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RESUMO: A estabilizagdo de solos representa um desafio critico na engenharia geotécnica, especialmente
quando se busca incorporar praticas sustentaveis em face dos impactos ambientais negativos associados aos
métodos convencionais de melhoramento de solos. Este artigo aborda a Precipitacdo de Carbonato de Célcio
induzida por microorganismos (MICP) como uma alternativa viavel e ambientalmente amigavel, focando na
importancia da fonte de célcio para a eficacia do processo. Utilizando amostras de areia padrdo enriquecidas
com o meio B4, com diferentes concentracdes de célcio, este estudo visa elucidar a influéncia da fonte de
calcio na precipitacdo de carbonato de calcio (CaCOs). A andlise estende-se a variaveis adicionais como o tipo
de glicose utilizada e o tempo de incubacdo, fatores determinantes para a quantificacdo do carbonato de célcio
biologicamente produzido. Além do potencial de melhoramento das propriedades geotécnicas dos solos, este
processo oferece a perspectiva de capturar CO, atmosférico, contribuindo assim para esfor¢os de mitigagdo
das mudancas climaticas. Os resultados indicam a capacidade do meio B4 de precipitar CaCOs, destacando a
relevancia das condicGes experimentais na otimizacdo da bioprecipitacdo para aplicacdes geotécnicas
sustentaveis. Este estudo pavimenta o caminho para futuras pesquisas focadas em maximizar a eficiéncia do
MICP e explorar seu potencial tanto para a estabilizagdo do solo quanto para a captura de carbono.

PALAVRAS-CHAVE: MICP, Precipitacdo de carbonato de calcio, biocimentacgdo, biomineralizacdo, captura de
carbono.

ABSTRACT: Soil stabilization represents a critical challenge in geotechnical engineering, especially when
seeking to incorporate sustainable practices in the face of negative environmental impacts associated with
conventional soil improvement methods. This paper addresses Microbially Induced Calcium Carbonate
Precipitation (MICP) as a viable and environmentally friendly alternative, focusing on the importance of the
calcium source for the process's efficiency. Using standard sand samples enriched with B4 medium, with
different calcium concentrations, this study aims to elucidate the influence of calcium sources on the
precipitation of calcium carbonate (CaCOs). The analysis extends to additional variables such as the type of
glucose used and the incubation time, key factors for the quantification of biologically produced calcium
carbonate. Beyond the potential for improving the geotechnical properties of soils, this process offers the
perspective of capturing atmospheric CO, thus contributing to efforts to mitigate climate change. The results
indicate the capability of the B4 medium to precipitate CaCOs, highlighting the relevance of experimental
conditions in optimizing bioprecipitation for sustainable geotechnical applications. This study paves the way
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for future research focused on maximizing the efficiency of MICP and exploring its potential for both soil
stabilization and carbon capture.

KEYWORDS: MICP, Calcium carbonate precipitation, biocementation, biomineralization, carbon capture.
1 INTRODUCAO

Um dos maiores desafios no setor geotécnico na atualidade é a implementacdo de principios de
sustentabilidade na pratica. Solos marginais, como areias fofas, argilas moles, solos organicos e sedimentos
dragados, sdo materiais que carecem das caracteristicas de engenharia necessarias para a construcdo. Esses
solos precisam ser tratados ou estabilizados antes de serem utilizados como material de construcao (Firoozi et
al., 2017). Métodos tradicionais para enfrentar os desafios relacionados a solos marginais incluem a
substituicdo do solo, compactacdo do solo, injecdo de calda de cimento (grouting), drenagem e pré-
compressao, entre outros. Dezenas de milhares de projetos de melhoria de solo sdo executados a cada ano,
com um custo total superior a R$30 bilhGes por ano em todo o mundo (DeJong et al., 2010). Os métodos
convencionais de estabilizacdo de solos apesar de amplamente utilizados, estdo sob crescente escrutinio
principalmente devido as suas implicagdes ambientais. 1sso porque a indudstria de cimento, um componente
chave dessas técnicas, é responsavel por 10% das emissdes globais de CO, (Firoozi et al., 2017). Nesse
contexto, a biogeotecnologia que explora processos biogeoquimicos que acontecem naturalmente no solo,
apresenta-se como alternativa promissora aos métodos tradicionais de estabilizacdo de solos (Dejong et al.,
2013).

Entre as tecnologias emergentes nesse campo, a Precipitacdo de Carbonato de Célcio Induzida por
Microorganismos (MICP) mostra-se como uma alternativa ambientalmente vidvel para melhorar as
propriedades do solo. As aplicacbes da MICP dentro da biogeotecnia estdo relacionadas principalmente ao
aumento da resisténcia do solo, a mitigacdo da liquefacéo do solo, & melhoria da permeabilidade do solo e ao
controle de erosdo (Bu et al., 2022; He et al., 2019). Ha diversos processos biogeoquimicos capazes de induzir
a precipitacdo de carbonato de céalcio como, por exemplo, a hidrolise de ureia, a desnitrificacdo, a
amonificagdo, a reducéo de sulfato, a fotossintese e a oxidagdo de metano. No entanto, a maioria deles geram
subprodutos indesejados (Osinubi et al., 2020), limitando sua aplicabilidade. A hidrélise de ureia, apesar de
gerar amonio, um subproduto téxico que precisa ser remediado, continua sendo o processo biogeoguimico
mais utilizado para precipitacéo de carbonato de célcio (Van Paassen, 2009).

Nesse contexto é importante destacar 0s processos naturais de intemperizacdo como forma alternativa
de precipitacdo de carbonatos, ndo apenas por sua importancia biogeoquimica, mas também pelo seu potencial
na captura de CO, atmosférico. Este fendmeno natural inicia-se com a dissolugéo de dioxido de carbono (CO»)
na agua, formando &cido carbénico (H.COs).

€O, + H,0 > H,CO4 1)

O é&cido carbdnico é instavel e rapidamente se dissocia, liberando ions bicarbonato (HCOsY) e ions
hidrogénio (H"):

H,CO5; - HCO; + H* (2
Os ions hidrogénio liberados desempenham um papel crucial na quebra de cations, um processo que
depende fundamentalmente da disponibilidade de fontes de cétions, como o célcio (Ca?*), no sistema. Esses
cations ao serem mobilizados, podem reagir com ions bicarbonato, levando a formacéo de carbonatos.

M?* + 2HCO3 < MCO5 + CO, + H,0 3)

Onde M representa cétions que podem ser célcio, magnésio, e ferro, por exemplo.
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A contribuicdo das bactérias a esse processo (biointemperismo), especialmente na formacdo de
carbonato de célcio no solo, apresenta aspectos ainda ndo totalmente elucidados. Enquanto a disponibilidade
de CO- dissolvido é um fator chave para a carbonatacdo natural do solo (Renforth et al., 2011; Washbourne et
al., 2012), as bactérias podem desempenhar varias fungfes que influenciam esse processo. Por um lado, elas
podem produzir substancias poliméricas extracelulares (SPE) (Hao et al., 2024), que aceleram a formagao de
carbonato de célcio, ou até mesmo produzir o CO; necessario para facilitar essa precipitacdo. Por outro lado,
as bactérias podem atuar fornecendo sitios de nucleacdo na superficie celular bacteriana facilitando assim as
reacfes quimicas necessarias (Stocks-Fischer et al., 1999). No entanto, a eficAcia desses mecanismos
bacterianos na promocao da precipitacdo de carbonato de calcio pode ser limitada em ambientes com baixa
concentracdo de matéria organica, onde a atividade bacteriana tende a ser reduzida (Castanier et al., 2000).
Isso aponta para a importancia de entender melhor como a interagdo entre bactérias e condi¢des geoquimicas
pode ser otimizada para capturar CO, atmosférico, realcando o potencial da biomineralizacdo induzida
biologicamente para aplicagfes geotécnicas sustentaveis.

Assim, este artigo dedica-se a explorar como diferentes concentra¢des da fonte de célcio influenciam na
capacidade de precipitagdo de carbonato de calcio, por meio do processo de biomineraliza¢do. Para isso,
utilizou-se 0 meio de enriquecimento B4, reconhecido pela sua eficAcia em promover a bioprecipitagdo. Além
da concentracédo da fonte de calcio, este estudo também avaliou o impacto de variaveis como o tipo de glicose
e 0 periodo de incubacdo na eficiéncia da biomineralizacdo. A analise desses fatores € crucial para aprofundar
o entendimento sobre 0s mecanismos subjacentes a bioprecipitacdo de carbonato de célcio, abrindo caminho
para otimizar esta tecnologia para aplicagdes geotécnicas sustentaveis.

2 METODOLOGIA

Amostras de solo de uma areia padrdo foram compactadas em seringas de 60 ml, em 3 diferentes
camadas, na qual cada camada continha 17 g de solo, ocupando um volume de aproximadamente 10 ml. Para
a confecc¢do do setup Figura 1, a parte inferior das seringas foi cortada e, com auxilio de rolhas de borracha, a
parte inferior das seringas foi devidamente vedada. As rolhas possuiam um furo central, permitindo o encaixe
de um tubo capaz de realizar a drenagem de liquidos do sistema. Além disso, entre a rolha de borracha e a
amostra de solo, havia uma camada de fibra abrasiva e outra de papel filtro, para evitar passagem de areia da
seringa para o tubo durante a percolacéo de solucdes (Roth et al., 2022).

iura 1. Setup das amostras montado

Para a producéo do meio de enriquecimento B4 foram utilizados, para 1 L de agua destilada, 4 g de
extrato de leveduras, 5 g de glicose e 2,5 g e 15 g de acetato de célcio para concentragdes de 0,25% e 1,5% da
fonte de célcio, respectivamente. Duas variagdes da solucdo para a concentracdo de 1,5% de acetato de célcio
foram realizadas, uma usando dextrose pura e outra utilizando o composto de alta concentracdo de glicose
Modified Eagle Medium (DMEM), enquanto a solucéo de 0,25% foi produzida apenas com o uso de dextrose.
Além disso, foi adicionada as solugdes uma pequena quantidade de hidréxido de sddio (NaOH), a 0,5M, a fim
de ajustar o pH entre 8,2 e 8,5 e propiciar um ambiente favordvel para a proliferagdo bacteriana (Boquet et al.,
1973; Lee Y, 2003).

Apo6s a montagem do setup das seringas, as amostras de solo foram saturadas com agua destilada, e
drenadas pelo tubo inferior até que ndo houvesse mais presenca de bolhas de ar. Posteriormente, em se tratando
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das solugdes B4 feitas com dextrose, foram produzidas duas duplicatas (4 amostras) para cada proporc¢éo,
sendo uma delas incubada por 15 dias e outra por 22 dias. Ja para solugdo de B4 de 1,5% feita com DMEM,
foram feitas trés duplicatas (6 amostras) para incubacéo de 15, 22 e 29 dias. E vélido destacar que, para cada
duas amostras de solo tratadas com a solucdo de enriquecimento, havia uma amostra controle tratada apenas
com &gua destilada. 60ml da solucdo de tratamento (ou &gua destilada para o caso das amostras controle) foi
aplicada e drenada de forma com o que nivel da solucéo se mantivesse 5 ml acima do nivel do solo e, conforme
a necessidade, foram feitas reaplicacdes para que esse nivel permanecesse constante.

Ao final do tempo de incubacéo, as amostras foram submetidas ao ensaio de perda de massa por ignicéo,
a fim de quantificar o carbonato de calcio (CaCQOs) presente no solo tratado. Para isso, as amostras de solo
foram retiradas das seringas e divididas em trés camadas (superior, intermediaria e inferior) a fim de conferir
a heterogeneidade do processo e depois colocadas para secar na estufa a 105°C por 24 horas. Posteriormente,
as amostras secas foram transferidas para cadinhos de massa conhecida e a massa do conjunto 1 (Mios) foi
registrada. Os cadinhos foram entéo aquecidos na mufla a 550°C por 5 horas para queimar a matéria organica
e a 950°C por 3 horas a fim de liberar o didxido de carbono, transformando-se, de acordo com a equagéo 4,
apenas em Oxido de célcio de composto sélido.

950 °C
CClCO3 (s) CQO(S) + COZ(g) (4)

As massas das amostras submetidas a mufla, em ambas as temperaturas, também foram registradas (Msso
e Masg). Os calculos do percentual de perda por ignicao (LOlgso) @ 950°C da amostra de solo foram realizados
de forma semelhante ao processo feito por (Heiri et al., 2001), conforme equacéo 5, representando a massa de
CO; perdida devido a reacdo térmica. Posteriormente, para determinar o percentual de carbonato de calcio, o
valor da LOlgs, foi dividido por 0,44, que corresponde a fracdo de CO, no CaCOs (Dean, 1974).

LOlyso = (M2 4 100 5)

105

Por fim, a partir da comparagéo dos resultados dos percentuais de CaCOs obtidos através do ensaio de
perda por ignicédo, foi possivel correlacionar a influéncia da fonte de calcio do meio de enriquecimento e as
demais variaveis envolvidas tanto no processo de biocimentacdo quanto no processo de quantificacdo do
carbonato de calcio.

3 RESULTADOS

Este estudo examinou o impacto de diferentes tratamentos em amostras de areia, com foco na
precipitacdo de carbonato de célcio (CaCOs). Os resultados de perda de ignigdo apresentados na Figura 2
destacam as analises conduzidas na parte superior das seringas. Adicionalmente, é importante ressaltar que os
resultados das amostras tratadas com a solucdo B4 representam as médias das medicGes realizadas nas partes
superiores das duplicatas produzida e o desvio padréo entre as duas amostras.

Amostras de solo ndo tratado (solo natural) revelaram um teor de carbonato de caélcio de
aproximadamente 0,023%. Todas as amostras submetidas a tratamentos, com excegdo da amostra de B4 com
0,25%, superaram o teor de CaCOs do solo natural apds 15 dias de incubagdo (Figura 2a). Destaca-se que as
amostras tratadas com a solugdo B4 com concentracdo de 1,5%, principalmente aquelas com adicdo de DMEM,
mostraram uma precipitagdo de CaCOs consideravelmente maior em comparagdo com aquelas tratadas com
solucgéo de 0,25%. E valido mencionar que a média das amostras superiores tratadas com B4 de 0,25%, com
tempo de incubagéo de 15 dias, foi negativa. 1sso ocorreu porque uma das amostras obteve valor de massa
apos a perda de ignicdo de 950°C superior a massa ap6s a perda de ignicdo de 550°C, quando na verdade o
esperado seria 0 inverso.

Apos 22 dias de incubagdo (Figura 2b), as amostras tratadas com solucdo B4 a 0,25% obtiveram um
pequeno aumento no percentual de CaCOsem relacdo ao solo natural enquanto que aquelas tratadas com &gua
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destilada ndo apresentaram carbonato de calcio. Em contrapartida, as amostras tratadas com B4 a 1,5%,
independente da composicéo da glicose utilizada, obtiveram um desempenho melhor, beneficiando-se de uma
semana adicional de incubacéo.

Para o periodo de incubagdo estendido até 29 dias, dispondo apenas de dados para a concentragdo de
1,5% com uso de DMEM (Figura 2c), observou-se que esse tratamento alcancou o maior nivel de precipitacdo
de CaCOsentre todas as amostras testadas.

A partir da Figura 2d é possivel observar que as amostras tratadas com maiores proporcdes de acetato
de célcio apresentaram maiores quantidades de CaCOs. Além disso, o fator tempo de incubagdo também
influenciou diretamente na capacidade de precipitacdo de CaCOs;, tendo em vista que os resultados
provenientes das amostras de 1,5% com uso de DMEM incubadas por 29 dias foram maiores do que 0s
resultados referentes as amostras incubadas por 15 dias. Adicionalmente, observou-se que o tipo de glicose
também interfere nos resultados, j& que todas as amostras com adi¢do de DMEM, independemente do periodo
de incubacéo, destacaram-se em relagdo as demais.

B4- 1,5% (DMEM) B4 - 1,5% (DMEM)
B4- 1,5% (Dextrose) B4 - 1,5% (Dextrose)
B4- 0,25% (Dextrose) B4 - 0,25% (Dextrose)
Agua destilada Agua destilada
Solo natural Solo natural
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60
CaCO;(%) CaC04 (%)
(a) (b)

B4 - 1,5% (DMEM)

B4 - 1,5% (DMEM)

B4 -1,5% (Dextrose)

Agua destilada [u ® 15 dias
B4 - 0,25% (Dextrose) X

M 22 dias

Solo natural [ Agua destilada I 29 dias

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60
CaC0; (%)

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60
CaCo; (%)
_ - (© _ _ (d) _
Figura 2. Percentual médio de carbonato de calcio das amostras superiores tratadas (a) por 15 dias, (b) por 22
dias, (c) por 29 dias e (d) sob uma perspectiva geral ao longo do tempo

5 DISCUSSOES

E importante destacar que os resultados apresentados acima correspondem as partes superiores das
seringas, Vvisto que o ensaio de perda de massa por ignicdo, confirmou a hip6tese de que o processo de
bioprecipitagdo de carbonato de célcio ndo € homogénio. A Figura 3a ilustra essa heterogeneidade em 6
amostras distintas. Acredita-se que a presenca de um biofilme na parte superior das amostras (Figura 3b)
contribuiu para uma maior concentragdo de CaCOs nessas areas.

A precisdo do método de perda de ignicdo para determinar a porcentagem de CaCO3z; em amostras de
solo leva a questionamentos, especialmente diante da evidente heterogeneidade no processo de
bioprecipitacdo. O estudo realizado por Heiri et al. (2001) lanca luz sobre esta questdo, indicando que variaveis
tais como o tamanho da amostra, manuseio e pesagem nos laboratdrios, duracdo e temperaturas aplicadas na
mufla, bem como a configuragdo fisica dentro desta, podem influenciar os resultados obtidos. Neste contexto,
0 presente estudo adotou as diretrizes propostas por Heiri et al. (2001), empregando amostras com massas
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pequenas (inferiores a 6g) e submetendo-as a temperaturas de 550°C e 950°C durante periodos de 5 e 3 horas,
respectivamente, visando maximizar a precisao do ensaio.

m Agua destilada, 15 dias
m B4, 0,25%, Dextrose, 15 dias

mB4, 1,

Dextrose, 15 dias

CaCo3 (%)

0,60 W B4, 1,5% Dextrose, 22 dias
m B4, 1,5%, DMEM, 22 dias

B4, 1,5% DMEM, 29 dias

(@) (b)
Figura 3. (a) Distribuicdo de CaCOs nas diferentes camadas da amostra, e (b) Presenca de biofilme na parte
superior de uma amostra tratada durante 22 dias com B4 a 1,5% e uso de DMEM.

Contudo, a presenca de CaCOs indicada nos resultados do teste de perda de ignicéo, tanto para o solo
natural, composto 100% de quartzo, quanto nas amostras controle - nas quais fontes adicionais de calcio seriam
inesperadas - destaca a complexidade adicional para interpretacdo dos resultados desse ensaio.

Dentre os questionamentos acerca das variaveis capazes de influenciar os resultados da perda de ignicao,
notou-se que 0 manuseio da amostra durante a pesagem esta intrinsecamente ligado a precisdo dos resultados.
Nesse Vviés, o possivel ganho de umidade durante as medigdes que sucedem as perdas de ignicdo de 550°C e
950°C podem caracterizar resultados negativos ou nulos, devido ao ganho de massa indesejado durante o
processo, especialmente quando o ensaio é feito por meio de balangas de alta preciséo.

Além disso, a heterogeneidade da bioprecipitagdo evidenciada pela varidvel distribuicdo de biofilmes,
pode comprometer a representatividade e, por conseguinte, a confiabilidade dos dados de perda de ignig&o.
Assim, a interpretacdo dos resultados requer cautela, e hd uma clara necessidade de métodos analiticos
complementares que permitam uma avaliacdo mais precisa e holistica do contelido de CaCOs em futuras
investigacoes.

No entanto, ainda que a técnica utilizada esteja sob escrutinio e o percentual maximo de CaCOs3
precipitado com o tratamento indicado por este ensaio seja de apenas 1,36%, observa-se visualmente que as
amostras tratadas com a solugdo B4 a 1,5% n&o desagregam facilmente. De fato, apds o tratamento e a secagem
na estufa a 105°C por 24 horas, enguanto as amostras com agua destilada se desagregaram (Figura 4a), as
amostras tratadas com a solucéo de enriquecimento permaneceram com o formato cilindrico, precisando de
uma leve pressao para serem desagregadas (Figura 4b).

(b)

Figura 4. Comparacao entre as amostras tratadas, durante 29 dias, com (a) &gua destilada e (b) B4 a 1,5% e
uso de DMEM.
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Adicionalmente, é importante considerar o papel crucial do CO; dissolvido no solo para a eficacia da
precipitacdo de CaCOs, um aspecto fundamental no processo de biomineralizacdo induzida biologicamente. A
escolha de utilizar areia padrdo, caracterizada por baixos niveis de CO; dissolvido, em vez de uma amostra
indeformada de solo, que naturalmente contém quantidades maiores de CO, pode ter influenciado
negativamente o potencial de precipitacdo de CaCOs. Esse fator, possivelmente limitante, reforca a
necessidade de avaliagcGes mais detalhadas sobre as condi¢fes 6timas para a biomineralizacéo.

Por altimo, € valido apontar ainda que a ocorréncia da precipitacdo de carbonato de célcio no solo ndo
necessariamente se traduz em aumento de resisténcia. 1sso porque o aumento de resisténcia esta diretamente
ligado a capacidade do carbonato de célcio de criar ligacBes nos contatos intergranulares do solo, tornando-o
mais coesivo. Por isso, a depender dos indices de vazios do solo a ser tratado, somado ao fato de a
bioprecipitagdo do carbonato de calcio ser heterogénea, ha a possibilidade de o carbonato de célcio precipitado
ndo ser suficiente para proporcionar essa coesdo. Assim, esse estudo focou na quantificacdo de CaCOs
bioprecipitado. Entretanto, embora seja evidente que o solo tratado com B4 tornou-se consideravelmente mais
coesivo, a avaliagdo precisa de seu aumento de resisténcia € algo a ser investigado em pesquisas futuras.

5 CONCLUSOES

A aplicacdo do meio de enriquecimento B4 mostrou-se capaz de precipitar carbonato de calcio (CaCOs)
em amostras de areia padrdo. Foram analisados, por meio desta pesquisa, os fatores capazes de influenciar no
processo e nos resultados de determinacdo do percentual de CaCQOs, tais como: a heterogeneidade da
bioprecipitagdo, a escassez de CO, nas amostras de areia, as intercorréncias enfrentadas durante os ensaios de
perda de ignicéo, a escolha do tipo de glicose a ser utilizada no meio de enriquecimento e a proporcao da fonte
de célcio.

O percentual méximo de CaCOs precipitado com o tratamento, indicado pelo ensaio de perda de ignicéo,
foi de 1,36% para a amostra com 1,5% de acetato de célcio e glicose composta Modified Eagle Medium
(DMEM) incubada por 29 dias. Por fim, ainda que os resultados de quantificacdo tenham sido menores do que
0 esperado, as amostras mostraram-se visualmente mais resistentes apos a bioestimulagdo. Por essa razéo,
espera-se investigar em pesquisas futuras a relagdo entre a precipitacdo de carbonato induzida por
microorganismos e 0 aumento de resisténcia do solo, bem como a associa¢do de outros métodos capazes de
guantificar o CaCOs.
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