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RESUMO

INFLUENCIA DA MINERALOGIA DO SOLO NA BIO-PRECIPITACAO
DE CARBONATOS COMO TECNICA DE CIMENTACAO DE SOLOS.

O desenvolvimento de vilas e cidades no mundo, gerou a necessidade de expandir a
infraestrutura civil para novas areas ou melhorar as ja existentes. Sendo “o solo” um dos
principais recursos para estes novos desenvolvimentos, ¢ necessario desenvolver novas
tecnologias, para a melhoria de suas propriedades e adapté-las as necessidades especificas

de cada projeto.

Nas tultimas décadas, emerge a biogeotecnologia, oferecendo a aplicacdo de processos
biologicos e microbiologicos, como alternativa para resolver diversos problemas da
engenharia geotécnica, alternativa que pode ser ambientalmente sustentavel e
economicamente competitiva com as tecnologias existentes. Inicialmente as técnicas
biologicas consistiam na aplicacdo de plantas para a prevencdo e mitigagdo da erosdo e
estabilidade de encostas. Mais recentemente, os estudos focaram-se na utilizacdo de
microrganismos, que a partir da sua atividade metabdlica e como consequéncia desta,

podem modificar as propriedades de engenharia dos solos.

Neste sentido, foi desenvolvida esta pesquisa, buscando aprofundar no conhecimento do
processo de precipitacdo de carbonatos mediado por microrganismos (MICCP- Microbially
Induced Calcium Carbonate Precipitation™), que tem sido estudado para sua aplicacio
como técnica de melhoria do solo. Pesquisas em MICCP, mostraram que este processo
biomediado ¢ muito eficiente para bio-cimentar areias finas, compostas principalmente por

quartzo.

Buscando ampliar o uso desse processo em solos de diversas composi¢des mineraldgicas,
nesta pesquisa foi analisada a influéncia da mineralogia do solo na precipitacdo de
carbonatos e foram utilizados como substratos uma areia de quartzo, um caulim e uma
bentonita. A selecdo do microrganismo foi feita a partir de uma triagem de 13
microrganismos comerciais. O estudo experimental foi realizado a diferentes niveis,
iniciando em Erlenmeyer e terminando em colunas cilindricas de solo. Os resultados
verificaram a utilizagcdo da bactéria Sporosarcina pasteurii, como o melhor microrganismo
para induzir a precipitacio de carbonatos no solo. Nos ensaios em Erlenmeyer, o

comportamento das variaveis pH, oxigénio dissolvido e célcio em solucdo, foi influenciado
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pelos diferentes substratos. A mineralogia do substrato teve grande influéncia no polimorfo
e na quantidade de carbonato de célcio precipitado. Finalmente, diferentes graus de

cimentacdo foram obtidos nas colunas de solo, dependendo das dosagens utilizadas.

RESUMEN

INFLUENCIA DE LA MINERALOGIA DEL SUELO EN LA BIO-
PRECIPITACION DE CARBONATOS COMO TECNICA DE
CIMENTACION DE SUELOS.

El desarrollo de pueblos y ciudades en el mundo, generd la necesidad de expandir la
infraestructura civil hacia nuevas areas o mejorar las ya existentes. Siendo "el suelo" uno
de los principales recursos para estos nuevos desarrollos, es necesario desarrollar nuevas
tecnologias, para mejorar sus propiedades y adaptarse a las necesidades especificas de cada

proyecto.

En las ultimas décadas, emerge la biogeotecnologia, ofreciendo la aplicacion de procesos
biolégicos y microbioldgicos, como alternativa para resolver diversos problemas de la
ingenieria geotécnica, alternativa que puede ser ambientalmente sostenible y
econdmicamente competitiva con las tecnologias existentes. Inicialmente las técnicas
biologicas consistian en la aplicacién de plantas para la prevencion y mitigacion de la
erosion y estabilidad de laderas. Mds recientemente, los estudios se enfocaron en la
utilizacion de microrganismos, que a partir de su actividad metabdlica y como

consecuencia de ésta, pueden modificar las propiedades de ingenieria del suelo.

En este sentido, se desarrolld esta investigacion, buscando profundizar en el conocimiento
del proceso de precipitacion de carbonatos mediado por microrganismos (MICCP-
Microbially Induced Calcium Carbonate Precipitation), que ha sido ampliamente
estudiado para su aplicacion como técnica de mejora del suelo. Investigaciones en MICCP,
mostraron que este proceso biomediado es muy eficiente para bio-cementar de arenas de

grano medio y fino, compuestas principalmente por cuarzo.

En esta investigacion, se estudid la influencia de la mineralogia del suelo en la
precipitacion de carbonatos y se utilizaron como sustratos una arena de cuarzo de grano
medio, un caolin y una bentonita. La seleccion del microorganismo, fue hecha de un

triagem de 13 microrganismos comerciales. El estudio experimental fue realizado a
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diferentes niveles, iniciandose en Erlenmeyer y terminando en columnas cilindricas de
suelo. Los resultados verificaron la utilizacion de la Sporosarcina pasteurii, como el mejor
microorganismo para inducir la precipitacion de carbonatos en el suelo. En los ensayos en
Erlenmeyer, el comportamiento de las variables pH, oxigeno disuelto y calcio en solucion
fue influenciado por los diferentes sustratos. La mineralogia del sustrato tuvo principal
influencia en el polimorfo y la cantidad de carbonato de calcio precipitado. Finalmente,
diferentes grados de cementacion fueron obtenidos en las columnas de suelo, dependiendo

de las mezclas de suelos que se utilizaron.
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LISTA DE SIMBOLOS, NOMENCLATURA E

ABREVIACOES
AA Espectroscopia por Absor¢cao Atomica
ACC Carbonato de calcio amorfo
Al Aluminio
Ag/AgCl Prata/cloreto de prata
ASE Area superficial especifica
ATP Trifosfato de adenosina
B Bacillus
Bc Bacillus cohnii
BSE Andlises em modo de elétrons retroespalhados no MEV
B4 Meio nutriente B4 composto por acetato de célcio, extrato de levedura,
glicose
c Coesdo
c’ Coesao efetiva
C Caulim, Carbono
C Corynobacterium
Ca Corynobacterium ammoniagenes
Ca Célcio
Ca*’ Cations de calcio
cal Calcita
CaCl, Cloreto de calcio
CaCO; Carbonato de calcio
CcC Carbonato de calcio cristalino
CH Argila de alta compressibilidade
CL Argila de baixa compressibilidade
CO, Dioxido de carbono
COs™ Carbonato
CO(NHy);  Ureia
CTC Capacidade de troca catidnica
CID Carbono inorganico dissolvido
dn Diametro das particulas do n% da amostra

Dr Densidade relativa dos solidos
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DRX
DSMZ
e

EDX
EDTA
EPS
Eso

Fe (IT)
Fe (IIT)
FeS
FTIR
fd

Hd
HCO.-1
H,O
IAP
ICP- MS

KBr

KCl

Kso
LB

LBB

mM

MEV
MICCP

NaCl
N,

Difra¢do de raios X

Colecao Alema de Microrganismos e Cultura de Células

indice de vazios

Analisador de energia dispersiva de raios-X

Ethylenedinitrilo - tetraacetic acid disodium salt

Substéancias poliméricas extracelulares

Modulo secante a 50% da tensdo maxima na falha

oxido ferroso

oxido férrico

Sulfeto de ferro

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
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1. INTRODUCAO

As propriedades de engenharia dos solos definem o seu comportamento como material
estrutural, se este ¢ usado como suporte para a infraestrutura fisica, como material de
constru¢do ou como parte essencial de uma estrutura natural como taludes e encostas
(Mérquez, 1982). Sendo um material natural, suas caracteristicas sdo o resultado do
processo de formagdo e, para abordar possiveis deficiéncias na sua resisténcia, rigidez,
deformabilidade ou permeabilidade, entre outros aspectos, ¢ necessaria a aplicagdo de

técnicas para modificar ou melhorar suas propriedades.

As técnicas geralmente utilizadas para melhorar as propriedades do solo vao, desde a
substitui¢do de solos, estabilizacgdo com mistura de outros solos ou adigcdo de cal,
cimento ou outros aditivos quimicos e adensamento ou compacta¢do (Ivanov e Chu,
2008), as quais, no geral sdo solu¢des com grande impacto ambiental (Ozdogan, 2010)

e/ou custo economico elevado (Ivanov e Chu, 2008).

Nas ultimas décadas, tem adquirido importancia a aplicagdo de processos geoquimicos
mediados por organismos € microrganismos (processos bio-mediados), na solugdo de
problemas em diferentes campos, como na medicina (Trushina et al., 2014), processos
industriais (Hammes et al., 2003), arquitetura (Tiano et al., 1999), construcio
(Ramachandran et al., 2001; Jonkers, 2007) e mitigagdo de processos erosivos

(Valencia, 2009), entre outros.

Especificamente na geotecnia, emerge a biogeotecnologia como uma sub-drea, que lida
com a aplicacdo de processos biologicos para resolver problemas da engenharia
geotécnica (Ivanov e Chu, 2008). Inicialmente as técnicas bioldgicas versavam na
aplicacdo de plantas para a preven¢do e mitigagdo da erosdo e para a estabilidade de
encostas (Ivanov e Chu, 2008). Mais recentemente, os estudos focaram-se na utilizagao
de microrganismos (bactérias e fungos), que, a partir da sua atividade metabolica e
como consequéncia desta, podem modificar as propriedades de engenharia dos solos

(Valencia, 2009; Gomez, 2013).

Dentro destes processos, a precipitagdo de carbonato de célcio induzida
microbiologicamente ou - “Microbially Induced Calcium Carbonate Precipitation’-
tem um grande potencial na geotecnia, oferecendo por uma parte, solugdes sustentaveis

para uma grande variedade de aplicacdes: estabilidade de encostas, controle de erosdo,
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aumento da capacidade de carga, facilidade de escavacdo no solo sem coesdo, reducao
do potencial de liquefacdo de areias, etc (Ivanov e Chu, 2008), e por outra parte, para a
melhora das propriedades de materiais utilizados na constru¢do em geral, aterros e na

infraestrutura rodoviaria (Gomez, 2013).

As pesquisas pioneiras na MICCP aplicada na geotecnia, foram desenvolvidas
principalmente a partir do ano 2004, na Australia, na Murdoch University, e centraram-
se na melhoria da resisténcia dos solos por biocimentagdo (Whiffin, 2004);
posteriormente, outros trabalhos foram desenvolvidos nos Estados Unidos, pela
University of California (Delong et al., 2006) e pelo Georgia Institute of Technology
(Rebata-Landa, 2007), e na Holanda (Van Paassen, 2009) na Delft University of
Tecnhology. No Brasil, alguns estudos sobre o uso dos processos biologicos para
melhorar as propriedades de engenharia dos solos, tém sido desenvolvidos no Programa
de Pos-graduacdo em Geotecnia da Universidade de Brasilia (Valencia, 2009; Gémez,

2013; Valencia et al., 2014) e na Universidade de Sao Paulo (Shirakawa et al., 2011).

As discussoes interdisciplinares e a priorizacdo de temas de pesquisa neste campo
emergente, ocorreram em congressos € workshops internacionais, por exemplo The first
international workshop on biogeotechnical engineering (2007), The bio-geo-civil
engineering (2008, 2019), The second international workshop on Bio-soils engineering
and interactions (2011), entre outros. O interesse nesta area continua € o préximo maio
de 2019, tera lugar The Ist international workshop on Bio-inspired geotechnics

(University of California, Davis).

A aplicacdo da MICCP nos solos, a fim de melhorar suas propriedades fisico-
mecanicas, exige estudos mais profundos e abrangentes, que ajudem a entender o
processo microbiologico, as reagdes geoquimicas e a relacdo causa e efeito no solo,
tendo em vista a geracdao de conhecimento que seja transferivel a processos tecnologicos

eficientes, seguros e dentro de uma escala de tempo de interesse para a engenharia.

1.1 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

A potencialidade oferecida pelo uso de processos geoquimicos bio-mediados para a
melhoria das propriedades de engenharia dos solos, j& foi comprovada por diversos
estudos internacionais. As diversas pesquisas tém demonstrado que a aplicacdo da

MICCP em engenharia geotécnica, pode ser uma alternativa eficaz, relativamente de
2



baixo custo, sustentdvel e aplicdvel em um curto periodo de tempo (Whiffin, 2004;

Ivanov e Chu, 2008).

Além disso, a MICCP imita processos naturais de bio-precipitacdo, mas, a uma taxa
muito mais rapida (Fujita et al., 2004). Na natureza, o processo de precipitacao de
carbonatos leva centenas de anos, enquanto que, a precipitacdo de carbonatos bio-

mediada pode ser concluida em poucos dias (Dhami et al., 2013).

Em particular, a MICCP via hidrdlise da ureia, tem sido mostrada como muito eficiente
para a biocimentacdo de areias de graos médios a finos, compostas principalmente por
quartzo, como mineral predominante (Whiffin, 2004; Whiftin et al., 2007; Harkes et al.,
2010). Poucas pesquisas tém sido desenvolvidas em solos com outra composi¢do

mineralogica (Rebata-Landa, 2007; Van Paassen, 2009; Mortensen ef al., 2011).

Van Paassen (2009), mostrou que a mineralogia do solo tem influéncia na aderéncia das
bactérias as particulas e na taxa de hidrélise, que por sua vez afeta, por exemplo, o tipo
do cristal gerado. Considerando que muitas das regides da Colombia e Brasil, onde
estes processos bio-mediados podem ser aplicados, estdo constituidas por solos tropicais
produto do intemperismo, compostos por uma grande variedade de minerais, ¢ possivel
que o processo de bioprecipitacdo (MICCP), até agora estudado e optimizado ao nivel
de coluna 1D, fluxo 2D e 3D, seja influenciado pela composicdo mineraldgica dos

solos.

Neste sentido, com o intuito de avancar no conhecimento do processo de precipita¢do
bio-mediada de carbonatos em solos e sua aplicagdo na engenharia geotécnica, ¢
necessario conduzir estudos em nivel de laboratério em solos com diversas
composicdes mineralogicas, focados numa varidvel que ndo tem sido completamente

avaliada como ¢ a mineralogia do solo.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Analisar a influéncia da mineralogia do solo na precipitacdo de carbonato de calcio
induzida microbiologicamente, como técnica de melhoria de solos, para aplicagdes em

engenharia geotécnica, através da aplicacdo de microrganismos calcificantes.



1.2.2 Objetivos especificos

a) Definir o(s) melhor(es) microrganismo(s) com capacidade de precipitar
carbonato de célcio nos solos selecionados.

b) Avaliar a produ¢do de carbonato de célcio das diversas bactérias em substratos
minerais diferentes: quartzo, caulinita e montmorilonita.

c) Analisar a influéncia da mineralogia do substrato na bioprecipitacio de
carbonatos de célcio em relagdo a quantidade e ao tipo de polimorfo precipitado.

d) Estudar o efeito da MICCP em propriedades fisico-mecanicas dos solos com

diferentes composi¢des mineraldgicas.

1.3 ABRANGENCIA DA PESQUISA

O escopo desta pesquisa consiste no estudo da influéncia da mineralogia do solo na
MICCP, como uma contribui¢do para a compreensdo de um processo complexo que
envolve aspectos microbioldgicos (microrganismos, meio de cultura, condigdes de
crescimento), condi¢cdes do solo (fisica, mineraldgica e hidraulica) e o acoplamento

entre eles.

O estudo ndo tem a intengdo de aperfeigoar o processo ou implementar a MICCP como
técnica de melhoria de solos, uma vez que a implementacdo real de sistemas bioldgicos
requer abordagem e estudos muito especificos a fim de garantir o desempenho ¢ a

durabilidade do tratamento.

Nesta pesquisa a quantidade de substratos sera limitada a trés: areia de quartzo, caulim e
bentonita. A limita¢do estd fundamentada na possibilidade de controlar completamente
a qualidade destes substratos no ambiente de laboratério e na sua disponibilidade
comercial. Da mesma forma, a quantidade de microrganismos sera limitada a trés cepas
bacterianas com capacidade de bioprecipitagcdo de carbonatos de calcio, selecionadas de
uma triagem preliminar de treze cepas comercias da Cole¢do Alema de Microrganismos

e Cultura de Células (DSMZ).

1.4 ESTRUTURA DO TRABALHO

A presente tese encontra-se dividida nos seguintes capitulos:

Capitulo 1 — Introducio



Na introdugdo, ¢ apresentado o problema de pesquisa e sua justificativa. Além de
descrever o objetivo geral e os objetivos especificos do estudo. Finalmente ele delimita

a abrangéncia da pesquisa.
Capitulo 2 — Revisao da literatura

Neste capitulo ¢ apresentada a revisdo bibliografica, comecando por uma breve
apresentacdo das técnicas de melhoria dos solos e continuando com a defini¢do de
biogeotecnologia e descricdo do processo de precipitagdo de carbonato de célcio e
finalmente foca-se, na precipitacdo de carbonato de cdalcio induzida
microbiologicamente (MICCP), no processo, nas variaveis, em suas aplicacdes,

especificamente na geotecnia e seu efeito nas propriedades do solo.
Capitulo 3 — Materiais e métodos

Neste capitulo ¢ apresentada a seleg@o e descri¢do dos materiais usados na execucgao da
pesquisa. Apresenta os procedimentos e metodologias que foram utilizados na execugao

dos ensaios compreendidos em cada um dos estagios da pesquisa.
Capitulo 4 — Apresentacio e analise de resultados

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos durante o estdgio experimental no
laboratério. Sdo realizadas as discussdes relativas ao comportamento dos diferentes
solos durante o tratamento para induzir a precipitacdo de carbonato de célcio, nos

diferentes estagios da pesquisa.
Capitulo 5 — Conclusées e sugestoes para pesquisas futuras

Sdo apresentadas as principais conclusdes obtidas a partir dos dados e discussdes feitas

no capitulo 4 e finalmente apresenta-se sugestdes para pesquisas futuras.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo da literatura se desenvolverd em dois temas importantes para o entendimento
desta pesquisa: primeiro uma abordagem geral das técnicas de melhora dos solos e
segundo concentram-se em a biogeotecnologia, focado no processo de precipitagdo de

carbonato de célcio, avances e aplicacdes.

2.1 TECNICAS DE MELHORIA DE SOLOS

O solo ¢ um material natural e no mundo ha uma necessidade de melhorar suas
propriedades para adapta-lo as necessidades do homem, para fins da engenharia civil e
da geotecnia. Em diversas regides existem os solos problemadticos: solos expansivos,
colapsaveis, solos moles, que devido a sua capacidade de mudanga de volume
(expansdo, contracdo, diminui¢do subita de volume, grandes recalques), geram
problemas nas estruturas construidas sobre eles. Existem depositos de areias fofas e
saturadas, susceptiveis a laqueacdo sob carregamentos ciclicos e ndo drenados, como no
caso dos terremotos. Em outras regides do mundo, sdo desenvolvidos processos
erosivos que geram instabilidades dos terrenos, pela presenca (entre outros fatores) de
solos erodaveis, devido a suas propriedades quimicas, mineraldgicas e biologicas, que
influem no estado de agregacdo das particulas. O termo erodibilidade ¢ referido a falta

de capacidade do solo em resistir aos processos erosivos (Camapum de Carvalho ef al.,

2006).

Por um lado, a existéncia de solos com propriedades mecanicas inadequadas que podem
gerar problemas e instabilidades, e por outro lado, a necessidade de expandir a
infraestrutura civil e a limitada disponibilidade de solos competentes, tornou-se uma
prioridade no dmbito da engenharia civil e engenharia geotécnica, desenvolver técnicas
e tecnologias para melhoria do solo, de forma sustentavel (DeJong ef al; 2010) e assim

conseguir aperfeigoar o recurso "solo”.

Segundo Palmeira (2014), as técnicas de melhora de solos, podem ser classificadas em
duas grandes categorias: de reforco de solos e de estabilizagdo de solos. O reforgo de
solos ¢ a inclusdo de materiais diferentes na massa de solo para melhorar as suas
propriedades mecanicas: geossintéticos, fibras, barras, etc. Estabilizar o solo consiste
em melhorar as condi¢des de resisténcia e de compressibilidade, incluindo a redugdo da

permeabilidade. As técnicas de estabilizagdo geralmente procuram aumentar a
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resisténcia ao cisalhamento do solo para evitar uma falha catastrdfica (escorregamentos
e movimentos de massas) e uma redu¢do na compressibilidade do solo para evitar

movimentos excessivos (recalques).

Modificar o solo, implica uma pequena mudanca nas propriedades do solo, porém,
estabilizar o solo implica qualquer alteragdo que converta os solos num material
competente, nas suas propriedades de resisténcia ou permeabilidade, ou ambas (Karol,

2003).

A estabilizacdo de solos pode ser alcancada de diversas maneiras: através do aumento
da densidade (compactacdo, explosivos), aumento de tensdes efetivas e/ou redugdo de
poro pressdes (drenagem), compensacao ou alivio de esforcos (alivio de carregamentos,
bermas de equilibrio), processos elétricos e térmicos, pela mistura de materiais no solo
(mistura de solo com cal/cimento) e a adicdo de substdncias como as inje¢des de

argamassa ou grouting (Palmeira, 2014).

As técnicas de mistura de solos e adicdo de substancias como o grouting, sdo técnicas
de cimentagdo do solo; a primeira ¢ utilizada na constru¢do de estradas, ferrovias e
aeroportos para o aumento da capacidade de suporte do subleito no solos fofos
(Bergado et al. em 1996, citado por Ozdogan, 2010) e a segunda (grouting), ¢ uma
cimentacdo in situ, onde agentes de cimentacdo sdo injetados nos vazios do solo,
ligando as particulas, aumentando sua resisténcia e reduzindo sua permeabilidade. A
Figura 2-1 mostra um resumo das técnicas de melhoria de solos classificadas por

Palmeira (2014).

TECNICAS DE
MELHORIA DE
SOLOS
ESTABILIZACAO REFORGO
Aumento de p -
Aumento da tensdes efetivas Compensagdo ou Ir’otiiecscfsz “CIMENTAGAO DE
densidade e/ou reducdo de alivio de esforgos ele SOLOS”

poro pressoes termicos

Figura 2-1. Técnicas de melhoria de solos. (Modificado de Palmeira, 2014).
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O grouting ¢ uma das técnicas de constru¢do comuns, com aplicacdes na engenheira
geotécnica e tradicionalmente o grouting quimico ou o grouting de cimento sio
amplamente utilizados na industria da constru¢dao. Os agentes de cimenta¢do utilizados
sdo materiais sintéticos fabricados pelo homem, como o cimento micro-fine, epoxi,
fenoplastos, acrilamidas, silicatos e poliuretano (Ivanov e Chu, 2008). Todos os
grouting quimicos, exceto o silicato de sédio, sdo toxicas e/ou perigosas (Karol, 2003),
outros aditivos utilizados como cal e asfalto, alteram o pH e podem contaminar o solo.
Esses métodos de estabilizacdo afetam gravemente o fluxo de dgua subterrdnea e
liberam didxido de carbono poluindo tanto no ar quanto na dgua (Sukumaran e Poulose,

2018).

A maioria das técnicas de melhoria do solo, utilizam energia mecanica e/ou materiais
feitos pelo homem, os quais requerem energia substancial para sua produ¢do e/ou
instalacdo (DeJong et al., 2010), sdo técnicas caras e exigem maquinas pesadas que
alteram a infraestrutura urbana. As anteriores limitagcdes e por outro lado, a toxicidade
associada e o potencial risco ambiental dos muitos dos agentes de cimentagdo,
estimulam o desenvolvimento de métodos alternativos de melhoria do solo que sejam
mais ecologicos e mais sustentaveis (Ozdogan, 2010), e capaz de atender as crescentes
demandas de melhoria do solo, especialmente para empreendimentos de infraestrutura

de engenharia civil.

A fim de abordar as desvantagens das técnicas atuais de melhoria do solo, pode-se
considerar alternativas naturais. Por exemplo, a litificagdo natural de sedimentos
(diagénese), ocorre como resultado de processos fisicos, quimicos e bioldgicos. Apos a
deposicao, os sedimentos sdo compactados a medida que sdo enterrados sob camadas
sucessivas de sedimentos e cimentados por minerais que precipitam das aguas
subterraneas. Em geral, essas transi¢des naturais do solo para a rocha sdo processos
lentos, porem, os processos bioldgicos podem acelerar ainda mais a cimentagdo, pois
ativamente induzem conversdes bioquimicas no subsolo, alterando a quimica da 4gua
dos poros, o que poderia resultar na precipitagdo (ou dissolugdo) de minerais

inorganicos e agir como agentes de cimentacdo naturais (Van Paassen, 2009).

Assim, novas oportunidades para a utilizacdo de processos bioldgicos tem sido
recentemente propostas, o que tem sido possivel através de pesquisa interdisciplinar na
confluéncia de microbiologia, geoquimica e engenharia geotécnica.
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2.2 BIOGEOTECNOLOGIA

A biogeotecnologia ¢ um ramo da engenharia geotécnica que lida com a aplicagdo de
processos bioldgicos para resolver problemas da engenharia geotécnica (Ivanov e Chu,
2008). Atualmente, a biogeotecnologia esta relacionada principalmente, a aplicacdo de
plantas e coberturas vegetais para o controle da erosdo e protecdo de encostas,
prevencao de deslizamentos pouco profundos e diminui¢cdo da infiltracdo de dgua em
encostas. Outros termos utilizados sdo: bioengenharia de solos, bio-estabilizagdo,

engenharia ecoldgica, construcio verde.

Nos ultimos anos, a aplicagdo de processos microbioldgicos ou processos geoquimicos
mediados por microrganismos, promete ser a proxima pratica transformadora em
engenharia geotécnica, devido a grande evidéncia de que processos biologicos
ocorrendo em nivel microscopico podem influenciar propriedades geotécnicas em nivel
macroscopico, a fim de melhorar as propriedades do solo para fins de engenharia,
embora, ainda permanece amplamente inexplorada. Das primeiras discussdes explicitas
sobre a aplicagdo de processos bioldgicos em engenharia geotécnica foi apresentada por
Mitchell e Santamarina (2005) e paralelamente, foi identificada como um importante
tema de pesquisa do século 21, pelo Conselho Nacional de Pesquisa dos Estados Unidos
(NRC, 2006). O primeiro workshop internacional sobre biogeotecnologia em 2007,
facilitou discussdes interdisciplinares e prioriza¢do de topicos de pesquisa neste campo
emergente (DeJong et al., 2013) e continuaram em outros workshop como The bio-geo-
civil engineering (2008, 2019) e The second international workshop on Bio-soils

engineering and interactions (2011).

A questdo agora a resolver sdo: ;Quais sdo esses processos biomediados, além do uso
das plantas e coberturas vegetais, potencialmente aplicaveis na geotecnia? ;Quais sao os
mecanismos que fazem com que os microrganismos modifiquem as propriedades dos

solos para obter a melhoria desejada?

2.2.1 Processos biogeoquimicos potencialmente aplicaveis para melhoria do solo

Os processos geoquimicos mediados pelos microrganismos podem ser explicados pela
geomicrobiologia, que estuda o papel dos microrganismos nos processos geoldgicos e

as interagdes entre minerais € microrganismos (DeJong et al., 2013).



Os processos biogeoquimicos podem influenciar a mudanga na microestrutura do solo,
por exemplo, a disposicdo dos graos de areia e os espagos vazios ou a agrega¢do das
argilas, e esta mudanca pode modificar diversas propriedades do solo: propriedades
fisicas (mudancas na densidade, porosidade, distribuicdo granulométrica), propriedades
de condutividade (hidraulica, elétrica, térmica), propriedades mecanicas (rigidez,
compressibilidade, expansdo/contracdo, coesdo, cimentagdo, angulo de atrito,
erodibilidade e curva de retencdo solo-dgua) e composicdo quimica (reatividade,

capacidade de troca cationica), (DeJong ef al., 2013).

Os microrganismos participam de reac¢des de redugdo-oxidacao (redox), ganham energia
reduzindo ou oxidando produtos quimicos e usam essa energia para crescimento,
manuten¢do, mobilidade e outras atividades. Através destas reagdes, os microrganismos
podem diretamente precipitar / dissolver / transformar minerais ou indiretamente afetar
sua formacdo, alterando a geoquimica do meio ambiente e produzindo substancias

poliméricas extracelulares (DeJong et al., 2013).

Segundo Karatas (2008), os processos biogeoquimicos potencialmente aplicaveis para a
melhoria do solo, podem ser divididos em trés categorias: precipitacdo de minerais
(Biomineralizagao), transforma¢ao de minerais e no ultimo os biopolimeros e geracio
de biofilmes. Outro processo adicional ¢ a geracdo de biogas, descrito por DeJong et al.

(2013).

2.2.1.1 Biomineralizac¢ao

Na natureza a biomineralizagdo ¢ um processo comum e consiste na precipitacdo de um
mineral proveniente da atividade celular de um ser vivo (Gomez, 2013). A
biomineralizagdo ocorre por reacdes quimicas entre ions especificos ou compostos,
como resultado das atividades metabolicas de um organismo em certas condig¢des

ambientais (Lee, 2003).

Os precipitados da biomineralizag¢do, sdo solidos inorganicos, que podem ser cristalinos
ou amorfos e foram chamados “biomineral”. Porém, segundo Weiner e Dove (2003), o
termo biomineral ¢ referido, ndo s6 a produ¢do de minerais pelo organismo, também ao

fato de que esses precipitados sdo compostos de componentes organicos € minerais.
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No processo de biomineralizagdo como técnica de melhoria do solo, os solidos
inorganicos precipitados tem um efeito mecanico no solo: redu¢do do espago poroso,
cimentacdo fragil do contato entre particulas, aumento das particulas finas no espaco
poroso e aumento da rigidez dos solos. Segundo Delong et al. (2014), estes efeitos,
podem resultar em: diminui¢do de condutividade hidraulica, aumento da rigidez a

pequenas deformagdes, aumento da resisténcia a grandes deformacdes.

Mais de 60 tipos de minerais (por exemplo, carbonatos, silicatos, 6xidos, sulfetos) tem
sido expostos na literatura, como gerados direta ou indiretamente por organismos sob
uma ampla variedade de condigdes (Lowenstam e Weiner, 1989). O controle exercido
por muitos organismos sobre a formagao de minerais ¢ diferente do processo abidtico de
mineralizagdo, portanto, desde 1924, este processo tem sido discutido e até hoje, a

biomineralizagdo ¢ de muito interesse para a comunidade cientifica (Weiner e Dove,

2003).

A biomineralizagdo foi dividida em dois grupos, de acordo com o grau de controle
bioldgico durante o processo: biomineralizacdo controlada e biomineraliza¢do induzida

(Lowenstam e Weiner, 1989).

- Biomineralizacio controlada: a principal caracteristica da biomineralizag¢do
controlada ¢ que os organismos utilizam seu metabolismo celular para controlar o
processo de nucleacdo e crescimento mineral, sintetizando o mineral em uma forma
que ¢ Unica para aquela espécie, independentemente das condi¢des ambientais (De
Muynck et al; 2010). Neste caso, os minerais sdo sintetizados diretamente em um
lugar especifico dentro da célula (intracelular) ou na célula (extracelular). Na maioria
dos casos, a biomineralizacdo controlada ocorre intracelularmente, onde lipidios,
proteinas, polissacarideos, formam uma matriz estavel para os cations e para os

minerais crescerem em um espaco limitado (Weiner e Dove, 2003).

- Biomineralizacido induzida: na biomineralizacdo induzida, um organismo cria um
microambiente local, com condi¢cdes que permitem a Otima precipitacdo quimica

extracelular de fases minerais (Hamilton, 2003).

Os minerais que sdo formados por biomineralizagdo induzida, geralmente sdo
nucleados e crescem extracelularmente como resultado da atividade metabolica do
organismo e as reagdes quimicas subsequentes, que envolvem derivados metabdlicos.
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Neste processo, superficies bacterianas tais como as paredes celulares ou materiais
poliméricos exsudados pelas bactérias (lodos ou s/imes, biofilme, esporos inativos)
podem agir como sitios importantes para a adsorcdo de ions e a nucleagdo e o

crescimento dos minerais (Weiner ¢ Dove, 2003).

O sistema bioldgico tem pouco controle sobre o tipo e o habito do mineral depositado,
embora, segundo Weiner ¢ Dove (2003), o processo metabolico utilizado pelo
organismo ¢ particular e controlado pelo pH e a composicao dos produtos secretados,
favorecendo indiretamente a formagdo de certos tipos de minerais, no entanto, a
carateristica principal do processo, ¢ a heterogeneidade dos minerais precipitados, com

diversas formas, composi¢do, estrutura e tamanho.

O processo de biomineralizagdo mais amplamente estudado ¢ a precipitagcdo de
carbonatos, chamado de “carbonatogénese” (Lee, 2003). Além dos carbonatos, os
microrganismo podem induzir a precipitagdo de outros minerais que podem cimentar
as particulas do solo. Por exemplo, a precipitacdo de sulfeto de ferro (FeS), como
resultado da reducdo microbiana de sulfato para sulfeto, foi relatado em laboratério e
no campo. Também foi relatado, que as bactérias redutoras de sulfato estdo envolvidas
na precipita¢do de silicatos, e a precipitacdo de silica foi atribuida & modificagdo do

pH como resultado da atividade metabdlica de sulfato-redutores (Karatas, 2008).

2.2.1.2 Transformac¢iao de minerais

Alguns processos dos microrganismos podem promover a transformacdo de minerais.
Kim et al. (2004) relataram a transformac¢do da esmectita em ilita através da reducao do
Fe (III) estrutural, para Fe (II), que leva a captacio de potassio (K') nas inter-camadas.
Esmectita refere-se a uma familia de argilominerais compostos principalmente de
silicato hidratado de soédio-célcio-aluminio. Minerais da esmectita sdo a causa
predominante do potencial excessivo de expansdo (expansdo) nos solos. Ilita refere-se a
minerais das argilas ricos em potassio (K"), com menor potencial de expansio o que
esmectita , sem afetar o solo desde o ponto de vida da engenharia (Karatas, 2008). Kim
et al. (2004) relatam que a transformagdo microbiana da esmectita em ilita ocorreu sob
condi¢des ambientais em 14 dias, em experimentos de laboratorio, nos quais a esmectita
rica em Fe (III) foi incubada com Shewanella oneidensis. Esta transformagdo requer

tipicamente de 4 a 5 meses, a uma temperatura de 300°C a 350°C e uma pressao de 100
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MPa na auséncia de atividade microbiana (Kim et al., 2004). Estes resultados sugerem
que os processos microbianos podem ser usados para mitigar o potencial de expansio

em alguns solos expansivos (Karatas, 2008).

2.2.1.3 Geracao de biofilmes e biopolimeros

A formagdo de biofilme e a geragdo de outras substincias poliméricas extracelulares

(EPS), sdo processos biogeoquimicos que podem impactar o comportamento do solo.

O biofilme ¢ formado quando os microrganismos se aderem a uma superficie e
excretam o EPS como parte de seu metabolismo. Estes EPS aumenta a adesdo de mais
microrganismos ¢ outras particulas, formando um biofilme que pode afetar as

propriedades fisicas dos solos (DeJong et al., 2013).

Estes processos geram solidos organicos que podem ocupar parte dos espagos vazios do
solo, entupindo-os com material mole, dictil, semelhante ao elastomero, que diminuem
o tamanho dos poros e aumentando a ductilidade do solo (DelJong et al., 2013), e por
isso, sua aplicagdo a fim de diminuir a permeabilidade do solo, ¢ chamada de o
bioclogging (Ivanov e Chu, 2008). Além da reducgdo significativa na permeabilidade,
pode modificar a resisténcia ao cisalhamento ndo drenada, resisténcia ao cisalhamento
drenada e o modulo de cisalhamento (Karatas, 2008). Este mecanismo ¢ potencialmente

utilizado para diminuir o potencial de liquefagdo do solos induzida por terremotos.

Além de alterar as propriedades do material através de sua presenca fisica, os
microrganismos presentes no biofilme podem induzir a precipitacdo e/ou transformagao

dos minerais (Karatas, 2008).

Porém, uma preocupagdo com as mudangas no solos devidas a presenga de biofilme e
EPS, ¢ que elas podem ndo ser permanentes, isto €, que as mudancas na propriedade do
solo podem ser reversiveis. No entanto, existem muitas situagdes em que a melhoria
" JSRIN] J . o ~ ,

temporaria" dos solos ¢ suficiente, por exemplo, a estabilizagdo e controle das adguas

subterraneas para escavacdes e escavacoes subterraneas (Karatas, 2008).

2.2.1.4 Geracao de biogas

A atividade bioldgica abaixo da superficie ¢ frequentemente acompanhada pelo

desenvolvimento de bolhas de gas discretas em ambientes saturados. Uma variedade de
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gases pode ser produzida por processos microbianos (por exemplo, didéxido de carbono,
hidrogénio, metano e nitrogénio). A geragdo de géis a partir de processos
biogeoquimicos pode permitir a reducgao a longo prazo do grau de satura¢do de um solo.
A reducdo no grau de saturacdo aumenta a compressibilidade do espago poroso e pode
reduzir o excesso de poro pressdo durante o carregamento ciclico, mitigando o potencial

de liquefacao induzido por terremotos em alguns solos (DeJong et al., 2013).

2.2.2 Precipitacio de Carbonato de calcio

O carbonato de célcio ¢ um mineral comumente encontrado na natureza, constituido por
ions calcio e carbonato (CaCO3). Existem trés polimorfos na forma anidra de carbonato
de calcio: calcita, aragonita e vaterita, duas fases cristalinas hidratadas: mono-
hidrocalcita (CaCOs - H,0) e ikaita (CaCO; - 6H,0), e também ¢ possivel encontrar
fases amorfas do carbonato de calcio (ACC) (Weiner e Dove, 2003).

A calcita ¢ a forma mais comum de carbonato de célcio, ¢ encontrada como parte de
rochas sedimentares, corais e conchas. No solo, a calcita ¢ normalmente encontrada em
arecas onde existem raizes e/ou as concentracdes de didoxido de carbono (CO;) sdo
elevadas ou herdadas de material de origem calcéria (Ozdogan, 2010). Segundo Karatas
(2008), a calcita ¢ termodinamicamente o polimorfo mais estavel e a transformagao para
calcita a partir de formas menos estaveis de carbonato de cdlcio, por exemplo, aragonita
e vaterita, ocorre através de dissolucdo e re-precipitagdo. A vaterita pode ser encontrada,
especialmente em célculos biliares e em sedimentos precipitados por alguns
microrganismos (Karatas, 2008). A Tabela 2-1 mostra algumas caracteristicas fisicas e
mineraldgicas dos polimorfos do carbonato de calcio.

Tabela 2-1. Caracteristicas fisicas dos polimorfos do carbonato de calcio. (Modificado -
Karatas, 2008)

Produto de solubilidade

CaCO; Dens1d231de termodindmico a 25°C Dureza (escala S.1ster.na
(g/em”) de Mohs) cristalino
— log Ksp
Calcita 2,71 8,33 — 8,58 3 Trigonal,
rombico
Aragonita 2,93 8,18 — 8,42 35-4 Ortorrombico
Vaterita 2,54 7,78 3 Hexagonal,
ortorrombico

Lowenstam e Weiner (1989) indicam que num processo de precipitagdo sequencial,

uma fase precursora do mineral precipitado, que ¢ termodinamicamente menos estavel
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se forma primeiro, que a forma madura do mineral. Assim, espera-se que a formacdo de
calcita ocorra em um estagio posterior no desenvolvimento do carbonato de calcio do
que a aragonita e a vaterita, ¢ a abundancia relativa desses polimorfos depende da

temperatura e da presenca de inibidores.

A precipitacdo de carbonato de calcio ¢ um fenomeno que pode ocorrer naturalmente no
solo, na agua do mar e 4gua doce (Castanier ef al., 1999). Segundo Hammes e Vestraete
(2002), a precipitagdo do carbonato de cdalcio ¢ um processo quimico simples,

governado principalmente por quatro fatores:

1) Concentragio de célcio (Ca®")

i1) Concentracao de carbono inorganico dissolvido (CID)

i) pH (ambiente com pH alcalino é necessario para dissolver e dissociar o
carbono inorganico)

v) Disponibilidade de sitios de nucleacdo

E um processo quimico que ocorre quando uma solugio contendo ions de célcio (Ca®")
e carbonatos (COs™) ¢ supersaturada, promovendo a formagio de carbonato de calcio
(CaCOs) (Lee, 2003). A precipitacao de carbonato de cdlcio precisa de suficiente ions
calcio e carbonato de modo que o produto da atividade i6nica (IAP) exceda a constante
de solubilidade (Kso). O estado de saturagdo do sistema ({1), pode ser definido

comparando o IAP com o Kso (Equagao 2-1).

2+ 2—
Q=P _ {ca®*}{co5™} Equagao 2-1

Kso Kso
{Ca®*} e { CO%™} representam a atividade dos fons Ca®" e CO%~ e Kso da calcita a 25°C
=4,8x 107
Sim ) > 1, o sistema é supersaturado em relacdo ao CaCO; e a precipitacdo de CaCO, é

favorecida termodinamicamente (Equacao 2-2) (Phillips et al., 2013; De Muynck et al.,
2010):

Ca?* + CO3~ & CaCO%~ Equagdo 2-2

Segundo Castanier et al. (1999), a precipitacdo de carbonatos pode ocorrer através de
varios processos: 1) precipitacdo quimica abidtica de uma solucdo saturada por
evaporacdo, aumento da temperatura e/ou diminuicdo da pressdo, ii) producdo de

esqueleto externo ou interno por eucariotas, iii) reducdo da pressao de CO; sob efeito de
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processos autotroficos (fotossintese, metanogénese), iv) mediacdo de fungos e v)

mediagdo de bactérias heterotroficas.

Sob condi¢gdes naturais, a precipitacdo de carbonatos ocorre muito lentamente, em
tempo geoldgico, por isso, a fim de produzir grandes quantidades de carbonatos em
pouco tempo, € necessario procurar outros mecanismos, como alguns microrganismos
com capacidade de criar condi¢des para a precipitacdo de carbonatos em tempos mais

curtos (Dhami et al., 2013).

2.3 PRECIPITACAO DE CARBONATOS DE CALCIO INDUZIDA
MICROBIOLOGICAMENTE- MICCP

Diferentes espécies bacterianas precipitam carbonatos em ambientes alcalinos, ricos em
fons Ca®". Os microrganismos podem promover a precipitagio do carbonato de célcio,
alterando qualquer um dos fatores mencionados (Ca2+, CID, ou pH), tornando-se um
processo de biomineralizagdo e como qualquer processo de biomineralizacdo pode ser

biologicamente controlado ou biologicamente induzido (Rivadeneyra et al., 1994).

Alguns autores acreditam que o mecanismo que OS microrganismos usam para
precipitar carbonatos, ndo ¢ geneticamente regulado e ndo cumpre uma fungao biologica
especifica, argumentando que a fun¢do do microrganismo no processo ¢ criar um
microambiente local com condigdes que permitam uma Optima precipitacdo quimica
extracelular de fases minerais (Hamilton, 2003), por conseguinte, ¢ um processo de
biomineralizagdo induzida: precipitacio de carbonato de cdalcio induzida
microbiologicamente, MICCP -Microbially Induced Calcium Carbonate Precipitation-

ou precipitacdo de calcita induzida microbiologicamente (MICP).
Segundo Van Paassen (2009), o papel dos microrganismos na MICCP ¢ atribuido a:
1) Producdo de carbonato (por exemplo, por hidrolise, respiracao, etc.).

i) Produzir alcalinidade (aumentando o pH localmente, o que causa a
dissolucdo do carbono inorganico que estd presente principalmente como
bicarbonato para dissociar causando um aumento na concentracdo de

carbonato).

ii1) Atuando como sitio de nucleagdo em uma solugdo supersaturada.
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Como a precipitacdo de carbonato de céalcio ¢ um processo de biomineralizacio
induzido, o principal papel das bactérias tem sido atribuido a sua capacidade de criar um

ambiente alcalino através de diversos processos metabolicos (Hammes e Verstraete,

2002).

O carbonato de calcio precipitado no solo, atua como agente de cimentacdo entre os
graos, aumentando a resisténcia ao cisalhamento do solo e/ou preenchendo os poros no
solo para reduzir a condutividade da 4gua. Entdo, a MICCP torna-se um processo
biogeoquimico potencialmente aplicaveis para a melhoria do solo. Os dois processos,
para aumentar a resisténcia ao cisalhamento e reduzir a permeabilidade do solo, foram
chamados de biocimentacdo e bioclogging, respectivamente (Ivanov e Chu, 2008),

como ¢ ilustrado esquematicamente na Figura 2-2.

Biocimentagdo S , B
. Aumento na resisténcia
- ) da areia (areia reforgada)
Areia original \
Bio-obstrucdo ou

Bioclogging

Areia entupida

Figura 2-2. Representacdo esquemadtica dos processos de Biocimentacdo e Bioclogging.
(Modificado de Chu ef al., 2015).

2.3.1 Processos metabdlicos utilizados na MICCP

Principalmente quatro grupos de microrganismos estdo envolvidos no processo de
precipitagdo de carbonatos: organismos fotossintéticos (como cianobactérias e algas),
bactérias redutoras de sulfatos (responsaveis da reducdo dos sulfatos), organismos que
utilizam acidos organicos e organismos envolvidos no ciclo do nitrogénio: amonificagado
de aminoacidos / redu¢ao de nitratos / hidrélise de ureia (Stocks-Fischer et al., 1999;

Hammes e Verstraete, 2002).

Castanier et al, (1999) explicam a bioprecipitacdo do carbonato de calcio (MICCP), a
través da utilizacao de duas vias metabolicas: via autotrofica e heterotrofica.
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Na via autotrofica, os microrganismos utilizam o didxido de carbono (CO;) como fonte
de carbono para produzir matéria organica. Assim, eles induzem a deple¢dao do CO, do
meio ou do ambiente imediato da bactéria. Quando os ions de cdlcio estdo presentes no
meio das bactérias, a deplecdo de CO, favorece a precipitacdo de carbonato de calcio

(Castanier et al., 1999).

Na via heterotrofica, dois processos podem acontecer: precipitagdo passiva e
precipitacdo ativa do carbonato de célcio. Na precipitagdo passiva ou carbonatogénese
passiva, sdo produzidos ions carbonato e bicarbonato e sdo induzidas modifica¢des
quimicas no meio que levam a precipitacio do carbonato de calcio. Para isto, as
bactérias podem utilizar dois ciclos metabodlicos: o ciclo do nitrogénio e o ciclo do

enxofre (Castanier ef al., 1999).

Os caminhos metabdlicos do ciclo do nitrogénio sdo: 1) a amonificacdo de aminoacidos
em aerobiose, em presen¢a de matéria organica e o calcio, ii) a redugdo de nitrato, em
anaerobiose, na presenga de matéria organica, calcio e nitrato, iii) a degradacdo da ureia
ou do 4cido turico, em aerobiose, na presenca de matéria organica, calcio e ureia ou
acido urico. Estas trés vias do ciclo do nitrogénio induzem a producao de ions carbonato
e bicarbonato e, como produto metabélico final, o aménio (NH;"), que induz o aumento
do pH. Quando a concentragio de ions hidrogénio (H') diminui, o equilibrio de
carbonato-bicarbonato muda para a producdo de mais ions carbonatos (CO37) e se os
fons de calcio (Ca®") estdo presentes, ocorre a precipitagdo de carbonato de calcio

(Castanier et al., 1999).

No ciclo do enxofre, as bactérias usam uma unica via metabolica: a redugdo do sulfato,
em ambiente sem oxigénio e rico em matéria organica, calcio e sulfato. Usando esta via,
as bactérias produzem carbonato, ions de bicarbonato e sulfeto de hidrogénio. Se o
calcio estiver presente, a precipitacdo dos carbonatos de calcio depende do

comportamento do sulfeto de hidrogénio (Castanier ef al., 1999).

Por outra parte, na precipitagdo ativa ou a carbonatogénese ativa, as particulas de
carbonato sdo produzidas por trocas idnicas através da membrana celular, por ativacio
de bombas ou canais idnicos de cdlcio e/ou magnésio, provavelmente acoplados a
producdo de ions carbonato. Numerosos grupos bacterianos sdo capazes de operar tais

processos (Castanier et al., 1999).
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Castanier et al., (1999) resumem o processo de MICCP pela via heterotrofica, como a
resposta da comunidade de bactérias heterotrofas ao enriquecimento do meio em
matéria organica e a precipitacdo de carbonato ocorre durante a fase de crescimento
exponencial e termina depois do inicio da fase estacionaria. A acumulacdo de produtos
finais do metabolismo durante a fase exponencial, induz a acumulagdo de ions de
carbonato e bicarbonato e de diversas maneiras induze o acréscimo do pH no meio, o

que favorece a precipitagdo de carbonato de calcio.

Das anteriores vias metabolicas descritas, a MICCP através da hidrolise da ureia é o
método mais simples e mais amplamente utilizado para a precipitacdo de carbonatos

com varias aplicacdes técnicas (Dhami et al., 2013).

2.3.2 MICCP por hidrdlise da ureia

Segundo Dhami et al. (2013), a MICCP utilizando o caminho metaboélico da hidrolise
da ureia ¢ o método de precipitacdo de CaCOs; mais desejado pelos pesquisadores,
devido a que o processo ¢ direto e facil de controlar e segundo Al-Thawadi (2011), pode
gerar at¢ 90% de eficiéncia de conversdo quimica em a quantidade de CaCO;

precipitado, em um curto periodo de tempo (menos de 24 h).

De acordo como Mobley e Hausinger (1989), o microrganismo utiliza a ureia como
fonte de nitrogénio e energia para a geragdo de trifosfato de adenosina (ATP) necessaria
para seus processos fisioldgicos, porém, neste processo, a enzima uréase secretada pelo
microrganismo, catalisa a hidrolise da ureia e adicionalmente ¢ produzido amonio e

carbonato.

Van Paassen (2009) divide o mecanismo de precipitagdo do CaCOs pela hidrdlise da
ureia em trés etapas: (1) hidrolise da ureia, (2) equilibrio acido-base e (3) precipitagdo
de CaCO;. A Figura 2-3 apresenta as reacdes quimicas durante as trés etapas da

MICCP.

As reacdes quimicas durante a MICCP, sdo descritas por De Muynck et al., (2010), da

seguinte forma:

A enzima uréase catalisa a hidrolise da ureia ¢ um mol de ureia é hidrolisada

intracelularmente para formar um mol de amoniaco e um mol de acido carbamico, que
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espontaneamente se hidrolisa a outro mol de amoniaco e 4acido carbonico (Equagdo 2-3

e 2-4).

uréase
CO(NH;), + H,0 —— NH,COOH + NH; Equagéo 2-3
espontineo N
NH,COOH + H,0 ——— NH; + H,CO; Equagdo 2-4
CO,,,
tl
I+ Acid-base equilibria
CO,
3%
2NH, , == 2NH, HCOy CaOH
”.‘{l I} ]["ql H (:QH(:O;
H*
Hydrolysis ' ‘7/'
CO(NH), +2H,0 &, | aNH +| coz + ca* |=caco,
CaCO,
(amorphous)
CaCO;
(vaterite)
CaCO;
(calcite)
Precipitation

Figura 2-3. Reagdes quimicas durante a hidrélise da ureia e a precipitagdo de carbonato de
célcio induzida microbiologicamente (Van Paassen, 2009).

Estes produtos subsequentemente, sdo equilibrados em meio aquoso para formar
bicarbonato (Equagao 2-5) ¢ dois mols de amonio (NH4") e dois mols de ions hidroxido

(Equacao 2.6).

H,CO; & HCO3 +H* Equagéo 2-5
2NH; + 2H,0 < 2NHj + 20H™ Equagdo 2-6
A producdo do amonio (NH4') resulta num aumento liquido do pH, causado pelo
aumento dos ions hidroxido (OH"). Este aumento do pH do meio, altera o equilibrio do

bicarbonato com a subsequente formacdo de ions carbonato (Equacdo 2-7) e essa

mudangca precipita ions metalicos.
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HCO; + H* 4+ 20H™ « CO3™ + 2H,0 Equagio 2-7
A reacdo global pode ser escrita, como na Equacao 2-8:

CO(NH,), + 2H,0 — 2NHj + C0%~ Equacdo 2-8

Na presenca de suficiente atividade do ion cdlcio, a condi¢do de saturagdo ¢ favoravel

para a precipita¢do de carbonato de calcio (Equagao 2-9)
Ca?* + CO3~ o CaCO; (s) Equagio 2-9

Como a superficie da bactéria tem carga elétrica negativa, facilita a adesao do cation
calcio (Ca™), e pode resultar na formagio de cristais na célula bacteriana, (De Muynck
et al. 2010). Uma visdo geral esquematica da precipitagdo de carbonato na parede

celular microbiana ¢ dada na Figura 2-4.

Figura 2-4. Representagdo simplificada da MICCP. (A) fons célcio na solugio sio atraidos para a
parede celular bacteriana devido a carga negativa da célula. Apds a adi¢do de ureia as bactérias, o
carbono inorgénico dissolvido (CID) e o amoénio (NHy4) séo liberados no microambiente da bactéria. (B)
Na presenga de ions calcio, pode resultar em uma supersaturacdo local e, portanto, uma precipitagdo
heterogénea do carbonato de calcio na parede da célula bacteriana. (C) Depois de um tempo, a célula
inteira fica encapsulada, limitando a transferéncia de nutrientes, resultando em morte celular. A imagem
(D) mostra as impressdes de células bacterianas envolvidas na precipitagdo de carbonato. (Modificado
de De Muynck et al., 2010).

Quando a precipitacdo ¢ gerada, inicialmente sdo formados precipitados amorfos, que
posteriormente se cristalizam (Sondi e Matijevic, 2001). A Figura 2-5 mostra o processo
de formagdo de carbonato de calcio desde o material amorfo até a calcita bem

estruturada.

r

A hidrélise quimica da ureia, quando ndo ¢ catalisada, ¢ uma reacdo muito lenta,
. , . ~ 14 . , .

enquanto que a enzima uréase catalisa a reacdo 10" vezes mais rapido (Van Paassen,

2009). A uréase ¢ uma enzima comumente encontrada em muito organismos, incluindo

muitas bactérias, algumas leveduras e varias plantas superiores (Whiffin, 2004). Nesta
21



reacdo a enzima uréase ¢ descarregada de uma bactéria ureolitica. A presenca de
bactérias ndo ureoliticas também aceleram a MICCP, devido a que eles agem como

sitios de nucleagao (Van Paassen, 2009).

Figura 2-5. Processo de formagdo de carbonato de célcio. a) etapa inicial de formagdo de um
material amorfo. b) ampliag@o da figura (a) com particulas nanométricas (100 nm). c¢) inicio da formagao
de particulas de calcita bem formadas. d) calcita bem estruturada. (Sondi e Matijevic, 2001).

A atividade especifica da uréase, que ¢ definida como a taxa na qual a ureia em solugdo

aquosa ¢ hidrolisada por grama de biomassa seca, difere de espécie para espécie
(Hammes et al., 2003; Whiffin, 2004).

A principal fonte bacteriana de uréase ¢ a Sporosarcina pasteurii. Este microrganismo,
anteriormente conhecido como Bacillus pasteurii, também ¢ bem conhecido por sua alta
atividade ureolitica. A Sporosarcina pasteurii ¢ a espécie bacteriana mais utilizada e
relatada na literatura para o processo de MICCP por hidrolise da ureia, devido a sua
capacidade de produzir alta quantidade de precipitados em um curto periodo de tempo

(Bang et al., 2001; Dhami et al., 2013).

Mais recentemente, tem sido pesquisado o uso da enzima uréase livre para a melhoria
do solo, num processo chamado de Precipitagdo de Carbonato Induzida por Enzimas
EICP, (Carmona et al., 2016; Almajed et al., 2019). Jack Bean (Canavalia ensiformis) é

a fonte mais comum de uréase comercialmente disponivel (Whiffin 2004).

2.3.3 Aplicacoes da MICCP

A MICCP tem sido estudada por décadas para sua aplicagdo em varios campos como
industria, medicina, arquitetura, constru¢do, entre outros (Hammes et al., 2003;

Trushina et al., 2014; Tiano et al., 1999; Ramachandran et al., 2001). A través da
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MICCP ¢ desenvolvido um novo material de construgdo, o biocimento, como

alternativa a utilizar em todas as aplicacdes onde sdo utilizados cimentos quimicos.

O biocimento ¢ feito utilizando microrganismos que ocorrem naturalmente a
temperatura ambiente e, portanto, requer muito menos energia para produzi-lo. E
sustentavel porque os microrganismos sdo abundantes na natureza e podem ser
reproduzidos facilmente a baixo custo e os microrganismos que sdo adequados para

produzir biocimento sdo geralmente ndo-patogénicos e amigavel com o meio ambiente

(Chuetal., 2015).

No campo da bioremedia¢do, a MICCP tem sido estudada em aplicagdes para captura
de CO, atmosférico e armazenamento em reservatorios geoldgicos subterraneos muito
profundos (Shaffer, 2010). Na natureza, o didxido de carbono ¢ sequestrado pela
fixagdo quimica em carbonatos, mas a reacdo ¢ muito lenta (Dhami et al, 2013).
Portanto, os pesquisadores estudaram o uso de processos biologicos, através da anidrase
carbonica, enzima que contém zinco e que catalisa a reagdo reversivel da hidrata¢dao do
CO; ao bicarbonato. Este método ¢ seguro com no ambiente e facil de usar, mais do que
os métodos convencionais de sequestro de didéxido de carbono ambiental (Chaparro et

al. 2017).

Na remog¢ao de metais pesados das dguas subterraneas (Fujita et al., 2004), a MICCP
pode ser aplicada pela incorporagdo dos metais pesados na estrutura cristalina do
carbonato precipitado (incorporados ou retidos). Com MICCP, entre 88 ¢ 99% de
niquel, cobre, chumbo, cobalto, zinco e cddmio, foram removidos usando S. pasteurii
ap6s um periodo de incubagdo de 48 horas e finalmente, metais foram depositados ao
redor da cobertura celular (Li ef al., 2013). Outros estudos com estroncio descobriram,
que a precipitacdo de carbonato de célcio € possivel capturando em 24 horas até o0 95%
do metal, em uma fase solida (Warren et al., 2001). Também tem sido utilizada a

MICCP para remocgao de célcio das aguas residuais (Hammes et al., 2003).

Na construgdo civil e arquitetura, a MICCP tem sido estudada para a melhoria e
recuperagdo de monumentos historicos (Tiano et al., 1999) e no intuito de melhorar a
durabilidade dos materiais de construgdo. Neste sentido, o biocimento ¢ utilizado em
substituicdo do cimento e colas quimicas (De Muynck et al., 2010), ligando os materiais
a través da MICCP, para selar fraturas e melhorar a dureza e durabilidade dos materiais

(Dhami et al., 2013; Phillips et al., 2013). Além disso, ¢ possivel reduzir a absor¢do da
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agua, proporcionando um aumento na resisténcia ao congelamento e degelo, o que ¢
relevante para reduzir a degradacdo do material (De Muynck, et al., 2008). Outros
desenvolvimentos foram para aumentar a resisténcia a compressdo do concreto e a

argamassa e reparacao de trincas no concreto (Ramachandran et al., 2001).
V' E na engenharia geotécnica??

Desde finais dos anos 90’s e o inicio do 2000, comecou-se a desenvolver pesquisas da
MICCP para modificar as propriedades dos solos e em diversas aplicagdes na

engenharia geotécnica.

O carbonato de calcio precipitado, atua como ligante entre as particulas do solo,
aumentando a resisténcia ao cisalhamento do solo, processo que ¢ chamado de
Biocimentagdo de solos, ou o carbonato pode preencher os espagos vazios, diminuindo
a condutividade da 4gua, e neste caso, o processo ¢ chamado de Bioclogging (Ivanov e
Chu, 2008). A ligacdo entre as particulas para produzir a biocimentagdo, pode, ao
mesmo tempo, reduzir a permeabilidade do solo devido a redugao do espago poroso, no
entanto, de acordo com Chu et al. (2015), existem processos que s6 produzem
biocimentacdo ou bioclogging, dependendo do método de aplicagdo do tratamento no
solo e segundo Kadhim e Zheng (2016) dependendo da concentracdo dos reagentes

utilizados (ureia-fonte de célcio).

* Biocimentagdo: a biocimentagdo melhora as propriedades de resisténcia e de rigidez
do solo e rochas através da atividade microbiana ou produtos microbianos. A
cimentacdo microbiana ou biocimentacdo consiste em formar material de ligacao
(mineral) entre particulas do solo, apds a introducdo de microrganismos e aditivos
especificos no solo. A biocimenta¢do por MICCP, ocorre pela ligacdo das particulas
com carbonatos produzidos devido a hidrdlise da ureia. Porém, outros dos processos
microbianos podem levar potencialmente a biocimentacdo: a ligacdo das particulas
do solo com sulfetos de metais produzidos por bactérias redutoras de sulfato e
ligagdo das particulas com sais e hidroxidos ferrosos e férricos, produzidos devido a

atividade de bactérias redutoras de ferro (Ivanov e Chu, 2008).

A biocimentagdo ¢ diferente da bio-ligagdo, que ¢ a formagdo das cadeias celulares

de ligacdo entre as particulas e ndo ¢ utilizada para operagdes de grande escala, como
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o aumento da resisténcia a liquefacdo, porque todas as ligagcdes biologicas sdo

instaveis e podem ser degradadas por outros microrganismos (Ivanov e Chu, 2008).

A biocimentacdo pode ser utilizada para reduzir o potencial de expansdo de solos
argilosos e mitigar ou reduzir o potencial de liquefagdo da areia (Ivanov e Chu, 2008;
Delong et al., 2006), para melhorar a capacidade de carregamento e a estabilidade de
encostas, facilitar a escavagao de tineis (Whiffin et al., 2007; Van Paassen, 2009),

controlar a erosdao em areas costeiras ou rios (Ivanov e Chu, 2008), etc.

* Bioclogging: consiste em reduzir a condutividade hidraulica de solos e rochas
porosas, a partir da atividade de microrganismos e seus produtos. Neste caso, [vanov
e Chu (2008), chamam de bioclogging estavel e ¢ devida a precipitagdo de uma
substancia inorganica nos espagos vazios do solo, o carbonato de calcio. Devido 4
reacdo enzimadtica, o pH é aumentado e o sdo produzidos carbonatos que entope os
poros e liga as particulas do solo. Esta abordagem pode ser aplicada para reduzir a
porosidade e a permeabilidade de uma formagao geoldgica subsuperficial e prevenir
a erosdo interna (piping) em barragens e diques, selagem da filtracdo e fluxo da agua

retida nas estruturas (Gémez, 2013).

2.3.4 Fatores que afetam a eficiéncia da MICCP

Existem varios fatores que influenciam a atividade da uréase e a quantidade de CaCOs3
precipitada: o tipo de bactéria, concentracdes de células bacterianas, pH, temperatura e

concentragdes de calcio e ureia (Al Qabany et al., 2012; Hammes et al., 2002).

v O tipo de bactéria: o tipo de bactéria ¢ essencial para a produgdo da enzima
uréase e, portanto, o tipo de bactéria mais adequadas para MICCP sdo bactérias capazes
de catalisar a hidrélise da ureia, bactérias uréase positiva do género Bacillus e
Sporosarcina (Kucharski et al., 2012). As bactérias aerdbias sdo preferiveis, uma vez
que liberam CO, da respiragdo celular, e a produ¢do de CO, é acompanhada pelo
aumento do pH devido a produgdo de amodnio. Muitas bactérias com atividade uréase
tem sido estudadas para aplicacdo na MICCP, por exemplo, a Sporosarcina pasteurii
tem sido usada para remog¢ao de metais pesados (estroncio), remediagcdo de concreto e
melhoria do solo (Phillips ef al., 2013; Whiffin, 2004; Van Paassen, 2009 e Harkes et
al., 2010), B. megaterium tem sido usada para melhorar a dureza do concreto e para

reduzir a compressibilidade de solos residuais (Dhami et al., 2013b, Lee et al., 2013), a
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Sporosarcina ureae, tem sido usada em pesquisas para melhora de solos (Mavroulidou

etal,2011).

v Concentracdo de células bacterianas: a taxa de hidrolise da ureia é diretamente
proporcional a concentracdo de bactérias. Uma alta concentragdo de bactérias produz
mais uréase por unidade de volume para iniciar a hidrélise da ureia (Kadhim e Zheng,
2016). A fim de otimizar as condi¢des de producdo do carbonato de célcio, € necessario
determinar a concentracdo celular Otima para o processo de biocimentacgdo,
estabelecendo o tempo especifico em que as bactérias estio em sua fase exponencial,
onde ocorre a maior producdo enzimatica. Altas concentragdes de células bacterianas
(de 10° a 10® células) aumentam a concentracio de uréase para a hidrélise da ureia
(Okwadha e Li em 2010, citado por Kadhim e Zheng, 2016). Porém, Whiffin (2004)
encontrou um comportamento contrario em seus experimentos com S. pasteurii, com
uma grande variabilidade da enzima ao relacionar com a concentracdo de biomassa
(Figura 2-6), no entanto, a atividade uréase da S. pasteurii foi o suficientemente alta

para a MICCP.
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Figura 2-6. Variabilidade enzimatica no comportamento atividade uréase Vs concentragdo de
biomassa, para diferentes culturas de S. pasteurii. (Modificado de Whiffin, 2004)

v Compatibilidade do tamanho da particula — tamanho da bactéria: o tamanho
dos vazios do solo deve ser suficiente para permitir a mobilizagdo das bactérias. A
eficdicia do MICCP, pode ser atribuida a capacidade das bactérias de se mover

livremente pelo espaco dos poros e o adequado contato particula-particula por unidade

de volume (Kadhim e Zheng, 2016).
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Segundo Mitchell e Santamarina (2005) as bactérias tem comprimentos entre 0,5 e 3,0
um e a pesquisa desenvolvida por Rebata-Landa (2007), demostraram melhores
resultado de biocimentagdo, nos solos como tamanho de graos por acima de 100 um (na
faixa de 50 e 400 wm). De acordo com Holtz e Kovacs (1981), o tamanho da garganta
dos poros depende da menor fracdo das particulas no solo, e pode ser estimada em 20%
do djo. (tamanho de particula que corresponde a 10% passando em uma analise
mecanico de peneira). De acordo com DeJong et al. (2010), o tratamento com MICCP
por inje¢do in situ, tem um limite inferior que depende do tamanho da particula relativa
ao tamanho da bactéria (Figura 2-7). No entanto, a mistura ex situ das bactérias,
nutrientes e solo, pode aumentar os tipos de solos possiveis de tratamento em argilas

puras.
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Figura 2-7. Comparacdo de tamanhos tipicos de particulas e bactérias do solo, limitagdes
geométricas e limites aproximados de varios métodos de tratamento. (DeJong et al., 2010).

v O pH: no processo da MICCP, o aumento do pH, ¢ devido a formagdo das
hidroxilas (OH"), gerados a partir da producdo de ions de amonio (NH4) e o ambiente
alcalino favorece a geracdo de carbonatos. A MICCP ocorre para uma faixa de pH de
8,3 ¢ 9,0, na qual a atividade de uréase permanece alta (Stocks-Fischer et al., 1999).

Diversas pesquisas com S. pasteurii, encontraram o pH adequado em valores de 7,5,
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7,7, 8, 9, entre outros. Whiffin (2004) encontrou que o pH teve um efeito bioquimico

significativo na atividade da uréase, que exibiu uma atividade 6tima entre pH 7 e 8.

v Temperatura: a faixa de temperatura para a hidrolise enzimdtica varia muito
com a espécie, mas a hidrolise enzimatica da ureia depende da temperatura, variando de
20 a 37°C (Al-Thawadi, 2008). Mitchell e Ferris em 2005 (citado por Chaparro et al.,
2018) relataram que a atividade da uréase aumenta de 5 a 10 vezes quando a
temperatura aumenta de 15 a 20°C e de 10 a 20°C, respectivamente. Dhami et al. (2014)
descobriram que a uréase ¢ completamente estavel a 35°C, mas quando a temperatura

subiu para 55°C, sua atividade enzimatica foi reduzida para 47%.

v Concentragdo de ureia e cdlcio: as concentragoes ¢ fontes de ions calcio sao
relevantes para os processos MICCP. Achal e Pan (2014), estudaram a influéncia da
fonte de calcio (cloreto de célcio, 6xido de célcio e acetato de célcio), na precipitagao de
carbonatos e encontraram que o cloreto de célcio foi a melhor fonte de célcio para

MICCP, uma vez que proporciona maior atividade uréase e maior produgdo de calcita.

Virios estudos mostraram que formagdo de CaCOs; ¢ mais eficaz para baixas
concentragdes da solucdo de cimentacdo. Em ensaios com S. pasteurii, a altas
concentragdes de cdlcio e ureia (acima de 0,5 M), a eficiéncia de precipitacdo dos
carbonatos ¢ reduzida e, ao contrdrio, com baixas concentracdes (0,05 a 0,25 M), a

eficiéncia ¢ aumentada (Al Qabany e Soga, 2013; Ng et al., 2014).

A quantidade de solugdes quimicas adicionadas determina a diferenca entre o
bioclogging e a biocimentagdo, assim, em baixa quantidade das solugdes quimicas
adicionadas, a precipitacao de carbonato de célcio ocorre principalmente nos pontos de
contatos entre particulas, selando os micro canais (efeito de bioclogging), enquanto em
maior quantidade de solu¢des quimicas adicionadas, a precipitacdo estard nos poros

gerando alta resisténcia (biocimenta¢do) (Kadhim e Zheng, 2016).

v Grau de saturacdo: na maioria das pesquisas em MICCP, as areias sao
biocimentadas com amostras saturadas Sr=100%. Cheng et al. (2013), avaliaram a
influéncia do grao de saturagdo em amostras de areia preparadas ao 20%, 40%, 80% e
100% de saturacdo, utilizando B. sphaericus. Os resultados mostraram que para a
mesma quantidade de CaCOs precipitagdo, a resisténcia e rigidez aumentaram com a
redugdo no grau de saturagdo. Acredita-se que as micro fraturas dos cristais precipitados
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ao redor dos graos de areia podem ser responsaveis pelas diferentes respostas mecanicas
dos materiais porosos tratados com MICCP, obtidos em diferentes condi¢des de

saturacgao.

As imagens no MEV (Figura 2-8) em amostras ao 20% e 100% de saturagdo,
presentaram diferengas na distribui¢do do carbonato de céalcio nos vazios do solo. Os
cristais de CaCOs produzidos a 100% de saturagdo (Figura 2-8 ¢, d), precipitaram, nos
pontos de contato entre as particulas, mas também na superficie do grao, ou estiveram

suspensos no espacos porosos, levando a conexdes insuficientes entre os graos de areia.

a) Imagem no MEV, modo SE, 63X, b) Imagem no MEV, modo SE, 250X,
CaCO; na areia silica biocimentada com CaCOj; na areia silica biocimentada com
20% de grio de saturag3o. 20 % de grdo de saturagdo.

W
T

c) Imagem no MEV, modo SE, 53X, d) Imagem no MEV, modo SE, 179X,
CaCO; na areia silica biocimentada com CaCOj; na areia silica biocimentada com
100% de grio de saturacéo. 1000 % de grao de saturagdo.

Figura 2-8. Imagens no MEV de amostras de areia silica biocimentadas utilizando MICCP. As
figuras mostram os cristais de carbonato de calcio em (a) e (b) areia tratada ao 20% de saturagéo, (c) e (d)
areias tratadas ao 100% da saturacdo.(Cheng ef al., 2013).

Na areia tratada ao 20% de saturagdo (Figura 2-8 a, b), foi observado um forte efeito de

revestimento dos cristais de carbonato de cdlcio nos graos de areia. Este efeito de

revestimento foi atribuido a solugdo homogeneamente adsorvida na superficie dos graos
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de areia, devido a for¢a de tensdo superficial, que permitiu que a solu¢do MICCP tivera

acesso a superficie total dos graos.

Cheng et al. (2013), concluiram que a resisténcia mecanica das amostras tratadas com
MICCEP ¢ devida a efetividade da formagao de CaCOj precipitado nos pontos de contato

entre particulas, em vez do que a quantidade total de cristais de carbonato formados.

2.4 BIOCIMENTACAO POR MICCP, PARA ESTABILIZACAO DE
SOLOS

O processo biogeoquimico da MICCP via hidrolise da ureia, tem sido amplamente
estudado para a bioestabilizacdio de solos. A Figura 2-9 mostra um diagrama
esquematico do processo da MICCP no solo, proposto por DeJong et al., (2010), e ¢
observada uma célula bacteriana (Sporosarcina pasteurii), aderida a particula de solo.
No interior da célula acontecem as reacdes da hidrdlise de ureia, e os produtos
metabodlicos (NH3; e CO;) saem no microambiente da bactéria, aumentando o pH da
solu¢do em torno da particula de solo, e favorecendo a formagdo de carbonatos. Na
presenca de ion de célcio, que sdo atraidos a superficie da bactéria, ocorre a precipitagdo

de carbonato de célcio na matriz de solo.
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Ca**+ HCO; + OH - CaCo, + H,0

Net Urea Hydrolysis Reaction: NH,-CO-NH, +3H,0 - 2NH," + HCO, + OH

Net pH increase: [OH] generated from NH,* production >> [Ca?*]

Figura 2-9. MICCP usando hidrélise da ureia (DeJong et al., 2010).
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O termo biocimentagdo ¢ utilizado para se referir ao aumentando da resisténcia ao
cisalhamento do solo, devida ao carbonato de célcio precipitado, agendo como agente
de cimentacdo entre os graos (Chu et al., 2015). Mujah et al., (2017), afirmam que a
biocimentacdo por MICCP, acontece quando os cristais de CaCOs precipitados, ligam
as particulas do solo por meio de uma “ponte eficaz”, concentrada predominantemente

no ponto de contato.

A Figura 2-10 mostra em (a) um esquema da distribui¢do da precipitacdo de CaCO; na
matriz do solo ¢ em (b) apresenta um exemplo de uma imagem de microscopia
eletronica de varredura (MEV) que verifica o fenomeno da “ponte efetivo”. Pode ser
visto que o CaCOj; precipitado ndo preencheu completamente os poros entre as
particulas do solo, permitindo a drenagem e o movimento do fluido (Mujah et al.,

2017).
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a) Diagrama esquematico mostrando a b) Imagem de MEV, mostrando a formagdo
formagdo da ponte entre os grdos. de pontes.

Figura 2-10. Precipitacdo de CaCOs, ligando as particulas do solo na forma da ponte. (Mujah et
al., 2017).

Os resultados de Mujah et al. (2017), confirmam o encontrado por DeJong et al. (2006)
e esquematizado por DeJong et al. (2010), em relagdo a distribuicdo do carbonato de

calcio dentro dos espagos vazios do solo.

A Figura 2-11 (a) fornece esquemas das duas possibilidades extremas da distribui¢dao do
CaCO; em torno das particulas do solo. Uma distribuicdo “uniforme” indica que o
carbonato precipitou em uma espessura igual, ao redor das particulas do solo. Uma

distribuicdo “preferencial” indica que o carbonato ¢ precipitado apenas nos contatos
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particula-particula. Por andlise das imagens no MEV e de tomografia computadorizada
de raios X, encontraram que a distribui¢do "real" do carbonato precipitado (Figura 2-11
b) ¢ um equilibrio dessas duas condi¢des extremas, distribuido na vizinhanca dos

contatos particula-particula.

Alternativas de

_ distribuicdo ) a) Representacdo esquematica da
Uniforme Preferencial distribui¢do da calcita nos espacos
vazios do solo.
Real
Imagem MEV Si (silicio) Ca (calcio)

b) Mapa de elementos das particulas de areia de silice, calcita precipitada e o espago vazio.

Figura 2-11. Distribui¢do do carbonato de calcio precipitado dentro dos espagos vazios do solo
(Modificado -DeJong et al., 2010). a) Esquema das alternativas de distribui¢do uniforme e
preferencial e da distribui¢do real. b) Mapa de elementos mostrando os grios da areia compostos de
silicio, o calcio ao redor das particulas de solo e no contato entre elas. (Na zona do célcio também ha
evidencia do carbono associado a resina epoxi).

Uma vez precipitado, o carbonato de célcio (CaCOs) ¢ estavel, ocorrendo apenas uma
dissolugdo lenta, caso houver um fluxo continuo de 4gua subterrdnea 4cida ou como
resultado da acidificacdo nos poros (degradagdo de biomassa). Com uma quantidade

suficiente de carbonato de calcio precipitado, pode se conseguir uma estabilizacdo

duravel (Van Paassen, 2009).

2.4.1 Solos e microrganismos utilizados na MICCP para biocimentaciao

O principal desenvolvimento da MICCP como método de biocimentacdo do solo, tem-

se concentrado em solos de grao grosso, areias com tamanhos de graos entre 0,10 e 0,4
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mm (100 e 400 wm), que segundo a classificacdo dos solos da ASTM- (American
Society for Testing and Materials, ASTM D 2487-17), pelo tamanho da particula,
correspondem a areias finas e areias meias. Poucos estudos tém estudado a MICCP em
solos de grao fino como silte e argilas (Rebata-Landa, 2007; Mavroulidou et al., 2011;
Lee et al., 2013; Sharma e Ramkrishnan, 2016), possivelmente devido ao espaco poroso
limitado dos solos de grdo fino, o que poderia dificultar o transporte e a sobrevivéncia
dos microrganismos, pela interacdo célula-sedimento, o que poderia causar falha de

puncdo ou tracdo da membrana celular (Rebata-Landa e Santamarina, 2006).

Rebata-Landa (2007) estudou a precipitacdo de carbonato de céalcio em solos de grao
fino como a caulinita (d;o = 0,36 pum) e silte (djo = 10 um) e Mavroulidou et al. (2011)
estudaram a MICPP no caulim e silte (dso = 20 um). Sharma e Ramkrishnan (2016)
avaliaram a MICCP em solos de grao fino, duas argilas coletadas de Chennai (Tamil
Nadu, India), biotratadas com B. Pasteurii. No limite superior do tamanho de grao, Chu
et al. (2012), estudaram areias de 0,6 mm a 1,2 mm e Rebata-Landa (2007), estudou a

MICCP em areia grossa (djp =4 mm) e cascalho fino (djp = 9 mm).

Mineralogicamente, os solos estudados correspondem a areias de silica, com quartzo
como mineral predominante. Algumas pesquisas estudaram areias com diferente
composi¢ao mineraldgicas. Van Paassen (2009) estudo a MICCP em areias calcarias e
areias de silica, e Mortensen et al. (2011), em areias contendo 6xido de ferro, areia rica

em calcita e uma areia rica em feldspatos.

Os microrganismos utilizados nas pesquisas, correspondem principalmente a bactérias
do género Bacillus, que utilizam a hidrélise de ureia como metabolismo para a
precipitacdo de carbonato de célcio. A Sporosarcina pasteurii (anteriormente Bacillus
pasteurii) € o microrganismo mais utilizado; outras cepas utilizadas tem sido Proteus
vulgaris, Sporosarcina ureae, Bacillus megaterium e Bacillus sphaericus. A Tabela 2-2
apresenta um resumo dos tipos de solos e microrganismos utilizados nas pesquisas da
MICCP em geotecnia.

Tabela 2-2. Tipos de solos e microrganismos utilizados nas pesquisas sobre aplicacdes da
MICCP em geotecnia.

REFERENCIA MATERIAL MICRORGANISMO
Stocks-Fischer et al.
(1999) Areia B. pasteurii ATCC' 6453
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REFERENCIA

MATERIAL

MICRORGANISMO

Whiffin (2004)

Areia de quartzo de 300 um (0,3 mm)

S. pasteurii ATCC 11859

Delong et al. (2006)

Areia de Ottawa d50= 120 um (0,12 mm)

B. pasteurii ATCC 6453

Whiffin e al. (2007)

Areia d10=111 um; d50= 160 pm (0,16 mm)

S. pasteurii DSMZ’ 33

Rebata-Landa (2007)

Caulinita (d10 = 0,36 um), silte (d10 =10
um), Areia fina de Ottawa (d10 =90 um e
d50 = 120 um), Areia grossa (d10 = 4000

pm, d50 = 5300 um), cascalho fino (d10 =
9000 pm, d50 = 11500 um)

S. pasteurii ATCC 11859

Van Paassen (2009)

Areia de quartzo branca (Silica), areia
calcaria cinza (Calcareous), areia de quartzo
amarela

S. pasteurii DSMZ 33

Harkes et al. (2010)

Areia de Itterbeck d10= 111 um; d50= 160
um (0,16 mm)

S. pasteurii DSMZ33

Ozdogan (2010)

Areia de Otawa d50= 400 um (0,4 mm)

S. pasteurii DSMZ 33

Gurbuz et al. (2011)

Areia natural de rio d50= 400 pm (0,4 mm)

S. pasteurii DSMZ 33

Mortensen et al. (2011)

Areia de diversas mineralogias: areia de
Otawa-quartzo (d50=0,22 mm), calcita
(d50=1 mm), oxido de ferro (d50=0,12 mm),
feldspato (d50=0,27 mm), areia Nevada-
quartzo (d50= 0,12 mm)

S. pasteurii ATCC 11859

Shirakawa et al. (2011)

Areia de quartzo e feldspato: 150 -300 um

B. sphaericus (LMG® 22257)
e Bacillus sp isolado de um
solo brasileiro.

Chu et al. (2012)

Areia com tamanhos 600 -1200 um (0,6 - 1,2
mm)

Bacillus sp isolados de areia
de praia tropical (alcaldfilo e
uréase positivo)

Al Qabany e al. (2012)

Areia silica: d50 =140 e 165 um, d90 =150 ¢
250 pm

S. pasteurii (ATCC 11859)

Lee et al. (2013)

Solo residual de Kuala Lumpur (Malasia)
com tamanhos a partir da fragdo argila (2 um)
até 2 mm (2000 pm)

B. megaterium ATCC 14581

Cheng et al. (2013)

Areia de quartzo pura, peneirada em grio
fino (d10=180 um) e gréo grosso (d10=600
pm)

B. sphaericus DSMZ 23526

Gat et al. (2014)

Areia de Zikkin (Israel)

Co-cultura com S. pasteurii
DSMZ 33 e B. subtilis DSMZ
6397

Sarmast et al. (2014)

Areia de Jupar (Kerman Province)

S. pasteurii e S. ureae

Rowshanbakht et al.
(2016)

Areia silica (d50=0,2 mm)

S. pasteurii PTCC*1645

Sharma and Ramkrishnan
(2016)

Argilas CL e CH coletadas de Chennai
(Tamil Nadu, India).

S. pasteurii

Carmona et al. (2016)

Areia mal graduada (78,7%)+ pedregulho
(15,5%)+silte (3,5%) + argila (2,3%)

Enzima Uréase (Sigma-
Aldrich Company Ltda) de
Canavalia ensiformis (jack
bean)

Terzis et al. (2016)

Areia silica (>98%), d50= 190 um (0,19 mm)

Sporosarcina pasteurii ATCC
11859

Wang et al. (2018)

Areia silica d50= 100 um (0,10 mm)

Sporosarcina pasteurii ATCC
11859

Nota: 'ATCC: American Type Culture Collection
*DSMZ: German Collection of Microorganisms and Cell Culture
SLMG: Belgian Co-ordinated Collection of Micro-organism (BCCM)
*PTCC: Persian Type Culture Collection
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2.4.2 Meétodos de aplicagdo da MICCP para a biocimentacio do solo

O material utilizado para produzir o efeito de biocimentacdo e o efeito de bioclogging ¢é
chamado de “biocimento” (Chu et al. 2015). Tem sido desenvolvidos e pesquisados,

muitos processos para levar o biocimento a matriz de solo.

2.4.2.1 Bio-estimulacio e Bio-aumento

Duas estratégias tem sido estudadas em relagdo ao uso de bactérias enddgenas ou
exogenas. A primeira estratégia, a bio-estimulagdo, e consiste na aplicagdo de um meio
de cultura estéril capaz de ativar as bactérias enddgenas, indutoras da formacdo de
carbonato de cdlcio. A estratégia alternativa, ¢ o bio-aumento, e consiste na inoculacio
de bactérias (microrganismos exdgenos) com capacidade de precipitagdo comprovada.
A ultima, tem sido a estratégia mais utilizadas nas pesquisas para a bioestabilizacdo de
solos, no entanto, para alguns autores o bio-aumento ndo ¢ favoravel, devido a
introdugdo de microrganismos ndo nativos no solo, aumento de custos e dificuldade de

aplicagdo uniforme no subsolo (DeJong et al., 2014).

Na Universidade de Brasilia, tem sido desenvolvidas pesquisas, utilizando a estratégia
de bio-estimulacdo, para aplicagdo em controle da erosdo. Valencia et al. (2014),
isolaram bactérias de um perfil de solo tropical do Distrito Federal-Brasil, e
determinaram o melhor nutriente para potenciar sua aplicacdo em bioestabiliza¢do de
solos, por o processo de precipitagdo de carbonato de cdlcio. Posteriormente, no 2015
(Valencia et al., 2015), utilizaram estes resultados e aplicaram o nutriente em amostras
de solos, da mesma zona onde foram isolados os microrganismos. A Figura 2-12,
mostra imagens no MEV, do solo antes e depois da aplicacdo do nutriente para induzir a
precipitacdo do carbonato de calcio. O carbonato de calcio gerado no biotratamento,
causou a redu¢do do indice de vazios, da permeabilidade, do indice de colapso e

erodibilidade, além do aumento da sucg¢ao e resisténcia ao cisalhamento.

Outra aplicacdo da estratégia de bio-estimulacdo, consiste na melhoria das propriedades
fisicas e mecanicas dos solos para sua utilizagdo em pavimentagdo rodoviaria. Segundo
Goémez (2013), existem companhias que oferecem produtos enzimaticos naturais para
gerar melhorias nas caracteristicas mecanicas e fisicas dos solos, que refletem no
aumento do CBR (California Bearing Ratio), pardmetro usado para caracterizar a

resisténcia dos solos de subleito.
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para MICCP.

Figura 2-12. Imagens no MEV de um solo tropical sem e com a aplicagdo de um nutriente para
induzir a precipitacdo de carbonato de célcio. a) presenca de elementos Si, O, Al, Fe, comuns nos
solos tropicais. b) presenca de precipitados fibrosos com contetido de Ca. (Valencia ef al., 2014)

Nos estudos de Gomez (2013), se procura a melhoria do solo para se utilizar como
material de subleito e o0 método de aplicagdo da MICCP, consiste em misturar o meio
nutritivo com a agua da compactagcdo do solo, o seja, que o tratamento ¢ aplicado ex
situ. Para a MICCP, Gémez (2013) utiliza a adigdo do meio nutritivo B4 (Lee, 2003) e
também a adicdo direta ao solo da enzima uréase, oriunda do extrato de feijdo de porco

(Canavalia ensiformes).

No entanto, muitos desafios ainda existem para a aplicagdo de esta estratégia, como a
dificuldade para obter um tratamento uniforme no perfil de solo (DeJong et al.,2014) e
segundo Gomez (2013) a grande dificuldade desta metodologia ¢ o fato da microbiota

ser muito complexa, dindmica e heterogénea.

2.4.2.2 Biocimentacio in situ: Biogrouting

O processo para fornecer o biocimento in sifu e conseguir a biocimentagdo, tem sido

chamado o biogrouting.
Van Paassen (2009) lista as etapas do Biogrouting da seguinte maneira:

1) Cultura do microrganismo adequado no laboratorio (ou na sub-superficie).
i1) Inje¢do do microrganismos (e nutrientes) no solo e transporta-los para o

localizagao desejada.
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1ii) Fornecer a os microrganismos os substratos adequados para induzir a
conversao bioquimica que resulta na precipitacio de carbonato de calcio
(ureia e fonte de célcio).

iv) Remocao dos produtos restantes do processo (o amonio).

Varios autores (Ivanov e Chu, 2008; Chu et al, 2015; Achal e Kawasaki, 2016),
comparam a biocimentacao do solos utilizando o biogrouting com o grouting quimicos
e todos concordam na primeira vantagem do biogrouting: a utilizacdo de reagentes e
produtos ndo toxicos, por exemplo, as bactérias que sdo usadas para o biocimento sdo
geralmente ndo-patogénicas e ambientalmente amigavel, enquanto que muitos grouting
quimicos, especialmente aqueles baseados em acrilamidas e poliuretano, sdo toxicos e

prejudiciais ao meio ambiente.

Além disso, a reacdo microbiana no biogrout ¢ mais lenta o que a reagdo quimica em
argamassas quimicas, isso reduz a velocidade de solidifica¢do, e permite que a biomassa
se espalhe através de um maior volume de solo. A biomassa tem viscosidade muito

mais baixa e pode fluir como a dgua (Chu et a/, 2015).

Outra vantagem ¢ o menor custo dos reagentes. O biocimento ¢ produzido a temperatura
ambiente e requer menos energia para sua producdo. Os custos avaliados por Ivanov e
Chu (2008), das matérias-primas para o grouting quimico do solo, estdo na faixa de
US$ 2 a US$ 72 por m’ de solo, ¢ os custos das matérias-primas para o biogrouting
podem estar na faixa de US$ 4 a US$ 9 por m’ de solo, no caso em que materiais de
desperdicio sdo usados como fonte de carbono para o crescimento microbiano. Estes
custos, foram custos de matérias-primas, a precos de mercado, sem incluir o custo de
colocacdo, que ¢ uma parte importante do custo total. No entanto, as tecnologias para o
biogrouting podem ser similares aquelas usadas no grouting quimico, e assumindo que
os custos de colocagdo sdo compardveis, entdo as comparacdes de custo mostradas sido

relevantes.

No entanto, uma desvantagem do biogrout ¢ a produgdo excessiva de amonia, o que na
realidade ¢ uma desvantagem da MICCP (via do ciclo do nitrogénio). De acordo com as
Normas Australianas (2015), se mais de 0,5 mg/l do amdnio, for consumido de uma sé
vez, como fonte de dgua direta, levaria a doengas fatais em bebés (Mujah et al., 2017).

Segundo a OMS, 1986 (Organizagdo Mundial de Saude), os niveis naturais do amonio
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nas aguas subterraneas, sdo geralmente inferiores a 0,2 mg/l e as dguas superficiais

podem conter até 12 mg/l.

De modo a resolver este problema, tem vdarias propostas. Uma delas, no sentido de
diminuir a geracdo de amonia no processo de precipitacdo de carbonatos, produzindo o
biogrout por um processo de MICCP baseado na enzima asparaginase, em que a
MICCP seguiu a amonificagdo (Galloway em 2005, citado por Achal e Kawasaki,
2016), e dois propostas, no sentido e evitar a lixiviagdo de amonia para o nivel do lencol
fredtico: 1) tratar o efluente rico em amodnia pela biocimentagdo, antes de descarregar; e

i1) retroalimentar (feedback) o amdnio como fertilizante para as plantas vizinhas (Mujah

etal., 2017).

2.4.2.3 Introducao e fixacao das bactérias (biocimentacio in situ)

A fim de garantir uma melhoria bem-sucedida do solo pela MICCP, ¢ muito importante
a introducado e reten¢do de bactérias ureoliticas ou enzimas uréase dentro da matriz do
solo. A reten¢do indevida das bactérias, poderia levar a ser removida ou retirada por
uma injecao subsequente da solugdo de cimentacdo, levando a uma distribui¢ao desigual
de bactérias e resultando na precipitacdo nao uniforme do CaCOs e da resisténcia dentro

do solo.

De acordo com Mujah et al. (2017), a introdu¢do de bactérias no solo, pode ser
alcangada através de dois métodos principais: por inje¢ao o pre-misturado. O método de
injecdo garante o fluxo da solug¢do bacteriana de cima para baixo, mais, a solugdo deve
ter um periodo de retencdo, de modo que as bactérias sejam fixadas aos graos de areia
antes da injecdo da solugdo de cimentacdo. No método de pre-mistura, as bactérias sdo

misturadas mecanicamente com o solo antes da introdugdo da solugdo de cimentagao.

v Meétodo por injegcdo: Mujah et al. (2017) afirmam que o método de injegdo ¢ o
método mais comumente preferido para a MICCP, uma vez que as condigdes de injegao
(fluxo, pressao e gradiente hidraulico) podem ser controlados facilmente durante o teste
e inclusive podem ser ajustadas. A inje¢do pode ser vertical (Whiffin et al. 2007) ou
horizontal (Van Paassen et al., 2010). Além disso, este método permite simular

condi¢des do solo com diferentes graus de saturagao.
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Whiffin et al (2007), avaliaram a viabilidade da MICCP como técnica de
melhoramento do solo em uma coluna de areia de 5 m de comprimento, por aplicacio
de uma solu¢do bacteriana com Sporosarcina pasteurii € uma solucdo de ureia/cloreto
de célcio como a solugdo de cimentagcdo. Para imobilizar as bactérias na coluna,
propuseram um sistema de injecdo de dois estagios. No primeiro estigio, as bactérias
foram injetadas para preencher o volume da coluna e foi seguida pela injecdo de uma
solugdo de cloreto de calcio 50 mM para imobilizar as bactérias. No segundo estagio,
imediatamente apds o passo da colocacdo bacteriana, foi injetada a solucdo de
ureia/cloreto de cdlcio para iniciar a biocimentagdo. Em ambos estdgios a taxa de
injecdo da solucdo bacteriana e da solu¢cdo de cimentacdo foi de 350 ml/h. A Figura
2-13 mostra o esquema da preparagdo da coluna de areia e os resultados obtidos do

carbonato de célcio precipitado e a resisténcia.
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Figura 2-13. MICCP em coluna de areia de 5 m de comprimento (Modificado -Whiffin et al.,
2007).

O tratamento bio-mediado conseguiu precipitar carbonato de calcio nos 5 metros de
comprimento da coluna, embora o perfil de concentracio do carbonato ndo foi
homogéneo, apresentando quantidades elevadas de CaCOs no topo da coluna (perto do
local da inje¢do) e uma diminuicdo em dire¢do a base. Na areia biocimentada foram
feitos ensaios de compressao triaxial, onde foi encontrado um aumento significativo na

resisténcia e rigidez ao longo de todo o comprimento da coluna de areia.
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Por outra parte, algumas desvantagens do método de inje¢do sdo a distribui¢do nao
homogénea das bactérias e da cimentagdo (Whiffin et al., 2007), a rapida cimentacdo
localizada na area ao redor do ponto de injecdo e subsequente obstru¢do o entupimento
desta regido. Para melhorar essa desvantagem, Harkes et al. (2010) sugeriram uma taxa
de inje¢do mais lenta para a suspensdo bacteriana (220 ml//h); Al Qabany et al. (2012)
propuseram um periodo de espera entre a inje¢ao da suspensdo bacteriana e a solugdo de
cimentagdo para permitir que as bactérias sejam transportadas ao longo da coluna de

areia e bem fixadas antes da aplica¢do da solu¢do de cimentacao.

O método de injegdo também pode utilizar se por percolagdo de superficie,
simplesmente por spraying ou gotejamento de suspensdo bacteriana e solu¢do de
cimentacdo, alternadamente na superficie do solo, que penetram no solo pela gravidade
(Cheng e Cord-Ruwisch, 2012). A Figura 2-14 mostra uma comparagdo dos tratamentos
por injecao de fluxo submerso (regime saturado) e por percolacdo de superficie (regime

nao saturado).

Bung . [
|n|et Inlet
I I
30 480 Outlet
filter 3 filter 480
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Outlet
a) Tratamento por fluxo b) Tratamento por percolagdo de
submerso superficie

Figura 2-14. Comparacao esquematica dos métodos de inje¢do da MICCP (a) tratamento por fluxo
submerso- condig¢do saturada (Whiffin et al, 2007) e (b) tratamento por percolacdo de superficie
(condic@o ndo saturada). (Cheng and Cord-Ruwisch, 2012).

Os resultados mostraram que a retencao da bactéria na coluna de areia aumentou com o

numero da camadas utilizadas.
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A Figura 2-15, mostra em (a) um esquema do tratamento por camadas alternadas, desde
duas camadas até doze camadas ¢ em (b) os resultados da reten¢do bacteriana ¢ a

conversao da ureia dependendo no numero de camadas.
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b) Efeito do numero de camadas alternadas de solugdo

bacteriana e solugdo de cimentagdo, na retencdo da

bactéria na coluna de solo (O) e na conversdo de ureia (@)

depois de 12 h.

a) Esquema do tratamento por camadas alternadas
de solugdo bacteriana e solucdo de cimentagio
(ureia/CaCl,)

Figura 2-15. Tratamento de percolagdo, utilizando camadas alternadas da solugéo bacteriana e da
solug¢do de cimentagdo (ureia/cloreto de calcio) e efeito das camadas na fixa¢do da bactéria na coluna de
areia biocimentada (Modificado - Cheng e Cord-Ruwisch, 2012).

A principal vantagem deste método ¢ que a inje¢@o de solugdo ndo requer maquinaria
pesada devido a livre drenagem do movimento da dgua. No entanto, este método pode
levar a limitag¢do do tratamento de solos de grao fino devido a baixa taxa de infiltragdo e
permeabilidade do solo, porém, pode ter uma possivel aplicagdo na construcdo do

aterros com solos de grao grosso (Mujah et al., 2017).

v Meétodo por pre-mistura: no método do pre-mistura, as bactérias sdo pre-
misturadas mecanicamente com o solo até que uma homogeneidade desejada seja
alcangada. Apesar do fato de que o método de pre-mistura resolveu o problema da
homogeneidade, ele continua sendo o método MICCP menos favoravel porque causa
perturbagdo no solo. Isto ¢ critico porque a perturbagdo do solo pode levar a um
desenvolvimento de pseudo-tensdo nas amostra de solo, como resultado da mistura

vigorosa entre o solo e o agente de cimentacdo (Mujah et al. 2017).

2.4.3 Efeito da MICCP nas propriedades do solo
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Virios experimentos revelaram que o MICCP pode melhorar a resisténcia ao
cisalhamento, a compressibilidade e reduzir a condutividade hidraulica, a absor¢do de

agua.

2.4.3.1 Resisténcia ao cisalhamento

No geral, o carbonato de calcio precipitado nos espagos vazios das particulas do solo,
aumentam a ligacdo e, assim, a melhoria na resisténcia ao cisalhamento do solo. Alguns
resultados das pesquisas mostram que o aumento na resisténcia do solos arenosos
tratados com MICCP, ¢ devida principalmente pelo aumento da coesdo do solo, que
resulta do aumento do teor de cimento (CaCO3), enquanto o angulo de atrito, o impacto
na melhoria foi menor, para amostras em graus de saturacdo altos, Sr = 65% e 100%

(Cheng et al., 2013).

Terzis et al. (2016), encontraram um aumento significativo na coesdo das amostras
biocimentadas com MICCP, com coesdo efetiva de 253 kPa, em comparacdo com a
coesdo nula das amostras nao tratadas. Em quanto que, o angulo de atrito efetivo teve
uma ligeira melhoria devida a MICCP, de ¢'=38° nos solos sem tratamento e ¢ '=44° nos

solos biocimentados.

Os resultados de DeJong et al. (2006) demonstraram um aumento da capacidade axial
sob condigodes de cisalhamento monotonico - ndo drenado, das amostras biocimentadas,
com valores da resisténcia maiores, quando foram comparadas com amostras nao
cimentadas, e com amostras cimentados com gesso (representativo do comportamento
tipico de areia quimicamente cimentada). A resposta q/p” dos espécimes indicou um
comportamento de ndo colapso. As amostras exibiram maior rigidez ao cisalhamento
inicial e maior capacidade eldstica, em comparacdo com amostras ndo tratadas, e
comportamento similar com os espécimes de controle cimentados com gesso. A Figura
2-16 mostra o comportamento tensdo — deformacdo das amostras de solo controle,

biocimentadas e cimentadas com gesso.

Whiffin et al. (2007) relataram que o aumento na resisténcia do solo ¢ diretamente
proporcional ao aumento do conteudo de carbonato de calcio produzido. Porém, foi
necessario um teor minimo de carbonato de calcio de 60 kg/m’ para uma melhoria

mensuravel da resisténcia no material. Baixas concentra¢des de carbonato de calcio nao
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melhoraram significativamente a resisténcia das amostras. Cheng e Cord-Ruwisch
(2012) também encontraram uma relacdo direta entre a resisténcia e o contetido de
CaCOs, mas, esta relacdo s6 foi encontrada para o regime de fluxo saturado. Nas
amostras preparadas pelo método de percolagdo de superficie, ndo foi encontrada uma

relacdo entre estas variaveis.
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Figura 2-16. Comportamento q/p’de amostras biocimentadas comparadas com amostras ndo
tratadas e tratadas como gesso. (DeJong et al., 2006).

2.4.3.2 Permeabilidade

A formagdo de carbonato perto do contato particula-particula diminui a garganta dos
poros e restringe o fluxo da dgua. Experimentalmente, Whiffin ez al. (2007) observaram
uma ligeira redugdo na permeabilidade, de 2x10™ m/s até uma permeabilidade média
sobre a coluna, de 9x10° m/s, mas o efeito ndo pareceu estar relacionado com o teor de

carbonato de calcio.

Martinez et al. (2013) implementaram a MICCP em colunas de areia 50 cm de
comprimento (Figura 2-17), e encontraram que a reducdo na condutividade hidraulica
dependeu do tipo de fluxo utilizado (fluxo continuo ou fluxo interrompido), e a
permeabilidade foi significativamente reduzida (10" para 10™) com a técnica de fluxo
continuo. Este comportamento foi atribuido a maior suscetibilidade para as colunas
tratadas com fluxo continuo, para entupir a regido perto do ponto de inje¢do. Martinez
et al. (2013) encontraram uma relagdo inversa entre a condutividade hidraulica e o

contetido de carbonato de célcio precipitado (Figura 2-17).
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Figura 2-17. MICCP coluna de areia de 50 cm de comprimento. (Modificado - Martinez et al.,
2013).

Soon et al. (2013), avaliaram a eficiéncia da MICCP em um solo residual tropical e uma
areia, com variacdo nas densidades do solo (85%, 90% e 95% de suas respectivas
densidades mdaximas) e biotratadas como B. megaterium Os resultados mostraram
maiores redugdes da condutividade hidraulica nas amostras de areia do que nas
amostras de solo residual. A maior reducdo na condutividade hidraulica ocorreu sempre,
nos espécimes mais densos. Nas amostras de areia, a condutividade hidraulica diminuiu

em aproximadamente uma ordem de magnitude de 3,5x10 m/s para 3,2x10"* m/s.

2.4.3.3 Resisténcia a compressao simples, O ysc

A Ouse -Unconfined compressive strength, ¢ o teste muito usado para descrever a
resisténcia de solos biocimentados, e relatado por muitos pesquisadores. Os resultados
disponiveis na literatura relatam que o valor mais baixo do Oy registrado em areias, foi
em torno de 100 kPa (Cheng et al., 2013) enquanto o maior valor foi 12,4 MPa (Van
Paassen, 2009). Em solos de grao fino, foram registrados valores de oy entre 56 e 360

kPa.

Van Paassen (2009), revelou uma relagdo exponencial entre o teor de CaCO; e os
valores de oOys. de solos biocimentados (Figura 2-18). Mujah et al. (2017), afirmam que

apesar de ter a mesma quantidade de cristais precipitados com CaCOs, a resposta
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mecanica do solo tratado com MICCP pode variar significativamente dependendo do

mecanismo eficaz de precipitagdo com CaCOs.
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Figura 2-18.Variacdo da o, com o teor de carbonato de célcio. (Cheng ef al. 2013 ¢ Van
Paassen, 2009).

Cheng et al. (2013) investigaram as propriedades geotécnicas da areia biocimentada sob
diferentes graus de saturagdo, utilizando B. sphaericus. Foram realizados ensaios de Oysc
em amostras cimentadas ¢ antes de realizar os testes, as amostras de areia foram tratadas

com diferentes quantidades de MICCP, com 20%, 40%, 80% e 100% de saturagdo. Os

resultados mostraram um incremento da UCS com o aumento do teor de CaCO; para
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todas as amostras tratadas, seguindo uma relagdo exponencial como nos resultados de

Van Paasen (2009), (Figura 2-18). Obtiveram valores de oy entre 100 kPa e 2000 kPa.

Wang et al. (2018) aplicaram a MICCP em uma areia de silica (seringas didmetro
interno de 30 mm e comprimento de 110 mm), aplicando o tratamento e com 28 dias de
curado. Encontraram que a Oy aumenta com o nimero de tratamentos € com o
contetido de CaCOj; no espécimen. O maximo valor alcancado foi de 4 MPa na amostra
com 4 tratamentos de MICCP. A falha ocorreu repentinamente nas amostras de areia.
Encontraram pequenas variacdes na Oy devida ao método de colocagdo in situ, das
solugdo bacteriana e de cimentagdo, com 340 kPa no fluxo submerso (regime saturado)

e 390 kPa no método de percolagdo de superficie (regime ndo saturado).

Sharma e Ramkrishnan (2016) avaliaram a MICCP em solos de grao fino, duas argilas
coletadas de Chennai (Tamil Nadu, India), biotratadas com B. Pasteurii. O método de
aplicagdo do tratamento foi a adicdo direta das bactérias no solo e seguidamente os
reagentes (ureia, cloreto de célcio e nutriente Broth). Todos os componentes foram
misturados e compactados ao 95% da densidade maxima. As varidveis foram a
concentragdes celular, a concentragdes dos reagentes e o tempo de curado e o parametro
medido foi a Oyu. Observou-se a partir dos resultados do teste que, aumentando a
duracdo do tratamento (7 dias o méximo tempo) os valores do Oy aumentaram ainda
mais. Os valores da oy obtidos variaram entre 125 kPa e 360 kPa (os valores da Oy

dos solo sem tratamento foram de 100 e 125 kPa).

Por outra parte, Lee et al. (2013) obtiveram melhoras na oy de siltes de Kuala Lumpur,
devida ao tratamento com MICCP, com valores entre 56 ¢ 76 kPa. Os resultados
mostraram aumentos na resisténcia a compressdo nio confinada, proporcional com a
quantidade de calcita precipitada e com o aumento na duragdo do tratamento (no
maximo 48 h). Tratamentos acima de 48 h, a quantidade de calcita foi depreciavel. A

concentragdo dos reagentes (0,25 e 0,5 M) ndo tiveram influéncia nos resultados da Oys.

2.4.4 Pesquisas focadas a estudo da influéncia da mineralogia e o tamanho de

particula na MICCP

A primeira tentativa de avaliar a influéncia da mineralogia do solo na MICCP, foi

conduzida por Rebata-Landa (2007), com um estudo simples para identificar padrdes na
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evolucdo da biomineraliza¢do, em algumas superficies minerais. Usou trés superficies
minerais: mica, calcita e quartzo, as quais foram impregnadas com células de
Sporosarcina pasteurii, re-suspensas numa solu¢do de ureia-cloreto de célcio, e

incubadas a 30°C, durante 1, 2 e 4 semanas.

1 semana 4 semanas

Calcita

Quartzo

) "-.
Bar =200 um

Figura 2-19. Nucleagdo dos cristais de carbonato nas superficies minerais depois de 1 e 4
semanas. (a) e (b) superficie de calcita. (¢) e (d) superficie de mica. (f) superficie de quartzo.

(Modificada — Rebata-Landa, 2007).
Os resultados (Figura 2-19) demostraram, a preferéncia da precipitacdo sobre a
superficie de calcita, coberta 100% por cristais depois das quatro semanas, enquanto

que a superficie da mica foi coberta 90% de cristais e a superficie de quartzo 70%.

Rebata-Landa (2007), concluiu que a forma dos cristais precipitados e o tempo da
nucleacdo s3o influénciados pela natureza do substrato e, por conseguinte, a
biocimentacdo serd diferente em solos de diferente mineralogia, mesmo que tenham

tamanhos de poros e de particulas semelhantes.

O mesmo autor desenvolveu testes para analisar o efeito do tamanho de particula na
precipitacdo de carbonato de calcio, utilizando solos de diferentes tamanhos: caulinita,

silte, areia fina (areia de Ottawa), areia grossa e cascalho fino, que foram imersos numa
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solugdo com células de Sporosarcina pasteurii e solucdo de ureia/cloreto de calcio,

durante 32 dias, substituindo os nutrientes a cada 4 dias.

Os resultados sdo mostrados na Figura 2-20, e foi observada a influéncia do tamanho de
particula na precipitagdo de CaCOs;, com maior precipitagdo para particulas com
tamanho aproximado de 100 um, sem cimentacdo na caulinita (grdo fino) e uma perda
da cimentacdo, provavelmente por manipulagdo das amostras, da areia grossa e do
cascalho fino, onde uma fina camada de mineral precipitado foi insuficiente para
consolidar as particulas, concluindo que nestes solos, pode ser obtida a biocimentacao
se forem fornecidos os nutrientes necessarios e o tempo suficiente para desenvolver
uma camada mais espessa de carbonatos. Além disso, Rebata-Landa (2007) apresentou

um modelo do contetido de carbonato de célcio em relagdo ao tamanho da particula.
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Figura 2-20. Relagdo entre o conteudo de carbonato de célcio precipitado (%) e o tamanho da
particula. (Rebata-Landa, 2007).

Van Paassen (2009), estudou a influéncia do tipo de areia, no polimorfo de carbonato
precipitado, usando areia de quartzo branca e amarela e areia calcéria cinza, tratadas
com uma solu¢do com Sporosarcina pasteurii, fluido de fixacdo (0,5M de CaCl,) e
reagente de cimentagdo (0,5M de ureia/CaCl,). Depois do tratamento bacteriano, o
carbonato precipitado foi analisado utilizando Microscopia eletronica de varredura-

MEYV e Difracao de raios X- DRX.
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A Figura 2-21, amostra imagens no MEV da areia de silica. Nas areias de quartzo foram
encontrados cristais esféricos (imagem A), semelhantes a vaterita, de at¢ 50 um de
diametro, enchendo os espagos entre os grdos de areia e formando pontes entre eles
(imagem B). Algumas esferas de carbonato, foram trincadas e suas dissecacdes
mostraram, que elas consistiam de: um nucleo de textura menos cristalina, de 5 -10 pm

de didmetro, envolto por uma camada de material mais cristalino, lembrando

opticamente a vaterita, com espessura varidvel 2-20 um (imagens C, D, E).

Figura 2-21. Imagens no MEV da areia de silica.(Van Paassen, 2009).

Dentro da camada que rodea a nticleo, foram observados buracos. Van Paassen (2009)
explica que os buracos, sdo provavelmente locais onde as bactérias estavam presas
dentro do cristal. Na imagem F, foram observadas impressdes de cor preto, associadas a
presenga de material organico, queimado pelos elétrons irradiados durante a analise no
MEV no modo SE. Em algumas esferas, a segunda camada estava coberta por

precipitados romboédrico aglomerados (imagem D) associados possivelmente a calcita.

De outo lado, as imagens no MEV (Figura 2-22) da areia calcaria, amostras os graos de
areia totalmente cobertos por uma camada fina, de cristais de calcita romboédrica
(imagens A, B) com tamanhos entre 2 ¢ 5 wm. Nos contatos entre os graos, foram

observadas aglomeragdes de cristais de calcita (imagens C, D).
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Figura 2-22. Imagens no MEV da areia calcéria (Tomado de Van Paassen, 2009).

Na pesquisa de Mortensen et al. (2011), foram executados experimentos de colunas de
solo, com diversas areias, cada uma, com abundincia de um determinado mineral,
assim: areia silica, areia de calcita, areia de feldspato e areia de 6xido de ferro, para
investigar o efeito da mineralogia no processo da MICCP, utilizando Sporosarcina
pasteurii. Adicionalmente, foram usados dois tipos de areia silica, areia silica grossa e

areia silica fina.

A precipitagdo de carbonato de calcio foi verificada, a partir das medicdes de
velocidade de onda de cisalhamento durante o processo. Os solos de todas as
mineralogias, experimentaram um acréscimo na velocidade da onda de cisalhamento
devida a precipitacdo de carbonato de célcio, mostrando que a taxa de precipitacdo de
carbonato de célcio, ndo foi inibida em nenhum deles e que a MICCP pode ocorrer

dentro de uma variedade de minerais do solo.

2.4.5 Aplicagcoes da MICCP em amostras de grande tamanho e aplicacées no

campo

Em 2009, a técnica de biogrouting foi avaliada no laboratorio para grandes volumes do
solo, em colaboracdo entre o Departamento de Biotecnologia da Delft University of
Technology e Deltares (Departamento de Geo-engenharia), na Holanda. O tamanho da
amostra de areia aumentou inicialmente a um volume de 1m’ (microescala) e

posteriormente até um volume de 100 m® (macroescala).
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No volume de 1 m’, foi precipitado, de maneira heterogénea, cerca de 100 kg/m® de
CaCOs; (Figura 2-23), com uma resisténcia a compressdo ndo confinada variavel entre
zero (areia fofa) até 9 MPa, razoavelmente correlacionados com o conteudo de CaCOs3,

para uma eficiéncia de 50% do processo.

b) Superficie do corpo de areia biocimentado.
Cume com alto contetido de carbonato visivel na
esquerda.

a) Corpo de areia biocimentado, volume
de 1 m3.

Figura 2-23. Avaliagdo da MICCP em volumes de 1 m’® (Van Paassen e al., 2009).

Para o dimensionamento da amostra de 100 m’, uma caixa de concreto de 8 x 5,6 x 2,5
m, foi preenchida com areia (Figura 2-24a), e o tratamento com biogrout, consistiu na
injecdo da solucdo bacteriana e reagentes de cimentacdo sequencialmente, através de
trés pogos de inje¢do, viajando uma distancia horizontal de 5 m dentro do corpo de
areia, até trés pogos de extragdo. Depois de 12 dias do tratamento, 40 m® do corpo de
arecia foram visivelmente cimentados com uma concentragdo de carbonatos,
relativamente homogénea ao longo das linhas de fluxo (Figura 2-24b), mas, com
variagdes significativas na diregdo perpendicular ao fluxo. Amostras cimentadas
tiveram resisténcia a compressdo ndo confinada variando de zero (areia fofa) até 12

MPa.
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Figura 2-24. Biogrout a corpo de areia de 100 m’. (a) Caixa de concreto com areia, 3 pogos de
inje¢do a esquerda e 3 pogos de extracdo a direita. (b) corpo de areia biocimentado, com padrdes de
cimentagao seguindo as lineas de fluxo. (Van Paassen, 2009).

Van Paassen et al. (2009), concluiram que a heterogeneidade na precipitacdo de
carbonato de célcio e as propriedades mecanicas do solo apds o tratamento, podem ser
atribuidas a dificuldade em obter uma distribui¢do homogénea das bactérias e de sua
atividade no tempo e no espaco, o que depende de muitos fatores: distribui¢do do
tamanho de particula, a mineralogia do solo, as propriedades do fluido, as propriedades

da bactéria e a quantidade de reagentes de cimentacdo e a forma de aplicagao.

No verdo de 2010, as companhias Volker Wessels e Deltares, em colaboragao com Delft
University of Technology, planejaram cuidadosamente dois ensaios de campo, no sul da
Holanda, para a aplicagdo da MICCP por a técnica de biogrouting, como parte de um
projeto de instalacio do gasoduto, para o cliente Gasunie. Para a aplicagdo do
biogrouting, pogos de injecdo, extragdo e monitoramento foram instalados nas

proximidades da trajetdria proposta do oleoduto (Figura 2-25).

Durante cada teste de campo, foram biotratados volumes de solo, de 1.000 m> usando o
procedimento de biogrouting a profundidades varidveis entre 3 - 20 m. O procedimento

envolveu trés etapas:

1) injecdo de cerca de 200 m® de suspensédo bacteriana (diluida). A suspensdo bacteriana
foi cultivada por Fermensys S.A. France, de acordo com um procedimento similar a

Whiffin et al. (2007).
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Figura 2-25. Primeira aplicag@o do biogrout. cimentagdo de cascalho para estabilidade de perforagdes
horizontais. No primeiro plano, 6 pogos de inje¢do, cercados por 14 pogos de extragdo, foram instalados
em uma area de 24 por 4 m. (Van Paassen, 2011).

2) injegdo de 300 a 600 m® de solugdo de cimentagio contendo ureia e cloreto de célcio.

3) extracdo de dgua subterrdnea (contendo residuos do processo), que foi oferecida a

uma estagdo de tratamento de aguasresiduais.

Apos o biotratamento, os HDDs (Horizontal Directional Drilling), foram executados e

os gasodutos foram instalados com sucesso.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para atender os objetivos da pesquisa, foi desenvolvida a seguinte metodologia:

Bioensaios preliminares de triagem

Bioensaios de solos — ao nivel de Erlenmeyer

Caracterizagao dos materiais utilizados na pesquisa

Biocimentagdo de solos: colunas cilindricas de solo

3.1 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

3.1.1 Microrganismos

Para atender um dos objetivos desta pesquisa, foram selecionados microrganismos com

capacidade de calcificagdo comprovada e reportada na literatura. Estes microrganismos

foram adquiridos na Cole¢ao Alema de Microrganismos e Cultura de Células (DSMZ) e

sdo pertencentes a cole¢do do Laboratério de Biomineralogia e Biohidrometalurgia da

Universidade Nacional da Colombia. No total, foram treze (13) microrganismos,

utilizados na fase inicial de triagem da pesquisa, os quais, sdo apresentados na Tabela

3-1, com seu género, espécie, nomenclatura DSMZ e informacao sobre a enzima uréase.

Tabela 3-1. Bactérias com capacidade de calcificagdo utilizadas na pesquisa.

Nomenclatura  Uréase
No Género Espécie DSMZ (+/-)  Morfologia
1 Bacillus Bacillus megaterium DSM-32 + bacilo
2 Bacillus Bacillus halodurans DSM-497 - bacilo
3 Bacillus Bacillus pseudofirmus DSM-8715 - bacilo
4 Bacillus Bacillus cohnii DSM-6307 bacilo
5 Bacillus Bacillus lentus DSM-9 bacilo
6 Bacillus Bacillus subtilis DSM-6397 - bacilo
7 Bacillus Bacillus pumilus DSM-766 - bacilo
Corynebacterium Cory nel.aacterium .

8 ammoniagenes DSM-20306 + bacilo
9 Lysinibacillus fZiZZZiZZ””S DSM-28 + bacilo
10 Sporosarcina Sporosarcina ureae DSM-320 + COCO
11 Sporosacina pasteurii DSM-276 + bacilo
12 Sporosarcina Sporosacina pasteurii DSM-323 + bacilo
13 Sporosacina pasteurii DSM-33 + bacilo

Nota: + bactérias uréase positiva, - bactérias uréase negativa
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As bactérias utilizadas dos géneros Bacillus, Corynebacterium, Lysinibacillus e
Sporosarcina, sao formadoras de esporos, aerobias (anaerobias facultativas) e com risco
de patogenicidade baixo (1), segundo a TRBA 466-Classificacdo dos procariotas em
grupos de risco (Technical Rules for Biological Agents).

3.1.2 Minerais e solos utilizados

Para o desenvolvimento da pesquisa, foram selecionados trés minerais considerados
comuns nos perfis de intemperismo dos solos tropicais: quartzo, como mineral primario,

e caulinita e montmorilonita, como minerais secundarios.

A fim de assegurar o uso de materiais (solos) compostos com uma elevada propor¢ao
destes minerais, foram utilizados uma areia de silica, um caulim ¢ uma bentonita

(Figura 3-1).

Figura 3-1. Solos utilizados na pesquisa: (a) areia, (b) caulim, (c) bentonita.

A areia de silica utilizada nesta pesquisa foi adquirida através da companhia Antioquena

de Arenas SAS da Colombia, e foi referenciada como areia de Yarumal.

O caulim utilizado ¢ um caulim residual, fornecido pela mineradora colombiana
SUMICOL SAS, e proveniente das minas de extragdo de caulim localizadas na

municipalidade de La Union, na sub-regido leste do departamento de Antioquia
(Colombia).

A bentonita utilizada nesta pesquisa ¢ uma bentonita comercial, fornecida pela

companhia Protokimica S.A.S, da cidade de Medellin (Colombia).
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3.1.3 Caracterizacao dos solos

A caracterizagdo inicial dos solos (areia, caulim e bentonita) foi feita, pela determinagao
de algumas propriedades fisicas, quimicas e mineraldgicas dos solos. Todos os ensaios
executados neste estdgio da pesquisa foram realizados na Universidade Nacional da
Colombia (UNAL), nos laboratérios de Biomineralogia e Biohidrometalurgia (LBB) e

no Laboratdrio de solos.

3.1.3.1 Caracterizacao fisica

A caracterizagdo fisica inicial dos trés solos (areia, caulim e bentonita) consistiu na
determinagdo do teor de umidade -w- (NBR 6457/2016), densidade relativa dos solidos
-Dr- (ASTM D854-14), a distribui¢do de tamanho de particulas e limites de
consisténcia, w ¢ wp (limites de Atterberg). A partir destes resultados, o solos podem
ser classificados de acordo com o S.U.C.S- Sistema Unificado de Classificagao de Solos

(ASTM D2487-17).

Todos os ensaios foram realizados para amostras de solo secas ao ar. A andlise
granulométrica foi realizada mediante granulometria por peneirado e para as amostras
de caulim e bentonita foi complementada com uma anélise por sedimentacdo. O ensaio
por sedimentagdo se baseia na norma NBR 7181/2016, cujo principio ¢ a dispersdo das
particulas com uso de defloculante (hexametafosfato de sédio), agindo durante 24
horas. Os limites de consisténcia determinados foram o limite de liquidez — wi, - (NBR

6459/2016) e o limite de plasticidade — wp - (NBR 7180/2016).

3.1.3.2 Caracteriza¢io quimica

Para definir as caracteristicas quimicas dos solos consideradas mais relevantes para o
estudo, foram realizadas andlises de potencial de hidrogénio - pH e determina¢do dos

y s i1 + ;- 2+ T + S + . .
cations calcio (Ca®"), magnésio (Mg®"), sodio (Na") e potassio (K"), e a partir deles foi

calculado o teor dos cations trocaveis.

As medi¢des do pH do solo, foram efetuadas em amostras de solo seco ao ar, e foram
feitas medicdes de pH na dgua e em solucdo de cloreto de potéssio (KCI 1M). O pH dos
solos ¢ medido em KCl, para evitar variagdes nas medidas por efeito da diluigdo e efeito
da concentracao de sais. O efeito da dilui¢do na relagdo solo:solucao é o de aumento do

pH (maior dilui¢do, maior o pH), e a presenca de sais neutros diminui o pH da
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suspensdo. (U.S. Department of Agriculture, 2004). Ambas medi¢des de pH foram
feitas numa relagdo 1:5 m/v (massa de solo:volume da agua ou solugdo, conforme o

caso).

Com os valores medidos do pH em agua (pHmo) € pH em KCI (pHkci), se calcula o
delta pH (ApH), ou seja, a diferenga entre o pHkci € 0 pHmo. Em solos ndo salinos o

delta pH ¢ indicativo de:

1) predomino de cargas positivas (ApH >0)
i1) carga neutra (ApH=0)

ii1) predominio de cargas negativas (ApH < 0)

Em solos salinos e/ou com pH > 7, se o pHkc ¢ semelhante no pHpo isso € indicativo

de que o solo esta saturado por bases (U.S. Department of Agriculture, 2004).

Também foi calculada uma estimativa do ponto de carga zero (PCZ), utilizando-se a

Equacido 3-1 (Keng e Uehara, 1974, citados por Camapum de Carvalho et al., 2015 ):
PCZ =2 pH gc1—pH 120 (Equagdo 3-1)

Para realizar as medidas de pH foi empregado um medidor multi-pardmetro marca
HACH (HQ30d) acoplado a um elétrodo de pH de Ag/AgCl (PHC101) sendo adotadas
as Normas Técnicas Colombiana (NTC) 5264 ¢ ASTM D-4972-01.

Os cations trocaveis Ca”", Mg2+, Na' e K', foram determinados mediante a extragio dos
cations pelo método de saturagdo com acetato de amdnio IN a pH 7 e sua quantificacdo
foi realizada por espectrofotometria de absor¢ao atomica (NTC 5369). O equipamento

utilizado foi um Perkin Elmer modelo AAnalyst 400 AA.

3.1.3.3 Caracteriza¢io mineralogica

A fim de definir os minerais presentes nos solos utilizados, areia, caulim e bentonita,
estes foram caracterizados por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), no LBB da UNAL. Para as andlises, foram tomadas amostras
representativas de cada solo, secadas ao ar, moidas manualmente em morteiro de 4gata e

passadas através da peneira N° 200 (0,074 mm).
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As andlises de FTIR foram feitas num equipamento marca Shimadzu 8400S, usando o
método de transmissdo, para o qual foram preparadas pastilhas de KBr, utilizando 1 mg
de amostra e 100 mg de KBr, prensadas a 10 t. Nas andlises foram utilizados um
intervalo de niimero de onda entre 400 e 4000 cm™' e 48 varreduras. Os espectros foram

interpretados com o software Shimadzu IRsolution 1,3.

3.2 BIOENSAIOS PRELIMINARES DE TRIAGEM

Nos bioensaios preliminares de triagem, as treze cepas comerciais selecionadas a partir
da revisdo da literatura, foram avaliadas na sua com capacidade de precipitar carbonatos
de célcio e foram escolhidas as de melhor desempenho para se utilizar nos estagios

seguintes da pesquisa.

Neste estdgio, foram usadas treze (13) cepas comerciais, nove (9) uréase positiva e
quatro (4) uréase negativa. Os bioensaios de triagem foram feitos em meio liquido, sem
e com substrato mineral, utilizando unicamente a areia de quartzo como substrato

mineral.

3.2.1 Cultura dos microrganismos

O meio de cultura utilizado foi o meio LB (Luria Bertani), composto de: 5 g/l de cloreto
de sodio (NaCl), 5 g/l de extrato de levedura e 10 g/l de peptona de caseina, adicionado
com ureia, numa concentracdo de 20g/l. O meio LB foi esterilizado em autoclave
(temperatura de 125°C e pressao entre 17 e 19 psi) e a ureia foi filtrada num filtro com
membrana de celulose com tamanho de poro de 0,2 um, e depois ambos (LB e ureia)
foram misturados. Os microrganismos foram incubados no meio de cultura a uma
temperatura de 30°C, sob agitacdo em agitador orbital a 140+5 rpm, durante 24 h, até
atingir uma concentragio celular de 10° cel/ml. A contagem de células (cel/ml) foi feita
com camara de Neubauer (Celoromics), usando um microscopio em fase de contraste

marca Olympus modelo CX31RTSF.

3.2.2 Bioensaio para triagem de cepas em meio liquido (sem e com substrato

mineral)

Foram feitos bioensaios preliminares no intuito de fazer uma triagem, afim de escolher

as cepas que apresentem o melhor comportamento quanto a precipitacdo de carbonato
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de céalcio. Neste sentido, foram usados Erlenmeyer de 500 ml, com um indculo de 20 ml
(10% v/v) do microrganismo, com uma concentragdo celular de 10° cel/ml, num volume
de 180 ml de um meio capaz de induzir a bioprecipitacdo de carbonatos de célcio, para
um volume de trabalho de 200 ml (Modificado de Van Paassen, 2009). Nos bioensaios
com substrato mineral foi adicionado 10% em massa do mineral, neste caso 20 g de

areia de quartzo.

O meio escolhido para facilitar a bioprecipitagdo do carbonato de célcio, foi definido
dependendo de se as bactérias eram uréase positiva ou uréase negativa. Para as bactérias

uréase positiva, foi utilizado o meio proposto por Van Paassen (2009), meio VP:

* 20 g/l de extrato de levedura.
* 10 g/l de cloreto de amonio (NH4CI)
* 10 uM de cloreto de niquel (NiCl,).

O meio VP foi adicionado a solug@o de cimentacdo de ureia/célcio numa proporcao 1:1
(v/v), especificamente uma solu¢ao 0,25M de ureia e cloreto de célcio (CaCly), como

fonte de calcio.

Os componentes do meio VP foram misturados, seu pH foi elevado acima de 8 por
adi¢do de hidroxido de sédio (NaOH 4 M) e depois foram esterilizados em autoclave.
Para a solu¢do de cimentacdo, o cloreto de calcio foi autoclavado, mas a ureia foi
filtrada num filtro de membrana de celulose com 0,2 um de tamanho de poro, j& que
esta ndo pode ser esterilizada por aquecimento devido a que comega a desdobrar-se com
o calor (Whiffin, 2004). Depois da esterilizacdo, o meio VP e a solucdo de cimentacio

foram misturados.

A Tabela 3-2 mostra um resumo dos meios utilizados para as cepas uréase positiva nesta

fase da pesquisa.

Tabela 3-2. Composi¢do quimica dos meios usados para as cepas uréase positiva nos bioensaios
de triagem (Modificado de Van Paassen, 2009).

Meio Composto Concentracao

Cultura a 140 rpm:

LB + ureia Cloreto de sodio 5¢g/l
Extrato de levedura 5¢g/l
Peptona de caseina 10 g/l
Ureia 20 g/l
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Meio Composto Concentracao

Bioensaio a 100 rpm:  Extrato de levedura 20 g/l
Meio base: VP Cloreto de amoénio 10 g/l

Cloreto de niquel 10 uM
Fonte de energia Ureia 0,25M
Fonte de célcio Cloreto de célcio 0,25 M

Para as bactérias uréase negativa, foi usado o meio LB adicionado com 2,5 g/l de
acetato de calcio como fonte de calcio. Os componentes do meio LB e o acetato de
calcio foram misturados, elevando o pH acima de 8 por adicio de NaOH 4M e depois

foram esterilizados em autoclave (Modificado de Garcia et al., 2016).

Na Tabela 3-3 sobserva-se um resumo dos meios utilizados para as cepas uréase

negativa nesta fase da pesquisa.

Tabela 3-3. Composi¢do quimica dos meios usados para as cepas uréase negativa nos bioensaios
de triagem (Modificado de Garcia ef al., 2016).

Meio Composto Concentracio

Cultura a 140 rpm:

LB + ureia Cloreto de sodio 5¢g/l
Extrato de levedura 5¢g/l
Peptona de caseina 10 g/l
Ureia 20 g/l

Bioensaio a 100 rpm: Cloreto de sodio 5¢/l

Meio base: LB Extrato de levedura 5g/l
Peptona de caseina 10 g/l

Fonte de célcio Acetato de célcio 2,5 g/l

A duragdo dos bioensaios foi de 15 dias, de forma aerobica, a uma temperatura de 30°C,
sob agitacdo em agitador orbital a 100 rpm. Esta menor velocidade de agitacdo, foi
escolhida a fim de evitar ou reduzir o atrito entre o mineral e as bactérias. As condi¢des

gerais dos bioensaios preliminares sdo apresentadas na Tabela 3-4.

Tabela 3-4. Condigdes gerais dos bioensaios de triagem em meio liquido com e sem mineral.

Variaveis do bioensaio Valor
Volume de trabalho 200 ml
Volume do in6culo 10% (v/v) do meio liquido: 20 ml
Concentragdo do inoculo 10® cel/ml
Volume do substrato mineral 10% (massa/volume): 20 g
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Variaveis do bioensaio Valor

Substrato mineral Quartzo (areia de Yarumal)
Velocidade de agitacao 100 rpm

Temperatura 30°C

Duragao do experimento 15 dias

Parametros medidos a cada 3 dias pH e biomassa

Adicionalmente foram feitos quatro controles negativos (abidticos),
cultura em condig¢des de esterilidade: dois controles para o meio dos microrganismos

uréase positiva (com e sem substrato mineral) e dois controles para o meio dos

microrganismos uréase negativa (com e sem substrato mineral).

Para uma melhor compreensdo, a Figura 3-2 mostra um esquema dos bioensaios

preliminares de triagem.

com o meio de

COM SUBSTRATO MINERAL

Amostras com cepas uréase positiva Controles

. _ _  _  _  _  _  _ Inoculo:20 ml -

JL ) )y ) /Y )L )L /L Meio VP + uréia + A .

YR YR YR YR YR YR yEyE ) =) ' * Meio: 200 ml
w »'.:" »'.:" »'.:4'.1'.'}.' _";.' -r‘l-' -r"l-' r" -r.': CaCIZ. 180 ml -:_.4"‘ ArEia: 20 g

-__I—>Areia: 20g
Amostras com cepas uréase negativa
10 11 Inoculo: 20 ml *
N /0 Meio LB + acetato de calcio: 180 ml /% Meio: 200 ml
. == __ Areia: 20
cosloslaslosny Areia: 20 g ) la:2Ug
SEM SUBSTRATO MINERAL

Amostras com cepas uréase positiva Controles
L4441 L noculo: 20 ml !

S e e e e o = Meio VP +uréia+ = Meio: 200 ml
— ) (CaCl,: 180 ml —

Amostras com cepas uréase negativa

_—';_ 1#. _—';_ _—';_ Inoculo: 20 ml 14.
) Meio LB + acetato de calcio: = . Meio: 200 ml

180 ml

Figura 3-2. Esquema dos bioensaios preliminares de triagem.
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Durante os 15 dias de execugdo dos bioensaios, foram retiradas do meio liquido,

aliquotas de cinco (5) ml a cada trés (3) dias, para fazer medi¢cdes de pH e biomassa.

3.2.3 Verificaciao da bioprecipitacio de carbonatos de calcio

Foi feita a verificagdo da precipitagdo de carbonatos nos bioensaios sem e com mineral.

3.2.3.1 Bioensaios sem substrato mineral

Ao finalizar o bioensaio, foram separados o solido precipitado (carbonatos), utilizando
centrifugacdo a 3000 rpm, durante 10 min. Os carbonatos separados do sobrenadante
foram lavados em 4gua destilada e novamente centrifugados e posteriormente secados
ao ar durante cinco (5) dias (Modificado de Garcia et al., 2016). Finalmente, os solidos
precipitados foram pesados para quantificar a produgdo para cada cepa bacteriana. A
fim de identificar o polimorfo especifico de carbonato de célcio precipitado, estes foram

analisados por FTIR, nas condi¢des descritas anteriormente.

3.2.3.2 Bioensaio com areia de quartzo como substrato mineral

Depois dos 15 dias do bioensaio, a areia utilizada como substrato mineral para as treze
cepas e controles, foi lavada com 4gua destilada e secada ao ar durante cinco (5) dias.
Apos, foi selecionada, pelo método do quarteamento, uma amostra representativa, a
qual foi moida em almofariz de dgata e peneirada considerando o passante na peneira de

malha #200, para fazer a andlise por FTIR de modo a verificar a precipitagdo de CaCO:s.

3.2.4 Selecao dos microrganismos para os estagios de Bioensaios de solos ao nivel

de Erlenmeyer e Biocimentac¢io de solos

Finalmente, a partir das analises do comportamento do pH, da quantificacdo do
carbonato precipitado e da obtengdo dos resultados das andlises mineralogicas por
FTIR, foram escolhidas as trés (3) melhores cepas bacterianas, de acordo com a sua
capacidade de bioprecipitacdo de carbonatos, para sua utilizagdo na fase experimental

de bioensaios de solos ¢ biocimentagao de solos.

3.3 BIOENSAIOS DE SOLOS - nivel de Erlenmeyer (solos em suspensio)

A fim de avaliar a produ¢do de carbonato de célcio das melhores cepas bacterianas, em

substratos minerais diferentes, e determinar a influéncia da mineralogia do substrato na
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MICCP, foram realizados bioensaios de solos, usando Erlenmeyer de 500 ml. Nestes
bioensaios 0s solos estiveram em suspensdo e num sistema de agitacdo, no intuito de
eliminar a influéncia de variaveis fisicas como a porosidade e a densidade, e privilegiar
a informacao de carater quimico da interacdo bactéria-mineral. Neste sentido, os solos
foram submetidos ao tratamento microbiologico, numa suspensiao 10% solo - 90% meio

liquido (massa/volume), durante 15 dias.

Para este estagio foram utilizados os trés solos: areia de quartzo, caulim e bentonita,
como substratos minerais representativos do quartzo, da caulinita e da montmorilonita,
respectivamente, e o inoculo utilizado, corresponde as cepas bacterianas escolhidas dos

bioensaios preliminares de triagem.

3.3.1 Reativacio e cultura dos microrganismos

Os trés microrganismos escolhidos foram removidos do congelador a -20°C e
reativados. A reativagdo foi feita em tubos de ensaio com meio LB complementado com
ureia (20 g/1), a uma temperatura de 30°C, sob agitacdo em agitador orbital a 140 rpm,
durante 24 h. Depois da reativagdo, um in6culo do microrganismo foi semeado em meio
solido LB agar, complementado com ureia, incubado a 30°C de temperatura durante 48
h, até observar as colonias bem definidas. Finalmente, uma unidade de formacao de
colonia (UFC) de cada microrganismo foi cultivada no meio VP a uma temperatura de
30°C, sob agitacdo em agitador orbital a 140 rpm, aproximadamente durante 24 h, até

atingir uma concentragio bacteriana de 10° cel/ml.

3.3.2 Bioensaios de solos

Depois da reativacdo e cultura dos microrganismos até atingir a concentracao desejada,
foram feitos bioensaios de solos para a MICCP. O método empregado na

experimentacao foi:

1) A colocagdo de uma amostra de 20 g representativa de cada mineral num

Erlenmeyer de 500 ml. O mineral foi previamente esterilizado em autoclave.

i) A adicdo de 180 ml de um meio capaz de induzir a bioprecipitagdo de
carbonatos de célcio. O meio para induzir a bioprecipitagdo do carbonato de
célcio, foi definido em fun¢do de serem as bactérias foram uréase positiva ou

uréase negativa, usando a metodologia descrita em 3.2.2, com a unica diferenga
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que o pH do meio foi controlado para iniciar acima de 8, depois de adicionar o

meio ao substrato mineral (Modificado de Van Paassen, 2009).

iii) A adicdo de um in6culo de 20 ml do microrganismo, para um volume liquido
total de 200 ml, para uma propor¢ao final do mineral de 10% (massa/volume) do

meio liquido.

A experimentacdo foi desenvolvida a uma temperatura de 30°C, sob agitagdo em

agitador orbital a 100 rpm, durante 15 dias.

Os bioensaios de solos foram realizados em duplicado (replicas-R-) a fim de avaliar a
representatividade estatistica dos resultados. Além disto, foram feitos controles
negativos (abidticos), usando 20 g do substrato mineral e 200 ml do meio capaz de
induzir a bioprecipitacdo de carbonatos de cdlcio, sem microrganismos, e controles
positivos, com 20 ml do indculo e 180 ml do meio de bioprecipitagdo, sem substrato

mineral.

Em resumo, os bioensaios de solos realizados foram: trés solos por trés microrganismos,
totalizando nove (9) amostras e nove (9) replicas (R), trés (3) controles negativos (areia,
caulim e bentonita sem microrganismos) e trés (3) controles positivos (as trés cepas sem

mineral), como mostra a Figura 3-3.

AMOSTRAS E REPLICAS
Cepal Cepa 2 Cepa3
- 2000 oo Soooas
A A[R) C C(R) B B(R) A AR) C C(R) B B(R) A A(R) C C(R) B B(R)
CONTROLES NEGATIVOS
(minerais sem cepas) T3 T2 I A: Areia
) C: Caulim
\ B: Bentonita
Y ) Y T : A ]
A c B (R): Réplica

Figura 3-3. Esquema dos bioensaios de solos.

3.3.3 Acompanhamento da atividade bacteriana durante a MICCP em solos

Durante os 15 dias de execucdo da experimentacdo, periodicamente foram extraidas

aliquotas de dez (10) ml do meio liquido em tubos Falcon de 45 ml de capacidade, para
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fazer o acompanhamento da atividade bacteriana: as amostragens foram tomadas a duas
horas do inicio da experimentac¢do (2h), no dia 1, no dia 3 e depois a cada trés (3) dias

até completar quinze (15) dias.

O monitoramento consistiu em medi¢des de pH, oxigénio dissolvido e célcio disponivel
no meio liquido. O pH e oxigénio dissolvido foram medidos em todas as amostras
(incluindo as réplicas) e controles positivos e negativos; o calcio disponivel foi medido

nas amostras (incluindo as réplicas) e controles negativos.

As medi¢oes de pH e oxigénio dissolvido foram feitas num equipamento multi-
parametro HACH HQ30d, acoplado com elétrodos de pH (PHCI101) e oxigénio
dissolvido luminescente (HACH-LDO10101).

O monitoramento da concentragdo do célcio disponivel no meio liquido foi feito no
intuito de definir: (i) a quantidade de célcio que foi utilizada pelos microrganismos para
a bioprecipitacdo, que ¢ uma medida indireta da quantidade de CaCOs precipitado no
substrato mineral, (ii) o tempo no qual o célcio ¢ consumido pelos microrganismos, que

¢ indicativo do momento onde termina o processo de bioprecipitacao.

As medigdes de calcio foram feitas por Espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente (ICP - MS). Os ensaios foram feitos no Laboratério de solos da
Faculdade de Agronomia da UNAL, num espectrometro de massas marca Agilent 4100,
com fonte de excitagdo por plasma de micro-ondas e comprimento de onda de 750 nm.
A partir do célcio disponivel na solugdo ¢ calculado o carbonato de célcio precipitado

utilizando célculos estequiométricos.

3.3.4 Caracterizacio mineralogica do precipitado nos controles positivos

Nos controles positivos, que correspondem as experimentacdes com microrganismos,
sem substrato mineral, o precipitado obtido foi separado do meio liquido, utilizando
centrifugacdo a 3000 rpm, durante 10 min, e posteriormente foi lavado em agua
destilada e seco ao ar durante cinco (5) dias. Finalmente, a caracterizagdo mineralogica
do precipitado foi feita utilizando Espectroscopia de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR), a fim de confirmar a presenga de CaCOs e definir o polimorfo
especifico. A caraterizagdo mineraldgica foi complementada mediante andlises no

Microscopio Eletronico de Varredura com analisador de energia dispersiva de raios-X
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(MEV/EDX), a fim de conhecer a morfologia do precipitado € a quimica mineral

mediante as analises quimicas quantitativas € mapas composicionais por EDX.

O microscopio eletronico de varredura utilizado foi o EVO MA 10 de Carl Zeiss do
Laboratério de Biomateriais da Universidade Nacional da Colombia (Figura 3-4),
equipado com detector de deriva de silicio de 10 mm da Oxford instruments, modelo X-

act, e o software INCA suite v.5.05 para o EDX.

As analises foram feitas utilizando voltagem entre 10 e 15 Kv, e o modo de observagao
de elétron secundario (SE) para fazer analises da morfologia das amostras € o modo de
elétron retroespalhados (BSE) para analises quimicas qualitativas. As amostras
observadas no microscopio, foram preparadas em secdes polidas do material
biocimentado, que foram colados a um porta -amostra e posteriormente foi realizado o

processo de metalizacdo com ouro para permitir a condutividade elétrica.

Figura 3-4. Microscopio Eletronico de Varredura do Laboratério de Biomateriais, da UNAL.

3.3.5 Caracterizacio mineralogica dos solos apos tratamento

Os diferentes solos tratados (areia, caulim e bentonita), incluindo os solos dos controles

negativos, foram lavados com 4gua destilada e secados ao ar durante 10 dias.

Para o monitoramento da formacdo de novos minerais (carbonatos) nos solos
biocimentados, foram selecionados pelo método do quarteamento, amostras
representativas, a fim de fazer a caracterizacdo mineraldgica, de modo a definir: (i)
variagdes da mineralogia dos solos devido a MICCP, (ii) precipitacdo de CaCOs, (iii) o
polimorfo especifico de CaCOj3 gerado. Neste sentido foi utilizado FTIR e de modo a

complementar, em algumas amostras, foram feitas andlises no MEV/EDX, a fim de
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conhecer a relagdo espacial dos carbonatos na matriz do solo e sua quimica mineral. As

analises por FTIR e MEV/EDX foram feitas nos equipamento ja descritos.

3.3.6 Quantificacdo dos carbonatos bioprecipitados

Das amostras dos solos submetidas ao tratamento microbioldgico, que inicialmente
foram lavadas e secas ao ar, foram selecionadas pelo método do quarteamento, amostras
representativas para fazer a quantificacdo dos carbonatos de calcio bioprecipitados,
utilizando o método da perda da massa do solo por dissolug¢@o dos carbonatos com acido

cloridrico (HCI).

O Carbonato de célcio ¢ um mineral que reage com os acidos e na reagdo com o HCI,
libera cloreto de calcio (CaCly), gas carbonico (CO,) e dgua (H,O) como descrito na

Equacido 3.2 (Gémez, 2013). O carbonato na amostra de solo ¢ dissolvido.
HCl + CaC03 — CaClz + COz + HzO (Equagéo 3-2)

O ensaio consistiu na secagem em forno da amostra de solo representativa, até atingir
uma massa constante, depois 1 g da amostra foi lixiviado com 4cido cloridrico (HCI)
numa concentragdo 1M (agindo durante 24 h e a 25°C de temperatura) e finalmente, o
solo foi lavado, secado e pesado novamente. A quantidade de CaCO; foi registrada
como a diferenca de massa da amostra de solo, antes e depois de lavado com HCI. Para
cada amostra de solo biotratado (areia, caulim e bentonita), o ensaio com HCI foi feito

por triplicado (Modificado de Lee et al., 2013).

3.4 BIOCIMENTACAO DE SOLOS- nivel de colunas cilindricas de solos

A fim de verificar a cimentagdo de solos utilizando a MICCP em amostras de solos de
maior tamanho, diferentes misturas de solos foram biotratadas, formando corpos de

prova dentro de moldes cilindricos em acrilico.

3.4.1 Solos e microrganismos utilizados

Num primeiro estagio, foram utilizadas trés amostras:

* Amostra 1: 90% de solo de grao grosso (areia de quartzo) e 10% de solo de grao

fino (caulim) (Q-C10%).

67



*  Amostra 2: 90% de solo de grao grosso (areia de quartzo) e 10% de solo de grao
fino (bentonita)(Q-B10%).
* Amostra 3: 100% areia de quartzo (Q), de grao médio a grosso, sem finos (%

passante na peneira 200 = 0,1%), com d;o de 0,9 mm.

As misturas de solos foram feitas em massa. Os microrganismos utilizados, foram as
trés cepas bacterianas de melhor desempenho para a bioprecipitagdo de carbonato de
calcio, escolhidas dos bioensaios preliminares de triagem: S. pasteurii, B. cohnii e C.

ammoniagenes.

Num segundo estdgio da biocimentag¢do de solos, foram construidos corpos de prova
com as misturas areia de quartzo-caulim e areia de quartzo-bentonita, mas, diminuido o

contetido de finos como segue:

* Amostra 1: 98% de solo de grao grosso (areia de quartzo) e 2% de solo de grao
fino (caulim) (Q-C2%).

* Amostra 2: 98% de solo de grao grosso (areia de quartzo) e 2% de solo de grao
fino (bentonita) (Q-B2%).

* Amostra 3: 100% areia de quartzo de grao fino (Qsino), correspondente a areia de

Yarumal moida mecanicamente para obter particulas de tamanhos menores que

0,425 mm (peneira #40).

O propdsito da mudanga nas misturas do estagio 2, era avaliar a sensibilidade dos
resultados devido a diminui¢do dos finos nas amostras 1 e 2 do estagio 1; e vislumbrar a
influéncia do tamanho de particula e do tamanho dos poros na amostra 3, quartzo de

grao fino.

Neste segundo estagio, foi utilizada sé uma cepa bacteriana, selecionada como a de
melhor desempenho no estagio 1: S. pasteurii. O microrganismo utilizado para a
biocimentacdo de solos neste nivel, foi reativado da maneira descrita para os bioensaios

de solos ao nivel de Erlenmeyer.

Na Tabela 3-5, se apresentam os solos e dosagem utilizados no primeiro e segundo

estagio dos ensaios de biocimentacdo de solos em moldes cilindricos.
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Tabela 3-5. Solos utilizados no primeiro e segundo estdgio dos ensaios de biocimentagdo de
colunas de solos.

Nomenclatura Solos
Estagio 1:
100% areia de quartzo (% passa
Q peneira 200 de 0,1%), dip de 0,9
mm.
H 0 H _ 0
Q-C 10% Mlst.ura 90% areia de quartzo - 10%
caulim
Mistura 90% areia de quartzo -
_ 0
Q-B 10% 10% bentonita
Estagio 2:
H 0 ; _ "o
Q-C 2% Mlst.ura 98% areia de quartzo - 2%
caulim
H 0 ; _ "o
Q-B 2% Mlsturg 98% areia de quartzo - 2%
bentonita
100% areia de quartzo moida com
Q fino tamanhos de particulas menores que
0,425 mm (peneira # 40)

3.4.2 Montagem nos moldes cilindricos de acrilico

Para a elaboracdo de corpos de prova, foram fabricados moldes cilindricos em acrilico,
de 50 mm de diametro e 200 mm de comprimento. Estes moldes em acrilico foram
feitos divididos ao meio para, ao final do tratamento, poder retirar apropriadamente a
amostra minimizando o efeito de remoldagem (Modificado de Rowshanbakht et al.,

2016).

A coluna em acrilico foi posicionada verticalmente e o solo foi colocado dentro, por
gravidade, a um peso especifico seco de aproximadamente 12 kN/m’. A massa do solo,
foi calculada para obter corpos de prova cilindricos de 50 mm de diametro e 120 mm de

comprimento.

A colocagdo dos solos foi feita diretamente no meio liquido dentro do molde, para
evitar a formacao de bolhas de ar. Nos dois extremos do volume de solo, foi colocado

um filtro em areia grossa, de 1 cm de espessura (Modificado de Harkes et al., 2010).

O biotratamento, ou seja, o indculo e 0 meio para induzir a precipitacdo de carbonato de
calcio, foram subministrados por uma bomba peristaltica, com fluxo em sentido
descendente (Modificado de Harkes et al, 2010). A Figura 3-5 mostra a montagem

projetado para a biocimentagao de solos.
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a) Molde cilindrico em acrilico, b) Molde cilindrico fechado e

dividido ao meio. posicionado verticalmente
~ =
20 mm \t Meio liquido
~
Amostra de
solo e meio
120 mm liquido
(indéculo +VP+
uréia +CaCl,).
N
c) Moldes cilindricos preenchidos de e) Esquema da montagem dos ensaios
solo e tratamento biolégico. de biocimentagdo em colunas de solos.

Figura 3-5. Montagem ensaios de biocimentagdo de solos. a) molde de acrilico dividido ao meio. b)
molde fechado e colocado em posicdo vertical. ¢) Montagem dos solos nas colunas em acrilico. d)
Esquema da montagem.

3.4.3 Biotratamento para a MICCP em colunas de solo

O tratamento microbioldgico subministrado para cada amostra de solo, consistiu em 1,3

PV (1,3 do volume dos poros) de um meio liquido composto por:

- 10% de in6culo bacteriano (v/v): o indculo bacteriano foi mantido em cultura durante

24 h, a 30°C e 140 rpm, até uma concentragdo de 10%cel/ml.

- 90% do meio para induzir a MICCP (v/v): composto pelo meio de cultura (VP) e a
solu¢do de cimentagdo numa relacdo 1:1 (v/v), com pH elevado até 8,5 por adigdo de
hidroxido de s6édio (NaOH 4 M). O meio de cultura VP esta composto por 20 g/l de
extrato de levedura, 10 g/l de cloreto de amdnio (NH4Cl) e 10 uM de cloreto de niquel
(NiCl,) e a solucdo de cimentacdo estd composta por uma solucdo 0,5 M de

ureia/cloreto de célcio (CaCl,), numa propor¢ao 1:1 (v/v) (Modificado de Van Paassen,
2009).
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Todos os reagentes utilizados foram esterilizados no autoclave, a exce¢do da ureia que
foi filtrada num filtro de membrana de celulose com 0,2 um de tamanho de poro

(Whiffin, 2004).

Usando 1,3 PV de meio liquido, a amostra de solo dentro do molde cilindrico, fica

submersa entorno de 2 cm abaixo do nivel da solugao.

No total, a cada amostra foram aplicados 4 tratamentos bacterianos, e cada um deles, foi
permitido atuar sobre a amostra de solo durante 48 h. Ao finalizar as 48 h, o meio

liquido foi drenado pela base do cilindro e substituido por um novo meio liquido.

Adicionalmente, foram feitas amostras de controle (abioticas), onde os solos
previamente esterilizados foram submetidos ao tratamento com o meio de cultura VP e
a solucao de cimentacdo, sem indculo bacteriano. A Tabela 3-6 mostra um resumo das

condi¢des dos ensaios de biocimentagdo de solos.

Tabela 3-6. Condigdes gerais ensaios de biocimenta¢do de solos em colunas cilindricas.

Variaveis Valor
Volume do meio liquido 170 ml
Volume do inéculo 10% (v/v) do meio liquido: 17 ml
Concentragdo do inoculo 10® cel/ml

Volume do meio de cultura (VP) 76,5 ml

Volume da solugdo de cimentacao
(ureia/cloreto de calcio 0,5 M)

Massa do substrato mineral Aproximadamente 280 g
Peso especifico seco do substrato
mineral (yq)

76,5 ml

Aproximadamente 12 kN/m’

Duracdo do tratamento 48 h

No de tratamentos 4

3.4.4 Caracterizacio do meio liquido drenado ao final de cada tratamento

Ao finalizar cada um dos tratamentos, o meio liquido drenado pela base das amostras
foi coletado e foram feitas medidas de diversas varidveis: pH, oxigénio dissolvido,

concentracgdo celular, concentragdo de célcio e concentracdo de amonio.

As medicdes de pH e oxigénio dissolvido foram feitas utilizando elétrodos de pH e

oxigeénio dissolvido luminescente.
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A concentragdo celular (cel/ml) no meio liquido foi medida a fim de determinar
indiretamente a biomassa aderida a matriz de solo depois de cada tratamento, toda vez
que ¢ conhecida a concentracdo celular inicial. Estas medi¢des foram feitas em camara
de Neubauer e usando um microscopio em fase de contraste, com as caracteristicas

descritas anteriormente.

v Medi¢do de calcio em solugdo: a concentracdo de calcio em solugdo (mg/l) foi

medida a fim de determinar o célcio que foi precipitado na matriz de solo.

O célcio foi medido pelo método de titulagdio com EDTA, segundo o método descrito
nos Standard Methods for the examination of water and wastewater (3500-Ca B). Neste
método, quando o EDTA ¢ adicionado num meio liquido contendo cédlcio e magnésio, o
EDTA ¢ aderido ao célcio primeiro e quando o pH ¢ muito alto, o magnésio ¢
precipitado e o célcio pode ser determinado diretamente, utilizando um indicador que
faz com que a solu¢@o mude de cor quando todo o célcio ¢ complexado com o EDTA. A

partir do cdlcio disponivel na solugdo ¢ calculado o carbonato de célcio precipitado.

Nestas medig¢des foi utilizado como indicador o Eriochrome Blue Black R, que muda de
cor do roxo ao azul. Toda vez que ¢ medida a concentracdo de célcio disponivel no
meio liquido drenado ao final do tratamento, e conhecido o célcio fornecido ao inicio do
tratamento (0,5 M), pode ser determinada a quantidade de calcio precipitado na forma

de carbonato de célcio na matriz de solo.

v Medi¢do de aménio: durante o processo da MICCP, o aménio (NH*") é gerado
devido a hidrolise da ureia. A concentracdo de amodnio foi determinada a partir da
medi¢do do nitrogénio na forma de amoénia (NHj3), medido utilizando o método do
fenato descrito nos Standard Methods for the examination of water and wastewater
(4500-NHj3 F). Neste método, a amonia presente nas amostras, reage com o hipoclorito e
o fenol, formando um composto de cor azul (indofenol), reacdo que ¢ catalisada pelo
nitroprussiato de sodio. 25 ml da amostra liquida ¢ misturada com os reagentes, atuando
durante 1 h para desenvolver a cor azul, e depois ¢ lida num espectrofotometro de luz

ultravioleta (UV) a 640 nm.

A concentragdo de nitrogénio amoniacal (mg/l de NH3-N) na amostra ¢ determinada
comparando a absorbancia da amostra com a curva padrdo. A curva padrdo foi feita com
leituras de absorbancia de amostras com concentragdo de 0, 0,2, 0,4 ¢ 0,6 mg/l de NHj;-
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N. Para estas medicdes as amostras foram preservadas em congelador a -20°C e foram
diluidas com agua destilada, a fim de obter uma concentracdo inferior a 0,6 mg/l NH;-
N/. O espectrofotdmetro utilizado foi um equipamento da Thermo Electron

Corporation, modelo Genesys™ 10 e o software Visionlite v.2.1, do LBB.

3.4.5 Caracterizacao dos solos depois do tratamento microbioldgico

Depois do quarto tratamento microbioldgico, as amostras de solos foram lavadas com
agua destilada e secas ao ar durante 7 dias. Toda vez que as amostras de solos estiveram
secas, foram abertas as metades dos moldes em acrilico e foram tiradas as colunas de

solos cimentadas e moldadas pela MICCP.

Os corpos de prova que foram corretamente biocimentados, mantendo a forma de
colunas de solos e ficaram em estado indeformado, foram utilizados para ensaios de
resisténcia e de susceptibilidade a erosdo interna. Depois de finalizar estes ensaios, com
as amostras ja deformadas, foram feitos ensaios para determinar alguns pardmetros
fisicos como as andlises granulométricas, pardmetros quimicos como o pH e o teor de

cations trocaveis, caracterizagdo mineraldgica por analises de FTIR e MEV/EDX.

As amostras de solos que ndo ficaram suficientemente biocimentadas para formar
corpos de prova cilindricos e que ao serem removidas do molde ficaram deformadas,
foram submetidas aos mesmos testes descritos, exceto aos ensaios de resisténcia e

susceptibilidade a erosdo interna.

3.4.5.1 Resisténcia a compressao simples

Nos corpos de prova indeformados que estiveram suficientemente biocimentados, cada
um deles com diametro de 50 mm e altura minima de 100 mm, foram executados
ensaios de resisténcia & compressdo simples, Os ensaios foram feitos segundo o
procedimento descrito pela norma ASTMD 2166-06. A velocidade de aplicagdo da

carga foi de 2,5 mm/min.

3.4.5.2 Susceptibilidade a erosao

Existem diversos ensaios para determinar a susceptibilidade a erosdo de solos argilosos,

entre eles, o ensaio de furo de agulha (pinhole test), o ensaio de torrdo (Crumb test), € o
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ensaio de desagregacdo (slaking test) descrito por Lima (2003) que avalia a estabilidade

dos solos, independente da dispersdo do material.

Segundo as normas padrao dos ensaios, estes métodos ndo sdo aplicaveis a solos com
12% ou menos de particulas menores que 0,005 mm, e indice pléstico igual ou menor
que 4 (ensaio de furo de agulha) ou 8 (ensaio do torrdo). Porém, a fim de ter um
indicativo da susceptibilidade a erosdo dos solos biocimentados, foi executado o ensaio

do torrdo, em corpos de prova indeformados dos solos, segundo a norma ASTM D6572.

O ensaio do torrdo foi realizado em corpos de prova cubicos, de 15 mm — 20 mm de
comprimento e consistiu em submergir o corpo de prova, durante 6 horas, em 200 ml de
agua destilada com pH de 6,6 e observar o comportamento ou reagdo do solo na agua.
Neste ensaio, o comportamento dispersivo dos solos, pode ser qualificado em quatro
graus, desde ndo dispersivo (grau 1) até altamente dispersivo (grau 4), como apresenta a

Figura 3-6.

Além disso, ao finalizar as 6 h do teste, o ensaio foi repetido, com uma variagdo no pH
da agua, adicionando acido cloridrico at¢ um pH de 4,5 (dgua ligeiramente acida) e

adotando-se tempo de observacao de 48 h.

a)Grau l b) Grau 2

c) Grau 3 d) Grau 4 e) Grau 4

Figura 3-6. Graus de dispersdo do solo no teste do torrdo (ASTM D6572).
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3.4.6 Ensaio de resisténcia a compressio triaxial

Finalmente, a fim de avaliar a resisténcia dos solos biocimentados nos moldes de
acrilico, foram preparados quatro (4) corpos de prova nas mesmas condigdes, aplicando
o tratamento microbioldgico a um Unico solo (foi selecionada a areia de quartzo) e com
um Unico microrganismo. Os corpos de prova foram utilizados para a execu¢do do

ensaio triaxial com adensamento isotrépico e cisalhamento sob condi¢do ndo drenada.

O ensaio triaxial foi realizado em um equipamento semiautomatico com sistema de
controle das pressdes projetado pelo Controls Group do Laboratério de solos, do

Politécnico Colombiano Jaime Isaza Cadavid (PCJIC) (Figura 3-7).

O equipamento possui trés sistemas de aplicacdes das pressdes: por gravidade, com um
cilindro ar/agua e com um cilindro de oOleo/dgua. As pressdes sdo controladas
manualmente e verificadas num mandmetro digital marca Controls, de 1 kPa de
precisdo. O teste triaxial isotropicamente adensado — ndo drenado, foi realizado de
acordo com as orientacdes fornecidas na norma ASTM D 4767 e teve trés estagios

principais: saturagdo por contrapressao, adensamento e cisalhamento.

Figura 3-7. Equipamento triaxial do Laboratério de solos, PCJIC.
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v Saturacdo da amostra utilizando contrapressio: os corpos de prova foram
saturados utilizando contrapressdes controladas, em dois estdgios, no primeiro estagio
foi aplicada contrapressdo por gravidade, durante 1 hora e posteriormente, no segundo
estagio foi aplicada contrapressdo com um cilindro de pressdo ar/agua (tipo Bladder),
fabricado pela Controls. A Figura 3-8 mostra a montagem da amostra na camara triaxial

€ 0s equipamentos para o estagio de saturacdo das amostras.

Durante o processo de saturacdo, a tensdo de confinamento efetiva (pressdo de cadmara
menos a contrapressao), foi mantida constante em 5 kPa. Periodicamente, para avaliar o
progresso da saturagdo da amostra, foi utilizado o processo "B-check", ou verifica¢do do
valor do parametro B de Skemptom, utilizando um transdutor de poro-pressdo marca
Controls (0-1000 kPa). Este processo foi executado repetidamente até que um valor B
de 0,95 ou superior fosse alcangado. Durante este processo, a pressdo da camara e a
contrapressdo foram aumentadas conjuntamente, em pequenos incrementos, geralmente

em torno de 10 kPa. O tempo aproximado da satura¢do das amostras foi em torno de 6

b) Cilindro ar/agua para
aplicar contrapressdo.

\&ntrapressﬁo.
a) Vista geral do equipamento para saturagdo de amostra por
contrapressao.

Figura 3-8. Montagem do equipamento triaxial no estagio da saturacdo das amostras por
contrapressao.

v Adensamento: apos finalizar a saturacdo das amostras por contrapressdo, cada
corpo de prova foi adensado isotropicamente e as pressdes de confinamento efetivas
utilizadas foram: 50, 100 e 200 kPa. Durante o adensamento, a pressdo da camara foi

aumentada lentamente, usando pequenos incrementos de pressdo (10 kPa/20 kPa)
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aplicados gradualmente ao longo de 90 min, para minimizar a quebra das ligacdes que
possam ter sido formadas na amostra durante o biotratamento. O processo de
adensamento de cada amostra foi concluido em aproximadamente 3 h. A pressdo de
camara foi aplicada manualmente utilizando o cilindro 6leo/dgua e na condicdo de
drenagem, foram medidas as mudancas de volume utilizando um medidor automatico

marca Controls, com capacidade de 100 cm’.

v Cisalhamento: apos a conclusdo do adensamento, cada corpo de prova foi
submetido a compressdo axial, no quadro de carregamento de 50 kN (TRITECH 50)
marca Controls, utilizando deslocamentos controlados, aplicando uma velocidade de 0,3
mm/min (taxa de deformagdo de 2% por hora). O cisalhamento foi conduzido sob
condi¢des ndo drenadas (valvulas de drenagem fechadas), com medidas de poro-

pressdes tomadas ao longo do processo de cisalhamento.

O carregamento axial foi medido utilizando uma célula de carregamento (marca
Controls, de 10 kN de capacidade) e o deslocamento axial foi medido utilizando um
transdutor de deslocamento LVDT (linear variable differential transformer) de 25 mm
de curso e foi utilizada uma unidade automatica de aquisi¢do de dados Geodatalog
marca Control e o software Datacom. A Figura 3-9 mostra alguns dos equipamentos

utilizados na etapa de cisalhamento por carregamento axial.

‘ ] _ , :
. e P® uadro de aplicag

Medidor de
deslocamento

Figura 3-9. Equipamentos utilizado no ensaio triaxial, estdgio de cisalhamento.
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4. APRESENTACAO E ANALISES DOS RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DOS SOLOS
4.1.1 Caracterizacao fisica

As propriedades fisicas determinadas para os solos selecionados para a pesquisa (areia,
caulim e bentonita), foram o teor de umidade (w%), densidade relativa dos sélidos (Dg),
granulometria e limites de consisténcia. Os resultados da caracterizagdo fisica sdo

apresentados na Tabela 4-1.

Tabela 4-1. Propriedades fisicas dos solos selecionados para a pesquisa.

Solo
Propriedade indice : : :
Areia Caulim Bentonita

Teor de umidade, w (%) 0,0 1,0 10
Densidade relativa dos s6lidos Dr 2,68 2,58 2,88
Limite de liquidez, w (%) -- -- 427
Limite de plasticidade, wp (%) NP NP 52
Indice de plasticidade, Ip (%) -- -- 375
djo (mm) 0,9 NA NA
d3o (mm) 1,05 NA NA
dgo (mm) 1,4 NA NA
% de areia (USC: 4,75 - 0,075mm) 99,9 274 1,6
% finos, passa 0,075mm (peneira

N° 200, ASTM) 0,1 72,6 98,4
Classificagdo SUSC SP ML CH

Nota: dj, 30, 60: didmetro das particulas do 10%, 30%, 60% da amostra
SUSC: Sistema Unificado de Classificacdo de solos, ASTM D2487-17
ASTM: American Society Test Material

A caracterizagdo fisica dos solos mostra que a areia de quartzo e o caulim nio tém
plasticidade, no entanto, a bentonita tem alta plasticidade, com IP de 375%, como era de

SC espcerar.

As curvas granulométricas sao apresentadas na Figura 4-1. Destas analises se estabelece
que a percentagem de finos da areia ¢ nulo (0,1%). Os valores de dgo 1,4 mm, djp 1,05
mm e djo 0,9 mm, valores que permitem determinar o coeficiente de ndo uniformidade,
Cy de 1,6 e o coeficiente de curvatura, Cc de 0,87. A partir destes resultados, a areia de
quartzo, ¢ classificada pelos métodos convencionais como “areia mal graduada” (SP)

segundo o SUSC.
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De acordo com a norma ASTM D2487-17, uma areia pode ser classificada em: areia
grossa com particulas entre 2 — 4,75 mm, areia média com particulas entre 0,42 — 2 mm
e areia fina com particulas entre 0,075 — 0,42 mm. A areia de quartzo selecionada, tem
0,4% de particulas com tamanhos compreendidos entre 4,75 mm (peneira # 4) ¢ 2 mm
(peneira #10), 99,2% de particulas com tamanhos compreendidos entre 2 mm (peneira #
10) e 0,42 mm (peneira # 40) e 0,4% de particulas com tamanhos inferiores a 0,42 mm
(peneira # 40) e superiores a 0,075 mm (peneira #200). Portanto, a areia de quartzo ¢

classificada como areia de grao médio.

Peneira (N°)
3" 1" 4 10 40 200
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% que passa

10 1 0,1 0,01 0,001
Abertura da peneira (mm)

—®Areia de quartzo |

Peneira (N°)

3" 1" 4 10 40 200
100

% que passa
iy
o

10 1 0,1 0,01 0,001
Abertura da peneira (mm)

—*—Caulim -——Bentonita |

Figura 4-1. Curvas granulométricas dos solos: A) areia de quartzo. B) caulim e bentonita.
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O caulim tem 27,4% de areias e 72,6% de finos (siltes e argilas) e por ndo ter
plasticidade ¢ classificado como “silte” (ML) de acordo com o SUSC. Segundo a
andlise por sedimentagdo, os finos no caulim correspondem principalmente a siltes
(66%) e s6 7% de argilas. A presenc¢a de argilominerais como a caulinita, faz com que
os solos mostrem plasticidade, IP entre 25% a 40% (Mitchell, 1993), mas, na amostra
de caulim utilizada na pesquisa, ¢ possivel que a caracteristica de ndo-plasticidade seja

devida a presenca de outros minerais que nao exprimem plasticidade com o quartzo.

A bentonita tem 1,6% de areias e 98,4% de finos, classificando como “argila de alta
plasticidade” (CH) segundo o SUSC. Segundo a anélise por sedimentacdo, os finos na

bentonita correspondem principalmente a argilas (63%).

4.1.2 Caracterizacio quimica

O pH da areia, caulim e bentonita, foi medido em agua e em KCl IN, e a acidez dos
solos (pH em KCl) foi classificada segundo as denominag¢des do Departamento de

Agricultura dos Estados Unidos, USDA (2017), como ¢ mostrado na Tabela 4-2.

Tabela 4-2. Valores dos pH obtidos na areia, caulim e bentonita; classificagdo do pH em KCl
segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (2017).

pH ..
Solo A pH PCZ Denominac¢io (do pH
pH (KCl)  pH (H;0) em KCI)
Areia 8,2 8.5 0.3 8.0 M0d§radamente
alcalino
Caulim 4.1 5,5 -1,4 2.7 Extremadamente acido
Bentonita 8,4 10,5 2.1 6.3 Mod§radamente
alcalino

De acordo com os valores do pH em KCI, o valor de pH mais alto ¢ da bentonita, com
um pH de 8,4, seguida pela areia de quartzo com um valor de pH de 8,2, ambos
classificando como solos “moderadamente alcalinos”, e contrariamente o caulim tem

pH “extremadamente acido”, com valor de pH de 4,1.

Os valores de pH em agua sdo maiores que os pH medidos em KCI, em 1,4 unidades no
caulim e 2,1 unidades na bentonita, indicando variagdo de pH negativa (ApH < 0) e
portanto, estes solos, caulim e bentonita, tem predominio de carga negativa (USDA,
2017). J4, na areia de quartzo a variacao de pH, embora negativa, foi s6 de 0,3 unidades

(ApH aproximado a 0), indicando carga negativa a neutra na areia de quartzo.
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O ponto de carga zero (PCZ) estimado na areia ¢ de 8,0, valor muito alto em
comparagdo com os valores reportados para o quartzo, PCZ entre 2 e 3 (Feldman et al.,
2008 citado por Camapum de Carvalho ef al., 2015). Da mesma forma, o PCZ estimado
na bentonita foi de 6,3, maior ao reportado para a montmorillonita, PCZ de 2,5

(Camapum de Carvalho et al., 2015). No caulim, o PCZ estimado ¢ de 2,7.

“O PCZ representa o valor do pH, em que a carga elétrica liquida do conjunto das
particulas ¢ nula, ou seja, a carga total positiva ¢ igual a carga total negativa”

(Camapum de Carvalho et al., 2015).

Os resultados da determinagio das bases trocaveis: calcio (Ca*"), magnésio (Mg*"), sédio
(Na") e potassio (K") sdo apresentados na Tabela 4-3. A soma dos cations (CTC)
corresponde a quantidade de cations removiveis da amostra ou a quantidade de carga

negativa por massa do material analisado (USDA, 2004).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4-3, observa-se que a areia tem
pouca quantidade de cargas negativas ou cations trocaveis (0,24 meq/100g), o que
concorda com o resultado do ApH de -0,3, indicando uma carga negativa a neutra na
amostra de areia.

Tabela 4-3. Teor dos cations Ca’*, Mg*", Na"e K'; e teor dos cations trocaveis (removiveis) dos
solos, em meq/100g de solo.

Cations
Solo Ca™ Mg** Na® K' trocaveis
(meq/100g) (meq/100g) (meq/100g) (meq/100g) (meq/100g)
Areia 0,16 0,03 0,03 0,01 0,24
Caulim 0,34 0,11 0,05 0,05 0,50
Bentonita 19,0 18,25 15,30 0,41 37,7

Nota: 1 meq/100g (miliequivalente/100g da amostra = 1 cmol (+) /kg (centimol de cation/kg da

amostra)
O caulim, também apresentou pouca quantidade de cations trocaveis (0,50 meq/100g)
em relagdo a bentonita que apresentou 37,7 meq/100g. Segundo o United States
Department Of Agriculture (2004), a capacidade de troca catidnica pode variar na
caulinita de 2-16 meq/100g e na montmorilonita de 60-100 meq/100g. Outros autores
relatam valores de 3-15 meq/100g na caulinita e na montmorilonita de 80-150
meq/100g (Mitchell, 1993). Estes valores estdo bem acima daqueles apresentados nas
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amostras de caulim e bentonita utilizadas na pesquisa, possivelmente pela mistura de

minerais nos solos utilizados.

Levando em conta que a parede celular tem carga negativa (DeJong et al., 2010),
espera-se que as bactérias sejam aderidas com maior facilidade nos solos com carga
positiva, neste caso e sob este ponto de vista, espera se melhor aderéncia na areia de
quartzo (carga neutra) em comparacdo com a caulinita e a bentonita que tem carga
negativa. Por outro lado, o ion célcio fornecido durante o tratamento, pode ser atraido a
superficie da bactéria e agir como sitio de nucleacdo (Stocks-Fisher, et al., 1999),
porém, o Ca*" também pode ser atraido &s particulas de solo com carga negativa, neste
caso na bentonita. Estes dois aspectos sdo importantes no processo de MICCP, durante

a introducdo das bactéria e na retencao das bactérias dentro da matriz do solo.

4.1.3 Caracterizacio mineralogica

Os espectros das andlises por FTIR para a caracterizacdo mineralogica dos solos, sdo

apresentados nas Figura 4-2 e Figura 4-3.

A Figura 4-2, mostra os espectros de FTIR da areia (a) e do mineral de cor preta,

presente na amostra da areia de quartzo que foi analisado individualmente (b).

As bandas de absor¢do revelam na areia a predominancia de quartzo (Q), com suas
bandas caracteristicas em 460 cm'l, 511 crn'l, 693 cm’l, 1082 cm'e 1167 cm'l, ea
banda dupla em 779 e 797 cm™', que faz a diferenga com outros polimorfos de silica

(Dixon e Weed, 1989).

Adicionalmente, na areia observou-se um mineral de cor preta em pequenas
quantidades, que foi separado usando pingas na lupa binocular e analisado por FTIR,
revelando a presenga de mica (m) (possivelmente biotita), com caulinita (K), quartzo
(779 em™ e 795 cm™) e feldspatos (fd) (possivelmente albita) sobrepostos (Van der
Marel e Beutelespacher, 1976).
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Figura 4-2. Espectros FTIR (a) areia de quartzo, (b) mineral de cor preta presente na amostra da
areia de quartzo (analisado individualmente). Nota: Q: quartzo, K: caulinita, mica: m, fd: feldspatos.

No espectro do caulim (Figura 4-3-a) o FTIR indica a predominancia de caulinita (K)
(426 cm™, 469 cm™, 536 cm™, 694 cm™, 910 cm™, o duble-te em 1005 cm™'e 1032 cm™,
1113 em™, 3620 cm™ e 3696 cm™). Além disso o caulim possui quartzo (795 cm™) e
possivelmente hidrargilita (gibbsita) pela banda em 3458 cm™ (Van der Marel e
Beutelespacher, 1976).

a)

%T

<
H,0

T
2000 1000 cm

Figura 4-3. Espectros FTIR (a) caulim, (b) bentonita. Nota: K: caulinita, M: montmorilonita, Q:
quartzo, Hd: hidrargilita, CC: carbonato de calcio.
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Na amostra de bentonita comercial (Figura 4-3-b) ¢ predominante a presenca de
montmorilonita (M), misturada com caulinita (3698 cm™, 1007 cm™, 752 cm™). E
importante destacar a presenga de carbonato de calcio (CC) na bentonita, com uma
banda larga em 1460 cm™ e outra banda fraca, em 876 cm™ (Van der Marel e

Beutelespacher, 1976).

Possivelmente, devido a mistura de minerais nas amostra de caulim e bentonita
utilizadas, estas apresentaram baixos valores de capacidade de troca catidnica (CTC),

em comparagdo com os valores relatados na literatura.

4.2 BIOENSAIOS PRELIMINARES DE TRIAGEM

4.2.1 Bioensaios em meio liquido sem substrato mineral

Neste item serdo descritos os resultados dos bioensaios de triagem em meio liquido sem
substrato mineral: o comportamento do pH, o teor de carbonato de célcio precipitado e

as analises mineraldgicas do carbonato precipitado.

4.2.1.1 Comportamento do pH

O comportamento do pH nos bioensaios preliminares em meio liquido (sem mineral)

das cepas uréase positiva e uréase negativa apresenta-se nas Figura 4-4 e Figura 4-5.

Para os ensaios com microrganismos uréase positiva (Figura 4-4) pode se observar que,
de maneira geral, em todos os ensaios, o pH diminui depois de adicionar a ureia e o
cloreto de calcio no meio e depois aumenta a partir de diferentes tempos (2h, 3, 6 ou 9
dias, dependendo do microrganismo), chegando depois a um patamar onde o pH se
mantem quase constante até o final do experimento. Nos controles, o pH diminui nos

primeiros dias e depois ¢ mantido quase constante até o dia 15.

Nos ensaios com S. pasteurii DSM 276 e DSM 323, a reacdo foi a mais rapida, sendo
que o pH diminui nas primeiras 2 horas e depois aumenta até o terceiro dia, mantendo-
se praticamente constante até o final do experimento. O pH inicial destas culturas foi o

maior, com pH de 8,8 e em duas horas diminuiu até 8 (0,8 unidades de pH).

Stocks-Fischer et al. (2009), em estudos cinéticos na S. pasteurii, encontraram que a

atividade da uréase e sua afinidade com a ureia sdo significativamente altas no pH em
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torno de 8, onde a precipitacdo de calcita ¢ favoravel e depois, a atividade uréase
diminui lentamente a pHs maiores. Esse comportamento da enzima uréase descrito por

Stocks-Fischer et al. (2009), parece ser confirmado nestes bioensaios.

pH

95 -~ CONTROLE

°— B. megaterium
9,0 L. sphaericus

*—S. ureae
8,5 —*— B. cohnii

—— C. ammoniagenes
8,0 —*— B. lentus
S. pasteurii, DSM-276

73 —=— S. pasteurii, DSM-323
20 —*— S. pasteurii, DSM-33

0 3 6 9 12 15
tempo (dias)

Figura 4-4. Comportamento do pH no tempo, ensaio meio liquido (sem mineral), cepas uréase
positiva.

Nos ensaios com B. cohnii, S. ureae, B. megaterium, B. lentus e C. ammoniagenes, o pH
diminui até o dia 3, depois do qual aumenta até o dia 9 (para os ensaios com B. cohnii),
até¢ o dia 12 (para os ensaios com S. ureae, B. lentus e C. ammoniagenes), ou continua
aumentando sem estabilizar como no caso dos ensaios com B. megaterium. Nos ensaios
como a S. pasteurii DSM 33 e L. sphaericus, a reagdo ¢ mais lenta, e o pH diminui até

os dias 6 e 9 respetivamente, e depois aumenta até 7,9, o menor valor de pH observado.

Durante o processo ¢ observado que o pH, em quase todos os ensaios com as cepas
uréase positiva, diminui abaixo de 8 e depois aumenta novamente até acima de 8
(exceto no S. pasteurii DSM 33 e L. sphaericus), tentando se estabilizar no pH de 8,6. O
maior valor de pH atingido ao final do experimento foi de 8,6 no ensaio com B. cohnii.
Nos ensaios com as cepas DSM 276 e DSM 323 da S. pasteurii, o pH atingiu um valor
final de 8,3. O menor valor de pH atingido ao final do experimento foi 7,9 no ensaio

com L. sphaericus € S. pasteurii DSM 33.

85



Por outro lado, nos ensaios com as cepas uréase negativa (Figura 4-5) o pH diminui até o
terceiro dia, mas mantendo-se acima de pH = 8, a partir do qual continua aumentando
até o final do experimento, atingindo valores de pH de até de 9,2. Neste ensaio, a cepa

B. subtilis atingiu um valor menor de pH, ao final do experimento (pH de 8,9).

pH
9,5
'._,_—,.—:.-'l
>0 e — —
_,,/*“""
i s .......~-_~;-;'—'“""“
T e I
=-X-=- B. pumilus
8,0
B. subtilis
7,5 kB halodurans
®— B. pseudofirmus
7,0
° 3 6 9 12 15

tempo (dias)

Figura 4-5. Comportamento do pH no tempo, ensaio meio liquido (sem mineral), cepas uréase
negativa.

Poucas pesquisas tém reportado este comportamento do pH, com uma diminui¢do do
pH no inicio e depois um aumento até estabilizar. Em quase todas elas (Achal e Pan,
2014; Stocks-Fischer et al., 1999), o pH aumenta desde o inicio do experimento. Porém,
outros pesquisadores (Van Paassen, 2009; Gat et al, 2014; Seifan et al., 2017)
encontraram uma diminui¢cdo do pH ao inicio do processo, nas primeiras 3h - 12 h, e
novamente um aumento do pH e esta diminui¢do do pH foi associada com o inicio da
precipitagdo de carbonato de calcio. Este comportamento do pH ¢ analisado ao final do

capitulo.

4.2.1.2 Conteudo de carbonato de calcio precipitado no meio liquido

Ao finalizar o ensaio em meio liquido, nos Erlenmeyer com microrganismos (uréase
positiva ou negativa), no fundo do Erlenmeyer foi encontrado um precipitado solido que
foi separado do meio liquido sobrenadante. Nos Erlenmeyer controles (sem
microrganismo), ndo se verificou a presenca de precipitado. A Figura 4-6 mostra o

precipitado obtido nos ensaios com as cepas uréase positiva.
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S. Pasteurii DSM 276 S. ureae L. sphaericus

B. megaterium S. pasteurii DSM 33

Figura 4-6. Precipitado dos ensaios com cepas uréase positiva (triagem) em meio liquido.

Nas amostras dos ensaios usando B. cohnii, S. pasteurii DSM 276 ¢ DSM 323, C.
ammoniagenes ¢ S. ureae, foi obtida uma quantidade consideravel de um precipitado de
cor branca, presumivelmente carbonato de calcio. Por outro lado, nos ensaios usando as
outras cepas uréase positiva (L. sphaericus, B. lentus, B. megaterium e a cepa da S.
pasteurii DSM 33), este precipitado foi observado incipientemente ou ndo observado, e

ficou misturado com um material obscuro, possivelmente material organico.

A Figura 4-7 mostra o precipitado obtido nos ensaios em meio liquido das cepas uréase
negativa. Nas amostras dos ensaios usando B. pumilus € B. pseudofirmus foi observada
a precipitacdo de um mineral branco, presumivelmente carbonato de calcio. Por outro
lado, nos ensaios usando as cepas B. subtilis e B. halodurans, este precipitado foi
observado incipientemente, e também se apresentou misturado com um material
obscuro, possivelmente material organico. O precipitado de cor branca foi pesado, e nos
casos em que esteve misturado com o precipitado obscuro (L. sphaericus, B. lentus, B.

megaterium, S. pasteurii DSM 33, B. subtilis e B. halodurans), este Gltimo foi separado,
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para determinar a quantidade de carbonato de célcio precipitado (g) em 200 ml de meio
liquido. Nas analises mineraldgicas apresentadas posteriormente, foi verificado que o

precipitado solido em todas as amostras ¢ carbonato de calcio.

B. subtilis B. halodurans

Figura 4-7. Precipitado dos ensaios com cepas uréase negativa (triagem) em meio liquido.

A Figura 4-8, mostra a quantidade de carbonato de calcio precipitado total, por cada um

dos microrganismos (uréase positiva e negativa) utilizados no triagem.

g (CaCoy)
5,0 -

4,0
3,0
2,0

1,0

Figura 4-8. Carbonato de célcio precipitado (g) no meio liquido (sem mineral).
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As culturas que precipitaram a maior quantidade de carbonato de calcio foram em sua
ordem: S. pasteurii (cepa 323) e S. pasteurii (cepa 276), com um conteudo entre 3e 5 g
de CaCOs, e B. cohnii e C. ammoniaenes com um conteido entre 1 e 3 g de carbonato
de calcio. As outras cepas precipitaram conteidos menores que 1 g de carbonato de

calcio.

4.2.1.3 Mineralogia do precipitado - analises por FTIR

O precipitado obtido das experimenta¢des em meio liquido foi analisado por FTIR para
determinar sua composicdo mineraldgica. A Figura 4-9 apresenta o resultado de FTIR
dos ensaios em meio liquido, para o precipitado das cepas uréase positiva, € os
espectros estdo organizados em ordem decrescente de acordo com a intensidade da
banda de absor¢io em ~876 cm™, que corresponde a carbonato de calcio cristalino
(CC), modo de vibracdo v,, flexdo fora do plano (CCv,) (Van der Marel e
Beutelespacher, 1976).

Especificamente, observa-se a presenca de vaterita (V), o polimorfo do carbonato de
calcio, pela banda de absor¢io em 745 cm™, do modo de vibragdo v4, flexdo no plano
(Vvs) (Andersen e Brecevics, 1991) e esta presente em todos os espectros do
precipitado das cepas uréase positiva. As bandas de absor¢do do modo v, estiramento
simétrico da vaterita (Vv, ~1086 ¢ Vv, ~1076 cm™) (Andersen e Brecevics, 1991), s6 se
observam nas amostras dos ensaios com as cepas B. cohnii, S. pasteurii DSM 323, S.

pasteurii DSM 276, S. ureae e C. ammoniagenes.

E importante notar que foi identificado o outro polimorfo do carbonato de calcio, a
calcita (C), mediante a banda em Cv4~712 cm™ (Van der Marel e Beutelespacher,
1976), unicamente nas amostras dos ensaios usando as cepas B. cohnii € S. pasteurii
DSM 323. Foi possivel observar outras bandas interpretadas como devidas a presenca

de carbonato de calcio amorfo (ACC), em todos os bioprecipitados, nas regides 1400

cm” ¢ 1480 cm™ € 1030 cm™ a 1080 cm™ (Andersen e Brecevics,1991).

Também foram identificadas em todos os ensaios com as cepas uréase positiva, bandas
de moléculas organicas como amidas (A-I) (entre 1650 ¢ 1662 cm™), e estiramentos
simétricos e assimétricos do CH (2961 e 2962 cm™', 2926 e 2930 cm™ e 2876 a 2878
cm’l) (Rodriguez-Navarro, et al., 2007; Stuart, 1997)
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S. pasteurii 323
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Figura 4-9. FTIR triagem - cepas uréase positiva em meio liquido (sem mineral). Nota: presenca
de carbonato de calcio cristalino (CCv,) em ~876 cm™ (no retingulo vermelho) e possivelmente
carbonato de calcio amorfo (ACC). V: vaterita, C: calcita.

A presenca de fosfatos foi identificada em todas as amostras, evidenciada pelas bandas
entre 1032 e 1043 cm™ (PO4vs3) e os dupletos 589 ¢ 599 cm™ e 565 ¢ 568 cm™ (PO4vs)
(Sarmast et al., 2014), porém estes Ultimos observam-se s6 nas amostras dos ensaios

usando S. pasteurii DSM 33, B. lentus, B. sphaericus e B. megaterium.

Estes resultados confirmam que todos os microrganismos uréase positiva utilizados,

foram capazes de precipitar carbonato de célcio, por um processo de biomineralizacio
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(hidrdlise da ureia), em meio liquido, em um tempo de 15 dias. O bioprecipitado
corresponde a vaterita, o polimorfo menos estavel do carbonato de calcio, misturado
com a fase amorfa e estavel do carbonato de calcio (ACC) e nas cepas B. cohnii e S.
pasteurii DSM 323, além do vaterita e ACC, foi bioprecipitada calcita, a fase mais

estavel do carbonato de calcio.

A Figura 4-10 apresenta os resultados de FTIR dos ensaios em meio liquido para o

precipitado das cepas uréase negativa.

B. subtilis

B. halodurans

B. pumilus
P %T

B. pseudofirmus

] ] ]
2000 1500 1000 cm-1

Figura 4-10. FTIR triagem - cepas uréase negativa em meio liquido (sem mineral). Nota:
presenca de carbonato de calcio cristalino (CC) em ~876 cm™ (no retangulo vermelho) e carbonato de
calcio amorfo (ACC). V: vaterita, C: calcita.

Os espectros das amostras produto dos ensaios com as cepas uréase negativa, foram
organizados em ordem decrescente de acordo com a intensidade da banda de absorcao

em ~876 cm™', que corresponde a carbonato de calcio cristalino (CC), modo de vibragdo

por flexd@o fora do plano (CCv,) (Van der Marel e Beutelespacher, 1976).

Especificamente, a banda de calcita-C (Cv4~712 cm’) foi observada com boa
intensidade nas amostras dos ensaios com as cepas B. subtilis e B. halodurans, sendo

que nas amostras dos ensaios usando a cepa de B. pumilus, esta apresentou-se como
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uma pequena banda, pouco definida, que desaparece na amostra do ensaio com B.

pseudofirmus.

Em contraste com as amostras usando as cepas uréase positiva, nas amostras dos
ensaios com as cepas uréase negativa, foi identificada unicamente a vaterita (Vvs ~ 745
cm™) nas amostras do teste usando a cepa B. halodurans, apresentando uma banda

pouco intensa e pouco definida.

Outras bandas identificadas foram interpretadas como devidas a possivel presenga de
carbonato de calcio amorfo (ACC), na regido entre 1030 cm™e 1070 cm™ (ACCv)), em
todas amostras. O sinal em torno de 1415 cm™ nas amostras usando B. subtilis e B.
halodurans ¢ em torno de 1420 cm™ em B. pumilus ¢ B. pseudofirmus pode estar

associado a calcita-Cv; ou a ACCvs.

Também foram identificadas em todas as amostras com cepas uréase negativa, bandas
de moléculas orginicas como amidas (A-I e AII) (entre 1653 e 1657 cm™ e 1520 a 1540
cm’', respectivamente) e estiramentos simétricos e assimétricos do CH (2960 e 2966
cm™, 2923 e 2933 cm™' e 2854 a 2876 cm™") (Rodriguez-Navarro, ef al., 2007; Stuart,
1997). A presenca de fosfatos foi identificada em todas as amostras, correspondentes as
bandas entre 1030 e 1040 cm™ (PO4vs3) e o dupleto em 614 ¢ 586 cm™ e 563 ¢ 569 cm’™
(POy4vy4) (Sarmast et al., 2014). Nas amostras usando B. pumilus € B. pseudofirmus,

identificou-se uma banda associada a presenga de lipidos em ~ 1240 cm™ (PO™).

Os resultados confirmam que todos os microrganismos uréase negativa utilizados foram
capazes de precipitar carbonato de célcio em meio liquido, por um processo de
biomineraliza¢do, em um tempo de 15 dias, embora em poucas quantidades (abaixo de

0,15 g em 200 ml de meio liquido), em relacdo as cepas uréase positiva.

O polimorfo bioprecipitado mais abundante e frequente corresponde a calcita, o
polimorfo mais estaveis do carbonato de célcio, misturado com a fase amorfa e estavel

do carbonato de calcio (ACC).

4.2.2 Bioensaios em meio liquido com substrato mineral

Neste item serdo descritos os resultados dos bioensaios de triagem em meio liquido com

areia de quartzo como substrato mineral. Inicialmente sera feita uma descricdo das
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caracteristicas macroscopicas observadas durante e depois de finalizar o ensaio, sera
descrito o comportamento do pH no meio liquido durante o processo e serdo

apresentadas as analises mineraldgicas das areias depois do tratamento.

4.2.2.1 Caracteristicas macroscopicas do processo

Serdo descritas algumas caracteristicas do processo que foram observadas durante a
execugdo do ensaio, por exemplo, cimentagdo ou ndo do mineral no fundo do
Erlenmeyer. Também serdo descritas as caracteristicas das amostras ao final do teste,

como a cor e presenga ou nao de cimentagdo entre os graos.

Durante o bioensaio utilizando a areia de quartzo como substrato mineral, se observou
evidéncia fisica da precipitagdo e cimentacdo do mineral, pela aderéncia da areia no
fundo do Erlenmeyer. Nos ensaios usando as cepas S. pasteurii DSM 276 e DSM 323 e
B. cohnii, a cimentacdo da areia ocorreu no primeiro dia (24 h) e a areia foi fortemente
aderida ao fundo do Erlenmeyer, sem que se pudesse remover, ainda que sob forte
agitacdo. No sexto dia, apareceu fortemente aderida a areia do ensaio com C.
ammoniagenes ¢ debilmente aderida a areia dos ensaios usando as cepas B. lentus, S.
ureae, B. sphaericus, B. halodurans e B. subtilis. Finalmente, as amostras tratadas com
as cepas B. megaterium, S. pasteurii DSM 33, B. pseudofirmus e B. pumilus e os
controles negativos, ndo apresentaram evidencia visual da cimentacdo da areia durante o

tempo do bioensaio.

Na Figura 4-11 observa-se a areia cimentada no ensaio usando S. pasteurii DSM 323,
sendo que em (a) pode se observar a areia aderida ao fundo do Erlenmeyer, em (b) um
aglomerado de areia biocimentada, apresentando em torno de dois (2) cm de diametro, e
em (c) se mostra a comparagdo entre o controle (areia com ureia e calcio) e a areia

biotratada com S. pasteurii DSM 323 ao final de bioensaio.

Na Figura 4-12 observam-se todas as amostras de areia de quartzo, depois do bioensaio
com as nove (9) cepas uréase positiva. As areias biotratadas com B. cohnii e S. pasteurii
DSM 323, apresentam os maiores aglomerados de areia biocimentada (2-3 cm) e uma

mudanga em sua cor, de branca para creme.
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Figura 4-11. Evidencia da biocimentagdo da areia com S. pasteurii DSM 323. a) amostra de areia
cimentada no fundo do Erlenmeyer. b) aglomerado de areia biocimentada, apresentando em torno de dois

(2) cm de lado. c¢) comparagdo entre amostra controle da areia e amostra de areia biotratada com S.
pasteurii 323.

B. lentus

B. megaterium S. pasteurii DSM 33

Figura 4-12. Areia biotratada com cepas uréase positiva (friagem). Nota: didmetro caixa de Petri: 9

cm. As setas indicam o didmetro dos aglomerados de areia biocimentadas. O circulo vermelho mostra o
precipitado de cor creme.
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As areias biotratadas com C. ammoniagenes e S. pasteurii DSM 276 apresentam
aglomerados de areia cimentada em torno de 1 cm de didmetro. A amostra biotratada
com S. ureae mostra um precipitado creme aglomerando s6 alguns poucos graos de
quartzo. As outras amostras de areia tratadas com cepas uréase positiva (B. sphaericus,
B. lentus, B. megaterium e S. pasteurii DSM 33) e o controle, ndo apresentam

cimentacdo dos graos, nem mudangas fisicas apreciaveis.

Na Figura 4-13 observam-se as amostras de areia depois do bioensaio com as 4 cepas
uréase negativa, que de modo geral ndo apresentaram aglomerados de areia cimentadas
nem mudanga na sua cor, porém, as amostras tratadas com cepas de B. subtilis e B.

pseudofirmus mostram um precipitado creme.

B. halodurans B. pumilus

Figura 4-13. Areia biotratada com cepas uréase negativa (triagem). Nota: didmetro caixa de
Petri: 9 cm. O circulo vermelho mostra o precipitado cor creme.

O processo de MICCP com areia de quartzo como substrato, foi semelhante ao processo
em meio liquido sem substrato mineral, no sentido, do desempenho dos
microrganismos. Em meio liquido, a S. pasteurii DSM 323, S. pasteurii DSM 276, B.
cohnii e C. ammoniagenes, foram as cepas de maior precipitacdo de carbonato de célcio
(Figura 4-8), e ao adicionar 10% de substrato, unicamente as areias como estes

microrganismos foram cimentadas.
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4.2.2.2 Comportamento do pH

O comportamento do pH nos bioensaios com areia de quartzo como substrato mineral,
das cepas uréase positiva e uréase negativa sdo apresentados nas Figura 4-14 e Figura

4-15.

A Figura 4-14 ilustra o comportamento do pH, durante os 15 dias dos bioensaios para as
cepas uréase positiva em 10% de mineral (areia de quartzo). O comportamento do pH ¢
semelhante ao comportamento geral nas experimentacdes sem substrato mineral,
mostrando uma diminui¢do do pH inicial nas primeiras 24 h e subsequente acréscimo, a
diferentes tempos, dependendo do microrganismo. Ao final do ensaio, ¢ observado que
o pH em algumas cepas tende a diminuir um pouco e/ou estabilizar no dia 12. Nas
amostras controles (sem microrganismos), o pH tem uma tendéncia a diminuir e ndo se
eleva novamente, mostrando uma diferenca com os bioensaios ¢ a agdo dos

microrganismos nos ensaios bioticos.

pH
9,5 -~~~ CONTROLE
°— B. megaterium
9,0 L. sphaericus
*— 8. ureae
—*— B. cohnii

—— C. ammoniagenes
—*— B. lentus

S. pasteurii, DSM-276
—=— 8. pasteurii, DSM-323
—*—S. pasteurii, DSM-33

7,0
0 3 6 9 12 15

tempo (dias)

Figura 4-14. Comportamento do pH - tempo, 10% de mineral areia de quartzo no meio liquido,
cepas uréase positiva.

Nos ensaios com S. pasteurii DSM 276 e 323, B. cohnii, o pH diminui nas primeiras 24

h até pH~ 8 (pH o6timo, Stocks-Fischer et al, 2009), depois aumenta rapidamente e
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atinge o maximo valor de pH 8,5, no dia 6, depois o diminui até o dia 12, estabilizando

em torno de um pH 8.

Nos ensaios com C. ammoniagenes, L. sphaericus e S. ureae, o pH diminui nas
primeiras 24 h até pH~ 7,6, posteriormente aumenta novamente e alcangca o maximo
valor de pH 8,3 no dia 9, diminui novamente até o dia 12 e estabiliza-se num pH em
torno de 8. A diferenca entre estas trés linhagens foi observada no inicio do aumento do
pH, sendo que nos testes usando a C. ammoniagenes o pH aumenta a partir das 24 h,
enquanto, naqueles com L. sphaericus e S. ureae, o processo ¢ um pouco mais devagar,

e aumenta a partir do dia 3.

Finalmente, a reacdo mais lenta aconteceu nos ensaios usando B. megaterium, B. lentus
e S. pasteurii DSM 33. Nestes o pH diminui nas primeiras 24 h até pH em torno de 7,5,
depois aumenta lentamente atingindo o maximo valor de pH~ 8 (B. lentus) e pH
aproximado de 7,8 (B. megaterium e S. pasteurii DSM 33), nos dias 6 e 9,

respectivamente, e nestes valores permanece quase constante até o final do experimento.

Na Figura 4-15 ¢ mostrado o comportamento do pH, nos ensaios usando cepas uréase

negativa e areia de quartzo.

pH
9,5
9,0 M ——— 1
-~~~ CONTROLE
\ 7 —%= B. pumilus
8,0 ¢ B. subtilis
""" & B halodurans
7,5
®— B. pseudofirmus
7,0
0 3 6 9 12 15

tempo (dias)

Figura 4-15. Comportamento do pH - tempo, 10% de mineral areia de quartzo no meio liquido,
cepas uréase negativa.

Nestes ensaios, o comportamento € menos varidvel que para aqueles ensaios com

microrganismos uréase positiva. Em todos eles, o pH ndo diminui nas primeiras duas
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horas, como foi observado nos experimentos com as cepas uréase positiva, sendo
observavel uma queda s6 até o dia 1, atingindo valores de pH em torno de 8. Depois
disto todos os ensaios mostraram um comportamento similar, aumentando até o dia 9,
chegando em valores de pH um pouco superiores a 9, nos ensaios com B. subtilis e B.
pseudofirmus, € um pouco abaixo deste valor nos ensaios usando B. halodurans e B.

pumilus. Ao final dos ensaios, o pH dos experimentos convergiu em valores em torno

de 9.

O controle mostrou um pH quase constante, em torno de 8,5, durante todo o ensaio,

totalmente diferente daquele dos bioensaios, evidenciando a acdo dos microrganismos.

4.2.2.3 Mineralogia da areia biotratada - analises por FTIR

Os resultados das analises FTIR da areia de quartzo biotratada com microrganismos
uréase positiva e da areia sem tratamento (linha pontilhada), sdo apresentados na Figura

4-16.

Os espectros das areias biotratadas foram organizados em ordem decrescente de acordo
com a intensidade da banda de absorgdo em ~876 cm™', que corresponde a carbonato de
calcio cristalino (CC), modo de vibragdo v,, flexdo fora do plano (CCv;) (Van der
Marel e Beutelespacher, 1976). Esta banda (CCv;), foi observada em quase todas as
areias biotratadas, a exce¢do das areias biotratadas com B. megaterium e S. pasteurii

DSM 33.

A banda entre 1420 cm™ e 1490 cm’', nas areias tratadas como as linhagens de B.
cohnii, S. pasteurii DSM 323 e DSM 276, sdo interpretadas como devidas a possivel
presenga de carbonato de calcio amorfo (ACCv;) (Andersen e Brecevic, 1991) e nos
ensaios com C. ammoniagenes, S. ureae, B. sphaericus e B. lentus, foi observada so6 a
banda _1420 cm”, que poderia ser associada com ACCvs ou com calcita-Cvs,
Provavelmente devido & pronunciada banda em 780 cm™, atribuida & presenca de
quartzo, nio ¢é possivel observar nos espectros o sinal do modo CCv, em 745 cm™ ou

713 cm™, correspondente a vaterita e a calcita respectivamente.
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Figura 4-16. FTIR areia de quartzo biotratada com cepas uréase positiva. Nota: ACC: carbonato
de calcio amorfo, CC: carbonato de célcio cristalino, Q: quartzo, C: calcita.

Nos espectros das amostras da areia de quartzo biotratada com microrganismos uréase
negativa (Figura 4-17), ndo foi possivel observar a presenca de bandas tipicas de

carbonato de célcio, indicando que se houve precipitagdo de um novo mineral, ndo foi

possivel determinar.
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Areia de quartzo

B. subtilis

B. halodurans

%T
B. pumilus

B, pseudofirmus|

2000 1500 1000 cm™
Figura 4-17. FTIR areia de quartzo biotratada com cepas uréase negativa. Nota: Q: quartzo.

Finalmente, levando em conta que a intensidade dos picos nos espectros dos FTIR ¢
indicativa da quantidade relativa dos minerais presentes na amostra, ¢ possivel indicar
que os ensaios onde houve a maior precipitagdo de CC foram aqueles onde foram
usadas as cepas de B. cohnii, S. pasteurii (DSM 276 e DSM 323), C. ammoniagenes € S.

ureae.

4.2.3 Analises dos resultados dos ensaios preliminares de triagem

4.2.3.1 Bioensaios em meio liquido sem substrato mineral

V' FTIR e quantidade de carbonato de cdlcio precipitado

Nos bioensaios em meio liquido, sem substrato mineral, houve um precipitado solido
em todas as amostras, exceto no controle. As andlises de FTIR revelaram que o
precipitado corresponde a carbonato de calcio. O exposto confirma que todos os
microrganismos uréase positiva e uréase negativa provados, foram capazes de precipitar
carbonato de calcio, por um processo de biomineralizagdo, em um tempo de 15 dias, em
meio liquido, embora, as quantidades bioprecipitadas e os polimorfos do carbonato de
calcio, foram diferentes dependendo se o microrganismo fosse uréase positiva ou

negativa.
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As cepas que precipitaram a maior quantidade de carbonato de célcio foram as cepas
uréase positiva, € em sua ordem a S. pasteurii (cepa 323) e S. pasteurii (cepa 276), com
um conteudo entre 3 e 5 g, o que corresponde a 70% a 80% do total a precipitar, e B.
cohnii ¢ C. ammoniagenes com um conteudo entre 1 e 3 g, correspondente a uma
eficiéncia entre 30% e 40%. O bioprecipitado corresponde a vaterita, o polimorfo
menos estavel do carbonato de calcio, misturado com a fase amorfa do carbonato de
calcio (ACC), sendo que nos experimentos usando as cepas B. cohnii e S. pasteurii
DSM 323, além da vaterita e ACC, foi bioprecipitada calcita, a fase mais estavel do

carbonato de calcio.

Segundo Rodriguez-Navarro et al. (2012), pouco se sabe sobre o controle cinético ou
termodindmico que determina qual polimorfo ¢ desenvolvido na carbonatogénese
bacteriana. Diversas pesquisas tém demonstrado a influéncia da bactéria ou cepa, o
meio de cultura, a temperatura, a supersaturacdo do meio, a concentragdo celular, entre
muitos outros fatores (Rodriguez-Navarro et al., 2012; Anbu et al., 2013). Pesquisas
com S. pasteurii tem precipitado calcita (Stocks-Fischer et al., 2009), calcita e vaterita
(Okwadha e Li, 2010), vaterita e ACC (Sensoy et al., 2017). Por outra parte Jonker e

Schlangen (2008), reportaram a precipitacdo de calcita com B. cohnii.

As cepas S. pasteurii DSM 33, B. lentus, L. sphaericus € B. megaterium, precipitaram a
menor quantidade de CaCOs (menos que 0,25 g) e, de maneira concordante, nas analises
por FTIR presentaram as bandas em 876 cm’ com menor intensidade, o que é
interpretado como a menor presenca de carbonato de célcio. O bioprecipitado nestas
cepas corresponde a vaterita e ACC. O desempenho da cepa S. ureae foi intermediaria,

com 0,6 g de CaCOj; precipitado.

Algumas bactérias uréase positiva (B. lentus, L. sphaericus e B. megaterium) nao
mostraram resultados satisfatorios na precipitagdo de carbonato de calcio, sob as
condi¢des deste triagem. Como foi descrito na revisao da literatura, isso pode ser devido
a varios fatores que afetam a precipitagdo de CaCOs;, como a concentragdo do
microrganismo, a atividade ureolitica, a temperatura, e concentracdo da ureia e o calcio
(Phillips et al., 2013). De acordo com Whiffin (2004), a resposta da enzima uréase ao
amoOnio ¢ muito importante para a MICCP, e em bactérias como a B. megaterium, a
atividade urease ¢ reprimida pela toxicidade do amoénio. A B. megaterium tem sido
utilizada para a MICCP com sucesso (Dhami et al., 2013; Lee et al., 2013; Soon et al.,
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2013), mas, utilizando uma concentragdo do indculo de 107 cel/ml e como reagentes
uma solugdo de ureia (20 g/1) e CaCl, (25 mM) em comparagio com 10® cel/ml, 15 g/l
de ureia e 225 mM de cloreto de céalcio em nossos bioensaios. Dhami ef al. (2013),
reportaram em seus experimentos, que a B. megaterium atingiu a maxima atividade
uréase aos 4 dias do ensaio, com pH acima de 10 e foram precipitados os polimorfos

vaterita e calcita.

Dick et al., (2006) isolaram cepas das espécies B. sphaericus e B. lentus, para precipitar
carbonato de calcio sobre pedra calcaria. As cepas foram crescidas em meio sélido agar
com ureia e CaCl,, porém, a concentragdes foram menores que as utilizadas nos
presentes bioensaios. Eles utilizaram 10 g/l de ureia e 7,5 g/l de CaCl, em comparagio
com 15 g/l de ureia e 37 g/l de CaCl,, valores bem acima daqueles, que podem ter
afetado os resultados de precipitacdo de carbonato nos microrganismos. Além disso,
para evitar a possivel toxicidade com amonio na B. /entus, nos ensaios realizados por
Dick et al. (2006), o amonio evaporado (NH3) foi capturado (com 4acido sulfurico) e
diminuido, sugerindo, uma especial importancia desta varidvel (quantidade de amonio)
no processo de MICCP na B. lentus. No entanto, os resultados de Dick et al. (2006),
mostraram na B. lentus muita baixa capacidade para degradar a ureia e muito pouca
precipitagdo de carbonato de célcio e as cepas de B. sphaericus precipitaram calcita,
contrério a precipitacdo de vaterita do presente bioensaio. No trabalho de Shirakawa et
al. (2011), uma cepa de B. sphaericus foi utilizada para a MICCP, em meio liquido B4
modificado (acetato de calcio 5 g/). Os resultados mostraram uma precipitagao de 74%
do calcio fornecido e o polimorfo precipitado foi vaterita. O meio utilizado (B4
modificado) ndo tem ureia, nem fonte de amoénio, sugerindo que a cepa de B. sphaericus
poderia estar utilizando outro metabolismo para a precipitacdo de carbonato de célcio,
diferente da hidrolise da ureia. Shirakawa et al. (2011b), em outro ensaio com B.
sphaericus, em meio solido agar, confirmaram a precipitacdo de calcita, como nos
resultados de Dick et al. (2006), mostrando a grande influéncia dos componentes do

meio de cultura no polimorfo de carbonato de célcio precipitado.

Nao sdo conhecidos estudos sobre a capacidade de bioprecipitar carbonato de célcio
utilizando S. ureae. As pesquisas de Mavroulidou et al. (2011) e Sarmast et al. (2014),
focaram na utilizagdo da S. ureae na melhoria de solos (argila, siltes e areia), com

reagentes de cimentagdo ureia (20g/l) e CaCl, em diferentes concentracdes, 0,5, 1 e
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1,5M, porém, os resultados ndo foram satisfatorios, no caso de Sarmast et al. (2014), a
observagdo micromorfoldgica das amostras tratadas com S. wureae ndo mostrou
cimentacdo nem precipitagdo visivel do carbonato de célcio. Nos presentes bioensaios
com S. ureae, houve precipitacdo de vaterita, mas em pouca quantidade (13% do total a

precipitar).

Nos 15 dias de bioensaio, as cepas uréase negativa bioprecipitaram carbonato de calcio,
embora em quantidades muito menores (menos que 0,15 g) em relagdo as cepas uréase
positiva, isso ¢, 3% do total a precipitar. O bioprecipitado se identificou como calcita e
ACC, exceto na cepa B. halodurans, que foi relacionada a vaterita, com bandas pouco
intensas e pouco definidas. No caso dos microrganismos uréase negativa, a pouca
precipitacdo de carbonato de calcio pode ser devida as condi¢des do triagem, que ndo
representaram as condi¢gdes particulares necessarias em cada bactéria, como a
temperatura, a concentracdo do acido organico fornecido e a duracdo do ensaio, entre
outros. Por exemplo, a concentragdo do acetato de célcio utilizada foi de 2,5 g/l (meio
B4), e alguns autores tem modificado o meio B4 a fim de obter melhores resultados de
precipitacdo, aumentando a concentracdo do acetato de calcio a 5g/l (Shirakawa et al.,

2011), 15 g/l (Valencia, 2009), 100 g/l (Daskalakis et al., 2015).

Os estudos com B. pseudofirmus e B. halodurans, desenvolvidos por Jonkers e
Schlangen (2007, 2008, 2009), utilizaram os esporos dos microrganismos, para
remediagdo de trincas no concreto. Segundo Jonker e Schlagen, estes microrganismos
precisam da presenca de acidos organicos para promoverem a precipitacdo de carbonato
de célcio, e em suas experimentacdes encontraram que a precipitacdo de carbonato foi
devida a conversao metabolica de citrato de sodio e o lactato de calcio, resultando em
aumento da alcalinidade do meio e a consequente precipitagdo, neste caso de calcita.
Nos ensaios desta pesquisa foi utilizado acetato de célcio e também foi precipitada

calcita, mas em muita pouca quantidade.

Baskar et al.,(2006), isolaram B. pumilus de cavernas na India e foram crescidas em
meio solido (agar B4) para precipitar carbonato de célcio. Eles encontram que a
temperatura ¢ uma variavel critica no processo da MICCP com B. pumilus, sendo 25°C
a temperatura 6tima de incubacdo e de precipitacdo de carbonato de calcio, enquanto
que a 30°C, temperatura dos bioensaios realizados nesta pesquisa, ha uma reducio
significativa de bactérias. Nas condi¢des dos ensaios de Baskar et al. (2006), 25°C e
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meio B4, foi precipitada calcita, depois de 7 dias do inicio do ensaio. Porém, Daskalakis
et al. (2015), em B. pumilus isolados em cavernas na Grécia, encontrou maior remogao
de célcio do meio liquido e em consequéncia maior precipitacdo de carbonato de calcio
a uma temperatura de 30°C, e foram precipitadas vaterita e calcita aos 9 dias, mas,
utilizaram uma concentragdo de acetato de célcio de 10% w/v em comparagdo com

0,25% w/v em nos presentes bioensaios.

Os estudos de Barabesi et al. (2006) sugerem na B. subtilis, uma liga¢do entre a
precipitacdo de carbonato de calcio e o metabolismo dos acidos graxos, e que o
processo de biomineralizagdo corresponde a uma biomineralizacdo controlada, ndo
induzida. Tiano et al. (1999) e Montoya et al. (2005), utilizaram B. subtilis em uma
concentragio de 10° cel/ml e em meio solido agar B4 durante 15 dias e os cristais
precipitados foram de calcita. Fujita et al., 2004, tentaram promover a MICCP da B.
subtilis com ureia, mas, ndo obtiveram resultados satisfatorios e ndo houve consumo de
ureia. Shirakawa et al. (2011b) utilizaram o meio liquido B4 modificado, com 5g/1 de
acetato de calcio, para precipitar carbonato de calcio com B. subtilis durante 12 dias e
obtiveram precipitagdo de vaterita e calcita, mas em pouca quantidade, 28% de

precipitagao.

Estes resultados confirmam que o tipo de bactéria, a via metabdlica utilizada na MICCP
e a concentragdo dos reagentes, tem influéncia na precipitacdo do carbonato de célcio e
no tipo de polimorfo precipitado e por outra parte, a hidrolise da ureia demonstrou ser

um processo muito eficiente para a MICCP.
v’ Comportamento do pH

De maneira geral o pH do meio, em todos os bioensaios sem substrato mineral, diminui
rapidamente nas primeiras fases do ensaio, apresentando posteriormente um acréscimo
até se estabilizar ou convergir ao final do experimento em valores em torno de 8. Pode
se observar nos ensaios deste estudo, uma relacgao direta entre o comportamento do pH e
a precipita¢do de carbonato de célcio, sendo que naqueles ensaios onde o pH comegou a
subir primeiro (com S. pasteurii DSM 276 e 323) atingindo os maiores valores de pH e
se estabilizando ao final do experimento em valores em torno de 8, foram aqueles onde
apresentou-se maior precipitacdo de carbonato de célcio. Nos ensaios com linhagens

onde o pH caiu inicialmente e subiu paulatinamente até chegar em torno de 8,
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mostraram as menores quantidades de carbonato de célcio (com L. sphaericus e S.

pasteurii DSM 33).

Gat et al. (2014) e Seifan et al. (2017), atribuiram a diminuicdo do pH no inicio do
processo ao aumento da respiragcdo celular, levando ao enriquecimento em CO; e,

consequentemente, a acidificagdo do ambiente.

Van Paassen (2009) atribui a diminui¢do do pH ao inicio da precipitagdo do carbonato
de célcio e desenvolveu um modelo tedrico para explicar a cinética combinada da
hidrolise da ureia e a precipitagdo do carbonato de célcio, explicando a diminui¢do do
pH baseado no equilibrio &cido-base ao inicio do processo, entre o célcio livre e o
complexo de bicarbonato de calcio (Ccancos+), acidificando ligeiramente o meio

(Equagao 4-1).
Ca’* +CO02~ + H* 5 CaHCOf Equagdo 4-1

No inicio da reagdo, assim que um pouco de ureia ¢ hidrolisado, o pH aumenta, nesse
ponto, o carbonato produzido excede o produto de solubilidade e o carbonato de célcio
comega a precipitar. Depois disso, o pH cai rapidamente, principalmente como
resultado do equilibrio entre o calcio livre e o complexo de bicarbonato de célcio
(Ccancos+), que € o composto mais abundante de CID (carbono inorganico dissolvido)
durante a primeira metade do processo, quando a concentragdo de célcio ainda ¢ alta.
Enquanto o célcio estd se esgotando pela precipitacdo, a quantidade total de carbonatos
(CO3%7) e, portanto, o CID aumenta e o pH comega a aumentar novamente, atingindo um

valor mais ou menos estavel, uma vez que todos os substratos estdo esgotados.

A Figura 4-18 mostra em (a) o comportamento do pH e sua relagdo com a precipitagdo
do carbonato de célcio e o esgotamento do célcio, no modelo tedrico proposto por Van
Paassen (2009) e em (b) as medigoes de pH durante as primeiras 20 h de um

experimento, onde foi obtido um comportamento similar ao modelo proposto.

Uma observagao interessante no estudo de Van Paassen (2009), foi que a maior parte da
precipitagdo ocorre em torno do pH neutro. Ao contrario de outras sugestdes na
literatura, Van Paassen concluiu que, o aparecer do aumento do pH ndo ¢ um requisito

para a MICCP, mas, ¢ o resultado da especiacdo no equilibrio 4cido-base e o
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desequilibrio entre a hidrolise da ureia, que consome acido e a precipitagdo de CaCOs

que gera acido.
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Figura 4-18. Comportamento do pH na MICPP segundo Van Paassen (2009). a) Concentragéo das
principiais espécies dissolvidas, C,ei/Ccaz+, Cnma+, carbonato de calcio precipitado, Sc.co; € pH,
calculado com o modelo numérico que incluiu o equilibrio acido-base. b) Medigdes de pH em
experimento a 25°C. (Modificado de Van Paassen, 2009).

O modelo explica o comportamento do pH nas cepas uréase positiva nos ensaios
realizados, mas, € necessario aprofundar no entendimento do comportamento das cepas

uréase negativa, para tentar explicar isso, dependendo da via metabolica utilizada dentro

do ciclo do nitrogénio.

Nos bioensaios com as cepas uréase positiva testadas neste estudo, o pH diminui
rapidamente nas primeiras 2 h e desce até 7,7, nos ensaios com as cepas L. sphaericus,
S. ureae ¢ S. pasteurii DSM 33, até¢ 7,8 no ensaio com B. megaterium, até¢ 7,9 nos
ensaios com B. cohnii, C. ammoniagenes ¢ B. lentus e até pH de 8 nos ensaios com S.
pasteurii DSM 276 e 323. Depois da diminui¢do, o pH aumenta novamente até acima
de 8, tentando se estabilizar no valor do pH inicial de 8,6, (exceto para a S. pasteurii

DSM 33 e L. sphaericus, que atingiram o valor maximo de pH de 7,9).

O aumento do pH ocorreu em diferentes dias dependendo dos microrganismos. As
cepas DSM 276 e DSM 323 da S. pasteurii, foram as que apresentaram o aumento mais
rapido e no dia 3 tém pH de 8,3, seguida pela B. cohnii que alcanca pH de 8 no dia 6,
depois os ensaios com S. ureae, B. lentus, C. ammoniagenes, € B. megaterium, que
alcangaram pH de 8 no dia 9 e finalmente os ensaios com S. pasteurii DSM 33 e L.
sphaericus, foram as mais lentos, aumentando o pH a partir do dia 6 e 9

respectivamente, mas o pH foi inferior a 8.
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Estes resultados sugerem, nos ensaios com S. pasteurii 276 e 323, o inicio da
precipitacdo do carbonato de célcio, desde o inicio do experimento e a maior
precipitagdo durante os primeiros 3 dias. Isso foi observado durante o ensaio, como uma
mudanca da cor do meio liquido nas primeiras horas (mudanga de amarelo para creme)
e com a aparicdo no fundo do Erlenmeyer de um precipitado branco no dia 3. Nos
bioensaios com as outras cepas, a maior precipitacdo do carbonato parece ocorrer apos,

as 72 h, no dia 6 e no dia 9.

O comportamento do pH nos bioensaios com as cepas uréase negativa foi diferente, no
sentido de que o pH diminui inicialmente, mas mantem-se acima de 8, e emseguida
continua aumentando até o final do experimento atingindo valores de pH até de 9,2, sem
se estabilizar. Este comportamento, apesar de atingir maiores valores de pH na reducao
inicial, ¢ similar aquele observado nos experimentos com as linhagens onde foram
precipitadas as menores quantidades de carbonato de cdlcio, ou seja, queda inicial e
aumento paulatino até o final do experimento, chegando a valores em torno de 8,
mostrando que, apesar de que seguramente os mecanismos de formacao de carbonato de
calcio foram diferentes seguindo caminhos distintos entre os microrganismos uréase
positiva e uréase negativa, aparentemente ou o pH ¢ fundamental no processo de
precipitacdo deste ou ele ¢ fungdo da propria precipitagdo, ou mesmo enquadra-se nos

dois sentidos.

Os resultados do pH, mostram uma relacdo direta com os resultados das analises por
FTIR e a quantidade de carbonato de calcio precipitado. Os ensaios onde foram usadas
as cepas DSM 276 e DSM 323 da S. pasteurii e a B. cohnii, foram onde aumentou mais
rapido o pH (as 2h e 72 h), sendo que no FTIR, apresentaram a banda de absor¢do do
carbonato em ~876 cm™ mais pronunciada e precipitaram a maior quantidade de
carbonato de cdlcio. Por outro lado, nos ensaios usando B. lentus, B. megaterium, S.
pasteurii DSM 33 e L. sphaericus, onde se apresentou o aumento mais lento do pH,
observou-se no FTIR as bandas de absor¢do do carbonato em ~876 cm™ menos

pronunciadas e a menor precipitagdo de carbonato de calcio.

No entanto, nas cepas uréase negativa, o pH desceu menos que nas cepas uréase
positiva e este sempre foi mantido acima de 8 (ambiente alcalino) e atingiu um valor
maximo de 9,2. Nestes ensaios houve muita pouca precipitacdo de carbonato de calcio e
nas andlises FTIR foi observada uma banda ampla correspondente a ACC.
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4.2.3.2 Bioensaios em meio liquido com areia de quartzo como substrato mineral

V' Andalises FTIR, pH e observagdes macroscdpicas das amostras

De maneira geral, o comportamento entre os ensaios com e sem areia de quartzo,
usando as diferentes linhagens testadas foi similar com pequenas diferencas, porém
mostrando que o efeito do mineral sendo menor ¢ perceptivel, especialmente nas

quantidades de carbonato de calcio precipitadas.

Deste modo, nos bioensaios com as cepas S. pasteurii DSM 276 e 323 e B. cohnii, foi
observado nas primeiras 24 h que a areia apresentava aglomeracdo dos graos pelo
carbonato de célcio, além de mostrar-se fortemente aderida ao fundo do Erlenmeyer,
formando uma espécie de crosta ou camada dura. Nestas 24 h o pH do meio diminuiu
de 8,6 até 8 e depois comecou a subir novamente de modo similar ao observado nos
ensaios sem mineral. Ao final do teste, as areias estavam efetivamente cimentadas,
formando torrdes de 1 a 3 cm de diametro, embora aglomerados maiores tiveram que
ser destruidos para poder retird-los do Erlenmeyer. Estes resultados, mostram a relacao
entre a diminuicdo do pH e a precipitagdo de carbonato de calcio, ja observadas nos
ensaios sem mineral, explicados sem ter em conta o papel dos graos de quartzo, pelo
Van Paassen (2009). Nestas amostras, a maior precipitagdo ocorreu decorridas 24 h,

tempo em que o pH diminuiu.

Similarmente aconteceu no bioensaio usando a linhagem de C. ammoniagenes, onde foi
observada a areia aglomerada e fortemente aderida no fundo do Erlenmeyer, porém, s
a partir do sexto dia do ensaio. Neste experimento, o pH diminuiu até 7,7, aumentando
posteriormente a partir do dia 3, atingindo um valor de pH em torno de 8 no dia 6, que
aparentemente foi a condi¢do que disparou a precipitacdo de carbonato de calcio
(Stocks-Fischer et al, 2009). O comportamento do pH nos ensaios usando esta cepa, foi
diferente daquele observado nos testes com B. cohnii e S. pasteurii 276 e 323, mas ao
final do teste as areias estavam efetivamente cimentadas, porém formando torrdes de

menor tamanho (~ 1 cm).

As areias dos experimentos com as culturas de L. sphaericus, S. ureae e B. lentus,
apresentaram uma cimentacdo fraca, que se perde agitando fortemente o Erlenmeyer.
Ao final do teste, s6 na areia tratada S. ureae, foi encontrado um precipitado creme

aglomerando alguns graos de quartzo. Nas areias dos ensaios usando as linhagens de L.
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sphaericus e B. lentus ndo foi observada cimentacdo dos graos, nem mudangas fisicas

apreciaveis.

As andlises por FTIR suportam os resultados das observa¢des macroscopicas,
identificando a presenga de carbonato de célcio pela banda de absor¢do em ~876 cm™,
mostrando as maiores intensidades desta, nas areias que apresentaram cimentacdao dos
graos, onde foram usadas as linhagens de S. pasteurii DSM 276 e 323, B. cohnii, com
menor intensidade nas areias tratadas com C. ammoniagenes, S. ureae L. sphaericus ¢

B. Lentus.

De modo geral, nas amostras de areia de quartzo biocimentadas ndo foi possivel definir
o polimorfo de carbonato de célcio, devido a pronunciada banda do quartzo em 780 cm’
' a qual apresenta superposi¢do com as bandas do carbonato em 745 cm™ ou 713 cm’,

correspondentes a vaterita e a calcita, respectivamente.

As areias produto dos ensaios com as cepas B. megaterium e S. pasteurii DSM 33 ndo
apresentaram evidencia de cimentacdo durante os 15 dias do bioensaio e,
consistentemente, nestes experimentos o pH diminuiu inicialmente até
aproximadamente 7,5 e depois aumentou pouco e lentamente, sem alcancar o pH de 8.
Este comportamento sugere que, embora houvesse precipitacdo de carbonato célcio, a
hidrolise da ureia ndo foi catalisada, e o carbonato precipitado permaneceu na forma de
complexos dissolvidos de carbonato e bicarbonato, de acordo com as coloca¢des do
Van Paassen (2009). Nas analises por FTIR, nestas amostras ndo foram identificadas

bandas de carbonato de calcio.

As areias com as cepas uréase negativa, nao apresentam cimentagdo dos graos, nem
mudancas fisicas aprecidveis, onde s6 as amostras tratadas com B. subtilis e B.
pseudofirmus mostraram um precipitado creme, sendo caracteristico que nestes ensaios

se atingiram os maiores pHs, com valores acima de 9.

Como ja foi mencionado, nas cepas uréase negativa, o comportamento do pH foi similar
aqueles dos ensaios usando as cepas uréase positiva que tiveram a menor precipitacao
de carbonato de calcio, observando-se as Unicas diferencgas no inicio dos experimentos
onde o pH ¢ mantido constante durante as primeiras duas horas, diminuindo
posteriormente até as 24 h, atingindo valores de pH em torno de 8, e no final, chegando
em valores em torno de 9.
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Os resultados sugerem, que nos ensaios usando linhagens uréase negativa, a
precipitacdo de carbonato comeca depois das 2h, enquanto que, naqueles com cepas
uréase positiva, comec¢a desde o inicio do experimento. Como nos ensaios em meio
liquido sem mineral, apesar de se manter o pH acima de 8, o carbonato de calcio
precipitado foi muito pouco para ser observado por FTIR, permanecendo

provavelmente na forma de complexo dissolvido (Van Paassen, 2009).

A presenca de areia de quartzo no bioensaio ndo significou variagdes importantes no
comportamento do pH das cepas uréase positiva. Nas cepas uréase negativa, houve uma
pequena diferenca, sendo que a diminui¢do inicial no pH foi mais pronunciada com
areia de quartzo. Além disto, a presenca da areia de quartzo fez com que o contetido de
carbonato de cdalcio nos ensaios fosse menor, evidenciando-se uma inibi¢do a
precipitacdo destes, nos experimentos usando culturas uréase negativa, especialmente as

de B. sphaeriucus e S. pasteurii DSM 33.

4.2.4 Selecao dos microrganismos para a continuidade dos estudos

Para fazer a selecdo dos trés microrganismos com a melhor capacidade para
bioprecipitar carbonato de calcio, foram analisados os resultados de pH, CaCO;
precipitado avaliado com base na quantificacdo e observagdes macroscopicas da
cimentagdo e as andlises mineralogicas usando FTIR, dos bioensaios sem e com o

substrato mineral areia de quartzo.

A partir destes resultados, foram selecionados trés (3) microrganismos, para continuar

com os estagios de bioensaios de solos e biocimentacdo de solos.

*  Sporosarcina pasteurii: as cepas 276 e 323 da S. pasteurii, apresentaram o melhor
desempenho na precipitacdo de carbonato de calcio em ambos experimentos, sem e
com substrato mineral. A hidrélise da ureia e a precipitagdo do CaCOs com este
microrganismo, comegou rapidamente, desde o inicio dos ensaios, a diferenca de

outros microrganismos que tardaram até 9 dias para precipitar carbonato de célcio.

Foi o microrganismo com maior precipita¢do de carbonato de calcio nos ensaios em
meio sem substrato mineral (70%-80%) e foi dos poucos que precipitou calcita
(além de a B. cohnii), o polimorfo mais estdvel do carbonato de célcio e que

poderia ser o polimorfo de maior interesse do ponto de vista da obtencdo do
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biocimento para a melhora nas propriedades do solo. Por outra parte, este
microrganismo tem sido utilizado em muitas pesquisas de MICCP e por isso, sua
cinética e outras caracteristicas tem sido amplamente estudadas. Para este estudo

foi selecionada a cepa DSM 323.

*  Bacilus cohnii: este microrganismo também apresentou bom desempenho em todos
os bioensaios preliminares de triagem. A precipitagdo de carbonato de célcio no
ensaio sem mineral comecou nas primeiras horas do ensaio, atingindo uma
precipitacdo de 40% de CaCOs, e precipitou calcita. Até agora, este microrganismo
tem sido usado na remediagdo do concreto (Jonkers, 2007), mas nao tem sido

utilizado para aplica¢des em solos.

*  Corynobacterium ammoniagenes: € um microrganismo que apresentou bom
desempenho nos bioensaios preliminares de triagem, mas que, noentanto, tem alta
atividade uréase, por exemplo, maior que a B. lentus, ele ndo tem sido reportado na
literatura para a MICCP. Seu uso nesta pesquisa e os resultados obtidos, seria uma

contribui¢do importante para os avances da MICCP por hidrélise da ureia.

Neste estudo ndo foram selecionados microrganismos uréase negativa, devido ao

seu fraco desempenho sob as condig¢des definidas no triagem.

4.3 BIOENSAIOS DE SOLOS- NiVEL DE ERLENMEYER (SOLOS EM
SUSPENSAO)

A fim de avaliar a influéncia da mineralogia dos solos na MICCP, os bioensaios de
solos foram desenvolvidos em Erlenmeyer, com solos em suspensdo (10% solo — 90%

meio liquido).

Foram utilizados trés solos: areia, caulim e bentonita e trés microrganismos escolhidos
do triagem preliminar: S. pasteurii (DSM 323), B. cohnii e C. ammoniagenes, cepas
uréase positiva, usando as condi¢des de cultura e do bioensaio descritas na Tabela 3-2,

utilizando ureia e cloreto de calcio como solu¢do de cimentagdo, numa concentragao

0,25 M.

Adicionalmente, durante os ensaios foi medido o teor de calcio em solugdo, variavel
que nao foi medida nos bioensaios de triagem. Em continuidade sdo apresentados os

resultados destes bioensaios formais.
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4.3.1 Caracterizacdo macroscopica das amostras depois do processo

Nos bioensaios com os trés microrganismos, foi possivel observar, nas amostras de
areia de quartzo e de bentonita, precipitados de cor creme associados a carbonato de
calcio. Nas areias de quartzo o efeito da MICCP ¢ observado na formagao de torrdes de
areia aglomerada de 2-3 cm, devido a precipitagdo de carbonato cimentando os graos de

quartzo (Figura 4-19A).

Figura 4-19. Evidéncia visual da cimentagcdo da areia biotratada com S. pasteurii. A) torrdes de
areia biocimentada com o CC bioprecipitado. B) cristais finos de CC precipitados na amostra de areia e
peneirados pela peneira #200. C) amostra de areia biotratada com S. pasteurii. D) amostra controle
negativo. Nota: controle negativo: areia com meio VP+ureia/CaCl, e sem microrganismo.

Outra parte do carbonato precipitado foi observada como cristais finos passando na
peneira #200 (Figura 4-19B), misturados com a amostras de areia (sem cimentar os
graos), fazendo com que a amostra mude da cor branca paraa creme (Figura 4-19C). Nas

amostras dos experimentos controle os graos de areia permaneceram desagregados, sem

mudangas aparentes (Figura 4-19D).

Nas amostras de bentonita (Figura 4-20) do mesmo jeito que nas amostras de quartzo,
foi evidente a precipitagdo de carbonato de calcio como graos de hédbito lamelar, de
varios milimetros de comprimento e poucos milimetros de espessura (Figura 4-20 C),
assim como graos pequenos entre ou sob os aglomerados de bentonita (Figura 4-20 A),
mostrando uma aparente textura mosqueada de carbonato de céalcio numa matriz de

bentonita.
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Figura 4-20. Evidéncia visual da cimentagdo da bentonita biotratada e comparagdo com o
controle negativo. A) bentonita biotratada com B. cohnii, com textura mosqueada pela precipitagdo de
CC. B) amostra de bentonita controle C) bentonita com CC de habito lamelar.

Também foi possivel observar a formagao de agregados na bentonita biotratada (Figura
4-20 A) e a auséncia total destes na amostra de bentonita do controle abidtico (Figura
4-20 B). Além disto, foi possivel perceber que as amostras tratadas biologicamente
secaram ao ar em aproximadamente cinco dias, mostrando uma textura terrosa, porém
aquelas sem tratamento permaneciam Umidas apos esse tempo, mostrando uma textura

de dessecagao tipica (Figura 4-21).

Amostra-bentonita-C.
Bentonita controle ammoniagenes

Figura 4-21. Secagem das amostras de bentonita depois de 5 dias. A amostra controle ainda com
umidade, enquanto que a amostra de bentonita biotratada ¢ observada seca e com textura terrosa.

As diferencas observadas entre as amostras da bentonita controle ¢ a biotratada, em
relacdo com a agregacao das particulas e a umidade, podem ser atreladas a diferencas na

succao como consequéncia do tratamento microbiologico.

Nas amostras de caulim, macroscopicamente ndo foram observadas evidéncias de

precipitacdo ou cimentagdo, apos a submissdo ao processo bioldgico (Figura 4-22).
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\\

. Amostra caulim-S.
Controle-catlim pasteurii

Figura 4-22. Comparagdo amostras de caulim depois do tratamento. Amostra controle caulim e
amostra caulim biotratada com S. pasteurii, sem evidencia de cimentagéo.

4.3.2 Comportamento do pH do meio liquido

v Amostras biotratadas: A Figura 4-23, apresenta o comportamento do pH durante
os 15 dias dos bioensaios usando areia de quartzo, caulim e bentonita em suspensdo e
biotratados com S. pasteurii, B. cohnii e C.ammoniagenes, incluidos os controles
negativos. Nesta figura pode se observar, de forma geral, que o comportamento em
todos os experimentos quanto ao pH ¢ similar com pequenas variagdes entre os
experimentos usando minerais diferentes, mostrando uma queda inicial nos primeiros
dias, depois da qual o pH aumenta até atingir valores médios em torno de 8 (similar ao
observado nos experimentos de triagem) até o final dos experimentos. Na areia de

quartzo o comportamento foi diferente, com pH quase constante entre as 24 h e o dia 6.

Fica evidente a partir dos resultados de pH em todos os experimentos, que existe um
efeito claro dos microrganismos quando sdo comparados os dados com os experimentos
de controle negativo (abitdtico). Observa-se nos resultados das amostras controles uma
pequena queda no pH com o tempo, chegando até o valor de estabilidade em torno de 8,

e ndo se observa a queda inicial evidente nos experimentos usando microrganismos.
As diferencas entre os experimentos com os diferentes minerais sdo explicadas a seguir:

Nas amostras dos ensaios usando a areia de quartzo (Figura 4-23A), a partir das duas
horas, o pH diminui rapidamente até o dia 1 (24 h) atingindo um pH~ 7,7, sendo que
depois continua quase constante entre o dia 1 e o dia 6, depois do qual aumenta
rapidamente até o dia 9, e se mantém praticamente estavel em pH ~8,2 até o final do

experimento. Vale a pena notar que nestes experimentos, entre o dia 1 e o dia 6, o pH
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do meio liquido ¢ muito perto ao PCZ da areia (7,9). Nos experimentos usando a
linhagem de B. cohnii, o aumento do pH comeca mais rapido (dia 3), mas ¢ menos

pronunciado do que nos ensaios com as outras duas cepas.

pH Areia de quartzo

8
—— §. Pasteurii
, -~ - B.cohnii
~® Cgmmoniagenes
—— Controle areia
6
i : 6 9 12 15
tempo (dias)
Caulim :
pH
9
8

—*—§. Pasteurii
7 -~ - B.cohnii

~ % C. ammoniagenes

— = Controle caulim

6
0 3 6 9 12 15
tempo (dias)
i c
pH Bentonita
9
8 ...............................
NN —*—S. Pasteurii
7 - - B.cohnii
% C. ammoniagenes
— = Controle bentonita
6

0 3 6 9 12 15
tempo (dias)

Figura 4-23. Comportamento do pH no tempo, dos bioensaios de solos em suspensdo. Nota: A)
areia, B) caulim e C) bentonita.
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Chama a atencdo que nestes ensaios o pH ndo aumentou depois do dia 1, como foi
observado nos ensaios do triagem, possivelmente devido a algum efeito como
consequéncia de que nos ensaios de triagem ndo houve controle de pH no inicio.
Também, a ordem para a preparagdo dos experimentos foi um pouco diferente, sendo
que no triagem, ao meio de cultura foi agregado o mineral, seguida pela linhagem, para
finalmente agregar a ureia e o calcio, ja nos ensaios deste item, inicialmente ao meio de
cultura foi agregado a ureia, o calcio e o mineral, entdo o ajuste de pH foi feito e
finalmente foi adicionado o microorganismo. Aparentemente estas pequenas mudangas
no procedimento alteraram incipientemente o comportamento quanto ao pH dos
experimentos, porém aparentemente este fato ndo fez com que a precipitagdo de
carbonato de célcio fosse afetada, o que ¢ evidente nos resultados dos controles
positivos que serdo apresentados posteriormente. Isso indica que aparentemente o pH
por si s6 ndo ¢ condicionate para determinar a capacidade para a precipitagdo de

carbonato de calcio, assim como foi sugerido por Van Paassen (2009).

Nos ensaios usando o caulim (Figura 4-23B) o pH diminui rapidamente até o dia 1 (24 h)
onde ¢ observado um pH ~7,5, valor um pouco menor do que aquele observado para os
experimentos onde foi usada a areia de quartzo, depois do qual este aumenta lentamente
até o dia 9, e ¢ mantido praticamente estdvel em pH ~8, até o final do experimento.
Novamente, ¢ observado, que nos experimentos usando a linhagem de B. cohnii, o
aumento do pH comeca mais rapido, mas € menos pronunciado do que nos ensaios com

as outras duas cepas.

Nos testes usando a bentonita (Figura 4-23C) o pH diminui rapidamente até o dia 3 (72
h), atingindo valores diferentes para os experimentos com as diferentes linhagens, com
valores em torno de 7,55, 7,45 e 7,25 para os experimentos com C. ammoniagenes, S.
pasteurii € B. cohnii, respectivamente, mostrando os menores valores de todos os
experimentos, se comparados os trés minerais. Depois desta queda, o pH aumenta
rapidamente nos experimentos usando B.cohnii e mais lentamente naqueles com S.
pasteurii e C. ammoniagenes, até o dia 9, tentando se estabilizar em pH~8,1 até o final
do experimento. A partir dos resultados de pH, aparentemente o comportamento ¢
diferente nos ensaios usando a cultura de C. ammoniagenes, onde o pH diminui s6 até
no dia 1(24 h) com um pH~ 7,6, e depois aumenta lentamente até o dia 12, alcangando

pH um pouco maior, em torno de 8,4.
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O comportamento geral do pH foi semelhante no caulim e na bentonita, e foi diferente
na amostra de areia, que apresentou pH quase constante entre as 24 h e o dia 6. Este
comportamento poderia estar relacionado com o ponto de carga cero, que no caso da
areia ¢ de PCZ=7,9, e os pHs do meio liquido estiveram sempre pertos a este valor (pH
entre 7,7 e 8,2). Entanto que, na bentonita e o caulim, os valores de pHs do meio liquido

estiveram bem acima do PCZ destes solos, PCZ=6,2 na bentonita e PCZ=2,7 no caulim.

Com este comportamento do pH, e levando em conta que a diminui¢do do pH no inicio
do ensaio marca o inicio da precipitagdo de carbonato de calcio (Van Paassen, 2009), ¢
esperado que nos resultados das medi¢des do cdlcio em solugdo, as duas horas seja
refletido o esgotamento de calcio. Vale a pena notar que no geral ndo houve grandes
diferencas entre os resultados dos ensaios usando as diferentes culturas para cada

mineral.

v Controles sem microrganismos: 0s controles negativos ou abidticos, indicaram
em todos os casos, que definitivamente os ensaios bidticos estavam ativos, ja que em
todos eles o pH diminui ligeiramente desde o inicio até o final do experimento (o menor
valor de pH foi de 8), em contraste, com a rapida diminui¢do do pH em todos os
bioensaios, entre as duas horas (2h) e o dia 3, sendo 7,2, o menor valor de pH. Vale a
pena notar que para o caso dos ensaios abidticos usando caulim, o pH mostra valores
menores do que aqueles observados para os experimentos com quartzo e bentonita (os

quais apresentam um comportamento praticamente idéntico).

v Controles sem mineral: o comportamento do pH nos controles positivos, usando

S. pasteurii, B. cohnii e C. ammoniagenes, ¢ apresentado na Figura 4-24.

Nestes experimentos o pH diminui rapidamente a partir do inicio do experimento (pH
de 8,5) at¢ o dia 3 com pH de 7,7, 7,6 e 7,4, nos ensaios com S. pasteurii, C.
ammoniagenes € B. cohnii, respectivamente. A partir desse momento ele volta
rapidamente a aumentar até atingir um pH de 8,3, quase o pH inicial, depois de 15 dias.
Este comportamento ¢ similar aquele observado para os ensaios com minerais, porém
com algumas diferengas, como a que o pH no dia 1 ¢ maior do que aquele observado na
maioria dos ensaios com microrganismos € a queda e posterior aumento no pH dos
controles positivos foi quase sempre posterior aquele observado nos ensaios com
microrganismos, com exce¢do dos experimentos usando as linhagens de B. cohnii e S.

pasteurii em bentonita.
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Figura 4-24. Comportamento do pH — tempo nos controles positivos usando S. pasteurii, B.
cohnii e C. ammoniagenes. Nota: ensaios sem substrato mineral.

4.3.3 Comportamento do calcio em solucio.

A solucdo de cimentagdo fornecida em todos os experimentos, tem como fonte de calcio
o cloreto de célcio (CaCly) 0,25 M, que corresponde a uma concentragdo de calcio

inicial de ~10000 mg/1.

Os valores de célcio em solugdo, correspondente ao tempo Oh posteriormente a adicao
do mineral, foram diferentes para os trés bioensaios, usando os diferentes substratos
minerais, ¢ sempre menores que 10000 mg/l, sendo que para os experimentos com a
areia de quartzo 9931 mg/l, para os experimentos com o caulim 9209 mg/l e 8996 mg/1
para aqueles com bentonita, indicando que aparentemente se deu uma incipiente
precipitacdo de carbonato de cdlcio, diferente para cada substrato mineral ainda no
inicio do processo ou possivelmente uma parte do célcio foi utilizado no inicio para

troca catidnica.

A Figura 4-25 mostra o comportamento no tempo da percentagem de calcio no meio
liquido, para os diferentes substratos minerais, onde A) areia de quartzo, B) caulim e C)
bentonita, biotratados com cepas de S. pasteurii, B. cohnii e C. ammoniagenes,
incluidos os controles negativos. A percentagem de célcio foi calculada a partir das
medigdes do célcio em solugdo a cada tempo, em relagdo com a concentragdo inicial de

calcio.
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Figura 4-25. Calcio em soluciao nos bioensaios de solos em suspensdo. Nota (A) Areia, (B)
Caulim, (C) Bentonita.
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De maneira detalhada, pode-se descrever o processo assim: depois de duas horas, 6
calcio em solug¢do no meio liquido em quase todos os experimentos ¢ aproximadamente
85% do calcio total, a exce¢do dos bioensaios com C. ammoniagenes no caulim (93%
de Ca®" disponivel) e na bentonita (73% de Ca®*" disponivel). Isto indica que passadas
duas horas, 15% do Ca’" foi removido do meio liquido, ¢ foi utilizado para a
precipitacdo de CaCO; em todos os bioensaios com areia de quartzo e nos bioensaios
com S. pasteurii ¢ B. cohnii, no caulim e na bentonita. E evidente também que nas
amostras com C. ammoniagenes, o Ca*" utilizado nas primeiras 2 h depende do
substrato mineral, sendo que nos experimentos com o caulim apenas precipita 3%, nos
do quartzo em torno de 14%, e naqueles com bentonita 27%. Posivelmente, no inicio do

experimento, uma parte do célcio poderia ter sido usado em troca cationica.

As 24 h (dia 1), o Ca** em solugdo, diminui rapidamente em todos os bioensaios
utilizando S. pasteurii € B. cohnii e diminui ligeiramente nos bioensasios com C.
ammonigenes. Nos bioensaios utilizando S. pasteurii e B. cohnii, a percentagem
disponivel de Ca®", depende do substrato mineral: 24% no caulim, 30% nas amostras de
quartzo e na bentonita, vé-se uma diferencia entre as duas cepas, com 17% disponivel
nos ensaios com S. pasteurii ¢ 26% disponivel nos ensaios com B. cohnii. Nas amostras
com C. ammoniagenes, o Ca>" disponivel no dia 1 é de 57% na areia de quartzo, 63%
no caulim e 46% na bentonita, mostrando que os bioensaios com C. ammoniagenes,
foram mais lentos em comparacdo com as outras linhagens. Ja no dia 3, o conteudo de
calcio disponivel é inferior a 1000 ppm (10% de Ca’" em solugdo) em todos os
bioensaios, exceto nas amostras de bentonita biotratadas com C. ammoniagenes, com
uma percentagem de Ca*" disponivel de 14%. De forma geral pode-se assegurar que 0s

ensaios usando C. ammoniagenes, sempre foram mais lentos.

J& nos controles, a concentragdo de célcio no meio liquido ¢ mantida numa média de
96%, durante todo o processo. Este comportamento suporta o fato da precipitagdo de
carbonato ser principalmente devida a agdo dos microrganismos € ndo uma simples

precipita¢do quimica.

O comportamento descrito confirma que no meio existem cations de calcio disponiveis
para se ligar aos carbonatos e precipitar até¢ 72 h (dia 3) depois do inicio do tratamento.

Ap0s este tempo, o calcio disponivel ¢ inferior a 10%. Portanto, a MICCP nos solos
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estudados, ocorre principalmente nos primeiros trés dias do tratamento. Isto, para um

sistema com um Unico fornecimento de microrganismos e reagentes.

Finalmente, pode se concluir que, embora existam pequenas diferengas entre os ensaios,
aparentemente, de modo geral, ndo sdo evidentes grandes diferencas entre os resultados

usando diferentes minerais.

4.3.4 Comportamento do oxigénio dissolvido no meio liquido.

A Figura 4-26, apresenta o comportamento do oxigénio dissolvido na solu¢@o, durante os
15 dias, nos bioensaios com areia de quartzo, caulim e bentonita, biotratados com

S.pasteurii, B. cohnii e C.ammoniagenes, incluidos os controles negativos.

O oxigénio dissolvido na solugdo apresenta uma queda significativa as primeiras 24 h,
em todos os substratos minerais, sendo que na areia e o caulim, o oxigénio esta abaixo
de 1 mg/l e na bentonita estd entorno de 2 mg/l. O consumo de oxigénio pelos
microrganismos ¢ utilizado para a respira¢do celular, e consequente geracao de CO,
(Rodriguez-Navarro et al., 2012; Anbu et al., 2016), sendo que este aumento do CO,
favorece a precipitacdio do carbonato de cdlcio, devido ao aumento do carbono
inorganico dissolvido (CID) na solugdo, um dos fatores necessdrios para a
carbonatogénese (Castanier et al., 1999). Se espera que neste periodo, desde as duas

horas até o sexto dia, ocorra a maior precipitagao de carbonato de célcio.

A partir do sexto dia, ¢ observado o aumento do OD novamente, que ¢ interpretado
como o comeco da morte celular, evidenciado devido a que ndo tem consumo de
oxigénio pelos microrganismos, pelo que o OD na solugdo volta a seu valor inicial, no
dia 12. Devido a isso, a concentracdo de oxigénio ¢ considerada uma medida indireta da

biomassa (Doran, 1998).

E observado que nos ensaios usando a linhagem de C. ammoniagenes o consumo de

oxigénio ao inicio do experimento ¢ mais lento do que nos outros microrganismos.

Por outro lado, nos controles, a auséncia de microrganismos faz com que o OD
permaneca quase constante durante os 15 dias, em seu valor inicial de 6,5 mg/l. Mais
uma vez, verifica-se que o processo ¢ um processo de MICCP e ndo um processo de

precipita¢do quimica.
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Figura 4-26. Comportamento do OD, oxigénio dissolvido
suspensdo. A) Areia, B) Caulim, C) Bentonita.
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4.3.5 Analise comportamento do pH, calcio em solu¢io e oxigénio dissolvido

O comportamento geral do pH em todos os experimentos foi: na primeira etapa do
processo uma diminui¢do tentando atingir um pH ligeiramente alcalino e uma segunda
etapa com aumento do pH e posteriormente poucas variagdes, tentando se estabilizar no

pH do inicio.

v Amostras sem mineral: nas amostras sem substrato mineral, no processo de
precipitagdo de carbonato de calcio, sdo observadas as duas etapas descritas por Van
Paassen (2009). A primeira, uma diminui¢do rapida do pH nas primeiros 72 h (3 dias),
desde pH~ 8,5 até um pH ligeiramente alcalino (pH~ 7,7), a segunda etapa, um aumento
do pH, comecando no dia terceiro até atingir um pH~8,3, quase o pH inicial, aos 15
dias, tempo onde, ainda ndo parece ter estabilizado. Estes resultado sugerem que o
processo de precipitagdo ocorre desde o inicio do experimento e a partir das 72 h (dia 3)

o célcio ¢ esgotado.

v Amostras com substratos minerais: os bioensaios com diferentes substratos
minerais, apresentaram diferencas nos tempos de diminui¢do e aumento do pH e nos
valores atingidos, e diferencas, ndo tdo apreciaveis, no célcio disponivel e no oxigénio
dissolvido. A Figura 4-27, mostra o comportamento pH e calcio disponivel, nos

bioensaios como os trés substratos minerais, onde pode se observar o seguinte:

* No solo predominantemente composto de quartzo areia, o pH diminui ligeiramente
desde o inicio do experimento até as 2 h, sugerindo o inicio da precipitagdo de
carbonato de calcio. A grafica do célcio em solug¢@o, mostra uma disponibilidade de
calcio do 86% as 2h. Depois, ocorre uma diminuicao rapida do pH até as 24 h, que
¢ refletida no consumo do célcio, de modo que entre as 2h e 24 h foi retirado do
meio liquido 71% do célcio, e consequentemente precipitado carbonato de célcio,
nos ensaios usando as linhagens de B. cohnii e S. pasteurii. Mais do 50% do célcio
foi precipitado as primeiras 24 h. Do dia 1 (24 h) até o dia 3 (72 h), o pH ¢ quase
constante e ¢ precipitado 24% de calcio adicional, faltando apenas 5% por
precipitar. O célcio ¢ esgotado praticamente 4s 72 h, e a partir deste momento o pH
sobe novamente. Nos bioensaios com a C. ammoniagenes, a precipitacdo do
carbonato ¢ mais lenta, porém 4s 72 h, resta 0 mesmo contetudo de calcio na solugdo

do que nos ensaios usando os outros microrganismos (~6%). O comportamento do
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oxigénio dissolvido (Figura 4-26 A), mostra 0 maximo consumo de oxigénio pelos

microrganismos nas primeiras 24 h (menor de 1 mg/1).
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w% -\ s ®- C. ammoniagenes
7 b
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A. Comportamento do pH e o Ca?* nas amostras de areias de quartzo.
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B. Comportamento do pH e o Ca?* nas amostras de caulim.
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Figura 4-27. Comparagio comportamento pH e Ca®" disponivel no meio. A) areia de quartzo, B)
caulim, C) bentonita.

* No solo predominantemente composto de caulinita, o pH diminui rapidamente nas

primeiras 24 h e imediatamente sobe de novo o que ¢ interpretado como uma maior
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taxa na hidrolise da ureia e uma maior geracdo de NHy no caulim que no quartzo,
onde o aumento do pH inicia as 72 h, porém no comportamento do esgotamento do

calcio estas diferencgas nio sdo percebidas.

* No solo predominantemente composto de montmorilonita, na amostra com C.
ammoniagenes, o pH diminui rapidamente nas primeiras 24 h, e, nos bioensaios
com B. cohnii e S. pasteurii, o pH diminui até¢ o dia 3 (72 h). No entanto, no
comportamento do esgotamento do célcio estas diferencas ndo sdo significativas,
sendo que s6 nos testes usando a linhagem de C. ammoniagenes em bentonita, as
72 h ainda tem 14% de célcio disponivel em solucdo. Estes dados concordam com
o comportamento do oxigénio dissolvido nos ensaios com a linhagem de C.
ammoniagenes, que tardou, nos ensaios usando bentonita, mais 24 h do que as

outras cepas em iniciar a morte celular.

No resumo, as principais diferencas no esgotamento do célcio, nos trés substratos
minerais, foram observadas as 24 horas; na bentonita foi removido 71% enquanto que
no caulim e na areia, foram semelhantes, ~62% de calcio removido. Porem, passadas 72

h do inicio do experimento, as diferencas nao foram aprecidveis.

Nos controles, foi observada uma ligeira diminui¢do do pH e do cdlcio disponivel no
tempo, mas estes permaneceram quase constantes durante os 15 dias. A diminui¢ao do
calcio possivelmetnte foi debida a sua utilizacdo para troca cationica e/ou € possivel que
nas amostras abidticas o célcio tente se nuclear e precipitar incipientemente carbonato
de célcio, mas existe uma grande diferenca nos ensaios usando microrganismos, onde a
reagdo de precipitagdo ¢ catalisada, precipitando praticamente todo o calcio em solugdo

como carbonato de calcio.

4.3.6 Caracterizacio mineralogica do precipitado nos controles positivos

Nos controles positivos (sem mineral) da S. pasteurii, B. cohnii e C. ammoniagenes,
houve precipitacdo de um soélido branco, presumivelmente carbonato de calcio, que foi

analisado por FTIR e SEM/EDX.

4.3.6.1 Analises por FTIR

A Figura 4-28, apresenta os resultados do FTIR para o precipitado dos controles

positivos com as cepas S. pasteurii, B. cohnii e C.ammoniagenes.
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Figura 4-28. FTIR controles positivos (sem mineral). Nota: presenca de carbonato de calcio
cristalino (CCv,) em ~876 cm™ e carbonato de célcio amorfo (ACC). V: vaterita, C: calcita.

Nos trés espectros, observa-se a presenca de uma banda de absor¢do de maior
intensidade em ~876 cm™, que corresponde a carbonato de calcio cristalino (CC), modo
de vibragdo v,. Também observa-se a presenca da banda especifica e caracteristica do
polimorfo vaterita (V) em 745 cm™ (Vvy), e outras tipicas dos carbonatos de calcio em
1086 ¢ 1074 cm™ (Vv)) e na regido entre 1410 cm’ e 1470 cm™ (Vs € Vivs,), sendo
que estas ultimas sdo também interpretadas como devidas a presenca de carbonato de

calcio amorfo estavel (ACC) (Addadi et al., 2003).

E importante notar que também se identificou calcita (C), evidente mediante a banda
bem definida em Cvs4 ~712 cm’, unicamente na amostra do precipitado do ensaio
usando a linhagem de B. cohnii, apresentando maior intensidade do que a banda da
vaterita em 745 cm™ (Vvy), sendo que esta ultima banda (Vv,) na B. cohnii é de menor
intensidade do que nas amostras provenientes dos ensaios usando as linhagens de S.
pasteurii ¢ C. ammoniagenes. Uma banda muito pequena (quase insinuada) de calcita
(em 849 cm™) (Trushina et al.,, 2014), é observada nos espectros usando as cepas de B.

cohnii e S. pasteurii.
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4.3.6.2 Analises MEV/EDX

Do precipitado dos controles positivos, foram preparadas se¢des polidas e observadas
no MEV e foram feitos andlises microquimicos pontuais com EDX. As imagens obtidas

revelaram que nos trés precipitados foi detectada a presenga de carbonato de célcio.

Na Figura 4-29 sdo apresentadas imagens do precipitado pela S. pasteurii € o B. cohnii,
onde se observam carbonatos de célcio com tamanhos entre 60 e 300 um, assim como

também graos de forma esférica com tamanhos menores de entorno de 20 wm.

Spectrum 2

e e 7 05 1 15 2 25 : 45
+7200-wm ¢ 3 3 Bl [Full Scale 19203 cts Cursor: 3.075 (696 cts) keV]

a) CC precipitado na amostra com

" b) Composicdo quimica da cruz vermelha
S. Pasteurii

da imagem (a)

Spectrum 2

Full Scale 41916 cts Cursor: 2.541 (2022 cts) ke’
c) CC precipitado na amostra d) Composi¢do quimica da cruz vermelha
com B. cohnii da imagem (c)

Figura 4-29. Imagens no MEV do CC bioprecipitado nos bioensaios com S. pasteurii € B. cohnii
(imagem SE, em 200X). a) CC precipitado pela S. pasteurii, com tamanhos entre 60 ¢ 280 um. b) EDX
pontual mostrando a presenga dos elementos Ca, C e O na amostra. d) CC precipitado pela B. cohnii, com
tamanhos entre 100 -300 um d) EDX pontual mostrando a presenca dos elementos Ca, C e O na amostra.

Na Figura 4-30 sdo apresentadas imagens do precipitado nos ensaios usando a linhagem
de C. ammoniagenes onde se observaram carbonatos de calcio com tamanhos ao redor

de 40 wm, de forma esférica e outros de até 240 wm. O mapa composicional de

elementos (EDX) mostra a presenca principalmente de carbonato de calcio, evidente
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pela imagem de calcio (laranja). Vale a pena mencionar que nao foi detectada a

presenca de outros elementos diferentes além do Ca, nas amostras analisadas.

kv Sigr EHT =10.00 kV' Signal A =NTS BSD D
=85mm  FilamentAge= 27.59 Hous Mag= 200X H WD=85mm  FilamentAge = 2758 Hours Mag= 200X

OKat

Figura 4-30. Imagens no MEV do CC bioprecipitado nos bioensaios com C. ammoniagenes. a)
imagem SE, em 200X, do CC com tamanhos entre 40 e 240 um. b) imagem BSE, em 200X. c)Mapa
composicional de elementos obtido por EDX.

4.3.7 Solos biotratados por MICCP

4.3.7.1 Analises por FTIR

A Figura 4-31 mostra os resultados do FTIR da amostra proveniente dos ensaios usando
o controle da areia de quartzo (linha pontilhada) e biotratadas usando as linhagens de S.

pasteurii, B. cohnii e C. ammoniagenes.

Nos espectros das areias de quartzo biotratadas ¢ evidente a presenca de bandas de
absor¢do correspondentes a quartzo (Q), além de bandas de absor¢do associadas ao
carbonato de célcio em estado cristalino (CCvs, 876 cm™) e amorfo (ACCvs, entre 1420
cm™” ¢ 1480 cm™), (Van der Marel e Beutelespacher, 1976; Andersen e Brecevics,1991),
que ndo foram identificadas no espectro da areia controle, como era de se esperar. Além
disto, nas amostras provenientes dos ensaios com areia de quartzo tratada com culturas
de S. pasteurii e C. ammoniagenes, foram observadas bandas de absor¢do de baixa
intensidade na regido entre 700 — 750 cm™, interpretadas como devidas a banda

absorcdo vy tipica da calcita (Van der Marel e Beutelespacher, 1976).
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Figura 4-31. FTIR da areia de quartzo biotratada usando MICCP. Nota: ACC: carbonato de calcio
amorfo, CC: carbonato de célcio cristalino, Q: quartzo.

Nas amostras de areia de quartzo biotratadas, a maior intensidade das bandas de CC e
ACC e consequentemente a maior quantidade de CC precipitado, foi observada nas

amostras provenientes dos ensaios usando a linhagem de S. pasteurii.

Devido a pronunciada banda de absorgdo do quartzo em 780 cm™, ndo foi possivel
observar nos espectros da areia de quartzo biotratada, as bandas de CCv, em 745 cm’™
ou 713 cm’ correspondentes a vaterita e a calcita, respectivamente. No entanto, foi
retirada uma amostra do so6lido de grao fino que foi precipitado na areia e fez-se uma
analise por FTIR (Figura 4-32). Os espectros FTIR, do precipitado de cor creme na
amostra de areia de quartzo, presentaram bandas de absor¢do correspondentes a vaterita
(na areia biotratada com as cepas de B. cohnii e S. pasteurii) (Vvs, 745 cm™) e bandas
de absorgdo correspondentes a vaterita (Vvsy, 746 cm™) e calcita (Cvs, 712 cm’™), na

areia de quartzo tratada com a cultura de C. ammoniagenes.
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Figura 4-32. FTIR do precipitado de grao fino nas amostras de areia. Nota: ACC: carbonato de
calcio amorfo, CC: carbonato de célcio cristalino, Q: quartzo, V: vaterita, C: calcita.

Estes resultados mostram que o polimorfo precipitado mudou aparentemente pela
presenga do mineral no meio. Deste jeito, no bioensaio usando B. cohnii (sem mineral)
precipitaram calcita e vaterita, no entanto que nos ensaios com substrato mineral de
quartzo precipitou unicamente vaterita. Por outro lado, nas amostras provenientes dos
bioensaios usando C. ammoniagenes (sem mineral) precipitou principalmente vaterita,
sendo que nestes mesmos usando substrato mineral foi identificada a presenca de

calcita.

A Figura 4-33 mostra os resultados do FTIR das amostras usando o controle caulim
(linha pontilhada) e biotratadas com as cepas de S. pasteurii, B. cohnii e C.
ammoniagenes. Em todos os espectros de caulim biotratado e o controle, foram
observadas bandas do quartzo (Q) e da caulinita (K), além de que sdo evidentes bandas
de absorcdo correspondentes a carbonato de calcio em estado cristalino (CCv,, 876 cm’
" e amorfo (ACCvs, entre 1420 cm™ e 1480 cm™), ndo sendo possivel identificar o
polimorfo de CaCOs3 bioprecipitado, devido seguramente a superposi¢cao das bandas de
absorc¢do da caulinita com as bandas caracteristicas destes polimorfos do carbonato de

célcio, entre 700 e 750 cm™ (CCvy).
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Figura 4-33. FTIR do caulim bio-tratado usando MICCP. Nota: ACC: carbonato de calcio amorfo,
CC: carbonato de calcio cristalino, Q: quartzo, K: caulinita.

No intuito de identificar o polimorfo de carbonato de célcio presente, foi retirada uma
pequena amostra do solido de grdo fino, o qual precipitou nas paredes do Erlenmeyer, e
fez-se uma andlise por FTIR. Os resultados fizeram possivel evidenciar nos espectros
bandas de absorc¢do correspondentes & vaterita nas amostras de caulim tratado com B.
cohnii e S. pasteurii (Vva, 745 cm™) e bandas de absorgdo correspondentes a vaterita

(Vvs, 746 cm™) e calcita (Cvs, 713 cm™) no caulim tratado com a cepa de C.

ammoniagenes.

A Figura 4-34 mostra os resultados do FTIR das amostras usando bentonita controle e
biotratadas com as culturas de S. pasteurii, B. cohnii ¢ C. ammoniagenes. Os espectros
das amostras dos ensaios usando bentonita com tratamento € do controle sdo idénticos,
mostrando as mesmas bandas de montmorilonita (M), misturada com quartzo (Q),

caulinita (K) e um sinal em 1460 cm™, interpretado como correspondente a carbonato
de calcio (CCws).
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Figura 4-34. FTIR da bentonita biotratada usando MICCP. Nota: CC: carbonato de calcio cristalino,
V: vaterita, M: montmorilonita, Q: quartzo, K:caulinita.

Em todos os espectros das amostras usando bentonita biotratada por MICCP aparece
uma banda de absorc¢do correspondente ao carbonato de calcio em estado cristalino
(CCvy, 876 cm™). Este sinal de CCv, (876 cm™) ¢ insinuado incipentemente no
espectro da amostra de bentonita controle, mas nas amostras biotratadas, as bandas de
absor¢do sdo claramente maiores. Uma nova banda de absorc¢do interpretada como
devida ao carbonato de cdlcio ¢ incipientemente insinuada s6 nos espectros das
amostras com bentonita biotratada em 747 cm™, tipica da ocorréncia de vaterita (Vv),

permitindo supor que o polimorfo precipitado nas amostras usando a bentonita ¢ este.

Do mesmo jeito do que nas outras amostras dos outros ensaios, foi retirada uma amostra
do solido de grao fino precipitado nas paredes do Erlenmeyer nos ensaios com bentonita
biotratada para fazer uma analise por FTIR. Estes espectros evidenciaram a presenga de
bandas de absor¢io correspondentes a vaterita (Vivs, 745 cm™) e calcita (Cva, 713 cm™),

nas amostras de bentonita tratada com os trés microrganismos utilizados.
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No resumo, nos bioensaios sem substrato mineral, precipitou vaterita com todos os
microrganismos, porém, na amostra produto dos ensaios usando a linhagem de B.
Cohnii foi identificada principalmente calcita. Nos bioensaios utilizando substratos
minerais, o polimorfo de CC identificado em todos os espectros foi a vaterita, fase
metastavel do CC, mas houve diferencas na precipitagdo ou ndo da calcita. Nas
amostras usando a areia de quartzo e caulim, foi precipitada calcita unicamente nos
bioensaios com C. ammoniagenes, enquanto que, nas amostras com bentonita precipitou

calcita com todos os microrganismos utilizados.

Na precipitagdo do CaCOs, podem ser formados diferentes minerais (diferente rede
cristalina e produto de solubilidade), em funcdo de muitas varidveis como a
concentragdo dos microrganismos, a concentracdo da solu¢do de cimentagdo, a
temperatura, a atividade ureolitica e a supersaturacdo entre outros (Whiffin, 2004; Al-

Thawadi, 2008; Van Paassen, 2009; Phillips et al., 2013).

A precipita¢do de calcita nos bioensaios com C. ammoniagenes, poderia ser favorecida
pela baixa atividade ureolitica, a qual foi refletida no comportamento do pH, céalcio em
solugdo e o oxigénio dissolvido, com uma reagdo mais lenta em comparagdo com os
outros dois microrganismos. Uma baixa taxa de hidrélise da ureia esta relacionada com
uma baixa supersaturacdo (Van Paassen, 2009) e portanto, nos ensaios com C.
ammoniagenes, pode ter sido favorecida cineticamente a formagdo de calcita (mineral
mais estavel) (Kralj et al. em 1990 citado por Al-Thawadi, 2008). No contrario, a alta
taxa de hidrolise da ureia da S. pasteurii, pode ter sido favorecida a precipitacdo de

fases metaestaveis (ACC amorfo, CaCO3.H,O e vaterita).

Por outra parte, algumas pesquisas sobre o efeito da granulometria e a mineralogia do
substrato na formagdo dos polimorfos, mostraram que a presenga de um substrato
calcico promove a formacgdo da calcita e a presenca de um substrato de silicato,
promove a formacdo da vaterita (Rodriguez-Navarro et al., 2012; Lioliou et al. em
2007, citado por Van Paassen, 2009). Isto poderia explicar a precipitacao de calcita em
todas as amostras de bentonita independente do microrganismo utilizado. Vale lembrar,
que segundo os analises por FTIR de caracterizagdo dos minerais iniciais, na amostra

original de bentonita foi identificada a presenca de carbonato de calcio.
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4.3.7.2 Analises por Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

No mapa de elementos da amostra de areia de quartzo tratada com S. pasteurii (Figura
4-35), ¢ possivel observar a relagdo da textura entre os graos quartzo (combinagdo de Si
de cor azul e oxigénio de cor verde) e o carbonato de calcio entre os graos de quartzo (C

em vermelho e Ca de cor laranja), indicado também pelas setas brancas na imagem

MEV-SE.

Areia de quartzo — S pasteurii

Grao de areia

OKa1 SiKa1l

Figura 4-35. Mapa composicional obtido no MEV da amostra de areia de quartzo biotratada
com S. pasteurii. O silicio (Si, cor azul) e oxigénio (O, cor verde) na parte inferior, correspondem ao
grio de quartzo e na borda do gréo é observado o carbono (C, cor vermelho) e o calcio (Ca, cor laranja),
correspondente ao carbonato de célcio nas areas indicadas pelas setas brancas da imagem MEV-SE
(acima a esquerda).

A Figura 4-36 mostra a imagem BSE da amostra de areia de quartzo biotratada com C.
ammoniagenes onde foram observadas diferencas na composicdo quimica da amostra,
refletidas nos diferentes tons de cinza, atribuidos a presenca de carbonato de calcio
como cimento entre os graos de quartzo. Da imagem mostrada na Figura 4-36, foi feito
um mapa de composicdo de elementos (Figura 4-37), confirmando a existéncia do
carbonato de calcio. Os graos de areia de quartzo, dreas com abundancia de Silicio (Si)

e oxigénio (O), sdo ligados nos pontos de contato por o carbonato de calcio, enchendo o

espacos vazios entre os graos.
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20 um EHT =10.00 kV Signal A=NTS BSD Date :20 Dec 2018 @ﬁmACLONAL
— WD=85mm  FilamentAge = 2946 Hours Mag= 200X plt e

Figura 4-36. Imagem no MEV modo BSE da amostra de areia de quartzo biotratada com C.
ammoniagenes. Graos de areia de quartzo, Q (quartzo) e carbonato de célcio nas areas indicadas pelas
setas brancas.

Areia de quartzo — C. ammoniagenes

Grdo de areia

lctron Image 0O Ka1

SiKa1 CaKa1

Figura 4-37. Mapa composicional obtido do MEV da amostra de areia de quartzo biotratada
com C. ammoniagenes. O silicio (Si, cor azul) e oxigénio (O, cor verde) correspondem a grios de
quartzo, no meio dos graos precipitou carbonato de célcio, nas areas indicada pela setas brancas.

Na Figura 4-38 sdo apresentadas a imagem SE da amostra de areia de quartzo biotratada

com C. ammoniagenes, onde sdo observados na imagem (a) um grao de areia de quartzo
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(seta preta), recoberto pelo que parece um filme de habito botrioidal de carbonato de
calcio (setas brancas). No topo da imagem, pode se observar uma drea coberta
completamente de carbonatos, que foi ampliada na imagem (b). No lado esquerdo do
grao de areia (imagem a), ¢ observada a presenga de calcio (mapa EDX), associada ao
carbonato de célcio de forma planar, de 12 wm de lado (possivelmente de calcita e/ou

vaterita).

EHT =10.00 kv Signal A = SE1 Date :20 Dec 2018 s EHT =10.00 kv Signal A = SE1 Date :20 Dec 2018 @N o
WD=85mm  FilamentAge = 20.71 Hours  Mag= 200KX WD=85mm  Filament Age = 30.18 Hours  Mag= 3.00 KX HASERY

a) Imagem SE em 2000 X. Areia de quartzo - b) Aumento em 3000 X da zona selecionada
C. ammoniagenes da imagem (a)

Electron Image 1 CKa1_2 O Ka1t

c) Mapa de elementos
guimicos da imagem (a),
mostrando a presenca de o
silicio (Si), oxigénio (O),
carbono (C) e célcio (Ca)

SiKa1 CaKa1

Figura 4-38. Imagem no MEV em modo SE das amostras de areia de quartzo biotratada com C.
ammoniagenes. a) imagem em 2000 X, com CC de forma planar de 12 um de lado, cobrindo o grio de
areia (seta preta) e areas cobertas por correntes de CC (setas brancas). b) imagem aumentada em 3000 X
da zona selecionada em (a), com CC de forma oval e esférica, em tamanhos menores que 1 um e até 5
um. c¢) mapa de composi¢do quimica onde € observada a zona de Si e O (quartzo) e a zona de Ca e C

(CC).
Na imagem Figura 4-38b foram observados carbonatos de calcio de forma oval e

esféricos (textura botrioidal), com tamanhos de nandometros (840 nm) e micrometros (3
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e 6 um), formando correntes, associados a vaterita. Na imagem (c) ¢ observado o mapa
da composicdo quimica da imagem em (a), onde ¢ evidente a presenca dos graos
quartzo (silicio em azul e oxigénio em verde), recoberto pelo carbonato de calcio (C em

vermelho e céalcio em laranja).

Os anteriores resultados evidenciam a relagdo entre os graos de quartzo e o carbonato,
seja como precipitados o cimento do carbonato de célcio entre os graos de quartzo. Na
amostra com S. pasteurii, o carbonato de célcio foi precipitado na borda dos grdos da
areia de quartzo e na amostra com C. ammoniagenes, foi precipitado cobrindo os graos,
e principalmente enchendo o espago nos pontos de contato entre os graos da areia,

agindo como ponte.

Na Figura 4-39 sdo apresentadas varias imagens MEV-SE da amostra de caulim

biotratada com C. ammoniagenes, em 200, 400 e 750 aumentos.

~~~~~

- <

S &

RN L Nl - o
a) Imagem SE em 200 X. O caulim - C. b) Imagem SE em 400 X. O caulim - C.
ammoniagenes ; 7

4 4 4
30 pm EHT =10.00 kv Signal A= SE1 Date 19 Dec 2018
WD=90mm FilamentAge = 2819 Hours Mag= 200X

-7

EHT =10.00 kv Signal A = SE1 Date :20 Dec 2018 @
WD=85mm  FilamentAge = 2851 Howrs Mag= 750X

c) Imagem SE em 750 X. O Caulim - C. ammoniagenes

Figura 4-39. Imagem no MEV em modo SE das amostras de caulim biotratada com C.
ammoniagenes. Imagem em 200 X, 400 X e 750 X.

Nestas foi observado um grao de hébito plano, de ~ 90 um de lado, que parece uma

mistura de caulinita e carbonato de célcio, coberto e rodeado por carbonato de célcio de
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habito irregular, que (pela mistura de Al e Si nas andlises de EDX) parece mais uma
mistura intima de fases (CC e caulinita presumivelmente), com mudancas nas
proporgdes, ja que em todas as analises € possivel observar a presenca tanto de Al e Si
(caulinita) e Ca e C (carbonatos de calcio), como ¢ evidente na Figura 4-40. Desta
maneira, segundo as analises EDX da Figura 4-40, a forma plana (espectro E2) esta
maiormente composta por aluminio, silicio e oxigénio (Al, Si, O) possivelmente
correspondente a caulinita, com pequenas quantidades de Ca e C (devido seguramente a
presenca de carbonato de calcio em pequenas quantidades), uma massa de precipitado
ao redor do grao plano, constituida principalmente por carbono, célcio e oxigénio (C,
Ca, O), devido a ocorréncia de carbonato de calcio (nos espectros E1 e E3) misturado
com Al e Si em menor quantidade, devido provavelmente a que se tém uma mistura

intima entres as duas fases.

0 1 2
cale 7065 cts Cursor: 2.512 (214 cts)

>3l

EHT =10.00 kv Signal A Date :20 Dec 2018
WD=85mm FilamentAge = 2851 Hours Mag= 750 X Full S

Full Scale 33559 cts Cursor: 2.239 (11846 cts) Full Scale 33559 cts Cursor: 2.239 (11296 cts)

Figura 4-40. Analise EDX do caulim tratado com C. ammoniagenes. Espectros da composigio
quimica dos pontos E1, E2 ¢ E3, mostrando a existéncia de carbono (C), oxigénio (O) e calcio (Ca)
misturado com silicio (Si) e aluminio (Al), nos pontos E1 ¢ E3, ¢ mostrando no ponto E2 unicamente a
presenca de Si, Al, C e O, sem a presencia de célcio.

Estes resultados foram confirmados no mapa dos elementos da mesma area (Figura

4-41), que mostra além da presenca de Al, Si e O em certos locais da imagem, uma
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intima correlacdo (intercrescimento) deles com Ca e C (além do mesmo O). Na Figura

4-41 as setas pretas indicam os locais onde predominam o Al, Si, no entanto que as

setas brancas aqueles locais onde se tem predominantemente Ca.

Caulim— C. ammoniagenes

Electron Image 1 7 CKa1_2

AlKa1 SiKa1 CaKa1

Figura 4-41. Mapa de composicdo quimica da amostra de caulim biotratado com C.
ammoniagenes. Tem presenga de aluminio carbono (C), oxigénio (O), aluminio (Al), silicio (Si)
e calcio (Ca).

Na Figura 4-42 sao apresentadas imagem SE da amostra de caulim biotratada com S.
pasteurii, com 750 e 1780 aumentos. Na imagem (a) foram observados cristais de forma
plana que, segundo o mapa composicional da Figura 4-43, s3o compostos
principalmente de silicio, aluminio e oxigénio (Si, Al, O), indicados pelas setas pretas,
sendo que algumas areas apresentam contetdos de potassio (K) (provavelmente devido
a presenca de ilita ou muscovita misturada). O célcio (Ca) foi observado em algumas
zonas da parte esquerda da imagem. Na area central foi encontrada uma concentragao
de carbono (C) associada a presenca de compostos organicos (ou carbonato de calcio
incipientemente precipitado ACC) e o que poderia ser a impressdo de uma bactéria

calcificada (bc).
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A . ) 4 s £ €.
EHT =10.00 kV Signal A = SE1 Date :20 Dec 2018 @ EHT = 10.00 kV ignal A = SE1 ate
WD = 85mm Filament Age = 28.92Hours Mag= 750 X WD=85mm  FilamentAge = 29.19 Hours Mag= 1.78KX

Figura 4-42. Imagem no MEV de amostras de caulim biotratada com S. pasteurii a) imagem em
750 X. As setas pretas indicam cristais planos associados a caulinita e alguns zonas tem concentragdo de
potassio (K). No centro da imagem tem concentragdo de carbono (C), associado a presenca de compostos
organicos (bc: bactéria calcificada). b) imagem aumentada em 1780X da zona selecionada em (a),
mostrando caulinita com forma de folhas (setas pretas). Em ambas imagens as areas com carbonato de
calcio sdo indicadas pelas setas brancas.

Caulim—S. pasteurii

CKal 2 0 Ka1l Al Ka1

SiKa1l KKa1 CaKa1

Figura 4-43. Mapa composicional obtido do MEV da amostra do caulim biotratada com S.
Pasteurii, da imagem com 750 X. Contendo: C (carbono), O (oxigénio), Al (aluminio), Si (silicio), K
(potassio), Ca (calcio).

Uma ampliagdo da zona selecionada na Figura 4-42 (a), ¢ mostrada na imagem (b), onde

¢ observada, na area central, cristais de habito folheado, de em torno de 15 — 25 um de

comprimento. Nas imagens do mapa de composi¢do de elementos (Figura 4-44) ¢
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evidente o intercrescimento intimo entre os graos de caulinita (Si, Al, O) e carbonato de

calcio (Ca, Ce O).

Electron Image 1

SiKa1 Al Ka1 CakKa1

Figura 4-44. Mapa de composi¢cdo quimica da amostra de caulim biotratado com S. pasteurii.
Contendo: C (carbono), O (oxigénio), Si (silicio), Al (aluminio) e Ca (calcio).

Os anteriores resultados das andlises por MEV/EDX confirmaram a precipitacdo de
carbonato de calcio nas amostras de areia de quartzo e caulim biotratadas com S.
pasteurii e C. ammoniagenes. Na areia de quartzo, o carbonato de calcio foi precipitado
cobrindo os graos, mas, principalmente nos pontos de contato entre os graos, agindo
como pontes de cimentagdo. Os carbonatos mostram hébito botrioidal, com esférulas
intercrescidas muito pequenas (840 nm - 6 um), agrupados e formando agregados e
outros de forma plana com tamanhos maiores (12 um). No caulim, o carbonato de
calcio foi encontrado finamente intercrescido com a caulinita, em alguns areas,
preenchendo os espacos vazios, mas ndao foram identificadas formas -cristalinas

evidentes.

A Figura 4-45a apresenta a imagem da amostra de bentonita biotratada com B. cohnii,
com carbonato de célcio precipitado na matriz de solo, ¢ a imagem (b) corresponde a
uma imagem no MEV, modo BSE em 100 aumentos da zona indicada no circulo preto

da imagem (a). Os dois tons de cinza na imagem no MEV-BSE (Figura 4-45b), indica
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duas composi¢cdes mineraldgicas na amostra, o que foi verificado no mapa de

composicao quimica mostrado na Figura 4-46.

2 i’ v 204 - 2
EHT =20.00 kV Signal A=NTS BSD Date :4 Mar 2019
WD = 8.5 mm Filament Age = 17.07 Hours Mag= 100X

Figura 4-45. Amostra de bentonita biotratada com B. cohnii. a) Imagem amostra de bentonita
biotratada com B.cohnii, com carbonato de calcio com habito lamelar. b) Imagem BSE em 100X da zona
no circulo preto da imagem em (a). A zona de cor mais clara corresponde a bentonita (M) e a zona de cor
mais escura corresponde a carbonato de calcio (CC) precipitado. Nota: CC: carbonato de célcio. M:
montmorilonita.

C

! 500pm ) CKa1_2 500um 1 OKat

! 500pm 1 AlKat ! 500pm 1 SiKat

Figura 4-46. Mapa de composi¢do quimica da amostra de bentonita biotratada com B. cohnii.
Contendo: C (carbono), O (oxigénio), Al (aluminio), Si (silicio) e Ca (calcio).
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O mapa de composicao de elementos da Figura 4-46 confirma a existéncia do carbonato
de calcio precipitado (parte inferior da imagem) correspondente & zona de cor cinza
claro na imagem MEV-SE e a montmorilonita (Al e Si) correspondente a zona de cor
cinza escuro, localizada principalmente na parte superior da imagem. Na zona de
contato, os minerais estdo intimamente misturados e foi observado carbonato de calcio,
de forma plana, provavelmente -calcita, localizado perpendicular ao eixo da
montmorilonita (seta branca na imagem MEV-SE). Na imagem MEV-BSE da Figura
4-45b, ¢ observado mais facilmente o carbonato de cdlcio de habito planar e

perpendicular a bentonita.

A Figura 4-47 apresenta a imagem no MEV-BSE da zona composta principalmente por
bentonita da Figura 4-45a (zona cinza), em 2000 aumentos e na Figura 4-48 ¢

apresentado o mapa de elementos quimicos.

2pm EHT = 20.00 kV Signal A=NTSBSD  Date 4 Mar 2019 @hmmon AL
(= WD=80mm FilamentAge = 18.15Hours Mag= 2.00 K X Scooma ©

Figura 4-47. Imagem no MEV, em 2000 X, modo BSE, da amostra de bentonita biotratada com
B. cohnii, zona da bentonita na figura 4.45 (a).

Na Figura 4-47 ¢ observado carbonato de céalcio de habito botrioidal, de apenas uma
micra de didmetro, precipitado na matriz de bentonita e também foram observadas
dentro do aglomerado de bentonita, duas estruturas de forma cilindrica, aparentemente
de bactérias calcificadas de 10 um de comprimento. No mapa de elementos (Figura
4-48) ¢ observado o carbonato de célcio preenchendo os espagos vazios da matriz de

montmorilonita (Al, Si).
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Bentonita - B.cohnii
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Figura 4-48. Mapa de composicdo quimica da amostra de bentonita biotratada com B. cohnii, da
Figura 4.47. Contendo: C (carbono), O (oxigénio), Al (aluminio), Si (silicio) e Ca (calcio) e mostrando a
presenca de uma bactéria calcificada (bc) na matriz de bentonita.

A Figura 4-49 apresenta a imagem no MEV-BSE da zona composta principalmente por
carbonato de calcio da Figura 4-45a (zona creme), em 2000 aumentos e na Figura 4-48

¢ apresentado o mapa de elementos quimicos.

2 um EHT =20.00 kV Signal A=NTSBSD  Date 4 Mar 2019 @hw“
H WD=85mm  FilamentAge = 1842 Hours Mag= 2.00 K X e

Figura 4-49. Imagem no MEV, em 2000 X, modo BSE, da amostra de bentonita biotratada com
B. cohnii, zona do carbonato de célcio precipitado na figura 4.45 (a).
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Figura 4-50. Mapa de composicdo quimica da amostra de bentonita biotratada com B. cohnii, da
Figura 4.49. Contendo: C (carbono), O (oxigénio), Al (aluminio), Si (silicio) e Ca (célcio).

A Figura 4-49 e o mapa de composi¢do quimica (Figura 4-50), confirmam que a zona
de cor creme na amostra de bentonita biotratada, corresponde a carbonato de calcio,

precipitado sob a matriz de bentonita.

EHT = 20.00 kv Signal A=NTS BSD Date :4 Mar 2019
WD = 8.5 mm Filament Age = 18.75 Hours Mag= 5.00 KX

NTVERSIDAD
DI COLOMBIA
b

SEDE MEDELLTS

Figura 4-51. Imagem no MEV, em 5000 X (modo BSE), da Figura 4.49, amostra de bentonita
biotratada com B. cohnii, zona do carbonato de célcio.
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Na ampliacdo a 5000 aumentos do carbonato de célcio precipitado (Figura 4-51), foi
observado que os cristais de carbonato de célcio tém uma forma romboédrica e/ou de
placa hexagonal. Também foram observados cristais de carbonato muito pequenos

cobrindo totalmente uma forma cilindrica, associada a bactéria que foi calcificada.
4.3.8 Quantificacio da massa de carbonato de calcio bioprecipitado
Os resultados da massa de carbonato de célcio precipitada nas amostras de solos sdo

mostrados na Figura 4-52. Cada ensaio foi feito por triplicado e assim o conteudo de

CaCO:s foi determinado considerando 95% de confiabilidade com o teste de comparacao

de médias de Tukey.
(g/g)
0,3
0,21 0,22 0,22
0,2 0,17
T
0,14 0,13 1
: |
0 1
1 0,07
0,04
000}
0,0 —
S. pasteurii B. cohnii C. ammoniagenes Controle (uréia/
CaCl2)

OAREIA EHCAULIM [MBENTONITA

Figura 4-52. Carbonato de célcio precipitado nas amostras de areia, caulim e bentonita, em
gramas de CC precipitado por 1 grama de solo (g/g).

A massa de carbonato de calcio precipitado nas amostras biotratadas, foi semelhante nas
amostras de areia de quartzo e caulim, de em torno de 0,13 g de carbonato de calcio/g
de solo; no entanto, nas amostras de bentonita foi precipitado quase o dobro, com ao

redor de 0,22 g de carbonato de célcio/g de solo.

As analises estatisticas confirmaram, com uma confiabilidade do 95%, diferencas

significativas no processo de MICPP, entre a amostra de bentonita e as amostras de
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areia de quartzo e o caulim. Entre as amostras de areia e caulim, ndo ha diferencas

estatisticamente significativas.

Em resumo, ¢ possivel afirmar que nas amostras de areia de quartzo e caulim houve
uma precipitagdo entre 13% - 17% de carbonato de calcio da massa do solo, isto ¢, que
em média houve um contetdo de CaCOs de 0,14 g/g, enquanto, na amostra de bentonita
houve uma precipitagdo de 22% de carbonato de calcio da massa do solo, em média um
contetido de CaCOs de 0,22 g/g, quer dizer 1,6 vezes o carbonato de célcio precipitado

nas amostras de areia e caulim.

Nestes bioensaios ¢ evidente que existe uma diferenca incontestavel em relacdo a
influéncia da mineralogia dos solos nos processos de MICCP, especialmente levando
em conta que neste tipo de experimento, onde os minerais se colocaram em suspensao
conjuntamente com o meio de cultura e os microrganismos, se elimina grandemente a
influéncia da porosidade do solo, que sempre tinha sido base para explicar as diferencas
nos processos de biocimentagdo de solos com diferentes minerais (Van Paassen, 2009;

Mortensen et al., 2011).

Por outra parte, foi verificada a tendéncia para maior precipitagdo de CaCOj; sobre
substratos calcicos, bentonita com presenga de carbonato de célcio, que por exemplo em

substratos de silicatos, areia de quartzo (Rebata-Landa, 2007; Rodriguez-Navarro et
al.,2012).

A Figura 4-52 mostra, que nos controles houve certo grau de precipitagdo de carbonato
de célcio. O controle da bentonita apresenta a maior quantidade de carbonato de célcio
precipitado, com 0,07 g, seguido pelo caulim com 0,04 g, numa grama de solo. Estas
quantidades de carbonato de célcio, possivelmente sdo relacionadas com a precipitacao
abiotica de CaCOs;, intervindo as particulas minerais como sitios de nucleagdo,
principalmente as particulas de maior area superficial especifica como a bentonita e o
caulim, com carga elétrica negativa. A diferenca no CC precipitado biodtica e
abioticamente, apoiaria a hipotese de que a presenga do microrganismo catalisa a reacao

de precipitacdo de carbonato de célcio.
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4.4 BIO CIMENTACAO DE SOLOS- nivel de colunas de solos

A continuagdo sdo apresentados os resultados dos ensaios de biocimentagao de solos em

moldes cilindricos, divididos em dos estagios.

4.4.1 Estagiol

Num primeiro estagio, foram preparadas nove (9) colunas de solos com os seguintes

solos e microrganismos (Tabela 4-4).

Tabela 4-4. Solos e microrganismos no primeiro estagio dos ensaios de biocimentagdo em
colunas

Nomenclatura Solos Microrganismo
S.p-Q 100% areia de quartzo, Dep: 1,4 mm S. pasteurii
S.p-Q-C 10% Dosagem 90% quartzo-10% caulim S. pasteurii
S.p-Q-B 10% Dosagem 90% quartzo-10% bentonita S. pasteurii
B.c-Q 100% areia de quartzo, Dep: 1,4 mm B. cohnii
B.c-Q-C 10% Dosagem 90% quartzo-10% caulim B. cohnii
B.c-Q-B 10% Dosagem 90% quartzo-10% bentonita B. cohnii
C.a-Q 100% areia de quartzo, Dep: 1,4 mm C. ammoniagenes
C.a-Q-C 10% Dosagem 90% quartzo-10% caulim C. ammoniagenes
C.a-Q-B 10% Dosagem 90% quartzo-10% bentonita C. ammoniagenes

Neste estadgio foram utilizadas trés (3) amostras de solos (Q, Q-C 10% e Q-B 10%) e
tr€s (3) microrganismos: S pasteurii, B cohnii ¢ C ammoniagenes. Também foram
preparadas trés (3) colunas controles de solos, sem microrganismo. A cada 48 h, foram
tomadas amostras do meio liquido que foi drenado, € um novo tratamento foi aplicado
as amostras. Em total foram fornecidos quatro tratamentos (solugdo bacteriana +

solucao de cimentacao).

4.4.1.1 Estagio 1: caracterizacio do meio liquido drenado ao final de cada

tratamento

v’ Comportamento do pH:

O pH inicial do meio liquido, antes da adicdo dos microrganismos, foi de 8,5 em todos

os experimentos. O pH ao final de cada tratamento ¢ apresentado na Figura 4-53.
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Figura 4-53. pH ao final de cada tratamento, amostras de Q, dosagem Q-C 10%, Q-B 10%

B Ca-Q

£ C.a-Q-C10%  C.a-Q-B 10%

biotratadas com (A) S.pasteurii. (B) B.cohnii. (C) C. ammoniagenes.

Em todas as amostras

diminui. O comportamento foi diferente dependendo de cada microrganismo usado e de

cada solo.

biotratadas depois das 48 h, ao final de cada tratamento o pH
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Nas amostras com S. pasteurii (Figura 4-53 A), ao final do primeiro tratamento o pH
diminuiu em todas as amostras. Depois, a cada novo tratamento, o pH aproximou-se do
pH inicial. Foi observada uma tendéncia nos valores de pH ao final de todos os
tratamentos, onde o menor valor de pH foi observado na amostra de areia de quartzo
(Q), valor intermediario de pH na mistura Q-C 10% e o maior valor de pH na amostra
de Q-B 10%. No primeiro tratamento o pH foi de 7,7 (Q, Q-C 10%) e 7,8 (Q-B 10%) e

no ultimo tratamento o pH foi de em torno de 8,1.

No geral, observou-se que a medida que um novo tratamento foi fornecido o pH do
efluente foi mais perto do pH inicial (8,5), o que pode ser interpretados de duas formas:
1) a medida que foi aumentando o numero de tratamentos, a mudanca no pH foi mais
rapida e este desceu e voltou a subir aproximando-se ai inicial, ou ii) com o aumento
dos tratamentos, a rea¢do de pH foi mais lenta e este diminui, mas ndo tanto quanto no

anterior tratamento.

No monitoramento do pH nos bioensaios com solos em suspensio, nos ensaios com a
areia de quartzo usando a linhagem de S.pasteurii (Figura 4-23A) o pH diminui até as 72
h mostrado um pH de 7,7 sendo que depois aumenta novamente até atingir um valor de
8,1. Com o intervalo de medi¢do de 48 h, sem fazer monitoramento, ndo ¢ possivel
determinar em que parte do processo estd o pH, seja na rampa de descida do pH
(precipitagdo de carbonatos com alta concentragdo de cdlcio) ou na rampa de subida

(com o calcio sendo esgotado).

Nas amostras com B. cohnii (Figura 4-53 B) a tendéncia do pH foi diferente, ficando
quase estavel nos primeiros trés tratamentos e s6 com variacdo apreciavel no ultimo
tratamento. Os valores de pH ndo desceram tanto quanto como nos ensaios usando a
linhagem de S. pasteurii. Na amostra de Q, o pH foi aumentando a cada tratamento,
iniciando em pH em torno de 8,28 (T1) e terminando em pH aproximado de 8,35 (T4).
Na amostra de Q-B 10% a tendéncia foi contraria, diminuindo a cada tratamento,
iniciando em pH em torno de 8,31 (T1) e terminando em pH de 7,77 (T4). Na mistura
Q-C10% a tendéncia foi também a diminuir a cada tratamento, porém, foram atingidos
os menores valores do pH, iniciando em pH em torno de 7,92 (T1) e terminando em pH

aproximado de 7,59 (T4).

Nas amostras com C. ammoniagenes (Figura 4-53 C) em média foram atingidos os

menores valores de pH e a tendéncia geral foi a diminuir o pH a cada tratamento. Os
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maiores valores de pH foram observados na amostra Q, iniciando em pH em torno de
7,98 (T1) e terminando em pH aproximado de 7,74 (T4). Na mistura Q-C10% os
valores iniciaram em pH de 7,70 (T1) e terminaram em pH em torno de 7,57 (T4).
Finalmente na amostra Q-B10% os valores no inicio foram de pH aproximado de 7,87

(T1) e ao final de pH aproximado de 7,66 (T4).

Nas amostras controles (sem microrganismo) (Figura 4-54), o pH ao final de cada

tratamento sempre flutuo entre um pH de 8,2 € 8,5.

pH

8,5 1
’ F 8,4
8,4 8,3 8,3 8,383

8,3 -
811 B

79 1 B

771 B

7,5 -
T1 T2 T3 T4

B Controle Q i Controle Q-C10% W Controle Q-B10%

Figura 4-54. pH ao final de cada tratamento, amostras controles de Q, mistura Q-C 10%, Q-B 10%,
(sem microrganismo)

V' Comportamento do oxigénio dissolvido:

O comportamento do oxigénio dissolvido ao final de cada tratamento ¢ apresentado na
Figura 4-55, para os solos biotratados com S. pasteurii (Figura 4-55A), com B. cohnii

(Figura 4-55B) e com C. ammoniagenes (Figura 4-55C).

Foram observadas diferencas, principalmente nos valores do OD, entre os
microrganismos. Nos minerais biotratados com S. pasteurii e C. ammoniagenes, o
oxigénio dissolvido foi sempre menor de 1,7 mg/l, enquanto que, nos minerais com B.
cohnii, o OD foi sempre maior, com valor de aproximadamente 3 a 4 mg/l, exceto para

as misturas Q-C 10%, com valores menores de 2 mg/l.
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Figura 4-55. Oxigénio dissolvido (OD) ao final de cada tratamento, nas amostras de Q, mistura

Q-C 10%, Q-B 10% biotratadas com (A) amostras com S.pasteurii. (B) B.cohnii. (C) C.
ammoniagenes.

Com estes resultados, espera-se uma menor precipitagdo de carbonato de célcio nos

minerais biotratados com B. cohnii, € uma maior precipitacdo de carbonato de célcio
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nos minerais biotratados com S. pasteurii e C. ammoniagenes, principalmente na

mistura Q-B 10%.

O comportamento do oxigénio dissolvido ao final de cada tratamento, nas amostras
controles (sem microrganismo) ¢ apresentado na Figura 4-56. O oxigenio dissolvido ao
final dos tratamentos T1 e T2 foi acima de 5 mg/l. No tratamento T3 foi observada uma
ligeira diminuicdo do OD, para finalmente no ultimo dia do experimento, os valores de

OD estiveram entre 2 a 3 mg/l.

60 1 SfTT o
o | 2 o
4,0 -
3,0
2,0
1,0
0,0 -

OD (mg/l)

T1 T2 T3 T4

M Controle Q i Controle Q-C 10% it Controle Q-B10%

Figura 4-56. Oxigénio dissolvido (OD) ao final de cada tratamento, nas amostras controles (sem

microrganismos) de Q, mistura Q-C 10%, Q-B 10%. (A) amostras com S.pasteurii. (B) B.cohnii. (C)
C. ammoniagenes. (D) amostras controles.

v' Comportamento da concentragdo de cdlcio:

A Figura 4-57 apresenta os resultados do célcio em solucdo, ao final de cada tratamento,
em mg/l. Nas figuras A, B, C, sdo observadas diferencas entre as solugdes produto das

amostras de solos e entre os ensaios usando os diferentes microrganismos.

O célcio inicial fornecido em cada tratamento foi em média de aproximadamente 18000
mg/l Ca e na Figura 4-57, foi observado que nas solugdes produto do tratamento das
diferentes amostras com S. pasteurii (Figura A), o consumo ou precipitagdo do célcio
foi mais eficiente que nas amostras com B. cohnii (Figura B) e C. ammoniagenes
(Figura C). Nas amostras com S. pasteurii, o Ca>" em solugio depois do tratamento T1

foi menor que ~5000 mg/l Ca, enquanto que nos ensaios com B. cohnii, o Ca’" em
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solugdo esteve entre 10000 e 15000 mg/l Ca e naqueles experimentos usando a cepa de

C. ammoniagenes, esteve entre 5000 e 15000 mg/1 Ca.

A S. pasteurii
20000 4 oo Ca?* inicial
15000
=
)
é 10000
&
S
5000
0 R
T1 T2 T3 T4
-®-5p-Q —4S.p-Q-C10% -%*-S.p-Q-B10%
B ..
B. cohnii
20000 Ca% inicial
15000
=
é 10000
&
]
@)
5000
0
T1 T2 T3 T4
-®-B.c-Q —*Bc-QCl10% ~*-B.c-Q-B10%
¢ C.ammoniagenes
20000 Ca?* inicial
15000
=
)
g 10000
&
<
© 5000
-
0
T1 T2 T3 T4

-®-Ca-Q —*Ca-Q-C-10% % (C.a-Q-B10%

Figura 4-57. Célcio em solug¢do (mg/l) ao final de cada tratamento, nas amostras de Q, mistura
Q-C 10%, Q-B 10% biotratadas com A) S. pasteurii. B) B. cohnii. C) C. ammoniagenes.
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Nas amostras com S. pasteurii (Figura 4-57A) foram observadas diferencas
significativas entre as amostras, principalmente no tratamento T1 e T2, com menor
quantidade de calcio em solucdo, aproximadamente 1000 mg/l Ca, na solugdo depois de
tratada a amostra Q-B10% e maior quantidade, em torno de 4000 mg/l Ca, nas solucdes
produto do tratamento das amostras Q e Q-C10%. Os efluentes das amostras Q e Q-
C10% ndo tiveram diferencas significativas entre elas. Apos o tratamento T4, as
diferengas entre todas as solu¢des dos diferentes tratamentos ndo sdo mais

significativas.

Nos ensaios das diferentes amostras tratadas com B. cohnii (Figura 4-57B) o
comportamento do célcio em solucdo foi diferente aos ensaios usando a linhagem de S.
pasteurii, sendo que a diferenca entre as amostras s6 foi observada a partir do T2,
tempo a partir do qual foi aumentando a diferenca até chegar ao tratamento T4. Nestes
ensaios, a menor quantidade de calcio em solugdo foi para a amostra de Q-C10%, onde
no T4 se observou o menor valor, em torno de 8000 mg/l Ca. Por outro lado, a maior
quantidade do Ca*" na solugdo sempre foi observado na solugo produto do tratamento
da amostra Q, mantendo nos quatro tratamentos em torno de 15000 mg/l do célcio em
solugdo. A amostra Q-B10%, apresentou valores de Ca em solugdo semelhantes
daqueles das solugdes produto do tratamento da amostra Q, porém, no T4 o célcio em

solugdo disponivel foi ligeiramente menor e de aproximadamente 13000 mg/1 Ca.

Nas amostras produto dos ensaios com a linhagem de C.ammoniagenes (Figura 4-57C)
o comportamento do célcio em solugdo foi semelhante & B. cohnii, porém com
diferengas mais marcadas entre os experimentos com Q e Q-C. Nestes ensaios, no
tratamento T1, ndo houve diferencas significativas entre as amostras, sendo que estas
comegaram a partir do T2 e aumentaram a medida que um novo tratamento foi aplicado.
Como j& mencionado, o comportamento dos minerais foi diferente que nos
experimentos usando a linhagem de B. cohnii, com uma menor quantidade de célcio em
solugdo, onde o experimento da amostra Q-B10%, no T4 atingiu um valor de
aproximadamente 3000 mg/l Ca, enquanto que a maior quantidade do Ca*" em solugo
sempre foi na amostra Q, que no T4 atingiu um valor em torno de 8000 mg/l Ca. A

maior quantidade do Ca*" em solugio, mais uma vez, foi na amostra de Q.

Na Figura 4-57 foi observado que o efluente produto do tratamento da amostra de areia
Q (sem mistura com finos), sempre apresentou a maior quantidade de célcio em solucdo
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ao final de cada tratamento, independente do microrganismo utilizado, indicando, a
priori, que a presenca do 10% de caulim ou 10% de bentonita, melhorou a precipitagdo

do calcio.

Das medi¢des do calcio em solugdo ¢ possivel determinar o carbonato de calcio
precipitado, a partir da concentragao inicial de cloreto de calcio (0,5 M) fornecido em
cada tratamento, levando em conta uma reacao 1:1, onde um mol de célcio gera um mol
de carbonato de calcio, e sem levar em conta o célcio que poderia ter sido utilizado para
troca catidnica. A Figura 4-58 apresenta o contetido de carbonato de célcio precipitado,

em gramas, ao final de cada tratamento.

Como foi observado no comportamento do célcio disponivel na solugdo, o
microrganismo com melhor desempenho foi a S. pasteurii. Na Figura 4-58 A, ¢
observado que nas amostras biotratadas com S. pasteurii foi precipitado em cada
tratamento com ureia e cloreto de cdlcio, em torno de 5a 6 g de carbonato de célcio. No
tratamento T1 foram observadas diferengas significativas, com a maior precipitacdo na
mistura Q-B10%, com uma precipitacao de 5,6 g CaCOs, enquanto que nas amostras Q
e Q-C10% foram precipitados 4,7 g CaCO;. A maior precipitacdo, foi dada no
tratamento T3 (6,3 g de CaCOs).

Ao final de cada tratamento nos solos com B. cohnii (Figura 4-58 B), apenas foi
precipitado cerca de 1 g de carbonato de calcio. A quantidade de carbonato foi
aumentando ligeiramente a cada novo tratamento, mas a maior precipitacdo foi na

amostra Q-C10%, no tratamento T4, com cerca de 3 g de carbonato de calcio.

Nas amostras com C. ammoniagenes (Figura 4-58 C), também foram observadas
diferengas na precipitacao de carbonato de célcio entre as amostras a partir do segundo
tratamento, sendo que a quantidade de carbonato precipitado foi aumentando a cada
novo tratamento. Como nos solos biotratados com S. pasteurii, a maior precipitacdo de
carbonato de célcio foi na mistura Q-B10%, mas com apenas 1,7 g de CaCOs;no T1 e
cerca de 5 g de CaCO3; no T4. Nas amostra de Q e na mistura Q-C10%, os valores de
carbonato de célcio precipitado foram semelhantes, aumentando de 1,3 g de CaCOs

(T1) a aproximadamente 3 g de CaCO; (T4).
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Figura 4-58. Carbonato de calcio precipitado (g), ao final de cada tratamento nas amostras de Q,
mistura Q-C 10%, Q-B 10% biotratadas com A) S. pasteurii. B) B. cohnii. C) C. ammoniagenes.

A eficiéncia do processo de MICCP, foi calculada a partir da concentragdo inicial do
cloreto de célcio fornecido, e ¢ apresentada na Figura 4-59 como percentagem de cdlcio

precipitado.
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Figura 4-59. Eficiéncia do processo em cada tratamento (célcio precipitado como percentagem
do calcio fornecido) nas amostras de Q, mistura Q-C 10%, Q-B 10% biotratadas com A) S.
pasteurii. B) B. cohnii. C) C. ammoniagenes.
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Nas amostras de solo biotratadas com S. pasteurii (Figura 4-59 A) a eficiéncia do
processo foi alta desde o primeiro tratamento, com 95% de célcio precipitado na
amostra de quartzo-bentonita (Q-B10%) e 80% nas amostras de quartzo-caulinita (Q-
C10%) e a areia de quartzo (Q), mostrando uma diferenca de 15% de calcio precipitado
entre as amostras de Q-B10% e as amostras de Q, Q-C10%. No segundo tratamento, a
eficiéncia aumentou a quase 100% nas duas misturas de solos, Q-C10% e Q-B10% e
aumentou a 91% na areia de quartzo, Q. Finalmente, a partir do tratamento T3, a
eficiéncia foi maxima e aproximadamente de 100% e foi semelhante em todas as

amostras.

Em contraste, nas amostras biotratadas com B. cohnii (Figura 4-59 B) a eficiéncia do
processo foi baixa em todos os tratamentos, com uma maxima eficiéncia de 56% de
calcio precipitado na mistura de solos quartzo-caulinita (Q-C10%), atingida apenas no
ultimo tratamento (T4). Na amostra de Q e na mistura quartzo-bentonita (Q-B10%), a
diferenga com a amostra Q-C10% foi de 25%, com uma maxima eficiéncia de 25% no
T4. Nos tratamentos T1 a T3, a eficiéncia em todas as amostras foi aumentando muito

ligeiramente.

Nas amostras biotratadas com C. ammoniagenes (Figura 4-59 C) o comportamento foi
intermediario em relacdo aos ensaios usando S. pasteurii € B. cohnii. Foi observada,
uma diferencia na eficiéncia do processo entre a mistura de solos quartzo-bentonita (Q-
B10%) e as amostras de Q e mistura de solos quartzo-caulinita (Q-C10%). Esta
diferenga aumentou nos ultimos dois tratamentos (T3 e T4). A maxima eficiéncia foi de
84% na amostra Q-B10%, no T4, e na amostra de Q e na Q-C10%, a maxima eficiéncia

foi em torno de 56 % de calcio precipitado.

Nas amostras controles de Q, Q-C10% e Q-B10%, sem microrganismo, a maxima
percentagem do célcio precipitado foi de 8% na mistura de solos Q-B10% (Figura
4-60).

Com os resultados obtidos, foram observadas diferentes tendéncias na precipitacdo do
calcio segundo o tipo de amostra, sugerindo uma influéncia do mineral no processo de
MICCP, como foi observado nos bioensaios ao nivel de Erlenmeyer. Com os trés
microrganismos utilizados a tendéncia geral foi de uma menor precipitagdo de
carbonato de cdlcio na areia de quartzo (Q) e com duas das cepas, S. pasteurii ¢ a C.

ammoniagenes, a tendéncia foi de uma maior precipitacdo de carbonato de célcio na
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mistura quartzo 90% - bentonita 10% (Q-B10%). A presenga de 10% de bentonita
misturada com a areia, parece favorecer a precipitacdo do calcio. Estes resultados
concordam com os resultados dos bioensaios em Erlenmeyer, que apresentaram uma
maior precipitagdo de célcio na amostra de bentonita, seguida pela caulinita. Uma
hipotese a considerar ¢ a influéncia do potencial Z e PCZ, que no caso da mistura Q-B
10%, tem PCZ de 7,8, valor menor que o pH do meio liquido que atingiu um pH
maximo de 8,3, enquanto que a mistura Q-C 10% tem PCZ de 9,7, maior que o pH do
meio liquido circundante. Segundo Camapum de Carvalho et al. (2015), de modo geral,
as particulas tendem a flocular em meio mais acido ou préximo do PCZ, como no caso
da amostra Q-C 10%, e tendem a se dispersar em meio mais alcalino do que o PCZ,

como no caso da amostra Q-B 10%.
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Figura 4-60. Percentagem de calcio precipitado nas amostras controles, ao final de cada
tratamento.

Por analises estatisticas por comparacao de médias (teste de Tukey), com um intervalo
de confianca do 95%, foi confirmado que nos ensaios com S. pasteurii (Figura 4-59 A),
em nenhum dos tratamentos, houve diferencas significativa entre as amostra de Q e a
mistura Q-C10% (valor P de 0,7, maior que 0,05). Nos ensaios com B. cohnii (Figura
4-59 B) as diferengas significativas entre amostras foram observadas a partir do
tratamento T2. Nos ensaios com C. ammoniagenes (Figura 4-59 C), no tratamento T1
ndo houve diferencas significativas entre as amostras, porém, a partir do tratamento T2,
a amostra de areia (Q) apresentou diferencias com a mistura Q-B10%, mas entre as

misturas de solos ndo foram observadas diferencas. J4 no tratamento T3, foram
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encontradas diferengas entre as duas misturas de solos, Q-C10% e Q-B10%.
Finalmente, no tratamento T4, houve diferencas significativas entre as trés amostras.

Isto €, a cada novo tratamento fornecido, foi aumentando a diferencas entre as amostras.

Além disso, as maiores diferengas foram observadas segundo o microrganismo
utilizado. A reacdo mais rapida de conversdo da ureia e precipitagdo de carbonato de
calcio ocorreu nos ensaios usando S. pasteurii ¢ no segundo lugar com C.
ammoniagenes € a rea¢do mais lenta de precipitacdo de carbonato de célcio foi com B.
cohnii. Nos experimentos usando a linhagem S. pasteurii, observou-se nas primeiras 48
h uma eficiéncia entre 80% e 95%, enquanto que naqueles com a C. ammoniagenes
30% e com a B. cohnii apenas 15% de eficiéncia. A atividade uréase da S. pasteurii
DSM 323, neste experimento foi calculada entre 20 e 30 mM/h, enquanto que a cepa C.
ammoniagenes apresentou uma atividade entre 4 ¢ 18 mM/h e a B. cohnii mostrou uma
atividade entre 4 ¢ 8 mM/h. Na literatura sdo encontradas atividades maiores e menores
na S. pasteurii, 2,7 mM/h (Fujita et al., 2000), entre 9 ¢ 130 mM/h (Van Paassen, 2009)
e 800 mM/h (Whiffin, 2004).

A Figura 4-61 mostra o comportamento do calcio em solucdo e o oxigénio dissolvido,

ao final de cada tratamento.

’ ~ s . r1 .. ~ +
As gréficas sugerem uma relacdo fraca entre as variaveis calcio em solugdo (Ca™) e
oxigénio dissolvido (OD), sendo que em algumas das amostras o maior consumo do
calcio ocorreu nos tratamentos com menores quantidades de oxigénio dissolvido na

solucao.

Nas amostras biotratadas com S. pasteurii (Figura 4-61 A), com o primeiro tratamento
(T1) nas amostras de areia (Q) e a mistura Q-C 10%, o calcio em solugdo foi em torno
de 5000 mg/l e o OD foi de 1,5 a 2 mg/l, ja no segundo (T2), terceiro (T3) e ultimo
tratamento (T4), diminuiu o célcio em solu¢do a aproximadamente 1000 mg/l,
associado a uma maior eficiéncia do tratamento, uma maior precipitagdo de carbonato
de calcio e maior consumo de oxigénio, € nesses tratamentos (T2, T3 e T4), o OD foi
menor, aproximadamente a 1 mg/l. Na amostra Q-B10%, a tendéncia foi semelhante,
com maior OD depois do tratamento T1 e uma diminuicdo do OD nos tratamentos T2,

T3 e T4.
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Nas amostras biotratadas com B. cohnii (Figura 4-61 B) ndo foi observada uma
tendéncia geral no comportamento célcio em solugo (Ca>") e oxigénio dissolvido (OD)
ao final de cada tratamento. Na areia (Q) e na mistura Q-B10%, o célcio em solucdo
permanece quase constante € em torno de 15000 mg/l, valor que corresponde a s6 um
16% de calcio precipitado e nessas amostras o OD fica acima de 3 mg/l. Por outro lado,
a amostra Q-C 10% que apresentou a menor quantidade de célcio em solugdo e portanto

a maior precipitacdo de carbonato de célcio, o OD sempre foi menor de 3 mg/l.

Nas amostras biotratadas com C. ammoniagenes (Figura 4-61 C), o comportamento da
mistura Q-B10%, foi semelhante ao observado na amostra de Q-B 10% biotratada com
S. pasteurii, com menor OD nos tratamentos com menor céalcio em solugdo, oseja, nos
tratamentos T2, T3 e T4. As amostras de areia (Q) e mistura Q-C 10%, que
apresentaram maiores quantidades de calcio em solu¢do em comparagdo com a mistura

-B10%, apresentaram também valores maiores de OD.
p
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Figura 4-61. Relacdo céalcio em solugdo (Ca*) e o oxigénio dissolvido (OD), em cada
tratamento das amostras de Q, mistura Q-C 10%, Q-B 10% biotratadas com A) S. pasteurii, B) B.
cohnii, C) C. ammoniagenes.

V' Comportamento da concentragdo do aménio (NH,) em solu¢do

Durante a MICCP, o amdnio (NHy4) ¢ um subproduto da atividade metabolica. A Figura

4-62 mostra o comportamento do amodnio gerado nos diferentes tratamentos.
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Figura 4-62. O amodnio (NH,) ao final de cada tratamento, amostras de Q, mistura Q-C 10%, Q-
B 10% biotratadas com (A) S.pasteurii. (B) B.cohnii. (C) C. ammoniagenes.

No geral, o amodnio aumenta a cada tratamento. Nos ensaios com a S. pasteurii (Figura
4-62 A) foi observada uma ligeira diminui¢do na geracdo do amonio no tratamento T4 e

a tendéncia geral foi de uma menor quantidade de amdnio na amostra de Q, exceto no
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tratamento T4, onde a amostra de Q apresentou o maior valor de NH4 em comparacio

com as outras amostras.

Nas amostras com B. cohnii (Figura 4-62 B), o amdnio foi aumentando depois de cada
novo tratamento, com maior valor de NHs em solu¢do na mistura de solos Q-C10%. O
amonio gerado na MICCP usando a linhagem B. cohnii, apresenta os menores valores

de NH4 em solucgao.

Os maiores valores do amonio nestas experimentagdes foi observado no tratamento T4
das amostras tratadas com a C. ammoniagenes, (Figura 4-62 C). A tendéncia nas
amostras usando C. ammoniagenes foi uma maior quantidade de NH4 em solu¢@o nas

amostras de misturas de solos Q-B10%, exceto no tratamento T3.

A Figura 4-63 mostra o comportamento do célcio precipitado e o amdnio gerado em

cada tratamento.

O produto da reacio da hidrélise da ureia, sdo 2 mols de aménio (NH,") e o carbonatos
CO%~ (Ver Equagdo 2-8). A geracdo de NH; aumenta o pH local e a reagdo continua
espontaneamente para formar carbonato de calcio (Mitchell e Ferris, 2005), entdo, pode-
se esperar que a uma maior geragdo de amoénio, e com as condigdes de alcalinidade

necessarias, a precipitacdo de carbonato de célcio seja maior.

Na Figura 4-63A, Figura 4-63B e Figura 4-63C, ¢ observado que o amodnio gerado

durante a MICCP, tem relacao direta com o célcio precipitado.

Nos tratamentos como maior precipitacdo de calcio, houve maior geracdo de amonio.
Em todos os ensaios, a menor quantidade de amonio foi gerado nas amostras de areia Q.
Nos ensaios com B. cohnii, a maior quantidade de NH4 foi gerado na amostra
correspondente a mistura de solos Q-C10%, enquanto, na S. pasteurii e C.
ammoniagenes, a tendéncia geral foi de uma maior quantidade de amoénio em solucio

nas amostras das misturas de solos Q-C10% ¢ Q-B10%.
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Figura 4-63. Relagdo amonio gerado (NH4) e o célcio precipitado, em cada tratamento com A)
S. pasteurii, B) B. cohnii, C) C. ammoniagenes.

4.4.1.2 Estagio 1: verificacio da cimentacio dos corpos de prova

Ao final do tratamento, as amostras foram lavadas com agua destilada. A Figura 4-64
apresenta a amostra de areia de quartzo misturada com bentonita (Q-B10%), em

diferentes etapas do tratamento microbiologico.
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Figura 4-64. Amostra de areia de quartzo-bentonita (Q-B10%). a) amostra Sp-Q-B10%, no inicio
do tratamento. b) controle Q-B10% ao final do tratamento. c¢) amostra Sp-Q-B10%, ao final do
tratamento, com carbonato de célcio precipitado nas paredes do molde em acrilico (seta preta) e no topo
do filtro superior (seta branca).

Na Figura 4-64 ¢ observada a diferenga entre o controle e a amostra biotratada. Nas
amostras biotratadas, nas paredes do molde em acrilico transparente, que estava em
contato com a solucdo de cimentacdo, ao final do tratamento permanece aderido
carbonato de célcio de cor creme, e também na parte superior do filtro foi precipitada
uma grande quantidade de carbonato de calcio, enquanto, nas amostras controles,

nenhuma alteracdo ¢ observada nas paredes nem o filtro. Uma vez que o molde foi

aberto, as amostras foram removidas e secas ao ar por 10 dias.

As amostras de areia de quartzo (Q) e a mistura Q-C10%, biotratadas com S. pasteurii e

seus amostras controles, sdo apresentadas na Figura 4-65.

As imagens da Figura 4-65 A-B correspondem a amostra de areia de quartzo, mostrando
em (A) o corpo de prova biocimentado com S. pasteurii, evidéncia da transformacao
desde areia fofa a areia muito compacta, semelhante a um arenito, € na imagem (B) o
controle da amostra de areia sem apresentar evidéncias de cimentacdo, confirmando a
acao dos microrganismos e o grande potencial do processo de MICCP para a melhora

das propriedades do solo, neste caso numa areia de grao meio.

As imagens da Figura 4-65 C-D correspondem a mistura de solos quartzo-caulim com
dosagem 90%-10%, mostrando em (C) o corpo de prova biocimentado com S. pasteurii,
e em (D) o controle da amostra Q-C10% sem apresentar evidéncias de cimentagdo.
Estes corpos de prova, tem em média, altura de 10,4 cm, peso especifico (y) de 15,0
KN/m’, e foram utilizados para ensaios de resisténcia a compressdo simples.
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Controle Q A. Corpo d'e prova da amostra
de Q, cimentada por MICCP,
usando S. pasteurii. No filtro
superior da amostra Sp-Q,
uma grande quantidade de
carbonato de célcio foi
precipitada (seta branca).

B. Controle Q, sem atingir
cimentagao.

C. Corpo de prova da amostra
de Q-C10%, cimentada por
MICCP, usando S. pasteurii.
No filtro superior da
amostra Sp-Q-C10%, uma
grande quantidade de
carbonato de calcio foi
precipitada (seta branca).

D. Controle Q-C10%, sem
atingir cimentagao.

Figura 4-65. Imagens das amostras de Q e mistura Q-C10% ao final do tratamento de
biocimentagdo. (A) amostra Sp-Q biocimentada transformada numa areia muito compacta, semelhante a
um arenito. (B) controle Q sem apresentar cimentagdo. (C) mistura Q-C 10% biocimentada com S.
pasteurii. (D) controle Q-C10% sem evidéncia da precipitacdo de carbonato de célcio.

A Figura 4-66 mostra imagens do resultado do tratamento microbiologico com S.

pasteurii na mistura areia de quartzo-bentonita (Q-B10%) e seu amostra controle.

A imagem (A) da Figura 4-66, corresponde ao corpo de prova da mistura Q-B10%
cimentada parcialmente por MICCP. Na imagem ¢ observada uma parte da amostra de
solo (particulas finas de bentonita) que ficaram aderidas a parede do molde em acrilico,
deixando um espaco no corpo de prova (indicado pela seta preta). Devida a
manipulagdo da amostra biocimentada de Q-B10%, o corpo de prova foi dividido ao

meio, indicando uma cimentagao fragil nessa area (imagem B).

Na imagem (C) ¢ apresentado o carbonato de célcio precipitado na parte superior da

amostra formando uma camada de até 5 mm de espessura.
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A imagem em (D) mostra o controle da mistura Q-B10%, sem apresentar evidéncias de
precipitacdo de carbonato de calcio nem cimentacio dos grios. E importante enfatizar
que, embora a amostra de Q-B10%, ndo pudesse ser usada para fazer testes de
resisténcia, a amostra foi parcialmente cimentada (90% do volume da amostra foi

cimentado) e o objetivo de melhorar suas propriedades foi alcangado.

Corpo de prova da amostra de
Q-B 10%, cimentada por MICCP,
usando S. pasteurii. Uma parte
da amostra de solo é aderida na
parede do molde, deixando um
buraco no corpo de prova (seta
preta).

Ao manusear a amostra, o corpo
de prova foi dividido ao meio,
indicando uma cimentagdo fragil
nessa area.

No filtro superior da amostra Sp-
Q-B 10%, uma grande
quantidade de carbonato de
calcio foi precipitada (seta
branca).

Controle Q-B 10%, sem atingir
cimentagdo.

Figura 4-66. Imagens da mistura Q-B10% ao final do ensaio de biocimentag¢do. (A) corpo de
prova Q-B10% parcialmente biocimentado com S. pasteurii. (B) amostra de Q-B10% partida a metade
depois da manipulagdo. (C) imagem do carbonato de calcio precipitado na parte superior da amostra Q-
B10%, (D) amostra controle Q-B10% em estado fofo.

As amostras de Q, Q-C10% e Q-B10% biotratadas com B. cohnii, sdo apresentadas na

Figura 4-67.

Todas as amostras presentaram evidéncias da bioprecipitacdo de carbonato de calcio,
porém, a cimentagdo das particulas ndo foi suficiente, pelo que ndo foi possivel obter

corpos de prova cilindricos para os testes de resisténcia mecanica.

As imagens A, B e D (Figura 4-67), mostram torrdes biocimentados das amostras de Q
(imagem em A e B) e Q-B10% (imagem em D) de aproximadamente 4 cm de altura

(quase a metade da altura total da amostra). A cimentagdo destas amostras ndo foi
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homogénea, apresentando-se maior cimentacao na parte superior € pouca cimentacao na

parte inferior da amostra.

Amostra Bc-Q

ALY

A. Amostra de Q, biotratada
com B.cohnii. Cimentagdo
fragil. Foi cimentada na
parte superior.

B. Amostra de areia (Q) no
final do tratamento.

C. Mistura Q-C 10% biotratada
com B. cohnii, com
cimentagdo parcial. No
filtro superior da amostra
Bc —Q-C 10%, uma grande
quantidade de carbonato
de calcio foi precipitada
(seta branca).

D. Mistura Q-B 10% biotratada
com B. cohnii, sem atingir
cimentagdo completa, sé
alguns torrdes cimentados.

Amostra Bc-Q-C 10% Amostra Bc-Q-B 10%

Figura 4-67. Amostras biotratadas com B. cohnii, com biocimentac¢do parcial do volume total
das amostras. A-B) areia de quartzo (Q). C) mistura Q-C 10%. D) mistura Q-B 10% .

Na amostra Q-C10% (imagem C), as particulas do solo foram cimentadas, mas, o corpo
de prova foi dividido ao meio (de cima para baixo) na hora de tentar tirar a amostra.
Além disto, foi observada uma cimenta¢do heterogénea, como maior cimentacdo das
particulas mais externas e menor cimentagao na area central do nicleo. Do mesmo jeito
do que nas amostras tratadas com S. pasteurii, foi precipitada uma camada de carbonato

de calcio no filtro superior.

As amostras biotratadas com C. ammoniagenes sdo apresentadas na Figura 4-68. As
amostras mostraram evidéncias de precipitagdo de carbonato de célcio e alcangaram

uma biocimentagdo parcial do volume total das amostras.
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A amostra de areia (Q) biotratada com C. ammoniagenes (Figura 4-68 A), mostrou a
menor cimenta¢dao, onde s6 umas poucas particulas foram cimentadas e aderidas as

paredes do molde em acrilico.

Por outro lado, na amostra de Q-C10% (imagem B) foi parcialmente biocimentada,
foram observados alguns torrdes cimentados e uma grande quantidade de particulas
cimentadas e aderidas a moldura, mas a cimentacdo geral ndo foi o suficiente para fazer

um corpo de prova cilindrico.

Amostra Ca-Q Amostra Ca-Q-C 10%

A. Amostra de Q, biotratada
com C. ammoniagenes.
Biocimentagdo parcial.
Parte da amostra de solo é
aderida na parede do
molde (seta preta). No filtro
superior da amostra, uma
quantidade de carbonato

: . P o : de célcio e biomassa foi

Ca-Q-B 10% precipitada (seta branca).

B. Mistura Q-C 10% biotratada
com C. ammoniagenes, sem
atingir a cimentagdo
necessaria. No filtro
superior, foi precipitado
carbonato de calcio e
biomassa (seta branca).

C. Corpo de prova, da mistura
Q-B 10% biocimentado com
C. ammoniagenes.

D. Tentando tirar a amostra de
Q-B 10%, a parte superior é

separada do corpo de
prova.

Figura 4-68. Amostras biotratadas com C. ammoniagenes, com biocimentacdo parcial do
volume total das amostras. A) areia de quartzo (Q). B) mistura Q-C 10%. C-D) mistura Q-B 10%.

A maior cimentacdo foi observada na amostra Q-B10% (imagem C), porém ndo foi
homogénea, e o corpo de prova foi dividido na parte superior (imagem D), ficando um
corpo de prova de pouca altura (aproximadamente 8§ cm). Como com todas as outras
amostras biotratadas, foi precipitada uma camada de carbonato de célcio na parte

superior do fitro.
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Os melhores resultados finais, foram obtidos nas trés amostras biotratadas com S.
pasteurii, sendo que as amostras de areia de quartzo (Q) e a mistura quartzo 90%-
caulim 10% (Q-C10%) foram cimentadas em 100% do volume total das amostras ¢ a
mistura quartzo 90%-bentonita 10% (Q-B10%) foi biocimentada em 90% volume total

da amostra.

Os resultados da precipitacdo de carbonato de célcio a partir da medi¢ao do célcio em
solucdo mostraram que nas trés amostras foi precipitada uma quantidade semelhante de
carbonato de célcio, sendo ligeiramente maior na amostra de Q-B10%, porém, esta
amostra apresentou a cimenta¢do mais fraca ao final do tratamento. Estes resultados
sugerem que a quantidade de carbonato de célcio precipitado, ndo ¢ condig¢do suficiente
para atingir um acréscimo da resisténcia do solo, e existem outras varidveis criticas na
biocimentacdo dos solos por MICCP. Nestes bioensaios, esta variavel poderia ser a
formacao de uma “ponte eficaz”, concentrada predominantemente no ponto de contato
entre os graos, Mujah et al. (2017), que pode ser influenciada pelos processos de
adsorcdo, que a sua vez dependem da natureza da superficie das particulas (ASE), CTC,
PCZ, potencial zeta. Neste sentido, vale a pena notar, que a mistura Q-C10%
corresponde a um solo cargado positivamente, com ApH de 1,7 e a ariea (Q) tem baixa
carga de superficie, com ApH de -0,3, portanto, esperava-se que as bactérias foram
aderidas com maior facilidade nesses solos, que na mistura Q-B10%, solo com carga

negativa, ApH de -1,4 (Apéndice B).

De modo geral, as amostras tratadas com B. cohnii e C. ammoniagenes tiveram uma
menor quantidade de carbonato de célcio precipitada em relagdo as tratadas com a
linhagem S. pasteurii, comportamento que foi evidenciado na cimentagdo final. Das 6
amostras biotratadas com estas cepas, a mistura Ca-Q-B10%, apresentou a maior
quantidade de carbonato de cdlcio precipitado, e foi a unica amostra biocimentada
formando um corpo de prova de 8 cm de altura, mas, durante a manipulag¢do, houve
perda da cimentacdo, a amostra foi dividida em duas partes pelo que ndo foi possivel

fazer ensaios de resisténcia.
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4.4.1.3 Estagio 1: caracterizacio mineralogica dos solos depois do tratamento

microbioldgico.

A caracterizagdo mineralodgica das amostras depois do tratamento microbiologico, foi

realizada por FTIR e analises no MEV usando EDX.

v’ Andalises por FTIR

As Figura 4-69, Figura 4-70, e Figura 4-71, mostram os resultados das analises FTIR das
amostras de: areia de quartzo-Q, mistura Q-C10% e mistura Q-B10%, biotratadas com
S. pasteurii, B. cohnii e C. ammoniagenes. As linhas pontilhadas mostram as analises

das amostras controles (sem microrganismos).

Controle Q

Sp-0 |

Controle Q-C 10%

Sp-0-C 10% , K

%T

O._——”'D

Controle Q-B 10% |-=-~  _o~iir-=-=al

Sp-0-B 10% \ !

CCv,

4000 3000 2000 1500 1000 500

cm?

Figura 4-69. FTIR das amostras de solos (Q, Q-C10% e Q-B10%) biotratadas usando S.
pasteurii. Nota: CC: carbonato de célcio, Q: quartzo., K: caulinita, M: montmorilonita.
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Em todos os espectros das amostras biotratadas com S. pasteurii ( Figura 4-69), foram
observadas bandas de absor¢do correspondentes a carbonato de calcio cristalino em
CCv,, 876/879 cm™ e em CCvs, 1420/1425 cm’, que ndo foram identificadas nos
espectros das amostras controles. Estes sinais de carbonato de célcio (CC) foram apenas
sugeridas nas amostras de Q e na mistura Q-C10%, sendo que foram bem definidas na

amostra da mistura Q-B10% em 876 cm™ ¢ 1424 cm™.

A Figura 4-70 e Figura 4-71, mostram os espectros das amostras biotratadas com B.
cohnii e C. ammoniagenes, respectivamente. Em ambas figuras, sdo observadas bandas
de absor¢do correspondentes a carbonato de célcio, mas apenas nas misturas de solos Q-

B10%, isto ¢, nas amostras Bc-Q-B10% ¢ Ca-Q-B10%.

Na amostra de Q-B10% biotratada com B. cohnii (Figura 4-70) apenas foi observado o
sinal do CC associado ao CCvs, em 1480 cm™, enquanto que na amostra de Q-B10%
biotratada com C. ammoniagenes (Figura 4-71), foram observadas as duas bandas de
absor¢do: a da CCv, (878 cm™) e outra banda de maior intensidade que corresponde a

CCvs (1425 cm™).

Bc-0Q
Bc-Q-C 10%
% T
Bc-Q-B 10%
CCv;,
I I I I I
4000 3000 2000 1500 1000 500

cm’

Figura 4-70. FTIR das amostras de solos (Q, Q-C10% e Q-B10%) biotratadas usando B.cohnii.
Nota: CC: carbonato de calcio, Q: quartzo., K: caulinita, M:montmorilonita.
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Figura 4-71. FTIR das amostras de solos (Q, Q-C10% e Q-B10%) biotratadas usando C.
ammoniagenes. Nota: CC: carbonato de calcio, Q: quartzo., K: caulinita, M:montmorilonita.

Estes resultados confirmaram a precipitacio de carbonato de cdlcio nas amostras
submetidas a tratamento microbioldgico. Segundo os espectros e a intensidade dos
sinais de carbonato de calcio, a maior precipitagdo deste foi dada nas amostras
biotratadas com S. pasteurii, resultado que mostra correspondéncia com o0
comportamento do pH, OD, geracdo de NH4 e o calcio precipitado, analisado do meio

liquido drenado das amostras.

Por outra parte, a precipitacdo do carbonato de calcio foi aparentemente influenciada
pelo tipo de mineral, representado pelas diferentes amostras, sendo que em todos os
experimentos, independente do microrganismo utilizado, a maior precipitagdo ocorreu
na mistura de solos quartzo-bentonita (dosagem Q-B10%) e a menor precipitagdo na
amostra de areia de quartzo (Q). Varias hipdteses podem ser consideradas para este
comportamento, em relacdo com a maior o menor atracdo do cétion calcio nos minerais
favorecendo a nucleacdo dos cristais de calcita, a presenca de minerais que favorecem a
precipitagdo de carbonato de célcio e a adesdo das bactérias nos diferentes substratos

minerais.
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A estrutura mesma da montmorilonita favorece a atragdo dos cations de calcio e poderia
estar favorecendo (no caso da bentonita) a nucleagcdo dos cristais de carbonato (Kralj e
Vdovic, 2000). Esta maior atragiodo Ca®" na bentonita pode ser dada pela carga
negativa nas bordas do mineral (pela dissociagio dos hidrogénios (H") das hidroxilas
(OH) a pHs alcalinos, aumentando a capacidade de troca catidnica (Fernandez, 1982),
que na amostra de bentonita foi de 37,7 meq/100g em comparagdo com 0,5 e 0,24

meq/100g nas amostras de caulinita e o quartzo respectivamente.

Além disso, a maior area superficial especifica (ASE) da montmorilonita, entre 550 e
700 m?/g, fornece uma 4rea maior para os cations de célcio e em geral para que
acontecam reagdes de superficie que podem influenciar a precipitagdo de carbonato de
célcio, em comparagdo com a area superficial da caulinita, com ASE entre 10 e 30 m*/g,

e a menor ASE do quartzo entre 1 e 3,6 m*/g (Camapum de Carvalho ef al., 2015).

Por outa parte, diversos autores encontraram no processo da MICCP, uma tendéncia
para maior precipitagdo de CaCOs sobre substratos célcicos que por exemplo em
substratos de silicatos (Rebata-Landa, 2007; Rodriguez-Navarro et al,2012).
Comportamento que parece estar relacionado com a adesdo das bactérias as superficies
dos minerais, adesdo dada pela interagdo entre cargas eletrostaticas (Scholl et al., 1990)
e nesse sentido, ¢ explicada a maior adesdo em substratos calcicos (Rodriguez-Navarro
et al., 2012). Isso explicaria a maior precipitacdo de carbonato de calcio nas amostras
com bentonita, que tem carbonato de calcio em sua composi¢do mineraldgica, em

comparagdo com as amostras com caulinita e o quartzo.
v’ Andlises no Microscdpio Eletrénico de Varredura (MEV).

Para fazer as analises no MEV, foram utilizados torrdes biocimentados das amostras
que Q e a mistura Q-C10% biotratadas com S. pasteurii, com o montagem mostrado na

Figura 4-72.

As imagens obtidas revelaram a presenga de carbonato de cdlcio nas amostras que
foram observadas. A Figura 4-73, Figura 4-74 e Figura 4-75, mostram os resultados das

analises na amostra de areia de quartzo (Q) biotratada com S. pasteurii.
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Figura 4-72. Montagem no MEV dos torrdes das amostras biocimentadas de Q e Q-C10% com
S. pasteurii.

Na Figura 4-73 ¢ apresentada uma analise da amostra de areia (Sp-Q) em 50 aumentos,
e foram observados os graos de areia cobertos por carbonato de calcio e também o

carbonato de célcio precipitado formando uma ponte entre as particulas de areia.

EHT =10.00 kV Signal A= SE1 Date :19 Dec 2018
WD = 85mm Filament Age = 23.80 Hours Mag= 54X

Figura 4-73. Imagem no MEV da amostra de areia de quartzo biotratada com S. pasteurii.
imagem em 50 X. As setas brancas indicam cristais de carbonato precipitados cobrindo os grios de areia
e formando pontes entre eles

No mapa de elementos da amostra Sp-Q (Figura 4-74) foi detectada a presenca de silicio
(Si, de cor azul) e oxigénio (O, de cor verde), correspondente a areia de quartzo.
Preenchendo os espagos entre os grdos de quartzo, foi detectado o célcio (Ca, de cor

laranja) e o carbono (C, vermelho), correspondente ao carbonato de célcio.
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Electron Image 1

Presenca de silicio (Si) da cor
azul e oxigénio (O) da cor
verde, dos grdos de areia. E
o célcio (Ca), carbono (C) e
oxigénio (0), enchendo os
espagos vazios e formando
pontes no contato entre os
graos.

Figura 4-74 Mapa de composi¢do de elementos da amostra Sp-Q, contendo: C (carbono), O
(oxigénio), Si (silicio) e Ca (calcio).

A Figura 4-75, mostra outra imagem da areia de quartzo (Q) biotratada com S.
pasteurii, em 500 aumentos, onde ¢ observada uma grande quantidade de cristais de
carbonato de célcio de habito romboédrico, possivelmente de calcita, cobrindo os graos

de quartzo.

30 pm EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 Date :19 Dec 2018 @h"’m"“’mmz AL
|—| WD=85mm  FilamentAge = 23.35 Hours Mag= 500X SeTaIsaTs

Figura 4-75. Imagem no MEV da amostra de areia de quartzo biotratada com S. pasteurii.
Imagem a 500X mostrando a particula de quartzo (seta preta) coberta por cristais de carbonato de célcio
(setas brancas), possivelmente de calcita pelo habito romboédrico.

Estas imagens confirmam que, como resultado da MICCP usando a linhagem de S.

pasteurii na amostra de areia de quartzo (Q), foram precipitados cristais de carbonato de
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calcio na matriz de solo, alguns deles cobrindo os grdos e outros no contato entre
particulas, formando pontes e agindo como cimento. Nas imagens no MEV, também
foram observados espagos vazios entre particulas, que ndo foram completamente
preenchidos pelo carbonato precipitado. Essa distribui¢dao, mais do que a quantidade de
carbonato de cdlcio precipitado, possivelmente foi o que fez com que a amostra fosse

cimentada e atingira um maior valor de resisténcia a compressao simples.

A Figura 4-76 mostra as imagens de MEV da amostra composta pela mistura areia de
quartzo-90%-caulim 10% (Q-C10%), biotratada com a cultura de S. pasteurii. A
imagem (a) mostra particulas irregulares (quartzo seguramente) e particulas de forma
planar (presumivelmente caulinita), além de dos espagos entre elas preenchidos,
seguramente pelo carbonato de calcio, identificado nas analises FTIR. A imagem (b)

corresponde & mesma amostra em 100X e mostra a superficie das particulas de areia

(setas pretas) cobertas por cristais de carbonato de calcio (seta branca).

BT R e e oo e R Ty SIIEY e o e e, [
a) Imagem MEV, modo SE, 21X. Mistura 90% areia  b) Imagem MEV, modo SE, 100 X. Mistura 90%
de quartzo — 10% Caulim, biotratada com S. areia de quartzo — 10% Caulim, biotratada com
pasteurii. Q. Quartzo. K: caulinita. S. pasteurii. Q. Quartzo. K: caulinita. CC:

carbonato de calcio.

Figura 4-76. Imagens de MEV da amostra de Q-C10% biotratada com a S. pasteurii. a) imagem
em 21X. b) imagem em 100X, mostrando a superficie das particulas de areia cobertas por cristais de
carbonato de calcio (seta branca).

Na Figura 4-77 observa-se o mapeamento dos elementos da Figura 4-76b), onde pode
ser confirmada a presenca de grdos de quartzo (Si, O) e caulinita (Al, Si, O) cobertos
parcialmente por carbonato de célcio precipitado pela MICCP, evidente pelos mapas de

Ca (laranja) e C (vermelho).
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Sp-Q-C 10%

Electron Image 1 OKa1

AlKa1l SiKa1 CaKal

Figura 4-77 Mapa de composicdo de elementos da amostra Sp-Q-C10%, contendo: C (carbono), O
(oxigénio), Al (aluminio), Si (silicio) e Ca (calcio).
4.4.1.4 Estagio 1: caracterizacao fisica, quimica e mecanica dos solos depois do

tratamento microbioldgico.

Neste item sdo apresentados os resultados dos ensaios das andlises granulométricas,
resisténcia a compressao simples, susceptibilidade & erosdo e os resultados das analises

quimicas (cations trocaveis e a capacidade de troca catidnica).
V' Distribui¢do granulométrica:

Depois do tratamento microbiologico, foram feitas andlises granulométricas por
peneirado nas amostras. As curvas granulométricas sdo apresentadas no Apéndice A.
Estes analises correspondem, no caso da amostras de Q e mistura Q-C10% biotratadas
com S. pasteurii, as amostras de solo depois de falhar os corpos de prova a compressao
simples e nas outras amostras (Sp-Q-B10% e as amostras biotratadas com B. cohnii e C.
ammoniagenes), correspondem a os solos em estado fofo, sem ter em conta os torrdes
de solos que foram efetivamente biocimentados. Isto ¢, estas granulometrias ndo
representam a granulometria real dos solos despois do tratamento, dado que as
agregacdes formadas por o tratamento microbiologico foram destruidas mecanicamente

antes de fazer o teste.
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No entanto, foram observadas mudangas nas curvas granulométricas das amostras antes
e depois do tratamento microbiologico, principalmente um aumento no conteudo de
finos (peneira #200), que corresponde ao carbonato de calcio precipitado durante o
tratamento usando os trés microrganismos. A maior diferenga entre as curvas foi
observada nas amostras Sp-Q e Sp-Q-C10%, e estas amostras correspondem as amostras
que atingiram a maior cimentacdo entre particulas, moldando corpos de prova

cilindricos.

A Tabela 4-5 mostra a percentagem de finos (passa peneira #200), da amostra inicial
(sem tratamento) e das amostras biotratadas depois de destruir as agregacdes

mecanicamente.

Tabela 4-5 (%) de particulas passante pela peneira #200 (0,075 mm)

% passa peneira #200

Amostra
Q Q-C10% Q-B10%
Amostra sem tratamento 0,10 3,13 3,96
S. pasteurii 1,55 7,88 11,06
B. cohnii 0,20 5,13 9,43
C. ammoniagenes 0,46 5,38 10,31

O aumento de finos, foi maior nas amostras biotratadas com S. pasteurii. O aumento no
conteudo de finos foi semelhante entre as amostras biotratadas com B.cohnii e C.

ammoniagenes.
v' Conteudo de bases trocdveis:

Os resultados da determinag@o das bases trocdveis em meq/100g de solo, das amostras

biotratadas é mostrado na Tabela 4-6, Tabela 4-7 e Tabela 4-8.

Tabela 4-6. Bases trocaveis e capacidade de troca cationica (CTC) das amostras de areia de
quartzo.

Solo Ca™ Mg Na’ K’ tf:ct:i(\)fléiss
(meq/100g) (meq/100g) (meq/100g)  (meq/100g) (meq/100g)
Q 0,16 0,03 0,03 0,01 0,24
Controle Q 1 0,02 0,03 0,02 1,07
Sp-Q 34,3 0,02 0,03 0,08 34,4
Bc-0 1,1 0,06 0,02 0,02 1,2

Ca-0 13,6 0,02 0,03 0,03 13,7
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Tabela 4-7. Bases trocaveis e capacidade de troca catidnica (CTC) das misturas areia de
quartzo- caulim, dosagem 90%-10% (Q-C10%).

Ca* Mg2+ Na® K' Cétion.s
SIe (meq/100g) (meq/100g) (meq/100g) (meq/100g) (325/’1?8;
Q-C 10% 0,11 0,02 0,03 0,01 0,2
Controle Q- C 10% 4,6 0,02 0,08 0,16 4,9
Sp O- C 10% 22,4 0,02 0,03 0,03 22,5
B.c O-C 10% 17,5 0,02 0,05 0,12 17,7
CaQ-CI10% 10,4 0,02 0,02 0,02 10,5

Tabela 4-8. Bases trocaveis e capacidade de troca catidnica (CTC) das misturas areia de
quartzo- caulim, dosagem 90%-10% (Q-B10%).

Solo Ca™ Mg™ Na” K* tf:ct:i(zfleliss
(meq/100g) (meq/100g)  (meq/100g) (meq/100g) (meq/100g)
Q-B 10% 0,14 0,06 0,02 0,12 0,34
Controle Q-B 10% 9,9 0,77 0,2 0,6 11,5
Sp O-B10% 21,5 0,27 0,03 0,1 21,9
B.c O- B 10% 10 0,78 0,2 0,49 11,5
C.a Q- B 10% 9,2 0,19 0,03 0,05 9,47

Em todas a amostras de solo (Q, Q-C10%, Q-B10%), houve aumento nos cations
trocaveis, devido aos tratamentos bidtico e abidtico. A principal mudanca em todas as
amostras foi devida ao aumento do cation célcio Ca*". Além disto, em algumas amostras
da mistura Q-C10% houve aumento do potassio (K") e na amostras da mistura Q-B10%
houve aumento do cation magnésio (Mg>"). O maior aumento do Ca*" e da CTC ocorreu

em todas as amostras biotratadas com S. pasteurii.

A diferenca das amostras tratadas microbiologicamente (tratamento bidtico) com as
amostras sem tratamento (amostras originais) foi variavel, dependendo do tipo de solo.
A maior diferencga foi observada nas amostras de areia de quartzo, com um aumento de
143 vezes na CTC da Sp-Q em relacdo com a amostra original de Q. Na mistura Q-
C10% a diferenca foi de 132 vezes na CTC da Sp-Q-C10% em relacdo com a amostra
de Q-C10% sem tratamento. A menor diferenca foi observada na amostra de Q-B10%,

com aumento de 64 vezes na CTC da Sp-Q-B10% em relagdo com a amostra original de
Q-B10%.

O mesmo comportamento ¢ observado entre as amostras com tratamento bidtico e os

controles (tratamentos abiodticos). A CTC na amostra Sp-Q foi 32 vezes maior do que o
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controle Q, a CTC na amostra Sp-Q-C10% foi 4 vezes maior que no controle Q-C10% e
a CTC na amostra Sp-Q-B10% foi apenas 2 vezes maior que na amostra controle Q-

B10%.

Estes resultados sugerem que a aplica¢do dos reagentes nas amostras de solos, causou
grandes mudangas nos cations trocaveis, mas, adicionalmente, o processo
microbioldgico tem uma pequena contribui¢do na mudanga dos cations trocaveis, além

da aplicacdo dos reagentes.

Também ¢ observado, que a CTC da amostra Q-B10% (sem tratamento) foi de 0,34
meq/100g, maior que a CTC das amostras de Q e Q-C10% (sem tratamento) que foi de
0,2 meq/100g, o que pode favorecer a atragdo dos cations de célcio e a nucleagdo dos

cristais de carbonato (Kralj e Vdovic, 2000).
v’ Resisténcia a compressdo simples:

Ensaios de resisténcia a compressao simples (Oysc), foram feitos nos corpos de prova das
amostras biocimentadas com S. pasteurii: Sp-Q e Sp-Q-C10%. As outras amostras do
estagio 1: Sp-Q-B10%, as trés amostras biotratadas com B. cohnii e as trés amostras
biotratadas com C. ammoniagenes, ndao foram bem cimentados e nenhum corpo de

prova foi formado, portanto, eles ndo puderam ser testados & compressao simples.

A Figura 4-78 mostra os resultados do ensaio de compressdao simples da amostra de

areia de quartzo biotratada com S. pasteurii (Sp-Q).

A amostra no inicio do ensaio tinha uma altura de 10,1 cm, peso especifico de 14,1
kKN/m’ e atingiu uma porosidade final de 48% (Figura 4-78 A). A resisténcia a
compressao simples (Ousc) da amostra de areia de quartzo foi de 553 kPa e apresentou
um comportamento na falha de areia fofa (Terzagui e Peck, 1980), como ¢ observado na

curva tensdo-deformagao (Figura 4-78 C).

A falha da amostra foi na base, como uma desagregagdo das particulas (Figura 4-78 B),
que pode ser por uma cimentagdo heterogénea da amostra, com uma fraca cimentacio
na base, ou também, esse tipo de falha ¢ um indicador de falta de paralelismo entre as
faces extremas, o que faz com que as tensdes ndo sejam distribuidas adequadamente no
corpo da amostra, e sdo concentradas nas bordas da base, onde a amostra falha. A
resisténcia real da amostra poderia ser muito maior.
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Figura 4-78. Ensaio de resisténcia a compressdo simples, amostra Sp-Q. A) amostra antes do
ensaio. B) amostra depois do ensaio, modo de falha. C) Curva tensdo — deformagao.

Como a amostra ndo se desintegrou totalmente, foi possivel moldar novamente e
horizontalizar a base da amostra, para determinar sua resisténcia mediante um segundo

ensaio.

O corpo de prova foi deixado com uma altura de 8,2 cm e a resisténcia a compressao
simples (Ousc) foi 934 kPa e apresentou um comportamento na falha caracteristico de
uma areia cimentada (Juarez e Rico, 1965; Mitchell, 1993; DeJong et al., 2006). Os

resultados deste segundo ensaio da amostra Sp-Q, sdo mostrados na Figura 4-79.

E provavel que a resisténcia dos solos biotratados, fosse devida principalmente a coesdo
verdadeira (Mitchell, 1993), devida a ligagdo quimica entre as particulas desenvolvidas

como resultado da cimentagdo por o carbonato de célcio precipitado pelo tratamento
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microbiologico e por outro lado, possivelmente um aporte na resisténcia seja devida a

succao dos solos.

Sp-Q ensaio 2
1.000
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Figura 4-79. Ensaio de resisténcia a compressao simples, amostra Sp-Q (ensaio 2). A) amostra
durante o ensaio. B) Curva tensdo — deformacao.

Segundo as relagdes encontradas por alguns autores, entre a resisténcia a compressao
simples e o conteudo de carbonato de calcio, estes valores de o, (500-900 kPa) sdo
associados ao contetdo de carbonato de célcio entre 2% e 4% (Mitchell, 1993), ou entre

8% ¢ 9% (Cheng et al., 2013).

Nas amostras biocimentadas por MICCP nesta pesquisa, foi precipitado em cada
tratamento 7% de carbonato de célcio e se a soma dos quatro tratamento for valida, o
total precipitado foi em torno de 30%, porém, uma parte do carbonato foi precipitado no

topo da amostra e ndo dentro da massa do solo, sem contribuir para a resisténcia.

Por outro lado, a quantidade de carbonato de célcio por tratamento corresponde a
aproximadamente 25 kg de CC/m’ de solo, e no total, depois dos 4 tratamentos, em
teoria a quantidade de carbonato de calcio total é de aproximadamente 90 kg de CC/m’.
Este valor é maior que os 60 kg de CC/m’ de solo, que, segundo Whiffin (2004), é

necessario para obter uma melhora significativa na resisténcia do solo.

A Figura 4-80 apresenta os resultados do ensaio de resisténcia a compressao simples do
corpo de prova da amostra correspondente a mistura Q-C10% biotratada com

S.pasteurii.
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A amostra no inicio tinha uma altura de 9,6 cm e peso especifico de 14,9 kN/m’ e ao

final do tratamento atingiu uma porosidade de 44% e sua resisténcia a compressao

simples (Oysc) foi apenas de 96 kPa.
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Figura 4-80. Ensaio de resisténcia & compressdo simples, amostra Sp-Q-C10%. A) Modo de
falha. B) Curva tensdo- deformacao,

O comportamento tensdo —deformacdo dos solos biotratados com MICCP ¢ o
comportamento caracteristico de um solo de grao grosso, cimentado, com falha fragil e

repentina (Judrez e Rico, 1965; Mitchell, 1993, Dejong et al., 2006).

Em todas as amostras foi calculado o Modulo secante a 50% da tensdo maxima na falha
(Eso), seus valores sdo apresentados na Tabela 4-9. Os valores da resisténcia a
compressao simples da areia de quartzo (Q), foram semelhantes aos obtidos para areias
silicas (dso de 0,2 mm) biotratadas com MICCP (com S. pasteurii), O méximo de 500
kPa (Rowshanbakht et al, 2016). A Tabela 4-9 mostra alguns parametros fisicos e
mecanicos das amostras de Q e Q-C10%, ao final do tratamento com S. pasteurii. € que

foram a ensaios de resisténcia a compressdo simples.

Tabela 4-9. Parametros fisicos e mecanicos das amostras biocimentadas.

E50 CaCO3
Amostra Y (kN/m3) n% O usc (kPa) (MPa) precipitado
(kg/m®)
Sp -Q (falha #1) 14,0 48 553 8,1 93
Sp-Q (falha #2) 14,0 48 934 11,1 93
Sp O-C 10% 14,9 44 96 5,8 94

Os resultados apresentados na Tabela 4-9 mostram que a amostra Sp-Q-C10% atingiu

maior peso especifico e menor porosidade, associado a uma maior precipitagdo de
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carbonato de célcio, preenchendo os espagos vazios.

Nas andlises da precipitacdo de calcio e carbonato de célcio, indicaram sempre uma
maior precipitacdo na amostra de Q-C10%. Porém, a maior resisténcia a compressao

simples foi atingida na amostra de areia de quartzo (Q) (934 kPa).

Novamente, estes resultados sugerem a importancia da distribuicdo dos cristais de
carbonato precipitados na matriz de solo, a fim de obter uma biocimentagdo eficaz. Isso
poderia significar que a resposta mecanica do solo tratado com MICCP pode variar
significativamente dependendo do mecanismo de precipitacdo do CaCOs3 (Mujah et al.,
2017), mecanismo que pode estar associado a propriedades eletroquimicas dos solos

como CTC, ASE e PCZ.

Alguns torrdes de amostras biocimentadas, foram observados no estereoscopio a 30
aumentos (Figura 4-81), onde pode ser observado o carbonato de célcio precipitado,

cimentando os graos de areia.

v
L ni

a) Imagem no estereoscépio, 3X. b) Imagem no estereoscdpio, 3X.
Amostra de areia de quartzo. Grdos ~Amostra de areia de quartzo
de quartzo (=1,5 mm) sem biocimentada com S. pasteurii. Grdos
tratamento. de quartzo cimentados com
minusculos cristais de carbonato
ligados e formando uma camada fina.

c) Imagem no estereoscépio, 3X.

d) Imagem no estereoscépio, 3X.

Amostra Q-C10% biocimentada com Amostra Q-C10% biocimentada com
S. pasteurii. Graos de quartzo (=1,5 S. pasteurii. Grios de quartzo
mm) cimentados com carbonato de cimentados com carbonato de

célcio de tamanho minusculo. célcio nos pontos de contato.

Figura 4-81. Imagens no estereoscopio, em 3 aumentos. a) amostra de areia de quartzo sem
tratamento. b) amostra de areia de quartzo biocimentada com S. pasteurii. c-d) amostra da mistura Q-
C10% biocimentada com S. pasteurii.
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v’ Susceptibilidade a erosdo:

A fim de ter um indicativo da susceptibilidade a erosdo dos solos biocimentados, foi
executado o ensaio de Crumb nos corpos de prova indeformados de aproximadamente

20 mm de comprimento, das amostras Sp-Q e Sp-Q-C10%.

Depois de 6 horas de permanecer submersas em 200 ml de 4gua destilada, com pH de
6,6 e temperatura de 26°C, as amostras ndo apresentaram susceptibilidade a erosdo e o
grau de dispersividade foi grau 1: ndo dispersivo. O mesmo resultado foi obtido, depois
de repetir o teste, com as amostras submersas durante 48 h, em agua ligeiramente acida,

com pH de 4,5.

A Figura 4-82 mostra imagens das amostras de Q (imagem A) e Q-C10% (imagem B)
biocimentadas com S. pasteurii, que foram usadas no ensaio de Crumb, assim como a
sequencia do ensaio desde o tempo t=0 h até o tempo t=6 h em dgua com pH de 6,6 € o
tempo t=48 h em 4gua ligeiramente 4cida. A imagem (C) mostra a referéncia do Grau 1

de dispersividade do ensaio de Crumb, segundo a norma ASTMD6572.

B) Sp-Q-C10%

t=0h

t=6h

t=48 h

a) Grau 1

Figura 4-82. Teste de Crumb em amostras de solos biocimentadas com MICCP, usando a S.
pasteurii A) amostra de Q. B) mistura Q-C10%. C) Grau 1 de dispersividade segundo ASTM
D6572.
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4.4.2 Estagio 2

Os corpos de prova preparados neste estdgio foram: mistura quartzo-caulim dosagem
98%-2%, mistura quartzo-bentonita dosagem 98%-2% e areia de quartzo de grao fino
(Qfino). A areia de grao fino foi obtida da areia de Yarumal de grio médio, moida

mecanicamente.

Todos os ensaios de biocimentagdo neste estagio foram feitos utilizando a S. pasteurii
como microrganismo. A S. pasteurii foi selecionada, porque apresentou a maior
atividade uréase e os melhores resultados na MICCP, evidenciados pela biocimentacao
dos corpos de prova e melhora na resisténcia a compressdo simples. O resumo das
amostras utilizadas no estagio 2 ¢ mostrado na Tabela 4-10.

Tabela 4-10. Solos e microrganismos no segundo estagio dos ensaios de biocimenta¢do em
colunas

Nomenclatura Solos Microrganismo

S.p-Q-C 2% Dosagem 98% areia- 2% caulim - Pasteurii

Dosagem 98% areia- 2%

S.p-Q-B 2% . S. pasteurii
PQ ° bentonita P

Areia de quartzo moida, com

tamanhos de particulas menores
S.p-Qfino P S. pasteurii

que 0,425 mm (peneira # 40),
d60: 0,25 mim.

A Figura 4-83 mostra a analise granulométrica da areia fina (Qsno), que como resultado
da fratura mecanica, tem 81% de areia e 19% de particulas tamanho silte ou argila,
classificando como SM no SUCS e tem dgp= 0, 25 mm, em comparacdo com a areia de
grao médio (Q), que s6 tem 0,1% de particulas finas, classifica como SP e tem dg= 1,4

mm.

A Figura 4-84 apresenta o espectro FTIR da areia moida de grao fino (Qfino), com as
mesmas bandas de quartzo do espectro da areia de grdo médio (Q), evidenciando que
durante o processo de fratura mecanica, ndo houve mudangas na mineralogia da areia de

Yarumal e ambas amostras, Q € Qsino, tem a mesma mineralogia.

A preparacao dos corpos de prova nos moldes cilindricos das amostras com as misturas
Q-C 2% e Q-B 2%, e o tratamento microbioldgico fornecido a estas amostras, foi o
mesmo utilizado no estagio 1.

189



100
90
80
70
60
50
40
30
20

10

% que passa

Peneira (N°)

10 1 0,1 0,01 0,001
Abertura da peneira (mm)
—&— Areia média, Q - & - Areia fina, Qfino |

Figura 4-83. Curva granulométrica da areia de grao médio (Q) e da areia de grao fino (Qgino)-
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Figura 4-84. Analises FTIR da areia de Yarumal de grdo médio (Q) e da mesma areia depois do

processo de fratura mecanica (Qgino)-

A amostra de areia fina de quartzo (Qsno) foi colocada dentro do molde em acrilico por

gravidade, porém, devido ao tamanho das particulas de areia, mais pequenas que na

amostra de areia sem peneirar, foi necessario utilizar maior massa de solo para obter o

corpo de prova de 50 mm de didmetro e 120 mm de comprimento. O peso especifico

seco (yq) da areia fina de quartzo (Qsino) foi de aproximadamente 15,0 kN/m?’, maior do

que o peso especifico das outras duas amostras preparadas com yq de aproximadamente

12,0 kN/m”.
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4.4.2.1 Estagio 2: caracterizacio do meio liquido drenado ao final de cada

tratamento
4 Comportamento do pH:

A Figura 4-85 mostra os valores do pH depois de cada tratamento nas amostras do
estdgio 2 (misturas com dosagem 98%-2% e areia fina de quartzo), e também sdo
apresentados os resultados obtidos nas amostras do estdgio 1 (misturas com dosagem
90%-10% e areia de quartzo), para comparar mudancas devidas ao contetido de finos
(no caso das misturas Q-C e Q-B) e devidas ao tamanho da particula (no caso da areia

de quartzo sem finos).

8,5
8,3
8,1
7,9

7,7

7,5
T1 T2 T3 T4

[15.p-Q-C2% S.p-Q-C10% iiS.p-Q-B2% WS.p-Q-B10%

B S.p-Q S.p- Q fino

Figura 4-85. Comportamento do pH no efluente. Amostras biotratadas com S. pasteurii,
comparacao estidgios 1 e 2. A) diferentes dosagens Q-C e Q-B. B) diferentes tamanhos da areia de
quartzo.
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O pH inicial do meio liquido nos experimentos do estdgio 2 foi elevado em torno de 8,5
e, de forma geral, pode-se descrever que o comportamento do pH do efluente depois de
48 h, nas diferentes amostras, foi semelhante aquele do estdgio 1. O pH apresenta uma
diminui¢do em compara¢do com o pH do inicio, mas, a medida que um novo tratamento
foi aplicado, o pH do efluente ficou mais perto do pH inicial (Figura 4-85). O
apresentado poderia sugerir que a cada tratamento as reagdes da MICCP sao mais

rapidas e eficientes e o pH sobe mais rapido, nas mesmas 48 h.

Os valores de pH foram diferentes para as misturas de areia-caulinita e areia-bentonita
(Figura 4-85 A), sugerindo a influéncia da mineralogia no comportamento. A mistura
Q-B2% teve o maior valor de pH nos tratamentos T1 e T2; no T3 o valor de pH foi
semelhante em Q-C2% e Q-B2%, e ja no tratamento T4, foi maior o pH na mistura Q-
C2%. Com relagdo ao comportamento do pH segundo o contetido de finos ou diferentes
dosagem de finos, os valores foram semelhantes nas misturas com 2% e 10% de finos,
sendo que apenas foram observadas ligeiras diferencas no tratamento T4, apresentando
um maior valor de pH na amostra com 10% de finos na mistura Q-C e com 2% de finos

na mistura Q-B.

J& nas amostras de areia de quartzo fino (Figura 4-85 B) foram observadas diferencas no
comportamento e nos valores do pH, apesar de ter a mesma mineralogia, sugerindo a
influéncia de outros parametros, como o tamanho de particula e os vazios na matriz do

solo.
v' Comportamento do oxigénio dissolvido (OD):

O comportamento do oxigénio dissolvido nas misturas Q-C2% e Q-B2% sdo
apresentadas na Figura 4-86 A, e também sdo apresentados os resultados obtido nas
amostras do estagio 1, misturas com dosagem 90%-10%, para comparar mudancas

devidas ao contetido de finos.

Nestas figuras sdo observadas diferencgas principalmente entre os contetidos de finos,
por exemplo, no tratamento T1, sendo que as amostras com maior conteudo de finos,
nas dosagens Q-C10% e Q-B10%, tiveram os maiores valores de OD (1,7-1,8 mg/l), em
comparagdo com as amostras com dosagem de 2% de finos (OD: 0,45-0,6 mg/l). Este
comportamento pode ser explicado como devido possivelmente & menor disponibilidade
de espago na matriz de solo e menor disponibilidade de oxigénio, quando ha maior
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quantidade de particulas finas. A partir do segundo tratamento, sdo observadas
diferencas entre as misturas quartzo-caulim e quartzo-bentonita e entre as diferentes
dosagens (Q-C2% e Q-C10%, Q-B2% e Q-B10%). No geral, os maiores valores de OD
foram observados na mistura quartzo-caulim, com dosagem 90%-10% (Q-C10%),
sendo que os menores valores de OD se apresentaram na mistura quartzo-bentonita,

com a dosagem 90%-10% (Q-B10%).
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Figura 4-86. Comportamento do OD no efluente. Amostras biotratadas com S. pasteurii,
comparacao estidgios 1 e 2. A) diferentes dosagens Q-C e Q-B. B) diferentes tamanhos da areia de

quartzo.

Na Figura 4-86 B, foram observadas diferengas significativas entre os valores de OD da
areia média (Q) e da areia fina de quartzo (Qfino), mesmo elas tendo a mesma
mineralogia. As diferencas foram evidentes principalmente nos tratamentos T1 e T2,
com valores de OD na amostra de areia de grao fino (Qsno) muito perto do valor inicial

(OD acima de 5mg/l), sugerindo que nestas amostras depois de 48 h, as reacdes de
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hidrolise da ureia e de precipitacdo de carbonatos, sdo lentas e ainda ndo comegaram.
Novamente este comportamento, confirma a influéncia do tamanho de particula na
MICCP. A partir do T3, as diferengas sdo menores entre as amostras de areia. Este
comportamento no tratamento T1 e T2, foi observado durante a drenagem das amostras,

sendo que na amostra de areia de grao fino foi mais lento e mais dificil drenar o meio

liquido.
v' Comportamento da concentragdo de cdlcio:

A Figura 4-87 apresenta os resultados da variagdo do célcio em solugdo, ao final de

cada tratamento e a comparacdo com os resultados das amostras do estagio 1.
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Figura 4-87. Célcio em solu¢do das amostras biotratadas com S. pasteurii, comparacao estagios
1 e 2. A) misturas Q-C dosagem 98%-2% e 90%-10%. B) misturas Q-B dosagem 98%-2% e
90%-10%.
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Na figura (A), s@o comparados os resultados das misturas quartzo-caulim com as
diferentes dosagens: Q-C2% e Q-C10%, onde foram observadas diferengas no Ca*" em
solugdo nos tratamentos T1 e T2. O célcio em solucdo foi de 2000 mg/l (Q-C2%) e
4000 mg/l (Q-C10%) no T1 sendo que foi diminuindo com cada novo tratamento. A
misturas Q-B2% e Q-B10% também apresentaram diferencas significativas nos
tratamentos T1 e T2 (Figura 4-87 B), com 1000 mg/l (Q-B10%) e 2000 mg/1 (Q-B2%),
de célcio disponivel no T1. No tratamento T4, ndo foram observadas diferencas entre as

amostras com 2% e 10% de bentonita.

A partir do célcio em solugdo foi calculado o carbonato de calcio precipitado (g) devido

a cada tratamento com ureia e cloreto de célcio nas diferentes amostras (Figura 4-88).
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Figura 4-88. Calcio precipitado (g) no processo de MICCP, nas amostras biotratadas com S.

pasteurii, comparacao estagios 1 e 2. A-) misturas Q-C2% e QC10%. B) misturas Q-B2% e Q-B10%.
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Da figura A, foram observadas diferencas significativas na precipitagdo de carbonato de
calcio nas misturas quartzo-caulim com diferentes dosagens do caulim, Q-C2% e Q-
C10%, no tratamento T1, com uma precipitagdo de 5,2 g e 4,7 g de CaCO;,
respectivamente. No tratamento T2 também foram observadas diferengas entre as
dosagens, porém, menores que no tratamento T1. E nos tratamentos T3 e T4, as
diferencas ndo sdo mais significativas. Na figura B, foram observadas diferencas
significativas para as misturas quartzo-bentonita com diferentes dosagens de bentonita
(Q-B2% e Q-B10%), unicamente no T1, com uma precipitagdo de 5,3 g e 5,6 g de

CaCO:s, respectivamente.

A Figura 4-89 mostra os resultados em termos da eficiéncia do processo de

precipitagao.
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Figura 4-89. Eficiéncia do processo da MICCP, nas amostras biotratadas com S. pasteurii,
comparacao estagios 1 e 2. A) misturas Q-C2% e Q-C10%. B) misturas Q-B2% e Q-B10%.
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Analisando os dados de precipitagdo de carbonato de calcio, em termos de eficiéncia, na
Figura 4-89 A, foram observadas diferencas significativas entre o 2% de caulim e o
10% de caulim, no tratamento T1, com eficiéncias de 88% e 80%, respectivamente. No
tratamento T2 também foram observadas diferencas entre as dosagens, com uma
eficiéncia de 92% (Q-C2%) e 97% (Q-C10%). Finalmente, no tratamento T3 foi

atingida a maxima eficiéncia no processo, ~99% em ambas amostras.

Na Figura 4-89B, foram observadas diferengas significativas para as misturas quartzo-
bentonita unicamente no tratamento T1, com uma eficiéncia de 89% para um contetido
de finos de 2% e uma eficiéncia de 95%, para um conteudo de finos de 10%. A partir do

T2, foram atingidas altas eficiéncias em ambas misturas (98%).

No resumo, estes resultados do pH, OD e célcio em solu¢do do estagio 2 mostram, que
nas misturas areia-caulim, a precipitacdo de carbonato de calcio ¢ favorecida por uma
menor quantidade de caulim nas misturas (Q-C2%). Do lado contrario, nas misturas
areia-bentonita, a precipitagdo de carbonato ¢ favorecia por uma maior quantidade de
bentonita nas misturas (Q-B10%), provavelmente relacionado com a maior
possibilidade de atracdo do célcio e de sites de nucleagdo na bentonita (Kralj e Vdovic,
2000). Uma hipotese a considerar € a influéncia do potencial Z e PCZ, que no caso das
misturas Q-C 2% e Q-B 10%, tém PCZ de 7 e 7,8 respectivamente, valores menores que
o pH do meio liquido que atingiu um pH méximo de 8, enquanto que as misturas Q-C
10% e Q-B 2%, tém PCZ de 9,7 e 8,7 respectivamente, valores maiores que o pH do
meio liquido circundante. Neste caso, as particulas das amostras Q-C 10% e Q-B 2%
tendem a se flocular e as particulas das amostras Q-C 2% e Q-B 10%, tendem a se
dispersar. Esto poderia explicar o comportamento das amostras com diferente contetido
de finos e a maior precipitagdo de carbonato de cdlcio nas amostras de solo com

tendéncia a se dispersar.

A Figura 4-90 apresenta os resultados da amostra de areia de quartzo de grao fino (Q

fino) € SUa compara¢do com a areia de quartzo de grao médio (Q).

Na Figura 4-90, foram observadas diferencas significativas na concentra¢do do célcio
em solucdo (A), na precipitacdo do carbonato de célcio (B), e a eficiéncia da MICCP
(C), entre as amostras de areia de grao médio (Q) e a areia de grao fino (Qfino),

principalmente nos tratamentos T1 e T2.
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Figura 4-90. Eficiéncia do processo de MICCP nas amostras de areias de grado médio (Q) e grdo
fino, (Qgno), biotratadas com S. pasteurii. A) célcio disponivel em solugdo. B) carbonato de célcio
precipitado (g). C) carbonato de calcio precipitado (%).
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Na amostra de areia fina (Qsino), apenas foi precipitado 50% do carbonato de calcio no
tratamento T1, em comparacdo com a areia mais grossa (Q), que precipitou 80%.
Depois, no tratamento T2, a areia de grdo médio atingiu 91% de eficiéncia, enquanto
que na areia de grdo fino, apenas precipitou 67% do carbonato de calcio. Esses
comportamentos eram esperados, dado o comportamento e valores do oxigénio
dissolvido (OD), apresentados na Figura 4-86. Do mesmo jeito que nas misturas Q-C e
Q-B, a partir do tratamento T3 em ambas amostras de areia foi precipitado quase 100%

do calcio fornecido, nas 48 h.

No processo com as duas areias de diferentes tamanhos de particulas, houve maior
eficiéncia com a areia de grdo médio com relagdo a areia fina. Neste caso, duas
varidveis sdo conjugadas, mas cada uma delas com o efeito oposto: a presenca de
particulas com grados menores e maior area superficial (Qgpno), oferecem maior
quantidade de pontos de contato entre as particulas e, portanto, como resultado uma
maior cimentagdo (Ismail et al., 2002), por outro lado, a limitagdo do espago devida ao
menor tamanho das particulas da areia fina (Qsno), pode limitar a atividade bacteriana e

a precipitacdo de carbonato de calcio (Rebata-Landa, 2007) na matriz de solo.

Neste bioensaio, parece ter sido a limita¢dao do espaco, o fator determinante para a baixa
eficiéncia da MICCP na areia de grao fino (Qsino), com relacdo a areia de grao médio
(Q). Isto foi observado durante o teste, devido a dificuldade de drenar a solucdo de

cimentacdo (ureia e céalcio), devido a baixa permeabilidade da amostra.

4.4.2.2 Estagio 2: verificacio da cimentacio dos corpos de prova

Ao final do tratamento, as amostras foram secas ao ar por 10 dias e obtidos os corpos de
prova biocimentados por MICCP das amostras Q-C2% e Q-B2% biotratadas com S.
pasteurii, no estagio 2 (Figura 4-91).

A Figura 4-91 mostra imagens dos corpos de prova das misturas com 2% de finos Q-
C2% (imagem A) e Q-B2% (imagem C) biocimentadas por um tratamento de MICCP
com S. pasteurii. Também sdo apresentadas as amostras controles (imagens B e D), sem
evidéncia da precipitagdo de carbonato de calcio, mostrando mais uma vez, a mediacao

dos microrganismos na carbonatogénese.
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\Amostra Sp-Q1C2%

A. Corpo de prova da amostra

de Q-C2%, cimentada por
Controle Q-C2% MICCP, usando S. pasteurii.
No filtro superior da
amostra foi precipitada
uma pequena quantidade
de carbonato de célcio (seta
branca).

B. Controle Q-C2%, sem
evidéncia de cimentagdo.

Amostra Sp-Q—B‘Z%
|

Controle Q-B2% C. Corpo de_prova da amostra
Q-B2%, cimentada por

MICCP, usando S. pasteurii.
No filtro superior da
amostra, foi precipitada
uma quantidade de
carbonato de calcio (seta
branca).

D. Controle Q-B2%, sem
evidéncia de cimentagao.

Figura 4-91. Imagens das amostras ao final do ensaio de biocimentagdo. (A) amostra Sp-Q-C2%.
(B) controle Q-C2%. (C) amostra Sp-Q-B2%. (D) controle Q-B2%.

As amostras biotratadas foram utilizadas para ensaios de resisténcia a compressao
simples e susceptibilidade a erosdo. A partir destes resultados, foi observado que na
mistura areia - 2% de bentonita (Q-B 2%), a quantidade de carbonato de calcio
precipitado, foi suficiente para atingir uma cimentagdo total da amostra, o que nao
aconteceu com a mistura areia- 10% bentonita (Q-B 10%), onde a cimentacdo foi fraca
e ndo foi possivel fazer o ensaio de resisténcia, mesmo quando, de acordo com as
medi¢des de cdlcio em solugdo, na amostra com dosagem Q-B10%, foi maior a
precipitagdo de carbonato de célcio. Isto pode estar relacionado a formagdo de um plano
de fraqueza na amostra (Q-B10%), devido a concentragdo de bentonita na area onde a

amostra rompeu durante a manipulacdo, ao tentar remové-la do molde em acrilico.

A Figura 4-92 mostra o resultado do ensaio de biocimentacdo na amostra de areia de
quartzo de grao fino (Qfino). A amostra de grao fino, Qsino, foi removida do molde em
acrilico e formou o corpo de prova (imagem A), mas a biocimentagao foi fraca, ou tinha

uma coesdo aparente devida a umidade que o mantinha integro, mas durante a
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manipulagdo, a cimentacao foi perdida ou o efeito da succ¢do/capilaridade ndo suportou

e a amostra desintegrou-se, como ¢ mostrado na imagem (B).

Corpo de prova da amostra
de Q,,, biotratada com
MICCP, usando S. pasteurii.
No filtro superior da
amostra, foi precipitado
carbonato de calcio (seta
branca).

e

R .. B. Amostrade Q4,,, depois da
BN ; - ; 3 % “‘ perda da biocimentagdo por
ALY K B & WO RN manipulagdo.

Figura 4-92. Imagens da amostra Qgy,, a0 final do ensaio de biocimentagdo. (A) corpo de prova
Qfino- (B) Amostra biotratada de Qgyo, depois de rompida a resisténcia por manipula¢do da amostra.

Estes resultados confirmam a influéncia do tamanho de particula, da porosidade e da

densidade do solo na MICCP.

A Figura 4-93, apresenta imagens das duas amostras de areia de Yarumal,
mineralogicamente composta de quartzo, ao final do tratamento microbiolégico com S.
pasteurii. Na imagem (A) o corpo de prova da amostra de areia de grao médio, com

dso= 1400 um e na imagem (B) a amostra de areia de grao fino, com dgo= 250 um.

Corpo de prova da amostra
de areia de quartzo - Q
(dgg= 1400 um), biotratada
com MICCP, usando S.
pasteurii.

Amostra de areia de
quartzo — Q ¢, (dge=250
um), biotratada com
MICCP, usando S. pasteurii,
depois da perda da
biocimentagao por
manipulagao.

Figura 4-93. Comparagdo da biocimentacdo por MICCP em solos de diferente tamanho de
particula e mineralogia semelhante. A) areia grio meio, Q. B) areia gréo fino, Q-
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Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Mortensen et al. (2011), que
avaliaram a influéncia do tamanho de particula na MICCP utilizando duas areias de
Otawa, mas, com diferente granulometria (areia grossa e areia fina). A maior resisténcia
medida, em termos da velocidade de onda de cisalhamento, foi dada na amostra de areia

grossa (dsp=700 um) em relacdo com a amostra de areia fina (dse=220 wm).

Ao comparar estes resultados com os obtidos por Rebata-Landa (2007), os resultados
sdo contraditorios. Rebata-Landa encontrou em sua pesquisa (utilizando cantos de
vidro), uma maior precipitacdo de carbonato em tamanhos de particulas em torno de
100 um e, especificamente, foi maior a precipitacdo de carbonato de célcio nas
particulas finas, com dsp=250 um, o que corresponderia a areia de grao fino (Qfino), que

nas particulas grossas, com dsp=1000 wm, que corresponderia a areia de grao médio (Q).

No entanto, ndo s6 o tamanho da particula pode ter influéncia na precipitacdo de
carbonatos, também a distribuicdo de poros pode ser outro fator relevante, que depende
da distribui¢ao granulométrica, e no caso dos experimentos de Rebata-Landa (2007), as
amostras sdo uniformes, com um tamanho Unico de cantos de vidro, e portanto um
tamanho Unico de poros, enquanto que as amostras de Q e Qsino, apresentam diferentes

tamanhos de particulas (Figura 4-83), e portanto diferente distribuicao de poros.

Um fator a ser levado em conta nas analises, foi que em todas as amostras biotratadas
houve uma grande precipitacao de carbonato de célcio no filtro superior, formando uma
camada de até 3-5 mm de espessura. Isso pode significar que, embora quase 100% do
calcio fornecido tenha sido precipitado, obtendo eficiéncias de 100%, no processo da
MICCP uma grande quantidade do carbonato ndo precipitou entre os graos de quartzo,
sendo que foi utilizado para gerar a mencionada crosta presente no filtro do topo da

amostra.

4.4.2.3 Estagio 2: caracterizacio mineralogica dos solos depois do tratamento

microbioldgico

A caracterizacdo mineraldgica das amostras de Q-C2% e Q-B2%, depois do tratamento
microbioldgico, foi realizada por FTIR e analises no MEV usando EDX, sob torrdes dos

solos biocimentados.
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v’ Andalises por FTIR

A Figura 4-94, mostra os espectros FTIR da amostra de areia de quartzo sem tratamento
(Q) e controle (com meio VP-ureia-cloreto de calcio), em linhas pontilhadas e os

espectros das areias biotratadas com S. pasteurii, Sp-Q e Sp-Qsino, €m lineas continuas.

Em todas as amostras foram observadas as bandas de absor¢do do quartzo (Q) em 460
em™, 511 em™, 693 cm™, a banda dupla em 779 € 797 cm™, 1082 cm’'e 1167 cm™, mas,
unicamente nas amostras biotratadas Sp-Q e Sp-Qrino, f0i Observada a banda de absor¢ao
correspondente a carbonato de célcio em CCvs, 1420 cm’', com um sinal de baixa
intensidade nas duas amostras. A banda de absor¢do correspondente a carbonato de
calcio em CCv, em 879 cm™ ndo foi identificada nos espectros das areias biotratadas,

sendo que apenas um leve indicio do sinal foi observado, mas ndo a banda de absorgao.

.

Controle Q | -- ;W

Sp—-0 |
PO %T

Sp - Q fino

T T T ] T
4000 3000 2000 1500 1000 500
cm-!

Figura 4-94. FTIR da amostra de areia de quartzo peneirada Qgyo, biotratada com S. pasteurii, e

comparacdao com a amostra Sp-Q do estagio 1, e a amostra sem tratamento € amostra controle.
Nota: CC: carbonato de calcio, Q: quartzo.

A Figura 4-95 mostra os espectros das misturas quartzo-caulim e quartzo-bentonita, com

dosagem 98%-2% (Q-C2% e Q-B2%), biotratadas com S. pasteurii e a comparacdo com

as misturas do estagio 1, com dosagem 90%-10% (Q-C10% e Q-B10%).
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Figura 4-95. FTIR das misturas Q-C2% e Q-B2% biotratadas com S. pasteurii e comparacao
com as misturas Q-C10% e Q-B10%, do estagio 1. Nota: CC: carbonato de célcio, Q: quartzo.

Nos espectros de ambas misturas com dosagem 98%-2% (Q-C2% e Q-B2%) foram
identificadas as bandas de absor¢do associadas a carbonato de calcio em CCvs,
1420/1425 cm’' respectivamente, com uma banda larga, de intensidade média. A banda
de CCv; foi identificada em 878 cm™ na mistura Q-C2%, como um leve indicio do sinal,
enquanto que na mistura Q-B2% foi observada a banda de absor¢do com maior

intensidade, porém ainda pequena.

Estes resultados confirmaram a precipitagdo de carbonato de célcio em todas as

amostras submetidas a tratamento microbiologico.

v’ Andlises no Microscdpio Eletrénico de Varredura (MEYV).

As andlises no MEV foram feitas sobre as amostras das misturas quartzo-caulim e
quartzo-bentonita com dosagens 98%-2% (Q-C2% e Q-B2%), sendo que nas imagens

obtidas foi possivel evidenciar a presenca de carbonato de calcio nestas amostras.
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As Figura 4-96, Figura 4-97 e Figura 4-98 mostram imagens obtidas no MEV, andlises
por EDX e os mapas de composicdo de elementos da amostra quartzo-caulim com

dosagem 98%-2% (Q-C2%).

A Figura 4-96 (A) corresponde a uma imagem da amostra Q-C2% onde sdo observados
graos de areia de quartzo (seta preta) e no espaco entre eles material acumulado ligando
os graos. Foram observadas estruturas de forma plana, possivelmente da caulinita, de
130-200 um de comprimento € uma estrutura de forma esférica (seta branca),

possivelmente o carbonato de célcio, com 75 um de didmetro (Figura 4-96 B).

EHT =10.00 kv Signal A = SE1 Date :19 Dec 2018
WD=9.0mm  FilamentAge = 25.55 Hours Mag= 100X

&
EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 Date :19 Dec 2018 @c.wnnsa‘gAL
WD = 8.5mm Filament Age = 26.25 Hours Mag= 450 X R

a) Imagem MEV, modo SE, 100X. Mistura 98% b) Imagem MEV, modo SE, 450 X. Mistura 98%
areia de quartzo — 2% Caulim, biotratada com S. areia de quartzo — 2% Caulim, biotratada com S.
pasteurii pasteurii

Figura 4-96. Imagens oriundas do MEV, modo SE, mistura quartzo-caulim 98%-2%. A) mistura
Sp-Q-C2% em 100X: sdo observados graos de quartzo (setas pretas) e entre os graos, material acumulado
ligando as particulas. B) imagem em 450X, da area no circulo branco da imagem em A, mostrando uma
estrutura de forma esférica, possivelmente de CC (seta branca) e uma estrutura de forma plana,
possivelmente associada a caulinita.

Anadlises por EDX, da area central da Figura 4-96A, sdo apresentadas na Figura 4-97.
Estas analises confirmaram a presenca da caulinita, pelos elementos detectados Al, Si,
K, O, na estrutura de forma plana (ponto E1) e a presenca de carbonato de calcio
cobrindo os graos de quartzo, no ponto E3 (Si, O, Ca, C). A estrutura de forma esférica,

nas analises EDX do ponto E2 corresponde a carbonato de célcio (C, Ca e O),

misturado com caulinita (Al, Si).

O mapa de elementos quimicos, apresentado na Figura 4-98, confirma a composi¢ao do
grao de habito esférico como carbonato de célcio (Ca, C e O), possivelmente vaterita. O
mapa de elementos confirma a caulinita (seta branca) e os graos de quartzo (Q), com o
SieoO.
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EHT = 10.00 kv Signal A = SE1 Date :19 Dec 2018

0 pm
————— wD=85mm FilamentAge = 2562 Hows Mag= 170X keV|

Full Scale 28249 cts Cursor: 1.790 (8486 cts) keV  |Full Scale 21187 cts Cursor: 1.566 (1318 cts)

Figura 4-97. Andlise EDX da amostra Sp-Q-C2%. Espectros da composi¢do quimica dos pontos El,
E2 e E3, mostrando a existéncia de caulinita pelos elementos Si, Al, C, K e O, no ponto El, o carbonato
de calcio misturado com caulinita no ponto E2 (Ca, C, O, Al, Si) e o carbonato de calcio cobrindo o
quartzo no ponto E3 (C, C, O, Si).
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Al Ka1 SiKa1 CakKa1

Figura 4-98. Mapa de composicdo de elementos da amostra Sp-Q-C2%, contendo: C (carbono), O
(oxigénio), Aluminio (Al), Si (silicio) e Ca (calcio), associados a carbonato de célcio (seta branca de linha
pontilhada), caulinita (seta branca de linha continua) e o quartzo (Q).
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As Figura 4-99, Figura 4-100 e Figura 4-101 mostram imagem no MEV, analises por
EDX e os mapas de composicdo de elementos da amostra quartzo-bentonita, com
dosagem 98%-2% (Q-B2%).

EHT = 10.00 KV Signal A = SE1 Onto ;16 Dec 2010 s eSS EHT = 10.00 kv Signal A = SE1 Date :19 Dec 2018 @L
WO=85mm  Fismet Age = 2669 Hours  Meg= 100X fiTe o WD=85mm  FilamentAge = 27.15 Hours Mag= 495X E

a) Imagem MEV, modo SE, 100 X. Mistura 98% areia  b) Imagem MEV, modo SE, 495 X. Mistura 98% areia
de quartzo — 2% Bentonita, biotratada com S. de quartzo — 2% Bentonita, biotratada com S.
pasteurii pasteurii

Figura 4-99. Imagens no MEV, modo SE, quartzo-bentonita 98%-25%. A) mistura Sp-Q-B2% em
100X: sdo observados grios de quartzo (setas pretas) cobertos e ligados por carbonato de calcio (setas
brancas). B) imagem em 495X, da area no circulo preto da imagem em A, mostrando formas esféricas de
CC (setas brancas) com diametros entre 13 e 41 wm.

A Figura 4-99 (A) corresponde a uma imagem da amostra Q-B2%, onde sdo observados
graos de areia de quartzo (setas pretas) cobertos pelo carbonato de célcio (setas
brancas), onde o espaco entre os graos foi observado com material acumulado, ligando
os graos, além de alguns graos de habito esférico. A imagem (B) corresponde ao zoom
da area central, entre os grdos de quartzo, onde foram observadas formas esféricas de

carbonato de calcio (setas brancas), com diametros entre 13 e 41 pm.

Por sua vez, as formas esféricas sao revestidas por CC, como ¢ confirmado nas analises
EDX, nos espectros dos pontos E1l e E3 (Figura 4-100), evidenciadas pelos sinais de C,
Ca e O, e em menor intensidade de Al e Si. A area do ponto E2, corresponde a mistura
de um argilomineral (bentonita), pela presenca de Al, Si, K, O, e o carbonato de célcio
(Ca, C, O).

O mapa de elementos (Figura 4-101), confirma que toda a area entre os graos ¢
composta de carbonato de calcio (C de cor vermelha, Ca de cor laranja e O de cor
amarela). Também foi detectado so6dio (Na), magnésio (Mg) e ferro (Fe) associados a

bentonita.
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@ w Full Scale 17247 cts Cursor: 2.736 (1014 cis) keV|

\ S
EHT=1000 kv 1 Date 119 Dec 2018
WD=85mm  FilamentAge = 2715 Hours Mag= 495X
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Figura 4-100 Analise EDX da amostra Sp-Q-B2%. Espectros da composi¢do quimica dos pontos El,
E2 e E3, mostrando a existéncia de argilominerais pelos elementos Si, Al, O ¢ K, no ponto E2, e
carbonato de calcio nos pontos E1 e E3 (Ca, C, O).

Sp-Q-B 2%

SiKa1 CaKa1 FeKa1

Figura 4-101. Mapa de composi¢do de elementos da amostra Sp-Q-B2%, contendo: C
(carbono), O (oxigénio), Aluminio (Al), Si (silicio), Ca (célcio), s6dio (Na), magnésio (Mg) e
ferro (Fe).
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4.4.2.4 Estagio 2: caracterizagdo fisica, quimica e mecanica dos solos depois do

tratamento microbioldgico

v’ Distribui¢do granulométrica:

Como foi expressado no Estdgio 1, as andlises granulométricas feitas nas amostras
biotratadas, ndo representam a granulometria real dos solos despois do tratamento, dado
que as agregagdes formadas por o tratamento microbioldgico foram destruidas
mecanicamente antes de fazer a andlise granulométrica. As amostras utilizadas
correspondem aos corpos de prova falhados a compressdo simples. As curvas
granulométricas das misturas quartzo-caulim e quartzo bentonita, com dosagem 98%-

2%, sao apresentadas na Figura 4-102.
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Figura 4-102. Analise granulométrica das amostras biotratadas com S. pasteurii e controles. A)
mistura quartzo-caulim dosagem 98%-2% (Q-C2%). B) mistura quartzo-bentonita dosagem 98%-2% (Q-
B2%).
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Na Figura 4-103, ¢ apresentada a analise granulométrica das amostras biotratadas e as
amostras sem tratamento da areia de quartzo de grao fino (Qsino) € € comparada com a

granulometria da areia de quartzo de grao mais grosso, Q.

Peneira (N°)

3" 1" 4 10 40 200

% que passa

10 1 0,1 0,01 0,001
Abertura da peneira (mm)

| -~ Areia de quartzo -=-Areia fina ——Sp-Q ——Sp -Q fino |

Figura 4-103. Analise granulométrica amostras de areia de quartzo: Q e Qgpo, biotratadas com S.
pasteurii € comparacao com amostras sem tratamento.

As andlises granulométricas das amostras, mostram um ligeiro aumento na percentagem
de particulas finas, passando a peneira #200, nas amostras biotratadas com rela¢do aos
controles, porém, os resultados ndo sdo representativos porque as amostras nao sao

representativas.
v' Conteudo de bases trocdveis:

Os resultados da determinagdo das bases trocaveis em meq/100g do solo, das amostras

biotratadas é mostrado na Tabela 4-11.

Tabela 4-11. Bases trocaveis e capacidade de troca cationica (CTC) das amostras do estagio 2.

Solo Ca™ Mg™ Na” K’ tf:ct:i(\)fléiss
(meq/100g) (meq/100g) (meq/100g) (meq/100g) (meq/100g)
Q-C2% 0,5 0,02 0,02 0,01 0,55
Controle Q - C 2% 3,6 0,03 0,03 0,07 3,73
Sp O-C 2% 24,2 0,02 0,02 0,03 243
Q-B2% 0,15 0,03 0,02 0,05 0,25
Controle Q-B 2% 1,8 0,07 0,03 0,04 1,94
Sp O-B2% 23,2 0,06 0,04 0,05 23,4
Q fino 0,75 0,09 0,02 0,03 0,89
Sp O fino 16,8 0,02 0,04 0,07 16,9
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Em todas a amostras houve aumento nos cations trocaveis, devido aos tratamentos
biotico e abidtico, mas, as maiores mudancas foram nas amostras biotratadas. A

. . . . , . . 2+
principal mudanga em todas as amostras foi devida ao aumento do cétion célcio Ca™".

O aumento do Ca*" nos controles, com relagdo a amostra original, foi de 7 vezes na
mistura Q-C2% e 12 vezes na mistura Q-B2%, enquanto que, o aumento do Ca*" nas
amostras biotradadas com rela¢do a amostra original, foi de 48 vezes na mistura Q-C2%
e 154 vezes na mistura Q-B2%. O aumento do Ca®" na amostra de Qgyo foi de 22 vezes,
com relacdo a amostra sem tratamento. No geral, o comportamento foi semelhante no
estagio 1, onde, as maiores mudangas no teor de cations trocaveis e a capacidade de

troca cationica, foram apresentadas nas misturas com bentonita.
v’ Resisténcia a compressdo simples:

Ensaios de resisténcia a compressao simples (Oysc), foram feitos nos corpos de prova das
amostras Sp-Q-C2% e Sp-Q-B2%. Ambas amostras, apresentaram propriedades fisicas

semelhantes, com peso especifico de 13,8 kN/m’ e porosidade final de 48%.

A resisténcia a compressao simples (Ousc) foi de 174 kPa para a mistura quartzo-caulim
com dosagem 98%-2% (Q-C2%) (Figura 4-104), e a curva tensdo-deformac¢ao mostra

um comportamento de areias cimentadas (Judrez e Rico, 1965).
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Figura 4-104. Curva tensdo — deformacdo, do ensaio de resisténcia a compressdo simples,
amostra Sp-Q-C2%.

A resisténcia a compressdo simples (Ou) foi de 106 kPa para a mistura quartzo-

bentonita com dosagem 98%-2% (Q-B2%) (Figura 4-105).
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Figura 4-105. Curva tensdo — deformacdo, do ensaio de resisténcia a compressdo simples,
amostra Sp-Q-B2%.

Como nas amostras do estdgio 1, o comportamento tensdo —deformacdo das misturas
quartzo-caulim e quartzo-bentonita com dosagem 98%-2%, foi comportamento com

falha fragil e repentina, na metade inferior das amostras.

A Tabela 4-12 mostra o resumo dos parametros fisicos e mecanicos das amostras que
foram efetivamente biocimentadas por MICCP e determinada sua resisténcia a

compressao simples, nos estagios 1 e 2.

Tabela 4-12. Parametros fisicos e mecanicos das amostras biocimentadas nos estagios 1 e 2.

E50 CaCO3
Amostra Yd (kN/m°) n% Ouse (KPa) (MPa) precipitado

(kg/m’)
Sp- Q (falha #1) 14,0 48 553 8.1 93
Sp- Q (falha #2) 14,0 48 934 1.1 93
Sp- Q-C2% 13,8 48 175 75 95
Sp- Q-C10% 14.9 44 9% >8 94
Sp-Q-B2% 13.8 48 106 74 98

Estes resultados parecem sugerir uma tendéncia em relacdo a uma maior resisténcia nas

amostras com menor quantidade de finos.

A maior resisténcia a compressao simples, foi apresentada na amostra de 100% areia, Q,
sem conteudo de finos. Nas misturas quartzo-caulim, a maior resisténcia foi na mistura

com menor dosagem de finos, 2% de caulim. Nas misturas quartzo-bentonita, a maior
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resisténcia foi na mistura com menor conteido de finos, 2% de bentonita. Por outra
parte, comparando as misturas com igual contetido de finos e diferentes minerais, houve

maior resisténcias nas misturas com caulim que nas misturas com bentonita.

A resisténcia das amostras de areia, sem coesdo e ndo confinadas, ¢ devida
principalmente a precipitagdo de carbonato de cdlcio no contato entre particulas agindo
como cimento. A precipitagdo de carbonato, além da mineralogia dos solos, também
parece ter sido influenciada pelas caracteristicas quimicas relacionadas com os
processos de adsor¢ao, como o PCZ e o pH do meio liquido, que em algunas amostras,
Q-C 2% e Q-B 10%, favorece a dispersdo das particulas e em outras amostras, Q-C

10% e Q-B 2%, favorece a agregacdo das particulas.

Por outra parte, devido ao estado ndo saturado das amostras durante o ensaio de
resisténcia a compressao simples, ¢ possivel ter uma pequena influéncia da succ¢do na
resisténcia, porém, o predominio de particulas de quartzo (90% e 92%), com dgo = 1,4

mm, faz que o aporte da suc¢do matricial seja menor a 1 kPa (Zapata et al., 2000).

v’ Susceptibilidade a erosdo:

Depois de serem mantidas por 6 horas submersas em 200 ml de dgua destilada, com pH
de 6,6 e temperatura de 26°C, as amostras ndo apresentaram susceptibilidade a erosao e
o grau de dispersividade foi grau 1: ndo dispersivo. O mesmo resultado foi obtido,
depois de repetir o teste, com as amostras submersas durante 48 h, em agua ligeiramente

acida, com pH de 4,5.

A Figura 4-106 mostra imagens das amostras de Q-C2% (imagem A) e Q-B2%%
(imagem B) biocimentadas com S. pasteurii, que foram usadas no ensaio de Crumb, e a
sequéncia do ensaio desde o tempo t=0h até o tempo t=6h em agua com pH= 6,6 ¢ o
tempo t=48 h em 4gua ligeiramente 4cida. A imagem (C) mostra a referéncia do Grau 1

de dispersividade do ensaio de Crumb, segundo a norma ASTMD6572.

Por se tratar de amostras quase que com quartzo puro (2% de caulim e 2% de
bentonita), nos torrdes de solos utilizados no ensaio de Crumb, pode se observar a agdo

cimenticia do tratamento microbiolégico por MICCP.
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t=0h

t=6h

t=48 h

a) Grau 1

Figura 4-106. Teste de Crumb em amostras de solos biocimentadas com MICCP, usando a S.

pasteurii A) amostra de Q-C2%. B) mistura Q-B2%. C) Grau 1 de dispersividade segundo
ASTM D6572.

4.4.3 Resisténcia ao cisalhamento.

A resisténcia ao cisalhamento de amostras biocimentadas por MICCP, foi medida
mediante um ensaio triaxial isotropicamente adensado, ndo drenado, usando-se uma
amostra de areia de quartzo Q, cimentada usando a cepa S. pasteurii. A Figura 4-107

mostra a montagem da amostra de areia biocimentada para o ensaio triaxial.

Figura 4-107. Montagem da amostra de areia de quartzo para ensaio triaxial. A) corpo de prova na
base da cdmara triaxial. B) amostra de areia coberta com a membrana.
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A Figura 4-108 mostra o comportamento tensdo-deformagdo da amostra de areia (corpo

de prova #1), sob uma tensao confinante de 50 kPa.
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Figura 4-108. Resisténcia ao cisalhamento ndo drenada da amostra de areia de quartzo

biocimentada por MICCP com S. pasteurii. Corpo de prova # 1. Na imagem é mostrada o modo de
falha da amostra, para uma tensdo confinante de 50 kPa.

Na imagem ¢ observado que a amostra apresentou o plano de falha a 45° na metade
inferior do corpo de prova e a tensdo desviadora média foi de 138 kPa e a poro pressao
na falha foi de 14,1 kPa.

A Figura 4-109 mostra o comportamento tensdo-deformagdo da amostra de areia (corpo
de prova #2), sobe uma tensdo confinante de 100 kPa. A amostra teve uma tensio

desviadora meia de 190 kPa e a poro pressdo na falha foi de 6,3 kPa.
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Figura 4-109. Resisténcia ao cisalhamento ndo drenada da amostra de areia de quartzo

biocimentada por MICCP com S. pasteurii. Corpo de prova # 2, para uma tensdo confinante de
100 kPa.
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A Figura 4-110 mostra o modo de falha do corpo de prova #2 (imagem A). Na hora de
fazer o desmonte da amostra, ndo foi observado o plano de falha por cisalhamento e a

amostra apresentou trincas na metade superior (imagem B).

Figura 4-110. Modo de falha do corpo de prova # 2. A) falha do corpo de prova-deslocamento
metade superior da amostra. B) trincas na metade superior da amostra. C) vazios no contato superior da
amostra com a pedra porosa (seta preta).

E possivel que o modo de falha do corpo de prova #2, tem sido influenciado por o mau
contato da amostra com a pedra porosa superior (seta preta na imagem C) e pelos vazios

gerados nessa area.

A Figura 4-111 A, mostra o comportamento tensdo — deformagao do corpo de prova #3,
com uma tensao confinante de 200 kPa ¢ caracteristico de uma areia cimentada (Juarez
e Rico, 1965). Nesta amostra o modo de falha foi fragil, com uma tensdao desviadora

média de 154 kPa, e apresentou uma resisténcia residual de 112 kPa e a poro pressdo na
falha foi de 88,4 kPa.

As imagens B-C, mostram a falha do corpo de prova #3, apresentando um
engrossamento na metade inferior, enquanto, na metade superior ndo apresentou falha.
Este comportamento mostra que ndo houve homogeneidade na cimentacdo da amostra,
pela ndo homogeneidade da distribuicdo do carbonato de calcio na massa do solo.
Terzis et al. (2016), afirmaram que essas ndo homogeneidades locais, poderia levar a
uma ma interpretacdo dos resultados e, portanto, os resultados devem ser analisados

tendo em conta a distribui¢do interna do carbonato de calcio.
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Figura 4-111 Resisténcia ao cisalhamento ndo drenada da amostra de areia de quartzo
biocimentada por MICCP com S. pasteurii. Corpo de prova # 3. A-B) modo de falha da amostra.
B) grafica tensdo-deformagdo, para uma tensdo confinante de 200 kPa.

Com os dados dos corpos de prova #1 com tensdo confinante de 50 kPa, #2 com tensdo
confinante de 100 kPa, e #3 com tensao confinante de 200 kPa, foram construidos os
circulos de Mohr e determinada as envoltérias de rupturas, em termos das tensdes totais
e tensdes efetivas (Figura 4-112). A envoltéria da cor vermelha corresponde a
envoltdria de ruptura de tensdes efetivas, levando en conta os corpos de prova #1 e #2,
isto ¢, para as menores tensdes confinantes. A envoltoria da cor azul corresponde a
envoltdria de ruptura de tensdes efetivas, levando en conta os corpos de prova #1 e #3 e
descartando o corpo de prova #2, que apresentou o mau contato da amostra com a pedra

porosa superior.

As areias sem coesdo, saturadas, como no caso da amostra de areia (Q) biotratada, t€ém
um intercepto de coesdo zero, mas se a areia tem agente de cimentagdo entre as
particulas, a envoltoria de ruptura pode ter um intercepto de coesao.
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Na Figura 4-112 ¢ observado um intercepto de coesdo de aproximadamente 40 kPa, no
caso da envoltdria de ruptura em termos das tensdes efetivas, para os corpos de prova
#1 e #3 (linea azul), e representa o efeito cimentante do carbonato de célcio precipitado.
Enquanto que, a envoltoria de riiptura para os corpos de prova #1 e #2 (linea vermelha),
apresenta um comportamento quase totalmente friccionante, com intercepto de coesdo

perto de zero.
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Figura 4-112. Circulos de Mohr e envoltdrias de ruptura do solo (Q), em tensdes totais e tensdes
efetivas. A envoltéria da cor vermelha corresponde aos corpos de prova #1 e #2. A envoltdria da cor azul
corresponde aos corpos de prova #1 e #3.

Observando o comportamento tensdo-deformagao a diferentes tensdes de confinamento,
o corpo de prova #2 apresenta um comportamento caracteristico de solos nao
cimentados, possivelmente associado a quebra prematura do cimento durante o estdgio

de saturacdo da amostra por contrapressoes.

Finalmente, com estes resultados foram determinados os parametros de resisténcia ao

cisalhamento ndo drenado, da amostra de areia de quartzo biocimentada (Tabela 4-13).

Tabela 4-13. Resumo dos pardmetros de resisténcia ao cisalhamento ndo drenados, amostra Sp-

Q

Conteudo

3 ' '

Amostra yq (kN/m’) € ¢ c'(kPa) CaCO, (g/g)
Sp-0 13,8 0,87 27 40 5,2

Estes resultados mostram a melhoria na resisténcia de uma amostra de areia de grao
médio, com dg=1400 um, que foi cimentada utilizando o processo microbioldgico da
MICCP, por hidrélise da ureia. Mesmo quando ndo ha resultados do ensaio com a

amostra sem tratamento, poderia ser afirmado, que o aumento na resisténcia, foi devido
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principalmente ao aumento na coesdo do solo, coesdo (40 kPa) que ¢ aportada pelos
cristais de carbonato de calcio, que foram precipitados nos pontos de contato entre os
graos de areia. Esta coesdo ¢ a coesdo verdadeira (Mitchell, 1993) devida a ligacdo
quimica entre as particulas. A amostra original, corresponde a uma amostra de areia
uniforme, sem plasticidade, sem conteudo de finos, e portanto, sem coesdo. Alguns

autores relatam um ligeiro aumento no angulo de atrito efetivo devido a MICCP.

5. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS

5.1 Conclusoes

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de estudos sobre diversos processos
geoquimicos bio-mediados permitiram avancos na utilizacdo destes na engenharia
geotécnica, aplicados a melhoria das propriedades e comportamento dos solos. Testes
de laboratério e campo e algumas aplicacdes em projetos de engenharia, tem
demonstrado que a biogeotecnologia e especificamente a Microbially Induced Calcium
Carbonate Precipitation —MICCP ¢ uma alternativa que pode ser ambientalmente
sustentdvel e economicamente competitiva com as tecnologias existentes e que esta
“ad-portas™ a ser aceita e reconhecida pelo usuario final, consultores em geotecnia e

construtores, como uma técnica de estabilizar solos.

Esta pesquisa foi desenvolvida aplicando o método cientifico, procurando
aprofundar no conhecimento do processo de precipitagdo de carbonatos mediado por
microrganismos, visando sua aplicagdo em solos de diversas composi¢des
mineralogicas, para diferentes aplicagdes geotécnicas. A grande maioria das pesquisas
desenvolvidas, limitaram o estudo a solos de composi¢do silicia (areias de quartzo) e
alguns dos trabalhos anteriores sobre este tema, que utilizaram outros tipos de solos,
utilizaram métodos experimentais mais empiricos, sem o estabelecimento prévio de um

protocolo baseado em questdes fundamentais.

Cabe ressaltar como foi dificil realizar esta pesquisa sem a colaboragdo de
profissionais de outras areas do conhecimento, o que permite estabelecer como primeira
conclusdo deste estudo, a obrigatoriedade do trabalho conjunto entre a engenharia e
outras areas da ciéncia relacionadas a microbiologia, para percorrer com sucesso o

caminho do conhecimento para a aplicacdo pratica.
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O principal mérito desta investigacdo consiste em ter sido feita a partir de um
processo cientifico de compreensdo das relagdes entre os microrganismos € o ambiente
em que eles seriam aplicados, para finalmente conseguir estabelecer uma ligacao entre a

biogeotecnologia e a mecanica dos solos no ambito da geotecnia.

Tendo em conta o acima exposto, descreve-se a seguir os resultados e conclusdes
mais relevantes, partindo dos resultados ao nivel de Erlenmeyers que foram os que
permitiram a compressdao do processo da MICCP e terminando com os resultados dos
ensaios em corpos de prova, que permitiram verificar o funcionamento da aplicacdo

biotecnologica na mecanica dos solos.

Do estagio preliminar de triagem, foi possivel determinar que os microrganismos
uréase positiva e uréase negativa testados, foram capazes de precipitar carbonato de
calcio, por um processo de biomineralizagdo, em um tempo de 15 dias, embora, as
quantidades bioprecipitadas, foram diferentes dependendo se o microrganismo fosse
uréase positiva ou negativa. Os microrganismos utilizados foram microrganismos
comerciais, porém, sdo microrganismos isolados de solos (exceto a B. pumilus), o que
abre as portas para a exploragdo e o uso da microbiota nativa das areas onde seja
requerida a aplicagdo do tratamento microbioldgico. Trabalhos em solos tropicais como
o desenvolvido por Valencia (2009), demonstraram que as bactérias nativas do solo,

tem o potencial para a bioprecipitagdo de carbonato de calcio.

Para as condi¢des dos bioensaios de triagem utilizadas, os microrganismos uréase
positiva tiveram uma melhor resposta para a bioprecipitacdo de carbonatos de célcio
que os microrganismos uréase negativa, principalmente pelas maiores quantidades de
CaCOs; precipitadas em menor tempo. O resultado, ndo exclui o uso de microrganismos
uréase negativa, que podem ser usados, apenas indica que, devido a sua reacdo mais
lenta, os tempos de aplicagdo do tratamento serdo maiores. Mas os resultados
confirmam que para a aplicagdo da MICCP em solos, o metabolismo da hidrdlise da

ureia ¢ um mecanismo adequado e muito eficiente.

A conclusao da eficiéncia da MICCP por hidrolise da ureia é baseada nas
quantidades de carbonato de célcio precipitadas, que no caso das cepas da S. pasteurii
variou entre 70% e 80% do total a precipitar pela estequiometria da reacdo, e nas
bactérias B. cohnii e C. ammoniagenes houve uma eficiéncia na bioprecipitagdo entre

30% e 40%, neste estagio.
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Por outro lado, a eficiéncia da MICCP com cepas uréase positiva, foi baseada no
tempo da reacdo. As varidveis pH e o célcio foram conclusivas para entender o processo
e demostraram que nas cepas uréase positiva, a degradacdo da ureia ¢ imediata e o
inicio da precipitacdo de carbonato de célcio ocorre nas primeiras horas (2h) e termina
as 24 a 72 horas, ou no dia 6 no caso onde ocorreu maior retardamento, dependendo da
atividade uréase do microrganismo. Isso poderia ser explorado em casos de tratamentos

do solo que exigem solucdes de estabilizacdo rapidas.

A compreensdo do comportamento do pH no no meio liquido durante o processo ¢
muito importante, devida a sua relagdo com a precipitacdo de carbonato de célcio. Em
todos os bioensaios, o pH diminui rapidamente nas primeiras fases, e esta diminuicao
foi associada com o inicio da precipitacdo do carbonato de célcio. De fato, alguns
autores concordam que o maior consumo do célcio fornecido, ocorre durante a
diminui¢do do pH. Posteriormente o pH aumenta e a precipitagdo de carbonato
continua, até que finalmente o calcio ¢ esgotado (e possivelmente também a ureia) e o

pH ¢ estabilizado.

Uma constatagdo importante nesta pesquisa, foi a da existéncia de um pH critico
em todos os bioensaios, um valor de pH em torno de 8, que aparentemente foi a
condi¢do que disparou a maior precipitacdo de carbonato de célcio. Esta condig¢do foi
reportada por Stocks-Fischer et al, (2009), como a maior atividade da enzima uréase da
S. pasteurii, porém, nesta pesquisa, esta condi¢cdo foi observada em todos os

microrganismos uréase positiva.

Esses comportamentos e a relagdo entre as variaveis pH e OD, com a precipitagdo
de carbonato de célcio, foram encontrados em uma interagdo puramente microrganismo-
meio liquido. Posteriormente, foram verificadas em uma interacdo microrganismo-meio
liquido-mineral, neste caso com quartzo, mas com pequenas diferengas, mostrando que
o efeito do mineral, embora menor ¢ perceptivel, especialmente nas quantidades de

carbonato de célcio precipitadas.

No segundo estagio dos bioensaios, usando minerais diferentes do quartzo, como a
caulinita e a montmorilonita, que t€ém maior atividade eletroquimica e estrutura mais
complexa, os resultados desta pesquisa, mostraram uma diferenga incontestavel entre os
diferentes substratos minerais, em relagdo a influéncia da mineralogia dos solos nos

processos de MICCP.
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Estes resultados sdo especialmente relevantes, levando em conta que neste tipo de
experimento, onde os minerais foram colocados em suspensdo conjuntamente com o
meio de cultura e os microrganismos, foi eliminado grandemente a influéncia da
porosidade do solo, que sempre tinha sido base para explicar as diferencas nos
processos de biocimentacdo de solos com diferentes minerais. E, por outro lado, foi
além das simples experimentacdes em folhas de vidro (s/ides), que tém sido usados até

agora, para analisar a influéncia da mineralogia na MICCP.

Os bioensaios com diferentes substratos minerais, apresentaram diferengas nos
tempos de diminuicdo e aumento do pH e os valores atingidos, mas diferengas, ndo tdo

apreciaveis, nos valores do calcio em solugdo e no oxigénio dissolvido.

Uma varidvel importante nestes bioensaios, foi o calcio em solugdo, que permitiu
conhecer a taxa da precipitagdo do carbonato de célcio nos diferentes substratos
minerais. As principais diferencas no esgotamento do calcio, nos trés substratos
minerais, foram observadas as 24 horas. Na bentonita foi removido 71% do calcio
enquanto que no caulim e na areia, foram semelhantes e entorno de 62% de calcio
removido. Passadas 72 h do inicio do experimento, as diferencas entre os minerais nao
foram apreciaveis. Isto indica que no inicio do processo de MICCP, a influéncia do
substrato mineral ¢ relevante nas velocidades das reagdes quimicas, porém, o resultado
final no tempo sdo indistintos, j& que o célcio fornecido foi precipitado (~100%) na

forma de carbonato de calcio, nos trés minerais as 72 h.

Nas amostras controles, foram observadas ligeiras diminui¢des do pH e do calcio
em solu¢@o no inicio dos ensaios, mas estes permaneceram quase constantes durante os
15 dias do experimento. Em todas as varidveis, houve uma grande diferencga entre os
controles e os ensaios usando microrganismos, onde a reagdo de precipitagdo foi
catalisada. Por outro lado, nas andlises por FTIR nos controles, ndo foi identificada a
presenga de carbonato de célcio, confirmando a mediacdo dos microrganismos na

precipita¢do do carbonato de calcio.

Neste estdgio da pesquisa, as diferengas no processo de bioprecipitacio de
carbonato de célcio e portanto, a principal influéncia dos substratos minerais na
MICCP, foi observada em trés aspectos: no polimorfo do carbonato de calcio
precipitado, na quantidade de carbonato precipitada e na textura ou forma de precipitar

o carbonato em relagdo com as particulas, na matriz das diferentes amostras.
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A presenca de carbonato de célcio, o polimorfo e a quantidade relativa precipitada
nas amostras, depois do tratamento microbiologico, foi verificada nas andlises por FTIR
e os resultados sempre mostraram uma relagdo direta com os resultados do pH
observados, em relagdo a maior ou menor quantidade precipitada de carbonato com a

taxa de diminui¢cdo e aumento do pH.

O polimorfo precipitado apresentou diferengas dependendo dos microrganismos
usados e também do substrato mineral. Nas amostras usando a areia de quartzo e
caulim, foi precipitada vaterita, o polimorfo menos estdvel do carbonato de calcio,
misturado com a fase amorfa (ACC). Destaca-se que nos ensaios com microrganismos
que apresentaram a maior taxa de precipitacdo do carbonato, S. pasteurii € B. cohnii e
além da vaterita e ACC, foi bioprecipitada calcita, a fase mais estavel do carbonato de
calcio, unicamente com o microrganismo que apresentou uma reacdo de precipitacdo
mais lenta, C. ammoniagenes. A precipitagdo de calcita nos bioensaios com C.
ammoniagenes, poderia ser devida a baixa atividade ureolitica, que por sua vez estd
relacionada com uma baixa supersaturacao (Van Paassen, 2009). Ao contrario, pela alta
taxa de hidrolise da ureia na S. pasteurii, pode ter sido favorecida a precipitacdo de
fases metaestaveis, ACC amorfo e vaterita (Kralj ef al. em 1990 citado por Al-Thawadi,
2008). O polimorfo bioprecipitado nos ensaios com areia € o caulim como substrato
mineral, esteve influenciada pelo microrganismo, porém, nas amostras com bentonita
precipitou calcita com todos os microrganismos utilizados. Uma hipdtese para este
comportamento, encontra-se relacionada com a presengca na amostra de bentonita
original, de carbonato de célcio (ACC), composto que propicia a precipitacio de calcita.
J4 a presenca de minerais ricos em silicio como o quartzo que compde as amostras de

areia e caulim, propicia a formagdo da vaterita (Rodriguez-Navarro et al., 2012).

Em relacdo com a quantidade de carbonato de célcio precipitado nos diferentes
substratos minerais, as analises estatisticas confirmaram, com uma confiabilidade de
95%, diferencas significativas entre a amostra de bentonita e as amostras de areia de
quartzo e o caulim, enquanto entre as amostras de areia e caulim, ndo hé diferencas
estatisticamente significativas entre elas. A maior precipitacdo de carbonato de calcio
foi na amostra de bentonita, com uma precipitagdo média do 22%, enquanto, na areia de
quartzo e no caulim houve uma precipitacdo em média do 14%, o que significa que na

bentonita foi precipitado 1,6 vezes o carbonato de calcio precipitado no quartzo € no
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caulim. A estrutura da montmorilonita presente na bentonita, especificamente sua maior
area superficial especifica (ASE) e a carga negativa, poderia estar favorecendo a atragao
dos cétions de calcio e a nucleacdo dos cristais de carbonato (Kralj e Vdovic, 2000).
Além disso, a presenca de carbonato de calcio na bentonita aparentemente favoreceu a
maior precipitagdo de CaCOs em relagdo com o substrato de composigao silicica como
no quartzo, como foi percebido nas experimentacdes em folhas de vidro (slides) de

Rebata-Landa, 2007 e Rodriguez-Navarro et al., 2012.

A precipitagdo de carbonato de calcio nas amostras biotratadas com MICCP, foi
observada macroscopicamente ¢ em imagens no MEV. Macroscopicamente, na areia de
quartzo como precipitado fino de cor creme e na formacdo de torrdes de areia
aglomerada de 2 a 3 cm de didmetro equivalente, e na bentonita, na forma de
precipitados de cor creme, como graos de habito lamelar, e mostrando uma aparente
textura mosqueada de carbonato de calcio na matriz de bentonita. Também na bentonita,
o tratamento diminuiu a retragdo na amostra gerando menor apari¢ao de trincas por
secagem, o que contribui para a estabilizacdo do solo fino. Nas amostras de caulim, nio
foram observadas evidéncias de precipitagdo ou cimentagdo, apds o processo de
tratamento biologico. Nas imagens no MEV, na areia de quartzo, o carbonato de célcio
foi precipitado cobrindo os graos, mas, principalmente nos pontos de contato entre os
graos, agindo como pontes de cimentagdo. Esta observacdo ¢ muito importante, porque
a biocimentacdo do solo e o aumento na resisténcia, dependem, além da quantidade de
carbonato precipitado, da distribuicdo do carbonato bioprecipitado nos pontos de
contato entre as particulas, como foi observado nos corpos de prova de solos
biocimentados nesta pesquisa. No caulim, o carbonato de célcio foi encontrado
finamente inter-crescido com a caulinita, em alguns areas, preenchendo os espagos

vazios, mas nao foram identificadas formas cristalinas evidentes.

Como sintese geral conclui-se que com os resultados obtidos no ambito desta
pesquisa, foi verificada a influéncia do substrato mineral na precipitagdo de carbonato
de célcio e, além disso, foram identificados os principais aspectos onde esta influéncia
se destaca, aspectos que devem ser levados em conta para a aplicagdo da MICCP como
método de estabilizagdo do solo, dependendo dos objetivos desejados em cada projeto

particular.
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Uma vez que o como? e o porqué? do processo de MICCP, foram compreendidos,
repeitadas as limitagdes do proprio alcance da pesquisa, os resultados do ultimo estagio
onde se analisou o comportamento mecanico dos materiais submetidos ao tratamento
biologico, permitiram fazer a ligagao entre o desenvolvimento da biotecnologia com sua
aplicagdo na mecanica de solos. O segundo grande mérito desta pesquisa, foi ter
conseguido uma melhoria efetiva dos solos selecionados, usando o protocolo

estabelecido a partir dos resultados dos bioensaios em Erlenmeyer.

Nesta pesquisa, foi possivel biocimentar diferentes tipos de solos usando a MICCP.
De forma geral, foram observadas diferentes tendéncias na precipitagdo do calcio,
segundo o tipo de amostra, sugerindo uma influéncia do mineral no processo de
MICCP, como foi observado nos bioensaios ao nivel de Erlenmeyer. Porém, as
diferengas ndo foram observadas entre todas as amostras, foram observadas
principalmente entre a amostra de quartzo-bentonita na dosagem (90%-10%) e com as
outras amostras, areia de quartzo, mistura areia — caulim na dosagem (90%-10%) e

misturas areia de quartzo-finos (caulim ou bentonita) na dosagem (98%-2%).

Nos ensaios de biocimentagdo, também foi observada a influéncia do
microrganismo ¢ mais uma vez, os melhores resultados foram obtidos nas amostras
biotratadas com S. pasteurii, com uma eficiéncia em média de 88%, enquanto que

naqueles com a C. ammoniagenes a eficiéncia foi de 30% e com a B. cohnii apenas de

15%.

Dos resultados de pH, OD, célcio em solucdo, a menor precipitagdo de carbonato
de calcio foi na areia de quartzo (Q) e a maior precipitacdo de carbonato de célcio foi na
mistura quartzo -bentonita dosagem 90%-10%. Como foi observado nos bioensaios em
Erlenmeyer, a presenga de carbonato de célcio na amostra de bentonita parece promover
a maior precipitacdo de carbonato de cdlcio e a presenga de silicio na amostra de
quartzo a inibe. Também foi observado, que a presenca de 10% de bentonita misturada
com a areia, conseguiu mudar o comportamento do solo e favorecer a precipitagdo do
carbonato de calcio. Destaca-se no entanto, que o resultado final da biocimentagdo nos
corpos de prova, foram influenciados por outras variaveis, como foi vislumbrado no
inicio da pesquisa, variaveis fisicas como a densidade, porosidade e o tamanho das
particulas e mesmo a sucg¢do nos corpos de prova submetidos ao ensaio de compressao
simples.
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Usando o tratamento de MICCP, com S. pasteurii € com o protocolo estabelecido,
foram biocimentadas eficazmente as amostras de areia de quartzo de grao médio (Q), as
misturas quartzo-caulim dosagem 98%-2% e 90%-10% e a mistura quartzo-bentonita
dosagem 98%-2%. A mistura quartzo-bentonita dosagem 90%-10% foi biocimentada
em 90% do volume total da amostra. Isto pode estar relacionado a formacdo de um
plano de fraqueza na amostra Q-B10%, devido a concentragdo de bentonita na area
onde a amostra falhou durante a manipulacao, ao tentar remové-la do molde em acrilico.
Outra hipdtese para explicar este comportamento, vai no sentido que a quantidade de
carbonato de célcio precipitado, ndo ¢ condicdo suficiente para atingir um acréscimo da
resisténcia do solo, e existem outras fatores criticos na biocimentacdo dos solos por
MICCP, portanto, a resposta mecanica do solo tratado com MICCP pode variar
significativamente dependendo do mecanismo de precipitacio do CaCO; (Mujah et al.,
2017). Também ¢ importante a relacdo entre o pH do meio liquido e o PCZ dos solos,
que determina a dispersdo ou agregacdo do solos, e parece ter uma relacdo con o

carbonato de calcio precipitado.

Nesta pesquisa, em primeiro lugar, a verificagdo fisica da melhora das propriedades
dos solos, foi feita qualitativamente, pela obtencdo de corpos de prova cilindricos em
estado compacto, depois da aplicacdo do tratamento com MICCP, enquanto que nas
amostras controles, as particulas de solos continuaram sem cimentar € a amostras
continuaram em estado fofo. Por meio das andlises por FTIR e analises no MEV/EDX,
verificou-se a precipitacdo de carbonato de calcio nas amostras biotratadas. Também
foram observadas mudangas na granulometria, na CTC e no pH das amostras de solos e
foi verificada a estabilidade do biocimento na avaliagdo da susceptibilidade a erosdo da

amostra submersa em agua ligeiramente 4cida, com pH de 4,5.

Além disso, os corpos de prova biocimentados foram submetidos ao ensaio de
resisténcia a compressdo simples, para se ter uma quantificacio da melhoria da
resisténcia do solo. O comportamento tensdo — deformacdo dos solos biotratados com
MICCP foi o comportamento caracteristico de um solo de grao grosso, cimentado, com
ruptura fragil e repentina e foram obtidos valores méximos de resisténcia a compressao
simples de 934 kPa e o modulo secante a 50% da tensdo maxima de ruptura de 11,1
MPa, na areia de quartzo (Q). Os valores minimos foram obtidos na mistura areia de

quartzo-caulim dosagem (90%-10%), com resisténcia a compressao simples de 96 kPa e
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o modulo secante a 50% da tensdo méxima na fruptura de 5,8 MPa. Cabe salientar que
devido ao fato dos corpos de prova terem se submetido a esse ensaio em condigdes nao
saturada, os valores destes parametro devem pelo menos em parte estarem sendo

influenciados pela suc¢do atuante no solo.

Dos resultados dos testes de compressdo triaxial adensados ndo drenados da
amostra de areia de quartzo biotratada com MICCP, foi obtida a envoltoria de ruptura e
parametros de resisténcia ao cisalhamento do solo em termos de tensdes efetivas:

angulo de atrito de 27° e coesao de 40 kPa.

Todo este conjunto de resultados, confirma a biocimenta¢ao do solo obtida por
meio do tratamento microbioldgico (MICCP) e a melhoria nas propriedades do solo. A
melhoria da resisténcia foi devida provavelmente a geracdo da coesdo oriunda das
cimentagdes dos graos de areia por cabonato de calcio propicidadas pelo tratamento

microbiologico (Mitchell, 1993).

Como sintese conclusiva, a precipitagdo de carbonatos de célcio induzida por
microrganismos (MICCP), tém grande potencial para ser usada na melhoria das
propriedades dos solos e nesta pesquisa foram identificados os principais aspectos do
processo que sdo influenciados pela mineralogia dos solos. A MICCP como foi vista
nesta pesquisa, pode ser usada em diversas aplicagdes geotécnicas tais como fundagdes,
pavimentos, estabilizacdo de encostas e contengdes ¢ o conhecimento dos aspectos
analisados e outros reportados na literatura, fornecem os elementos para orientar o

projeto de tratamento microbioldgico particular a solugao de cada problema.

5.2 Sugestoes para pesquisas futuras

Com base nas observacdes e resultados obtidos durante esta pesquisa, sdo abertas

uma lista de sugestdes para trabalhos futuros:

- Recomenda-se estudos mais detalhados sobre o mecanismo de precipitagdo do
CaCO; na matriz do solo, toda vez que for vislumbrada sua influéncia no
comportamento hidromecanico do solo, assim como na quantificagdo do carbonato de
calcio precipitado. Neste sentido ¢ importante considerar a influéncia das caracteristicas

quimicas como o potencial zeta e o PCZ. Pou outro lado, recomenda-se aprofundar no
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conhecimiento e controle dos fatores determinantes para favorecer a precipitagdo de

cristais de calcita nos diferentes solos, sob a precipitacdo de vaterita.

- No ambito da mecanica dos solos, recomenda-se: 1) avaliar o efeito da cimentacao
dos solos com MICCP, nas principais propriedades fisico-mecanicas, a fim de definir o
comportamento tensdo-deformacao dos solos biotratados. ii) estabelecer protocolos para
a realizacdo de ensaios de resisténcia, acordes com as caracteristicas das amostras
biocimentadas e as caracteristicas do carbonato de célcio precipitado. iii) avaliar o
processo de MICCP, aplicando técnicas ndo destrutivas como a velocidade de onda de

cisalhamento.

- Outro aspecto relevante a ser analisado ¢ o método de aplicacdo do tratamento no
solo de modo a melhorar a sua efetividade na solug¢do de cada problema. Destaca-se que
foi observada nesta pesquisa, a importancia do método de aplicacdo do tratamento na
massa do solo, pois o célcio uma vez fornecido foi precipitado em carbonato de calcio,
em todos os solos e com todos os microrganismos, porém, a grande dificuldade foi
alcancar uma precipitagdo homogénea de modo a aumentar a efetividade do tratamento,
diminuindo a precipitacdo de carbonato na superficie das amostras, ou seja, nos pontos

de langamento.

- Analisar a efeitividade do tratamento microbioldgico na solucdo de problemas de

erosdo e na impermeabiliza¢do de superficies.

- Avaliar técnica de aplicagdo controlada da MICCP, por exemplo, por meio de

injecdo (o biogrouting) destinada a melhoria de areas selecionadas dentro do solo.

- Definir o método adequado para utilizar a MICCP na melhoria de areias para

pavimentacao.

- Nesta pesquisa foi feita uma tentativa timida de estudar a estabilidade dos cristais,
porém sdo necessarios estudos mais completos para estabelecer esta propriedade do
biocimento e¢ as condi¢des de solubilidade do carbonato de calcio, em condigdes
ambientais, como no caso particular de chuvas 4cidas ou ruptura de redes de esgoto que

provocam muitas vezes o derramamento de solugdes acidas.

- Toda ferramenta biotecnoldgica deve ser responsavel em relag@o a sociedade e ao

meio ambiente, por isso, na aplicagdo da MICCP, ¢ necessario avaliar o risco ambiental
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que podem gerar as mudangas em algumas propriedades quimicas do solo, como o pH e
a geracdo do amonio. Em relacdo a esta ultima preocupagdo, faz-se necessario ter uma
politica definida para o tratamento deste subproduto quando gerado no processo de
biocimentacdo. Destaca-se que as mudancas no pH dos solos devidas ao tratamento por
MICCP, podem ser ou ndo significativas. Nesta pesquisa foi observado que as
mudancas de pH em solos alcalinos, compostos por minerais como o quartzo € a
montmorilonita, com pH maiores que 8, ndo foram significativas (Apéndice B), porém,
o comportamento do pH em solos 4cidos como o caulim, foram significativas, com o
pH variando de extremadamente acido a fortemente alcalino devido ao tratamento por
MICCP. Neste caso, as consideragdes necessdrias devem ser feitas, dependendo das

implicagdes da variag@o na acidez do solo.

- Além do estudo da precipitagdo do carbonato de calcio, ¢ interessante aprofundar
as pesquisas sobre a biomineralizagdo de 6xidos e hidroxidos de ferro e aluminio, que

no caso dos solos tropicais agem como cimento aumentando a resisténcia dos solos.

- Finalmente, mas ndo menos importante, ¢ a avaliagdo economica da aplica¢do da
MICCP. Embora existam estudos prévios, ¢ interessante fazer este exercicio para ter
ferramentas que aproximam o desenvolvimento da MICCP a sua aplicacdo na pratica

profissional no &mbito da engenharia geotécnica.

229



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Achal, V. e Pan, X. (2014). Influence of Calcium Sources on Microbially Induced
Calcium Carbonate Precipitation by Bacillus sp. CR2. Appl Biochem Biotechnol.,
173:307-317.

Achal, V. e Kawasaki, S. (2016) Biogrout: A Novel Binding Material for Soil
Improvement and Concrete Repair. Front. Microbiol., 7:314.

Addadi, A., Raz, S. e Weiner, S. (2003). STaking Advantage of Disorder: Amorphous
Calcium Carbonate and Its Roles in Biomineralization. Adv. Mater., 15 (12): 959-
970.

Almajed A., Khodadadi H., Kavazanjian E. Jr. e Hamdan N. (2019), Enzyme induced
biocementated sand with high strength at low carbonate content. Scientific Reports:
9 (1135).

Al Qabany, A., Soga, K. e Santamarina, C. (2012) Factors Affecting Efficiency of
Microbially Induced Calcite Precipitation. J. Geotech. Geoenviron. Eng, 138 (8):992-
1001.

Al Qabany, A. e Soga, K. (2013). Effect of chemical treatment used in MICP on
engineering properties of cemented soils. Géotechnique, 63, 331.

Al-Thawadi, S. (2008). High Strength In-Situ Biocementation of Soil by Calcite
Precipitating Locally Isolated Ureolytic Bacteria. PhD thesis. Murdoch University,
Western Australia.

Al-Thawadi, S. (2011). Ureolytic Bacteria and Calcium Carbonate Formation as a
Mechanism of Strength Enhancement of Sand. Journal of Advanced Science and
Engineering Research, 1: 98-114.

Anbu, P., Kang C-H., Shin Y-J. e So J-S. (2016). Formations of calcium carbonate
minerals by bacteria and its multiple applications. Springer Plus 5:250.

Andersen, F.A. e Brecevic, Lj. (1991). Infrared Spectra of Amorphous and Crystalline
Calcium Carbonate. Acta Chem. Scand, 45:1018-1024.

Bang, S. S., Galinat, J. K., e Ramakrishnan, V. (2001). Calcite precipitation induced by
polyurethane- immobilized Bacillus pasteurii. Enzyme Microb Tech, 28(4-5), 404—
409.

Baskar, S., Baskar, R., Mauclaire, L. ¢ McKenzie, J. A. (2006). Microbially induced
calcite precipitation in culture experiments: Possible origin for stalactites in
Sahastradhara caves, Dehradun, India. Current Science, 90(1):58-64.

Barabesi, C., Galizzi, A., Mastromei, G., Rossi, M., Tamburini, E. ¢ Perito, B. (2007).
Bacillus subtilis gene cluster involved in calcium carbonate biomineralization. J
Bacteriol, 189(1):228-235.

230



Camapum de Carvalho, J., Martines, M., Mortini, D., Fazio, J., da Motta, N. O. e
Apolinério, R. (2006). Processos erosivos. Livro: Processos Erosivos no Centro-
Oeste Brasileiro. Ed: FINATEC, Brasilia, cap 2, 39-91.

Camapum de Carvalho, J., de Farias Neves, G., Lemos, S., dos Anjos Mascarenha, M. e
Chagas da Silva, F. (2015). Solos ndo saturados no contexto geotécnico. Sao Paulo :
Associacdo Brasileira de Mecanica dos Solos e Engenharia Geotécnica (ABMS), cap
3.

Carmona, J., Venda Oliveira, P. e Lemos, L. (2016). Biostabilization of a Sandy Soil
Using Enzymatic Calcium Carbonate Precipitation. Procedia Engineering,143: 1301-
1308.

Celada A.T e Martin A. (2002). Control de la precipitacion del carbonato de calcio en
sistemas de enfriamiento por sustancias humicas. Ingenieria hidraalica en México, 12
(3): 65-78.

Castanier, S., Le Metayer-Levrel, G. e Perthuisot, J.P. (1999). Ca-carbonates
precipitation and limestone genesis—the microbiogeologist point of view. Sediment
Geol, 126: 9-23.

Chaparro, S., Becerra, L., Martinez, J.J e Rojas, H.A.-Sarmiento (2018). Soil bacteria
that precipitate calcium carbonate: mechanism and applications of the process. Acta
Agron., 67 (2): 277-288.

Cheng, L., and R. Cord-Ruwisch. (2012). In situ soil cementation with ureolytic
bacteria by surface percolation. Ecological Engineering, 42:64-72.

Cheng, L., Cord-Ruwisch, R. e Shahin, M. A. (2013). Cementation of sand soil by
microbially induced calcite precipitation at various degrees of saturation. Can.
Geotech. J. 50: 81-90.

Cheng, L., Shahin, M.A., Cord-Ruwisch, R., Addis, M., Hartanto, T. e Elms, C. (2014).
Soil stabilization by microbial induced calcium carbonate precipitation: investigation
of some important physical and environmental aspects. In: 7th International
Congress on Environmental Geotechnics, Australia.

Chu, J., Stabnikov, V. e Ivanov, V. (2012). Microbially induced calcium carbonate
precipitation on surface or in the bulk of soil. Geomicrobiol. J. 29: 544-549.

Chu, J., Ivanov, V., He, J., Maeimi, M. e Wu., S. (2015). Use of Biogeotechnologies
for soil improvement. Ground Improvement Case Histories. Elsevier: cap 19: 571-
589.

Daskalakis, M. 1., Rigas, F., Bakolas, A., Magoulas, A., Kotoulas, G., Katsikis, 1. e
Mavridou, A. (2015). Vaterita bio-precipitation induced by Bacillus pumilus isolated

from a solutional cave in Paiania, Athens, Greece. International Biodeterioration &
Biodegradation, 99: 73-84.

231



DelJong, J.T., Fritzges, M.B. e Niisslein, K. (2006). Microbial induced cementation to

control sand response to undrained shear. ASCE J. Geotech. Geoenviron. Eng, 132
(11): 1381-1392.

Delong, J. T., Mortensen, B. M., Martinez, B. C. e Nelson, D. C. (2010). Bio-mediated
soil improvement. Ecol. Eng, 36 (2): 197-210.

DelJong. J.T., Soga, K., Kavazanjian, E., Burns, S., Van Paassen, L.A., Al Qabany, A.,
Aydilek, A., Bang, S.S., Burbank, M., Caslake, L.F., Chen, C.Y., Cheng, X., Chu, J.,
Ciurli, S., Esnault-Filet, A., Fauriel, S., Hamdan, N., Hata, T., Inagaki, Y., Jefferis,
S., Kuo, M., Laloui, L., Larrahondo, J., Manning, D.A.C., Martinez, B., Montoya,
B.M., Nelson, D.C., Palomino, A., Renforth, P., Santamarina, J.C., Seagren, E.A.,
Tanyu, B., Tsesarsky, M. e Weaver, T. (2013). Biogeochemical processes and
geotechnical applications: progress, opportunities and challenges. Géotechnique,
63:4: 287-301.

DeJong, J. T., Proto, C., Kuo, M. e Goémez, M. (2014). Bacteria, Bio-films, and
Invertebrates...the Next Generation of Geotechnical Engineers? Geo-Congress 2014,
Technical Papers, ASCE: 3959-3968.

De Muynck, W., Debrouwer, D., De Belie, N., e Verstracte, W. (2008). Bacterial
carbonate precipitation improves the durability of cementitious materials. Cement
Concrete Res, 38(7), 1005-1014.

De Muynck, W., De Belie, N. e Verstracte, W. (2010). Microbial carbonate
precipitation in construction materials: A review. Ecological Engineering, 36: 118-
136.

Dhami, N. K., Reddy, M. S., e Mukherjee, A. (2013). Biomineralization of calcium
carbonates and their engineered applications: a review. Frontiers in Microbiology, 4,
314.

Dhami, N. K., Reddy, M. S., e Mukherjee, A. (2013b). Bacillus megaterium mediated
mineralization of calcium carbonate as biogenic surface treatment of green building
materials. World J Microb Biot, 29(12), 2397-2406.

Dhami, N. K., Reddy, M. S., e Mukherjee, A. (2014). Synergistic role of bacterial
urease and carbonic anhydrase in carbonate mineralization. Appl Biochem Biotech,
172(5): 2552-2561.

Dick J., De Windt W., De Graef B., Saveyn H., Van der Meeren P., De Belie N. e
Verstraecte W. (2006). Bio-deposition of a calcium carbonate layer on degraded
limestone by Bacillus species. Biodegradation, 17:357-367.

Dixon, J.B. ¢ Weed, S. B. (1989). Minerals in Soil Environments. 2nd Edition.
Published by: Soil Science Society of America. Madison, Wisconsin, USA.

Doran, P. (1998). Principios de ingenieria de los bioprocesos. Edi. Acribia S.A.

Fernadez, C. (1982). Mejoramiento y estabilizacion de suelos. Edit Limusa, Guanajuato,
México.

232



Fujita, Y., Redden, D., Ingram, J. C., Cortez, M. M., Ferris, F. G. e Smith, R.W. (2004).
Strontium incorporation into calcite generated by bacterial ureolysis. Geochimica et
Cosmochimica Acta, 68 (15): 3261-3270.

Garcia, M.A, Marquez, M.A. e Moreno, C.X. (2016). Characterization of bacterial
diversity associated with calcareous deposits and drip-waters, and isolation of

calcifying bacteria from two Colombian mines. Microbiological Research, 182: 21-
30.

Gat, D., Tsesarsky, M., Wahanon, A. e Ronen, Z. (2014). Ureolysis and MICCP with
model and native bacteria: implications for treatment strategies. Proceeding of Geo-
Congress 2014, Technical Papers: 1713-1720.

Gomez, C.M. (2013). Avaliagdo geotécnica de um perfil de solo tratado
biotecnologicamente para fins de pavimentacdo. Tese de Doutorado. Departamento
de Engenharia Civil e Ambiental. Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

Hammes, F. e Verstraete, W. (2002). Key roles and calcium metabolism in microbial
carbonate precipitation. Environmental Science e Bio/Technology, 1: 3-7.

Hammes, F., Seka, A., Van Hege, K., Van de Wiele, T., Vanderdeelen, J., D Siciliano,
S. e Verstraete, W. (2003). Calcium removal from industrial wastewater by bio-

catalytic CaCO3 precipitation. Journal of Chemical Technology and Biotechnology,
78:670-677.

Hamilton, W.A. (2003) Microbially influenced corrosion as a model system for the
study of metal microbe interactions: a unifying electron transfer hypothesis.
Biofouling, 19(1): 65-76.

Harkes, M. P., Van Paassen, L.A., Booster, J. L., Whiffin, V. S., e Van Loosdrecht, M.
C. M. (2010). Fixation and distribution of bacterial activity in sand to induce
carbonate precipitation for ground reinforcement. Ecol. Eng, 36:112—-117.

Holtz, R.D., Kovacs, W.D., 1981. An Introduction to Geotechnical Engineering.
Prentice-Hall, Inc, Englewood Cliffs, New Jersey, 733.

Ismail, M. A., Joer, H. A., Randolph, M. F. e Meritt, A. (2002). Cementation of porous
materials using calcite. Geotechnique 52, No. 5, 313-324.

Ivanov, V. e. Chu, J. (2008). Applications of microorganism to geotechnical
engineering for bioclogging and biocementation of soil in situ. Rev. Environ, Sci
Biotechnol, 7: 139-153.

Jonkers, H. (2007). Self healing concrete: a biological approach. Self Healing Materials:
An alternative Approach to 20 Centuries of Materials Science. In: van der Zwaag, S.
(Ed.), Springer, Netherlands, pp. 195-204.

Jonkers, H. e Schlangen, E. (2008). Development of a bacteria-based self healing

concrete. Tailor Made Concrete Structures — Walraven & Stoelhorst (eds) aylor &
Francis Group, London, ISBN 978-0-415-47535-8, p: 425-430.

233



Jonkers, H. e Schlangen, E. (2009). A two component bacteria-based self-healing
concrete. Concrete Repair, Rehabilitation and Retrofitting II — Alexander ef al (eds).
Taylor & Francis Group, London, ISBN 978-0-415-46850-3, p: 215-220.

Juarez, E. e Rico, A. (1965). Mecanica de suelos. Tomo I. México.

Kadhim F. e Zheng J. (2016). Review of the Factors That Influence on the Microbial
Induced Calcite Precipitation. Civil and Environmental Research, 8 (10):69-76.

Karatas, I. (2008). Microbiological improvement of the physical properties of soils.
PhD thesis. Arizona State University.

Karol, R. H. (2003). Chemical Grouting and Soil Stabilization. New York: Marcel
Dekker, 558.

Kim, J., Dong, H., Seabaugh, J., Newell, S., and Eberl, D. (2004). Role of microbes in
the smectite-to-illite reaction. Science, 303: 830-832.

Kralj, D. e Vdovic, N. (2000). The influence of some naturally occurring minerals on
the precipitation of calcium carbonate polymorphs. Wat. Res. Vol. 34, No. 1, pp.
179+184, 2000.

Kucharski, E. S., Cord-Ruwisch, R., Whiffin, V. ¢ Al-Thawadi, S. M. (2012). Microbial
biocementation. Google Patents.

Lee, Y.N. (2003). Calcite Production by Bacillus amyloliquefacies CMBO1. Journal of
Microbiology, 41 (4): 345-348.

Lee, M.L., Ng, W.S. e Tanaka, Y. (2013). Stress-deformation and compressibility
responses of bio-mediated residual soils. Ecological Engineering, 60: 142—-149.

Li, M., Cheng, X., e Guo, H. (2013). Heavy metal removal by biomineralization of
urease producing bacteria isolated from soil. Int Biodeter Biodegr, 76, 81-85.

Lowenstam, H.A. and Weiner, S. (1989). On biomineralization. Oxford University
Press US, 324 p.

Marquez, C. G. (1982). Propiedades ingenieriles de los suelos. Facultad de Minas,
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin.

Martinez, B. C., DeJong J. T., Ginn T. R., Montoya B. M., Barkouki T. M., Hunt C.,
Tanyu B. e Major D. (2013).Experimental Optimization of Microbial-Induced
Carbonate Precipitation for Soil Improvement, Journal of geotechnical and
geoenvironmental engineering, 139: 587- 598.

Mavroulidou M., Morgan N.L., Sibanda T., Serumaga M. e Rao Bhamidimarri. (2011).
Innovative environmentally responsible techniques of ground improvement
stimulating natural processes. Proceedings of the 12th International Conference on
Environmental Science and Technology. Rhodes, Greece: A1210 - A1217.

Mitchell, J.K. (1993) Fundamentals of Soil Behavior. 2nd Edition, John Wiley & Sons,
Hoboken.

234



Mitchell A.C e Ferris F.G. (2005) The coprecipitation of Sr into calcite precipitates
induced by bacterial ureolysis in artificial groundwater: temperature and kinetics
dependence. Geochim Gosmochim Acta, 69:4199-4210.

Mitchell, J. K., & Santamarina, J. C. (2005). Biological Considerations in Geotechnical
Engineering. Journal of Geotechnical and Geoenvironmenta IEngineering,
ASCE.131: 1122-1233.

Mortensen, B. M., Haber, M., DeJong, J. T., Caslake, L. F. e Nelson, D. C. (2011).
Effects of environmental factors on microbial induced calcite precipitation. J. Appl.
Microbiol, 111 (2): 338-349.

Mobley, H., e Hausinger, R. (1989). Microbial ureases: Significance, Regulation and
Molecular Characterisation. Microbiol Rev, 52(1), 85—-108.

Montoya, C., Mérquez, M., Lopez, J. & Cuervo, C. (2005). Caracterizacion de cristales
de calcita bioprecipitada por un aislamiento nativo de Bacillus subtilis. Revista
Colombiana de Biotecnologia. vol VII, ntimero 002, Universidad Nacional de
Colombia, Bogot4, Colombia, 19-25.

Mujah, D., Shahin, M.A. e Cheng, L. (2017) State-of-the-Art Review of
Biocementation by Microbially Induced Calcite Precipitation (MICP) for Soil
Stabilization, Geomicrobiology Journal, 34:6, 524-537.

Ng,W.S, Lee, M.L., Tan, CK., Hii, S.L. (2014). Factors affecting improvement in
engineering properties of residual soil through microbial-induced calcite
precipitation. J. Geotech. Geoenviron. Eng., 140(5):4001-4006.

Ozdogan, A. (2010). A study on the triaxial shear behavior and microstructure of
biologically treated sand specimens (Master thesis). Faculty of the University of
Delaware.

Okwadha GDO e Li J. (2010) Optimum conditions for microbial carbonate
precipitation. Chemosphere 81:1143—1148.

Palmeira, E. M. (2014). Notas de aula, Melhoria de Solos. Universidade de Brasilia.

Phillips, A. J., Gerlach, R., Lauchnor, E., Mitchell, A. C., Cunningham, A. B., e
Spangler, L. (2013). Engineered applications of ureolytic biomineralization: a
review. Biofouling, 296, 715-733.

Ramachandran, S. K., Ramakrishnan, V. e Bang, S. S. (2001). Remediation of concrete
using microorganisms. ACI Mater. J, 98 (1): 3-9.

Rebata-Landa, V. e J. C. Santamarina. (2006). Mechanical limits to microbial activity in
deep sediments, Geochem. Geophys. Geosyst., 7, Q11006.

Rebata-Landa, V. (2007). Microbial Activity in Sediments: Effects on Soil Behavior.
(PhD thesis). Georgia Institution of Technology.

235



Rivadeneyra, M. A., Delgado, R., Moral, A., Ferrer, M. R., and Ramos-Cormenzana, A.
(1994). Precipitation of calcium carbonate by Vibrio spp. from an inland saltern.
FEMS Microbiol. Ecol. 13:197-204.

Rodriguez-Navarro, C., Jiménez-Lopez, C., Rodriguez-Navarro, A., Gonzalez-Mufioz,
M. T., e Rodriguez-Gallego, M. (2007). Bacterially mediated mineralization of
vaterita. Geochimica et Cosmochimica Acta, 71(5): 1197-1213.

Rodriguez-Navarro, C., Jroundi, F., Schiro, M., Ruiz-Agudo, E. e Gonzalez-Mufiozb
M.T. (2012). Influence of Substrate Mineralogy on Bacterial Mineralization of
Calcium Carbonate: Implications for Stone Conservation. Applied and
Environmental Microbiology, 78 (11): 4017-4029.

Rowshanbakhta,K., Khamehchiyana,M., Sajedib, Reza. ¢ Reza M. (2016). Effect of
injected bacterial suspension volume and relative density on carbonate precipitation
resulting from microbial treatment. Ecological Engineering, 89: 49-55.

Sarmast, M., Farpoor, M.H.,  Sarcheshmehpoor, M. e Eghbal, M.K. (2014).
Micromorphological and biocalcification effects of Sporosarcina pasteurii and
Sporosarcina ureae in sandy soil columns. J. Agric. Sci. Technol., 16 (3): 681-693.

Scholl MA, Mills AL, Herman JS, Hornberger GM. (1990). The influence of
mineralogy and solution chemistry on the attachment of bacteria to representative
aquifer minerals. J. Contamin. Hydrol. 6:321-336.

Seifan, M., Samani, A.K. e Berenjian, A. (2017). New insights into the role of pH and
aeration in the bacterial production of calcium carbonate (CaCO3). Appl Microbiol
Biotechnol., 101:3131.

Sensoy T., Bozbeyoglu N.N., Dogan N.M., Bozkaya O., e Akyol E. (2017).
Characterization of Calcium Carbonate Produced by ureolytic bacteria (Sporocarcina
pasteurii. ATCC 6453 and Bacillus aerius U2) and Effect of Environmental
Conditions on Production of Calcium Carbonate. Proc: 15th International Conference
on Environmental Science and Technology Rhodes, Greece.

Shaffer, G. (2010). Long-term effectiveness and consequences of carbon dioxide
sequestration. Nat. Geosci., 3: 464-467.

Sharma, A. e Ramkrishnan, R. (2016). Study on effect of Microbial Induced Calcite
Precipitates on strength of fine grained soils. Perspectives in Science, 8: 198—202.

Shirakawa, M. A., Kaminishikawahara, K. K., Vanderley, M.J, Kahn, H. e Futai, M.M.
(2011). Sand bioconsolidation through the precipitation of calcium carbonate by two
ureolytic bacteria. Materials Letters, 65: 1730-1733.

Shirakawa, M. A., Cincotto, A., Atencio, D., Gaylarde, C. e Vanderley, M.J. (2011D).
Effect of culture medium on biocalcification by pseudomonas putida, lysinibacillus
sphaericus and bacillus subtilis. Brazilian Journal of Microbiology, 42: 499-507.

236



Sondi, I. e Matijevic, E. (2001). Homogeneous Precipitation of Calcium Carbonates by
Enzyme Catalyzed Reaction. Journal of Colloid and Interface Science, 238: 208—
214.

Soon, N.W., Lee, L.M., Khun, T. C. e Ling, H. S. (2013). Improvements in engineering
properties of soils through Microbial-Induced Calcite Precipitation. KSCE J. Civil
Eng., 17 (4): 718-728.

Stocks-Fischer, S., Galinat, J. K. e Bang, S. S. (1999). Microbiological precipitation of
CaCO3. Soil Biol. Biochem., 3 (11): 1563 — 1571.

Stuart, B. H. (1997). Biological Applications of Infrared Spectroscopy, ACOL Series,
Wiley, Chichester, UK. 191 p.

Sukumaran, A. e Poulose, E. (2018). Effect of biogrouting in improving soil properties-
A review. International Journal of Development Research, 8 (03): 19548-19551.

Terzagui, K. e Peck, R. (1980). Mecénica de suelos en la ingenieria practica. Editorial
El Ateneo, Barcelona, Espaiia.

Terzis, D., Bernier-Latmani, R. e Laloui, L. (2016). Fabric characteristics and
mechanical response of bio-improved sand to various treatment conditions.
Géotechnique Letters, 6: 50-57.

Tiano, P., Biagiotti, L. e Mastromei, B. (1999). Bacterial bio-mediated calcite
precipitation for monumental stones conservation: methods of evaluation. Journal of
microbiological methods, 36: 139-145.

Tsukamoto, M., Inagaki, T., Sasaki, Y. e Oda, K. (2013). Influence of relative density
on microbial carbonate precipitation and mechanical properties of sand. In:
Proceedings of the 18th International Conference on Soil Mechanics and
Geotechnical Engineering, Paris.

Trushina D., Bukreeva T., Kovalchuk M. e Antipina M. (2014). CaCO3vaterita
microparticles for biomedical and personal care applications. Mater Sci Eng C Mater
Biol Appl., 56:644-658.

United States Department of Agriculture. (2004). Soil survey laboratory methods
manual. Rebeca Burt, Editor. Soil Survey Investigations Report No 42. Version 4.0.
Washington DC, USA, 700p.

United States Department of Agriculture. (2017). Soil survey manual. C. Ditzler, K.
Scheffe, and H.C. Monger (eds.). Handbook 18. Government Printing Office,
Washington, D.C.

Valencia, Y. (2009). Influéncia da biomineralizacdo nas propriedades fisicas e
mecanicas de um perfil de solo tropical afetado pela erosdo. Tese de Doutorado.
Departamento de Engenharia Civil e Ambiental, Universidade de Brasilia, Brasilia,
DF.

237



Valencia, Y., Santana, A. e Camapum de Carvalho, J. (2014). Bactérias nativas
indutoras de precipitagdo de minerais de carbonato de calcio em solos tropicais.
Revista da Sociedad Venezolana de Microbiologia, 34:15-21.

Valencia, Y., Camapum de Carvalho, J. e Lara, L.A. (2015). Influence of
biomineralization on a profile of a tropical soil affected by erosive
processes. DYNA, [S.1.], 82 (192):221-229.

Van der Marel HW, Beutelspacher H. (1976). Atlas of Infrared Spectroscopy of Clay
Minerals and their Admixtures. Elsevier Scientific Publisinhg Co. 396 p.

Van Paassen, L. A. (2009). Biogrout, ground improvement by microbially induced
carbonate precipitation. Doctoral dissertation, Department of Biotechnology, Delft
University of Technology, the Netherlands.

Van Paassen, L.A, Harkes, M., Van Zwieten, A.A, Van der Zon, W.H., Van der Star,
W.R.L, Van Loosdrecht, M.C.M. (2009). Scale up of BioGrout: a biological ground
reinforcement method. Proc. of the 17th International Conference on Soil Mechanics
and Geotechnical Engineering 2328 M. Hamza et al. (Eds.).2328-2333.

Van Paassen, L.A, Ghose, R., Van der Linden, T.J. M., Van der Star, W.R.L ¢ Van
Loosdrecht, M.C.M. (2010). Quantifying Biomediated Ground Improvement by
Ureolysis: Large-Scale Biogrout Experiment. Journal of Geotechnical and
Geoenvironmental Engineering, 136 (12):1721-1728.

Van Paasen, L.A. (2011). Bio-mediated ground improvement: From laboratory
experiment to pilot applications. Proc: Geo-Frontiers 2011, ASCE: 4099-4108.

Warren, L. A., Maurice, P. A., Parmar, N., e Ferris, F. G. (2001). Microbially mediated
calcium carbonate precipitation: implications for interpreting calcite precipitation
and for solid-phase capture of inorganic contaminants. Geomicrobiol J, 18: 93—115.

Wang, Z., Zhang, N., Ding, J., Lu, C. e Jin, Y. (2018). Experimental Study on Wind
Erosion Resistance and Strength of Sands Treated with Microbial-Induced Calcium

Carbonate Precipitation. Advances in Materials Science and Engineering, Article
ID 3463298, 10 pages. https://doi.org/10.1155/2018/3463298.

Weiner, S. e Dove, P. (2003). An Overview of Biomineralization Processes and the
Problem of the Vital Effect. Reviews in Mineralogy and Geochemistry, 54 (1):1-29.

Whiffin, V. S. (2004). Microbial CaCO3 precipitation for the production of biocement
(PhD thesis). Perth: Murdoch University, Western Australia.

Whiffin, V. S., Van Paassen, L. A. ¢ Harkes, M. P. (2007). Microbial carbonate
precipitation as a soil improvement technique. Geomicrobiol. J., 24 (5): 417-423.

Zapata, C., Houston, W., Houston, S. and Walsh, K. (2000). Soil-Water Characteristic
Curve Variability. GeoDenver 2000. Advances in Unsaturated Geotechnics. Pp. 84-
124.

238



APENDICE A.

CURVAS DAS ANALISES GRANULOMETRICAS DAS AMOSTRAS NOS
ENSAIOS DE BIOCIMENTACAO DE SOLOS.
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APENDICE B.

RESULTADOS PH DOS SOLOS, DAS AMOSTRAS, NOS ENSAIOS DE
BIOCIMENTACAO DE SOLOS.

Denominacio (do pH em

Solo pH (KCI) pH (H,0) KCl)
Q 8,2 8.5 Moderadamente alcalino
Controle Q rep 8,1 8,2 Moderadamente alcalino
Sp-Q 9,4 9,3 Muito fortemente alcalino
B.c-0Q 7,8 8,4 Ligeiramente alcalino
Ca-Q 9,3 9,1 Muito fortemente alcalino
Q-C2% 7.3 7,6 Neutro
Controle Q - C 2% 8,0 7,9 Moderadamente alcalino
Sp O- C 2% 9,7 9,7 Muito fortemente alcalino
Q-C10% 8,0 6,3 Moderadamente alcalino
Controle Q- C 10% 7,7 7,7 Ligeiramente alcalino
Sp O- C 10% 9,4 9,5 Muito fortemente alcalino
B.cQ-C10% 8,8 8.5 Fortemente alcalino
CaQ-Cl0% 9,2 9,0 Muito fortemente alcalino
Q-B2% 9,3 9,9 Muito fortemente alcalino
Controle Q-B 2% 8,3 8.5 Moderadamente alcalino
Sp O-B2% 9,3 9,4 Muito fortemente alcalino
Q-B 10% 9,2 10,5 Muito fortemente alcalino
Controle Q-B 10% 8,0 8,2 Moderadamente alcalino
Sp O-B10% 9,1 9,1 Muito fortemente alcalino
B.c O- B 10% 8,1 8,4 Moderadamente alcalino
C.a Q- B 10% 8,2 8,4 Moderadamente alcalino
Q fino 8,4 9,0 Moderadamente alcalino
Sp QOfino 9,0 8,8 Fortemente alcalino
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CALCULO DA DIFERENCA DE PH (ApH) E OPONTO DE CARGA ZERO
(PCZ) DAS AMOSTRAS, NOS ENSAIOS DE BIOCIMENTACAO DE SOLOS.

Solo A pH PCZ
Q -0,3 7,9
Controle Q rep -0,2 7.9
Sp-Q 0,1 9,5
Bc-0 -0,5 7,3
Ca-Q 0,1 9,4
Q-C2% -0,3 7,0
Controle Q - C 2% 0,1 8,1
Sp O-C 2% 0,0 9,7
Q-C10% 1,7 9,7
Controle Q- C 10% 0,0 7,7
Sp O- C 10% -0,1 9,4
B.cQO-C10% 0,3 9,1
CaQ-Cl0% 0,2 9,4
Q-B2% -0,6 8,7
Controle Q-B 2% -0,2 8,0
Sp O-B2% -0,1 9,1
Q-B 10% -1,4 7,8
Controle Q-B 10% -0,2 7,8
Sp O-B10% 0,0 9,2
B.cQO-B10% -0,3 7,8
C.aQ-B10% -0,1 8,1
Q fino -0,6 7,8

Sp QOfino 0,2 9,2
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APENDICE C.

CARBONATO DE CALCIO PRECIPITADO NAS AMOSTRAS, DOS ENSAIOS
DE BIOCIMEN:I‘ACAO DE SOLOS, UTILIZANDO METODO
GRAVIMETRICO (PERDA DA MASSA POR HCL)
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Figura C.1. Carbonato de calcio precipitado (g/g) na matriz dos solos, utilizando S.
pasteurii, B. cohnii e C. ammoniagenes € amostras de Q, Q-C 10% e Q-B 10%.
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Figura C.2. Carbonato de calcio precipitado (g/g) na matriz dos solos: Q e as diversas
misturas Q-C e Q-B, utilizando S. pasteurii.
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Figura C.3. Carbonato de calcio precipitado (g/g) na matriz dos solos: Q e Q fino,
utilizando S. pasteurii.
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