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RESUMO

Foi investigada a presenga de Thi-
obacillus, bactérias heterotréficas e fun-
gos em amostras de concreto coletadas
de um reservat6rio de dgua apresentan-
do deterioragdio evidente. Analisou-se
amostras das dreas afetadas de duas
regides com caracteristicas distintas:
concreto com corrosio € armadura ex-
posta e concreto com eflorescéncia por
vazamento de dgua. Analisou-se tam-
bém uma amostra de solo em contato
com o concreto, Os Thiobacillus isola-
dos foram submetidos a um teste de cres-
cimento em meio de cultura sélido con-
tendo escéria granulada de alto-forno e
em meio contendo argamassa triturada
do concreto analisado, sem outras fontes
de nutrientes; todos os Thiobacillus iso-
lados cresceram nos mecios testados.
Estes dados serdo utilizados em estudos
de durabilidade de concreto para reposi-
térios finais de rejeitos radioativos.

Palavras-chaves: Concreto; deterio-
ragio; Thiobacillus; escéria granulada
de alto-forno: microrganismos.

1. INTRODUCAQ

A necessidade da construgido de
um repositério final de rejeitos radioa-
tivos no Brasil fez iniciar, na Super-
visdo de Rejeitos ¢ Descontaminagiio
do IPEN/CNEN-SP, estudos com o ob-
jetivo de obter parimetros para aumen-
tar a durabilidade dos concretos desti-
nados a este fim.

Os rejeitos radioativos gerados no
Brasil, de niveis médio ou baixo de ra-
diagdo, com emissores alfa abaixo dos
limites estabelecidos por norma, podem
ser depositados em repositérios finais
de superficie ao nivel do solo (6, 7).

A durabilidade do concreto de
um repositério final de rejeitos radio-
ativos de baixo nivel de radiagdo,
deve ser de aproximadamente 500
anos (5). Viabilizar a maior durabili-
dade possivel ao concreto € funda-
mental - para garantir a protegdo ade-
quada ao meio ambicnte. Em fungdo
desta necessidade, este trabalho
propde-se a investigar a interferéncia
dos microorganismos no processo de
deterioragdo do concreto.
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A literatura referente 2 corrosio microbiolégica do concreto evidencia as
bactérias do género Thiobacillus como um agente etiolégico importante neste
processo (18, 19, 20). O primeiro caso de corrosdo do concreto por Thiobacillus,
foi publicado por em 1945 por PARKER (19) onde foram encontrados Thioba-
cillus concretivorus no concreto do esgoto de Melbourne na Austrilia. Atu-
almente esta bactéria é considerada como T. thiooxidans conforme Manual Ber-
gey's de 1989 (21).

Os estudos ecolbgicos realizados em 1983 por MILDE et al (18) evidencia-
ram um desenvolvimento sucessivo de diferentes Thiobacillus durante o processo
de corrosdo do concreto da rede de esgoto de Hamburgo na Alemanha; os Thio-
. bacillus neutrofilicos, capazes de crescer em pH neutro ou ligeiramente alcalino
iniciam o processo, abaixando a alcalinidade do concreto por produgdo de acido
sulfirico ¢ permitindo que as espécies mais acidofilicas tenham condi¢des de
crescimento.

A inexisténcia de um reposit6rio em operacao ou construgfo no Brasil, motivou
a pesquisa de um caso real de deteriora¢iio do concreto, apresentando evidente cor-
rosiio e aparente colonizagdo por microrganismos.

Este trabatho tem por objetivo levantar dados que possam contribuir para o co-
nhecimento da biodeteriora¢do do concreto, cuja durabilidade € essencial em repo-
sitérios finais de rejeitos radioativos. Para tanto, pretende-se, a partir dc um caso real
de deterioragiio do concreto obter os seguintes dados:

- Verificar a ocorréncia de microrganismos, especialmente de Thiobacillus, em
amostras de concreto apresentando evidente deteriorago.

- Verificar se as cepas isoladas s3o capazes de utilizar como nutricntes para seu
crescimento, compostos quimicos presentes nas escérias granuladas de alto-
forno, adicionadas no cimento portland comum ¢ cimento de alto-forno, du-
rante a produgio,

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem

As amostras coletadas, com assepsia, da parede externa de um reservatério de
dgua apresentando deteriora¢@io evidente. Este reservatério de dgua pertence ao Insti-
tuto Butantan e estd situado na Cidade Universitdria - S3o Paulo - Brasil.

Coletou-se amostras de solo em contato com a base da estrutura de concreto e
amostras das regides 1 ¢ 2 conforme a descri¢iio abaixo.

2.2 Descri¢do do concreto estudado ,
Observou-se que o concreto apresentava-se deteriorado em vdrias regides, cujos
danos podem ser agrupados conforme caracteristicas distintas a saber:

Regido 1: Fissuras na junta de concretagem com vazamento de dgua e eflores-
céncia causada por recristalizagio de calcita. (Fotografia 1).
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Fotografia 1 - Detalhe da regido apresentando recristalizagao de calcita.

Regido 2 : Expansio do concreto com corrosiio daarmadura exposta. (Fotografia 2),

Fotografia 2 - Detalhe da regiao apresentando corrosao do concreto e armadura exposta.



2.3 Andlises microbioldgicas

Determinacdo do Nimero Mais Provdvel de Thiobacillus: Técnica dos Tubos
Miiltiplos, conforme Norma Técnica CETESB L5.217 (9) com adaptag¢des para de-
terminagfo de T. denitrificans (22).

Contagem de Coldnias de Bactérias Heterotrdficas: Norma Técnica CETESB
L5.201 (11).

Contagem de Fungos: Norma Técnica CETESB L5.204/78 (10).

Teste diagndstico para identificacdo de Thiobacillus: Manual Bergey's de 1989
(21). As cepas foram inoculadas em condigdes padronizadas estabelecidas por Hutchin-
son (1965) e incubadas a28°C em condigdes estdticas e aerobiose durante 28 dias.

—

Suspensio do concreto

Amostra - concreto em agua estéril (1:10)

Shaker 200 rpm 30 min - medir pH
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Figura 1 - Procecimnento para quantificagéo, isolamento e purificagio para Thiobacillus.




Teste qualitativo para Baciérias Redutoras de Sulfato: Norma Técnica CETESB
L5.210 (8).

Teste de crescimento em escdria granulada de alto-forno: por semeadura em
estrias das bactérias isoladas em meio contendo 20% escéria granulada de alto-
forno, agarose 0,5% ¢ dgua destilada 1000 mL. Esterilizag@io por autoclave a 120°C
por 30 min.

Teste de crescimento em argamassa triturada: por semeadura em estrias das
bactérias isoladas em meio contendo 20% de argamassa do reservatdrio, agarose
0,5% e 4gua destilada 1000mL. Esterilizagdo por autoclave a 120°C por 30 min.

Isolamento e purifica¢do de Thiobacillus: Técnica de enriquecimento por di-
lui¢do nos respectivos meios liquidos e posterior plaqueamento nos respectivos
meios sélidos, como mostra a Figura 1 da pigina anterior.

2.4 Andlises quimicas:

Composigdo quimica e reconstitui¢do de tragos de argamassa:  Boletim IPTN®25(16).

Determinacgdo do residuo insoliivel (escéria): NBR 5744177 (1).

Anidrido silicico (escéria): gravimetria apés insolubilizagfio da silica com 4cido
cloridrico. )

Ox. de aluminio (escéria); Método desenvolvido por Voinovitch (24),

Ox. férrico (escéria): NBR 5742177 (2).

Ox. de cdlcio (escdria): NBR 5749/77 (3).

Anidrido fosforico (escéria): NBR 6473/80 (4).

Tiossulfato em Meio de cultura liquido $6: por lodometria: VOGEL. 1981 (23).

Presenca de calcita: verificada por Difragiio de Raio X - Difratdmetro de Raio
X URD-6 40 kV ¢ 20 mA.

Fosforo total: Mélodo semi-automdtico para determinagiio de fésforo total.
CETESB (12).

Nitrogénio total: Método semi-automdtico para determinagdio de nitrogénio Kje-
dahl total. CETESB (13).

3. RESULTADOS

A Tabela 1 mostra o pH e umidade das amostras analisadas ¢ microrganismos
encontrados por 100 g de amostra seca.

A Figura 2 mostra um grifico representando os valores do logaritmo do NMP
para os Thiobacillus e do logaritmo da UFC para as bactérias heterotréficas e os fun-
gos. Os dados estiio expressos por 100 g de amostra scca.

A Figura 3 mostra a curva de crescimento autotréfico em meio S6 (HUTCHIN-
SON, 1965) de ués cepas de Thiobacillus isoladas ¢ purificadas a partir das amos-
tras de eflorescéncia e concreto com armadura exposta.

Para melhor visualizagdo dos resultados obtidos elaborou-se a Tabela 2, onde
sdo apresentados dados comparativos entre os valores miximos de UFC/mL da curva
de crescimento apresentados na Figura 3 ¢ os valores méximos de UFC/mL obtidos
diretamente das amostras em meio ambiente.




Tabela 1 - Caracteristicas das amostras e microrganismos encontrados/
100g de amostra seca.

Determinagdes Eflorescéncia Concreto Solo-base
(calcita) armadura
pH 8,95 9.99 9,45
Umidade 56% 5% 22%
T. thioparus 7.5 x 10° 1,8x 10* 1,8 x 107
T. thiooxidans <2 <2 2,2x 10°
T. ferrooxidans <2 <2 <2
T. denitrificans <2 <2 7.5x10°
Fungos 57 x 10° 1,7 x 107 13 x107
Bac. Heterotréf. 2,1x107 2,5x10° 8,7 x 10°
Red. sulfato ausente presente n.d.

Fungos e Bact. Heterotréficas: Unid. Formadora de Colénia (UFC)
Thiobacillus: Numero mais provavel (NMP), nd = ndo determinado

Log nimero de células/100g amostra

Eflorescéncia
M e. Prate Fungos
XN NMP T. thicoxidans ~ E== NMP T. denitrificans

1
Concr/Armadura Solo/Concreto

- NMP T. thioparus

P. Plate Heterotrof.

Figura 2 - Microrganismos encontrados por 100g de amostra seca.

A Tabcla 3 mostra os resultados do teste diagnéstico para identificagdo de
Thiobacillus isolados. Este teste foi proposto por HUTCHINSON em 1969 (15) e
accito pelo Manual Bergey's de 1989 (21).

A Tabcla 4 mostra a composi¢io quimica da escéria granulada de Alto-forno
COSIPA utilizada para o meio de cultura. .

A Tabela 5 mostra a composigiio quimica da argamassa analisada cm duas
regides diferentes; uma regifio onde o concreto apresentava-s¢ seco € uma regiio
onde o concreto apresentava-se imido com vazamento.
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Figura 3 - Curva de crescimento dos Thiobacillus isolados em S6 (Hutchinson, 1965).

Tabela 2 - Dados comparativos entre valores méaximos de UFC/ml das ce-
pas apds isolamento e purificagéo e valores maximos UFC/ml das mesmas

colénias em amostras ambientais.

Cond. étimas Ambiente
Colénia rosa 108 UFC/ml 10 UFC/ml
pH 6,7 9.7
Meio liquido S6 concreto (5%H,0)
Colénia pequena 10% UFC/mli 10% UFC/ml
pH 6.7 9,6
Meio liquido S6 Efloresc. (56%H_O)
Colénia grande 108 UFC/ml 10° UFC/ml
pH 6,7 96
Meio liquido S6 Efloresc. (56%H,0)

A Tabela 6 mostra as coldnias de Thiobaciilus que foram capazes de crescer em
meio sélido de escéria granulada de alto-forno COSIPA e em meio sélido com a ar-

gamassa do concreto analisado.

4. DISCUSSAQ

O Niamero Mais Provavel (NMP) para T. thioparus ¢ obtido pela técnica dos tu-
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Tabela 3 - Teste diagnéstico para identificagio de Thiobacillus.

Meio de cultura Critério Ar PC1 PC maior PCesp. RG.
S6/55 pH final 6.90 6.95 7.00 6.95 4.60
S6/55 % de oxidagéo de

tiossulfato (.) 1% 6% . 2% 5% 99%
S0 + 6% tiossulfato % de oxidacgéo de

tiossulfato (*) 0% 8% 0% 0% 0%
S6 /S5 + 4% fostato  Inibigao - - - - -
S6 /S5 + 5% NaCl Inibigao - + + + +
Enxofre pH final 6.40 6.44 6.40 6.44 4.00
58 (anaerobiose) Crescimento + + + + +
Anaerobiose Formagao de gas -~ - - - -
s7 Crescimento em - - - + -

tiocianato
9K Oxidagao do ferro - - - - -
Agar nutriente Crescimento + + + + -
Citrato Simon's Crescimento - - + + -
Agar tiossulfato Deposigio enxofre - - - - +

(") Estes de oxidagio de tiossulfato testes devem ser repetidos por apresentarem resultados
andémalos
{+) positivo para testes de crescimento
inibigao para testes com NaCl e fosfato
) negativo para testes de crescimento
auséncia de inibigao para testes com NaCl e fosfato
Ar:  Coldnia rosa isolada da amostra de concreto com corroséo de armadura
PC1: Colénia pequena isolada da amostra de eflorescéncia
PC maior: Coldnia grande isolada da amostra de eflorescéncia
PC esp: Colénia espalhada isolada da amostra de efiorescéncia
R.G.: T. thioparus isolado de uma amostra de lodo em contato com concreto coletada em outra
cidade (esta cepa foi submetida ao teste de identificagio para efeito comparativo com as
capas isoladas da amostras deste reservatdrio}

Tabela 4 - Composigio quimica da escéria.

Escdria granulada de alto-forno COSIPA (%)
Residuo insolavel (RI) 2,00
Anidrido silicico (SiO,) 35,02
Oxido de aluminio (A1,0,) 11,32
Oxido de calcio (CaOf 43,07
Oxido de magnésio (MgO) 5,97
Oxido de Ferro (Fe,0,) 0,03
Oxido de manganés (im,oa; 0,72
Di6xido de titanio (TiO,) 0,43
Oxido de sédio (Na,0) 0,15
Oxido de Potassio (H,0) 0.44
Sulfeto (S?) 0,95
Nitrogénio total 0,08
Fésforo total 0,01

bos maltiplos no meio de Postgate modificado. A indicacdo da presenga dos Thioba-
citlus neutrofilicos € obtida pela mudarsa na coloragiio do meio de cultura. Utiliza-se
um indicador 4cido-base para obscrvar-se a oxidagfo do tiossulfato com produgio de.
acido pelas bactérias, e por essa raziio nio é descjavel, neste caso, a inoculagiio direta
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Tabela 5 - Composi¢ao quimica da argamassa.

Amostra Seca (%) Vazamento (%)
Umidade 0,96 0,58
Perda ao fogo 9,10 7.40
Residuo insolavel (RI) 74,90 80,03
Ox. de Silicio (SiO,) 2,69 2,24
R0, (Fe,0, + ALG) 1,82 1,58
Ok. de clcio (Ca0) 9.82 7,42
Ox. de magnésio (MgQ) 0,60 0,53
Sulfato 0,01 0,02
Sulfeto (S%) 0.01 0.01
Nitrogénio total 003 - 0,01
Fésforo total 0,04 0,05

A reconstituicdo de tragos da argamassa revelou uma proporgéo em massa
1:4 (cimento: agregado mildo) para a amostra da regido seca e uma pro-
porgao 1.6 para a amostra da regido com vazamento. Esta diferenga no
trago da argamassa pode ser explicada pela lixiviagdo do hidroxide de
calcio e de alguns silicatos hidratados a superficie do concreto, tornando a
regido com vazamento mais pobre em cimento.

Tabela 6 - Crescimento dos Thiobacillus isolados do concreto em meio de
cultura sélido contendo escoria e meio contendo argamassa.

Amostra Bactéria Meio solido Meio sélido
escdria argamassa

Concreto com Col. rosa + -

armadura exposta

Eflorescéncia Col. pequena + +

Eflorescéncia Col. grande + +

Eflorescéncia Col. espalhada + +

do concreto. Quando se utiliza o concrete diretamente, o meio € alcalinizado pela
dissolugiio do hidréxido de cdlcio, mascarando a viragem do indicador por neutrali-
zagfio do dcido produzido pelas bactérias. Em virtuZe deste problema, utilizou-se
como inéculo uma suspensiio do concreto em dgua dest."ada estéril apds agitagio.

Conforme obscrvado na Tabelz 1, foram encontradas bactérias autotréficas, bac-
térias heterotréficas ¢ fungos presentes em quantidades relevantes coexistindo no
mesmo nicho, embora em amostras distintas. A presenga dos mesmos tipos dc mi-
crorganismos nas trés amostras indica que a contaminagio narece vir do solo.

O solo apresenta também indicagiio para T. denitrificans (espécie anaerdbica) ¢
para T. thiooxidans (espécic acrébica acidofilica). Supde-se que caso ndo ocorra in-
terrupgdo do processo com restauragfio da obra, a alcalinidade pode diminuir a ponto
de favorecer a colonizagiio das espécics acidofilicas do solo para o concreto, induzin-
do ao desenvolvimento sucessivo de Thiobacillus como observado no concreto do es-
goto de Hamburgo registrado por Milde et al. (18).

Os resultados obtidos no teste de identificagfio para Thiobacillus, indicam que as
cepas isoladas do concreto que utilizam Citrato podem pertencer ao Grupo 0 ¢ as cepas
que ndo utilizam Citrato ao Grupo 1a, conforme a taxonomia no género Thiobacillus
proposta por HUTCHINSON (1969). Em fung¢io da baixa oxidagdo de tiossulfato pe-
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las cepas isoladas, é necessdrio que estudos complementares sejam efetuados. Obser-
vou-se que os Thiobacillus isolados ndo pertencem 2 espécie T. thioparus, pois esla es-
pécie é estritamente autotréfica, ao contrario das cepas encontradas neste concreto qué
sd0 capazes de crescer também heterotroficamente, como mostra a Tabela 3.

A anilise quimica da argamassa do reservatério de 4gua indicou a possibilidade do ci-
mento utilizado conter aproximadamente 10% de adi¢iio de escoéria granulada de alto-forno.

Conforme mostram as Tabelas 4 e 5, as andlises quimicas da argamassa ¢ da
escoria evidenciaram que todos os nutrientes necessérios ao crescimento dos Thioba-
cillus estdo presentes nestes materiais.

A origem do processo de corrosdo do concreto, neste caso especifico, parece
decorrer de falhas na execugdo da obra. A corrosdo da armadura ¢ favorecida pela
falta de cobrimento e a carbonatagfio local abaixa a alcalinidade do concreto ¢ acele-
ra a corrosio.

Os Thiobacillus isolados deste concreto € outros microrganismos encontrados
nas amostras analisadas parecem entrar numa etapa posterior & carbonatagfo, contri-
buindo para o processo de deterioragdo. A umidade do concreto com conseqiiente
carbonata¢fio e diminuigfio da alcalinidade parece contribuir para o estabelecimento
das condigdes ambientais iniciais para a coloniza¢do dos microrganismos.

O crescimento dos Thiobacillus isolados, nos meios de cultura com escéria e
com argamassa indicou que estas cepas isoladas do concreto sdo capazes de utilizar
0S COMPOSLos quimicos presentes nos materiais de construglo, neste caso, especifica-
mente aqueles contendo escéria granulada de alto-fomo.

Partindo-se dos resultados obtidos, recomenda-se uma andlise microbiolégica do
solo onde serd implantado o repositério final de rejeitos radioativos com o objetivo
de verificar a influéncia da microbiota local na durabilidade do concreto a ser utiliza-
do. Quanto aos maleriais de construgfio, recomenda-se que sejam efetuados estudos
complementares para verificar a possibilidade do sulfeto de célcio presente na
escoria granulada de alto-forno, adicionada ao cimento, ser oxidado pelos Thiobacil-
lus com produgdo de dcido sulfiirico e conseqiiente contribuigdo no processo de cor-
rosiio do concreto.
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