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Resumo

O uso de microrganismos em meio liquido para o processo de biocimentagdo, favorece a
continuidade do crescimento bacteriano. Entretanto se este demora para ser usado, para de crescer
rapidamente, levando a morte celular. Este estudo comparou duas formas de produg¢do de uma
biomassa, capaz de armazenar os microrganismos em estado de laténcia mantendo a viabilidade
para posterior utilizagdo. Aqui foi descrito o preparo de biomassas, feitas com materiais organicos e
bactéria Sporosarcina pasteurii (CCT 0538 ATCC 1185). Foram testadas biomassas de origem
animal (esterco de aves) e vegetal (ervilhaca - Vicia villosa Roth). Ambas biomassas mantiveram a
viabilidade dos microrganismos, sendo que a vegetal foi mais eficiente apresentando maior
crescimento bacteriano apés a revitalizagdo. Para teste foram moldados corpos de prova referéncia
(sem biomassa) e também com cada uma delas, ¢ depois de 28 dias ensaiados a tragdo e
compressao. A resisténcia a tragdo apresentou um aumento de 41,2 % (biomassa animal) e de 44,7
% (biomassa vegetal). Na resisténcia a compressao o aumento foi de 37,8 % (biomassa animal) e de
38,8 % (biomassa vegetal), comparados a argamassa de referencia (sem adi¢éo de microrganismo).

Palavras-chave: Biocimentacdo; Biomineralizagdo; Bioargamassa; Material organico;
Sporosarcina pasteurii.
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Abstract

The use of microorganisms in liquid medium for the biocementation process, favors the continuity of
bacterial growth. However, if it takes too long to use, it stops growing rapidly, leading to cell death.
This study compared two forms of biomass production, capable of storing microorganisms in a
latent state, maintaining viability for later use. Here we described the preparation of biomasses,
made with organic materials and bacteria Sporosarcina pasteurii (CCT 0538 ATCC 1185). Animal
(poultry manure) and vegetable (vetch - Vicia villosa Roth) biomasses were tested. Both biomasses
maintained the viability of the microorganisms, and the vegetable was more efficient, presenting
greater bacterial growth after revitalization. For testing, reference specimens were molded (without
biomass) and also with each one of them, and after 28 days tested for traction and compression. The
tensile strength showed an increase of 41.2% (animal biomass) and 44.7% (plant biomass). In the
compressive strength, the increase was 37.8% (animal biomass) and 38.8% (vegetable biomass),
compared to the reference mortar (without the addition of a microorganism).

Keywords: Biocementation, Biomineralization;, Bio-mortar;, Organic matter; Sporosarcina
pasteurii.

1. Introducao

Os materiais aglomerantes utilizados em misturas de argamassa e concreto sao
geralmente industrializados e concebidos com materiais e recursos de matéria-prima nao
renovaveis, os chamados recursos fosseis. Ambientalmente, sdo grandes os 6nus que a
fabricagdo do cimento proporciona para a natureza, como mostram os dados do
Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e Comunicacdes (2014), o cimento € o
principal responsédvel por emissdes de gas carbonico (CO2) na atmosfera, dentre todos
os produtos do setor construtivo nacional.

Existem varios estudos que buscaram o aprofundamento no conhecimento e na
técnica da biocimentacdo para produzir materiais através da utilizacdo de bactérias
presentes na natureza. Alguns microrganismos apresentam a capacidade metabolica de
se biomineralizar conforme o fornecimento de elementos quimicos para esse processo, o
qual culmina na formagdo do carbonato de calcio, composto que originard a calcita.
Voltados para a construgdo civil, Afifudin et al. (2011), Dhami et al. (2013) e Ivanov
(2016) encontraram resultados otimistas, realizando trabalhos com a adicao de bactérias
capazes de precipitar carbonato de calcio (CaCO3) nas misturas ou depositando-as em
fissuras e patologias de estruturas existentes.

O processo que se denomina biocimentagdo ¢ oriundo da biomineralizagdo. A
biomineralizagdo segundo De Muynck et al. (2010), ¢ o processo de producdo de
minerais por microrganismos, que pode depender ou ndo de fatores do ambiente, e pode
acontecer de maneira induzida em mistura ou em disposi¢cdo sobre estruturas existentes,
se dividindo entdo em biodeposicao e biocimentacao. Segundo De Muynck et al. (2010),
a biodeposicao consiste na aplicagdo de produtos biomineralizantes que sao langados a
estruturas ja existentes. Ja a biocimentacgdo, caracteriza-se pelo processo de formagao de
cristais de calcita em microrganismos, incorporados as misturas de concreto e argamassa
ainda no estado fresco, utilizando-se das reacdes bioquimicas realizadas pelo
metabolismo destes microrganismos.

Achal e Mukherjee (2015) esclarecem que a precipitagdo microbiana de carbonato
induzida envolve reacdes bioquimicas complexas regidas por duas enzimas importantes:
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a urease ¢ anidrase carbdnica, produzidas por microrganismos utilizando ureia como
substrato e fonte de célcio para mineralizagdo. Durante a atividade da urease, 1 mol de
ureia consumida contribui para 1 mol de aménia e 1 mole de carbamato, conforme
apresentado na Equacdo 1 (BURNE: CHEN, 2000 apud ACHAL: MUKHERJEE,
2015), que espontaneamente hidrolisa para formar um adicional de 1 mol de amoénia e
acido carbonico, como mostra a Equacdo 2 (BURNE: CHEN, 2000 apud ACHAL:
MUKHERIJEE, 2015), também conhecida como atividade ureoliticas. Esses produtos
formam subsequentemente bicarbonato e 2 moles de ions de amoénio e hidroxido,
apresentados nas Equacdes 3 ¢ 4 (BURNE: CHEN, 2000 apud ACHAL: MUKHERIJEE,
2015), apos equilibrar em agua que d4 origem a um aumento no pH e, finalmente,
deslocar o equilibrio de bicarbonato, resultando na formagao de ions carbonato, definido
na Equagdo 5 (BURNE: CHEN, 2000 apud ACHAL: MUKHERIJEE, 2015). Devido ao
aumento do pH na célula, uma alta concentragdo de ions calcio extracelular e uma baixa
concentragdo extracelular de protons sdo necessarias para a secrecao de ions carbonato.
Condigdo de pH elevado favorece a formagio de COs* a partir de HCOs™ (KNOL, 2003
apud ACHAL: MUKHERIJEE, 2015). Finalmente, a concentracdo de carbonato aumenta
induzindo um aumento no nivel de supersaturacdo levando a precipitacdo de CaCOs3 ao
redor da célula na presenca de ions de calcio soluvel, mostrados nas Equagdes 6 e 7
(KNOL, 2003 apud ACHAL: MUKHERIJEE, 2015).

CO(NH,), + H,0 — NH,COOH + NH,

NH,COOH + H,0 — NH; + H,CO4

H,CO; < HCO3 + H*

2NH; + 2H,0 < 2NH} + 20H"

HCO3 + H* + 2NHf + 20H™ & CO3~ + 2NH{ + 2H,0
Ca?* + Cell - Cell — Ca?*

Cell — Ca?* + CO%™ - Cell — CaCO3

NS AR =

Uma das principais dificuldades apontadas nos estudos de biocimentacao ¢ a forma
de uso dos microrganismos, pois quando em meio liquido, eles devem ser utilizados
logo que a concentragdo desejada seja alcangada, j4 que o armazenamento por periodos
longos inviabiliza seu uso.

Buscando a manutencdo da viabilidade de bactérias utilizadas para a realiza¢do do
processo de biocimentagdo, faz-se necessario o uso de meios de cultura que mitiguem as
condi¢des naturais, como materiais organicos. Dessa forma, tanto matéria organica
vegetal como animal podem suprir as necessidades dos microrganismos. Como
exemplos desses substratos temos a ervilhaca e o esterco de aves, que apresentam
constituintes importantes para essa finalidade. A ervilhaca tem sido associada como
fonte de nitrogénio, fésforo, potassio e magnésio (Acosta et al., 2011 e Ferreira et al.,
2014) e o esterco de peru como nitrogénio, fosforo, potassio e enxofre (Santinato et al.,
2012). Amaral et al. (2012) constataram melhora na qualidade de mudas de morangueiro
utilizando o esterco de peru como substrato.

A presente pesquisa explorou a viabilidade de armazenamento do microrganismo
Sporosarcina pasteurii (CCT 0538 ATCC 11859), bactéria produtora de urease,
juntamente a um material organico, em forma de biomassa, como forma de garantir a
viabilidade de uso posterior, para confeccao de argamassas.
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2. Materiais e Métodos

O trabalho foi realizado em 4 etapas, como descrito na sequéncia.

Etapa 1 — Producio da solucio bacteriana

A bactéria com potencial de precipitacdo de carbonato de célcio para efetivar a
biocimentagao utilizadas no estudo foi uma cepa de Sporosarcina pasteurii (CCT 0538
ATCC 11859). A partir de colonias mantidas em agar TSA (Tryptic Soy Agar) com
ureia, o microrganismo foi repicado em 10 erlenmeyer (100 mL cada frasco) contido em
1000 mL de caldo nutriente, o qual foi mantido em mesa agitadora orbital a 497 rpm sob
temperatura ambiente, até atingir a absorbancia desejada de 0,063 (OD600nm),
equivalente a concentracdo de 1,5x10® UFC/mL. Segundo Achal et al. (2011), Bang et
al. (2000), Ramachandran et al. (2001), Ramakrishnan (2007) e Day et al. (2003) esse
género bacteriano possuem a capacidade de producdo da enzima urease, que foi
confirmada em laboratério, por ensaio realizado em pesquisa anterior, onde observa-se a
alteracdo da cor parda do meio de cultura TSA (Tryptic Soy Agar) com ureia, para rosa,
apos o crescimento do microrganismo (Tabela 1).

Tempo (horas)
24 48
Medidas |5 | 50 | 21 | 80 8,0 8,0
(cm)
Imagem

Tabela 1: Quantificacdo da urease em agar ureia de Christensen (do microrganismo Sporosarcina
pasteurii- CCT 0538 ATSS 11859). Fonte: Autores (2020)

Foi possivel também verificar a producao de calcita, conforme mostrado na Figura 01,
conseguindo uma média de 0,018 g/mL, seguindo o protocolo de Bhaduri et al. (2016).

Precipitagdo
de Calcita

Figura 1: Ensaio de Precipitacio de carbonato de calcio. Fonte: Autores (2020)
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O fluxograma da Figura 2 demonstra as etapas realizadas para a produgao da
suspensdo bacteriana utilizada para confeccionar as biomassas.

() (D)

Figura 2: Producdo da suspensio bacteriana. (A) Caldo nutriente; (B) Inéculo bacteriano
(Sporosarcina pasteurii-CCT 0538 ATSS 11859); (C) Caldo contaminado com microrganismo, em
processo de ativacio em mesa agitadora orbital a 497 rpm; (D) Suspensio bacteriana com
absorbancia OD 600 nm de 0,063 (equivalente a 1,5 x 103 UFC/mL). Fonte: Autores (2020)

Etapa 2 — Producio da biomassa

O procedimento utilizado para compor as biomassas foi a coleta de ervilhaca (Vicia
villosa Roth), como material organico vegetal, procedendo sua secagem em temperatura
de 36 C° dentro de uma estufa e apos foi triturado em triturador mecéanico. O material
organico animal - esterco de Peru - foi adquirido pronto, em loja agropecuaria. Para
compor a biomassa foi misturado, para cada tipo de material orgdnico, 250 mL da
solucdo bacteriana confeccionada na etapa 1, com 12,5 g do material organico seco ¢ a
mistura foi posta para secar em temperatura variando entre 26 a 28 C° na estufa,
revirando-os todos os dias. Apds seco, a peso constante, procedeu-se o ensaque € o
armazenamento em ambiente natural, protegido do sol e da chuva.

O fluxograma da Figura 3 apresenta as etapas realizadas para a produgdo das
biomassas com os materiais organicos vegetal e animal.
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Figura 3: Producéo das biomassas. (A) Suspensio bacteriana com absorbancia OD 600 nm
(equivalente a 1,5 x 102 UFC/mL); (B1) Material organico vegetal: Ervilhaca (Vicia villosa Roth);
(C1) Mistura da biomassa com material orginico vegetal: Ervilhaca (Vicia villosa Roth); (D1)
Biomassa com material organico vegetal: Ervilhaca (Vicia villosa Roth) — seca e embalada; (B2)
Material organico animal: Esterco de Peru; (C2) Mistura da biomassa com materia organico
animal: Esterco de Peru; (D2) Biomassa com material orginico animal: Esterco de Peru — seco e
embalado. Fonte: Autores (2020).

Etapa 3 — Revitalizacao da biomassa e contagem bacteriana

Para testar a eficiéncia na conservacdo do microrganismo nos materiais organicos,
foram contadas as colonias bacteriana nas placas de Petri contendo agar TSA (Tryptic
Soy Agar). Para isso, a biomassa foi revitalizada diluindo-se 15 g em 350 mL de 4gua
contendo 8 g de ureia fertilizante (45% N), quantidade suficiente para confeccionar um
molde prismatico de argamassa. Esta suspensdo foi aquecida em banho-maria (28-30°
C) por 3 horas, mexendo- se a cada 30 minutos. A cada hora 0,1 mL do contetdo liquido
foi inoculado nas placas e incubadas em estufa a 25° C por 48 horas, sendo realizada a
contagem das colonias apos 24 horas e novamente em 48 horas. A contagem bacteriana
foi realizada em triplicata. Ao final das 3 horas o liquido restante foi adicionado aos
demais materiais da argamassa, compondo a bioargamassa. Por fim, foram moldados
corpos de prova, para serem rompidos aos 28 dias para testar resisténcias mecanicas a
tragcdo na flexao e a compressao axial.

O fluxograma da Figura 4 apresenta as etapas realizadas para a revitalizacdo das
biomassas com material organico vegetal e animal.
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Figura 4: Revitalizacio das biomassas. (A) Biomassa com material organico vegetal: Ervilhaca
(Vicia villosa Roth); (B) Biomassa com material orginico animal: Esterco de Peru; (C) ureia
fertilizante (45% N); (D) agua; (E) Biomassa revitalizando em banho-maria. Fonte: Autores

(2020)

(8) Q)

O processo de revitalizagao da biomassa consiste na adicdo de 15 g de biomassa (com
material organico vegetal e/ou animal), acrescido de 8 g de ureia fertilizante (45% N)
diluida em 350 g de agua, esta mistura ¢ mantida em banho-maria por 3 horas, em
temperatura variando entre 28 - 30° C, mexendo a mistura a cada 15 minutos. Apds este

periodo a mistura ¢ coada e acrescida aos demais materiais, para compor a bioargamassa.

O fluxograma da Figura 05, mostra o preparo das placas de Petri, para contagem
bacteriana.

Placas de Petri previamants
preparsdas com T4 {Agar
Triptona de Sojg).

A5 placas de Petni

. E contaminadas com &
suspensao bacteriana
foram pars s estufa s
25°C e anslisadas em

PROCEDIMENTO PLAQUEAMENTO:

Zuspensio da
Biomassa revitalzads
com material
organico wegetal:
Ervilhaca {Wicia
villosa Aoth)

Fipetado 0, imi da suspensao da biomassa
revitalizada, sem diluicdo, nas places de
Petri, em triplicats, nos tempos de

revitalizagio de 1h, 2he 3h

Suspensao da
Biomasza revitalizada
com matarizl
organico animal:
Esterco de Peru

ih

Figura 5: Preparo das placas de Petri para contagem bacteriana. Fonte: Autores (2020)
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Etapa 4 — Producao da argamassa e da bioargamassa

Para testar a eficacia da biomassa, foi realizado a confec¢dao de moldes prismaticos
para argamassa com biomassa vegetal (BIOV), argamassa com biomassa animal
(BIOA) e argamassa de referéncia (REF), na qual os materiais sdo os mesmos, porém
ndo possui a adicdo de microrganismos, de acordo com a norma técnica ABNT NBR
13279:2005. Os materiais para compor o trago da argamassa (1:2:1,5:6) foram
metacaulim, cal hidraulica, calcario calcitico e areia, respectivamente, sendo que o
calcario calcitico e a cal hidraulica forneceram célcio ao meio metabodlico, para os
moldes com microrganismo. Os materiais organicos, animal e vegetal, utilizados para
compor as biomassas foram o esterco de aves de peru e a ervilhaca, respectivamente.

3. Resultados e discussoes

3.1 Contagem bacteriana

Nas amostras com material organico animal, foi possivel fazer uma estimativa de
colonias nos periodos estimados (Figura 6 e Tabela 2). Nas amostras oriundas de
material organico vegetal nao foi possivel realizar a contagem devido ao intenso
crescimento das colonias nos periodos estimados (Figura 7). Com isso, observou-se que
ambos os materiais sdo satisfatorios para a manutengdo da viabilidade dos
microrganismos testados.

1 hora de revitaliza¢ao 2 horas de revitalizagao 3 horas de revitalizagao

Figura 6: Placas de Petri contendo microrganismos armazenados em material orginico animal
(Esterco de Peru). Fonte: Autores (2020)

A tabela 2 apresenta a contagem de colonias que cresceram nas placas da figura 6,
em material organico animal.
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AMOSTRA Leitura TEMPO DE~ QTII?ADE imL 350 mL UFC/g
REVITALIZACAO | MEDIA [(UFC/mL)| (UFC/mL)
Al 24 horas 1HORA 2012 20120 7042000 4,7E+05
A2 24 horas 2 HORAS 2239,33 | 22393,33 | 7837667 5,2E+05
A3 24 horas 3 HORAS 2354,00 23540 8239000 5,5E+05
AMOSTRA Leitura TEMPO DE~ QTII?ADE 1mL 350 mL UFC/g
REVITALIZACAO | MEDIA |(UFC/mL)| (UFC/mL)
Al 48 horas 1HORA 2498 24980 8743000 5,8E+05
A2 48 horas 2 HORAS 2317,33 | 23173,33 | 8,111E+06 5,4E+05
A3 48 horas 3 HORAS 2579 25790 9026500 6,0E+05

Tabela 2 — Contagem bacteriana dos microrganismos armazenados em material organico
animal (Esterco de Peru). Fonte: Autores (2020)

Observa-se que nos periodos de incubacdo de 24 e 48 horas a biomassa manteve em
torno 10°> UFC viaveis, evidenciando que o material organico foi eficaz na conservacio
dos 10® UFC viéveis adicionados a ele.

3h de revitalizagdo

1h de revitalizagdo 2h de revitalizagao

Figura 7: Placas de Petri contendo microrganismos armazenados em material organico vegetal
(Ervilhaca — Vicia villosa Ruth). Fonte: Autores (2020)

Ao tentar realizar a contagem de microrganismos nas placas contendo biomassa
vegetal (Figura 7), verificou-se um grande crescimento de coldnias, o que impossibilitou a
contagem das mesmas, como feito na biomassa animal (figura 6), indicando um melhor
desempenho de armazenamento de bactérias.

3.2 Producao da argamassa e da bioargamassa

Os corpos de prova foram moldados como argamassa de referéncia (REF), de
bioargamassa contendo a suspensdo bacteriana revitalizada sob material organico animal
(BIOA) e de bioargamassa contendo a suspensdo bacteriana de material organico
vegetal (BIOV). Apods 28 dias da moldagem das amostras, as mesmas foram ensaiadas
quanto a resisténcia mecanica a tragdo e a compressao, no trago 1:2:1,5:6 (metacaulim:
cal hidraulica: calcario calcitico: areia). Os resultados sdo representados no grafico da
Figura 8.
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Resisténcia mecanica

1,85

2,00
sz 10 115
s
E’ 1,00 0,80
g 0,47

0,50

0,00

REF BIOA BIOV

mTracdo m Compressdo
Figura 8: Resisténcia mecénica dos corpos de prova. Fonte: Autores (2020)

A partir dos resultados da Figura 8, percebe-se que as resisténcias a tragdo e a
compressdo, em ambos 0s tragos que continham suspensdo bacteriana com materiais
organicos, apresentaram desempenho superior que o tragco de referéncia (sem adig¢ao de
microrganismo). Os dois materiais organicos, tanto animal como vegetal, apresentaram
boas condicdes de armazenamento da Sporosarcina Pasteurii, com destaque para o
material organico vegetal, a ervilhaca (Vicia villosa Roth), que teve um crescimento
maior quando da revitalizagdo, e consequentemente, um melhor desempenho nas
resisténcias mecanicas dos corpos de prova analisados, sendo 5,9 % na tracdo e 1,6 % na
compressao, mais resistentes que o material organico animal, o esterco de Peru.
Comparando os resultados entre as amostras de bioargamassa e a amostra de argamassa
de referéncia, as bioargamassa obtiveram um desempenho maior na resisténcia a tragcao
de 41,2 % (biomassa animal) e de 44,7 % (biomassa vegetal) e, na resisténcia a
compressao o aumento foi de 37,8 % (biomassa animal) e de 38,8 % (biomassa vegetal),
comprovando a eficicia do mecanismo microbiano na precipitagdo de carbonato de
calcio com posterior biocimentagao.

4. Consideracoes finais

O objetivo do trabalho foi verificar a viabilidade de armazenamento do
microrganismo Sporosarcina pasteurii (CCT 0538 ATCC 11859), bactéria produtora de
urease, em materiais organicos, vegetal e animal, e se os mesmos eram capazes de suprir
as necessidades de sobrevivéncia das bactérias. Isto foi demonstrado pela superioridade
dos valores de resisténcia mecanica a tragdo ¢ a compressao dos materiais em relagdo ao
trago de argamassa sem a adi¢cao de microrganismo, definido como referéncia (REF).

A ervilhaca (Vicia villosa Roth) mostrou-se um substrato de secagem mais rapida do
que o material organico animal, fator este que favorece a etapa de producgado. Se realizar
analise estatistica entre os valores obtidos na contagem das colonias das duas biomassas
(vegetal e animal) as diferencas seriam imperceptiveis, desta forma os dois materiais
organicos sdo capazes de armazenarem 0s microrganismos € garantir sua sobrevivencia
quando revitalizados.
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Este estudo ¢ complementar ao projeto de pesquisa de producao de argamassas de
assentamento e revestimentos utilizando a técnica da biocimentagdo, em andamento, no
qual carece ainda de analises mais aprofundada das propriedades da argamassa nos
estados fresco e endurecido, objeto de proximos artigos, assim como, investigagdes da
microestrutura utilizando microscépio eletronico de varredura (MEV), Difracao de Raio
X (DRX) e Fluorescéncia de Raio X (FRX) das amostras secas, para comprovagdo do
aumento do teor de calcita, pela adicao de microrganismos.
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