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RESUMO

A maioria das técnicas de melhoramento de solo que sdo utilizadas no mundo envolve a
adicdo de energia mecanica e/ou materiais sintéticos, sendo que ambos tém substancial custos
de energia associados a sua producdo. No entanto, a técnica de biocimentacdo vem como
intuito de melhorar as propriedades mecanicas do solo de forma sustentavel. A biocimentacao
é a formacdo de material particulado por entre as particulas do solo através do metabolismo de
microrganismos presentes. Os indmeros processos microbioldgicos tém o potencial para
modificar o comportamento do solo. Muitas bactérias como as espécies: Bacillus,
Sporosarcina, Sporolactobacillus e Clostridium possuem potencial de cimentacao bioldgica.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi realizar a precipitacdo de Carbonato de Célcio
induzida por microrganismos ou biocimentacdo para a estabilizacéo e solidificacdo de cromo
hexavalente (Cr(VI)) em um solo arenoso. Foram realizados ensaios de teste de atividade
urease, ensaio de biocimentacdo, analise de solo e lixiviado, além de MEV. Os ensaios foram
realizados no laboratério de geotecnia ambiental da Universidade de Passo Fundo. Na
primeira fase da dissertacdo, no ensaio de teste de atividade urease ndo autoclavado foi
possivel observar a adaptacdo dos microrganismos nativos do solo as solugdes nutrientes
adicionadas ao meio. Além disso, no ensaio autoclavado da urease foi possivel observar que a
atividade pode ser medida na auséncia de microrganismos, sendo considerada quimica. O
tempo zero em ambos 0s ensaios apresentou resultados semelhantes, assim, foi possivel
calcular a real atividade realizada por microrganismos no ensaio. Foi possivel observar
também que a solugdo nutriente C se destacou com maior atividade urease no ensaio ndo
autoclavado com pico de atividade no tempo 10 dias, sendo a utilizada no teste de
biocimentagdo para encapsulamento de cromo hexavalente em solo arenoso, com dois
intervalos de alimentacdo, 2 dias como utilizado em bibliografia e 7 dias, aproximando ao
pico de urease encontrado na primeira fase da dissertacdo. Ao final do ensaio de
biocimentacdo na segunda fase, pode-se observar através da analise realizada no lixiviado
coletado que a capacidade de retencdo de contaminante é maior pelos corpos de prova
alimentados com meio nutriente, aproximadamente 30%, enquanto 0s corpos de prova
alimentados com agua apresentaram retencdo do contaminante mais baixa, aproximadamente
10%, depois disso com os resultados da analise do solo foi possivel observar que houve
biocimentacdo, no entanto, uma baixa concentragdo ficou retida no biocimento, assim
afirmando que em caso de aplicacdo em campo, a biocimentacdo pode ndo ser efetiva, pois
nesse estudo aproximadamente 70% do contaminante inserido na moldagem foi lixiviado.
Concluiu-se com esse estudo que a biocimentacdo para solos arenosos ndo é eficiente com
alimentacdo por percolacdo, pois o risco de espalhar a pluma de contaminagdo € alto,
reduzindo a eficiéncia da técnica.

Palavras- Chave: Biocimentacdo. Solidificacdo/Estabilizacdo. Cromo(V1).



ABSTRACT

Most of the soil improvement techniques used in the world involve the addition of mechanical
energy and/or synthetic materials, both of which have substantial energy costs associated with
their production. However, the technique of biocementation intend to improve the mechanical
properties of soil in a sustainable way. Biocementation is the formation of particulate matter
through the soil particles through the metabolism of microorganisms present. The numerous
microbiological processes have the potential to modify soil behavior. Many bacteria like the
species: Bacillus, Sporosarcina, Sporolactobacillus and Clostridium have potential of
biological cementation. Thus, the objective of this work was to perform the precipitation of
Calcium Carbonate induced by microorganisms or biocementation for the stabilization and
solidification of hexavalent chromium (Cr(VI)) in a sandy soil. We perform tests of urease
activity, biocementation test, soil and leachate analysis, and SEM. The tests were carried out
in the environmental geotechnics laboratory of the University of Passo Fundo. In the first
phase of the dissertation, in the test of non-sterilized urease activity, it was possible to observe
the adaptation of the native microorganisms of the soil to the nutrient solutions added to the
medium. Moreover, in the sterilized urease assay it was possible to observe that the activity
measured in the absence of microorganisms is considered to be chemical. The zero time in
both assays presented similar results, so it was possible to calculate the actual activity
performed by microorganisms in the assay. It was also possible to observe that the nutrient
solution C stood out with greater activity in the non-autoclaved test. The peak of activity in
the time 10 days, being the nutrient solution used in the biocementation test to encapsulate
hexavalent chromium in sandy soil, with two feeding intervals, 2 days as used in bibliography
and 7 days, approaching the peak of urease found in the first phase of the dissertation. At the
end of the second phase, it can be observed from the analysis carried out in the collected
leachate that the contaminant retention capacity is higher by the nutrient medium fed
specimens, approximately 30%. While the test bodies fed with water showed the lowest
contaminant retention, approximately 10%. After that with the results of the soil analysis it
was possible to observe that there was biocementation, however, a low concentration was
retained in the biocement, thus affirming that in case of field application, the biocementation
may not be effective, because in this study approximately 70% of the contaminant inserted in
the molding was leached. We concluded with this study that the biocimentation for sandy
soils is not efficient with percolation feeding, because the risk of spreading the plume of
contamination is high, reducing the efficiency of the technique.

Keywords: Biocementation. Solidification/Stabilization. Chromium(V1).
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda e investimento na area da infraestrutura em &reas costeiras, em
paralelo com o aumento populacional possui limitacGes por conta de fronteiras geograficas,
qualidade do solo e disponibilidade sobre o qual se pode construir, que esta cada vez menor
por conta de contaminacédo de solos e erosdo dessas areas (MONTOYA, 2012).

As &reas costeiras sdo consideradas extremamente dindmicas, isso ocorre por conta da
constante mudanca acarretada pelos ventos e aguas do mar além da atividade antropica. Essas
areas por serem grandes areas de recreacao, acarretam um aumento da populacdo local e
praias lotadas, aumentando a demanda de inddstrias para suprir as necessidades do publico
além de mal uso do solo acarretando impactos ao ambiente. Essa demanda, pode ocasionar
contaminacgdes por conta do mau uso dessa area, 0 que acaba por desabilitar grandes areas de
solo, desvalorizando imdveis e limitando o desenvolvimento urbano. (MARTINS et al.,
2004).

Essa contaminacéo pode ser de variadas fontes, sendo ela principalmente de atividades
industriais ou agricolas envolvendo multiplos contaminantes, entre eles 0s metais toxicos. Os
metais ocorrem naturalmente no solo em baixas concentracdes e de formas quase néo
disponiveis para plantas e organismos vivos (RESENDE et al., 2007). Cromo é um metal
toxico muito utilizado por sua capacidade anticorrosiva, quando em conjunto com outros
metais ocorre a formacdo de liga metélicas que possuem caracteristica de ser resistentes a
corrosdo (CHRISTOFF, 2015).

A utilizacdo de cromo esta presente também na fabricacdo de estruturas para a
construcdo civil e em outros segmentos industriais como curtumes (beneficiamento de couro),
composicdo de tintas e pigmentos, produtos preservantes de madeira e galvanoplastia
(recobrimento metélico de materiais) (CETESB, 2012).

Cromo hexavalente é estavel quando em condi¢do oxidante, ndo é facilmente
adsorvido, assim, é mais mdvel no ambiente e toxico (CASTRO et al., 2005), fazendo com
que areas para atividades industriais que utilizem esse metal pesado acabem por deixar um
passivo ambiental, ocorrendo quando os processos de tratamentos de efluentes séo deficientes
ou inexistentes contaminando solos, ar e aguas (MATOSO et al., 2001).

Nesse contexto surgem estudos e técnicas de remediacdo e biorremediacdo capazes
para 0 melhoramento e remocdo de contaminantes dessas areas, possibilitando posteriormente
0 Seu uso para a execucdo de atividades ja desenvolvidas anteriormente, entre outras
(REBECHI, 2007).
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A técnica escolhida nesse melhoramento deve levar em consideracdo o melhor custo-
beneficio, além disso deve observar o impacto ambiental causado. Técnicas utilizando
cimento Portland sdo geralmente empregadas em melhoramento de &reas atingidas por
contaminagdes ou com falhas geotécnicas. A partir disso, nasce a necessidade de encontrar
uma técnica sustentavel que possa ser empregada na estabilizacdo de contaminantes em solos,
sendo que as tradicionais, envolvendo cimento apenas, sdo altamente nocivas ao meio
ambiente (PEDREIRA, 2014).

A Dbiotecnologia oferece tanto na area de engenharia ambiental, assim como
engenharia civil solu¢cbes como: o controle de processos erosivos, estabilizacdo de solos até
encapsulamento de contaminantes. Isso ocorre por conta da atividade microbiana presente no
subsolo que tem a capacidade de modificar o comportamento do solo, se tornando uma
alternativa na biorremediacédo de solos (DEJONG et al, 2013).

A biogeotecnologia € um ramo novo na engenharia geotécnica que trabalha
principalmente com a aplicacdo de métodos bioldgicos para problemas geotécnicos. Essa
tecnologia tem como vantagens o baixo custo de investimento e baixo custo de manutengéo
(KAROL, 2003). Dentre as biogeotecnologias, 0 uso potencial de microrganismos para essas
areas tem se mostrado eficiente no processo de biocimentacdo ou MICP (microbially induced
carbonate precipitation) para a biorremediacdo de solos (IVANOV; CHU, 2008), abrindo
assim o questionamento quanto a capacidade da biocimentacdo de realizar a estabilizacdo e
solidificacdo de Cr(VI) em solo arenoso.

A técnica de solidificacdo e estabilizacdo de contaminantes tem como objetivo limitar
a solubilidade dos contaminantes e sua transferéncia por entre o solo quando em contato com
um lixiviado ou agua subterranea, esse procedimento pode ser realizado in situ assim como ex
situ, a partir de escavacdo e mistura (WILES, 1987).

De acordo com De Muynck et al. (2012) os primeiros usos da biocimenta¢do ou MICP
(Precipitacdo de Calcita Induzida por Microrganismos) foram pelo menos ha duas décadas e,
desde entdo, um grande numero de pesquisas tém procurado abordagens alternativas para o
uso da biorremediacdo. No campo da biocimentacdo os estudos tiveram inicio na década de
90 e se aplicaram mais a engenharia geotécnica como biogeotecnologia para melhorar as
propriedades do solo.

A técnica da biocimentagéo consiste na insercéo de nutrientes que induz a precipitacao
de carbonato de calcio com microrganismos nativos do solo com o intuito de melhorar as
caracteristicas fisicas, quimicas e mecanicas do solo. Com esse avang¢o no desenvolvimento

biotecnoldgico serd possivel ver a redugdo do impacto econdbmico e ambiental de outras
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técnicas, além de melhorar a qualidade do solo e ambiente, sendo que varios paises do mundo
estdo sendo afetados por problemas no solo, o que o classifica como um dos problemas
ambientais mais importantes atualmente (CHU, 2012).

Podemos afirmar que a biocimentacdo é uma técnica menos destrutiva ao solo, pois
realiza solidificacéo e estabilizacdo de contaminantes, reducdo de permeabilidade, contencéo
de erosdo sem a necessidade da insercdo de materiais sintéticos ao solo evitando altas
concentracdes de didxido de carbono liberado para o ambiente, como é o caso dos materiais
tradicionais.

O objetivo geral é utilizar a técnica de biocimentacdo para a estabilizacdo e
solidificagdo de Cr(VI) em um solo arenoso.

Os objetivos especificos sdo:

a) Avaliar a atividade urease dos microrganismos do solo com a adicdo de
diferentes solugdes nutrientes;

b) Avaliar a capacidade de solidificagdo e estabilizagdo do contaminante
aplicando a biocimentagé&o;

c) Auvaliar a morfologia da estrutura ap6s a aplicacdo da biocimentacao;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biocimentagao

A precipitagdo de calcita ou carbonato de célcio no interior dos solos, também
chamada de biocimentagdo é a utilizacdo do metabolismo microbiano para catalisar reacdes
quimicas com alguns substratos, o produto final dessas reacGes € a precipitacdo de materiais
inorganicos como a calcita que melhoram as propriedades mecénicas do solo e tem
capacidade de remediar contaminantes. A capacidade dessa técnica ja vem sendo estudada por
De Jong et al. (2006); Whiffin et al. (2007); Thawadi (2008), Ivanov e Chu (2008), e Montoya
(2012).

O processo de precipitacdo de carbonato de calcio para a formacéo de calcita pode ser
chamado também de MICP (Microbially Induced Carbonate Precipitation). O produto final
desse processo ndo possui sempre a mesma estrutura, isso ocorre por conta dos diferentes
microrganismos que podem ser envolvidos além disso, o processo é dependente das condi¢des
do meio onde ocorre a precipitacdo. O MICP é um processo simples e possui quatro principais
fatores para a sua ocorréncia, sdo eles: 1) a concentracdo de calcio no meio; 2) pH; 3)
concentracdo de didoxido de carbono (CO2); e 4) concentracdo de microrganismos
(MUNETON, 2013).

Minerais como o carbonato de célcio (CaCOs3) tém e solubilidade muito baixa em
agua, dessa maneira, sdo considerados minerais termodinamicamente estaveis em ambientes
bioldgicos (MANN, 2001).

A biocimentacédo é a formacéo de calcita, que liga as particulas de solo apds a adi¢do
de microrganismos e substratos especificos. Essa cimentacdo € considerada bioguimica, pois
ocorre a partir de reacbes quimicas entre microrganismo e substratos que realizam
precipitacdo na subsuperficie do solo (IVANOV; CHU, 2008).

A precipitacdo de CaCOsz ocorre a partir de duas maneiras: a) a partir de
microrganismos autotroficos, nos quais a fonte de carbono utilizada é CO> para a produgéo de
matéria organica e b) atraveés de processos heterotroficos, 0s quais ocorrem com mais
frequéncia e podem ser por precipitacdo passiva ou ativa de CaCOsz (CASTANIER et al.,
1999). A precipitacdo passiva € a ocasionada por alteragdes no meio pelo metabolismo dos
microrganismos a partir da degradacdo da ureia, amonificacdo, reducdo de nitratos e de

sulfatos, que acarretam a acumulacdo de ions carbonato e posteriormente a precipitacdo de
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particulas sélidas; ja a precipitagdo considerada ativa ndo depende do metabolismo e sim das
trocas i6nicas por meio da membrana celular dos microrganismos.

Os mesmos autores afirmam que o processo de MICP ocorre na fase exponencial do
crescimento microbiano, pois durante esse crescimento é observado aumento de pH e
acumulo de carbonatos, sendo que esse processo tem término no inicio da fase estacionéria do
crescimento. Além disso, foi observada que a precipitacdo ativa € a primeira a ocorrer, sendo
seguida da precipitacdo passiva.

De acordo com Montoya (2012), o aprimoramento do solo a partir dessa técnica é
realizado a partir de atividade microbiologica. A populacdo microbiana do solo (in situ) pode
ser “estimulada”, ou seja, ¢ realizada a bioestimulagao que consiste na insercdo de substratos
especificos necessarios para a formacédo do produto desejado. A atividade microbiana a partir
do seu metabolismo altera as condi¢cGes ambientais in situ, uma dessas alteracdes € o aumento
de pH, necessario para que as reagdes de precipitacdo de calcita ou carbonato de calcio
(CaCO3) ocorram.

Apos a finalizagdo da técnica o solo tratado se torna menos permeavel e mais
resistente. A biocimentacdo pode ter variadas aplicacfes na area de Geotecnia Ambiental,
como reforco de fundagGes, controle de eroséo, controle de “piping” (erosdo interna) em
barragens de terra (VAN PASSEN, 2010).

As pesquisas envolvendo precipitagdo de CaCOsz a partir de microrganismos Sao
realizadas com os microrganismos ureoliticos, ou seja, 0s que possuem a capacidade de
produzir a enzima urease. Essa enzima € responsavel por acelerar a hidrélise de ureia e assim,
a producdo de CO2 e amoénia, resultando no aumento de pH do meio e concentracdo de
carbonatos (MUNETON, 2013). A reacdo da hidrélise da ureia esta apresentada na Equacio
2.

(NH,),CO + 3H,0 — 2NH} + HCO; + OH~™ )

No momento que a ureia presente no meio nutritivo € metabolizada pelos
microrganismos in situ, sdo formados cristais de carbonato de célcio ao redor das suas células,
essas células cristalizadas de ligam com as particulas de solo, fazendo com que sua resisténcia
ao cisalhamento seja aumentada (BANG et al., 2001).

No processo de biocimentacdo, basicamente ocorre a unido dos cations de célcio com

ions de bicarbonato, sendo que segundo Hammes e Vestraete (2002) é necessaria a presenca
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de ions de célcio soliveis no meio para ocorrer a precipitacdo, como apresentado nas

Equacdes 3 e 4.

HCO3 + H* + 20H™ & C05™ + 2H,0

3)
Ca*t + C0%™ & CaCO4 1 (4)

O material formado na precipitacdo de CaCOs € inicialmente amorfo, posteriormente
se transforma em material cristalino — Calcita — como apresentado por Sondi e Matijevic
(2001). A Figura 1 apresenta a ocorréncia da Calcita a partir da precipitagédo de CaCOs.

Figura 1: Formacéo de Calcita a partir da precipitagdo microbiana de CaCOs, (a) Formacdo de
material com aparéncia gelatinosa (material amorfo); (b) Ampliacdo de (a), particulas com
100 nm de didametro; (c) Inicio da cristalizacdo de calcita; (d) Calcita bem estruturada.

(a) (b)
Fonte: Sondi e Matijevic, 2001.

Stocks-Ficher et al (1999), bioestimularam um solo com um meio nutritivo composto
por 20 g de ureia; 3 g de Agar nutriente; 5,6 g de cloreto de célcio; 10 g de cloreto de amonio
(NH4CI); 2,12 de bicarbonato de sédio (NaHCO3) e ainda 12 g de agar para 1000 ml de 4gua
destilada, além disso, utilizaram cultivos de Bacillus pasteurii para realizacdo da
bioaumentacdo. Esse estudo foi realizado em solo arenoso e apresentou precipitacdo de
CaCOszem pHentre 8e 9.

Na pesquisa realizada por Kucharski et al. (2005), os microrganismos hidrolisaram
rapidamente a ureia deixando meio alcalino por conta da hidrolise de ureia @ amonio e por
conta disso foi observada a formagdo de calcita no solo. A resisténcia a compresséo simples
obtida pelo autor foi superior a 5 MPa e ele ainda destaca que varios materiais podem ser

tratados ou melhorados mecanicamente com a biocimentacdo, tais como, areias, calcarios,
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turfas, argilas e sedimentos. Além disso, o autor diz que 0s microrganismos capazes de
realizar essa funcdo sdo do género Bacillus, Sporosarcina, Sporolactobacillus, Clostridium e
Desulfotomaculum.

Whiffin et al. (2007) apresentam como aplicacdo da biocimentacdo o aprimoramento
da propriedade de permeabilidade do solo utilizando uma matriz polimérica produzida pelos
microrganismos ja citados a partir de sua metabolizacdo. Essa matriz polimérica formada seria
carbonato de célcio precipitado a partir dos substratos fornecidos aos microrganismos. O
fornecimento de substrato seria feito a velocidade constante diretamente no solo, gerando
posteriormente a reducdo na permeabilidade e podendo chegar a impermeabilizacdo dessa
coluna de solo onde é feito o fornecimento.

Yang et al. (1993) ainda destaca que essa técnica pode ser empregada em
biorremediacéo, controle de barragens, diminuicdo da erosdo além da estabilizacdo de solos
contaminados a longo prazo.

A formacéo de CaCOg reduz o indice de vazios do solo, assim, barrando o fluxo de
agua, Ferris et al. (1996) observou em estudo a reducdo da permeabilidade de 15 a 20% da
permeabilidade inicial. Ja Whiffin et al. (2007) conseguiram resultados melhores, reducao de
22 até 75% da permeabilidade inicial.

Ivanov e Chu (2008) evidenciaram o aumento da rigidez do solo quando submetido a
técnica de biocimentacdo, demonstrando que a técnica pode ser usada para prevenir erosdo do
solo e minimizar impactos causados pela liquefacdo de solos, além de auxiliar na
compactacao de solos.

A biocimentacdo pode ter sua resisténcia variada quando finalizado o processo,
variando de uma areia fracamente biocimentada a uma rocha biocimentada com resisténcia a
compressdo variando de 0,2 a 20 MPa, com quantidades de CaCOs no interior do solo
variando de 30 a 600 kg/m? (WHIFFIN et al., 2007).

Em um estudo realizado por Stabnikov et al. (2011) foi realizada a analise do uso de
biocimentacdo com calcio como substrato na formacdo de uma camada impermeavel na
subsuperficie de uma areia. Foi aplicado 0,6 g de Ca por cm? de superficie da areia e pode-se
observar a reducéo da permeabilidade do solo de 10 m/s para 10" m/s devido a formacio da
crosta de CaCOs na superficie da areia.

Tratamentos que utilizam a biocimentacdo microbiana de acordo com Jroundi et al.
(2012) sdo baseados em dois processos: 1°) inoculacdo de bactérias com capacidade de
precipitacdo de calcio comprovada e/ou 2°) insercdo de meio de cultura capaz de ativar a

populacdo microbiana nativa no meio. Segundo o autor o 2° processo demonstrou maior
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eficacia, pois ndo apresenta a necessidade de introduzir microrganismos ndo nativos ou
exogenos.

Em um estudo sobre biocimentacéo realizado por Cheng e Cord-Ruwisch (2012), foi
verificado que com a utilizacdo de cimentacdo bioldgica os resultados foram cimentacédo
homogénea ao longo de 1 m de comprimento de coluna de areia.

Apesar de varios estudos ja realizados ha a necessidade de avanco acerca da técnica de
biocimentacdo na engenharia, principalmente sobre heterogeneidade, estrutura e distribuicéo
dos poros do solo no qual a técnica sera aplicada, o fluido em circulacdo no meio e transporte
e além desses, a biodiversidade de microrganismos presentes (MONTOYA, 2012).

A aplicacdo da técnica com cloreto de célcio em solos silte-arenoso foi estudada por
Lee (2013). Os resultados se mostraram favoraveis para o indice de recompressao, porém ndo

favoraveis para o melhoramento de caracteristicas como compressibilidade do solo.

2.1.1 Microrganismos aptos a realizar biocimentagao

A existéncia de microrganismos no solo é de grande importancia, pois Sao
responsaveis por realizar rea¢cdes bioguimicas no meio e sua interacdo com a vegetacdo. Além
disso, a distribuicdo dos microrganismos no solo é diretamente ligada ao pH, aos minerais
presentes no meio, ao teor de matéria organica, a temperatura e a umidade (MEURER, 2000).

A aplicacdo de microrganismos para a biogeotecnologia incluem sua selecédo e
identificacdo adequando-os para diferentes usos e em diferentes ambientes, além disso,
incluem a otimizacdo da atividade in situ, rentabilidade, biosseguranca da aplicacdo e
estabilidade do solo apds a técnica (THAWADI, 2008).

Os processos microbioldgicos que o correm no solo durante a técnica podem ter
ocorréncia reduzida pelo transporte de células no interior do solo, pois depende do tamanho
das células e as propriedades da superficie delas alem do seu estado fisiologico (IVANOV;
CHU, 2008). Os microrganismos potencializadores na técnica de biocimentacdo devem
resistir a altas concentracdes de célcio e pH alcalino (GIRINSKY, 2009).

As bactérias ureoliticas ou que hidrolisam a ureia sdo encontradas no solo, porém, esse
solo possui populacdes microbianas que precisam ser bioestimuladas ou bioaumentadas.
Quando as bactérias ja estdo no solo é necessario aumentar sua populacédo ou sua atividade de
urease a partir do fornecimento de substratos indicados para a técnica, assim, utilizam-se
microrganismos nativos do solo e ndo existe a preocupacéo de adaptar novos microrganismos

ao meio (De JONG et al, 2009). Em caso de inexisténcia desses microrganismos é necessario
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0 bioaumento, procedimento que tem apresentado bons resultados de acordo com a
bibliografia.

De acordo com Stock-Fisher et al. (1999), uma alta populacdo microbiana no meio
pode ndo ser eficiente na precipitacdo de CaCOs, isso ocorre, pois a disponibilidade de
nutrientes ficaria limitada e a produtividade de CaCOz3 n&o seria a esperada.

A partir dos estudos de De Jong et al. (2009), lvanov e Chu (2008) e Montoya (2012)
foi possivel destacar os microrganismos que possuem a capacidade de realizar biocimentacéo.
Sdo as espécies: Bacillus, Sporosarcina, Sporolactobacillus, Clostridium e
Desulfotomaculum.

As bactérias Bacillus pasteurii sdo conhecidas pela sua resisténcia contra agentes
quimicos e fisicos. Essa bactéria produz a enzima urease que € a responsavel pela hidrolise da
ureia presente no substrato fornecido para as rea¢fes quimicas (KUCHARSKI et al., 2005).
Por ser uma bactéria resistente ndo existe a preocupacdo de manter um ambiente totalmente
estéril. Tal necessidade iria encarecer significativamente a solucéo.

A Sporosarcina pasteurii € uma bactéria ndo patégena, com comprimento em forma
de haste entre 1-4 microns de diametro e respiragdo aerdbia facultativa. E muito utilizada
como fonte de enzima urease na biocimentacdo, sua producdo de urease € intracelular e é
proxima de 1% do peso seco da célula, demonstrando grande potencial de utilizagdo
(WHIFFIN, 2004).

Girinsky (2009) apresenta a bactéria Sporosarcina pasteurii como anaerdbio
facultativo, quanto a producdo de enzimas, esse microrganismo produz duas enzimas que sdo
importantes no processo, sdo elas oxidase e nitrato redutase, que auxiliam na alcalinizacdo do
meio, além disso, 0 autor diz que as bactérias Bacillus possuem a capacidade de metabolizar
ureia, também ajudando na alcalinizag¢do do meio.

Chu et al. (2014) estudaram a aplicacdo de culturas de Bacillus sp. ou uma suspenséo
de células. Os resultados obtidos apresentaram melhores valores na utilizacdo das suspensoes
de células, cerca de 5 a 8 vezes mais eficientes quando comparados as aplicacfes sem
aplicacdo de suspensdo de células.

No estudo de van Passen et al. (2010) os autores utilizaram uma bactéria com alta
capacidade urease, Sporosarcina pasteurii DSM 33. Essa cepa foi cultivada aerobiamente em
condicdes estéreis em laboratorio a partir de um inoculo de 10 ml até atingir 100 litros de
suspensdo em um meio nutriente composto por extrato de levedura, cloreto de aménio e

cloreto de niquel, utilizada posteriormente para um reator de 5 m3 contendo solo.
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De acordo com Thawadi (2008) os microrganismos do género Bacillus sdo bactérias
que proporcionam vantagens especificas como maior quantidade da enzima urease e alta
producdo, maior estabilidade e maior tolerancia a amonio.

No estudo realizado por Gomez (2006) se utilizou Bacillus pasteurii e Bacillus
subtilis. Cada microrganismo foi adicionado a um meio de cultivo denominado pelo autor
como B4, ap0s isso, essa mistura foi inserida em um solo grosso previamente seco em estufa a
fim de evitar a interferéncia de microrganismos nativos do solo. O objetivo do estudo do autor
foi avaliar a variacdo da rigidez do solo. Nos resultados obtidos pode-se observar que 0s
Bacillus pasteurii sdo mais eficientes no aumento da resisténcia ao cisalhamento.

Na pesquisa de Bang et al. (2001) foram utilizados microrganismos que produzem a
enzima urease: Escherichia coli e Bacillus pasteurii. Esses microrganismos foram aplicados
na recuperacdo de trincas em concreto, tendo como resultado o aumento da resisténcia a
compresséo simples.

Conhecidas por sua resisténcia a agentes quimicos e fisicos, as bactérias Bacillus
pasteurii sdo as mais indicadas para utilizacdo na técnica de biocimentacdo em grande escala,
ou seja, realizada in situ (PEDREIRA, 2014).

Yang et al. (1993) realizaram a imobilizacdo de metais pesados de rejeitos de
mineracgdo a partir de biocimentagdo induzida de Bacillus firmus que é uma bactéria com alta
capacidade e resisténcia a altas concentracdes de metais pesados. O procedimento para a
realizacdo da biocimentacdo aumentou consideravelmente o pH do rejeito, fazendo com que
ocorresse a biocimentagdo. Avaliacdo com difragdo de Raio-X confirmaram a presenca de

formacdo de material proveniente da técnica, como a formacéo de CaCO:s.

2.1.2 Fatores que influenciam o processo de biocimentagédo

A biocimentacao se da primeiramente pela fase de crescimento dos microrganismos e
depois a fase de cimentacdo microbiana, fase estacionaria do crescimento microbiano, essa
ordem € necesséria para ndo ocorrer a precipitacdo prematura de CaCOgz, 0 que vai fazer com
que a cimentacdo ndo seja completa (WHIFFIN, 2004).

A cimentacdo quimica de solos ocorre devido a precipitacdo de materiais que
ocasionam a ligacdo de particulas de solo. Essa precipitacdo € associada a microrganismos
quando séo encontrados materiais cimentados contendo calcio, magnésio, ferro, manganés ou
aluminio, esses materiais sdo encontrados em forma de carbonatos, silicatos, fosfatos, sulfetos
e hidréxidos de ferro (De JONG et al, 2006).
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Segundo Ivanov e Chu (2008) a concentracdo de calcio e de carbonato pode ter efeito
positivo ou negativo na precipitacdo ou ndo ter efeito na producdo de CaCOs a partir de
microrganismos. Durante a hidrolise da ureia pelos microrganismos, sdo formados ions de
carbonato em uma relacdo molar de 1:1. Deste modo, com o aumento de ureia é possivel
aumentar a concentracdo de carbonatos e facilitar a saturacdo de CaCOs, se houver
disponibilidade de célcio.

De acordo com Karol (2003), a taxa de precipitacdo do CaCOsz € um dos principais
fatores na técnica. Comparados aos processos de cimentacdo ndo natural, que possuem alta
taxa de precipitacdo, a biocimentacdo é em sua maioria lenta, o que pode ser bom para a
técnica, pois evita a precipitacdo rapida e o entupimento da entrada do sistema de injecé&o,
porém, a taxa ndo deve ser muito baixa, pois assim a técnica nao teria um bom tempo
resposta.

O aumento do pH pode ser considerado indicacdo de hidrolise de ureia, é um fator
importante no crescimento de bactérias ureoliticas, em um pH 9 tem-se o crescimento 6timo,
enquanto em pH abaixo de 6,5, ndo existe desenvolvimento. Em qualquer pH do meio ha a
presenca de gas amonia (NH3) e amoénio (NH4") dissolvido em diferentes concentracdes,
sendo que maiores concentragdes de NHz promovem melhores condicGes para a precipitacdo
de CaCOs (OKWADHA, 2010).

Esse aumento de pH proporcionado pela atividade microbiana, proporcionam
condigBes necessérias para o inicio de reacBes quimicas no interior do solo. Quando iniciadas
as reacles quimicas, a producdo de um sub produto € obtida através da taxa metabdlica do
microrganismo, além de ser dependente da disponibilidade de substratos fornecidos (De
JONG et al., 2010).

No interior do solo, entre as particulas, os ions de calcio devem ficar livres para que
possam se ligar ao acido carboxilico liberado pela urease microbiana e formar CaCOs. Para
ISSO € necessario que essa reacao ocorra em ambiente alcalino, com pH entre 8 e 10, para que
assim, os microrganismos se alimentem da ureia fornecida a eles e precipitem a calcita (De
JONG et al, 2010). Fugita et al. (2008), também afirmaram a necessidade de pHs elevados
para que ocorra a precipitacdo da calcita (CaCO:s).

Segundo Lopez (2008) a quantidade de ar dentro dos vazios no interior do solo afeta
diretamente a precipitacdo de CaCOgs, pois quanto menor a quantidade de ar, maior a

precipitacao.
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2.1.3 Vantagens e desvantagens

Assim como a utilizacdo de outra técnica para a remediacdo de contaminantes e
melhoramento de solo em uma area, a biocimentacdo também apresenta seus pros e contras
em relacdo as técnicas tradicionais ja usadas, como utilizacdo de cimento Portland e técnica
de Jet Grouting.

A principal vantagem é que a técnica de biocimentacdo é de origem natural, nao
precisa de escavacao ou substituicdo do solo do local a ser remediado, além de nao apresentar
Impactos negativos para o meio ambiente (PEDREIRA, 2014).

De acordo com Pedreira (2014), a permeabilidade dos solos € outra grande vantagem,
iSSO ocorre pois na utilizacdo de técnicas tradicionais como jet grouting, € gerada uma barreira
impermedavel que provocam a alteracdo do escoamento natural das aguas pelo interior do solo.
Ja na biocimentagdo ocorre a diminuicdo da permeabilidade, no entanto, a técnica permite que
o ciclo das aguas nao seja interrompido.

Comparando com outras técnicas, a biocimentacdo se destaca por ser mais econémica,
dependendo dos materiais utilizados, suas concentracbes e quantidades os valores da
aplicacdo da biocimentacdo podem variar de 0,5 a 9 US$ para cada m® de solo, enquanto
outras técnicas variam de 2 a 72 US$ para cada m? de solo (NG et al., 2012).

Van Paassen et al., (2008) e Pedreira (2014) afirmam como grande desvantagem ser
uma técnica lenta em relacdo as técnicas tradicionais, o que faz com que ainda nédo seja téo
utilizada. Fazendo assim com que seu estudo se mostre muito importante para a ciéncia.

Além disso, a técnica apresenta dificuldades para execucdo em grande escala, pois a 0
meio nutritivo injetado para a biocimentacdo, ndo ficaria totalmente homogéneo no meio.
Essa falta de homogeneidade e alcance de maiores profundidades sdo as principais barreiras
para a aplicacdo in situ da técnica (De MUYNCK et al., 2012).

E possivel a utilizacdo de métodos geofisicos para se estimar a zona tratada e o
aumento de resisténcia do solo em processo de biocimentacdo, porém o crescimento
microbiano e a formacéo de CaCO3 néo apresentam a mesma facilidade. Por ser uma técnica
jovem, ndo se existe uma aplicagdo pratica com idade para estudo de durabilidade do
processo. N&o existe um comportamento padrdo da técnica a longo prazo como pode ser
presentado por técnicas tradicionais (PEDREIRA, 2014).

2.2 Contaminante — Cromo Hexavalente (Cr(V1))
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Segundo Guilherme e Marchi (2007) e Reis et al. (2007), os metais no solo séo
provenientes do intemperismo principalmente de rochas ricas em sulfetos, dxidos, silicatos,
fosfatos e carbonatos. De acordo com Resende et al. (2007), a maioria dos metais ocorre
naturalmente no solo, porém em baixas concentracdes e em formas pouco disponiveis para as
plantas e organismos vivos. Porém, por conta da intensificagdo das atividades de industrias e
agricultura € possivel observar maior disponibilidade e maiores concentracbes de metais
toxicos nos diversos compartimentos ambientais.

O cromo € o sétimo metal em maior quantidade na Terra, ndo é encontrado em sua
forma livre na natureza, apenas em compostos, € um metal de coloracdo cinza aco com forma
cristalina cubica, ndo possui odor e é bastante resistente a corrosdo (SILVA; PEDROZO,
2001).

E um elemento de grande importancia ambiental, no meio ambiente ocorre nas formas
de cromo (I11) e cromo (VI). Suas funcbes bioquimicas sdo definidas de acordo com o seu
estado quimico de oxidacdo pois enquanto o cromo (VI) é tdxico por ser um agente
carcinogénico, o cromo (I11) é considerado um nutriente essencial para o organismo humano.
O Cromo (V1) tem como principal fonte as atividades antropogénicas, como industrias téxteis
e galvanizac@es, sendo liberado no ambiente por descartes de efluentes. Ja o cromo (lll) é
encontrado diretamente na natureza em compostos (SUSSULINI; ARRUDA, 2006).

Na natureza é possivel encontrar o cromo como mistura de diversos isétopos 50Cr
(4,31%), 52Cr (83,76%), 53Cr (9,55%) e 54Cr (2,38%). Os estados quimicos mais comuns do
cromo sdo +2, +3 e +6, sendo que é mais estavel na forma trivalente e hexavalente. Quando
ndo estd na forma elementar aparece em compostos como o&xidos, sulfatos, cromatos,
dicromatos e sais basicos, enquanto na forma elementar aparece em recobrimento de pecas
metalicas e plasticas (SILVA; PEDROZO, 2001).

De acordo com Russel (1981), a principal forma de extracdo do cromo na natureza é
através de processos térmicos ou eletroliticos, sendo que quando extraido ele esta em forma
de cromita (FeCr.04), com coloragdo amarelada. A cromita é o material que mais contém
cromo em sua composicao (40-50%), j& as concentracdes em solo variam de 2 a 60 mg/kg,
sendo consideradas baixas. No ar e agua para um ambiente ndo contaminado, as
concentragdes sdo respectivamente 0,1 pg/m® e 1 pg/L (CETESB, 2012).

As formas sollveis de cromo presentes no solo sdo geralmente associadas as
concentra¢fes do metal nas plantas. O cromo pode facilmente penetrar através da membrana
celular quando na forma hexavalente, possui acdo toxica pois nessa forma é um agente

oxidante. Ja o Cr (111) (forma trivalente), somente é solivel quando em baixos valores de pH,



24

assim, nessa forma a absor¢é@o pelas plantas ocorre de maneira diferente. A absor¢éo do Cr
(V1) ocorre de forma ativa, sendo a forma mais tdxica para as plantas. Ja a absorcdo de Cr
(1) ocorre de forma passiva (osmose) apesentando efeito toxico em meios com pH muito
baixo e ndo apresentando biodisponibilidade em pH superior a 5 (RICHARD; BOURG,
1991).

A concentracdo de cromo hexavalente e trivalente é regulada por reacGes de
oxirreducdo. Em condicBes oxidantes o cromo se apresenta como HCrO* ou CrOgs?
dependendo do pH. O oxigénio dissolvido realiza a oxidacao do Cr (111) para Cr (VI), porém
como a taxa de oxidacdo é baixa a temperatura ambiente, o Cr (I1l) acaba participando de
reacOes de precipitagéo.

O cromo pode ocorrer nos estados de oxidacdo de -2 até +6, no entanto os estados de
valéncia zero, dois, trés e seis sdao os mais comuns. O Cr (Il) é oxidado a Cr (Il1) pelo ar e
com relagéo a toxicidade para o organismo, os mais importantes séo o Cr (Ill) e o Cr (VI). O
numero de compostos que envolvem cromo ¢é alto. A velocidade de ligagdo desses compostos
é lenta em relacdo a outros elementos de transi¢éo, sendo a maioria dessas ligagdes de Cr(111)
que sdo consideradas cineticamente mais estaveis em solucéo (SILVA; PEDROZO, 2001).

De acordo com Mahan (2003) os sais formados pelo cromo formam solug6es de cores
variadas, Cr*2 ou Cr (1) e Cr (111) apresentam coloracio verde e violeta, dependendo do meio
de reacdo. O dicromato apresenta coloracdo alaranjada e o cromato apresenta coloragéo
amarelada, isso pois nesses compostos esta o Cr (VI1). O cromo é um metal que sofre reacoes
de oxirreducdo facilmente, assim formando compostos tanto com comportamento basico
como com comportamento basico.

A Tabela 1 apresentada a seguir mostra algumas caracteristicas quimicas do cromo

como elemento e alguns compostos.

Tabela 1: Propriedades quimicas do Cromo.

PROPRIEDADES Cromo Acido Cromatode  Oxido de Cromo
FISICO-QUIMICAS Metélico Cromico sodio
Familia quimica Cromo Oxido Sal de Compostos de
elemento metalico cromato Cr(I1) e 6xido
Formula molecular Cr CrOs Na2CrO4 Cr03
Massa molecular 51,996 100 161,97 151,99
Ponto de fuséo (°C) 1.900 197 Né&o avaliado 2.435
Ponto de ebulicdo 2.672 250 792 3.000

(°C)
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Densidade relativa 7,2 2,7a20°C Néo avaliada 5,22 a 25°C
(20°C) (H20=1)
Solubilidade em H20 Insoluvel 63 /100 ml  Parcialmente Insollvel
de agua sollvel
Solubilidade em Sollvel em Solavel em Parcialmente  SolGvel em acidos
outros liquidos Ac. Nitrico etanol, éter soltvel em e bases
conc. etilico, acidos metanol concentradas,
sulfdrico e insolGvel em etanol
nitrico e outros alcoois e
em acetona
Pressao de vapor Praticamente  Muito baixa  N&o avaliada Né&o aplicavel
zeroa
temperatura
ambiente

Fonte: Adaptado de Silva e Pedrozo, 2001.

O cromo € muito utilizado por sua capacidade anticorrosiva, dessa maneira quando em
conjunto com outros metais ocorre a formagao de liga metélicas, na ligacdo com a¢o o cromo
forma o aco inoxidavel que tem caracteristica de ser resistente a corrosdo, esse tipo de ago
inoxidavel pode ser encontrado em talheres e utensilios domésticos como panelas
(CHRISTOFF, 2015).

Sua utilizacdo esta presente também na fabricacdo de estruturas para a construcao
civil, pois apresenta resisténcia a oxidacdo e desgaste do material. Além disso, se encontra em
outros segmentos industriais como curtumes (beneficiamento de couro), composicao de tintas
e pigmentos, produtos preservantes de madeira e galvanoplastia (recobrimento metalico de
materiais) (CETESB, 2012).

O Cr (V1) é estavel quando em condicao oxidante, ndo é facilmente adsorvido, assim,
€ mais mével no ambiente e tdxico. Assim como o Cr (V1) o Cr (I1l) também € estavel em
condigdo intermediaria oxidante, é insoltvel em pH neutro e alcalino e solivel em condicéo
acida, ao contrario do Cr (111) € facilmente adsorvido (CASTRO et al., 2005).

Em pH adequado, o Cr (lIl) precipita como hidréxido de cromo (Cr(OH)3) ou com
moléculas organicas. Por outro lado, o Cr (V1) apresenta maior mobilidade pois seus anions
sdo facilmente transportados através do solo na forma de cromato (CrO42) ou cromato acido
(HCrO*), formas sollveis e toxicas para os organismos vivos (ATSDR, 2012).

A mineralogia das argilas & um fator importante influenciando o transporte de
contaminantes, uma vez que as propriedades das argilas sédo fungdo dos argilominerais. As
diversas espécies de argilominerais influenciam no comportamento dos solos, no que diz

respeito a capacidade de adsor¢do, CTC (capacidade de troca catibnica) e condutividade



26

hidraulica. As espécies de argilominerais que determinam os extremos das propriedades dos
solos séo a caulinita (argila de baixa atividade) e a montmorilonita (argila de alta atividade).
Assim, solos com predominancia de caulinita possuem menor CTC, menor atividade e maior
condutividade hidraulica do que solos com montmorilonita. A Tabela 2 mostra a area

especifica e o valor de CTC para os principais argilominerais (CASTRO et al., 2005).

Tabela 2: Caracteristicas dos principais argilominerais.

Mineral Area especifica CTC (me/100 g)
(m?g)
Caulinita 10-20 1
Ilita 80-100 150
Montmorilonita 800 100
Vermiculita 5-400 150

Fonte: Adaptado de Castro et al., 2005.

Segundo Castro et al. (2005) a variacdo do pH da solugéo apresenta diferentes efeitos
no transporte de contaminantes, dentre os quais podem-se citar: a alteracdo da capacidade de
troca idnica e a precipitacdo de compostos, além da dissolucdo de componentes do solo.
Como a troca ibnica €, em geral, o principal mecanismo de adsorcdo, é natural que a
capacidade de adsorcdo dos solos seja também influenciada pelo pH da solucdo do meio.
Normalmente, a adsorcdo de cations inorganicos aumenta com o aumento do pH. Ao contrario
do que ocorre com os cations, a adsor¢do de anions é geralmente estimulada em ambientes
acidos. Para valores de pH maiores que oito, a capacidade de troca catibnica é
consideravelmente maior, enquanto que, para valores abaixo de quatro, a troca de anions pode
ser significante. A variacdo da temperatura pode ter trés efeitos basicos na retencdo de
substancias: alterar a permeabilidade do solo, alterar a velocidade dos processos de
transferéncia e propiciar a ocorréncia de reagdes que ndo se processam a temperatura
ambiente.

Padrbes de migracao vertical do cromo no solo mostram que apds um periodo inicial
de mobilidade, o cromo forma complexos insoluveis dificultando a lixiviacdo. Em geral, o
transporte de massa possui como fatores principais, o tipo de contaminante e as condicGes
ambientais encontradas. O destino do cromo no ambiente subterraneo é dependente
principalmente da especiacdo do metal, que ocorre em funcdo do potencial de oxidacao e do
pH do solo (HELENE, 2016).
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Na natureza se pode observar a adsorcdo de Cr(lll) por minerais do solo. A
montmorilolita, por exemplo, consegue adsorver de forma quase irreversivel estes ions. A
caulinita também possui comportamento semelhante (CASTRO et al., 2005).

O transporte de substancias no solo ocorrera em funcéo do tipo, caracteristicas fisico-
quimicas, concentracdo do contaminante, granulometria, concentracdo de matéria organica,
teor de vazios, CTC, grau de saturacdo do meio poroso e as condigdes ambientais. O
transporte pode ocorrer através de reacdes quimicas e bio-fisico-quimicas. Nos processos
fisicos estdo incluidos a dispersdo hidrodindmica e a adveccdo. Ja a degradacdo ou
decaimento e retardamento ou aceleracdo sdo considerados processos bio-fisico-quimicos. A
seguir serdo apresentados 0s principais mecanismos associados ao transporte do cromo no
solo e seu respectivo valor. Os principais mecanismos envolvidos no transporte de um soluto
em um meio poroso sao: adveccao, dispersdo mecanica, difusdo, reacbes quimicas entre o
soluto e os sélidos e ainda, as reacdes quimicas do préprio soluto (BOSCOV, 2008).

A distribuicéo e biodisponibilidade do Cr nos solos dependem de trés tipos de reacdes:
oxidagdo/reducdo, precipitacao/dissolucdo, e adsorcao/dessorcdo. Estas reacOes basicamente
estdo ligadas a capacidade de transformacdo e biodisponibilidade do material (SALEH et al.,
1989).

O principal ensaio para obtencdo de valores de parametro de transporte de
contaminantes do solo é o equipamento de coluna. Nesse ensaio 0 corpo de prova é confinado
através da inundacao do reservatorio no qual ele se encontra e a solu¢gdo com contaminante é
forcada a percolar através dele, sendo coletado o percolado para posterior analise. Esses
parametros podem ser fisicos, quimicos ou bioldgicos, dentre os fisicos podem ser: advec¢édo
que é o processo onde os solutos sdo transportados pelo fluido ou solvente em consequéncia
de um gradiente na carga hidraulica total. Quanto maior for o valor de adveccdo, mais rapida
é a circulagdo da pluma de contaminacdo e, consequentemente, maior o volume de &gua
afetado (SHACKELFORD, 1993). Essa velocidade de percolacdo (Vs) € obtida através da
equacdo da lei de Darcy, dependente da condutividade hidraulica, gradiente hidraulico e
porosidade efetiva do meio. O valor da condutividade hidraulica (k) varia para cada tipo de
solo. A condutividade hidraulica € um importante pardmetro do transporte de contaminantes
pois representa a resisténcia que o meio oferece a percolacdo de agua, bem como os
contaminantes que nela estdo dissolvidos (MACHADO, 2003). De forma mais simplificada a
saturacdo do solo representa uma menor condutividade hidraulica, apresentando uma menor
velocidade de escoamento da agua (SOARES, 2005).
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A dispersdo hidrodindmica que ¢ o mecanismo responsavel pelo espalhamento do
poluente em um meio poroso onde o poluente passa a ocupar um volume maior do que na
migracdo por adveccgdo, resultando no aumento da velocidade em que a frente de
contaminacdo é movimentada e no decréscimo do pico da concentracdo (ROWE, 2001). Nos
parametros bio-fisico-quimicos tem-se a adsor¢do que sd@o modelos fisico-quimicos que
podem auxiliar na compreensio do comportamento de um metal no solo (SODRE et al.,
2001). As isotermas de adsorcdo reproduzem a relacdo grafica entre a concentracdo de metal
adsorvida pela fase solida e a solucdo do solo e podem disponibilizar informacGes sobre a
capacidade de retencdo e a forca pela qual o adsorvato esta preso ao solo (MOREIRA, 2004),
permitindo a modelagem de transporte para avaliagdo da mobilidade dos elementos neste
meio (HINZ, 2001). A adsorcéo pode ser mensurada através da determinacdo do parametro de
distribuicdo (Kd): um termo genérico, usado para descrever a distribuicdo dos constituintes
entre as fases solida e liquida do solo. Os valores de Kd para um determinado metal possuem
uma elevada variabilidade quando determinado em diferentes locais, podendo alcancar uma
magnitude de até 1000 vezes (VAN BEELEN et al., 2003), uma vez que o coeficiente de
distribuicdo depende das propriedades do metal, dos atributos do solo e das condi¢bes
experimentais.

Além da adsorcdo tem-se o fator de retardamento (Rd) que é o que afere a adsorcao.
Tal efeito é denominado fator de retardamento (Rd ou R) (FETTER, 1993). Desta forma é
importante considerar na sor¢do o transporte em termos de retardamento dos contaminantes,
que é representado pela razéo entre a velocidade do fluido e a velocidade de transporte para o
centro de massa do soluto reativo (FREEZE et al., 1979). Fator adimensional, que pode
representar ainda, uma medida de capacidade de atenuacdo do solo em relacdo ao
contaminante.

A técnica de solidificacdo e estabilizacdo de contaminantes tem como objetivo limitar
a solubilidade dos contaminantes e sua transferéncia por entre o solo quando em contato com
um lixiviado, esse procedimento pode ser realizado in situ assim como ex situ, a partir de
escavacao e mistura (WILES, 1987).

A Federal Remediation Technologies Roundtable (FRTR, 2006) demonstra que a
técnica de solidificacdo e estabilizacdo tem como principal vantagem a transformacao de um
solo contaminado em um novo material com elevada resisténcia, o que possibilita seu
emprego em obras de engenharia geotécnica.

A técnica quando realizada ex situ, envolve a escavacdo do solo, mistura do reagente

com o solo, cura do solo, aterro ou reaterro do solo tratado. Ja o processo in situ envolve a



29

injecdo de materiais estabilizantes no solo para imobilizar os contaminantes evitando sua
chegada no lencol fredtico (ROJAS, 2007).

Os materiais usuais para o procedimento sdo cimento Portland e cal. O cimento
geralmente apresenta resposta em um intervalo de tempo bem menor que a cal, visto que a sua
cura se da em menos tempo. Quimicamente, ambos agem de forma a alcalinizar o ambiente,
elevando o pH e assim diminuindo a solubilidade dos contaminante e fisicamente, a
cimentacdo das particulas do solo ocorre causando diminui¢cdo da mobilidade do contaminante
do solo, ndo deixando migrar para o lencol freatico (HEINECK et al, 2007).

Esse procedimento apresenta a grande vantagem de melhoramento da resisténcia dos
solos, possibilitando usos futuros. No entanto, como desvantagem estd o uso de quantidades

elevadas de material para um bom resultado da técnica.
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3 METODOLOGIA

A Figura 2 apresenta o fluxograma de execucdo da parte experimental da dissertacao.

Cada fase esta explicada separadamente em itens.

Figura 2: Fluxograma de execucéo da dissertacao.

Fase 1 - Teste
de atividade
urease

Fase 2 — Teste de
biocimentacgéo
de Cr(VI)

Fase 3 -
MEV/EDX

3.1 Materiais e equipamentos

3.1.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada nos Laboratério de Geotecnia Ambiental e Saneamento
Ambiental no Centro Tecnoldgico (CETEC) e nos Laboratérios de Ensino de Engenharia

Ambiental na Universidade de Passo Fundo, Campus I.

3.1.2 Solo

O solo arenoso utilizado na pesquisa € proveniente da regido costeira do Estado, do
Municipio de Osério — RS. Segundo Spinelli (1999), é classificado como areia fina quartzosa.
E caracterizado por ser uma areia fina (NBR 6502 — ABNT, 1995; ASTM D 2487, 1993) e de
granulometria uniforme como apresentado na Figura 3. Além de apresentar baixo teor de
matéria organica, sua composicao mineralégica é de 99% de quartzo principalmente sendo o

1% composto de glauconita, ilmenita, turmalina e magnetita (SPINELLI, 1999).
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Figura 3: Curva granulométrica da areia de Osorio.
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Fonte: CRUZ, 2008.

Na Tabela 3 abaixo estdo apresentados os indices fisicos do solo arenoso do Municipio
de Osério como densidade dos grdos e indices de vazios de acordo com Fonini (2008).

Tabela 3: indices fisicos da areia de Osorio.

INDICES FISICOS AREIA DE OSORIO
Densidade real dos gréos (ys) 26,3 KN/m3
Coeficiente de uniformidade (Cu) 2,1
Coeficiente de curvatura (Cc) 1,0
Didmetro efetivo (D10) 0,09 mm
indice de vazios (e maximo) 0,9
Indice de vazios (e minimo) 0,6

Fonte: FONINI, 2008.
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3.2 Meétodos e técnicas

3.2.1 Primeira Fase

Na primeira fase do experimento foi realizada a avaliagdo da atividade urease no solo
quando inseridas trés diferentes solugdes nutrientes no solo. Foram feitas 8 observacdes: duas
com a Solucdo A, duas com a Solucdo B, duas com a Solucéo C e duas Controle, sem adicao
de meio nutriente. O Tempo 0 do ensaio ndao possui necessidade de reator, assim, resultando
em 24 corpos de prova, 8 em cada tempo de observagdo (Tempos: 0, 5, 10, 15). Outros 24
corpos de prova foram montados, autoclavados e mantidos em ambiente estéril para avaliar se
a atividade urease foi realizada biologicamente ou nao, sendo esses resultados utilizados como
Brancos. A variavel de controle foi a composicao das solugdes nutrientes, ja a variavel de
resposta foi o resultado da avaliacdo da atividade urease.

O ensaio foi realizado a partir de um protocolo criado por Steve Alisson em 2001 apés
varias tentativas sem resultados com outras metodologias conhecidas na bibliografia, como
Tabatabai; Bremner (1972), May; Douglas (1975), Kandeler; Gerber (1988) e Klose;
Tabatabai (1999).

O protocolo utilizado baseia-se em duas metodogias para melhor adaptacdo do
procedimento a amostras ambientais. As amostras sao retiradas dos reatores e colocadas em
frascos com solugéo tampao, depois sdo agitadas por pelo menos um minuto, séo retiradas
aliquotas e misturadas com solucéo de ureia e incubadas em mesa agitadora por duas horas a
temperatura ambiente. Apds as amostras sdo centrifugadas e misturadas com uma solugédo
reagente de salicilato de sédio e dicloro que da cor a amostra na presenca de NH4". Depois
disso as amostras devem ficar em repouso até desenvolver cor (30 min) para depois serem
lidas em espectrofotdbmetro a 690 nm. A curva padrdo é realizada a partir de um padrdo de
NHaz de 1000 ug/mL.

Nesta fase a variavel de controle de ambos os ensaios foi a composicdo dos meios
nutrientes utilizados para a bioestimulacdo e esterilizacdo do ensaio ou ndo, ja a variavel de
resposta foi a atividade urease medida em ug NHa4/h/g solo. Tem como objetivo principal
medir a atividade urease em amostras ambientais como solo, amostra usada no estudo. Na
metodologia tem-se descrito o preparo dos reagentes utilizados para a execu¢do do método
assim como o procedimento e os célculos a serem realizados para encontrar a atividade de

urease dos microrganismos na amostra.
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A concentracdo de calcio e ureia, como ja apresentado, sdo fatores interferentes no
processo de biocimentacdo. Gémez et al. (2013) utilizaram em seu estudo de campo,
respectivamente 15 g/L e 13,875 g/L de ureia e cloreto de calcio.

Foram utilizadas trés solugdes nutriente a base de ureia e o cloreto de calcio como
reagentes da reacdo de precipitacdo do carbonato de calcio, nutrientes indispensaveis no
processo. A composicdo das solucBes nutrientes com as variagdes das quantidades de cloreto
de calcio e ureia estdo apresentadas na Tabela 4. Foram utilizadas trés solu¢des nutrientes, a
Solucdo A ja utilizada por Gomez et al. (2013) com bons resultados de biocimentacéo, a
Solucédo B e C com diferengas apenas na concentracao de cloreto de célcio e ureia. A solucéo
C ja foi utilizada no Grupo de Pesquisa por Garbin (2016) e Pacheco (2016). Como o
consumo de produtos quimicos foi elevado na solucdo C, foi proposta sua modificagdo na

Solucdo B com metade da concentracdo de cloreto de calcio e ureia.

Tabela 4: Variagao das solugdes nutriente utilizadas na dissertacao.

SOLUCAO A - Gomez et

SOLUCAO B - Garbin,

SOLUCAO C - Garbin,

al., 2013 2016 MODIFICADO 2016
10 g/L Cloreto de aménio 10 g/L Cloreto de ambnio
(NH4CI) (NH4CI)
58,7 mg/L Caldo de 2 g/L Peptona 2 g/L Peptona
nutrientes 1 g/L Extrato de levedura 1 g/L Extrato de levedura

15 g/L Ureia [(NH2)2CQ]
13,875 g/L Cloreto de
célcio (CaCly)

2,12 g/L Bicarbonato de
sodio (NaHCQ3)
15 g/L Ureia [(NH2)2.CQ]
28 g/L Cloreto de calcio
(CaCly)

2,12 g/L Bicarbonato de
sodio (NaHCQO3)
30 g/L Ureia [(NH2).CO]
56 g/L Cloreto de calcio
(CaCly)

A Figura 4 apresenta de maneira resumida o que foi realizado e o andamento da

primeira fase.
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Figura 4: Primeira fase da dissertacao.

100 g de solo seco por CP/10% de umidade
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Autoclavado/Diferencas entre as Solucoes

«{ Resultado

Solugao com maior atividade urease é utilizada
na Estabilizagdo/Solidificacdo de Cr(V1)

3.2.2 Segunda Fase

A segunda fase da dissertacdo é a realizacdo da biocimentacdo com o intuito de avaliar
o encapsulamento de Cr(VI1) no carbonato de célcio precipitado. A solucdo nutriente a ser
utilizada foi a que apresentou melhor resultado na primeira fase. Os corpos de prova foram
moldados com 10 cm de altura e 5 cm de didmetro com solo arenoso com indice de vazios de
0,75; densidade relativa de 50% e umidade inicial de 10%. Os reatores usados foram tubos de
PVC com altura acima do corpo de prova por conta da alimentacdo de solucdo nutriente e
agua destilada. Além disso foi colocada uma geomanta no fundo do reator para evitar que a
parte inferior do corpo de prova fosse carreada com a alimentacao.

A contaminacdo realizada no solo para posterior aplicagdo da técnica de
biocimentacéo foi de 10 mg/kg de solo seco de cromo hexavalente valor de intervencdo (V1)
para areas industriais de acordo com os Valores orientadores para solo e dgua subterranea da
CETESB (2014).

Essa contaminagéo foi realizada no momento da moldagem dos corpos de prova com
finalidade de deixar a contaminacdo homogénea para posterior aplicacdo da técnica de
biocimentacdo. A umidade utilizada para a moldagem dos corpos de prova foi de 10% do
valor total do peso de solo seco, ou seja, se 0 corpo de prova tivesse 100 g de solo seco, 10 g
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de agua seriam necessarias para a moldagem, nesse caso, agua contaminada com cromo
hexavalente.

Os corpos de prova passaram por alimentacOes intervaladas de 7 e 2 dias por
percolacdo. Foram realizados 4 tratamentos com diferenca na alimentacdo e intervalo entre
alimentaces, sendo eles: 1) Alimentado com agua com intervalo de dois dia; 2) Alimentado
com agua com intervalo de 7 dias; 3) Alimentado com a solu¢do nutriente C com intervalo de
alimentacdo de dois dias e 4) Alimentado com solucdo nutriente C com intervalo de
alimentacdo de sete dias. Apos 28 dias, 0os corpos de prova foram retirados dos reatores e
submetidos a analises de digestdo alcalina de cromo hexavalente e andlise colorimétrica de
cromo hexavalente, tanto nos corpos de prova como nos lixiviados coletados durante o
periodo de ensaio.

Durante o ensaio no dia apés a alimentacdo dos corpos de prova, o lixiviado passado
pelo corpo de prova foi coletado para analise de cromo hexavalente pelo método da EPA
7196a para o acompanhamento da concentragcdo de cromo hexavalente lixiviada durante o
processo de biocimentacdo para que ao final do ensaio pudesse ser realizado o calculo de
retengdo do contaminante pelo carbonato de célcio precipitado.

Na Figura 5 estd apresentado um esquema da montagem do experimento de
biocimentacdo, o qual ficou instalado na bancada do laboratério de Geotecnia Ambiental do
CETEC na Universidade de Passo Fundo com temperatura controlada de 25°C.

Apos o final da aplicagdo da técnica de biocimentacéo foi realizado ensaio de digestdo
alcalina de cromo hexavalente com amostras retiradas dos corpos de prova com o intuito de
avaliar a capacidade de solidificacdo e estabilizacdo do contaminante através da concentracdo
remanescente no corpo de prova.

Esse ensaio é realizado seguindo o Método 3060a da EPA. O método consiste na
retirada de 2,5 g de solo do corpo de prova, essa retirada de amostra foi realizada em triplicata
para cada corpo de prova. Apos isso foi feita a digestdo da amostra com solucdo digestora e
aquecimento por um determinado tempo. Quando as amostras atingem temperatura ambiente,
sdo filtradas, acidificadas, filtradas novamente e tem-se a digestdo extraida. Depois de
extraidas as digestdes, foi realizado o ensaio de determinacdo colorimétrica de Cr(VI) a partir
do meétodo da EPA 7196a.

Foi realizada também a determinacéo de Cr(VI) a partir do método da EPA 7196a.
Esta Norma descreve o método colorimétrico para determinacdo de Cr (VI) para amostras
com concentragbes maiores de 0,5 até 50 mg Cr8*/L. Esse método foi utilizado na

determinacdo de cromo hexavalente nas amostras finais da digestdo alcalina de cromo
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hexavalente realizado no solo dos corpos de prova. Alem disso, esse método foi utilizado

também na anélise do lixiviado coletado no decorrer do ensaio de biocimentacéo.

A segunda fase esta apresentada esquematicamente na Figura 5.

Figura 5: Segunda fase da dissertacao.
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do ensaio

Método 3060A — Digestdo alcalina de Cr(V1)

Analise no final

Fase 2 — Teste de
biocimentacao de Cr(VI)

Método 7196 — Determinacéo colorimétrica de
Cr(V1)

Resultado

Capacidade da biocimentago reter Cr(V1)

3.2.3 Terceira Fase

J& a terceira fase foi a avaliagdo morfolégica do solo posterior ao ensaio de

biocimentacdo. O solo foi preparado e encaminhado para a leitura em MEV/EDX na

Universidade de Passo Fundo.

3.2.3.1 MEV — Microscopia eletronica de varredura

Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) é um equipamento utilizado para analise

micro estrutural de materiais solidos. Apesar de ser um equipamento complexo, fornece

resultados bons e de facil interpretacdo. Esses resultados sdo imagens de alta resolucdo que

sdo captadas por um computador ligado a ele. O aumento maximo desse microscopio pode

chegar de 2 a5 nm com alta resolucdo da imagem obtida.
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As amostras enviadas para o0 MEV foram retiradas do corpo de prova apds a
finalizacdo do ensaio de biocimentacdo e ensaio de lixiviacdo e solubilizacdo, as amostras
devem estar desestruturadas, mede-se 1 g desse solo coloca-se em capsulas e se coloca em
estufa para secar por 72 h a 40°C. Essa secagem € necessaria para que a tensdo superficial da
amostra seja igual a zero e nédo interfira na leitura da amostra.

Depois de secas as amostras elas foram encaminhadas ao laboratério de MEV
(Microscopia eletronica de varredura) para leitura. Anteriormente a leitura em MEV/EDX, as
amostras devem serem recobertas com ions de ouro para melhor condutividade e precisdo na
leitura dos elementos contidos na amostra. Esse recobrimento é realizado com um Sistema de
revestimento automéatico com bomba rotativa, equipamento da Quorum Technologies.

Depois de finalizado o revestimento das amostras com ouro, essas amostras sdo
posicionadas na camara do equipamento de leitura de MEV e EDX. O modelo do
equipamento encontrado na Universidade de Passo Fundo é o VEGAS3 da TESCAN. Esse
equipamento oferece rapida aquisi¢cdo de imagens e sistema de varredura ultrarrapido de
elementos. Cada amostra passa pelo MEV primeiramente, analise da estrutura da amostra,
posteriormente é realizada a varredura de EDX para que se possam ser identificados os
elementos na amostra. O resultado obtido desse ensaio sdo imagens ampliadas da amostra,
além disso, mapas de composicdo de elementos, apresentados a seguir. Um empecilho
encontrado nessa analise é que o equipamento nao realiza leitura de elementos com massa
atdbmica menor que 12, dificultando visualizag&o de carbonato.

O uso em conjunto do EDX com o MEV é de grande importancia para caracterizagdo
qualitativa de compostos em um material. Enquanto o MEV proporciona nitidas imagens, o
EDX permite sua imediata identificacdo. Além da identificacdo mineral, o equipamento ainda
permite 0 mapeamento da distribuicdo de elementos quimicos por minerais, gerando mapas
composicionais de elementos desejados (DEDAVID, 2007).

A terceira fase da dissertacdo esta descrita na Figura 6.
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Figura 6: Terceira fase da dissertag&o.

Preparagdo do solo para realizacdo do ensaio de
MEV/EDX

Realizacéo do MEV/EDX

Imagens a serem interpretadas

3.2.4 Tratamento de dados

Os dados obtidos serdo analisados através de Anélise de Variancia (ANOVA) e depois
sera feito teste comparativo Tukey, trabalhando com o >95% (p < 0,05), para comparar as
médias entre os tratamentos sendo utilizado o software Statistica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Primeira Fase

Ap6s o0 acompanhamento pelos Tempo de ensaio (15 dias) foi possivel saber se a
biocimentacdo foi realizada a partir de microrganismos, ou se foi um processo puramente
quimico no interior dos corpos de prova, aléem disso, mostrou qual das solugdes nutriente
utilizadas apresentou maior atividade urease sendo a melhor para ser utilizada para processos
de biocimentagéo.

Na Figura 7 estdo representados os valores da atividade urease para 0 ensaio
autoclavado, considerado como Branco para a primeira fase da dissertacdo, como o ambiente
é estéril significa que ndo existem microrganismos ali, entdo ndo existe atividade microbiana.
Esse ensaio teve todo o material esterilizado em autoclave, além disso, foi montado em capela
de fluxo laminar com finalidade de evitar contaminacdo cruzada de microrganismos

ex0genos, ndo nativos.

Figura 7: Ensaio Branco da primeira fase da dissertagéo.
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Letras iguais apresentam igualdade estatistica entre os resultados. Analise estatistica foi realizada pelo teste

Tukey no software Statistica com intervalo de confianga de 95%.

Pode-se observar a partir da Figura 7, o decaimento de NHs medido ao longo do

tempo. Considera-se essa atividade como sendo quimica.
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Na Figura 8 estdo apresentados os resultados para a atividade urease do ensaio nédo
autoclavado, ou seja, com a presenca de microrganismos nativos e moldado em bancada

diferente do ensaio autoclavado.

Figura 8: Ensaio da Atividade urease ndo autoclavado.
9
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Letras iguais apresentam igualdade estatistica entre resultados. A andlise foi realizada por teste Tukey no

software Statistica com intervalo de confianca de 95%.

Na Figura 8 pode se observar que assim como no ensaio Branco
a solucéo nutriente C se destacou, seguida da solugdo nutriente B, solucdo A e Controle. Os
corpos de prova Controle apresentaram o mesmo comportamento do ensaio autoclavado,
mostrando a necessidade de insercdo de substrato especifico para a realizacdo de hidrdlise da
ureia pelos microrganismos nativos, necessaria para que posteriormente ocorra a
biocimentacdo. A solucdo nutriente B apresenta comportamento de atividade constante em
todo o tempo de ensaio, enquanto isso, as solucbes A e C apresentam pico de atividade no
tempo dez dias. No entanto, a solucdo C apresenta maior atividade, sendo considerada a
solucdo mais eficiente nesse estudo para a realizagdo da biocimentacéo.

Comparando com os resultados do ensaio autoclavado, pode-se observar que 0S
resultados possuem valores semelhantes no tempo O dias, levando a crer que a atividade
medida nesse tempo é totalmente quimica, ndo auxiliada por microrganismos. Assim, para 0

ensaio nao autoclavado, foram subtraidos os valores encontrados para o restante do ensaio
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pelo tempo O dias, para assim obter a real atividade urease realizada a partir de

microrganismos. A Figura 10 apresenta esses resultados.

Figura 9: Resultado real de atividade urease realizada por microrganismos no ensaio néo
autoclavado.
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Além de ter se mostrado como a solucdo mais eficiente para biocimentacdo nesse
estudo por ter maior atividade comparada com as outras solucdes, a solucdo C apresentou pico
de atividade urease no tempo 10 dias. Isso implica diretamente no intervalo de alimentacdo de
nutrientes aos corpos de prova na biocimentacdo. Se observa que o resultado da atividade
urease em tempo 2 dias no ensaio ndo autoclavado, sua atividade € muito mais baixa do que a
atividade encontrada no tempo 10 dias. Dessa maneira, a partir desses dados pode-se afirmar
que teoricamente a biocimentacdo néo precisa de intervalos de alimentagdo muito curtos, o
que poderia comprometer os microrganismos (IVANOV; CHU, 2008), interferindo no
processo de biocimentacdo. Foram adotados para a segunda fase da dissertacdo intervalos de
alimentacdo de 2 dias (2D), mesmo intervalo utilizado por Garbin (2016) e 7 dias (7D)

ficando proximo do pico de atividade urease da solucgdo nutriente C.
4.2 Segunda Fase

Nas Figuras 10 e 11 estdo apresentados os decaimentos da concentracdo de cromo

hexavalente nos lixiviados coletados durante o ensaio de biocimentacdo. Na Figura 10 estéo
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representados os decaimentos para 0s corpos de prova com intervalo de alimentacao de 2 dias,
tanto para agua destilada quanto para alimentacdo com solugdo nutriente. Pode-se observar
que a partir da segunda alimentagdo a concentracdo de cromo hexavalente encontrada no
lixiviado passa a ser abaixo de 1 mg/kg e é constante até o final do ensaio de biocimentacgéo.
As concentragdes foram convertidas para mg/kg para melhor observacdo da concentragédo de

contaminac&o inserida no corpo de prova e contaminacéo lixiviada.

Figura 10: Decaimento da concentracdo de cromo hexavalente encontrada no lixiviado 2D.
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Na Figura 11 estdo apresentados os decaimentos da concentracdo de cromo
hexavalente para os corpos de prova com intervalos de alimentacdo de 7 dias. Pode-se
observar comportamento semelhante de decaimento aos corpos de prova 2D (dois dias de
intervalo), ou seja, a partir da segunda alimentacdo a concentracdo ja se encontra abaixo de 1
mg/kg e permanece constante até o final do ensaio. Para os corpos de prova com intervalo de
alimentacéo de 7 dias (7D), essa concentracdo abaixo de 1 mg/kg se encontra entre 0s tempos
8 e 10 dias, enquanto nos corpos de prova 2D, se encontra no intervalo de tempo 4 a 6 dias.
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Figura 11: Decaimento da concentracdo de cromo hexavalente encontrada no lixiviado 7D.
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A partir dos resultados de concentracdo do lixiviado coletado durante o ensaio
(Figuras 10 e 11), e o valor inicial de concentracdo foi possivel calcular a concentragdo de
cromo hexavalente remanescente no corpo de prova com o decorrer das alimentacdes no
ensaio. Nas Figuras 12 e 13 estdo apresentados os gréficos de concentracdo de cromo

hexavalente remanescente nos corpos de prova ap6s a analise dos lixiviados.

Figura 12: Concentragdo remanescente de cromo hexavalente nos corpos de prova 2D
encontrada a partir do valor extraido no lixiviado.
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Figura 13: Concentracdo remanescente de cromo hexavalente nos corpos de prova 7D
encontrada a partir do valor extraido no lixiviado.
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Com base nos resultados apresentados podemos afirmar que independente do tempo
de ensaio, as maiores concentracdes remanescentes sdo nos corpos de prova alimentados com
solugdo nutriente. Para melhor comparacdo a Figura 14 mostra todos os tratamentos com a
concentracdo remanescente em porcentagem apds a analise dos lixiviados, sendo a
porcentagem final retida de contaminante no corpo de prova para cada tratamento:
CONT/AGUA 2D: 10,11%; CONT/ALIM 2D: 33,83%; CONT/AGUA 7D: 11,16% e
CONT/ALIM 7D: 30,37%.

Figura 14: Porcentagem remanescente de cromo hexavalente nos corpos de prova, encontrada
a partir da concentracdo extraida do lixiviado.
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Baseado nisso pode-se afirmar que os corpos de prova alimentados com solugéo
nutriente e com intervalo de 2D (2 dias) sdo mais eficientes na retencdo de cromo
hexavalente, retendo aproximadamente os valores de intervencdo para area residencial de
acordo com os Valores orientadores para solo e agua da CETESB (2014), enquanto 0s corpos
de prova alimentados com agua retiveram valores proximos de 1 mg/kg, 0 que nos mostra que
a contaminacéo foi carreada nas alimentagoes.

As concentracdes finais na analise de lixiviacdo nos mostram que em cada tratamento
teve como concentragio remanescente final no corpo de prova para 0 CONT/AGUA 2D: 1,01
mg/kg; CONT/AGUA 7D: 1,12 mg/kg; CONT/ALIM 2D: 3,38 mg/kg e para o tratamento
CONT/ALIM 7D: 3,04 mg/kg.

Figura 15: Analise estatistica do lixiviado coletado.
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A Figura 15 apresenta a analise estatistica realizada ao final das analises do lixiviado,
com os resultados de concentragdo de contaminagdo remanescente nos corpos de prova. A
partir dela podemos observar que os tratamentos alimentados com agua, independente do
intervalo de alimentagdo sdo considerados estatisticamente iguais. Ja os tratamentos com
alimentacdo por solugdo nutriente apesar de muito proximos, sdo considerados
estatisticamente diferentes. Pode-se observar que o tratamento com alimentacdo por solugéo
nutriente com intervalo de 2 dias € melhor em resultados comparando com o tratamento com

intervalo de 7 dias. Isso pode ter ocorrido por conta da concentracdo acumulada de solucéo
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nutriente no corpo de prova. No entanto, como existe um acumulo maior de solugdo nutriente
no corpo de prova, a precipitacdo de carbonato de calcio pode ter sido de origem quimica
apenas.

Ainda como resultados da segunda fase, foi realizada analise de cromo hexavalente no
solo dos corpos de prova a partir da digestdo alcalina e colorimetria. Esses resultados nos
mostram quanto do contaminante que esta no solo. A partir desse e com os valores das
concentracdes remanescentes encontradas na analise dos lixiviados é possivel estabelecer um
balango de massa para descobrir o que foi encapsulado pela biocimentacéo ou precipitacéo de
carbonato de célcio.

Na Figura 16 estdo apresentadas as concentracdes extraidas dos corpos de prova a
partir de digestdo alcalina. Nesse processo, o contaminante retido na biocimentacdo nédo é
extraido, pois a digestdo alcalina ndo quebra a formacdo de biocimento no corpo de prova,
assim, o que é extraido, € o contaminante que se encontra livre no corpo de prova. A partir
disso, realizando um balango de massa pode-se observar o que foi lixiviado, o que ficou livre

no corpo de prova, além disso o que ficou contido na biocimentacao.

Figura 16: Concentracdo de contaminante extraido do solo dos corpos de prova pela digestéo
alcalina de cromo hexavalente.

15 -
8
(@)
8
c 0 I
= 10 r
> I
5P 1
% ()}
g
g 057 103 0,92
& 0,78 ’
[
o
(@)
0,0

CONT/AGUA CONT/AGUA CONT/ALIM CONT/ALIM
2D 7D 2D 7D

Pode-se observar que os valores encontrados para os tratamentos alimentados com
agua sdo muito préximos, além disso, esses valores ficaram muito proximo do estimado a
partir do valores encontrados na analise do lixiviado, enquanto os valores finais encontrados

para 0s corpos de prova alimentados com solucdo nutriente ficaram distintos, assim,
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considerando que essas concentracdes se encontram retidas na biocimentacéo, ja que temos 0s
valores encontrados no lixiviado e no corpo de prova. A partir desses valores foi possivel

realizar o balanco de massa apresentado a seguir.

Figura 17: Balanco de massa da contaminacéo inserida no corpo de prova e retirada no
lixiviado e analise final dos corpos de prova.
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Nesse balango pode-se afirmar que a porcdo ndo extraida na anélise de digestdo
alcalina foi encapsulada pelo biocimento. Apesar de no tratamento com alimentacdo com agua
em intervalo de 7 dias se observar uma porcdo nao extraida, é muito baixa e pode ser
considerada perda no decorrer do ensaio.

Apesar de ter ocorrido o encapsulamento de contaminante por biocimentagdo, tanto
nos corpos de prova alimentados em intervalos de 2 dias, assim como os de 7 dias, a
concentragéo retida foi baixa, enquanto a maior taxa de concentragéo foi lixiviada, apontando
a baixa eficiéncia de biocimentacdo com alimentacdo dos corpos de prova por percolagéo,
fazendo com que, em caso aumento de escala, a pluma de contaminacgéo seja espalhada com a

alimentacéo e ndo biocimentada.
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4.3 Terceira Fase

Ao final do ensaio de biocimentacdo realizado na segunda fase do experimento, além
dos ensaios realizados no laboratorio para obter concentracbes de cromo hexavalente
(contaminante) nas amostras, foi realizado o ensaio de MEV/EDX.

A Tabela 5 mostra a rotulagéo das amostras colocada pelo laboratorista de MEV/EDX,
para facilitar a identificacdo das amostras no equipamento utilizado, no entanto, nédo ficaram

na ordem de apresentacéo utilizada no trabalho.

Tabela 5: Rotulacdo das amostras enviadas para o ensaio de MEV/EDX

Nome da amostra no MEV Nome real da amostra
Amostra 1 CONT/ALIM 7D
Amostra 2 CONT/AGUA 7D
Amostra 3 CONT/AGUA 2D
Amostra 4 CONT/ALIM 2D

4.3.1 Amostral—- CONT/ALIM 7D

A primeira amostra a ser observada foi a CONT/ALIM 7D. A seguir estdo
apresentadas as imagens obtidas na ampliacdo da amostra, nas legendas estdo apresentadas a

quantidade de vezes que a amostra foi ampliada.

Figura 18: Analise de MEV na Amostra 1 - CONT/ALIM 7D com aumento de 140 vezes.

SEMHV: 20.0 kV  Date(m/dfy): 03/28/18 !

View field: 2.97 mm Det: BSE 500 pm
SEM MAG: 140 x Amostra 1_140x
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O circulo preto na Figura 18 mostra o local onde foi feito 0 aumento em 1500 vezes,
apresentado a seguir.

Figura 19: Anélise de MEV na Amostra 1 - CONT/ALIM 7D com aumento de 1500 vezes.

SEM HV: 20.0 kV  Date(m/dly): 03/28/18 ‘ L | VEGA3 TESCAN|
View fleld: 277 ym Det: BSE 50 um
SEM MAG: 1.50 kx Amostra 1_1500x UPF

i
SEM HV: 20.0 kV Date(m/dly): 03/28/18 VEGA3 TESCAN]

View field: 83.0 pm Det: BSE 20 ym
SEM MAG: 5.00 kx Amostra 1_5000x UPF

As Figuras 18 a 20 apresentaram os resultados de imagem de MEV para a amostra
CONT/ALIM 7D. A partir delas podemos observar formacdo de uma crosta ao redor da
particula de areia que pode ser atribuida a formacdo de carbonato de célcio precipitado no



50

corpo de prova. Pode-se observar a partir da primeira analise com aumento de 140 vezes
(Figura 19), a formacdo de pequenos grumos na superficie das particulas de areia, essa
formacao fica mais evidente com o aumento da imagem.

Nas Figuras 21 e 22 estdo apresentados os resultados encontrados com o EDX,
componente do MEV que identifica a composicdo quimica da amostra. Sdo apresentados
primeiramente 0 mapa de composi¢cdo e cada camada e depois 0 espectro de soma desses

mapas, para cada elemento.

Figura 21: Mapa de composig¢do quimica obtido no EDX para a Amostra 1.
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Figura 22: Identificacdo das camadas da composicdo quimica da Amostra 1.
Si Kol
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_DCprn.

Ca Kal Cr Kal

f CC;:mI

A partir das Figuras 21 e 22 pode-se observar que visualmente existe cromo na
amostra, além disso, apesar de o equipamento ndo identificar carbono e oxigénio, é possivel
observar céalcio na amostra, produto da biocimentacdo que foi inserido como componente na

solucgéo nutriente.
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Figura 23: Espectro de soma dos elementos encontrados na Amostra 1.
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Na Figura 23 esta apresentado o espectro de soma do elementos, ou seja, a partir da
analise o equipamento calcula em porcentagem, aproximadamente o que esta contido na
amostra. Apesar de ser observado nas camadas do mapa, 0 cromo ndo tem porcentagem na
amostra, podendo ser um erro, ou por Se apresentar encoberto na amostra por outros

elementos.
4.3.2 Amostra2 - CONT/AGUA 7D
A segunda amostra a ser observada foi a CONT/AGUA 7D. Estfo apresentadas nesse

item as imagens obtidas na ampliacdo da amostra, além da quantidade de vezes que foi

ampliada.
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Figura 24: Analise de MEV na Amostra 2 - CONT/AGUA 7D com aumento de 140 vezes.

SEM HV: 20.0 kV Date(m/d/y): 03/28/18 Hati VEGA3 TESCAN|
View field: 2.97 mm Det: BSE 500 pm
SEM MAG: 140 x Amostra 2_140x UPF

O circulo preto na Figura 24 mostra o local onde foi feito o aumento em 1500 vezes,

apresentado a seguir.

Figura 25: Analise de MEV na Amostra 2 - CONT/AGUA 7D com aumento de 1500 vezes.

SEM HV: 20.0 kV  Date(m/d/y): 03/28/18

View field: 276 pm Det: BSE 50 pm
SEM MAG: 1.51 kx Amostra 2_1500x

As Figuras 24 e 25 apresentaram os resultados de imagem de MEV para a amostra
CONT/AGUA 7D. A partir delas podemos observar que ndo existe formagio de crosta em

nenhuma das imagens, ao contrario da Amostra 1, alimentada com solugdo nutriente.
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A seguir estdo apresentados os resultados encontrados com o EDX. S&o apresentados
primeiramente 0 mapa de composicdo e cada camada e depois 0 espectro de soma desses

mapas, para cada elemento encontrado na Amostra 2.

Figura 26: Mapa de composi¢do quimica obtido no EDX para a Amostra 2.

Figura 27: Identificacdo das camadas da composic¢ao quimica da Amostra 2.
Na Kol 2 Al Kal Si Kal

Fe Kal
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Nas Figuras 26 e 27 ndo se observa cromo na amostra, iSS0 ocorre pois a partir dos
resultados encontrados na segunda fase da dissertacdo, os corpos de prova alimentados com
agua, possuem baixa retencdo do contaminante inserido no meio, além disso, a concentracao
de cromo no solo do corpo de prova encontrada a partir de digestdo alcalina foi baixa (1,03

mg/kg). Nessas amostras ndo existe presenca de célcio pois sdo alimentadas com agua.

Figura 28: Espectro de soma dos elementos encontrados na Amostra 2.
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Na Figura 28 esta apresentado o espectro de soma dos elementos da Amostra 2, ou, as
porcentagens aproximadas dos elementos contidos na amostra. Nessa amostra 0 cromo néo foi
quantificado no MEV ou no EDX. Afirmando que os elementos constituintes da amostra sao

todos provenientes da areia.

4.3.3 Amostra3 - CONT/AGUA 2D

A terceira amostra a ser analisada foi a CONT/AGUA 2D. Assim como a Amostra 2,
ela pode ser utilizada como uma forma de controle, na comparacdo entre amostras
alimentadas com agua e solucdo nutriente. A seguir estdo apresentadas as imagens obtidas na

ampliacéo da amostra, além da quantidade de vezes que foi ampliada.
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Figura 29: Anélise de MEV na Amostra 3 - CONT/AGUA 2D com aumento de 140 vezes.

SEM HV: 20.0 kV Date(m/dly): 03/28/18 | ‘ VEGA3 TESCAN
View field: 2.97 mm Det: BSE 500 pm
SEM MAG: 140 x Amostra 3_140x UPF

O circulo preto na Figura 29 € onde foi feito o aumento em 1500 vezes, apresentado a

sequir.

Figura 30: Analise de MEV na Amostra 3 - CONT/AGUA 2D com aumento de 1500 vezes.

SEM HV: 20.0kV  Date(m/dly): 03/28/18 |

View fleld: 277 pm Det: BSE 50 ym
SEM MAG: 1.50 kx Amostra 3_1500x

As Figuras 29 e 30 apresentaram os resultados de imagem de MEV para a amostra
CONT/AGUA 2D. A partir delas podemos observar que ndo existe formacéo de crosta, o

mesmo ocorre com a Amostra 2, diferente da Amostra 1, alimentada com solugéo nutriente.
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A seguir estdo apresentados os resultados encontrados com o EDX. S0 apresentados
primeiramente 0 mapa de composi¢cdo e cada camada e depois 0 espectro de soma desses

mapas, para cada elemento encontrado na Amostra 3.

Figura 31: Mapa de composicao quimica obtido no EDX para a Amostra 3.

Figura 32: Identificacdo das camadas da composicao quimica da Amostra 3.
Al Kal Si Kal Fe Kol

Nas Figuras 31 e 32 ndo se observa cromo na amostra visualmente, isso ocorre pois a
partir dos resultados encontrados na segunda fase da dissertacdo, os corpos de prova
alimentados com &gua, possuem baixa retengdo do contaminante inserido no meio como ja
apresentado na Amostra 2, além disso, a concentragdo de cromo no solo do corpo de prova
encontrada a partir de digestdo alcalina foi baixa (1,01 mg/kg). Nessas amostras ndo existe

presenca de calcio pois sdo alimentadas com agua.
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Figura 33: Espectro de soma dos elementos encontrados na Amostra 3.
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Na Figura 33 esta apresentado o espectro de soma dos elementos da Amostra 3, com
as porcentagens aproximadas dos elementos contidos na amostra. Assim como na Amostra 2,
nessa amostra o cromo ndo foi quantificado no MEV ou no EDX. Afirmando que os

elementos constituintes da amostra séo todos provenientes da areia.

4.3.4 Amostra 4 — CONT/ALIM 2D

A Ultima amostra a ser analisada foi a CONT/ALIM 2D, amostra alimentada com
solucdo nutriente com intervalo de 2 dias entre alimentacfes. A seguir estdo apresentadas as
imagens obtidas na ampliacdo da amostra no MEV, nas legendas estdo apresentadas a

guantidade de vezes que a amostra foi ampliada.
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Figura 34: Analise de MEV na Amostra 4 - CONT/ALIM 2D com aumento de 140 vezes.

SEM HV: 20.0 kV Date(m/d/y): 03/28/18 | | VEGA3 TESCAN|
View fleld: 2.95 mm Det: BSE 500 ym
SEM MAG: 141 x Amostra 4_140x UPF

O circulo preto na Figura 34 mostra o local onde foi feito 0 aumento em 1500 vezes,

apresentado a seguir.

Figura 35: Analise de MEV na Amostra 4 - CONT/ALIM 2D com aumento de 1500 vezes.

SEM HV: 20.0 kV  Date(m/dly): 03/28/18 J VEGA3 TESCAN|
View fleld: 277 pm Det: BSE 50 um
SEM MAG: 1.50 kx Amostra 4_1500x UPF
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Figura 36: Analise de MEV na Amostra 4 - NT/ALIM 2D com aumento de 5000 vezes.

SEM HV: 20.0 kV Date(m/dly): 03/28/18 VEGA3 TESCAN|

View field: 83.0 pm Det: BSE 20 ym
SEM MAG: 5.00 kx Amostra 4_5000x UPF

As Figuras 34 a 36 apresentaram os resultados de imagem de MEV para a amostra
CONT/ALIM 2D. A partir delas podemos observar formacdo de uma crosta ao redor da
particula de areia que pode ser atribuida a formacdo de carbonato de calcio precipitado no
corpo de prova, assim como na Amostra 1. Diferentemente da Amostra 1, a Amostra 4
apresenta maior formacdo de crosta nas imagens obtidas no MEV, relacionada diretamente
com o intervalo de alimentacdo, ou seja, a Amostra 4 foi alimentada mais vezes, entdo possui
maior concentracdo de solucdo nutriente no meio, consequentemente, precipitando maior
quantidade de carbonato de célcio.

A seguir estdo apresentados os resultados encontrados com o EDX que realiza a
identificacdo da composi¢cdo quimica da amostra. S&o apresentados primeiramente 0 mapa de
composicao e cada camada de elementos e depois 0 espectro de soma desses mapas, além das

porcentagens para cada elemento.
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Figura 37: Mapa de composi¢do quimica obtido no EDX para a Amostra 4.
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Figura 38: Identificacdo das camadas da composic¢ao quimica da Amostra 4.
Na Kol 2 Al Kal Si Kal

A partir das Figuras 37 e 38 pode-se observar que na analise visual, ndo existe a
presenca de cromo. No entanto é possivel observar célcio e cloro na amostra, inserido como
componente na solugdo nutriente, além de outros elementos, encontrados em todas as outras

amostras.
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Figura 39: Espectro de soma dos elementos encontrados na Amostra 4.
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Na Figura 39 esta apresentado o espectro de soma dos elementos encontrados na

Amostra 4. O elemento cromo, utilizado como contaminante nesse estudo, ndo foi encontrado
na Amostra 4 visualmente pelo MEV e ndo foi quantificado pelo EDX, dessa maneira pode-se
afirmar que o cromo contido na amostra pode ter sido encapsulado pelo carbonato de calcio
precipitado nas particulas de solo da amostra.

A partir dos resultados de MEV/EDX realizado em todas as amostras, é possivel
afirmar que o cromo remanescente nas amostras alimentadas com solucdo nutriente esta
confinado no biocimento precipitado em forma de carbonato de célcio. No entanto, ndo é
possivel avaliar a sua concentracdo a partir dessa analise. Seria necessaria uma analise

diferente para obter valores de concentragéo retida.
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5 CONCLUSOES

o A partir da avaliacdo da atividade urease é possivel afirmar que existem
microrganismos que sintetizam urease no solo arenoso de Osorio — RS. A solugdo nutriente C
foi o melhor bioestimulante entre os estudados.

o As analises apds o ensaio de biocimentacdo nos mostraram que a solugdo nutriente
adicionada ao corpo de prova em alimentacBes intervaladas apresentou retencdo de
aproximadamente 30% do contaminante inserido, independente do intervalo de alimentacéo,
enquanto os corpos de prova alimentados com &gua, apresentaram retencdo de
aproximadamente 10%.

o A andlise estatistica mostra maior eficiéncia de retencdo do contaminante no corpo de
prova com alimentagdo com solugdo nutriente em intervalo de 2 dias, seguido do tratamento
com solucdo nutriente com intervalo de 7 dias.

o O balango de massa deixa aparente que foi possivel estabilizar e solidificar cromo
hexavalente a partir de biocimentacdo, em baixas concentracdes, por conta da alta lixiviacéo
do contaminante no solo estudado.

o A biocimentacdo com alimentacédo realizada por percolacdo ndo €é indicada para solo
arenoso, pois como a lixiviagdo de contaminante foi muito alta para esse estudo, em uma
aplicacdo a campo, a pluma seria espalhada e ndo biocimentada.

o A andlise de MEV/EDX nédo apresenta eficiéncia na analise, pois 0 equipamento
possui restricdes de analise quanto a elementos que compdem o biocimento, dificultando a
determinacdo de elementos através de EDX. No entanto, a analise visual através do MEV é
eficiente apontando as diferencas de solos alimentados com &gua ou solucdo nutriente.

o Apesar de apresentar biocimentagdo ao final do estudo, as taxas de encapsulamento do
contaminante foram muito baixas, além disso, a técnica se mostrou falha em relacdo a
alimentacdo, ndo apresentando vantagem para uso como técnica de remediacdo de solo

contaminado com cromo hexavalente.
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RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

o Utilizacdo de diferentes tempos no ensaio de atividade urease. A adaptacdo dos
microrganismos a solugdo nutriente inserida no meio pode ser mais demorada que o utilizado
neste trabalho;

o Realizacdo de biocimentagdo de contaminantes em maior escala afim de observar
melhor o comportamento do contaminante e da técnica em si;

o Avaliar o comportamento em maior escala e a longo prazo do contaminante quando

submetido a biocimentacdo com alimentacdo por percolagéo;

o Execucdo da técnica de biocimentacdo através de injecdo do meio nutriente, ndo por
percolacao;
o Anélise da biocimentacdo no corpo de prova, com finalidade de conferir a

concentracdo retida no carbonato de célcio precipitado;
o Realizacdo de MEV/EDX nas amostras anterior a aplicacdo de biocimentacdo com

finalidade de comparacdo com as amostras finais;
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ANEXOS

ANEXO A — Protocolo Urease escrito por Alisson S. (2001):

UREASE PROTOCOL
Steve Allison
July 2001

based on Sinsabaugh (1998, unpub) and Kandeler and Gerber 1988

Purpose: measure the activity of urease (amidohydrolase, EC 3.5.1.5) in environmental
samples. Urease is the common name for enzymes that decompose urea into carbon dioxide
and ammonium. The enzyme is considered important in soil nitrogen cycling, particularly in
agricultural systems.

1. Prepare reagents:

40 mM urea
0.240 g urea
100 ml sodium acetate buffer, pH 5

0.3 M NaOH
12 g NaOH
1000 ml DI water

Na salicylate solution
17 g sodium salicylate
120 mg sodium nitroprusside
100 ml DI water

Na salicylate/NaOH solution (make fresh daily)
1 part 0.3 M NaOH
1 part Na salicylate solution
1 part DI water

Na dichloroisocyanide solution (make fresh daily)
0.1 g sodium dichloroisocyanide
100 ml DI water

2. Sample preparation (refer to pNP protocol): Blend 2 g wet soil with 60 ml, 50 mM pH 5
acetate buffer on whip setting for 1 min and pour suspension into a screw-cap Nalgene bottle.

3. While stirring vigorously, pipet 750 ul suspension into 2 ml centrifuge tubes. Use 3-4
replicates and 2 replicate suspension controls (controls get acetate buffer in place of
substrate). Also use 4 substrate controls/11 samples: replace soil suspension with acetate
buffer.

4. Add 750 pL of urea solution to each of the tubes (except suspension controls, which get
acetate buffer). The final substrate concentration is 20 mM urea.
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NOTE: pH optima for ureases is reportedly in 7-8 range. Depending on experimental design,
you may want to select another buffer. Apparent Km is a function of particle dispersion and
mixing. This substrate concentration (20 mM) may not be high enough to reach substrate
saturation in all systems.

5. Standards: Alpkem standard (1000 ppm NH,-N) is 71.43 mM. Dilute this 100X in acetate

buffer to get a standard of 714 nmol/ml. 2X serial dilutions of this solution yield standards of
357, 179, 89.3, 44.6, and 22.3 nmol/ml. Contstruct a standard curve using this concentration
range.

6. Incubate the tubes at room temperature for 2-18 h while shaking.
7. Centrifuge tubes at 10,000 rpm for 1 min.

NOTE: The next part is from Kandeler and Gerber 1988 (in Alef and Nannipieri, Methods in
Applied Soil Microbiology and Biochemistry, p. 318). It omits the addition of an acid KCI
solution to terminate the reaction and dilute the sample.

8. Ammonium determination: Pipet 0.5 ml supernatant or standard into 10 ml culture tubes,
add 2.5 ml NaOH/Na salicylate solution and 1 ml Na isocyanide solution. Also prepare a
blank with acetate buffer instead of supernatant. Let stand at room temperature for 30 min.

9. Read optical density of each sample/standard on spectrophotometer at 690 nm, using the
blank to zero the spectrophotometer.

10. Calculate activity as nmole of ammonium released per hour per gram of soil.

Final OD = (mean OD of assay wells) - (mean OD of sample control wells) - (mean OD of
substrate control wells)

11
Activity (umole NH, h g ) = final OD/[(EC/umole/ml)/(1.5 ml/assay) (incubation time, h) (g

dry soil used to make sample suspension/60 ml sample suspension) (0.75 ml sample
suspension)]



