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APRESENTAÇÃO

As obras As Engenharias frente a Sociedade, a Economia e o Meio Ambiente 
Volume 1, 2, 3 e 4 abordam os mais diversos assuntos sobre métodos e ferramentas 
nas diversas áreas das engenharias a fim de melhorar a relação do homem com o 
meio ambiente e seus recursos. 

O Volume 1 está disposto em 31 capítulos, com assuntos voltados a engenharia 
do meio ambiente, apresentando processos de recuperação e reaproveitamento de 
resíduos e uma melhor aplicação dos recursos disponíveis no ambiente, além do 
panorama sobre novos métodos de obtenção limpa da energia.

Já o Volume 2, está organizado em 32 capítulos e apresenta uma vertente ligada 
ao estudo dos solos e aguas, com estudos de sua melhor utilização, visando uma 
menor degradação do ambiente; com aplicações voltadas a construção civil de baixo 
impacto.

O Volume 3 apresenta estudos de materiais para aplicação eficiente e econômica 
em projetos, bem como o desenvolvimento de projetos mecânico e eletroeletrônicos 
voltados a otimização industrial e a redução de impacto ambiental, sendo organizados 
na forma de 28 capítulos.

No último Volume, são apresentados capítulos com temas referentes a engenharia 
de alimentos, e a melhoria em processos e produtos.

Desta forma um compendio de temas e abordagens que facilitam as relações 
entre ensino-aprendizado são apresentados, a fim de se levantar dados e propostas 
para novas discussões em relação ao ensino nas engenharias, de maneira atual e 
com a aplicação das tecnologias hoje disponíveis. 

Boa leitura

Henrique Ajuz Holzmann
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AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO DE 
COMPOSIÇÕES A BASE DE CIMENTO DE 

ALUMINATO DE CÁLCIO FRENTE AOS 
MICRORGANISMOS STAPHYLOCOCCUS AUREUS E 

ESCHERICHIA COLI

CAPÍTULO 18
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RESUMO: O aluminato de cálcio (CAC) tem 
sido avaliado por mais de duas décadas 
com relação as suas propriedades físicas, 
mecânicas e de biocompatibilidade. O sucesso 
de um biomaterial também depende da sua 
capacidade para evitar a contaminação durante 
a manipulação e inibir o crescimento de 
microrganismos. O objetivo desse trabalho foi 
avaliar a viabilidade bacteriana após contato 
de diferentes composições a base de CAC com 

culturas dos microrganismos Staphylococcus 
aureus e Escherichia coli quando comparado 
com materiais comerciais usados na odontologia 
e ortopedia (MTA, Vidrion, Meron, PMMA). As 
composições foram preparadas pela adição ao 
CAC dos seguintes materiais (i) dispersante, (ii) 
plastificante e (iii) um dos compostos (alumina, 
zircônia, óxido de zinco, hidroxiapatita, fosfato 
tricálcico, quitosana e colágeno). Amostras 
foram colocadas em triplicata em contato com 
as culturas seguido de incubação por 24 horas. 
Após esse período, 150 µL do sobrenadante 
foram retirados para leitura de densidade óptica 
(570 nm) usadas nos cálculos de viabilidade 
bacteriana. Menores valores de viabilidade 
bacteriana foram obtidos para as diferentes 
composições de CAC frente à S. aureus. Por 
outro lado, as composições não apresentaram 
o mesmo efeito contra E. coli. As amostras 
foram retiradas das soluções e após tratamento 
de fixação, secagem e metalização foram 
observadas em microscópio eletrônico de 
varredura. 
PALAVRAS-CHAVE: cimento aluminoso, 
viabilidade bacteriana, Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli.

EVALUATION OF THE BEHAVIOR OF 

CEMENT COMPOSITIONS BASED ON 

CALCIUM ALUMINATE AGAINST THE 
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MICROORGANISMS STAPHYLOCOCCUS AUREUS AND ESCHERICHIA COLI

ABSTRACT: Calcium aluminate has been evaluated as the biomaterial for more than 
two decades with respect to its physical, mechanical, and biocompatibility properties. 
Success of a biomaterial depends on its ability to prevent contamination during handling 
and inhibit the growth of microorganisms. The objective of this study was to evaluate 
bacterial viability after contact with different CAC based compositions with cultures 
of Staphylococcus aureus and Escherichia coli as compared to commercial materials 
used in dentistry and orthopedics (Vidrion, Meron, PMMA). The compositions were 
prepared by adding the following materials to CAC (i) dispersing agent, (ii) plasticizer, 
and (iii) one of the compounds (alumina, zirconia, zinc oxide, hydroxyapatite, tricalcium 
phosphate, collagen, and chitosan). Samples (6 mm diameter x 2 mm thick) were 
placed in triplicate in contact with the cultures and incubated for 24 hours. After this 
period, 150 uL of the supernatant were taken for 60º Congresso Brasileiro de Cerâmica 
15 a 18 de maio de 2016, Águas de Lindóia, SP 1766 optical density reading (570 
nm) used to calculate bacterial viability. Lower bacterial viability values were obtained 
for the different CAC compositions against Staphylococcus aureus. However, the 
compositions did not show the same effect against Escherichia coli. Samples were 
removed from the solutions, and after the fixing, drying, and plating treatments, were 
observed in a scanning electron microscope. 
KEYWORDS: aluminous cement, bacterial viability, Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli.

1 | 	INTRODUÇÃO 

A aplicação do cimento de aluminato de cálcio (CAC) na área da saúde iniciouse 
no campo odontológico, onde em 1987, Hermansson desenvolveu um processo 
químico com o objetivo de criar um novo restaurador dental mais biocompatível do 
que a amálgama. Durante os anos 90 a Doxa AB finalizou a formulação do material 
em uma versão comercial do cimento aluminoso chamado de Doxadent®, introduzido 
no mercado odontológico em 2000 (GRONBERG, 2004). O cimento de aluminato 
de cálcio comercial é composto principalmente pelas fases CA (CaO.Al2O3) e CA2 
(CaO.2Al2O3) as quais são responsáveis pelo seu processo de endurecimento hidráulico 
(PARKER et. al., 1982). A dissolução dessas fases em contato com a água promove 
a liberação dos íons Ca2+, Al(OH)4 - e OH- , o que promove a saturação da solução, 
seguido pela precipitação de hidratos de aluminato de cálcio (CaO.Al2O3.H2O) e 
hidróxido de alumínio (ALT et. Al., 2003) . Um cimento endodôntico a base de cimento 
de aluminato de cálcio (ECAC) vem sendo estudado visando preservar e ampliar as 
propriedades positivas e aplicações clínicas do material mais utilizado atualmente 
como um cimento reparador conhecido por MTA (mineral trioxide aggregate). O ECAC 
tem mostrado superar as limitações do MTA dentre as quais se destacam a baixa 
resistência mecânica (PANDOLFELLI et. al .,2007), escurecimento do dente ao longo 
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do tempo, pega lenta e alto custo (BORTOLUZZI et. al., 2007 & JACOBOVITZ et. al., 
2008). O aluminato de cálcio também tem sido estudado como um cimento reparador 
em ortopedia (BÜRGER, 2010). O material de maior destaque nessas aplicações 
conhecido por PMMA (polimetilmetacrilato) também apresenta limitações como rápido 
endurecimento e elevada temperatura decorrente da reação de polimerização, exigindo 
grande cuidado durante a aplicação (ORÉFICE,2006). A alta velocidade de reação 
do polímero também pode ocasionar queda da resistência mecânica do material, 
associada à má homogeneização durante o preparo, bem como a incorporação de 
ar. Na fixação de próteses o cimento atua como homogeneizador e atenuador de 
altas tensões mecânicas, principalmente as de compressão. Falhas deste material 
podem ocasionar o deslocamento de próteses conduzindo inevitavelmente a novas 
cirurgias (ORÉFICE,2006 & SAHA 2004). Composição de CAC contendo zircônia 
também foi desenvolvida especialmente para aplicação em estabilização de fraturas 
de compressão vertebral, resultando em valores de resistência à compressão similar 
ao PMMA, estabilidade após seis meses em solução tampão de fosfato e porosidade 
de 10-15% (ENGQVIST et. al.,2008). A exemplo da composição CAC-zircônia, outros 
materiais também vêm sendo combinados visando melhorar as suas propriedades 
tais como alumina, óxido de zinco, fosfatos de cálcio, colágeno e quitosana. Algumas 
características que indicam vantagens da aplicação do CAC nas áreas da endodontia 
e ortopedia são: a sua coloração branca, o desenvolvimento de pega hidráulica não 
necessitando de campo seco para sua aplicação, baixa temperatura durante a pega 
e um tempo de reação que pode ser controlado pela adição de aditivos específicos. 
Além disso, os estudos envolvendo o desenvolvimento da composição do CAC para 
endodontia tem resultado em melhor fluidez, melhores condições de trabalhabilidade, 
maior resistência mecânica e reduzida porosidade, quando comparado ao MTA 
(PANDOLFELLI et.al., 2007 & OLIVEIRA et. al.,2010). Entretanto, poucos estudos 
têm sido encontrados na literatura sobre outras propriedades do material como a sua 
capacidade bactericida. É reconhecido que o sucesso de um material biocompatível 
depende da sua capacidade de evitar contaminação durante a fase de manipulação 
assim como de inibir o crescimento de microrganismos. A infecção por bactéria 
começa com a adesão da bactéria seguido da colonização das mesmas. Dessa forma, 
neste trabalho foram preparadas diferentes composições a partir da mistura de CAC 
com diferentes compostos (alumina, zircônia, óxido de zinco, hidroxiapatita, fosfato 
tricálcico, quitosana e colágeno), visando avaliar a viabilidade bacteriana em contato 
com tais composições quando comparado com produtos comerciais comumente 
usados na odontologia (MTA e ionômeros de vidro) e ortopedia (PMMA).

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

Os materiais utilizados neste trabalho foram: CACH, produzido pela mistura a 
seco de cimento de aluminato de cálcio com dispersante poliglicol (Bayer, 0,6%-p) e 
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plastificante CaCl2.2H2O (Labsynth, 2,8%-p) em moinho de bolas durante 1 hora; e 
os compostos: (1) alumina calcinada (CT3000SG, Almatis), (2) zircônia monoclínica 
(CC-10, Saint-Gobain), (3) óxido de zinco (Synth), (4) hidroxiapatita (Sigma-Aldrich 
21223), (5) fosfato tricálcico (Cadisa), (6) quitosana (Polymar) e (7) colágeno bovino 
(tipo I, JBS). Produtos comerciais foram usados como referência sendo eles: cimento 
ortopédico PMMA (Bio mecânica) e os cimentos odontológicos, MTA branco (Angelus), 
ionômero de vidro para base e forração (Vidrion F, SS White) e ionômero de vidro para 
cimentação e restauração (Meron, Voco). Os compostos foram adicionados ao CACH 
em teores 4%-p, seguido de homogeneização. As misturas foram usadas na preparação 
das amostras (6 mm de diâmetro x 2 mm de altura) com suspensões aquosas de 
80%-p de sólidos. Apenas para colágeno e quitosana foi adicionado 1%-p e utilizado 
suspensões com 76 e 80%-p de sólidos. Os produtos comerciais foram preparados 
seguindo recomendações dos fabricantes. O MTA foi preparado usando água (76%-p 
de sólidos), para Meron e Vidrion foi adicionado pó ao líquido numa razão 1:1 enquanto 
para o PMMA foi misturado líquido ao pó numa razão 2:1. As amostras, com exceção 
de Meron, Vidrion e PMMA os quais apresentam cura imediata, foram colocadas em 
estufa a 37 oC em ambiente saturado durante 48 horas. Após a cura, as amostras foram 
esterilizadas a seco em estufa a 110 oC por 24 horas, seguido de tratamento em fluxo 
(UV) durante 20 minutos e usadas nos ensaios bactericidas. Foram utilizadas duas 
cepas bacterianas padrão da linhagem: (1) Staphylococcus aureus (ATCC 25923), 
Gram-positiva e (2) Escherichia coli (ATCC 25922) Gram-negativa. Inicialmente foram 
preparadas as soluções de meio de cultura e de soluções bacteriana. Para o preparo 
de 100 mL de solução de meio de cultura Luria Broth (LB, Sigma) foram diluídos 
3,7 gramas de meio LB em 100 mL de água destilada seguido de agitação usando 
agitador magnético até que formasse uma mistura homogênea. Posteriormente, a 
solução foi autoclavada (121ºC, 15 minutos) para esterilização e estocada em uma 
garrafa de vidro a 37ºC. Para o preparo das soluções bacterianas foram utilizados 7 
μL de uma solução bacteriana (cultura estoque) e 6 mL de meio de cultura LB estéril e 
armazenados em tubos de vidro 18x18 mm (Pyrex®). As soluções bacterianas foram 
incubadas em estufa (Fanem®) a 37 ºC por um período de 24 horas. Para avaliação da 
ação bactericida, utilizou-se uma placa de 24 poços adicionando-se a cada poço 200 
µL de meio LB e 5µL de solução bacteriana (~106 unidades formadoras de colônias/
ml) seguido de tempo de incubação de 3 horas respeitando-se a taxa de crescimento 
exponencial, também chamada de fase log do crescimento bacteriano. Em seguida as 
amostras foram colocadas nos poços em triplicata, seguido de incubação pelo período 
de 24 h a 37 °C. Poços contendo meio e cultura bacteriana ou apenas meio LB estéril 
foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente. Após o período 
de incubação uma alíquota de 150 µL do sobrenadante de cada poço foi retirada e 
levada para leitura utilizando o espectrofotômetro SpectraCount® (Packard) com um 
filtro de 570 nm. Dessa forma, medidas de densidade óptica das amostras (DO) foram 
analisadas. Após interação das culturas bacterianas com as amostras, estas também 
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foram fixadas em solução contendo paraformaldeído 4%, glutaraldeído 2,5% e PBS 
por 2 horas e lavadas duas vezes com PBS. Após este período, as amostras foram 
desidratadas em solução crescente de acetona (50 - 70 - 90 - 100%) com intervalo 
de 10 minutos, sendo a última de 30 minutos. Para as amostras comerciais (Meron, 
Vidrion F e PMMA) utilizou-se apenas acetona 50% por 10 minutos. Após este período, 
as amostras foram secas em solução de HMDS (hexamethyldisilazane - Sigma-Aldrich 
Inc.) e metalizadas em um equipamento Emitech K550X. As análises foram realizadas 
em microscópio eletrônico de varredura Zeiss EVOMA10.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados de densidade óptica para as amostras em contato com os 
microrganismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli são apresentados na Figura 
1.

Figura 1. Densidade óptica para as amostras frente aos microrganismos Staphylococcus aureus 
e Escherichia coli.

O aumento da biomassa (número de células) total de uma cultura bacteriana 
pode ser monitorado por medidas da densidade óptica. A absorbância aumenta 
proporcionalmente ao aumento do número de células na população. Desta forma pode-
se observar na Figura acima que as amostras estudadas apresentaram efeito superior 
quando na presença de Staphylococcus aureus quando comparado a Escherichia coli. 
As composições quando em contato com o microrganismo Staphylococcus aureus 
apresentaram absorbâncias inferiores aos da cultura o que mostra uma diminuição da 
biomassa, com exceção para o colágeno. Este aumento da biomassa nas amostras 
de colágeno pode estar relacionado ao fato do microrganimo S. aureus ser capaz de 
expressar numerosas proteínas de superfície, denominadas adesinas, que permitem 
a adesão aos componentes do colágeno (SANTOS et. al., 2007). Em relação aos 
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materiais comerciais usados como referências, todos apresentaram resultados 
de absorbância abaixo do valor da cultura, principalmente o MTA. O efeito do MTA 
já foi relatado na literatura (LIU et. al., 2009), sendo correlacionado aos níveis de 
alcalinização do meio em contato com o material. Em relação às amostras avaliadas, 
CACH-óxido de zinco apresentou resultado semelhante ao MTA. Partículas de óxido 
de zinco vêm sendo adicionadas aos biomateriais por apresentarem um efetivo 
controle a vários microrganismos e ter a capacidade de mudar os componentes da 
membrana celular da bactéria e distorcêla levando à perda do componente intracelular 
e consequentemente à morte (LIU et. al., 2009). Esta redução é de estrema importância 
uma vez que o Staphylococcus aureus (Gram-positiva) é a mais comum e uma das 
mais antigas bactérias simbiontes do homem, sendo uma bactéria esférica (coccus) 
que aparece aos pares no exame microscópico, em cadeias curtas ou em cachos 
similares aos da uva ou em grupos. Sendo que algumas cepas produzem uma toxina 
proteica altamente termoestável que causa doença em humanos. A Escherichia coli 
é uma bactéria bacilar gram-negativa, que assume a forma de um bacilo e pertence 
à família das Enterobacteriaceae. São aérobias e anaerobias facultativas. Não é 
uma bactéria comum da cavidade bucal, mas pode estar presente principalmente 
em indivíduos mais velhos ou clinicamente comprometidos. Esses microrganismos 
têm sido amplamente usados em testes de antibiograma. Ambos são considerados 
microrganismos controle nestes testes nos quais é avaliado a resistência/sensibilidade 
de cepas de bactérias frente aos antibióticos. Para a Escherichia coli, as amostras 
que apresentaram valores de absorbância significativamente inferiores ao da cultura 
foram o CACH puro e com a adição de zircônia. A adição de zircônia vem sendo 
estudada pela sua capacidade de inibir o nível de colonização bacteriana em sua 
superfície como já relatado na literatura (MANICONE,2007). Por outro lado, para as 
amostras CACH-alumina e CACH-quitosana foram obtidos valores muito altos de 
absorbância. Entretanto, estudo relata efeito positivo da alumina contra microrganismo 
gram negativos, quando partículas nanométricas são usadas (MUKHERJEE, 2011). A 
quitosana apresenta mecanismo de ação diferente entre as bactérias gram positivas e 
gram negativas. A presença de quitosana na membrana das bactérias gram positivas 
(S. aureus) é enfraquecida ou até mesmo fragmentada, enquanto nas gram negativas 
(E.coli) o citoplasma é concentrado e o interstício da célula é ampliado (LIFENG et. Al., 
2004). A atividade antimicrobiana da quitosana não tem um mecanismo de ação exato 
pois varia dependendo de diferentes fatores podendo ser intrínsecos e extrínsecos 
(TAVARIA et. al, 2013). Outros trabalhos relatados na literatura também tem verificado 
atividade antimicrobiana do cimento de aluminato de cálcio frente aos microrganismos 
Staphylococcus aureus (SILVA et. al., 2014), Streptococcus mutans (UNOSSON 
et.al.,2012) e Escherichia coli (PIRES-DE-SOUZA et.al.,2013) correlacionando seu 
efeito ao aumento do pH do meio. As análises realizadas em microscópio eletrônico 
de varredura são apresentadas nas Figuras 2 e 3.
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Figura 2: Microscopias eletrônicas de varredura das amostras na presença de Staphylococcus 
aureus

Figura 3: Microscopias eletrônicas de varredura das amostras na presença de Escherichia coli.

Pode-se observar na Figura 2 que as micrografias de CACH-ZnO e MTA 
apresentam uma menor adesão de microrganismos quando comparado com as 
amostras de Vidrion F e PMMA. Na Figura 3 as micrografias de CACH e CACzircônia 
também apresentam uma menor adesão quando comparado aos materiais comerciais. 
Nota-se nos materiais comerciais (MTA e PMMA) que o microrganismo esta por toda 
a amostra apresentando sua forma perfeita de bastonetes. 
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4 | 	CONCLUSÃO 

O cimento a base de aluminato de cálcio (CACH) apresenta atividade antimicrobiana 
contra S. aureus e E. coli. Para o microrganismo S.aureus, a composição CACH-ZnO 
apresenta valores de densidade óptica semelhantes ao material de maior destaque na 
odontologia (MTA). Para a Escherichia coli as composições estudadas assim como os 
materiais comerciais avaliados não apresentam o mesmo efeito quando comparado a 
S. aureus. 
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