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ABSTRACT

This study had as aim fo isolate bacteria of the genus Bacillus from soil samples, in order to carry
out an investigation of its potential in the production of urease, so that it can be used in
biocementation. From a clayish latossoil in the horizont B, a soil sample was extracted, diluted
in saline solution and put through a temperature of 80°C in order to separate only colonies of
bacteria that produce urease. From the solution, a solid biomass was produced in which the
colonies got sporulated. After that, the colonies were revitalized so they could be used in the
manufacture of mortar. A pilot test was made utilizing the bacterias instead of cement in the
mortar and after 28 days the specimen was tested in its compression and traction. The results
did not reach the minimum of resistance established by the technical rules but pozzolanic
activity could be observed because the sample with no bacterial use was 50% less resistent
than the rest. Therefore, it is possible to replace other cement materials for urease production
bacteria.
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1 INTRODUCAO

O Brasil atualmente apresenta uma producdo anual média de 103 milhdes de
toneladas de argamassa por ano. Esta producdo corresponde cerca de 2%
da producdo total, sendo que a maior parte € produzida no canteiro de obras
(IDEIES, 2015).

A argamassa quando produzida sem controle tecnoldgico pode levar a um
baixo desempenho nas suas propriedades. A resisténcia mecdanica da
argamassa € uma das principais caracteristicas, conferindo éxito nas mais
diversas funcdes de aplicacdo da mesma.

Dentre 0os componentes utilizados na confeccdo de argamassas temos o
cimento, responsdvel por 88% das emissdes de CO2 na atmosfera, o aumento
de CO2 é responsdavel pelas mudancas climdticas e aquecimento global, tais
efeitos agravaram-se com o passar dos Ultimos anos, nos levando a buscar por
novas tecnologias que busquem ndo agredir o meio ambiente (ALSHALIF ef
al., 2016).
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As buscas de novas técnicas visando reduzir a emissdo de CO2 veem
resultando no estudo da utilizacdo da atividade microbioldgica, essa técnica
consiste na producdo de carbonato de cdlcio em materiais derivados do
cimento. Sendo uma técnica ambientalmente correta, a reducdo do CO»
ocorre naturalmente no processo metabdlico dos micro-organismos para que
seja possivel a producdo do carbonato de cdlcio (ALSHALIF et al., 2016; VERMA
et al., 2015).

Bactérias com potencial ureolitico tem a capacidade de precipitar o
carbonato de cdicio pela producdo da enzima de urease, esta enzima é
responsdavel por catalisar a hidrélise da ureia em CO2 e ambnia, resultfando no
aumento do pH e de concentfracdo de carbonato no ambiente bacteriano.
Quando estas bactérias entfram em contato com um ambiente rico em cdicio
a precipitacdo se forma em um mineral de estrutura definida, carbonato de
cdlcio na forma de calcita. (SIDDIQUE; CHAHAL, 2011).

A hidrdlise da ureia € um processo metabdlico comum entre uma grande
gama de micro-organismos que estdo presentes no solo, tornando-se ideal
para estudos ligados a biotecnologia (SIDDIQUE; CHAHAL, 2011).

Pesquisas desenvolvidas por (ABO-EL-ENEIN ET AL., 2012) e (REDDY ET AL., 2011)
comprovam o aumento de resisténcia a compressdo da argamassa em até
33%, utiizando a precipitacdo de carbonato de cdlcio na matriz da
argamassa.

A precipitacdo de carbonato de cdlcio levou a vdarias investigacoes sobre o
uso de bactérias no concreto. Diferentes micro-organismos foram usados para
aumentar aresisténcia d compressdo da argamassa e para a remediacdo de
fissuras (RAMACHANDRAN; RAMAKRISHNAN; BANG, 2001).

Este trabalho busca analisar os efeitos da utilizacdo de micro-organismos do
género Bacillus nas propriedades mecdnicas da argamassa. Para andlise os
prismas de argamassa foram submetidos a testes de resisténcia a compressdo
e tracdo na flexdo, aos 28 dias, e para verificar a eficiéncia do método foi
feita a comparacdo com uma amostra piloto e normas técnicas para
argamassa.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Solo

Os micro-organismos utilizados para este estudo foram extraidos de uma
amostra de solo, um latossolo de horizonte B. O perfil da extracdo do solo
caracteriza-se por possuir um horizonte A pouco espesso € um horizonte B
espesso. O horizonte B caracteriza-se por ser um latossolo de coloracdo
vermelho escuro, argiloso de estrutura fraca de substrato basdltico (MAPA,
1973). A Figura 1 apresenta o perfil de extracdo do solo.
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Figura 1 - Extracdo do solo

Fonte: Os autores

2.2 Isolamento das colonias

O solo coletado foi encaminhado ao laboratério de microbiologia para
realizacdo de isolamento de colbnias do género Bacillus, produtores da
enzima urease, responsdvel pela precipitacdo de carbonato de cdicio. Para
realizar o isolamento dos micro-organismos 1g de solo foi adicionado em 10 ml

de solucdo salina estéril e homogeneizado em agitador de tubos por 1 minuto
como mostra a Figura 2.

Figura 2 - Preparo do solo

g

Fonte: Os autores

A mistura foi diluida 10 e 100 vezes em solucdo salina estéril. Para cada
diluicdo, uma aliquota de 1000 pL foi coletada e submetida por 12 minutos a
80°C e 5 minutos a 4°C, conforme Figura 3.
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Figura 3 - Diluicdo do solo em solucdo salina

Fonte: Os autores

Em seguidq, 100 uL de cada aliquota foram transferidos para placas de Petri
contendo Agar Nutriente e espalhados com auxilio de uma alca de Drigalski
como na Figura 4. As placas foram mantidas em estufa a 28°C durante 24 - 48
horas.

Figura 4 - Espalhamento de solo diluido

Fonte: Os autores

2.3 Coloragao de Gram

A coloracdo de Gram diferencia as espécies bacterianas em dois grupos:
Gram-positivos e Gram-negativos. Este método é baseado na capacidade
das paredes celulares de bactérias Gram-positivas de reterem o corante cristal
violeta no citoplasma durante o tratamento com dlcool, enquanto que as
paredes celulares de bactérias Gram-negativas ndo o fazem (NOSOUHIAN;
MOSTOFINEJAD; 2016). O teste foi utilizado para determinar a morfologia dos
micro-organismos, uma vez que Bacillus possuem uma forma de bastonete,
como mostrado na Figura 5.
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Figura 5 - Coloracdo de Gram

Fonte: Os autores

2.4 Teste de Urease

A enzima de urease produzida pelos micro-organismos & responsavel pela
hidrdlise da ureia presente no ambiente. A liberacdo de didxido de carbono
a partir do processo de hidrdlise combinado com ions de cdicio resulta na
deposicdo de carbonato de cdicio (RAO et al., 2013).

O ensaio de urease foi realizado para garantir que 0s micro-organismos que
foram selecionados fossem produtores de urease. A mudanca de tom de cor
do meio de amarelo para rosa indica que a bactéria é produtora de urease,
conforme Figura 6.

Figura 6 - Teste de Urease

Fonte: Os autores

2.5 Meio de crescimento e biomassa

A partir do crescimento bacteriano em placa de Agar Nutriente, cada
amostra foi inoculada em 250 ml de Caldo Nufriente na concentracdo
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aproximada de 108 UFC/ml. A concentracdo bacteriana foi determinada por
contagem em Cdmara de Neubauer. O Caldo foi mantido & 26°C por 24 horas
a 120 rpom. Em seguida o cultivo foi centrifugado a 7000 rom por 10 minutos.
Apds a centrifugacdo o sedimento foi coletado e misturado a 12,59 de
esterco de ave seco. A mistura foi seca em temperatura ambiente. A Figura 7
demonstra a biomassa utilizada na producdo da bioargamassa.

Figura 7 - Biomassa

Fonte: Os autores

A biomassa fem a funcdo de conservar os micro-organismos por um periodo
maior, deixando-os em estado de laténcia, mas em um meio nutritivo,
podendo ser armazenado para posterior uso, assim como o0s demais materiais
utilizados na argamassa. O esterco de aves seco foi escolhido por ser rico em
N-P-K (Nitfrogénio, Fésforo e Potdssio).

A etapa de secagem € o periodo onde ocorre a esporulacdo bacteriana,
onde 0s micro-organismos ficam supersaturados e sem dgua, eles se protfegem
para manterem-se vivos, em estado de laténcia, até que seja dada condicdoes
6timas para que haja a quebra dos esporos posteriormente, etapa da
revitalizacdo.

2.6 Producao da bioargamassa

Para a producdo da bioargamassa utilizou-se como base trabalhos j&
desenvolvidos pelo projeto Eco-Cement (NEAPOLIS UNIVERSITY, 2015), o estudo
foi adaptado em buscas de possiveis resultados positivos, por se fratar de
micro-organismos do género bacillus ainda sem identificacdo, apenas
produtores de urease.

A biomassa foi revitalizada em solugcdo de adgua e ureia, em banho-maria, a
uma temperatura de 30°C, por aproximadamente 3 horas, mexendo
suavemente a cada 15 minutos. O processo de revitalizagdo serd responsavel
por auxiliar os micro-organismos na quebra dos esporos produzidos a fim de se
manterem vivos. A presenca da dgua e da ureia fard com que haja a
reativacdo dos processos enzimdticos dos micro-organismos levando-os a
romper os esporos, ativando o processo metabdlico de urease dos micro-
organismos contidos na biomassa, sendo a enzima urease essencial para que
ocorra a precipitacdo do carbonato de cdicio para o processo da
biocimentacdo.

Apos a revitalizacdo, o material foi coado e utilizado na confeccdo da
argamassa feita com traco em percentuais, sendo 1% biomassa (revitalizada
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com ureia), 23% de dguaq, 46% de calcdrio calcitico (como fonte de cdicio),
12% de cinza de casca de arroz (como agente hidraulico) e 18% de areia
(como agregado). Foram confeccionados corpos de (Figura 8), rompidos aos
28 dias, para testar a sua resisténcia mecanica.

Figura 8 - Bioargamassa

Fonte: Os autores
3. RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Resisténcia mecanica

Através da Tabela 1, percebe-se que as amostras Bio (possuem adicdo de
micro-organismos) tiveram um acréscimo notdvel de resisténcia d compressdo
em comparacdo a amostra Branco (amostra sem adicdo de micro-
organismos).

Segundo os autores Reddy et al. (2011) e Abo-El-Enein et al. (2012), o aumento
de resisténcia se dd devido a producdo do carbonato de cdicio na
microestrutura da argamassa.

No momento da retirada dos moldes a amostra Bio 3 rompeu-se impedindo o
ensaio de fracdo. Porém, nota-se que os valores de resisténcia a tracdo na
flexdo ndo atingiram os limites minimos de desempenho impostos pela NBR
13279 que determina as resisténcias para as aplicacdes da argamassa,
enquanto os resultados obtidos nos ensaios a compressdo demonstraram
valores acima do minimo exigido.

Tabela 1 - Resultfados médios dos ensaios mecdnicos

i - Resisténcia & Resisténcia a tragdo na
Identificacdo da compressdo (MPa) flexao (MPa)
amostra
Média Média
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Bio 1 2,13 0,09

Bio 2 2,18 0,07

Bio 3 1,73 o
Branco 1.41 0,05

Fonte: Os autores

3.2 Andlise da microestrutura

Para a andlise da microestrutura foi utilizado o Microscopio Eletrénico de
Varredura (MEV), esta andlise teve como objetivo a verificacdo da formagdo
de carbonato de cdicio, com a obtencdo da imagem, determinou-se a
composicdo das amostras. O MEV é capaz de produzir imagens de alta
ampliacdo e resolucdo, possibilitando analisar a fundo a microestrutura da
argamassa, para que seja possivel identificar se houve ou ndo a precipitacdo,
conforme a Figura 9.

Figura 9 — Andlise da microestrutura utilizando MEV

Fonte: Os autores

O mapa quimico obtido a partir da varredura demonstra grande quantia de
cdlcio (cloracdo verde) presente nas amostras analisadas, constatando que
ocorreu a precipitacdo do carbonato de cdicio.
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Analisando a formacado cristalina da Figura 10, pode-se notar que a formacdo
€ proxima do que é descrito por Siddique; Chahal (2011), que diferentes
bactérias podem precipitar quantias e formas diferentes de carbonato de
cdlcio. Como ndo se sabe quais as bactérias que estavam presentes no solo,
isso dificulta analisar mais profundamente a formacdo dos cristais.

Figura 10 - Formacdo cristalina
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Fonte: Os autores

4 CONCLUSOES

A bioargamassa foi testada em relacdo as resisténcias a fracdo na flexdo e a
compressdo, obtendo resultados médios abaixo dos valores minimos exigidos
pelas Normas Técnicas, porém se observou que entre as amostras com
bactérias e sem bactérias, houve um aumento de 50% de resisténcia para as
amostras que continham biomassa, apontando que houve producdo de
calcita.

Tratando-se de uma técnica nova, onde o objetivo era a substituicdo total do
cimento, obteve-se éxito no teste piloto. Apds a identificacdo dos micro-
organismos far-se-& novos ensaios para encontrar uma dosagem que atenda
a todos os padroes normativos exigidos para as argamassas.
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