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Resumo: A industria da construcdo civil € um dos setores mais poluentes do planeta. A
tecnologia empregada no aprimoramento das caracteristicas fisicas e quimicas dos
concretos e argamassas aparenta ndo estar em sinergia com as questdes ecoldgicas que a
sociedade enfrenta. Considerando essas diretrizes, torna-se evidente a chamada
biotecnologia, que engloba a utilizagdo de microrganismos no melhoramento das
propriedades dos materiais oriundos do cimento. A presente pesquisa tem como objetivo
avaliar o uso da bactéria Bacillus subtilis na capacidade de precipitar carbonato de calcio a
partir de um nutriente precursor em argamassas. A metodologia dessa pesquisa consistiu
na preparacao de um meio liquido utilizando o Bacillus subtilis com nutrientes necessarios
para o desenvolvimento onde foram imersos corpos de prova de argamassa com diferentes
composicdes. Apos 7 dias embebidos na solucdo, foram analisadas a influéncia do
tratamento biol6gico sobre a resisténcia mecénica por meio do ensaio de resisténcia a
compressao axial, sobre a modificacdo na porosidade pelo método de absorcdo de agua e
sobre a cristalizacdo das matrizes cimenticias pela técnica de microscopia eletrdnica de
varredura. Observou-se que o tratamento com a bactéria proporcionou beneficio em alguns
casos, a exemplo de um aumento de até 54% na resisténcia a compressdao em 4
composi¢cdes. Notou-se também pouca influéncia na modificacdo da porosidade, mesmo
aparentando precipitacao de carbonatos de calcio na superficie das amostras.

Palavras-chave: Biotecnologia, Bioconsolidacdo, Bacillus subtilis, Carbonato de Calcio,
Sustentabilidade.

Abstract: The construction industry is one of the most polluting sectors on the planet. The
technology employed in the improvement of the physical and chemical features of concretes
and mortars appears not to be in synergy with the ecological matters confronted by society.
Considering these guidelines, the biotechnology, which utilizes microorganisms to improve
the properties of cement-based products/materials, becomes evident. The following research
aims to evaluate the outcome of the use of the bacteria Bacillus subtilis, whose capacity to
deposit calcium carbonate implies the biocalcification of cementitious materials. The
metodology of this research consisted of the preparation of a liquid media, incorporating
Bacillus subtillis with the necessary nutrients, where the mortar samples with different
compositions and carbonation stages were immersed. After 7 days embedded in the
solution, the influence of the biological treatment over the mechanical resistance, the
modification in the porosity and the cristalization of the mortars were analised by the
compression test, the water absorption test and the scanning electron microscope (SEM)
respectively. It was observed that the bacteria treatment did provide benefits in some cases,
following the example of up to 54% increase in the resistance in 4 compositions. It was also
noted that the porosity was barely influenced, although cementation of calcium carbonate
was detected on the surface.

Keywords: Biotechnology. Bioconsolidation. Bacillus  subtilis. Calcium  Carbonate.
Sustainability.
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1. Introducéo

Os materiais cimenticios tém se mostrado adequados para utilizacdo em sistemas
construtivos, principalmente pelo comportamento adaptavel e pela facilidade de
emprego. Apesar desses beneficios, as patologias sd&o muito comuns,
principalmente as fissuras. A peca fissurada pode entrar em contato com agua,
sulfatos, cloretos, acidos, didéxido de carbono, dentre outros, acelerando a
degradacao do material [1].

Para minimizar a entrada de elementos agressivos na superficie e aumentar a
durabilidade, sdo feitos tratamentos de superficie, geralmente com polimeros
organicos como: epoxi, acrilicos e poliuretanos. A biotecnologia surge como
alternativa a estes materiais, pois além de apresentar toxicidade reduzida em
relacdo aos polimeros sintéticos, aumenta a durabilidade dos materiais cimenticios
por meio da biomineralizag&o.

Na biomineralizagéo, o uso de bactérias na matriz cimenticia induz a precipitacéo de
carbonato de calcio (CaCOz3) na superficie e nos poros do material a fim de diminuir
a permeabilidade e a biodeterioragcdo [2]. Para isso, as bactérias tém sido
empregadas de duas formas: por meio da producdo de esporos, que produzem
CaCO3 por reacdo quimica, ou pela deposicdo da membrana celular da bactéria
ureolitica, que produz CaCOs a partir da hidrolise da ureia. Essa formacdo de
cristais preenchera as fissuras do material, resultando na menor absorcdo de agua e
no aumento da resisténcia mecanica a compressao [3]. Sua aplicacdo vem sendo
estudada para a restauracdo de esculturas e melhoramento de propriedades de
matrizes cimenticias [4].

Neste trabalho, pretende-se avaliar a influéncia do uso de bactéria na
biocalcificacdo de diferentes composicdes de matrizes cimenticias por meio da
precipitacdo de carbonato de calcio visando o aumento da durabilidade.

2. Referencial tedrico
2.1 Biomineralizacédo

A biomineralizacdo é a alteracdo quimica de um ambiente por atividade
microbiolégica que resulta na precipitacdo de minerais [5-7]. Esse é um processo
comum na natureza no qual organismos vivos formam precipitados minerais [8].

A carbonatogénese é um exemplo de biomineralizacdo que induz a precipitacdo de
carbonatos, sendo derivada das reacdes quimicas entre ions especificos ou
compostos metabolizados por um organismo [9]. Nos materiais cimenticios, o0 uso
de bactérias induz a precipitacdo de carbonato de calcio na superficie e nos poros
do material, sendo esse processo denominado de biocalcificacdo. Na
biocalcificagéo, a precipitagdo do CaCOsz ocorre pela unido entre os cations de
calcio (Ca?") e os ions carbonato (COs?), sendo a solubilidade do produto formato
altamente dependente do pH [9].

Segundo Pacheco-Torgal e Labrincha [10] as principais bactérias utilizadas na
biocalcificacdo sdo do género Bacillus cujo metabolismo baseia-se na uréase, na
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qgual uma enzima transforma a ureia em gas carb6nico e aménia (Fig. 1). Os ions
calcio na solucado sdo atraidos para a parede celular bacteriana devido a carga
negativa que essa apresenta. Apds a adicdo de ureia para as bactérias ocorre a
liberacdo de diéxido de carbono e ambnia.

Figura 1: Precipitagdo de CaCOz3 a partir da uréase [10, p. 1137]

A atividade da uréase e do teor de CaCOs precipitado sdo baseados em alguns
fatores micro ambientais, como a espécie e quantidade de bactérias, pH,
temperatura e concentragdo de ureia e calcio [11-13].

2.2 Aplicagdes em matrizes cimenticias

As bactérias tém sido utilizadas a fim de aumentar a durabilidade dos materiais
cimenticios por duas maneiras: a biodeposicdo, ou seja, pela formacdo de uma
pelicula protetora na superficie, que aumenta a resisténcia a compressao e diminui
a permeabilidade do sistema; e pela biocimentacdo por meio da producdo de um
ligante induzido biologicamente [3]. O uso desses microrganismos esta associado
principalmente a precipitacdo de carbonato de calcio, que auxilia no preenchimento
de microporos e fissuras.

O desenvolvimento de uma bactéria nas matrizes cimenticias € a etapa mais critica
do processo, pois a alta alcalinidade do meio é um aspecto restritivo para a
sobrevivéncia do microrganismo [2]. Para contornar este problema, autores estudam
a encapsulacao das bactérias em silica gel e poliuretano para protege-la do elevado
pH da matriz [14].

Diversos trabalhos destinados a restauracdo de monumentos histéricos [4, 15] e
tratamento de fissuras de até 0,4 mm de abertura [16] vém sendo realizados,
incluindo diferentes espécies de bactérias. Entretanto, a aplicacdo de bactérias em
materiais cimenticios ainda ndo é capaz de substituir integralmente os tratamentos
convencionais, a base de polimeros, e necessita de mais estudos para viabilizar sua
utilizacéo [10,17].

3. Programa experimental

3.1 Argamassas

As argamassas foram moldadas utilizando-se CPV — ARI (Votoran); cal hidratada
CH 1l (Itad); aditivo incorporador de ar (MasterAir®701, Basf); e areia de origem

natural quartzosa, com massa unitaria igual a 1500 kg/m® e massa especifica de
2,75 g/lcms.
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Para a elaboracdo das matrizes foram utilizadas duas relacdes agua/cimento: 0,50 e
0,75, na proporcdo 1:3 (ligante:areia) em massa. Trés composi¢coes foram
escolhidas: argamassa de referéncia constituida por cimento e areia; argamassa
mista constituida de cimento, cal e areia; e argamassa de referéncia com adicdo de
0,3% de aditivo incorporador de ar em relagdo a massa de cimento. Os tracos das
argamassas bem como o teor de aditivo e a relagdo agua/cimento sdo apresentados
na Tabela 1.

Tabela 1: Traco das argamassas estudadas, teor de aditivo e relacdo agua cimento

Traco em massa

Argamassa (cimento:cal:areia) Aditivo alc
A 1:00:03 - 0,50
B 1:01:06 - 0,50
] 1:00:03 0,3% 1) 0,50
X 1:00:03 - 0,75
Y 1:01:06 - 0,75
z 1:00:03 0,3% (1) 0,75

) Em relagéo a massa de cimento, conforme recomendagao do fabricante

As argamassas foram preparadas em misturador de bancada (HOBART N 50). Os
materiais soélidos foram previamente homogeneizados e o aditivo, quando utilizado,
foi adicionado na agua antes da mistura. Ap0s a mistura, determinaram-se a
densidade e o teor de ar das argamassas conforme os procedimentos estabelecidos
pela NBR 13278 [18] e foram moldados 12 corpos de prova cilindricos de 20 mm de
diametro e 40 mm de altura por composicao, totalizando 72 amostras. Apos a
desmoldagem, os corpos de prova foram colocados em embalagem plastica com
umidade relativa igual a 100% durante 11 dias e depois secos em estufa ventilada a
100°C por 24 horas.

3.2 Cultura e aplicacéo do Bacillus subtilis

Utilizou-se o meio soélido com &gar para fazer culturas puras da bactéria liofilizada e
apos o crescimento bacteriano, foi feita cultura em meio liquido. A concentracdo de
bactérias utilizada para o meio precursor foi de 10° bactérias/ml de solucédo. Para a
preparacdo do meio de cultura bacteriano foi escolhido o B4 modificado, proposto
por Zamarrefio et al. [19], com o Ca(C2H30). (acetato de calcio) como mineral
precursor. Os meios de cultura foram autoclavados a 121°C por 20 min.

Tendo finalizado o preparo do meio de cultura, as amostras foram colocadas em um
recipiente preenchido com o inoculo bacteriano no periodo de 7 dias para
incorporacdo dos microrganismos nas matrizes cimenticias. Foram elaborados em
torno de 4 litros de meio aquoso para imersao dos seis corpos de prova de cada
formulacéo, separadas em recipientes de vidro individuais (Fig. 2). Findo o tempo de
imersao, os corpos de prova foram colocados em estufa por 24h com temperatura
de 100°C.
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Figura 2: Matrizes submersas na solugéo de Bacillus subtilis + nutrientes +
Ca(C2H30y2)2

3.3 Ensaios realizados

Foram realizados ensaios 108 dias apés a moldagem para determinacdo da
porosidade e de resisténcia a compressao, conforme recomendacdes da NBR 9778
[20] e NBR 7215 [21]. Ap6s obtencao dos resultados mecéanicos, as amostras que
apresentaram melhor desempenho foram analisadas por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) a fim de verificar o tamanho e a morfologia dos cristais
precipitados. Foram recortados fragmentos da parte externa das amostras
cilindricas ja fraturadas para andlise, onde supostamente seria observada maior
atividade das bactérias. As amostras tiveram sua superficie recoberta com ouro
antes do ensaio. O microscopio utilizado foi o EVO MA15 da marca Carl Zeiss. Para
deteccdo de raios X e andlise quimica elementar das amostras foi utilizado o
detector do Sistema de Energia Dispersiva (EDS) Oxford X-Mas de 20 mm?.

4. Apresentacao e analise dos resultados
4.1 Porosidade das argamassas

Os resultados de porosidade obtidos para as argamassas sao apresentados na
Figura 3.

[ N3o tratada [l Tratada
35

30
25
20

15

Porosidade (%)

10

Cimento (A) Mista (B) Com aditivo (C) Cimento (X) Mista (Y) Com aditivo (Z)
(a/c=0,50) (a/c=0,50) (a/c=0,50) (a/c=0,75) (a/c=0,75) (a/c=0,75)

Figura 3: Grafico de porosidade das argamassas antes e ap0s o tratamento
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Entre as argamassas com relacdo a/c igual a 0,5, a argamassa mista (B) apresentou
0s maiores valores de porosidade. Houve reducéo de porosidade com o tratamento
nas amostras de argamassas mista (B) e com incorporador de ar (C), sendo mais
significativa a reducdo nas argamassas com aditivo (31%). Observa-se que 0
aumento da relagéo a/c ocasionou aumento da porosidade em todas as argamassas
estudadas, sendo as mistas (B e Y) as com os maiores valores. Observou-se
reducéo de 6% na porosidade com o tratamento nas argamassas com incorporador
de ar (Z), um pouco acima das argamassas mistas (Y) que reduziram 5,6%. No caso
das argamassas de cimento, houve aumento de 5,8% da porosidade com o
tratamento.

4.2 Resisténcia a compresséao axial

Y

Os resultados de resisténcia a compressdo obtidos aos 108 dias para as
argamassas sao apresentados na Figura 4.

B Naotratada [H Tratada
30

25
20
15

10

Resisténcia 8 compresséao (MPa)

Cimento (A) Mista (B) Com aditivo (C) Cimento (X) Mista (Y) Com aditivo (Z)
(a/c=0,50) (a/c=0,50) (a/c=0,50) (a/c=0,75) (a/c=0,75) (a/c=0,75)

Figura 4: Grafico de resisténcia a compressao axial das amostras aos 108 dias

Observou-se um aumento na resisténcia a compressao ha argamassa de cimento
com relacéo a/c de 0,50 e também na argamassa com aditivo incorporador de ar de
mesmo teor, que chegou a 32% de aumento. A argamassa mista apresentou
reducdo de 17% da resisténcia com o tratamento.

A argamassa de cimento com relacdo a/c de 0,75 tratada obteve o maior valor de
resisténcia a compressao entre as amostras de mesmo teor, com um aumento de
54% se comparada a amostra nao tratada. A argamassa com aditivo também
apresentou aumento significativo de resisténcia com o tratamento, chegando a 50%

de melhora, enquanto a argamassa mista teve aumento de 24%.
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4.3 Analise de imagens

Nas argamassas com relacdo a/c de 0,50 observou-se a presenca de cristais
semelhantes a etringita (agulhas aciculares) e silicatos de célcio hidratados (C-S-H),
compostos tipicos dos produtos hidratados do cimento (Fig. 3a). As matrizes da
argamassa de cimento tipo X ndo tratadas, cuja relacdo &gua/cimento é 0,75,
apresentaram, de acordo com a morfologia, cristais similares a portlandita e vaterita
(Fig. 5b).

Sgnal A= NTS BSD
Mag = 1000KX

Figura 5: Analise de MEV para argamassas nao tratadas A (a) e X (b)

Apés o tratamento com a bactéria, a argamassa tipo X aparentemente produziu
carbonatos de calcio sobre a superficie, como pode ser observado na Figura 6. Os
resultados da espectrometria por dispersdo de energia (EDS) realizada em dois
pontos da amostra, indicam a precipitacdo de CaCOs e C-S-H no ponto 2.

Elementos \ xioro %) M. et (%)
Cc 6,72 0,00
(o} 4420 67,77
Mg 0,00 0,74
Al 0,37 1,17
Si 16,09 8,92
Ca 32,61 20,90
Fe 0,00 0,50
Relacao entre os elementos e identificagao dos
produtos formados
Ca/Si 2,02 2,34
(Al+Fe)/Ca 0,00 0,08
S/Ca 0,00 0,00
———=-.2| Produtos CaCoOs C-S-H

Figura 6: Analise de MEV e resultado da analise de EDS para argamassa X tratada

As amostras de argamassa mista com a/c igual a 0,75 (tipo Y) sem tratamento com
bactérias apresentaram possiveis cristais de carbonato de célcio. A analise de EDS
realizada em diferentes pontos da argamassa com aditivo de mesmo teor (tipo 2)
também sem tratamento apontou possiveis cristais de CaCO3z morfologicamente
semelhantes a vaterita e calcita em sua estrutura mineral (Fig. 7).
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 Elementos »I"K‘}ol; ».f.‘l"f’{ai; n:Ttﬁ*'i) u:‘;r;ﬁat)
c 11,32 7,58 17,07 10,46
o 50,29 46,69 61,20 4774
Mg 0,51 0,00 0,00 0,00
Al 0,42 0,00 0,00 0,00
Si 2,20 1,30 0,00 1,18
Ca 20,88 17,52 1576 1576
Fe 3,06 1,08 0,56 1,07
entre e identificagao dos pr s for
Ca/Si 9,49 13,47 0,00 0,00
(Al+ Fe).l’Ca 0,17 0,06 0,03 0,06

S/Ca
Produtos

0,00
CaCo0;

0,00
CaCO0;

0,00
CaCO0;

0,00
CaCO0;

EMT = 20.00 &V
WD = 11.0mm

Signal A = NTS BSD
Mag= 500KX

Date 26 Jun 2017

Figura 7: Analise de EDS da argamassa Z ndo tratada e resultados obtidos

Os corpos de prova da argamassa tipo Z tratados revelaram provaveis cristais
precipitados de forma irregular e variada (Fig. 8). Com base nos resultados de EDS
da amostra Z tratada pela bactéria € possivel sugerir a presenca de silicatos de
calcio hidratados e carbonato de calcio.

i Elomoitos Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4
: M. At (%) M.At (%) M.AL (%) M.At (%)
(o 0,00 6,78 0,00 0,00
(e] 56,51 51,77 36,08 28,93
Al 1,14 0,34 1,03 0,64
Si 4,36 1,49 2,49 1,91
Ca 37,99 39,61 60,39 66,37
Fe 0,00 0,00 0,00 2,15
" Relagao entre el tos e identificagao dos produtos formados
Ca/Si 8,71 33,28 2425 34,75
(Al+Fe)/Ca 0,03 0,00 0,01 0,04
. S/Ca 0,00 0,00 0,00 0,00
| Produtos  C-S-H Caco, C-S-H C-8-H

Figura 8: Analise de MEV para argamassa Z tratada e resultados obtidos no EDS

Cabe salientar que, para se afirmar precisamente os efeitos dos Bacillus subtillis,
seria mais adequado realizar outros testes importantes como a andlise das fases
por difracdo de raios X (DRX) com o intuito de afirmar a estrutura cristalina dos
sélidos encontrados no microscopio eletrénico de varredura (MEV).

5. Conclusdes

A utilizacdo da biocalcificacdo de matrizes cimenticias na engenharia de materiais
exige a integracdo de especialistas de diferentes areas do conhecimento para que
seja possivel a compreensdo dos processos que envolvem a acédo das bactérias
como a precipitagdo dos minerais e os efeitos sobre as propriedades dos materiais
submetidos ao tratamento.

O intuito desse trabalho era investigar a precipitacdo de CaCOs pela bactéria
Bacillus subtilis, em argamassas de diferentes composi¢bes (cimento, cal e
incorporador de ar) e relagdes agua-cimento (0,50 e 0,75). Com base nos resultados
pode-se concluir que a leve reducdo de porosidade com o tratamento nas amostras
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mista e com incorporador de ar de ambas as relagbes a/c foi estatisticamente
irrelevante. As matrizes com incorporador de ar com relagdo a/c igual a 0,50
apresentaram acréscimo de 32% na resisténcia a compressao apos o tratamento
com a bactéria. Para a relacdo a/c igual 0,75 houve aumento de 50% na resisténcia
das amostras com aditivo e 54% nas argamassas de cimento apds o tratamento.

Com base na analise de microscopia eletrdnica de varredura (MEV-EDS) foi
possivel verificar uma provavel precipitacdo do carbonato de célcio de forma
heterogénea nas argamassas tratadas com a bactéria Bacillus subtillis. Embora néo
tenha modificado significativamente a porosidade da maioria das amostras,
observou-se aumento de mais de 50% na resisténcia mecéanica das mesmas apos o
tratamento.

A partir dos resultados obtidos, pode-se inferir que 0 aumento da relacédo a/c e a
utilizac&o de aditivo incorporador de ar podem, aparentemente, potencializar o efeito
das bactérias sobre a resisténcia & compressio e porosidade das amostras. E
preciso destacar que na maioria casos, se considerado o desvio padrdo, 0s
resultados se tornam estatisticamente iguais. Portanto, novas analises sé&o
necessarias para afirmar se existe modificagcbes com maior precisdo. Se houvesse
continuidade da investigacao, talvez fosse possivel aprimorar o entendimento da

possivel precipitacdo dos Bacillus.
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