciais da cicatrizagao se formam picos nas paredes
da fissura, que com o passar do tempo se tornam um pico Unico da superficie dos
corpos de prova (Figura 8; A, B e C). No controle é possivel observar deposigcao de
CaCO; propiciada pela autocicatrizagao autogena (Figura 8D), que se estende por toda
a superficie de maneira ndo ordenada ou focalizada, ndo sendo suficiente para fechar a
fissura por completo. Todavia nas amostras contendo uréia néo € possivel constatar a
deposicdao de CaCO;, com todas as amostras com fissuras ainda abertas (Figura 8; E e
F), comprovando que nas condigdes testadas para Sporosarcina pasteurii a mesma

nao demonstrou potencial bioautocicatrizante.

A 223.80 pm

167.92pm |
111.95pm
55.97pm

173.81pm

108.90 pm |
54.45um
opm |

0315 0.630 0.945 1.259 mm

299.05 ym

13036 um 224.29 ym

266,98 pm

86.91ym |

43.45pm

0315 0,630 0,945 1.259 mm 0.315 0630 0545 1.259 mm

Figura 8: Perfis da superficie de fissura das amostras do teste de concentragao
com ureia e lactato de calcio. A e B: estagios intermediarios de seu fechamento em
duas amostras distintas de lactato 0,5%; C: estagio final do fechamento de amostra
com lactato 0,5%; D: controle lactato 0,5%; E e F: fissuras de amostras com ureia 2%.

Todas as imagens sao apos o final do periodo de tratamento.

217.80 pm 28021 ym
163.35 ym c Y 179.41pm
110.60 ym

59.80 ym

149.53 pm |
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4.4 Teste precipitagdo de carbonato de calcio em meio contendo ureia e nitrato de
calcio

Uma vez que os resultados obtidos para S. pasteurii no teste de concentragao
de lactato de calcio e de ureia mostram que somente o calcio da matriz ndo é
suficiente, foi testada a capacidade de precipitacdo de carbonato de calcio em meios
de cultivo liquido contendo somente uréia, uréia e nitrato de calcio, e comparando com
cultivo contendo lactato de calcio. Como esperado, amostras somente com ureia nao
formaram precipitado pois ndo havia calcio em solugéo. No cultivo de ureia e nitrato de
calcio obteve-se precipitado em quantidades superiores as obtidas com lactato de

calcio. Os cristais formados s&o apresentados na Figura 9.

Figura 9: Microscopia dos cristais formados por Sporosarcina pasteurii na

condigcao de ureia 2% e nitrato de calcio.
4.5 Teste degradacao de amido

Para comprovar que as cepas de Bacillus spp utilizadas tém potencial
amilolitico, foi realizado teste de degradagdo de amido em meio sdlido. As placas de
ambas bactérias tém presenca de halos claros (halos de degradacéao), indicando seu

potencial de degradac&o de amido (Figura 10).



32

Controle B. amyloliguefaciens B. subtilis

Coldnias

Lugol

Figura 10: Placas de meio sélido LB amido ap6s 48 horas de cultivo. A presenga

de halos nas imagens com lugol ¢ indicativo de degradacédo de amido.
4.6 Teste reducgao de nitrato

Para comprovar que as cepas de Bacillus spp utilizadas tém potencial de
conversao de nitrato a nitrito, foi realizado teste de degradacédo de nitrato em meio
liquido. Na auséncia de nitrito a solugdo se mantém incolor ou amarelada. Ha mudancga
de cor para vermelho na presenca de nitrito, indicando conversao de nitrato a nitrito. Os

resultados obtidos neste ensaio sdo apresentados na Figura 11.

Cﬂtrile- B. amyloliguefaciens B. sublilis

Agua destilada + - . . .
:ultivo Bacteriano - + + + +
Mitrato de calcio + - - - -
Reagentes + - + - +

Figura 11: Tubos eppendorf contendo solugoes testadas para presencga de nitrito.

Coloracao avermelhada indica conversao de nitrato a nitrito.
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4.7 Testes precipitagdo de carbonato em meio contendo amido e nitrato de calcio

Apods confirmar a capacidade de degradagdo de amido e nitrato de calcio de
AMY e SUB, foi testada sua capacidade de precipitagdo de carbonato de calcio. No
primeiro ensaio, avaliado apds 24 horas de incubacédo, a osmotolerancia de AMY e
SUB foi testada (Tabela 2 e Figura 12). Solugdes contendo LB com nitrato de calcio 5%
(Figura 12, coluna 2) e lactato 0,5% (Figura 12, coluna 5) serviram como controle
positivo para o crescimento das bactérias e MICP, respectivamente. Solugao de amido
0,5% e NaCl 0,9% (Figura 12, coluna 1) foi o controle negativo para MICP. Altas
osmolaridades foram testadas com amido 0,5%, nitrato de calcio 5% e NaCl 0,1% e
0,9% (Figura 12, colunas 3 e 4, respectivamente). Apos incubacgéo, houve precipitagao
somente nas solugdes contendo meio LB com nitrato de calcio 5% para ambos os
microrganismos, assim como nos meios contendo amido e nitrato de calcio, e lactato
de calcio, porém AMY apresenta maiores quantidades de precipitagdo se comparado
ao SUB. Os controles negativos ndo apresentaram precipitado, porém o controle
positivo de lactato de calcio formou pouco ou quase nenhum precipitado. Isso é

indicativo de que nao houve tempo o suficiente para que MICP ocorresse.

B. amyloliqguefaciens

B. subtilis

Figura 12: Base dos frascos erlenmeyer avaliados apés 24 horas de cultivo. As
colunas s&o: 1 - controle negativo; 2 e 5 - controles positivos; 3 e 4 - solugdes teste.

Consulte a Tabela 2 para descrigdo completa da composicao das solugdes.
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No segundo ensaio, avaliado apés 48 horas de incubacao, foram comparados os
potenciais de MICP de cloreto de calcio e nitrato de calcio (Tabela 2 e Figura 13). As
solugbes de controle negativo, sem adicdo de bactérias (Figura 13, linha 1) n&o
apresentaram precipitacdo. No controle positivo com lactato de calcio 0,5% houve
precipitacdo em quantidades superiores a mesma condigdo avaliada em 24 horas
(Figura 12, coluna 5). Para as solug¢des teste (Figura 13, colunas 1 e 2) houve
degradagdo de amido para ambas as condi¢des, indicando que as bactérias se
desenvolveram. Todavia, houve precipitagcdo somente na presencga de nitrato de calcio,
e nao na presenca de cloreto de calcio. O pH das solugbes foi avaliado apés o periodo

de incubacgao e sao apresentados na Tabela 2.

B. amyloliqguefaciens Controle

B. subtilis

Figura 13: Base dos frascos erlenmeyer avaliados apés 48 horas de cultivo. As
colunas séo: 1 e 2 - solucdes teste; 3 - controles positivos. Consulte a Tabela 2 para

descricado completa da composicéo das solucgoes.
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No terceiro experimento, avaliado apdés 48 horas e com controle de pH, foram
testadas duas concentra¢cdes de amido (1% e 2%), com pH de 7,4 e 8,4. As maiores
precipitacdes ocorreram para as amostras contendo SUB, com amido 1% em pH 8,4
como a maxima (Figura 14, coluna 3 - B. subtilis). Nao houve precipitacdo de carbonato
de calcio nem degradacao de amido para amostras contendo cloreto de calcio, e nas

amostras de AMY em pH 8,4 (Figura 14, coluna 4 e 2-4, respectivamente).

B. amyloliquefaciens Controle

B. subtilis

Figura 14: Base dos frascos erlenmeyer avaliados apoés 48 horas de cultivo. As

colunas sdo: 1 a 4 - solucdes teste; 5 - controles positivos. Consulte a Tabela 2 para

descricado completa da composicéo das solugdes.

4.8 Termogravimetria

Para confirmar se o precipitado observado em todos os testes de precipitagao &
composto por carbonato de calcio, foi realizada termogravimetria do precipitado (Figura
15). O resultado de termogravimetria apresenta perfil de perda de massa usualmente
atribuido a CaCOg;, com inicio de perda de massa proximo aos 700°C, indo até 900°C,

devido a decomposicao térmica do sal a CaO, liberando CO,. A relacdo de massa de
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carbonato presente na amostra é de cerca de 99%, mostrando que o precipitado

formado com o processo € somente de carbonato de calcio.

100-
o
90 1 {04 %
£ S
o 80 ®
b4 ©
8 {02 =
= 70 —— Massa (%) 2

..... i 0,
60 4 Deriv. Massa (%) &
S 10,0
50

0 200 400 600 800 1000
Temperatura (°C)

Figura 15: Curvas de perda de massa geradas por ensaio de termogravimetria

4.9 Experimento fatorial fracionario ponto central

O experimento fatorial fracionario € essencial para definir os parametros que
serao utilizados no experimento composto central completo, uma vez que indica todas
as variaveis relevantes para o processo e suas influéncias. O planejamento realizado e
os resultados obtidos estao dispostos na Tabela 3.

De acordo com os resultados, expostos na Tabela 4, todas as variaveis
analisadas sao significativas (a < 0,05). Apresentam efeitos positivos - 0 aumento dos
seus valores tem efeito positivo no processo - as variaveis pH e concentragao de
bactérias. Com efeitos negativos, as variaveis amido e nitrato de calcio, e também as

interagdes entre pH e amido, pH e nitrato de calcio, pH e bactérias.



Tabela 3: Desenho experimental e resultados obtidos do FPC

Ensaios pH Amido (%) Ca(NO;),(%) (I(?;(gi[:?ril)
y 8 0,5 8 6
2 9 0,5 8 8
3 8 15 8 8
4 9 1,5 8 6
5 8 0,5 12 8
6 9 0,5 12 6
7 8 15 12 6
8 9 15 12 8
pc1 8,5 1 10 /
pc2 8,5 1 10 /
pc3 8,5 1 10 7

Média - pc

Variancia - pc
Desvio padrao - pc
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Resultados

(AU)
3
10

- O O o O

10
9,5
10

9,8333
0,0833
0,2887

Tabela 4: Analise estatistica dos resultados obtidos com FPC. SG

indica as

variaveis significativas a partir de Teste t; Efeitos sdo os efeitos obtidos para cada

variavel ou interagéo entre variaveis; Erros séo os erros dos efeitos calculados; t sdo os

valores de t calculados no Teste t; numeros dos confundidos de 1-4 equivalem

respectivamente as variaveis pH, Amido, Ca(NO;),, e Bactérias; a cor azul indica os

confundidos significativos.

Efeitos Erros t(2) p Confundidos

SG Média 6136 * 0.087 70.501 0.000
SG pH 1500 * 0.204 7.348  0.018 1 234
SG Amido -2.500 * 0.204 12.247  0.007 2 134
SG Ca(N03)2 -3.500 * 0.204 17.146 0.003 3 124
SG  Bactérias 2500 * 0.204 12.247  0.007 4 123
SG pH'Amido -1.500 % 0.204 7.348  0.018 12 34
SG pH«Ca(NO3)2 -1.500 * 0.204 7.348  0.018 13 24
SG pH+Bactérias -2.500 * 0.204 12.247  0.007 14 23

Nivel de significancia a: 0.050



4.10 Experimento composto central quadratico esférico (CCDE)
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Com base nos resultados obtidos com o planejamento fatorial fracionario foram

definidas as variaveis e intervalos a serem testados no Planejamento Composto

Central - Modelo Quadratico Esférico com 3 Variaveis (Tabela 5). A cobertura e a

resolucdo do CCDE sao muito superiores ao FPC, pela presenca de mais pontos e sua

disposigao (Figura 16).

Tabela 5: Variaveis e intervalos escolhidos para o CCDE Niveis de -1,68 a 1,68 sao

os valores codificados dos pontos avaliados para cada variavel, sendo 0 o ponto

central. Os valores ndo codificados de cada variavel sdo equivalentes aos pontos

codificados.
Variaveis Niveis
-1,68179 -1 0 1 1,68179
Amido 0,16 0,5 1 1,5 1,84
Ca(NO3)2 6,64 10 12 13,36
[Bactérias] 532 7 B 8,68
(0,0, 0)
b) |
(-1,1,1) : (l'.l'”
¢1-1,1) ;(1,-1,1)
; (D:.u.ﬂ)
000): ¥ 13
- C000)gm = === = Ot mm——— =>u (0,0,0)
3 o, - :2)’ -7
/ﬁfly 1):
. I kel il (L1:1)
- I
11,1 (el
¥ l
0,0, - a)

Figura 16: Esquema da posi¢cdo dos pontos avaliados no CCDE a=1.682. (e)

planejamento fatorial, (1) pontos axiais e (o) ponto central. Adaptado de (TEOFILO;

FERREIRA, 2006)


https://sciwheel.com/work/citation?ids=12285258&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12285258&pre=&suf=&sa=0
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As quantidades de carbonato de calcio formadas nas amostras classificadas
como rendimento maximo observado (10 UA) foram muito superiores em comparagao
aos resultados dos testes anteriores (Figura 18, A e B), além dos cristais serem muito
maiores que os formados anteriormente (Figuras 5 e 18C). A partir dos resultados
observados foi gerada a equacgao que descreve o comportamento do processo, com
base nos efeitos calculados. Os valores estimados por essa equagao sao apresentados

na Tabela 6. Todos os valores estimados se aproximam muito dos observados.

Tabela 6: Planejamento completo decodificado do CCDE, resultados observados

e estimados

Planejamento Observado Estimado
Ensaic Amido Ca(NO3)2 [Bactérias] y ¥

1 05 8 6 55 6,17012
2 15 8 6 6,8333 6,51291
) 05 12 6 9 9,13683
4 15 12 6 78333 8,31311
5 05 8 8 4 1666 41739
6 15 8 8 5,1666 551689
7 05 12 8 7333 8,14051
8 15 12 8 85 8,31699
9 0,16 10 7 95 877053
10 1,64 10 7 9,1666 9,20718
11 1 6,64 7 3,8333 3,64756
12 1 13,36 7 9 8,49685
13 1 10 532 7666 732623
14 1 10 8,68 6 5,65088
15 1 10 7 95 9,62364
16 1 10 7 95 9,62364
17 1 10 7 95 962364
18 1 10 7 95 9,62364
19 1 10 7 10 9,62364
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A correlagdo entre os valores observados e estimados (Figura 17) apresenta R®
de 0,959, indicando que a equacao do processo € adequada para descrever seu

comportamento.

Observados vs. Estimados

@ = 0959+ 0,319 R? = 0.959
10 -
/
9 -
.
B .

/] //

*N

Estimados
[9)]
1

Observados

Figura 17: Correlagao entre valores observados e estimados do CCDE.

Figura 18: Resultados do CCDE no ponto central apés 96 horas de cultivo. A e B:
amostras classificadas como rendimento maximo observado; C: zoom dos cristais

produzidos pela amostra em A.

A equacao foi elaborada a partir do modelo quadratico, e validada pela analise
da regresséao e formula de ajuste (ambas com p < 0,05), com os resultados completos

da analise dispostos na Tabela 7.
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Tabela 7: Analise de variancia do modelo quadratico gerado a partir dos

resultados obtidos no CCDE FV: fatores de varidncia; SQ: soma quadratica; SQ:

somas dos quadrados; NGL: numero de graus de liberdade; MQ: médias dos

quadrados; SG: significativo; p: valor de p.

Analize de Varidncia - Modelo Quadratico

FV sQ nGL MQ Feak. p
Regressdo 67,2039 9 74671 234116 SG 3,35E-05
Residuos 287054 9 03189
F.Ajuste 257054 5 05341 10,6821 SG 001978
Erro Puro 02 4 0,05
Total 700745 18

Y variagdo explicada
U méx. de variacdo explicavel

95,90
99,71

A analise estatistica dos coeficientes mostrou que todas as variaveis escolhidas

sao significativas, exceto a concentracdo de amido.

Tabela 8: Analise estatistica dos resultados obtidos com o CCDE e coeficientes

calculados

SG

5G
5G
SG
SG
5G
5G
SG
SG

Coeficientes Erro  t(4) P
b, 9623 =+ 0100 96350 0,0000
b, 01298 0,061 2145  0,0985
b, 14417 0061 23827  0,0000
b, 0498 0,061 8232 00012
b, 0224 0,061 3708 00207
b, 1256 0061 20746 00000
b, 1,108 0061 18314  0,0001
b, w0202 = 0079 3689 00210
b, 02501 = 0079 3163 0,0341
b, 025 =+ 0079 3,162 0,0341

Nivel de significéncia (a) 0,05 =
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Os coeficientes utilizados na equacéao sao diferentes dos coeficientes analisados

na tabela 8, e sdo utilizados para descrever a superficie de resposta com o calculo de
Esses coeficientes sao

valores estimados para a interacdo de cada variavel.

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Coeficientes da equagao (calculados).
Coeficientes

b1, bys b,s
0,5 0,12

bO b1 b2 b3 b11 b22 b33
-71,63 | 1,47 6,42 | 13,27 | -0,9 | -0,31 | -1,11 | -0,29
Com a equacéo do processo, foram gerados trés graficos (Figuras 19-21), onde

cada um permite a analise da interagcédo entre duas das trés variaveis avaliadas (amido,

nitrato de calcio e bactérias).

icio (U, A. )

Carbonato ge ¢4

Figura 19: Superficie de resposta para precipitagcao de carbonato das interagoes
entre nitrato de calcio e concentragao de bactérias, com valor de amido fixado

para o ponto de maximo rendimento obtido a partir da equagao.
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10.08
9.715
9.350
8.985

8.620

8.255

7.890

m 7.525

7.160

6.795

6.430

Figura 20: Superficie de resposta para precipitagao de carbonato de calcio das
interagdes entre nitrato de calcio e amido, com valor de bactérias fixado para o

ponto de maximo rendimento obtido a partir da equagao.

10.07
9.872
9.674
9.476
9.278
9.080
8.882
8.684
8.486

8.288

8.090

b
d N
700

Figura 21: Superficie de resposta para precipitacao de carbonato de calcio das
interagoes entre concentragciao de bactérias e amido, com valor de nitrato de

calcio fixado para o ponto de maximo rendimento obtido a partir da equagao.
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Em analise de Pareto avaliando os efeitos de cada variavel e suas interacées no
processo (Figura 18), as mais significativas foram bactérias, nitrato de calcio, interacao
entre nitrato de calcio e bactérias, e amido (listadas em ordem decrescente de acordo
com seus valores de efeito padronizado). As interagdes entre as trés variaveis, amido e
nitrato de calcio e amido e concentragédo de bactérias ndo sao significativas para o

processo.

Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados
resposta Caco3, alpha = 0.5

Term

Factor Mame
A Amido
B CaMo3
C [Bac]

ABC

AC

AB

1
1
1
1
1
1
|
1
1
1
1
1
|
1
1
i

2

4 6 8 10 2 14
Standardized Effect

Figura 22: Teste de pareto para avaliar o efeito de cada variavel e interagdo no

processo
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5. DISCUSSAO

No processo de cicatrizagdo de fissuras em matriz cimenticia, diversos fatores
influenciam seu rendimento, sendo eles o tempo de contato com agua, a concentragao
de substratos, o tamanho da fissura, e o tempo de cicatrizagao avaliado.

O tempo de contato com a agua é relevante pois no fenébmeno de cicatrizagéo, e
principalmente na bioautocicatrizagdo, a agua é essencial para o processo de formagao
dos produtos de cicatrizacdo, pois € meio para que as bactérias se desenvolvam,
metabolizando os substratos e gerando os produtos necessarios para a precipitagao de
carbonato de calcio. No teste comparativo de metodologias de exposi¢céo das fissuras
aos agentes cicatrizantes essa influéncia se evidencia ao compararmos as amostras
tratadas dos ciclos com a condigdo submersa (Figura 6). Os melhores resultados s&o
observados para as amostras que tiveram o maior tempo de contato com a agua - e,
por conseguinte, também com os agentes cicatrizantes. A metodologia de submerséo é
amplamente adotada em outros estudos de bioautocicatrizagdo (HIZAMI ABDULLAH;
HARMIZA ABDULLAH; TOMPANG, 2018; MA et al., 2020), com resultados que vao de
acordo com os encontrados neste estudo. A partir desses resultados, a condi¢gao de
submersao foi adotada para os experimentos subsequentes.

A concentracdo de substratos influencia o processo por dois motivos: é fator
limitante da quantidade de precipitado que pode ser formado; e a osmolaridade da
solugdo pode dificultar o crescimento bacteriano. Quanto maior a concentragao de
substrato para que ocorra a reagao, mais produto pode ser formado (XU et al., 2015).
Entretanto, quanto mais solutos ha em uma solugdo maior sera sua osmolaridade,
quanto maior a osmolaridade mais dificil se torna o crescimento bacteriano, e quanto
menos bactérias menor o rendimento do processo de cicatrizagdo. Tendo em vista o
comportamento inversamente proporcional dessas variaveis, € imprescindivel encontrar
o valor (ou intervalo de valores) em que a concentragdo de substrato e osmolaridade
sejam ideais, gerando os maiores valores de precipitagdo possiveis. Outro fator
importante sdo as concentracbes relativas dos reagentes da reacgdo, classificados
como FCA e FCB. As quantidades desses reagentes devem se aproximar em numero

de mol, pois a reagdo s6 ocorre até o consumo completo do reagente limitante. A


https://sciwheel.com/work/citation?ids=10286266,12847373&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10286266,12847373&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12847387&pre=&suf=&sa=0
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avaliacdo da concentracdo mais adequada para a cicatrizagcdo utilizando lactato de
calcio e ureia foi feita com intervalos escolhidos a partir de valores ja descritos na
literatura (DE BELIE; WANG, 2016; SCHLANGEN; JONKERS, 2008; ZHU et al., 2019).

Para lactato, a concentragao de 0,5% foi a melhor. Para ureia, a concentragao
foi de 2% (Figura 7). Entretanto, ao contrario de lactato em que os tratados apresentam
valores visivelmente diferentes dos controles, ureia tem valores muito préximos aos
controles e até inferiores, evidenciando que a condicdo de exposic¢ao utilizada nao é
capaz de cicatrizar fissuras. Isso se explica com base em dois pontos: o primeiro é de
que o calcio disponivel para o processo provinha somente da matriz cimenticia, e esse
nao é suficiente para que ocorra a deposi¢ao de carbonato de calcio; o segundo € que
a metabolizagdo de ureia gera amdnia e acido carbdnico como subprodutos, que séo
nocivos e degradam a matriz. Porém, amostras controle sem agentes cicatrizantes
apresentam autocicatrizagdo autégena, mesmo que em pequenas quantidades. Entao
os resultados obtidos para amostras contendo ureia se explicam pelo fato da
concentracdo de acido carbdnico ser muito superior a concentragao de calcio soluvel
disponibilizado pela matriz, que apesar de ser um composto essencial para MICP,
acaba acidificando o meio, o que nao s6 impede a precipitacdo como corréi a matriz.
Essa corrosdo se torna ainda mais evidente ao se analisar as imagens de perfilometria
da amostra de ureia 2%, que apesar de apresentar os melhores resultados dentre as
concentragbes testadas, ficou muito aquém do esperado, com fissuras largas e sem
apresentar nenhum indicativo de deposi¢cao de carbonato de calcio na superficie da
amostra.

Nas perfilometrias de lactato 0,5% (Figura 8, A-D) é possivel observar a
deposicado de carbonato de calcio tanto no controle como nos tratados, na superficie e
regiao fissurada. Também ¢é observado um comportamento que se repete para
diferentes porg¢des da fissura em todas as amostras de lactato: a deposi¢cao de lactato
de calcio é muito mais acentuada nas bordas da fissura e sua regido interna do que na
superficie da amostra. Essa deposigdao segue um padrao particular, que se caracteriza
pelo surgimento de pequenos picos na regido de borda da fissura nos estagios iniciais
de fechamento, que seguem aumentando em diregdo a borda oposta até se unirem,

apos a uniao dos dois picos ha um vale que acompanha o desenho de onde antes jazia
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a fissura - no qual seus pontos mais baixos sdo mais altos que a superficie da amostra,
mostrando que a fissura ja esta completamente cicatrizada - (Figura 8, A e B), e por fim
o vale é preenchido, unindo os picos que se tornam um sé (Figura 8C). Esse
comportamento € explicado pelas caracteristicas do processo de cristalizagdo de um
sal. Esse processo, na industria, € separado em varias etapas, mas as duas etapas
iniciais (nucleagao e crescimento) sao as etapas que fazem parte da MICP em fissuras
em matriz cimenticia. Para a nucleagcdo €& necessario criar condicbes para que as
moléculas se aproximem e deem origem ao cristal. A supersaturagdo do sal na mistura
liquida o torna instavel, pela existéncia de uma concentragdo superior ao limite de
solubilidade, fazendo com que se aproximem e iniciem a precipitacdo. A precipitacao é
facilitada quando na presenga de agentes de nucleagéo, que podem ser superficies e
também pequenos cristais ja formados em solugdo ou em superficie, chamada de
nucleacao primaria. Uma vez formados os primeiros cristais, seus fragmentos podem
se tornar novos nucleos, gerando nucleacéo secundaria (JANCIC; GROOTSCHOLTEN,
1984). A fissura € um hotspot para a nucleagao, possuindo muita area de superficie em
suas faces internas e tendo pequenos volumes de agua em seu interior. Mudangas de
concentracao dos produtos formados a partir da metabolizacao das FCA e FCB pelas
bactérias sdo muito mais acentuadas no interior da fissura do que no restante da
solugédo, uma vez que a agua livre neste espaco € limitada, a solugao esta em repouso
e a difusdo dos sais € lenta, sendo um nucleo de supersaturacéo. Essa caracteristica é
evidenciada pela deposi¢cdo acentuada nas bordas e interior das fissuras, observados
na perfilometria. Uma vez formado o nucleo, o cristal comega a crescer, iniciando a
etapa de crescimento do cristal. A velocidade de crescimento dos cristais depende
diretamente do nivel de supersaturacdo, que quanto mais elevado for, maior a
velocidade de nucleagcdo. Quando a velocidade de nucleagéo é alta, muitos nucleos
sdo formados simultaneamente (JANCIC; GROOTSCHOLTEN, 1984). Dentro da
fissura o nivel de supersaturacédo € elevado, levando a formacgao de diversos nucleos
ao longo de toda sua extensdo (Figura 8, A e B). Conforme os cristais crescem, se
unem com os cristais vizinhos, formando os picos observados. As paredes internas se
aproximam fazendo com que a quantidade de agua diminua cada vez mais, acelerando

o processo. O processo de crescimento segue somente até o fechamento do vale, pois
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a partir do momento que ndo ha mais uma fenda, as caracteristicas do interior da
fissura deixam de existir, € 0 processo se torna muito mais lento.

Com base nos resultados obtidos nos experimentos de metodologia de
exposi¢cao e de concentragao, foi desenvolvido o teste de precipitagao de carbonato de
calcio - protocolo para avaliar a precipitagdo de carbonato de calcio a partir de
diferentes FCA e FCB em cultivo liquido. A metodologia foi validada com analise de
termogravimetria, que indicou que os cristais formados de fato eram compostos por
carbonato de calcio (Figura 15). Para confirmar que o comportamento observado na
condicao de ureia no teste de concentracao € decorrente da concentragao insuficiente
de calcio disponibilizada pela matriz cimenticia, foi testada a precipitacdo de carbonato
de calcio em meio contendo ureia 2%, com e sem adicdo de nitrato de calcio como
fonte de calcio. Como esperado, houve formagao de cristais somente na condigédo
contendo nitrato de calcio, apresentados na Figura 9, confirmando que o processo
ocorre somente na presenca de calcio suficiente e de acordo com (XU et al., 2015).

Antes de realizar o teste de precipitagdo de carbonato de calcio com amido e
nitrato de calcio, o potencial de metabolizacdo destes compostos por SUB e AMY foi
avaliado. No teste de degradacdo amido, ambas as bactérias produziram halos de
degradacéao, confirmando seu potencial amilolitico. No teste de redugao de nitrato, os
dois microrganismos apresentaram coloracdo avermelhada na solugdo teste,
confirmando que nitrato foi convertido a nitrito.

Para iniciar os testes de precipitacdo de carbonato de calcio com amido e nitrato
de calcio, a osmotoleréncia de AMY e SUB foi testada (Tabela 2, Figura 9). Houve
precipitacdo nos controles positivos (LB, coluna 2; Lactato de calcio, coluna 5),
confirmando que assim como SUB, AMY também é capaz de realizar MICP. As
solugbes contendo a FCA e FCB (colunas 3 e 4) também apresentaram MICP,
indicando potencial para serem usados na bioautocicatrizagdo. A precipitacdo de
lactato de calcio foi muito baixa, sendo indicativo de que 24 horas n&o sao suficientes
para que MICP ocorresse por completo.

No segundo experimento, foram comparados os potenciais de MICP de cloreto
de calcio e nitrato de calcio apds 48 horas (Tabela 2 e Figura 9). A precipitagéo de

carbonato de calcio ocorreu somente na condicdo com nitrato de calcio, demonstrando
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que seu potencial para MICP é maior que o do cloreto de calcio. Isso se explica pelo
nitrato de calcio ser uma FCA e FCB, enquanto o cloreto de calcio € somente FCA. O
pH final das solugdes teste (Figura 9, colunas 1 e 2) eram neutros (Tabela 2), enquanto
a solugao de lactato de calcio era alcalina. A maior precipitagdo na solugao contendo
lactato, comparada as solugdes teste, se explica pelo seu pH, no qual a solubilidade do
carbonato de calcio € menor (Figura 2).

No terceiro experimento de precipitacdo de carbonato de calcio, foram testadas
duas concentragcbes de amido (1% e 2%), com pH de 7,4 e 8,4. A partir dos resultados
obtidos nos testes com amido 0,5% a 2%, foi constatado que altas concentracdes de
amido sado prejudiciais para MICP, sendo uma concentracdo proxima a 1% a mais
adequada. O pH de 8,4 foi o que apresentou a maior MICP, porém somente SUB
conseguiu se desenvolver nesse pH, indicando que AMY nao tem tolerancia a pH
alcalino, confirmando o comportamento observado por (GLOVER; MADILO;
TERLABIE, 2018) (Figura 4). Esses resultados se aproximam dos comportamentos
apresentados nas figuras 2 e 3. Com base nos resultados obtidos nos trés
experimentos de precipitagdo de carbonato de calcio, SUB na condi¢do de amido 1%,
pH 8,5 e nitrato de calcio 7% foi escolhida como ponto central no FPC.

O FPC foi essencial para a correta delimitacdo experimental do CCDE, uma vez
que indicou todas as variaveis relevantes para o processo e suas influéncias. Nele
foram avaliadas as variaveis pH, e concentracbes de amido, nitrato de calcio e
bactérias. A partir da analise estatistica dos resultados foi constatado que todas as
variaveis escolhidas s&o significativas para MICP com amido e nitrato de calcio,
corroborando com o observado nos EPC (Tabela 4). O aumento do pH tem efeito
negativo para as bactérias, ndo havendo um bom crescimento em pH 9. Por outro lado,
pH 7,5 também nao é bom para o processo, pois a MICP ¢ dificultada. Portanto, o pH
8,5 utilizado como ponto central € o mais adequado para que o processo ocorra. O
FPC possui pontos escolhidos de maneira a cobrir de maneira homogénea todo o
processo,porém seu numero € reduzido e por isso ndo apresenta alta resolugao dos
efeitos e suas interagcbes, havendo efeitos confundidos. Quanto aos efeitos
confundidos, eles demonstram quais interacdes seriam equivalentes ao efeito avaliado,

por exemplo, as interagcbes entre as variaveis 234 se confundem com variavel 1, e 0
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valor calculado para o efeito de 1 é equivalente para o efeito da interagcao entre as
variaveis 234. Neste experimento todos os confundidos se mostram significativos.

O CCDE foi executado em pH 8,5 com as variaveis concentracées de amido,
nitrato de calcio e bactérias (Tabela 5). As quantidades de carbonato de calcio
formadas foram muito superiores em comparagao aos resultados dos testes anteriores
(Figura 18, A e B), além dos cristais serem muito maiores que os formados
anteriormente (Figuras 5 e 18C). O aumento da quantidade e do tamanho dos cristais
se deve a dois fatores: (a) condicao de alta metabolizagdo bacteriana, aumentando
rapidamente a quantidade de carbonato em solugdo, propiciando a formacao de
multiplos pontos de nucleagdo; (b) avaliagcdo por um periodo mais longo (96 horas),
dando mais tempo para que o processo de crescimento ocorra. A partir dos resultados
observados foi gerada a equagao que descreve o comportamento do processo, com
base nos efeitos calculados. A correlacdo entre os valores observados e estimados
(Figura 17) apresenta R? de 0,959, indicando que a equag&o do processo é adequada
para descrever seu comportamento. A equacao € elaborada a partir de um modelo
quadratico, que também foi validado (com p < 0,05 para a regressédo e férmula de
ajuste), explicando 95,9% de variagcao de 99,7% explicavel.

A partir da analise estatistica dos coeficientes calculados foi constatado que
todas as variaveis escolhidas sdo significativas, exceto a concentragdo de amido. Isso
pode ser explicado pelo fato de que apenas uma parcela do amido presente em
solucao foi degradado, podendo ainda gerar mais MICP. A degradacao incompleta do
amido pode ter duas causas: uma delas seria a perda de viabilidade das bactérias; a
segunda, o processo de degradagao ser lento e a avaliagdo estar sendo feita antes do

tempo adequado.
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Foram encontrados os coeficientes de cada variavel e interacdo (Tabela 9), os
quais compdéem a equacdo do processo de MICP com amido e nitrato de calcio,

apresentada abaixo:

Amido

MICP (o) =

— 71,63 + 1,47A + 13,27B + 6,42C — 0,94° — 1,11B° — 0,31C" + 0,54B — 0,294C + 0,12BC [2]

Na equacao, as letras representam os valores de: A - Amido (m/v); B - Bactérias
(log CFU/mI); C - Nitrato de calcio (m/v).

Foi feita analise de Pareto avaliando os efeitos de cada variavel e suas
interagdes no processo (Figura 18), onde as mais significativas (a = 0,5) foram
bactérias, nitrato de calcio, interacdo entre nitrato de calcio e bactérias, e amido
(listadas em ordem decrescente de acordo com seus valores de efeito padronizado). A
concentracido de bactérias € a variavel com maior peso para o processo visto que estas
sdo as catalisadoras da reacdo, e sua presenca e quantidade afeta diretamente e
drasticamente o processo. A concentracdo de nitrato de calcio, assim como a
concentracdo de amido quando altas s&o toxicas para as células bacterianas,
impedindo o processo de MICP; e concentragdes baixas diminuem o rendimento do
processo. Como as concentragcdes escolhidas para testar e gerar a equagao beiram os
valores maximos suportados pelas bactérias, o peso de cada uma destas variaveis é
proveniente de sua toxicidade, sendo o peso de nitrato de calcio maior por este
apresentar maior toxicidade. Além disso, como observado em todos os experimentos
contendo amido a turbidez e coloracdo esbranquicada do meio se mantém alta nos
tempos finais avaliados, indicando que boa parte do amido ndo foi degradado. A
degradacao parcial do amido adicionado explica sua baixa influéncia no processo
evidenciada pelo grafico de pareto.

Fazendo uso da equacéo, foram gerados graficos de superficie de resposta. Nos
graficos, a superficie € o rendimento da MICP pela combinagéo das concentragdes de
amido, nitrato de calcio e bactérias. Cada grafico apresenta a interagdo entre duas
variaveis, com a terceira fixada no valor do ponto calculado como rendimento maximo
(amido 0,9%, nitrato de calcio 11,2%, bactérias 6,8 log CFU/ml, gerando 10,08 UA de

carbonato de calcio). Todos os trés graficos de superficie de resposta apresentam as
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regides de maximo rendimento/maxima resposta, demonstrando que os intervalos
escolhidos foram adequados para o estudo do processo.

Nos graficos, a disposi¢cao dos picos de maximo rendimento é explicada pelos
valores dos coeficientes dessas duas variaveis presentes na equacgao do processo. A
razao entre o efeito individual e o efeito da variavel sobre ela mesma determinara o
quéo rapido os valores de resposta se alterardo com a variacdo da variavel, onde
quanto menor for essa razdo, mais rapido os valores de resposta mudarao. A interacao
entre uma variavel de razado alta e uma de razéo baixa faz com que o grafico fique
achatado no eixo com maior razdo, como na interacdo entre nitrato e amido, e
bactérias e amido (Figuras 16 e 17). A posigdo do pico depende principalmente dos
intervalos escolhidos para cada variavel - quanto mais ao centro, melhor foi a escolha
dos intervalos na avaliagao da interacido entre as duas variaveis.

No primeiro grafico (Figura 15), a interacdo entre nitrato de caélcio e
concentracdo de bactérias formou o pico de resposta nos valores centrais mais baixos
de nitrato (9% a 11%), porém deslocado para os maiores valores de bactérias (7,2 a 8
log CFU/mI) - se comparados aos valores de maxima calculados a partir da equagao,
nitrato de calcio 11,2%, bactérias 6,8 log CFU/mI. Isso indica que concentracbes de
nitrato menores e de bactérias maiores sdo necessarias para se ter melhor rendimento,
indo de acordo com o observado nos resultados do FPC e tabelas do CCDE, onde
concentragbes altas de nitrato de calcio sao prejudiciais as bactérias (devido a sua
toxicidade), diminuindo o rendimento, e indo de acordo com o grafico de pareto, onde
concentracdo de bactérias e de nitrato de calcio e sua interagdo sdo respectivamente
as mais influentes para o processo.

No segundo grafico (Figura 16), a interagdo entre nitrato de calcio e amido
formou o pico de resposta nos valores centrais mais baixos de nitrato (9% a 11%),
porém deslocado para os maiores valores de amido (1,2% a 1,5%) - se comparados
aos valores de maxima calculados a partir da equacéo, nitrato de calcio 11,2%, amido
0,9%. Isso indica que concentragcbes mais altas de amido sdo necessarias para se ter
melhor rendimento, indo de acordo com o observado nos resultados do FPC e tabelas
do CCDE, onde quanto maior a concentragao de amido e nitrato de calcio, maiores os

rendimentos. Todavia esses resultados certamente estdo sendo influenciados pela
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degradacado incompleta do amido, o que traria uma falsa necessidade de maiores
concentracdes do mesmo para melhorar o rendimento do processo.

No terceiro grafico (Figura 17), a interacdo entre amido e concentracédo de
bactérias formou o pico de resposta nos valores centrais de amido (0,7% a 1,1%), e
também deslocado para os valores centrais de bactérias (6,4 a 7 log CFU/ml) - se
comparados aos valores de maxima calculados a partir da equacdo, amido 0,9% e
bactérias 6,8 log CFU/ml. Isso indica que concentragdes de amido baixas ou altas sao
prejudiciais para o processo, indo de acordo com o observado nos resultados do FPC e
tabelas do CCDE, onde baixas concentra¢des sao insuficientes para gerar carbonato

suficiente para o MICP, e altas s&o prejudiciais para as bactérias.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho teve por objetivo a elucidagdo das caracteristicas que regem o
MICP, além da avaliagdo do potencial uso de amido e nitrato de calcio nesse processo.
A partir dos resultados obtidos, conclui-se que o calcio presente na matriz cimenticia
nao é suficiente para promover bioautocicatrizagdo, mas age como agente de
nucleacdo para a precipitacdo de carbonato de calcio produzido pelas bactérias. O
fechamento das fissuras segue um padrdo de comportamento, separado em trés
estagios: formagédo dos primeiros cristais nas bordas internas da fissura, formacéo de
picos na regido de borda e crescimento dos cristais até o encontro das faces internas
da fissura, unido dos picos. Esse comportamento € explicado principalmente pelo
processo de cristalizacdo de sais em condi¢cdes de supersaturagao. O processo de
precipitagdo é reprodutivel em cultivo liquido agitado, tornando possivel realizar
estudos piloto sem amostras de cimento, reduzindo o custo e tempo de analise. A
metodologia desenvolvida para avaliagao da MICP a partir de amido e nitrato de calcio
pode ser utilizada para testar diferentes FCA e FCB, permitindo o teste e otimizagao de
novas combinagdes de bactérias, FCA e FCB aplicadas a bioautocicatrizacdo. Bacillus
subtilis € capaz de realizar MICP a partir da metabolizacido de amido e nitrato de calcio
em pH alcalino. Os resultados do CCDE indicam que amido e nitrato de calcio
desempenham uma boa MICP e podem ser empregados na confecgdo de

bioconcretos.
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7. PERSPECTIVAS

- Quantificacado do precipitado formado na presenca de amido e nitrato de calcio;
- Avaliagéo da causa da degradagéo incompleta do amido no processo de MICP;
- Utilizacao de outras bactérias;

- Producao de carreadores de hidrogel de amido com esporos imobilizados;

- Incorporacédo na matriz cimenticia.
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