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RESUMO

A biomineralizacdo € uma alteracdo quimica em um ambiente através de atividade
microbiana que resulta na precipitacdo de minerais, sendo um fenébmeno
amplamente distribuido na natureza. Na precipitacdo de carbonato de calcio
induzida microbiologicamente (MICP, do inglés microbially induced calcium
carbonate precipitation), a urease apresenta papel importante ao hidrolisar a ureia,
por uma grande variedade de micro-organismos capazes de produzir elevados
niveis desta enzima. Existem diferentes polimorfos do cristal de carbonato de célcio
e a estrutura que é formada depende do tipo da fonte de calcio utilizada, periodo de
incubacdo e atividades metabdlicas referentes a espécie microbiana avaliada. A
MICP é uma alternativa promissora e ambientalmente amigavel para as tecnologias
de remediacdo atuais e convencionais capazes de resolverem problemas ambientais
em campos multidisciplinares. Varias aplicacbes como aumento da qualidade e da
melhoria das propriedades de materiais de construcdo, remocdo de metais
potencialmente téxicos e radionucleotideos e sequestro de dioxido de carbono
atmosférico tém sido discutidas.

PALAVRAS-CHAVE: Biomoneralizacdo, carbonato de calcio, construgdo civil,
MICP, urease.

CALCIUM CARBONATE BIOPRECIPITATION BY UREOLYTIC BACTERIA AND
ITS APPLICATIONS

ABSTRACT
Biomineralization is a chemical change in environment through the microbial activity
that results in the precipitation of minerals, being a phenomenon widely spread in
nature. In microbially induced carbonate precipitation (MICP), ureases plays an
important role in hydrolyzing urea by a large variety of microorganisms capable of
producing high levels of this enzyme. There are different polymorphs of calcium
carbonate crystal and the structure that is formed depends on the type of calcium
used, the incubation time and metabolic activities of the evaluated microbrial species.
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MICP is a promising and environmentally friendly alternative to current and
conventional remediation technologies capable of solving environmental problems in
multidisciplinary fields. Several applications such as increased quality and improved
properties of building materials, removal of potentially toxic metals and
radionucleotides and sequestration of atmospheric carbon dioxide have been
discussed.

KEYWORDS: Biomineralization, calcium carbonate, construction, MICP, urease

INTRODUCAO

A biomineralizagdo é o processo perante o qual organismos vivos sintetizam
minerais inorganicos. A precipitacdo de carbonato de célcio (CaCO3) é um exemplo
conhecido de biomineralizacdo promovida por células bacterianas e suas
respectivas atividades metabdlicas. Na precipitacdo de carbonato de calcio induzida
microbiologicamente os micro-organismos sdo capazes de secretar um ou mais
produtos metabodlicos que reagem com ions célcio no ambiente resultando na
precipitacdo de minerais (DHAMI et al., 2013a).

A biomineralizagdo pode produzir diferentes fases de polimorfos anidros de
carbonato de célcio tais como calcita, aragonita e vaterita, bem como fases
cristalinas hidratadas tais como monohidrocalcilta, ikeita, e carbonato de calcio
amorfo (ACC) (DHAMI et al., 2013b; ANBU et al., 2016). O processo de MICP é uma
técnica efetiva e ambientalmente “amigavel” que pode ser aplicada em diversas
formas, incluindo a remediacdo de ions calcio, radionucleotideos e metais
potencialmente toxicos, sequestro de CO., restauracao de calcario em prédios
histéricos, bio-estabilizacdo de solos e taludes, biocimentagdo, protecdo da
superficie de argamassas e concreto, remediacdo de fissuras dentre outras
aplicagdes (ABO-EL-ENIEN et al., 2013; CUNNINGHAM et al., 2013; PHILLIPS et al.
2013; MANI : KUMAR, 2014; RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 2015).

A MICP foi proposta como resultado de diferentes mecanismos como a
reducao de sulfatos (BONTOGNALI et al., 2014), fotossintese (DE NOOIJER et al.,
2014), hidrolise de ureia (JIANG et al., 2016), oxidacao anaerébica de sulfureto
(WARTHMANN et al.,, 2000), formagdo de biofilme e substancia polimérica
extracelular (BHADURI et al., 2014). Contudo, a precipitagédo de carbonato de calcio
por bactérias via hidrélise da ureia € o método mais amplamente utilizado (DE
MUYNCK et al., 2010).

Em face dos inumeros processos desempenhados pelas bactérias ureoliticas
e de suas possiveis aplicacdes, o presente artigo propiciou uma revisao acerca dos
principais mecanismos celulares envolvidos na precipitacdo do carbonato de calcio
por bactérias ureoliticas, bem como o detalhamento dos tipos de cristais produzidos
e fontes de isolamento desses organismos. Ha ainda uma énfase especial nas
aplicagcbes desses organismos. Ressalta-se ainda que embora exista uma variedade
de artigos sobre o0 assunto disponiveis nos bancos de dados de revistas académicas
e cientificas, a maioria desse conteudo encontra-se divulgado em inglés. Almeja-se
a divulgacao em portugués desse tema tao relevante e amplamente discutido.

UREASES
As ureases (ureia amidohidrolases, EC 3.5.1.5) sdo enzimas responsaveis
pela hidrolise da ureia. Foram isoladas inicialmente na forma cristalina a partir da
planta conhecida como feijao-de-porco (Canavalia ensiformis). Estdo amplamente
distribuidas na natureza e encontradas no solo e em ambientes aquaticos, estando
presentes em plantas, algas, bactérias, fungos e invertebrados. Funcionalmente, as
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ureases fazem parte da superfamilia das amidohidrolases e fosfotriesterases.
Mesmo apresentando diferentes estruturas proteicas, as ureases exercem uma
Unica funcao catalitica, a hidrélise da ureia, tendo como produtos finais a aménia e o
acido carbbénico (AL-THAWADI, 2008; JIANG et al., 2016).

Uma importante caracteristica das ureases é a presenca de centros metalicos
em seus sitios ativos, cuja funcao é ativar o substrato para que ocorra a reacao.
Essas enzimas sdo as Unicas a possuirem ions de niquel nos sitios ativos dentre as
outras da superfamilia das metalohidrolases. Desde a descoberta, a urease tem sido
intenso objeto de pesquisa, visando elucidar o seu papel e ocorréncia na natureza,
0s mecanismos de funcionamento, a reacdo a compostos exdgenos e a
especificidade de acdo. No solo, estas desempenham papel fundamental ao
fornecer nitrogénio na forma de amdnia aos organismos. Assim, esta funcédo é
essencial para promover o crescimento destes (KRAJEWSKA, 2009).

MECANISMOS ENERGETICOS DE BACTERIAS UREOLITICAS

Varios sdo 0s micro-organismos capazes de produzir ATP através da hidrélise
da ureia (VON AHNEN et al., 2015). A forca proéton motriz ou potencial eletroquimico
(Ap) é que controla a geracao da energia (Eq. 1). Por exemplo, em Sporosarcina
pasteurii (anteriormente conhecida como Bacillus pasteurii) a produ¢do de energia
esta vinculada a geragéo de ATP oriunda da hidrélise da ureia, principalmente com a
producéao do cation NH*, (AL-THAWADI, 2008).

Ap = ApH + Aw (Eqg. 1)

Na equacao, o gradiente de pH, que é a diferenca entre o pH no interior e
exterior das células é representado por ApH e Aw é o potencial da membrana ou
carga do gradiente (AL-THAWADI, 2008). A geracdao de ATP em micro-organismos
neutroéfilos (organismos que crescem preferencialmente em pH neutro) depende da
gradiente de concentracao dos prétons. As células os liberam para o meio exterior
através da cadeia de transporte de elétrons, gerando um acumulo de prétons. Estes
podem se mover para o interior da célula, dependendo do gradiente de
concentragao, através da enzima ATP-sintase. Tal mecanismo resulta na geracao de
ATP (PRESCOTT et al., 1993).

O PAPEL DA UREASE NA PRECIPITAQAO MICROBIANA DE CARBONATO DE
CALCIO

A precipitacdo de carbonato de calcio € um processo quimico que €
controlado por quatro fatores chave (JIANG et al., 2016):

(1) A concentracao do carbono inorganico dissolvido;

(2) a concentragao dos ions calcio;

(3) opH; e

(4) a presenca de sitios de nucleacao.

Na precipitacdo de carbonato de calcio por micro-organismos, 0s trés
primeiros fatores sdo a chave para a precipitacdo, sendo que o quarto fator ndo é
crucial, pois as bactérias podem se comportar como sitios ativos de nucleacédo. A
presenca de varios grupos que apresentam cargas negativas na parede da célula,
em pH neutro, podem fazer com que ions metélicos carregados positivamente se
liguem as superficies microbianas. Esses ions podem posteriormente, reagir com
anions para formar um sal insolivel. O anion desse sistema pode ser de origem
microbiana (produto do préprio metabolismo), ou pode ter advindo de origem
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abiodtica. Em caso de excesso suficiente de cations e anions, o sal metalico ainda é
responsavel por iniciar a formacao de mineral na superficie celular, atuando como
um sitio de nucleacao (AL-THAWADI, 2008).

Ha duas vias metabdlicas para a formagdo bacteriana de carbonatos:
autotréfico e heterotréfico. Na primeira, o diéxido de carbono é utilizado como fonte
de carbono, provocando a reduc¢do no ambiente bacteriano. Na presenca de ions de
Ca?*, a deplecdo resulta no aumento da producdo de carbonato de céalcio. Em
relacdo a via heterotréfica, os micro-organismos podem formar carbonato através da
precipitacao ativa ou passiva. No processo de precipitagao ativa, a producao de ions
carbonato ocorre devido a troca ibnica através da bomba idnica de calcio ou de
magnésio. Ja durante a precipitacdo passiva, a producao do ion carbonato ocorre
devido a amonificagdo de aminodacidos, reducao de nitratos ou pela degradacéo da
ureia. Independentemente dos casos supracitados, a aménia é produzida como
produto metabdlito final, o que resulta no aumento do pH (AL-THAWADI, 2008).

A quantidade com que o carbonato de calcio precipita, € em geral, uma
funcao linear resultante do produto da concentracéo de ions de Ca?* e COs*. Sendo
assim, obedece-se a cinética das reacbes, caso um dos reagentes estiver em
excesso (ACHAL et al.,, 2015). As bactérias exercem papel fundamental ao
influenciarem a saturacao atingivel e a taxa de precipitacdo de carbonato de calcio,
regulando a morfologia dos cristais formados. Quando a concentracao destes ions
excede o produto de solubilidade (Kps), a solucdo do meio torna-se supersaturada.
Quanto mais supersaturada for a solugdo, maior é a chance de a precipitacédo de
carbonato de célcio ocorrer (DHAMI et al., 2013a).

A urease ao hidrolisar a ureia, produz amdénia e carbamato (Eq. 2), que
hidrolisam-se espontaneamente para produzir outra molécula de amdnia e acido
carbénico (Eq. 3). Estes produtos equilibram-se em meio aquoso, formando
bicarbonato e aménio, além de ions hidréxido (Eq. 4 e 5), que resultam na elevacao
do pH. Esta alteracdo do pH pode alterar o equilibrio do bicarbonato, gerando ions
carbonato (Eq. 6), que na presenca de ions solluveis de calcio, precipitam como
CaCO; (Eq. 7) (DHAMI et al., 2013b). A Figura 3.1 esquematiza o processo de
producéo de carbonato de calcio pela enzima urease.

CO(NHy); + H2O — NH,COOH + NH; (Eg. 2)

NH>COOH + H,O — NH3 + H>.COg3 (Eq 3)

H,CO3 «— HCO5 +H* (Eq. 4)

2NH; + 2H,0 «— 2NH,* + 20H" (Eq. 5)

HCO;5 + H* + 2NH,* + 20H «— CO?3 + 2NH,* + 2H.0 (Eq. 6)
CO?*3 + Ca”™ «— CaCO; (Kps =3.8x 107 (Eq.7)

As vezes, a parede celular bacteriana pode apresentar cargas negativas, e
com isso, atrair cations como Ca?* para depositarem-se na superficie celular. O
Ca®* reage com os ions CO3> e precipitando carbonato de célcio na superficie da
parede celular, que leva a morte das bactérias (Eqg. 8 e 9) (HELMI et al., 2016).

Ca®* + Célula — Célula—Ca** (Eq. 8)
Célula—Ca®* + CO3>— Célula—CaCOj3 (Eq. 9)
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FIGURA 1: Modelo esquematico resumindo o papel da urease
na precipitacdo CaCO; mediada por micro-organismos: (1)
hidrélise da ureia, (2) aumento da alcalinidade, (3) adsorcéo
superficial de fons Ca?* e (4) nucleagdo e crescimento do
cristal. EPS significa substéncia polimérica extracelular
(adaptado de AL-THAWADI, 2008).

OS DIFERENTES POLIMORFOS DE CARBONATO DE CALCIO

Diferentes tipos de polimorfos sdo formados a partir da biomineraliagéo tais
como as fases anidras de carbonato de calcio: calcita, aragonita e vaterita; bem
como fases cristalinas hidratadas como a monohidrocalcilta, ikeita, e carbonato de
calcio amorfo (ACC) (DHAMI et al., 2013b; ANBU et al., 2016). Dentre estes, vaterita
e calcita sdo os polimorfos de carbonato de célcio bacterianos mais comuns. A
vaterita é uma fase menor, metaestavel e transitéria durante a formacao de calcita. A
calcita € o polimorfo de CaCO3; mais termodinamicamente estavel sendo o produto
primario de CaCO3z; em diversos MICPs (DHAMI et al., 2014; GANENDRA et al.,
2014).

A precipitagdo de CaCOsz por mistura concentrada dos ions Ca** e COs*
envolve pelo menos trés etapas: formagdao de CaCQO3; amorfo, que é uma forma de
CaCO3; com baixa estabilidade e alta solubidade; transformacao de CaCO3; amorfo
em vaterita e transformagdo de vaterita termodinamicamente instavel em calcita
estavel (DHAMI et al., 2013b). POUGET e colaboradores em 2009 propuseram um
modelo controlado dos estagios iniciais da formacao de CaCQOs;, ou seja, antes
mesmo da transformacdo de ACC em vaterita e calcita. Nesses estdgios iniciais a
precipitacdo do CaCO3; comecaria com a formacao de clusters de pré-nucleacao,
agregacao destes para formacao de nanoparticulas de ACC e associacdo destas
nanoparticulas com a superficie do molde para iniciar o crescimento do ACC.

A fonte de calcio influencia na forma do cristal produzido. Diferentes fontes de
calcio induzem cristais com formas diferentes, sendo a forma romboédrica induzida
pelo cloreto de célcio a mais estavel de CaCO; (GOROSPE et al., 2013) Outras
fontes de célcio induzem a formacao de diferentes formas de CaCQOs;. O acetato de
calcio, por exemplo, induz uma forma lamelar (uma forma metaestavel de CaCOs;)
que é composta de vaterita, enquanto que o lactato de calcio e glucanato de calcio
induzem uma forma de empacotamento mais complexa que leva ao crescimento de
vaterita com uma forma esférica (RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 2007).

Diferencas na atividade da urease especificas de cada cepa podem ser
responsaveis por diferengcas morfoldgicas na formacao dos cristais. Essas diferengas
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podem interferir na proteina especifica EPS, produzida por diferentes tipos de
bactérias que controlam a selecdo de polimorfos de calcita ou aragonita, tendo em
vista que as proteinas EPS podem ligar-se ao Ca** e promover a precipitacdo de
carbonatos (DHAMI et al., 2013b).

A composicdo do meio de cultura também pode afetar a morfologia, pois
diferentes espécies bacterianas sao capazes de precipitar diferentes formas,
quantidades, e tamanhos de cristais de carbonato partindo do mesmo meio sintético.
Varios pesquisadores tém utilizado diferentes tipos de fontes de calcio para inducéo
da precipitagdo de CaCOs, sendo que o cloreto de calcio é uma das melhores para
inducéo da precipitagdo (ACHAL ; PAN, 2014). Contudo, esta fonte de célcio ao ser
utilizada para melhorar as propriedades mecénicas ou reparar estruturas de
argamassa e concreto pode apresentar efeito contrario, e promover patologias
graves. A corrosao eletroquimica causada pelo ataque dos cloretos é uma das
principais causas de deterioracao das estruturas de concreto armado (CASCUDO,
1997).

FATORES QUE AFETAM A EFICIENCIA DA MICP

A gquantidade de carbonato de calcio precipitada e a atividade da urease sao
baseadas em diversos fatores ambientais, tais como, o tipo de bactéria, a
concentracao celular bacteriana, o pH, a temperatura, e a concentracdo de ureia e
calcio (SOON et al., 2014; AMARAKOON ; KAWASAKI, 2016; HELMI et al. 2016).

O tipo de bactéria é essencial para a capacidade de producdo da enzima
urease. Varias bactérias produtoras de urease tém sido estudadas tais como
Aerobacter aerogenes, Bacillus megaterium, B. flexus, B. firmus, B. subtilis, B.
cereus, Bacillus sp., B. thuringiensis, Pseudomonas azotoformans, Sporosarcina
pasteurii, S. soil e Artrhobacter crystallopoietes (DHAMI et al., 2013c; GOROSPE et
al., 2013; JAGADEESHA KUMAR et al., 2013; ACHAL ; PAN, 2014; KANG et al.,
2014; NONAKARAN et al., 2015; YANG et al., 2016; ZHU et al., 2016).

Diferentes tipos de bactérias tém sido descritas como capazes de produzir
diferentes quantidades de urease e carbonato de calcio. Bactérias do género
Bacillus sao comumente utilizadas para precipitacado de calcita através da acao da
enzima urease. Por exemplo, B. megaterium tem sido utilizada para aumentar a
forca no concreto e melhorar a durabilidade de materiais de construgdo e estruturas
(DHAMI et al, 2013c; SOON et al, 2013; KRISHNAPRIYA et al., 2015).
Sporosarcina pasteurii € 0o principal micro-organismo utilizado em diversas
aplicagbes tais como remediacdo de metais potencialmente tdxicos e
radionucleotideos, remediacdo de fissuras em concreto e melhoria das
caracteristicas de solo (DHAMI et al., 2013b; GOROSPE et al., 2013; LAUCHNOR et
al., 2013; Ll et al., 2013; GRABIEC et al., 2017).

Elevadas concentragdes celulares bacterianas aumentam a quantidade de
carbonato de célcio precipitada por MICP, devido ao aumento da concentracao de
urease e da hidrélise da ureia (OKWADHA ; LI, 2010). A hidrélise da ureia tem uma
relagdo direta com a concentragdo celular bacteriana. Stocks-Fischer e
colaboradores (1999) demostraram que as células atuam como locais de nucleacdes
para precipitacdo de CaCQOgs, sendo este um fator importante pra precipitacdo dos
cristais. Neste estudo, os autores compararam a eficiéncia da precipitacao
microbiana de carbonato de célcio com a precipitagdo quimica induzida e
constataram que 98% da concentracdo inicial de Ca?* foi precipitada
microbiologicamente enquanto que apenas 35% e 54% foram precipitadas
quimicamente em agua e em meio de cultura, respectivamente. Esta diferenca foi
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constatada porque as bactérias se portaram como sitio ativo de nucleacao para o
CaCOj3; e criaram um ambiente alcalino propicio para a formacao e crescimento dos
cristais.

A precipitagdo de CaCOs; € influenciada pelo pH, pois a enzima urease
apenas se ativara em faixas de pH especificas para que a hidrélise da ureia ocorra.
Grande parte do CaCOg precipitado ocorre em condi¢des alcalinas, com pH variando
entre 8,7 e 9,5 (STOCKS-FISCHER et al., 1999; HELMI et al., 2016), entretanto,
MOBLEY et al., (1995) verificaram que o pH 6timo para a urease era quase neutro.

A hidrélise da ureia pela urease depende da temperatura, assim como em
outras reacdes enzimaticas. A temperatura 6tima para a maioria das ureases varia
entre 20 a 37 °C (OKWADHA ; LI, 2010; HELMI et al., 2016). DHAMI et al. (2014)
constataram que a enzima urease é completamente estavel a 35 °C, mas quando a
temperatura € aumentada para 55 °C a atividade da enzima cai cerca de 47%.

A hidrélise da ureia pela enzima urease ndao s6 apenas eleva o pH do meio
como também libera nitrogénio que pode ser utilizado como fonte de energia
(ACHAL & PAN, 2014). Isso ocorre porque o micro-organismo pode produzir aménia
como produto da hidrélise enzimatica da ureia, criando um ambiente alcalino no
entorno celular, elevando o pH e consequentemente induzindo a precipitacao de
CaCO;3; (STOCKS-FISCHER et al., 1999). A concentracao da fonte de calcio e de
ureia é importante para a precipitacdo. Altas concentracées destes componentes
diminuem a eficiéncia na precipitacdo de calcita, enquanto que a eficiéncia é
aumentada em baixas concentracdes (0,05 — 0,25 M) (OKWADHA ; LI, 2010).

FONTES DE ISOLAMENTO DE BACTERIAS UREOLITICAS

O principal objetivo de MICP é o isolamento e selecdo de potentes bactérias
produtoras de urease. Para realizar a precipitacdo de carbonato de calcio pela via da
hidrélise da urease o micro-organismo deve produzir uma quantidade suficiente
desta enzima. Deste modo, varios pesquisadores tém isolado micro-organismos
ureoliticos de varias fontes (ACHAL ; PAN, 2014; KANG et al., 2014; GARCIA et al.,
2016). Estes micro-organismos podem induzir a precipitacdo de CaCO; e tém sido
estudados para diversas aplicagcbes como remediacdo, consolidacdo e cimentacao
(DE MUYNCK et al. 2008; PHILLIPS et al., 2013).

Garcia et al. (2016) isolaram cepas capazes de precipitar CaCO;3 a partir de
amostras de depositos calcarios e aguas de gotejamento de duas minas da
Colémbia. Em estudo realizado por Kim e Youn (2016) bactérias ureoliticas dos
géneros Bacillus, Sporosarcina e Staphylococcus aptas a precipitar CaCO3 foram
isoladas a partir de amostras oriundas de solos de areia calcaria e solos de caverna
calcaria, de duas cidades da Coreia do Sul. Krishnapriya et al. (2015) isolaram
bactérias ureoliticas do género Bacillus precipitadoras de CaCO; a partir de
amostras de solo de uma féabrica de cimento localizada em Tamil Nadu, India.
Bactérias ureoliticas que precipitam CaCO; utilizadas para melhorar a forca
compressiva em argamassa foram isoladas a partir de amostras de estruturas de
concreto em estudo realizado por Park et al. (2010).

A bactéria produtora de urease Bacillus sp. CR2 foi isolada a partir de
amostras de solo de uma mina de Xinjiang, China (ACHAL & PAN, 2014) e diversas
espécies do género Sporosarcina foram isoladas a partir de amostras do solo de um
viveiro na Universidade de Tsinghwa, China (LI et al., 2013). Cepas positivas foram
identificadas através da coloracao rosa formada pela hidrélise da ureia em placas de
agua para teste de ureia.
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APLICACOES DA BIOPRECIPITACAO DE CARBONATO DE CALCIO POR
BACTERIAS UREOLITICAS

O processo de MICP é uma técnica
efetiva e ambientalmente “amigavel” que pode ser aplicada para resolver diversos
problemas ambientais, incluindo a remediacdo de ions calcio, radionucleotideos e
metais potencialmente tdxicos, sequestro de CO,, restauracdo de calcario em
prédios histéricos, bio-estabilizacdo de solos e taludes, biocimentacao, protecdo da
superficie de argamassas e concreto, remediagcdo de fissuras dentre outras
aplicagdes (LE METAYER-LEVREL et al., 1999; AL-THAWADI, 2008; DE MUYNCK
et al., 2010; PHILLIPS et al., 2012; ABO-EL-ENEIN et al., 2013).

REMOCAO DE CONTAMINANTES
Remocio de ions de Ca**

Hammes et al. (2003) avaliaram o potencial de remocdo de Ca®* de aguas
residuais de industria através da MICP por degradagdo bacteriana de ureia.
Elevadas concentracdes destes ions presentes em aguas residuais geram severos
problemas de operacdo, com varias implicacées econémicas, como incrustacdo em
reatores e encanamentos, resultado da precipitagdo do calcio como gipsita, fosfato
e/ou carbonato. Até 90% dos ions de célcio presentes na adgua examinada foram
removidos com a adigdo de uma baixa concentracdo de ureia (0-16 g.L™).

Remocao de radionucleotideos

Nos organismos vivos, o estroncio é altamente tdxico e soluvel e, portanto,
pode ser facilmente passado através da cadeia alimentar a partir do solo ou agua
contaminados (SHARMA et al., 2015). Os efeitos carcinogénicos e a mobilidade do
estroncio afetam a usabilidade da agua subterrdnea e as técnicas convencionais
para remediacao sao caras e ineficazes (LAUCHNOR et al., 2013). A captura de
radionucleotideos divalentes de estroncio 90 (*°Sr?*) via MICP em &guas
subterrdneas apo6s adicdo de altas concentracdes de ureia e baixa concentracdo de
fons Ca?* foi investigada por Fuijita et al. (2004) e Brookshaw et al. (2012). Formou-
se carbonato de estroncio (*°SrCOj3), e com isso verificou-se que os fons de %°Sr?*
substituem os ions de Ca?* nos cristais de carbonato, prevenindo o espalhamento da
contaminacao por este radionucleotideo.

Achal et al. (2012) analisaram o potencial de remocao de estroncio (Sr) de
areias quartziticas através do MICP. Os autores demonstraram neste estudo que a
bactéria Halomonas sp., removeu cerca de 80% do Sr das amostras de areia
avaliadas. Além disso, demonstrou-se que a MICP sequestra estréncio soluvel como
biomineral e poderia ser utilizado como um biorremediador importante do Sr, do
ponto de vista ecolégico e ambiental.

Remocao de metais potencialmente téxicos

Metais potencialmente téxicos comuns tais como: cadmio, crémio, cobalto,
cobre, arsénio, chumbo, mercurio entre outros tém ocorréncia natural, mas
concentram-se devido as atividades antropogénicas (MANI ; KUMAR, 2014; SINGH ;
PRASAD, 2015). Os tratamentos quimicos e fisicos convencionais tais como
precipitacao, adsorcao, tratamento eletroquimico, técnica de evaporacao, filtragem,
troca ibnica, oxidacdo/reducdo e osmose reversa sao utilizados para remogao
desses metais em ambientes contaminados. Esses métodos tradicionais geralmente
nao removem totalmente os metais porque sao ineficazes, caros e consomem
grandes quantidades de produtos quimicos e energia (GUPTA et al., 2015).
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Muitos tratamentos biolégicos, utilizando micro-organismos, foram
empregados para remover metais potencialmente toxicos de locais contaminados
através de fitorremediacdo, bioacumulagcdo, biolixiviacdo, biossorventes e
bioimobilizacdo. Entretanto, estes métodos ndo séao eficazes por serem demorados,
dispendiosos e resultam na liberacdo de metais potencialmente téxicos imobilizados
ou adsorvidos para o meio ambiente (ACHAL et al., 2011).

Métodos alternativos como a MICP sao necessarios para remover 0os metais
potencialmente toxicos de forma efetiva, econébmica e de um modo eco-amigavel
(HAMDAN et al. 2011). Varios autores tém constatado que a MICP apresenta
potencial para remediacdo destes metais. Li et al. (2013) reportaram que varias
espécies de Sporosarcina e B. lentus produtoras de urease sado aptas para
removerem 88 a 99 % de metais potencialmente toxicos apds 48 horas de
incubagcdo. Achal e colaboradores (2011) isolaram a bactéria tolerante a cobre
Kocuria flava CR1 a partir de uma mina na China, e obtiveram remocao de 97% de
cobre do ambiente usando MICP. Achal et al. (2012) isolaram a bactéria tolerante a
arsénio Sporosarcina ginsengisoli CR5 e reportaram uma remocao de 96,3% do
arsénio apos sete dias de incubacao.

SEQUESTRO DE CO,

O aquecimento global € uma questao ambiental importante que ocorre devido
as concentracdes crescentes de CO, na atmosfera terrestre (MIGLIARDINI et al
2014). O CO, é removido primariamente da atmosfera via fotossintese realizada por
plantas e organismos marinhos e retorna para a atmosfera através da respiracdo de
organismos quimiorganotréficos e animais. Na natureza, o sequestro de CO, por
fixacdo quimica na forma de carbonato como calcita, aragonita, magnesita e
dolomita é muito lenta (MANN, 2001). A MICP é um método efetivo para remocéao
de CO, do meio ambiente (PHILLIPS et al. 2012). Neste caso, o CO, é convertido
em minerais de carbonato que podem formar diferentes cristais como calcita,
vaterita, aragonita, dolomita e magnesita.

AGENTE DE AGREGACAO EM RESERVATORIOS

A MICP pode ser utilizada também como agente de agregacao em
reservatérios de petréleo. Leonard (1986) mostrou que células bacterianas foram
capazes de vedar rochas altamente permeaveis de reservatorios de petroleo.
Valores entre 8 e 30% do 6leo do reservatério foram recuperados do método comum
de producao de petroleo.

Tratamentos primario e secundario por injecdo de agua sao utilizados para
recuperacdo de 6leo cru nos poros da rocha do reservatério de petrdleo. Tais
métodos ndo sao tao eficientes, pois levaram a uma retencédo de 67% do total de
6leo nos poros da rocha reservatério. Sendo assim, existiu o0 interesse no uso de
micro-organismos com objetivo de aumentar o aproveitamento do éleo, que pode ser
alcancada pela producdo microbiana de biopolimeros e biosurfactantes na
superficie; crescimento microbiano nos poros das rochas reservatério, produzindo
gases, surfactantes e outras substancias quimicas; ou por agregacao microbiana
dos poros nos canais do reservatorio (AL-THAWADI, 2008).

As rochas do reservatério apresentam zonas com alta permeabilidade.
Quando hé a injecao da agua para deslocar o 6leo, esta se move por entre 0s poros
da zona de alta permeabilidade, desviando elevada quantidade de oleo. Por
apresentar um pequeno tamanho, as bactérias sao capazes de transitar até regides

altamente permeéveis, vedando os poros por agregagdo, e consequentemente, a
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recuperacdo de Oleo e eficiéncia de arraste, sdo aumentadas em até 100%
(BRYANT, 1987).

RESTAURACAO DE PREDIOS HISTORICOS

A MICP foi utilizada em experimento realizado na cidade francesa de
Thouars, para o tratamento da torre de uma igreja do século Xll feita de rocha
calcaria. Le-Metayer-levrel e colaboradores (1999) validaram a viabilidade do
processo microbiano na restauracdo do calcario da superficie tratada. A protecao
superficial da rocha foi promovida pelo carbonato de calcio produzido pelos micro-
organismos, reduzindo a absorcédo de agua, sem alterar a aparéncia estética. Além
disso, foi constatado que o desenvolvimento abundante de bactérias
carbonatogénicas preveniu o a formacao de consoércios de bactérias acidificadoras.

BIO-ESTABILIZACAO DE SOLOS E TALUDES

Varios sdo os grupos no mundo desenvolvendo estudos a fim de determinar
métodos que beneficiam as propriedades mecanicas do solo como a rigidez, a
resisténcia e a permeabilidade, prevenindo ou estabilizando erosées (KHODADADI ;
BILSEL, 2012; JIANG ; SOGA, 2016). A maioria dos resultados e mais satisfatérios
foram obtidos por estimulagao dos micro-organismos naturais presentes no solo
(LOPEZ, 2008). A bio-estabilizagdo de solos equivale na melhoria das propriedades
geotécnicas destes mediante a precipitagdo de carbonato de calcio (GOMEZ-
MUNETON, 2009).

A compatibilidade morfoldégica entre os micro-organismos (tanto externos
quanto nativos) e o solo no qual sdo injetados é um ponto importante a ser
destacado na estabilizacdo de solos. O tamanho relativamente pequeno dos micro-
organismos € vantajoso nesse ponto. As particulas do solo estdo dispostas em uma
vasta gama de tamanhos, apresentando primariamente entre “finas” e “grossas”.
Sendo assim, os micro-organismos sdo capazes de intermear através dos varios
tipos de solo (HAMDAN et al. 2017).

Tendo em vista que é natural a presenca de bactérias ureoliticas e ureia em
solo, e sendo conhecido que esses micro-organismos sdo capazes de produzir
CaCO3; por meio da degradagao da ureia, essas bactérias sdo as mais estudadas
para utilizagdo em processos de bio-estabilizacdo. Os cristais de carbonato sao
formados ao redor das células bacterianas, interligando-se com as particulas do
solo, 0 que gera uma resisténcia ao cisalhamento (tensdo cortante) (REDDY, 2013).

BIOCIMENTO OU BIOCONCRETO

O cimento é amplamente utilizado como um material de construcao
(STABNIKQV et al. 2013). Entretanto, a produgédo gera impactos ambientais durante
todas as etapas da fabricagdo. Somado a este fato, a produgcao de cimento mundial
é responsavel pelo consumo de cerca de 10-15% da energia industrial total e 5-8%
da emissao antropogénica de CO. (USON et al. 2013; GONZALEZ-KUNZ et al.
2017). O biocimento é uma alternativa ao cimento (DE MUYNK et al. 2010) que pode
produzir materiais aglutinantes por meio do tratamento com MICP para melhorar a
resisténcia e durabilidade de materiais cimenticios (PHILLIPS et al. 2013; DHAMI et
al. 2014).

Na area de construcéo civil a MICP é empregada principalmente em duas
formas: como material de cimentagdo ou como uma camada de protecao superficial.
Enquanto o primeiro é chamado de biocimentacdo o ultimo €& chamado de
biodeposicao (ACHAL ; MUKHERJEE, 2015). O “biocimento” é produto da MICP
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que visa diminuir ou eliminar os espacos entre as particulas de um material granular
(areia como um agregado, por exemplo). Para atingir esse objetivo, utiliza-se um
meio liquido contendo bactérias, ureia como uma solugdo de substrato e ions de
céalcio. A enzima urease, produzida pela bactéria, hidrolisa a ureia que juntamente
com os ions de calcio sao utilizados como base para formar o “biocimento”. O
cimento une os graos, criando uma massa sélida (ACHAL et al., 2014).

A biocimentagéo esté diretamente relacionada a atividade enzimatica da cepa
bacteriana e da composi¢cdo do meio de cultura utilizado. Dessa forma, quanto mais
elevada a atividade da urease e melhor o perfil nutricional do meio, maior é a
capacidade de precipitacdo de carbonato de célcio (PACHECO-TORGAL ;
LABRINCHA, 2013). Este processo tem demonstrado ser eficaz na ligacao de graos
de areia para fazer bio-arenitos capazes de resistir a compressao. A biocimentacao
também é utilizada para a melhoria da resisténcia a compressao de outros materiais
constituidos de cimento (CHENG et al., 2016).

A areia é o material mais comumente utilizado como agregado para
fabricacdo de materiais de construcao e estruturas. Muitos sdo os estudos perante
0S quais se associaram com sucesso a MICP a cimentacao da areia. Em estudos
realizados por Achal e colaboradores (2009), a biocimentacao foi usada em conjunto
com cimento convencional para fazer argamassas. As células bacterianas cultivadas
em meio liquido foram adicionadas na mistura de areia e cimento, e corpos de
provas de 70.6 mm foram moldados. Tais amostras de cimento mostraram um
aumento de 17-36% da resisténcia a compressdo, enquanto a resisténcia a
permeabilidade a agua fora aumentada quatro vezes.

PROTECAO DA SUPERFICIE DE ARGAMASSAS E CONCRETO VIA
BIODEPOSICAO

Elementos e materiais de construcdo como estruturas de concreto e
argamassa estao suscetiveis a acdo do intemperismo de varios fatores quimicos,
fisicos e biolégicos (LE-METAYER-LEVREL et al. 1999). Devido a sua composicao,
rochas carbonaticas estdo sujeitas ao intemperismo. O avanco progressivo da
dissolucdo da matriz mineral como consequéncia do intemperismo leva ao aumento
da porosidade, e consequentemente, a uma reducao das caracteristicas mecanicas.
(DE MUYNCK et al. 2010). Assim sendo, com o objetivo de diminuir a suscetibilidade
a deterioracdo, varios tratamentos de conservagdo tém sido empregados para
alterar algumas caracteristicas das rochas, protegendo-as de agdes intempéries,
como em ambientes com altas concentracbes de sulfato (NOUSOUHIAN et al.,
2015). Repelentes de 4gua tém sido aplicados para proteger as rochas do acesso de
agua e de agentes agressivos presentes na atmosfera. O uso de consolidantes para
rocha visa o reestabelecimento da coesdo entre os graos deteriorados da mesma.
Contudo, ambos os tratamentos de conservacdao estdo sujeitos a frequente
controvérsia devido a agdo nao reversivel e a atuacdo limitada, podendo até
contribuir para acelerar a deterioracao de rochas (DE MUYNCK et al. 2010).

Na biodeposicdo, uma camada de carbonato de origem microbiologica é
precipitada sobre um substrato poroso, tal como tijolo, cimento ou argamassa. A
MICP pode depositar os cristais formados de carbonato dentro dos poros da
superficie e evitar a entrada de materiais nocivos para o substrato. Assim, a
superficie de materiais porosos, tais como de tijolos, concretos e pedra calcaria,
pode ser protegida da acdo da agua ou da invasao quimica (acao de cloretos e
sulfatos, por exemplo) (PHILLIPS et al., 2013). A biodeposicédo envolve varios micro-
organismos, caminhos e ambientes a qual pode ser obtida através da exposi¢do da
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superficie a cultura de bactérias ureoliticas. A exposicao pode ser feita por imersao
ou pulverizacao (DE MUYNCK et al., 2008).

Dick et al. (2006) utilizaram a biodeposicao no tratamento e restauracao de
estruturas degradadas. Nos seus experimentos, cubos de 30 mm foram incubados
em jarras esterilizadas com meio liquido contendo ureia e fonte de calcio. Varias
camadas de calcita foram depositadas sobre o calcario degradado durante quatro
semanas. Concluiram que a melhor biodeposicao homogénea de calcita em cubos
de calcario fora obtida pela bactéria com maior eficiéncia ureolitica. Depois, uma
tentativa bem sucedida foi feita para melhorar a eficiéncia do processo em
biodeposicao de calcario baseado na influéncia de parametros quimicos, ou seja, a
concentracao de sais de calcio e de ureia. O aumento das concentracées desses
constituintes em certo nivel e a repeticdo do tratamento melhorou a resisténcia do
calcario em absorver agua, devido a MICP. Além disso, os corpos de prova tratados
por biodeposicdo apresentaram aumento da resisténcia frente a sonicacao.

A MICP tem sido proposta como um método eco-amigavel para proteger
rochas ornamentais deterioradas (LE METAYER-LEVREL et al., 1999) e como um
método de melhoramento da durabilidade de materiais cimenticios
(RAMACHANDRAN et al., 2001). lvanov et al. (2015) em experimentos com Bacillus
sphaericus crescidos em meio com ureia, constataram a biodeposicdo com este
micro-organismo como um tratamento para superficies de materiais cimenticios com
diferentes porosidades. Os autores demonstraram que o tratamento resultou em
aumento da resisténcia de corpos de prova de argamassa contra carbonacao,
penetracdo de cloretos, congelamento e descongelamento, especialmente para
argamassas mais porosas.

REMEDIACAO DE FISSURAS

Com intuito de estabelecer uma alternativa sustentavel e rentavel, a MICP
tem sido estudada para aplicacdo em cicatrizacdao de fissuras em concreto
(SHARMA et al., 2017). Zhong e Islam (1995) utilizaram a consolidacao de misturas
de areia, compostas por bactérias, nutrientes e um material de preenchimento para
remediacdo de rachaduras em granito. Dentre os diferentes materiais avaliados nas
misturas, os granitos que foram tratados com Sporosarcina pasteurii, silica ativa
(10%) e areia (90%) mostraram aumento a forca compressiva e a reducao da
permeabilidade.

Em estudo sobre remediacdao em concreto com S. pasteurii, Ramachandran et
al., (2001) constataram que a precipitagao bacteriana de CaCOj3 era muito efetiva na
remediacdo de rachaduras nesse elemento, aumentando a resisténcia a
compressdao em cubos de argamassa com rachaduras. Entretanto, a remediacéao
microbiana foi mais efetiva em rachaduras superficiais do que nas mais profundas
devido ao fato de S. pasteurii ser um organismo que cresce mais ativamente na
presenca de O,. De Belie e De Muynck (2009), em estudo semelhante, avaliaram a
capacidade de B. sphaericus em reparar fissuras em concreto através da
precipitacdo de carbonato de calcio pela via de hidrélise da ureia. Observaram que
cristais de CaCO3; formaram no interior dos poros do material estudado, selando a
rachadura. Um dos resultados desse efeito foi o decréscimo da permeabilidade a
agua.

LIMITACOES DA MICP
Apesar do elevado potencial de aplicacées da MICP em diversos campos,
esta tecnologia apresenta algumas limitacbes no uso que devem ser superadas
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antes que possa ser amplamente aplicada em escala comercial. Uma desvantagem
da MICP é que este trata-se de um processo microbiano normalmente lento e mais
complexo do que 0s processos quimicos. Isso ocorre porque a atividade do micro-
organismo depende de fatores ambientais como pH, temperatura, concentracéo e
difusédo de nutrientes e metabdlitos (IVANOV et al., 2015).

Outra desvantagem é que a MICP pode nao ser ambientalmente “amigavel”
por completo. O ambnio, que é formado durante o processo de hidrélise da ureia, em
altas concentragdes pode ser tdéxico e perigoso para a saude humana e micro-
organismos do solo. Este composto quando presente dentro de materiais de
construgdo pode ser nitrificado em acido nitrico por bactérias. O &cido nitrico, por
sua vez, pode reagir com a calcita e formar nitrato de calcio, que € um componente
altamente sollvel que contribui para a biodeterioracdo de materiais de construcao
(GANENDRA et al., 2014).

Limitacbes econdbmicas como o0 uso de nutrientes de laboratério em
aplicacoes de campo devem ser superadas. Para isso, € necessaria a identificacao
de fontes de nutrientes alternativas e mais baratas para a MICP. Por exemplo, o
liqguido do macerado de milho pode oferecer fontes de nutrientes menos
dispendiosas para uma comercializagdo com mais chances de ser sucedida (DHAMI
et al., 2013b; PHILLIPS et al., 2013). Se comparada aos métodos tradicionais, a
producdo de grandes volumes de culturas e reagentes torna a MICP
economicamente desafiadora. Desta forma, sdo necessarias pesquisas adicionais
para melhorar a tecnologia de producgéo e reduzir os subprodutos indesejaveis para
permitir o uso de MICP em escala comercial.

CONSIDERACOES FINAIS

Diversos micro-organismos capazes de produzir a urease podem ser
utilizados para a precipitacdo de carbonato de calcio. Varios pesquisadores tém
buscado desenvolver métodos para remocdao de contaminantes na natureza.
Contudo, estes métodos tém se mostrado ineficazes e caros. A MICP tem surgido
como uma alternativa eficaz e ambientalmente correta para a remediagdo ambiental
de metais potencialmente tdéxicos e radionucleotideos, por exemplo. Esta mesma
técnica pode ser utilizada para melhorar as propriedades mecénicas de solos, de
estruturas de argamassa e de concreto, bem como na reparacao de fissuras e na
protecao das superficies destes elementos frente a ataques de agentes nocivos. As
aplicacées da MICP séo ilimitadas e utéis em aplicacdes que visam gerar produtos
seguros e ambientalmente estaveis. Mesmo que a MICP tenha vantagens, séo
necessarios estudos mais aprofundados para superar as limitacbes antes da
comercializacdo em escala industrial.
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